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با پتانسيل زي   .SL-7 Halobacillus spجداسازي و شناسايي باكتري نمك دوست نسبي
  دوپا-تيروزين به ال-تبديلي ال

  مينا صيادي و  *مراحم آشنگرف
  كده علوم پايه، گروه علوم زيستيدانشگاه كردستان، دانشسنندج، ، ايران

 25/10/97: تاريخ پذيرش    7/1/97: تاريخ دريافت

  چكيده

عنوان موثرترين دارو در ميلادي معرفي شد و همچنان به1960اولين بار در دهه ) آلانين -دي هيدروكسي فنيل ال 4و 3( دوپا -ال
در اين مطالعه، براي نخستين بار جداسازي سويه هاي باكتري نمك دوست نسبي تجزيه كننده ي . درمان بيماري پاركينسون است

با استفاده از تكنيك غني . دوپا انجام شد-تيروزين به ال-تبديلي النوان كاتاليزگر در زيتيروزين و امكان استفاده از آنها بع-ال
تيروزين به -تيروزين كه بيشترين توانايي را در زي تبديلي ال-تيروزين، سويه باكتري تجزيه كننده ال-سازي در محيط حاوي ال

آن در بانك ژني  16S rDNAشناسايي و توالي نوكلئوتيدي  دوپا را دارا بود با استفاده از روش هاي فنوتيپي و ملكولي-ال
NCBI به عنوانsp. SL7 Halobacillus با هدف افزايش راندمان واكنش زي تبديلي و جلوگيري از تجزيه بيشتر . ثبت شد

ه از روش هاي دوپاي توليد شده تحت استراتژي سلولهاي در حال استراحت و با استفاد-، ميزان ال)دوپا-ال(متابوليت توليدي 
براساس نتايج بدست آمده، بهترين شرايط براي زي تبديلي عبارت است . بهينه سازي تك فاكتوري در سويه مذكور سنجش شد

گرم در ليتر و  03/0گرم در ليتر، يون مس در غلظت  5/7، توده زيستي در غلظت .گرم در ليتر 5/1تيروزرين در غلظت  -از ال
 36دوپاي بدست آمده پس از  -تحت شرايط بهينه شده فوق غلظت ال. يتر بعنوان سوبستراي كمكيگرم در ل 1پپتون در غلظت 

تيروزين به  -مطالعه اخير نخستين گزارش از زي تبديلي ال. است% 2/46گرم در ليتر با راندمان مولي  75/0ساعت گرماگذاري 
  . است  sp. SL7 Halobacillusنسبي دوپا بوسيله سول هاي در حال استراحت سويه باكتري نمك دوست  -ال

    sp. SL7 Halobacillusدوپا، سلول در حال استراحت،  - تيروزين، ال -زي تبديلي، ال: هاي كليديواژه 

  m.ashengroph@uok.ac.ir: ، پست الكترونيكي 087-33664600: تلفن ،نويسنده مسئول * 

  همقدم
براي اولين بار توسط دانشمند بريتانيايي  بيماري پاركينسون

ميلادي توصيف  1817در سال  جيمز پاركينسون دكتر
ناميد كه امروزه آن را  فلج لرزان را بيماري اين او .شد

بيماري  .شناسند تحت عنوان بيماري پاركينسون مي
پاركينسون يك بيماري دستگاه عصبي مركزي در 

كه مشخصه آن سفتي  مي باشد ترنسالان مس بزرگ
تدريجي، لرزش و از دست رفتن  رونده يشعضلاني پ

دهد رخ مي ياين اختلال هنگام. هاي حركتي استمهارت
كه نواحي خاصي از مغز توانايي خود در توليد دوپامين 

 .)18( دهندرا از دست مي) يكي از ناقلين عصبي در مغز(
ميلادي معرفي شد و با  1960دوپا اولين بار در دهه  - ال

ها داروي جديد براي اينكه پس از كشف اين دارو، ده
- بيماري پاركينسون معرفي شد، با اين وجود همچنان به

 عنوان موثرترين دارو در درمان بيماري پاركينسون مي باشد
به رغم فراواني روش هاي سنتزي در توليد داروهاي  ).14(

دهاي زيست تبديل شيميايي، امروزه استفاده از فرآين
در توليد متابوليت هاي طبيعي دارويي با ارزش  ميكروبي

هاي مرتبط با افزوده بالا، سهم مهمي از سرمايه گذاري
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هاي داروسازي و زيست فناوري را در برگرفته شركت
- منظور از زيست تبديل ميكروبي، استفاده از سلول. است

زيست عنوان هايشان بههاي كامل ميكروبي يا آنزيم
كاتاليزگر براي تبديل سوبستراهاي طبيعي به تركيبات 

. ي بالا مي باشدطبيعي با ساختار مشابه اما با ارزش افزوده
عنوان زيست كاتاليزگر قادر به در واقع سلول ميكروبي به

ايجاد تركيبات شيميايي خاص و باارزش از طريق حذف، 
جايگاه اضافه نمودن و يا اصلاح استخلاف هاي عاملي در 

عنوان پيش كار گرفته بههاي مشخص از سوبستراهاي به
تيروزين به  - زي تبديل ميكروبي ال. )2و 1( ساز مي باشد

دوپا، فرآيندي همسو و متناسب با محيط زيست بوده  - ال
دوپاي توليد شده بوسيله اين فرآيندها  - و ال )شيمي سبز(

ن در جزء تركيبات طبيعي طبقه بندي مي شوند و بنابراي
بازارهاي دارويي با استقبال بالايي از سوي مصرف كنندگان 

با توجه به اينكه بسياري . )18و  16و  14( مواجه مي شود
از داروهاي سنتزي موجود در بازار دارويي بصورت 
راسميك هستند و از آنجايي كه انانتيومرهاي نوري اين 
داروهاي كايرال از نظر خواص فارماكوسنتيكي و 

