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  مقاله پژوهشي
  

گري شده    استفاده از سلول هاي در حال استراحت سويه ي بومي غربال
Rhodotorula sp. CW03 تئوفيلين و پاراگزانتينكافئين به بيوترانسفورماسيون  در  

    
  **مريم برچلويي، *مسعود حيدري زادهدكتر ، *مراحم آشنگرفدكتر 

  
 21/2/94 : پذيرش   4/11/93  :دريافت

  

  :دهچكي
بـا  در سال هاي اخير كاربرد ميكروارگانيسم ها به عنوان كاتاليست هاي زيستي امكان توليد فرآورده هاي طبيعي                  : مقدمه و هدف  

فرآيند بيوترانسفورماسيون ميكروبي كافئين علاوه بر حذف زيستي كافئين سـمي  . ، با كاربرد درماني را تسهيل نموده است     ارزش
توليد تركيبات دي متيل گزانتيني ارزشمند مورد استفاده در صنايع پزشكي و دارويي را فـراهم كـرده   از محيط هاي آلوده، امكان     

در اين مطالعه سعي بر شناسايي مخمرهاي بومي است كه بتوانند به عنوان كاتاليست واكنش تبـديل زيـستي كـافئين را بـه                        . است
  . تئوفيلين و پاراگزانتين انجام دهند

يـك از هـم تفكيـك    ژ سويه مخمري تجزيه كننده ي كافئين كه براساس تفاوت هـاي مورفولو    14 لعه تجربي  در اين مطا   :روش كار 
 افـزوده   با ارزش شده بودند، به عنوان بيوكاتاليست براي تبديل زيستي سوبستراي ارزان قيمت كافئين به دي متيل گزانتين هاي                  

غربـال گـري بـا    . نتخب مورد شناسايي فنوتيپي و ژنتيكي قـرار داده شـد   سويه م . بالا مانند تئوفيلين و پاراگزانتين برگزيده شدند      
  . انجام شد) HPLC(و كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا ) TLC(استفاده از آناليزهاي كروماتوگرافي لايه نازك 

 Rhodotorula sp. CW03 تحت شرايط سلولهاي در حال استراحت سـويه مخمـري   HPLC و UVبررسي همزمان آناليزهاي : نتايج
ــا شــماره دسترســي ( ــاراگزانتين(منجــر بــه شناســايي دو متابوليــت اصــلي  ) در بانــك ژن KF414531ب حاصــل از ) تئــوفيلين و پ

بـا  )  ميلـي گـرم در ليتـر       380(در اين واكنش بيوترانـسفورماسيون، بيـشترين مقـادير تئـوفيلين            . بيوترانسفورماسيون كافئين شد  
 120 و 72 درصـد پـس از بـه ترتيـب     9/37با رانـدمان مـولي   )  ميلي گرم در ليتر 880(اگزانتين  درصد و پار  4/16راندمان مولي   

  .ساعت واكنش بيوترانسفورماسيون حاصل شد
جداسازي و شناسايي مخمرهاي تجزيه كننده كافئين را به عنوان كاتاليست هاي ايمـن و ارزان قيمـت در                   اين مطالعه    :نتيجه نهايي 

  . را از سوبستراي ارزان قيمت كافئين پيشنهاد مي نمايدبا ارزش هاي طبيعي توليد دي متيل گزانتين
 

 كافئين / ردوترولا / دي متيل گزانتين / تئوفيلين / بيوترانسفورماسيون  :كليد واژه ها
  

  :مقدمه
يك تركيب متيـل    ) گزانتينمتيل تري 7و3و1(كافئين        

 به  C8H10N4O2گزانتيني مهم است كه با فرمول شيميايي        
ي آلكالوئيدهاي پوريني كه توسـط گياهـان توليـد          خانواده

ي كننـده ي تحريـك  كافئين يك مـاده   . شوند تعلق دارد  مي
است كه باعث افزايش هوشياري شـده و       ) روانگردان(رواني  

عليرغم ). 1(شود  با غلبه بر خستگي باعث حفظ تمركز مي       
 مثـل  هـايي  نوشـيدني  كاربرد گسترده كـافئين در سـاخت      

  الكلـي، كـافئين    غيـر  نوشـيدني  زيادي تعداد و قهوه چاي،
  
  

 مـصرف  و باشد براي انسان مي   جانبي بسياري  اثرات داراي
 تحريكـات  كـوفتگي،  سردرد، ايجاد باعث آن مدت طولاني

 فعاليـت  نـامنظمي  كليـوي،  فعاليـت  نامنظمي كليوي، فوق
ــه ــامنظمي اي، ماهيچ ــت در ن ــب، فعالي ــپش قل ــب، ت  قل
 سـطح  افـزايش  بـدن،  لـرزش  اضطراب، معده، هاي ناراحتي

 اغلب و خوابي بي فشارخون، افزايش پلاسما، هموسيستئين
 در كـافئين  مـصرف  .)2-4 (شود مي قلبي حاد هاي بيماري
و  گـذارد  منفـي مـي    تـاثير  جنـين  رشـد  بر بارداري دوران

  افـزايش  را خـودي  خودبه هاي و سقط  ها ناهنجاري احتمال
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  )m.ashengroph@uok.ac.ir( دانشگاه كردستاناستاديار گروه علوم زيستي و بيوتكنولوژي دانشكده علوم  *

  دانشكده علوم دانشگاه كردستان زيست شناسي سلولي مولكوليكارشناسي ارشد  **
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 از بـيش  مـصرف  مـوارد ذكـر شـده      بـر  علاوه). 5 (دهد مي
 ايجاد باعث) روز در گرم ميلي 150 (كافئين متوسط غلظت
 اثـرات  بـه  توجـه   بـا  ).2 (شـود  مـي  زنان در استخوان پوكي
 ها نوشيدني از استفاده جهت افراد درخواست كافئين،جانبي

 افزايش حال در روز به روز كافئين بدون غذايي محصولات و
ليد محصولات غذايي عاري از كافئين      بنابراين، تو . باشد مي