وديناميكي با هم تفاوت دارند بطوري كه يكي از فارماك
انانتيومرها داراي يك اثر زيستي خاص و انانتيومر ديگر 
داراي همان اثر، اثري كمتر، اثري متضاد و يا بي اثر دارد و 
نظر به اينكه در فرآيند زيست تبديل ميكروبي تنها يكي از 
ايزومرهاي مورد نظر بصورت خالص سنتز مي شود، 

 -ين به كمك فرآيند زيست تبديل ميكروبي البنابرا
انانتيومر داراي (دوپا  - تيرزوين مي توان به تك ايزومر ال

 -زي تبديلي ال  .)15و  4( دست يافت) اثر دارويي
ها دوپا در طيف وسيعي از ميكروارگانيسم -تيروزين به ال

  هاي قارچي و باكتريايي شامل متعلق به جنس
Aspergillus )4(،Actinomycetes )15(،Yarrowia  

)3(،Brevundimonas  )17( ،Vibrio )22( ،
Pseudomonas )23 ( وBacillus )16 (گزارش شده است. 

هايي مانند باكتريهاي نمك دوست با توجه به داشتن ويژگي
سريع الرشد بودن، نياز غذايي كم و توانايي استفاده از انواع 

ريافت انرژي و همچنين عنوان تنها منبع دها بهماكروملكول
براي استفاده در فرآيندهاي صنعتي  عدم ايجاد آلودگي

هاي عليرغم قابليت بالاي باكتري). 10(مناسب هستند 
هاي هيدروليتيك كه نمك دوست در توليد انواع آنزيم

ها در فرآيندهاي باعث ارزشمندي اين ميكرواورگانيسم
شده  بديليزي تو ) 12(مختلفي از جمله پاكسازي زيستي 

اي در ارتباط با كاربرد ، با اين وجود تا به امروز، مطالعه)6(
تيروزين به  - هاي نمك دوست در زي تبديلي الباكتري

در اين پژوهش، بنابراين، . دوپا صورت نگرفته است  - ال
 - تيروزين به ال -ميكروبي ال يتبديل براي نخستين بار زي

- بهنمك دوست نسبي  هاي باكتريدوپا با استفاده از سويه

هاي سبز ايمن مورد مطالعه قرار گرفته عنوان كاتاليست
  .     است

  مواد و روشها
 - تيروزين و ال -ال: كشت يها طيو مح ييايميمواد ش

هاي زي تبديلي از دوپاي بكار گرفته شده در واكنش
 10(محيط كشت لوريا برتاني . شركت سيگماخريداري شد

گرم  5گرم در ليتر عصاره مخمر و  5گرم در ليتر تريپتون، 
نمك . از سيگما خريداري شد) در ليتر نمك كلريد سديم

هاي نمك. خريداري شد سولفات مس از شركت ديفكو
كلريد سديم، كلريد منيزيم، سولفات منيزيم، كلريد كلسيم، 
كلريد پتاسيم، بيكربنات سديم و برميد سديم از شركت 

ول، عصاره مخمر، گلوكز، گليسر. مرك خريداري شد
. پپتون، تريپتون و كلريد آمونيوم از هايمديا خريداري شد

و   PCRمواد و وسايل مورد نياز براي انجام واكنش 
جهت ) rp2(و برگشت ) fd1(پرايمرهاي رفت همچنين 

  . شناسايي سويه هاي باكتري از شركت فزاپژوه تهيه شد

نمونه برداري : غني سازينمونه برداري و تكنيك 
سانتي متري و در حجم هاي  20بصورت تصادفي از عمق 

از نقاط ) ظروف درب دار استريل(ميلي ليتري  100
مختلف درياچه حوض سلطان قم، درياچه بختگان فارس، 

اين . سواحل درياي خزر و خليج فارس انجام گرفت
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درجه سانتي  4ها پس از انتقال به آزمايشگاه در دماي نمونه
براي غني سازي . فاده نگهداري شدندگراد تا هنگام است

 -هاي نمك دوست نسبي در محيط حاوي الباكتري
هاي آب شور جمع آوري ميلي ليتر از نمونه 25تيروزين، 

 rpm هاي فالكون استريل منتقل و در دور شده به لوله
سپس محلول . دقيقه سانتريفيوژ شد 20به مدت  5000

وليتر از مايع تحتاني ميكر 500رويي را دور ريخته و مقدار 
هاي كشت غني كننده لوريا عنوان مايه تلقيح به محيطبه

نمك كلريد سديم گرم در ليتر  100برتاني آگار حاوي 
 -هاي كشت مذكور اسيد آمينه البه محيط. منتقل شد

گرم در ليتر، پس از استريل  5/2تيروزين در غلظت نهايي 
ني، افزوده ميكرو 25/0شدن توسط فيلترهاي سرسرنگي 

درجه  30ساعت در دماي  48تا  24ها به مدت پليت. شد
-  هاي جدا شده بهسويه. سانتي گراد گرماگذاري شدند

هاي لوريا برتاني آگار صورت كلني هاي تك، به محيط
نمك كلريد سديم، به صورت  گرم در ليتر 100حاوي 
هاي خالص شده به سويه. انتقال داده شدند خطيكشت 
جهت آزمايشات بعدي انتقال داده اسلنت دار  هايمحيط
  ). 5(شدند 

هاي باكتري نمك دوست نسبي با جداسازي سويه
براي جداسازي : تيروزين - پتانسيل تجزيه كنندگي ال

هاي باكتري نمك دوست نسبي با قابليت تجزيه سويه
تيروزين، از محيط پايه نمكي پيشنهادي توسط  -كنندگي ال

Nieto  با اندكي تغييرات، با تركيب زير )11(و همكاران ،
كلريد كلسيم ، 100كلريد سديم ): گرم در ليتر(استفاده شد 

، سولفات منيزيم 7، كلريد منيزيم 2، كلريد پتاسيم 36/0
و  026/0، برميد سديم 06/0، بيكربنات سديم 6/9هفت آبه 

 - الگرم در ليتر  5/2به محيط مذكور به ميزان .  20آگار 
-محيط. عنوان تنها منبع كربن و ازت اضافه شدتيروزين به

ساعت در شرايط  48تا  24هاي كشت مذكور به مدت 
  . شدنددرجه سانتي گراد گرماگذاري  30دمايي 

  واكنش  تحت  تيروزين ال  از  دوپا   ال  توليد بررسي 

هاي باكتريايي با قابليت تجزيه سويه: هاي رويشيسلول
يط آبگوشتي لوريا برتاني تيروزين در مح -كنندگي ال

 24گرم در ليتر نمك كلريد سديم به مدت  100حاوي 
تيروزين،  - سپس اسيد آمينه ال. ساعت كشت داده شدند

پس از فيلتراسيون از طريق پالايه هاي غشايي ميلي 
گرم در ليتر به  5/2ميكروني، در غلطت نهايي  22/0پور

ه گذاري ساعت گرمخان 24پس از طي . محيط افزوده شدند
اضافي، ابتدا كل مايع رويي از توده سلولي با استفاده از 

. جدا گرديد) دقيقه 20به مدت  g5000×(سانتريفيوژ كردن 
در ادامه، ميزان ال تيروزين مصرف شده و ال دوپاي توليد 
شده در مخلوط واكنش زي تبديلي، از روش 

و  Raniپيشنهادي اسپكتروفتومتري براساس روش 
براي تعيين كمي ميزان تيروزين  .استفاده شد )13(همكاران 

 1ميزان مصرف شده در مخلوط واكنش زيست تبديلي، 
 1ميلي مولار به  5/2ميلي ليتر از معرف سولفات مركوريك 

. ميلي ليتر سوپرناتانت كشت واكنش زي تبديلي اضافه شد
دقيقه در حمام آب گرم در  10سپس نمونه ها به مدت 

سپس نمونه ها از حمام آب . ي شدندحال جوش گرماگذار
 1گرم خارج شده و پس از سرد شدن در دماي آزمايشگاه، 

ميلي ليتر موليبدات سديم  1ميلي ليتر نيتريت سديم و 
) زرد رنگ(سپس جذب محلول كلوئيدي . اضافه شد

نانومتر توسط دستگاه  447تشكيل شده در طول موج 
 Analytik Jena’s spectrophotometer(اسپكتروفتومتري 

SPECORD 210.Germany (براي رسم منحني  .قرائت شد
هاي استانداد استاندارد، ابتدا غلظت هاي مختلفي از محلول

 100و  75، 50، 25، 15تيروزين تهيه شده كه شامل  - ال
ميلي گرم در ليتر بود توسط دستگاه خوانده شده و سپس 

خط منحني  و تهيه معادله به كمك رسم منحني كاليبراسيون
 - ، غلظت ال)y= 0.0133x- 0.0824, R2= 0.9823( استانداد

تبديلي تعيين  زيتيروزين موجود در مخلوط واكنش 
دوپاي تشكيل  - در ادامه و با هدف تعيين ميزان ال .گرديد

از ميلي ليتر از هر يك  1شده در واكنش زي تبديلي، ميزان 
وليبدات مولار، م 2هاي زير شامل اسيد كلريدريك معرف
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درصد  15حجمي، نيتريت سديم /درصد وزني 15سديم 
ميلي ليتر  1مولار به  2حجمي و هيدروكسيد سديم /وزني

دقيقه در  30ها به مدت سپس نمونه. سوپرناتانت اضافه شد
جذب محلول كلوئيدي . شدند گرماگذاريدماي آزمايشگاه 

نانومتر  496تشكيل شده در طول موج ) قرمز پرتفالي(
هاي براي رسم منحني استاندارد، ابتدا غلظت .ت شدقرائ

دوپا تهيه شده كه  -هاي استانداد المختلفي از محلول
ميلي گرم در ليتر بود توسط  100و  75، 50، 25، 15شامل 

دستگاه خوانده شده و سپس به كمك رسم منحني 
 =y( و تهيه معادله خط منحني استانداد كاليبراسيون

0.0185x- 0.148, R2= 0.9914(دوپاي  - ، غلظت ال
  .موجود در مخلوط واكنش زي تبديلي تعيين گرديد

 DNAاستخراج : SL-7شناسايي ملكولي سويه باكتري 
كلروفرم روي  -به روش فنل SL-7ژنومي سويه 

ساعته باكتري در  24سوسپانسيون حاصل از كشت خالص 
گرم در ليتر  100محيط كشت مايع لوريا برتاني حاوي 

در حجم  PCRواكنش . )8(لريد سديم انجام شد نمك ك
 5/12ميكروليتر مخلوط واكنش، متشكل از  25نهايي 

، آنزيم PCR ،MgCl2 ،dNTPsبافر (ميكروليتر ماسترميكس 
Taq-polymerase(  ،1  ميكروليتر پرايمرهاي بالادست

)fd1: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG  ( و پايين
) rp2: ACGGCTACCTTGTTACGACTT ( )21(دست 

الگو  DNAميكروليتر  1ميكرومولار،  10با غلظت تقريبي 
ميكروليتر  5/9و ) نانوگرم بر ميكروليتر 50غلظت تقريبي (

 C1000مدل (با استفاده از دستگاه ترموسايكلر  PCRآب 
برنامه تكثيري . انجام گرفت) كشور آلمان Bio-Radكمپاني 

 1به مدت  درجه سانتي گراد 95با واسرشت اوليه در دماي 
سيكل به صورت واسرشت شدن در دماي  30دقيقه سپس 

ثانيه، چسبيدن پرايمر به  45درجه سانتي گراد به مدت  95
DNA 45درجه سانتي گراد به مدت  50در دماي  ژنومي 

درجه سانتي گراد به مدت  72در دماي  DNAثانيه و تكثير 
 درجه سانتي 72بسط نهايي در دماي . دقيفه انجام شد 2