باشد كه ايـن     از منظر سلامتي براي انسان حائز اهميت مي       
هـاي   امر تحقيقات صورت گرفتـه جهـت شناسـايي سـويه          
. سازد ميكروبي تجزيه كننده كافئين را به خوبي توجيه مي        

در مقايسه با دي متيل گزانتين هاي ديگر از جمله         كافئين
 يك گروهداشتن علت  و تئوبرومين بهتئوفيلين، پاراگزانتين

 اثـرات  بـا  همـراه  زياد تحريكي خاصيت اضافي داراي  متيل
 متيـل  هـاي  گـروه  برداشت. باشد مي سلامتي براي آور زيان
 درمانيخواص و داده كاهش كافئين را مولكول آور زيان اثرات

دهـد در نتيجـه      مـي  افـزايش  حاصـل را   مـشتقات  ارزش با
خـواص   داراي  مشتق شده از كافئين    هاي گزانتين متيل دي

 آنتي و سرطان ضد ضدآسم، دارويي فراوان از جمله خواص    
-متيـل  دي 3و1(امـروزه از تئـوفيلين      . باشـند  مي اكسيدان 

هـاي تنفـسي ماننـد انـسداد        براي درمان بيماري  ) گزانتين
) Chronic obstructive pulmonary disease(ريوي مزمن 

عملكردهاي اصـلي   ). 6،7(شود  يي فراوان م  و آسم استفاده  
هـاي  كردن عضلات صاف لولـه    تئوفيلين در بدن شامل شل    

ي قلـب، افـزايش     هوايي، افزايش انقباض و كارايي ماهيچه     
فشار خون، اثرات تحريكي بر روي سيستم عصبي مركـزي          

يكــي ديگــر از ). 8(خــصوصأ مركــز كنتــرل تــنفس اســت 
   آن هـــاي تئـــوفيلين كـــه باعـــث اســـتفاده از مكـــانيزم

ــافتي    ــد ب ــاكتور رش ــار ف ــده، مه ــوان دارو ش ــه عن ــا  ب بت
)Transforming growth factor beta (ايـن فـاكتور   . است

 و آســم باعــث تبــديل   COPDدر بيمــاران مبــتلا بــه   
شود و از اين    هاي ريوي به ميوفيبروبلاست مي    فيبروبلاست

 7و1(پـاراگزانتين   ). 9(شـود   زايي مـي  طريق باعث بيماري  
  اصـلي  C7H8N4O2با فرمـول شـيميايي      ) انتينگزمتيلدي

. ترين متابوليت مسير كاتابوليسم كافئين در انـسان اسـت         
هـا شـده و از      پاراگزانتين در بدن باعث مهار سنتز لكوترين      

هاي التهابي و همچنين ايمنـي ذاتـي را         اين طريق واكنش  
هاي پاراگزانتين  يكي ديگر از ويژگي   ). 10(كند  سركوب مي 
زايي آن است به طـوري كـه باعـث افـزايش            ژيعملكرد انر 

. شــودغلظــت اســيدهاي چــرب موجــود در پلاســما مــي 
  پتاسيم /پاراگزانتين همچنين با تحريك فعاليت پمپ سديم

  
ي اسـكلتي   هاي كلسيم به بافـت ماهيچـه      باعث انتقال يون  

  ).11(شود مي
با توجه به شباهت ساختاري بين كـافئين و مـشتقات                

ني، در دو دهه گذشته مطالعات قابل تـوجهي         متيل گزانتي 
ــوان       ــه عن ــا ب ــسم ه ــتفاده از ميكروارگاني ــدف اس ــا ه ب
بيوكاتاليزورهاي مبتني بر شيمي سبز براي تجزيه زيـستي         
و بيوترانــسفورماسيون ميكروبــي سوبــستراي ارزان قيمــت 

 مانند تئوفيلين، با ارزشگزانتين هاي كافئين به انواع متيل
). 12،13(زانتين صـورت گرفتــه اســت  تئـوبرومين و پــاراگ 

بيوترانسفورماسيون كافئين توسـط سـويه هـاي ميكروبـي          
ــه   ــف از جملــ ، )Penicillium roqueforti )13مختلــ

Aspergillus niger) 14( ،Stemphylium sp.) 15( ،
Pseudomonas putida ) 16( ،Serratia marcescens 

، )18 (Rhodococcus و   Klebsiella، كشت مخلـوط     )17(
Rhizopus delemar) 19( ،Pseudomonas alcaligenes  

. گـزارش شـده اسـت   ) 21 (Trichosporon asahiiو ) 20(
محتوي آنزيمي بالا و فعال بـودن مـسيرهاي متابوليـسمي           

اي است كـه   هاي برجسته متعدد در مخمرها يكي از ويژگي     
اين ميكروارگانيسم ها را به ابزاري مناسب بـراي مطالعـات           

انسفورماسيون ميكروبي تبديل نموده است و لذا ايـن         بيوتر
مطالعه با هدف جداسازي مخمرهاي بومي تجزيـه كننـده          
كافئين، شناسايي فنوتيپي و ژنتيكي سويه برتـر و بررسـي           
امكـــان توليـــد تئـــوفيلين و پـــارازانتين از واكـــنش     
بيوترانسفورماسيون كافئين تحت شـرايط سـلول هـاي در          

 .بيوكاتاليزور انجام شده استحال استراحت به عنوان 

  :روش كار
انجام  براي اين مطالعه تجربي در: مواد و محيط هاي كشت     

ــسفورماسيون از  ــشات بيوتران ــوبرومين و آزماي ــافئين، تئ ك
 درصــد و پــاراگزانتين بــا 99بــا خلــوص بــالاي تئــوفيلين 

) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO( درصد 98بالاي خلوص
نول با درجه خلوص بسيار بـالا مخـصوص         متا. استفاده شد 

) TLC(نازك   لايه كروماتوگرافي صفحات  و HPLCدستگاه  
 مرك از شركت  60F254 سيليكاژل ثابت فاز با آلومينيومي

محــيط ). E.Merck, Darmstadt, Germany( شــد تهيــه
 Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar كـشت 