به  PCRمحصول . دقيقه انجام گرفت 10گراد به مدت 

. منظور تعيين توالي به شركت زيست فناوران ارسال شد
نتايج مربوط به تعيين توالي هاي رفت و برگشت پس از 

به صورت يك توالي  BioEditويرايش توسط نرم افزار 
سپس توالي هاي بدست آمده توسط نرم . كامل تهيه شد

 NCBIدر بانك ژني  موجود BLASTافزار 
)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast (هاي با باكتري

هاي باكتري موجود مقايسه شد و نزديك ترين سويه
و به كمك ترسيم درخت  16S rDNAبراساس توالي 

ن شد يتعي MEGA. 6فيلوژنيك با استفاده از نرم افزار 
)19.( 

-SLدر سويه  تيروزين-الاز  دوپا- البهينه سازي توليد 

بعد از شناسايي : هاي در حال استراحتتحت سلول 7
فنوتيپي و مولكولي سويه جدا شده، به منظور بهبود راندمان 

دوپا، اثر چندين پارامتر در مخلوط واكنش زي  -توليد ال
تبديلي تحت استراتژي سلول در حال استراحت مورد 

آزمايشات در داخل  .سي و بهينه سازي قرار گرفتبرر
ميلي ليتر بافر فسفات  50ميلي ليتري حاوي  250هاي ارلن

 K2HPO4/KH2PO4, 100وNaCl 100g/l; pH 7 ( نمكي 

mM (تيروزين  -و غلظت هاي مختلف ال)2، 5/1، 1، 5/0 
توده سلولي هاي مختلف از غلظت ،)گرم بر ليتر 5/2و 

گرم بر ليتر بر حسب وزن  5/12و  10، 5/7، 5، 5/2(
، 03/0، 02/0، 01/0(هاي مختلف يون مس ، غلظت)خشك

اثر منابع كربن و  و همچنين )گرم در ليتر 05/0و  04/0
پپتون، گليسرول، ازتي معدني و آلي مختلف شامل گلوكز، 

تريپتون، كلريد آمونيوم و عصاره مخمر در غلظت هاي 
هاي در حال يط سلولتحت شراگرم در ليتر،  1نهايي 

دماي در  تبديليزيهمه آزمايشات . استراحت انجام شد
در يك دوره rpm 150دور شيكر و درجه سانتي گراد  30

به منظور تهيه . ساعت صورت گرفت 24 گرماگذاري
نمك دوست نسبي هاي در حال استراحت باكتري سلول

در عنوان بيوكاتاليزگر و استفاده از آنها به جداسازي شده
  LBهاي باكتري در محيط مايع تبديلي، سلولآزمايشات زي

درجه سانتي گراد و  30در دماي  گرم در ليتر 100حاوي 
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تا رسيدن به (ساعت  28به مدت  rpm 150دور شيكر 
سپس توده . كشت داده شدند )انتهاي فاز رشد لگاريتمي

سلولي به كمك سانتريفيوژ برداشت و پس از شستشوي 
-هاي برداشت شده بهبافر فسفات، از سلول ها درسلول

  ).5(تبديلي استفاده شد عنوان كاتاليزگر در آزمايشات زي

  نتايج 
  غني سازي و جداسازي سويه هاي باكتري نمك دوست

تيروزين با قابليت زي تبديلي  - نسبي تجزيه كننده ال
پس از انجام نمونه گيري از : دوپا -تيروزين به ال -ال
مناطق مختلف و غني سازي در محيط حاوي هاي شور آب
سويه باكتري نمك دوست نسبي  40تيروزين، حدود  - ال

سويه توانايي در  11جداسازي شدند كه در ميان آنها تنها 
عنوان تنها منبع كربن و ازت در تيروزين به - مصرف ال

  . محيط پايه نمكي از خود نشان دادند

  
ارائه  نتايج. تيروزين -هاي باكتري نمك دوست نسبي تجزيه كننده الهاي رويشي سويهتيروزين تحت سلول -لدوپا از ا -توليد زيستي ال -1شكل 

   .معرف انحراف معيار است ±1شده ميانگين سه بار آزمايش بوده و بار

هاي مذكور سويهدر ادامه و با هدف انتخاب سويه برتر، 
پا دو - تيروزين به ال - جهت آزمايشات زي تبديلي ال

سويه  11. انتخاب شدندهاي رويشي تحت شرايط سلول
عنوان تنها منبع تيروزين به - باكتري با قابليت استفاده از ال

گرم در  100كربن و ازت، در محيط لوريا برتاني حاوي 
ساعت كشت داده  24ليتر نمك كلريد سديم  به مدت 

 5/2تيروزين در غلظت نهايي  - سپس سوبستراي ال. شدند
 24بعد از . تبديلي افزوده شدر ليتر به محيط زيگرم د

ساعت واكنش تحت سلول هاي رويشي، از آناليز 
براساس نتايج بدست آمده، از . اسپكتروفتومتري استفاده شد

هاي رويشي سويه هاي باكتري مذكور، سلولميان سويه
SL-7 را ) گرم در ليتر48/0(دوپا - بالاترين ميزان توليد ال

عنوان سويه برتر مورد به SL-7سويه . )1كل ش(  نشان داد
تبديلي شناسايي فنوتيپي و مولكولي جهت آزمايشات زي

  .دوپا  قرار گرفت - تيروزين به ال - ال

 كه SL-7سويه : SL-7شناسايي فنوتيپي و ملكولي سويه 
براساس آناليز كمي اسپكتروفتومتري داراي بيشترين ميزان 

تبديلي بود را زي دوپاي تشكيل شده در واكنش - ال
هاي ريخت شناسي، بيوشيميايي انتخاب و براساس ويژگي

يك  SL7سويه  .و فيزيولوژيك مورد شناسايي قرار گرفت
باكتري ميله اي شكل گرم مثبت، توليد كننده اسپور، كاتالاز 
و اكسيداز مثبت، متحرك، شديدا هوازي و داراي قابليت 

گرم در  120 تا 20تحمل پذيري نمك كلريد سديم بين
اين سويه از يك نمونه آب شور جمع آوري . ليتر مي باشد

. شده از درياچه حوض سلطان قم جداسازي شده بود
ژنومي  DNA، ابتدا SL-7سويه  ملكوليجهت شناسايي 

از طريق S rDNA16استخراج و سپس ژن كد كننده نواحي 
قرار  PCRمورد واكنش  rp2و  fd1پرايمرهاي يونيورسال 

همانگونه كه در شكل قابل مشاهده . )2شكل (گرفت 
نمايان  pb 1500مناسب در ناحيه  PCRباشد محصول مي

مورد استفاده جهت تعيين  DNAشده كه بيانگر خلوص 
 . توالي مي باشد
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 SL-7سويه  PCRژل الكتروفورز محصول  تصوير -2شكل 

، SL-7سويه S rDNA16پس از مشخص شدن توالي ژن 
مه كامپيوتري بلاست قرار داده و سپس با آنرا در برنا

 .باكتري مورد نظر شناسايي شد NCBIاستفاده از سايت 
براساس نتايج حاصل از بلاست اين سويه داراي بيش از 

 Halobacillusدرصد مشابهت با سويه هاي متعلق به 99

halophilus  بعد از تعيين توالي ژن . مي باشدS rDNA16 ،

ثبت  KX507262با شماره دسترسي بانك ژني اين ژن در 
ي هاي فيلوژنيك تائيد كرد كه سويهتجزيه و تحليل. شد

تعلق دارد و علاوه بر   Halobacillusمورد نظر به جنس
 Halobacillusي از اين احتمالا مي تواند به عنوان سويه

halophilus طبقه بندي شود .  

  
  

 Halobacillus litoralis DSM 10405 (X94558) 

 Halobacillus profundi DSM 18394 (AB189298) 

 Halobacillus Karajensis DSM 14948 (AJ486874) 

 Halobacillus mangrovi MS10 (DQ888316) 

 Halobacillus faecis NBRC 103569 (AB682133) 

 Halobacillus trueperi DSM 10404 (AJ310149) 

 Halobacillus locisalis DSM 16468 (AY190534) 

 Halobacillus salinus DSM 18897 (AB307753) 

 Halobacillus naozhouensis DSM 21183 (EU925615) 

 Halobacillus campisalis DSM 17110 (AY881246) 

 Halobacillus alkaliphilus DSM 18525 (AM295006) 
 Halobacillus halophilus DSM 2266 (HG781839) 

 Strain SL-7 (KX507262) 

 Salimicrobium album DSM 20748 (AB681752) 

 Thalassobacillus pellis DSM 22784 (FN690978) 

 Virgibacillus marismortui DSM 12325 (AJ009793) 

 Gracilibacillus boraciitolerans DSM 17256 (AB197126) 

 Oceanobacillus picturae DSM 14867 (AJ315060)94 

98 

100

95 

91 

98 

84 

87 

77 

69 

79

68 

66 

87

74 

0.02

شماره دسترسي سويه هاي . S rDNA16ي بر اساس ژن تكتيريافتهHalobacillusو ديگر اعضاي جنسSL-7يدرخت فيلوژني سويه -3شكل
 .ثبت شده در پرانتز آورده شده است
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  ني كه بر اساس آناليزهاي توالي ژندر درخت فيلوژ
S rDNA16  به روشneighbor-joining  بدست آمده

هاي جنس گونه در بين SL-7ي است، موقعيت سويه
Halobacillus   3شكل (آمده است.(  

تيروزين  - تبديلي التاثير پارامترهاي مختلف بر روي زي
به : دوپا تحت استراتژي سلول در حال استراحت - به ال
 - تبديلي الور بهينه سازي پارامترهاي موثر برروي زيمنظ

، sp. SL-7 Halobacillusدوپا در باكتري-تيروزين به ال
تيروزين،  -اثرات چندين پارامتر شامل غلظت اوليه ال

، غلظت )بر حسب وزن خشك سلول(غلظت توده سلولي 
يون مس و اثرات منابع كربن و ازت مختلف در محيط بافر 

تحت شرايط سلول در حال استراحت، نمكي فسفات 

بوسيله روش تك فاكتوري مورد بررسي قرار گرفت 
- در تمامي موارد ال). رجوع شود به بخش مواد و روشها(

تبديلي پس از دوپاي تشكيل شده در مخلوط واكنش زي
ساعت گرماگذاري مورد سنجش قرار گرفته  24گذشت 

ه در همانگونه ك). قسمت هاي الف تا د 4شكل (است 
دوپا در - شكل مشاهده مي شود، بيشترين ميزان توليد ال

گرم در  5/7تيروزين، غلظت  - گرم در ليتر ال 5/1غلظت 
گرم در ليتر يون مس  03/0ليتر توده سلولي، غلظت 

از بين منابع كربني و ازتي استفاده شده . مشاهده شد
دوپا در حضور پپتون مشاهده  -بيشترين ميزان توليد ال

  . شد

  
در محيط بافر نمكي فسفات تحت  sp. SL-7 Halobacillusتيروزين در باكتري-دوپا از ال-اثرات پارامترهاي مختلف بر روي توليد ال -4شكل 

  .معرف انحراف معيار است ±1نتايج ارائه شده ميانگين سه بار آزمايش بوده و بار. هاي در حال استراحتشرايط سلول
تيروزين  - تبديلي الواكنش زيدر ادامه و با هدف بهبود 

دوپا، اثرات دوره ي گرماگذاري تحت شرايط بهينه  - به ال
تبديلي شده تك عاملي بدست آمده در مخلوط واكنش زي

براساس نتايج بدست ). 5شكل (مورد ارزيابي قرار گرفت 
 - الگرم در ليتر 75/0آمده، تحت شرايط بهينه شده بالا، 

ساعت  36پس از  تيروزين - الگرم در ليتر  5/1از دوپا 
راندمان مولي توليد . توليد شده است تبديليزيواكنش 