گلوكز، عصاره  . ري شد  انگلستان، خريدا  ،Quelabاز شركت   
 YPDمخمر و پپتون جهت ساخت محيط هـاي سـنتتيك       

)Yeast Peptone Dextrose ( از مــرك، آلمــان خريــداري
  يط هاي كشت از شركتــآگار جهت جامد كردن مح. شد
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Quelab    نمـك هـاي كلريـد سـديم،        . ، انگلستان تهيه شـد
كلريد كلسيم، سولفات آهن، سـولفات منيـزيم و بافرهـاي           

 از كمپاني   M9 جهت ساخت محيط هاي سنتتيك       فسفات
. و مرك خريـداري شـد  ) Detroit, MI, USA(هاي ديفكو 

 پليمراز، نوكلئوتيدها و ساير مواد واكنش دهنده        Taqآنزيم  
 ITS4 و ITS1پرايمرهـاي  . ، از سيناژن تهيه شـد  PCRدر

جهت شناسايي سـويه هـاي مخمـري از شـركت فزاپـژوه              
  . خريداري شد

هاي مورد  نمونه: ري و غني سازي سويه هاي مخمرينمونه بردا
هاي زير كشت چاي و پساب كارخانه هاي         آزمايش از خاك  

توليد كننـده چـاي منـاطق شـمال كـشور و همچنـين از               
هـايي از    هاي درمـاني اسـتان     ها و آب    رودخانه   ها، آب  خاك

كشور مانند كردستان، كرمانشاه، همدان، اهـواز، اصـفهان،         
 ظـروف  در هـا  نمونـه  اين. آوري شدند  ز جمع بوشهر و شيرا  

 دمـاي  در آزمايشگاه به انتقال از پس و آوري جمع استريل
ابتدا . شدند نگهداري استفاده هنگام تا گراد سانتي درجه 4

براي نمونـه   (سوسپانسيوني از نمونه هاي جمع آوري شده        
در ارلن  )  ميلي ليتر  10 گرم و نمونه هاي آب       1هاي خاك   
.  ميلي ليتر آب مقطـر اسـتريل تهيـه شـد           90هاي حاوي   

 ميكروليتر از رقت هاي تهيه شـده بـه محـيط هـاي              100
ــشت   Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicolك

Agar )5      ،1 گـرم در ليتـر گلـوكز،         10 گرم در ليتر پپتون 
 گـرم در    5/0گرم در ليتر دي هيدروژن پتاسـيم فـسفات،          

ليتـر دي كلـوران،      گـرم در     002/0ليتر سولفات منيـزيم،     
 گــرم در ليتــر آنتــي 1/0 گــرم در ليتــر رزبنگــال، 025/0

 برابـر  pH گرم در ليتـر آگـار بـا    15بيوتيك كلرامفنيكل و   
كه حاوي يـك گـرم در ليتـر كـافئين بـود را اضـافه                ) 6/5

اي سر كج استريل،  با استفاده از ميله شيشه نموده و سپس    
ــدت    ــراي م ــه صــورت چمنــي كــشت داده و ب در  روز 5ب

. گـراد گرماگـذاري شـد       درجه سانتي  28انكوباتور با دماي    
 و بـر روي     ند شـد   جـدا  ،هـاي رشـد كـرده      بعد از آن كلني   

 YPD )1%yeast extract, 2% peptone, 2% محيط كشت

glucose, 2% agar pH 5.8 ±0.1 ( حاوي يك گرم در ليتر
 كـشت  )Streak plate method (كافئين به صـورت خطـي  

 سويه هاي خالص شده     .ها خالص شوند   لنيتا ك  نده شد داد
جهت نگهداري بـه محـيط هـاي اسـلنت دار انتقـال داده              

هايي كه بر روي محيط كشت حـاوي كـافئين         نمونه. شدند
قابليت رشد داشتند براي بررسي پتانسيل تجزيه كننـدگي         

  كافئيــنرشد بر روي محيط كشت نمكي حاوي (كافئين 

  
  . )22 (انتخاب شدند) تروژنبه عنوان تنها منبع كربن و ني

بـراي جداسـازي    : جداسازي مخمرهاي تجزيه كننده كـافئين     
سويه هاي مخمري بـا قابليـت تجزيـه كـافئين از محـيط              

 گرم در ليتر كافئين به عنـوان  5/2حاوي ) M9 ) 23نمكي
تنها منبع كربن و نيتروژن، پس از استريل كردن از طريـق    

 ميكرونـي   22/0سوراخ  پالايه هاي غشايي ميلي پور با قطر        
 :M9 نمكـي  تركيب محـيط . افزوده شده بود، استفاده شد

MgSO4.7H2O 0.5 g/l; CaCl2 0.015 g/l; FeSO4.7H2O 
0.03 g/l; NaCl 0.5 g/l and Phosphate buffer 100 

mM pH 5.6± 0.1 .مذكور كشت محيط كردن جامد براي 
ر هاي مخمـري كـه د      سويه .شد اضافه آگار درصد 2 آن به

مرحله غني سازي جداسازي شده بودند، روي محيط هاي         
 گرم در ليتر كافئين پخش شده       5/2نمكي آگار دار حاوي     

 درجـه سـانتي     28 سـاعت در دمـاي       72 تا   48و به مدت    
هـايي كـه داراي      ساعت سويه  72بعد از   . گراد انكوبه شدند  

مورفولوژي مختلـف بودنـد نـشانه گـذاري شـدند و بـراي              
  .  انسفورماسيون كافئين انتخاب گرديدندآزمايشات بيوتر

 غربال گري سويه هاي مخمري با پتانسيل بيوترانسفورماسيون        
مخمـري بـا     هـاي  سـويه  روش ايـن  در: كافئين به تئوفيلين  

  بـراث  YPD محـيط  قابليت تجزيـه كننـدگي كـافئين، در       
 گرم در ليتـر و عـصاره        20 گرم در ليتر، پپتون      10گلوكز  (

 داده كـشت  سـاعت  24 مـدت  بـه ) تر گرم در لي   20مخمر  
 از  گـرم در ليتـر پـس       5/2كافئين با غلظـت      سپس. شدند