درصد بوده  2/46فوق  فرآينددر  تيروزين - الاز  دوپا - ال
 .است
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تحت شرايط بهينه شده توسط روش  sp. SL-7 Halobacillusدوپا بوسيله سلولهاي  در حال استراحت - تيروزين به ال-ال زي تبديلي -5شكل 
  .معرف انحراف معيار است ±1نتايج ارائه شده ميانگين سه بار آزمايش و بار. تك فاكتوري

 

دوپاي توليد شده در مخلوط واكنش هاي  - در نهايت ال
تبديلي، پس از استخراج  و تخليص از طريق زي

طيف سنجي تبديل كروماتوگرافي لايه نازك، مورد آناليز 
همانگونه كه در . قرار گرفت) FTIR(يه مادون قرمز فور

-مشاهده مي شود، با بررسي نواحي جذبي گروه) 6(شكل 

تبديلي و دوپاي سنتزي در واكنش زي - هاي عاملي ال
هاي استاندارد مي توان پي برد كه اين مقايسه آن با طيف

 -هاي عاملي متشابه در الاعداد به خوبي با جذب گروه
  .ارد مطابقت دارددوپا استاند

  بحث
دوپا يكي از مشتقات آمينواسيدهاست كه بيشترين  -  ال

پتانسيل دارويي در مقابله با بيماري پاركينسون را دارا مي 
يكي از دلايل بيماري پاركينسون پايين آمدن سطح . باشد

حال استفاده مستقيم از دوپامين مفيد  بااين. باشد دوپامين مي
مغزي  - ادر به عبور از سد خونينبوده چراكه دوپامين ق

تواند از  عنوان پيش ساز دوپامين مي دوپا به باشد اما ال نمي
ترتيب  اين اين سد عبور كند و به دوپامين تبديل شود و به

 روشچندين . )16(به بهبود بيماري پاركينسون كمك كند 

ها سنتز دوپا وجود دارد، يكي از اين روش براي توليد ال
دوپا شامل استفاده از مواد  سنتز شيميايي ال. شيميايي ست

شيميايي سمي و كاتاليزگرهاي گران قيمت و توليد تحت 
باشد كه حاصل آن  مي pHشرايط سخت از نظر دما و 

باشند  است كه غيرفعال مي Dو  Lتوليد مخلوط راسميك 
دوپاي  - صورت ال و جداسازي انانتيومرهاي توليدي به

ر بوده كه همين امر خالص بسيار سخت و زمان ب
اين در . )13( كند شده را دو برابر مي بيني هاي پيش هزينه

در توليد ميكروبي آن، فقط يكي از حال است كه 
اين  .شود صورت خالص توليد مي ايزومرهاي موردنظر به

تواند از به وجود آمدن مواد سمي يا مخلوط امر مي
اه راسميك جلوگيري كند و نتيجه بهتري را از ديدگ

روش ديگري كه براي توليد . خلوص ماده در برداشته باشد
دوپا استفاده مي شود شامل استخراج مستقيم از منابع  - ال

و  )Vicia faba( گياهي از جمله بذرها و غلاف باقلاي سبز
است كه عليرغم  )Mucuna pruriens( لوبياي مخملي

اينكه فرآورده حاصل در گروه محصولات طبيعي طبقه 
دوپا  - مي شود اما با توجه به كاربردهاي گسترده البندي 

و افزايش روزافزون مصرف فرآورده هاي طبيعي و از 



 1399، 1، شماره 33جلد                                                                  )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

9 

آنجايي كه منابع گياهي محدود بوده و به تنهايي قادر به 
تامين بازارهاي جهاني نيستند، بنابراين  در دهه هاي اخير 
تلاش هاي گسترده اي جهت دستيابي به انانتيومرهاي 

تيروزين از طريق هاي فرآيندهاي  -دوپا از ال - خالص ال
  .)18و  14( زي تبديلي صورت گرفته است

 
  دوپاي استاندارد - دوپاي سنتزي و ال -گرفته شده از ال  FTIRهاي طيف -6شكل 

Rani  از گياه  )13(و همكارانPortulaca grandiflora  در
دند و دوپا استفاده كر  - تيروزين به ال - تبديل زيستي ال

ميلي گرم  8/48(دوپا  - نتايج نشان داد كه ماكزيمم توليد ال
تبديلي در محيط از يك ساعت واكنش زي بعد) در ليتر

مصرف  كشت عاري از ويتامين، اسيدآمينه و عناصر كم
كلروفنوكسي دي  4و  2استفاده از دو ماده . حاصل شد
 لبنزيو ) ميلي گرم در ليتر 1/0در غلظت ( استيك اسيد

كه  و هنگامي) ميلي گرم در ليتر 5/1در غلظت ( مينو پورينآ
گرم در ليتر افزايش  ميلي 95/0تا سولفات مس غلظت 

با   Jadhavو Surwase .تبديلي دو برابر شديافت، نرخ زي
  JPJتيروزين در سويه - دوپا از ال -  بررسي توليد ال

Bacillus sp.   گرم در 5/0گزارش دادند كه با استفاده از 
 -گرم در ليتر ال 497/0تيروزين موفق به توليد  -ليتر ال

درصد تحت شرايط بهينه  99دوپا با راندمان مولي بيش از  
نيز بر روي توليد ) 14(و همكاران   Raval).16( شده شدند

وسيله آنزيم تيروزيناز،  تيروزين به - دوپا از ال  - ال
، Penicillium jenseniiاستخراجي از سويه قارچي 

در مطالعه . كاركردند و به نتايج مشابهي دست يافتند
، زي )17(و همكاران  Surwaseصورت گرفته توسط

دوپا را توسط سويه باكتري  - تيروزين به ال -تبديلي ال
Brevundimonas sp. SGJ  مورد بررسي قرار دادند كه

براساس نتايج بدست آمده، تحت شرايط بهينه شده واكنش 
گرم در ليتر، غلظت  4تيروزين  - لغلظت ا(تبديلي زي