 22/0پـور  ميلـي  غـشايي  هـاي  پالايـه  طريق از فيلتراسيون
گرم  ساعت 48 طي از پس. شد افزوده محيط به ميكروني،

 با سلولي بيومس از رويي مايع كل ابتدا اضافي، گذاري خانه
) دقيقه 10 مدت به g×3000 (كردن سانتريفيوژ از استفاده

 نرمـال  10 اسيدسولفوريك از استفاده با سپس گرديد جدا
هـاي   تئـوفيلين و ديگـر گـزانتين       تـا  شـد اسيدي   دقت به

 بيوترانسفورماسيون واكنش مخلوط در شدهتشكيلاحتمالي
 رويي، مايع حجم هم آن از پس. درآيند خود آزاد شكل به

 از اسـتفاده  بـا  آلـي  ازف ـ از آبـي  فـاز . شد اضافه استات اتيل
. شـد  جـدا ) دقيقـه  1 مدت به g) ×3000كردن سانتريفيوژ

 بـا  شـده  آوري جمـع  استاتي فاز اتيل  از ميكروليتر 5 سپس
آب بـا نـسبت     /اسيداسـتيك /بوتانـل  متحرك فاز از استفاده
  .گرفت قرار TLC آناليز  مورد1:1:4حجمي 

سـويه  : CW03شناسايي فنوتيپي و ژنتيكـي سـويه مخمـري          
قابليــت TLC  كــه براســاس آنــاليز   CW03مــري مخ

هاي  سويه را در بين   تئوفيلين به كافئين بيوترانسفورماسيون
  نــمخمري غربالگري شده با قابليت تجزيه كنندگي كافئي
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ــوتيپي و    ــايي فن ــورد شناس ــرده و م ــاب ك را داشــت انتخ
 CW03شناسايي سويه ي مخمري     . مولكولي قرار داده شد   
 فنوتيپي، براسـاس اسـتاندارد طبقـه        بر مبناي ويژگي هاي   

تشخيص مورفولوژي   جهت). 24(شد   انجام كورتزمنبندي  
سلولي با ميكروسكوپ نوري، لام مرطوب از كشت مايع دو          

جهـت  .  تهيه و بررسي گرديـد     YPDروزه در محيط كشت     
ــد جــنس ســويه مخمــري  ــين تايي ــذكور از تعي ــرادف م  ت

ــاي ــتفادهITS1-5.8S-ITS2ژنه ــد  اس ــتخراج .ش  DNA اس
 به روش تخريب با كمـك دانـه هـاي           CW03ژنومي سويه   

 روي سوسپانـسيون  )Glass bead disruption (شيـشه اي 
مايع  YPDدر محيط كشت    ساعته مخمر  24از كشت  حاصل

ي ژنومي سـويه ي     DNAپس از استخراج    ). 25(انجام شد   
 ITS1، با استفاده از دو پرايمر همه گـاني   CW03 مخمري

)ʹforward primer: 5ʹ-tccgtaggtgaacctgcgg-3 ( و
ITS4) reverse primer: 5ʹ-tcctccgcttattgatatgc-3ʹ (

كه از آنها براي شناسايي و طبقـه بنـدي انـواع يوكاريوتهـا           
. اســتفاده مــي شــود، تكثيــر ژن مربوطــه انجــام پــذيرفت 

 ITS1-5.8S -ITS2محـصول تكثيـري ژن هـاي ژن هـاي     
توالي ). 26(شد   و همكارانش شناسايي   آشنگرفطبق روش   

 توسـط شـركت مـاكروژن كـره         PCRيابي محصول خالص    
جهـت  . انجام گرفـت ) Macrogen, Seoul, Korea(جنوبي 

تـوالي هـاي     هم رديفي توالي هاي بدسـت آمـده بـا سـاير           
 NCBI در سايت    BLASTNموجود در بانك ژن از مرورگر       

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST ( استفاده شد.  
   

ــافئين تحــت ســلول هــاي در حــال   ــسفورماسيون ك بيوتران
 كه CW03سويه ي مخمري : CW03استراحت سويه مخمري 

ــاليز  ــاس آن ــدگي  TLCبراس ــديل كنن ــسيل تب  داراي پتان
كافئين بـه تئـوفيلين بـود انتخـاب و بررسـي رونـد كمـي         

لول هـاي در حـال      آزمايشات بيوترانسفورماسيون تحت س ـ   
براي اين .  انجام گرفتHPLCاستراحت با استفاده از آناليز      

 در CW03منظـور، ابتــدا ســلول هـاي مخمــري ســويه ي   
 تا رسيدن به انتهاي فاز رشد لگاريتمي رشـد          YPDمحيط  

پس از برداشت سلولها و شستشوي      ).  ام 30ساعت(شد  داده
 ,Na2HPO4.12H2O 1.5 mg/ml)آنها در محيط بافر نمكي 

KH2PO4 0.3 mg/ml, NH4Cl 0.1 mg/ml,and NaCl 

0.05 mg/ml, pH 7)  ــا ــلول ه ــن س ــال ، از اي ي در ح
   بـه عنـوان بيوكاتـاليزور در محـيط بـافر نمكـي              استراحت

  گرم در ليتر سوبستراي كافئين براي مطالعـات        5/2حاوي  
  يــبا هدف شناساي). 26(بيوترانسفورماسيون استفاده شد 

  
اصلي حاصل از بيوترانسفورماسيون كافئين،     متابوليت هاي   

ســنجش كمــي ميــزان متيــل .  انجــام شــدHPLCآنــاليز 
گزانتين هاي ايجاد شده از بيوترانسفورماسيون كـافئين بـا          

دستگاه كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا، مجهز        استفاده از 
 از  HPLCدر دسـتگاه    .  انجـام شـد    UVبه آشكارساز جذب  

بـه  )  ميكرون 5ه قطر ذرات فاز ثابت      انداز (C18ستون نوع   
. متر استفاده شد    ميلي 6/4 سانتيمتر و قطر داخلي    25طول  

كار گرفته شده مخلوطي از آب و متانول  به نوع فاز متحرك  
 بود كه به صورت ايزوكراتيك با سرعت        20 به   80به نسبت 

ml1      طول موج استفاده   .  در دقيقه روي ستون فرستاده شد
  . ميكروليتر بود20زريق شده  و حجم تnm 278 شده
  :نتايج

غربال گري مخمرهاي با پتانسيل تبديل زيستي كافئين بـه              
بود از جداسازي    عبارت انجام اين مطالعه   هدف از : تئوفيلين

و تشخيص سويه هاي مخمري با پتانسيل تجزيه كننـدگي        
تكنيك  براساس كه مخمري سويه 53در اين راستا،    . كافئين

 M9-caffeine agarمحيط در بودند شده لگريغربا سازيغني
 گرم در ليتر كافئين به عنوان تنها منبع كربن و 5/2حاوي 

نيتروژن كشت داده شدند كه براساس نتايج بدسـت آمـده           
.  ســويه قابليــت رشــد در محــيط مــذكور را دارا بودنــد14

قابليت بيوترانسفورماسيون سوبستراي كافئين به تئوفيلين      
براسـاس   (TLC سويه با استفاده از آنـاليز        14در تمام اين    

مـورد  ) پروتكل توضيح داده شده در بخش مواد و روش ها         
در بين سـويه هـاي جداسـازي شـده،     . سنجش قرار گرفت 

 بالاترين ميـزان توليـد تئـوفيلين را         CW03سويه مخمري   
سويه مذكور به عنوان سويه برتر مورد شناسايي        . نشان داد 

  . ي و ژنتيكي قرار گرفتريخت شناسي، بيوشيمياي
ســويه مخمــري : CW03تعيــين خــصوصيت ســويه مخمــري 

CW03  كه براساس آناليزTLC  بيوترانسفورماسيون قابليت
 دارا بــود، انتخــاب و سوبــستراي كــافئين بــه تئــوفيلين را

تشخيــصي متــداول مورفولوژيــك براســاس ويژگــي هــاي 
 ـ         ـ    ه  مخمرها مورد شناسايي قرار گرفـت و ب ه طـور موقـت ب

هـاي   ويژگـي .  تشخيص داده شد .Rhodotorula spوانعن
نـشان داده   1مورفولوژيك و كـشتي ايـن سـويه در شـكل      

، از نظـر ماكروسـكوپي، داراي       CW03ي  سويه  . شده است 
كلني به رنگ قرمز تا صورتي بوده و از نظـر ميكروسـكوپي         

صورت تك سلولي و فاقد ريسه بوده، به شكل كروي يـا            به  
شـوند و     دوتايي و يا گروهي ديده مـي      بيضوي هاي منفرد،    

  . تكثير مي يابندجوانه زدنمعمولاً با 
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  CW03 سويه مخمري كشتي و هاي مورفولوژيكويژگي:  1شكل 
:A 24از سويه مخمري پس از  )400با بزرگنمايي( تصوير ميكروسكوپ نوري 

   درجه سانتيگراد 28 براث و در دماي YPDساعت انكوباسيون در محيط كشت 
B : سويه مخمري خالص شده در محيط كشتYPD ساعت 24 آگار پس از 

   درجه سانتي گراد 28انكوباسيون در دماي 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 براسـاس   CW03پس از شناسايي اوليه سويه ي مخمـري         

مشاهدات مورفولوژيك و آزمايشات بيوشـيميايي متـداول،        
ــويه     ــق س ــت دقي ــين هوي ــت تع ــCW03جه ايي ، شناس

نتايج حاصل از شناسايي ملكولي بـا       . فيلوژنتيكي انجام شد  
  ژنـي بـا پرايمرهـاي ويـژه در         توالي حاصل از تكثـر ناحيـه        

  براسـاس نتـايج بدسـت آمـده سـويه          .  آمده اسـت   2شكل  
ــام CW03مخمــري   Rhodotorula sp. CW03 تحــت ن
  .شدشناسايي 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
C 
Accession 
number 

 
Description 

 
E-value 

Similarity 
(%) 

KF414531 Rhodotorula sp. CW03; ITS1 (partial sequence), 5.8S rRNA and ITS2 (com-
plete sequence) and complete sequence 28S ribosomoal RNA gene. 

Sequence strain CW03 

HM545717 Rhodotorula sp. USM-PSY62; 18S ribosomal RNA gene (partial), ITS1, 5.8S 
rRNA and ITS2 (complete) and partial sequence 28S rRNA. 

0 97 

JQ857037 Rhodotorula glacialis isolate T11RS; ITS1 (partial), 5.8S ribosomal RNA gene 
(complete sequence) and partial sequence Internal transcribed spacer 2. 

0 96 

AM922291 Rhodotorula sp. YSAR13; 18S rRNA gene (partial), ITS1, 5.8S rRNA gene, 
ITS2 and 26S rRNA gene (partial sequence). 

0 96 

AM410637 Zymoxenogloea sp. SS-4A; partial 18S rRNA gene, ITS1, 5.8S rRNA gene, 
ITS2 and partial 26S rRNA gene, strain 4A. 

0 96 

EF151245 Rhodotorula psychrophila strain PB15; 18S ribosomal RNA gene (partial 
sequence), Internal transcribed spacer 1, 5.8S rRNA gene and ITS2 (com-

plete). 

0 96 

AB774464 Rhodotorula sp. NHT-2; 18S rRNA, ITS1, ITS2, 28S rRNA, partial and com-
plete sequence, isolate: NHT-2. 

0 96 

EF151249 Rhodotorula glacialis strain A19; 18S rRNA and 28S rRNA (partial sequence), 
ITS1, 5.8S ribosomal RNA gene and ITS2 (complete sequence). 

0 96 

KC333169 Rhodotorula psychrophenolica isolate AU cryS04; 18S rRNA (partial), Inter-
nal transcribed spacer1, 5.8S rRNA and Internal transcribed spacer 2 (Com-

plete). 