گرم در  04/0گرم در ليتر، غلظت يون مس  2توده سلول 
برابر  pHگرم در ليتر و  02/0ليتر، غلظت اسيد آسكوربيك 

دوپا با راندمان مولي بيش  - گرم در ليتر ال 8/3بيش از ) 8
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در . ساعت واكنش بدست آمد 18درصد پس از  95از 
دوپا از  - ، توليد زيستي المطالعات مشابه صورت گرفته

 Aspergillus oryzaeدر سويه هاي قارچي تيروزين  - ال

IAM2625 )9 ( وAspergillus niger )4 ( گزارش شده كه
دوپاي توليد  - براساس نتايج بدست آمده بيشترين ميزان ال

گرم در ليتر بدست آمده  36/0و  88/0شده به ترتيب 
تبديلي باط با زياگرچه گزارشات متعددي در ارت. است
دوپا در سويه هاي متعدد قارچي و  -تيروزين به ال - ال

باكتريايي صورت گرفته اما با اين حال، تا به امروز پتانسيل 
تيروزين  - تبديلي الباكتري هاي نمك دوست نسبي در زي

هاي نمك ميكرواورگانيسم. دوپا بررسي نشده است - به ال
ي از باكتريها هستند كه دوست از نظر فيلوژنيك گروه متنوع

از لحاظ سازگاري با درصدهاي پايين نمك ها مي باشند، 
اما اين توانايي را دارند كه تغييرات سريع در جهت تطبيق 

از آنجا كه ). 20(با غلظت هاي بالاي نمك داشته باشند 
- ميكرواورگانيسم هاي نمك دوست بطور طبيعي به غلظت

رشد نياز دارند و داراي  هاي بالاي آنيوني و كاتيوني براي
تحمل پذيري بالا نسبت به فلزات سمي، اكسي آنيونهاي 
سمي و همچنين قابليت آنزيمي بالايي دارند بنابراين مي 

هدف . باشند تبديليزيتوانند گزينه مناسبي براي مطالعات 
از مطالعه اخير جداسازي و شناسايي باكتريهاي نمك 

 دوپا -البه تيروزين  - لادوست با پتانسيل تبديل كنندگي 
-زيستعنوان هها بو بررسي امكان استفاده از اين باكتري

در اين  .بوددوپا  -باارزش ال تمتابوليبراي تهيه  كاتاليزگر
راستا، در طي يك برنامه غربالگري وسيع با هدف 

با نمك دوست نسبي هاي باكتري جداسازي انواع سويه
سويه باكتري از  40 ،تيروزين -قايليت تبديل كنندگي ال

جمع آوري شده از مناطق مختلف شور هاي هاي آبنمونه
 -براي مصرف ال هاي مذكورسويهپتانسيل . شدايران جدا 
عنوان تنها منبع كربن و ازت مورد بررسي قرار تيروزين به

هاي رويشي سويه براساس نتايج بدست آمده سلول. گرفت
ب جمع آوري شده جدا شده از يك نمونه آ( SL-7باكتري 

عنوان سويه برتر در توليد ، به)درياچه حوض سلطان قم از

. دوپا مورد شناسايي فنوتيپي و فيلوژنتيكي قرار گرفت- ال
درصدي با گونه  99داراي مشابهت بيش از  SL-7سويه 

اين  در ادامه .بود Halobacillus halophilusهاي ثبت شده 
و  تبديليزيتحقيق با هدف افزايش راندمان واكنش 

) دوپا-ال(هاي توليدي جلوگيري از تجزيه بيشتر متابوليت
هاي در دوپاي توليد شده تحت شرايط سلول - ميزان ال

محققان زيادي . حال استراحت در سويه مذكور سنجش شد
استفاده  تبديليزيهاي فرآينداز اين استراتژي براي بهبود 

هاي تراتژي سلولمزاياي استفاده از اس .)6و  2(نموده اند 
جلوگيري از تكثير  :در حال استراحت عبارت است از

انجام ، جداسازي آسانتر محصول توليدي، بيومس سلولي
كاهش زمان  ،تحت شرايط غيراستريل تبديليفرآيند زي

تنطيم بيومس و راندمان و در نتيجه افزايش  تبديليزي
اي در هبا توجه به مزاياي استفاده از سلول .سلولي ورودي

 -تيروزين به ال - ال تبديليزيحال استراحت، مطالعات 
 .Halobacillus spهاي در حال استراحت دوپا تحت سلول

SL-7  بررسي شدتك عاملي بوسيله روش بهينه سازي 
آناليز نتايج حاصل از تاثير فاكتورهاي مختلف بر . )4شكل (

دوپا از طريق بهينه سازي تك فاكتوري  - روي توليد ال
يك افزايش تدريجي در  :صورت زير خلاصه شده استب

ليتر بيومس  گرم در   5/7تا  5/2دوپا در غلظت   توليد ال
گرم  5/1ساعت انكوباسيون در غلظت  24سلول، بعد از 

درجه سانتي  30تيروزين تحت شرايط دمايي - در ليتر ال
. وجود داردrpm 150و دور شيكر  7برابر  pHگراد، 

ليتر بود كه در غلظت  گرم در  31/0دوپا  حداكثر توليد ال
رو در  ازاين. ليتر بيومس سلول به دست آمد گرم در   5/7

دوپا از  صرفه و اقتصادي ال مطالعات اخير براي توليد به
. ليتر بيومس سلول استفاده شد گرم در   5/7غلظت 

گرم در ليتر به دليل  5/7هاي بالاتر از حال در غلظت بااين
اهش در انتقال اكسيژن و يا تجزيه سريع تر احتمالا ك

دوپا كاهش يافته است  - سوبستراي اوليه، راندمان توليد ال
دوپا در  متفاوت يون مس در توليد ال هايتأثير غلظت ).7(