0 93 

  
 CW03 سويه مخمريكولينتايج حاصل از شناسايي مل: 2شكل 

:A    ظهور باند rDNA  جفت بازي حاصل از واكنش 540 در منطقه PCR مربـوط بـه   1لايـن  .  درصد5/1 بر روي ژل آگارز DNA   مربـوط بـه سـويه    2 مـاركر، لايـن 
   كنترل منفي3، لاين CSW03مخمري 

B :نواحيوالي نوكلئوتيدي ژنهاي تrDNA ITS1–5.8S–ITS2 سويه مخمري CW03ه با شماره دسترسي  ثبت شدKF414531 در پايگاه اطلاعات ژني NCBI  
 :Cحاصل از بلاست كردن سويه مخمري نتايج CW03 سويه مخمري بدست آمده از بانك ژني در سايت اينترنتي 8 و NCBI  
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ترانسفورماسيون كـافئين تحـت شـرايط       نتايج آزمايشات بيو  
در ايـن  : Rhodotorula sp. CW03سلول هاي در حال استراحت 

قسمت از مطالعه، توليد تئوفيلين و ديگـر متابوليـت هـاي            
حاصل از بيوترانسفورماسيون كافئين، بوسيله سـلول هـاي         

بـا اسـتفاده از    .CW04 Rhodotorula spحال استراحتدر 
 .بررسـي قـرار گرفـت      مـورد  HPLC و   TLCتكنيك هـاي    

 Rf مشاهده مي شود، تئوفيلين با       3همانگونه كه در شكل     
 دقيقـه  4/9و زمـان بازدارنـدگي      ) TLCكروماتوگرام  (65/0

زانتين بـا زمـان بازدارنـدگي       گو پارا ) HPLCكروماتوگرام  (
 دقيقه به عنوان دو متابوليت اصـلي حاصـل از تجزيـه             3/8

شت هـاي كنتـرل     در ك ـ . كافئين تشخيص داده شده است    
اين )  گرم در ليتر كافئين و بدون تلقيح مخمر        5/2حاوي  (

متابوليتها ظاهر نشده است كه نشان مي دهد سوبـستراي          
  .كافئين قابليت تبديل شدن در شرايط غيرزيستي را ندارد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 ساعت 72 پس از HPLC و TLCكروماتوگرام هاي : 3شكل 
كافئين بوسيله سلول هاي در حال واكنش بيوترانسفورماسيون 

  .CW04 Rhodotorula spاستراحت 
 A1 :  كروماتوگرامTLC      تركيبات متيل گزانتيني استاندارد )A :  ،كافئينB :   ،تئـوفيلينC :

ــوبرومين و  ــاراگزانتين: Dتئ ــاتوگرام : A2. )پ ــس از TLCكروم ــنش  72 پ ــاعت واك  س
حــاوي سوبــستراي (حــيط كنتــرل م: Coتئــوفيلين اســتاندارد، : S(بيوترانــسفورماسيون 

 تركيبــات متيــل گزانتينــي HPLCكرومــاتوگرام : B1 . )كــافئين و بــدون تلقــيح مخمــر
ــاتوگرام : B2. اســتاندارد ــسفورماسيون72 پــس از HPLCكروم .  ســاعت واكــنش بيوتران

 مربـوط بـه   dot)(مربوط به محيط بيوترانسفورم شده و نقطـه چـين   ) solid(خطوط توپر   
  )يط بدون تلقيح مخمرمح(محيط كنترل 

  
مـدت زمـان بيوترانـسفورماسيون كـافئين         4در شكل        

 نـشان   CW03بوسيله سلول هاي در حال استراحت سويه        
، در طـي    مـشاهده ميـشود    همانگونـه كـه   . داده شده است  

ــه از شــروع واكــنش  24 ــسفورماسيونســاعت اولي ، بيوتران
و )  درصـد  12حـدود   ( شروع به تجزيه شدن نموده       كافئين

ــي  م ــادير كم ــوفيلينق ــي10 (تئ ــر   ميل ــرم در ليت و ) گ
ــاراگزانتين ــر 110 (پ ــرم در ليت ــي گ ــوان دو  )  ميل ــه عن ب

با افزايش  . متابوليت اصلي در محيط تجمع پيدا كرده است       
ــاعت     ــا س ــنش ت ــان واك ــيش از 120زم ــد 95،  ب  درص

سوبستراي كافئين از محيط حذف شده كه نـشان دهنـده           
حذف زيستي كافئين تحت    پتانسيل بالاي سويه مذكور در      

در اين پروسـه    . شرايط سلول هاي در حال استراحت است      
بـا  )  ميلـي گـرم در ليتـر   380(بيشترين مقادير تئـوفيلين   

 ميلـي گـرم     880(و پاراگزانتين   درصد  4/16راندمان مولي   
 72به ترتيب   پس از    درصد   9/37با راندمان مولي    ) در ليتر 

حاصـل شـده     بيوترانـسفورماسيون ساعت واكـنش     120و  
اي در   كاهش قابل ملاحظـه    144 تا   72بين ساعات   . است

ــوفيلين ســطح  ــه  تئ ــشاهده شــد ك ــالاً م ــل احتم ــه دلي ب
دي متيلاسيون بوده و منجر به متابوليزه شـدن         واكنشهاي  

بيشتر تئوفيلين به ديگر تركيبات متيل گزانتيني از جملـه          
  . متيل گزانتين و گزانتين گرديده است-7
  

  
  

وترانسفورماسيون سوبستراي كافئين بوسيله بي: 4شكل 
در محيط  Rhodotorula sp. CW03 سلولهاي در حال استراحت

 گرم در ليتر 5/2 و حاوي 7 برابر pHبافر نمكي فسفات با 
 درجه سانتي گراد در 28 و دماي rpm 200كافئين ، دور شيكر 

   ساعت144دوره زماني 
  

  :بحث
طــور  كــافئين و ديگــر مــشتقات متيــل گزانتينــي بــه      

گسترده در صنايع مختلف از جمله صنايع غذايي، دارويـي،   
  هـــبا توجه به اينك. شوند پزشكي و كشاورزي بكار برده مي
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 از طريق انواعي از - هاحضور كافئين در رژيم غذايي انسان
ژيك فيزيولو اثرات  داراي -داركافئين محصولات و هانوشيدني

لـذا  . كنـد ها را تهديـد مـي     باري بوده و سلامت انسان    زيان
هايي ميكروبـي   دانشمندان تمركز خود را روي يافتن سويه      

اند كه بتوانند كافئين سمي را تجزيه و حذف         متمركز كرده 
 وي  هـاي فيزيك ـ   كه، بسياري از انـواع روش      در حالي . كنند

ماننـد  هاي مختلف سمي     شيميايي مانند استخراج با حلال    
كلرومتان، نفـوذ آب و همچنـين    استات و دي   كلروفرم، اتيل 
بحراني براي كاهش سـميت       كربن فوق  اكسيد استخراج دي 

هـا داراي    كافئين استفاده شده است با اين حال، اين روش        
هــايي ماننــد عـــوارض جــانبي بــه دليـــل      محــدوديت 

ــاقي ــده ب ــي و   مان ــم واقع ــاي حــلال، از دســت دادن طع ه
زدايي  باشند از اين رو جهت سم      ياتي بالا مي  هاي عمل  هزينه

براي غلبه بر اين مـشكل      ). 27(باشند   كافئين مناسب نمي  
را كه  ) شيمي سبز (زيست    به تازگي روش سازگار با محيط     

هـاي آنهـا جهـت تجزيـه         هاي ميكروبي و يا آنزيم       از سلول 
با توجه بـه سـميت      . برند كند، بكار مي   كافئين استفاده مي  

هــا جداســازي و شناســايي  بــراي ميكروارگانيــسمكــافئين 
هايي با قابليت تجزيـه كننـدگي كـافئين مـا را قـادر               سويه
هاي كارآمدي به عنوان بيوكاتاليزور هـم        سازد كه سويه   مي

جهت حدف كافئين سمي و هم براي بيوترانـسفورماسيون         
 ماننـد تئـوفيلين،     بـا ارزش  كافئين به متيل گزانتين هـاي       

بـسياري از   . راگزانتين را جداسـازي نمـاييم     تئوبرومين و پا  
ــافئين از محلــول    ــان حــذف ك ــا را بــه  محقق وســيله  ه

  هـاي  هـا گونـه    در بـاكتري  . اند داده ها نشان  ميكرواورگانيسم
spp. Pseudomonasهاي ها گونه قارچ  و درAspergillus spp. 

طـور كارآمـدي كـافئين را تجزيـه       به .Penicillium sppو 
اولين تجزيه ميكروبي كافئين با استفاده از        ).28(كنند   مي

  .Stemphylum sp وPenicillium roquefortiهـايي از   سويه
ها حاكي از آن     با اين حال گزارش   ). 13(گزارش شده است    
 گرم  19/0ها قادرند كافئين را در غلظت        است كه اين گونه   

يـك  .   ساعت انكوباسيون تجزيـه كننـد      29در ليتر بعد از     
ــه Pseudomonas putida از ســويه خــاص ــسبت ب  كــه ن

هـاي   كافئين مقاوم بود جداسازي شـده و پـس از بررسـي           
 درصد تجزيه كافئين بـا غلظـت        95صورت گرفته بيش از     

). 29( سـاعت گـزارش شـد    50 گرم در ليتر بعد از       5اوليه  
آشنگرف و همكاران فرآيند تجزيه كافئين را با اسـتفاده از           

Saccharomyces cerevisiae TFS9   ــه ــادر بـ ــه قـ   كـ
  8/84ر با بازده ـــ گرم در ليت5/3تجزيه كافئين در غلظت 

  
باشد، توسعه دادنـد    ساعت انكوباسيون مي 60درصد بعد از    

هــايي از   وســيله ســويه تجزيــه زيــستي كــافئين بــه. )22(
Pseudomonas stutzeri  درصد 59 گزارش شده است كه 

 ساعت انكوباسـيون    24 بعد از    g/lit2/1از كافئين با غلظت     
 دادنـد  رف و همكاران نـشان    گآشن). 27(تجزيه شده است    

) ليتـر  در گـرم  5/2 اوليه غلظت با ( درصدكافئين 2/80 كه
 Pseudomonas pseudoalcaligenes strain TPS8وسيله به

 ).30 (اسـت  شـده  انكوباسـيون تجزيـه    سـاعت  72 از بعد 
 با كاهش   عليرغم فراواني تحقيقات صورت گرفته در ارتباط      

يا حذف كامل كـافئين از محـيط هـاي آلـوده، در بيـشتر               
مطالعات شرح داده شده مقادير مناسبي از متابوليت هـاي          

 اخير در   مطالعه. تئوفيلين و پاراگزانتين گزارش نشده است     
راستاي جداسازي و شناسايي مخمرهاي بـومي بـا قابليـت           
تجزيــه كننــدگي كــافئين و امكــان تــشكيل تئــوفيلين و  

 سـويه   14در ايـن پـژوهش،      . راگزانتين انجام شده اسـت    پا
مخمري با پتانسيل تجزيه كنندگي سوبـستراي كـافئين از        
نمونه هاي مختلف جمـع آوري شـده در منـاطق مختلـف             

سويه هاي جدا شده از نظر توانـايي        . ايران جداسازي شدند  
بـه تئـوفيلين و ديگـر متيـل         كـافئين   بيوترانسفورماسيون  

مـورد ارزيـابي    TLC از طريق آنـاليز      ارزشبا  گزانتين هاي   
 بـراي آنـاليز     TLCاي كه انجام تكنيك     مسئله. قرار گرفتند 

ساخت شباهت ساختاري زياد دشوار ميرا ها متيل گزانتين
در واقع برخي از اين تركيبات      . اين تركيبات به يكديگر بود    

. تنها در موقعيت يك گروه متيل با يكديگر تفاوت داشـتند          
شود اعضاي اين خانواده داراي قطبيـت        موجب مي  اين امر 
هـا بـسيار     در مـورد آن    TLC مشابهي باشند و آناليز      تقريباً

تـر  هاي دقيق به همين دليل به كمك تكنيك     . دشوار باشد 
، توليد تئوفيلين و پاراگزانتين توسـط سـويه         HPLCمانند  