-گرم در ليتر ال 5/1حاوي  نمكي فسفاتمحيط بافر
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گرم در ليتر بيومس سلول، دماي  5/7تيروزين، غلظت بهينه 
 rpm 150و دور شيكر  7برابر  pHتي گراد، درجه سان 30

هاي  در غلظت. موردمطالعه قرار گرفتساعت  24به مدت 
هاي بالا  دوپا كم است و در غلظت پايين ميزان توليد ال

كند و بهترين غلظت يون  دوپا افزايش پيدا مي - مقدار ال
گرم در ليتر 03/0دوپا در غلظت   -مس براي توليد بهينه ال

. گرم در ليتر است 51/0دوپا برابر   - توليد ال بود كه نرخ
در ارتباط با تاثير بالاي يون مس مي توان اين فرضيه را 

عنوان كوفاكتور باعث افزايش مطرح نمود كه يون مس به
آنزيم (تيروزين  -ال تبديليزيهاي مسئول در فعاليت آنزيم

 با توجه به اينكه انتخاب .)14و  4(شده است )  تيروزيناز
عنوان سوبستراهاي كمكي مي منابع كربن و ازت مناسب به

دوپا مهم باشد، اثر  - تيروزين به ال - ال تبديليزيتواند در 
دوپا  - منابع كربن و ازت مختلف بر روي نرخ توليد ال

براساس نتايج بدست . تحت شرايط بهينه شده بررسي شد
حضور در ) ليتر گرم در   65/0(دوپا  حداكثر مقدار الآمده 
 - ال زي تبديليدر ادامه و با هدف بهبود . بدست آمد پپتون

تحت  گرماگذاريي دوپا، اثرات دوره -تيروزين به ال
شرايط بهينه شده در مخلوط واكنش زي تبديلي مورد 

يك افزايش تدريجي در ). 5 شكل(ارزيابي قرار گرفت 
ساعت تا  شروع واكنش زي تبديليدوپا از  روند توليد ال

گرم در  75/0(دوپا   - وجود دارد كه حداكثر توليد ال ام 36
ام  36ام مشاهده شد اما بعد از ساعت  36در ساعت ) ليتر

 -يابد كه اين كاهش در توليد ال نرخ تبديل كاهش مي
ممكن است ناشي  گرماگذاريدوپا همراه با افزايش زمان  

دوپاي  - از رشد سريع باكتري و تجزيه بيشتر محصول ال
نتايج . تبديلي باشدشده در مخلوط واكنش زيتشكيل 

نشان داد كه بهينه سازي تك عاملي ابزاري قدرتمند براي 
سويه  دردوپا ا  -سازي و بهبود فرآيند توليد زيستي ال بهينه

  .باكتريايي موردمطالعه است

  گيرينتيجه

متعدد هاي هايي از كاربرد سويهاگرچه تا به امروز گزارش
دوپا  - تيروزين به ال - ال تبديليزي چي درباكتريايي و قار

منتشر شده است، با اين حال، مطالعه پيش رو، نخستين 
دوپا  - تيروزين به ال - گزارش در مورد تبديل زيستي ال

بنابراين . استهاي نمك دوست نسبي باكتريبوسيله 
را  Halobacillus sp. SL-7شده باكتري بومي غربال گري 

تبديلي زيزيست كاتاليزگر پاك در عنوان يك مي توان به
استفاده عملي از . دوپا معرفي كرد -تيروزين به ال - ال

، نيازمند )Scale up( هاي بالاترباكتري ياد شده در مقياس
، شناساييهمچنين انجام فرآيندهاي بهينه سازي بيشتر و 

 - تبديلي الآنزيمي و ساز و كار دخيل در زي تعيين ويژگي
 .استي باكتري مذكور دوپا توسط سويه - تيروزين به ال

  تشكر و قدرداني

اين مقاله بخشي از پايان نامه كارشناسي ارشد بوده كه با 
نويسندگان . حمايت دانشگاه كردستان به انجام رسيده است

اين مقاله از تمام كساني كه در اجراي اين مطالعه همكاري 
    .نموده اند، كمال قدرداني و سپاسگزاري را دارد
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Isolation and Identification of Halobacillus sp. SL-7: A 
moderately halophilic bacterium with potential biological 

converting L-tyrosine into L-dopa 
Ashengroph M. and Sayyadi M. 

Dept. of Biological Sciences, Faculty of Sciences, University of Kurdistan, Sanandaj, I.R. of Iran. 

Abstract 

L-DOPA (L-3, 4-dihydroxyphenylalanine) was first discovered in the 1960s as the most 
effective treatment for Parkinson's disease. In the present research, for the first time, 
isolation and identification of L-tyrosine-degrading moderately halophilic bacteria and 
evaluation their ability as biocatalyst for the bioconversion of L-tyrosine into L-dopa 
was studied. Using an enrichment technique in tyrosine-containing medium, the L-
tyrosine-degrading strain SL-7 with the highest ability to bioconvert L-tyrosine into L-
dopa was phenotypically and molecularly characterized and its 16S rDNA sequence was 
submitted as Halobacillus sp. SL-7. In order to increase the reaction efficiency and 
prevent the degradation of the metabolites (L-dopa), One-factor-at-a-time optimization 
method was used to improve the yield of L-dopa in the conversion reaction under 
resting cells of Halobacillus sp. SL-7. Based on our results, the optimum bioconversion 
conditions for the production of L-dopa can be summarized as follows: initial tyrosine 
concentration 1.5 g/l, biomass concentration 7.5 g/l, copper concentration 0.03 g/l and 
peptone at the concentration 1 g/l as cosubstrate. Under these conditions, the maximal 
L-dopa concentration (0.75 g/l with a molar yield of 46.2%) was achieved after a 36 h 
reaction. This is the first report on the potential of resting cells of Halobacillus sp. SL-7, 
A moderately halophilic bacterium with ability biological converting L-tyrosine into L-
dopa.  

Key words: Bioconversion, L-tyrosine, L- dopa, Resting cell, Halobacillus sp. SL-7 

 