براساس يافته هـاي    . هاي مخمري مورد ارزيابي قرار گرفت     
جـدا شـده از يـك نمونـه آب      (CW03ده سـويه    بدست آم 

طبيعي بـا خاصـيت درمـاني جمـع آوري شـده از يكـي از           
بيشترين توليد تئوفيلين    داراي) كردستان روستاهاي استان 

ســويه مــذكور براســاس ويژگــي هــاي . و پــاراگزانتين بــود
 Rhodotroula sp. CW03تحت عنـوان  ژنتيكي فنوتيپي و 

 ITS1-5.8S-ITS2دي ژن تـوالي نوكلئوتي ـ . شناسايي شد

rDNA سويه CW03  با شماره دسترسـي  KF414531  در
 بـه   مطالعـه اين در ادامه.  قابل دسترسي استNCBIبانك 

منظور تعيين مقادير كمي تئـوفيلين و پـاراگزانتين توليـد           
  شده از سوبستراي كافئين، آزمايشاتي تحت سلول هاي در 
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بـا  . م شـد  انجـا Rhodotroula sp. CW03حال اسـتراحت  
توجه به مزاياي استفاده از سلول هاي در حال استراحت به  
عنوان بيوكاتاليزور از جملـه جلـوگيري از تكثيـر بيـومس            
سلولي، جداسازي آسانتر محصول توليـدي، انجـام پروسـه          
بيوكـانورژن تحــت شــرايط غيراسـتريل و تنطــيم بيــومس   
سلولي ورودي، محققان زيادي از استراتژي سلول هـاي در          

ال استراحت براي بهبود پروسه هاي بيوترانسفورماسيون       ح
براساس نتايج بدست آمـده از      ). 26،31(استفاده نموده اند    

، سلول هـاي در حـال اسـتراحت سـويه           HPLCآناليزهاي  
CW03  ــسفورماسيون ــايي بيوتران ــر  5/2 توان ــرم در ليت  گ

 ميلي گرم در ليتر تئـوفيلين       380سوبستراي كافئين را به     
 ميلـي گـرم درليتـر       880و  )  درصد 4/16ان مولي   با راندم (

پس از گذشـت    )  درصد 9/37با راندمان مولي    (پاراگزانتين  
 ســــاعت از آغــــاز واكــــنش 120 و 72بــــه ترتيــــب 

گرچـه رانـدمان هـاي      . بيوترانسفورماسيون را دارا مي باشد    
براي محصولات حاصل از    در اين مطالعه    مولي بدست آمده    

پايين اسـت امـا بايـستي تاكيـد          بيوترانسفورماسيون نسبتاً 
نمود كه اين راندمان هـا تحـت شـرايط غيـر بهينـه شـده                

  ي ــحاصل شده است و در آينده اميد است پس از شناساي
  

  
  پارامترهاي تاثيرگذار بر فرآيند بيوترانسفورماسيون كافئين 
و شناسايي ساز و كار مولكـولي فرآينـد مـذكور بـا هـدف               

يل گزانتين هاي تشكيل شده     جلوگيري از تجزيه بيشتر مت    
 بتوان كـاربردي نمـودن      ،در مخلوط واكنش زيست تبديلي    

 .سويه مذكور را عملي ساخت

  : نهايينتيجه
بومي تجزيـه   مخمرهاي   تعيين خصوصيت جداسازي و        

براي كاربردي   را تحقيقات هدفمندي  تواندمي كافئين كننده
بـا هـدف حـذف زيـستي        اي ميكروبـي     ه كردن كاتاليست 

بـه عنـوان افقـي نـو در         و نيز   كافئين از محيط هاي آلوده      
بويژه تئوفيلين افزوده بالا  با ارزشهاي  گزانتين توليد متيل 

  . ايجاد نمايدطبيعي از سوبستراي ارزان قيمت كافئين 
  :سپاسگزاري

اين مقاله برگرفته از پايان نامه دوره كارشناسي ارشـد                
. اه كردستان ميباشـد   زيست شناسي سلولي ملكولي دانشگ    
 تحـصيلات   مـديريت (بدينوسيله از حوزه معاونت آموزشي      

كه هزينه هاي طرح مزبور را تقبل نمودند تـشكر          ) تكميلي
ضمناً نتايج ايـن مطالعـه بـا منـافع          . نماييم ميو قدرداني   

   .باشد نويسندگان در تعارض نمي
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Abstract 
 
Introduction & Objective: In recent years, microorganisms have been applied as biocatalysts for 
making pharmaceutically natural products. Microbial biotransformation of caffeine suggests a 
dual approach for biodegradation of toxic caffeine from polluted environments and a method 
for the production of medically and pharmaceutically valuable dimethylxanthines. The present 
work describes the identification of native yeasts capable of biotransformation of caffeine into 
theophylline and paraxanthine. 
Materials & Methods: In this experimental study fourteen yeast strains which were able to de-
grade caffeine isolated based on their morphology were selected as biocatalysts for biotrans-
formation of caffeine as a low-cost substrate to high value added dimethylxanthines such as 
theophylline and theobromine. The selected strains were characterized based on phenotypic 
and genetic tests. Screening was performed by Thin Layer Chromatography (TLC) and High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) analyses. 
Results: The results obtained using TLC and HPLC analyses suggest formation of two main 
metabolites of theophylline and paraxanthine from biotransformation of caffeine under resting 
cells of Rhodotorula sp. CW03 (GenBank accession number KF414531). The results showed 
that under resting cell conditions a maximum concentration of theophylline 380 mg/l (molar 
yield of 16.4%) and paraxanthine 880 mg/l (molar yield of 37.9%) were obtained after 72 h 
and 120 h of conversion time, respectively. 
Conclusion: In the current investigation, done for the first time in Iran, we describe the isola-
tion and identification of yeast strains with caffeine degradation ability which can be proposed 
as safe and cost-effective biocatalysts in production of value added dimethylxanthines from 
caffeine as a low-cost substrate. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2015; 22 (2): 83-92) 
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