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 دوپا توسط سویه جدید باکتری الزی تبدیلی ال تیروزین به بهینه سازی  فرآیند 

Paenibacillus sp. strain CT4W با استفاده از روش های تک عاملی و تاگوچی 

 2محمد مجدیو  1، مینا صیادی*1مراحم آشنگرف

 علوم زیستیسنندج، دانشگاه کردستان، دانشکده علوم پایه، گروه ، ایران 1

 ورزی، گروه زراعت و اصلاح نباتاتسنندج، دانشگاه کردستان، دانشکده کشا ،رانای 2

 24/10/1399 تاریخ پذیرش: 26/05/1399 تاریخ دریافت:

 چکیده

داروی طلایی برای درمان بیماری به عنوان ، 1960از زمان ورود آن در ( آلانین-دی هیدروکسی فنیل ال 4و 3دوپا )-ال

با  Paenibacillus sp. CT4Wپتانسیل سویه جدید باکتریبرای نخستین بار . در این مطالعه استه تشخیص داده شدپارکینسون 

-تیروزین به ال-دوپا بررسی شد. بهینه سازی پارامترهای موثر بر فرآیند زی تبدیلی ال-تیروزین به ال-قابلیت تبدیل زیستی ال

براساس نتایج بدست ک عاملی و طراحی تاگوچی انجام شد. های تدوپا، تحت استراتژی سلول در حال استراحت، توسط روش

گرم در لیتر،  6توده زیستی در غلظت از آمده از بهینه سازی به روش تک عاملی، بهترین شرایط برای زی تبدیلی عبارت است 

 1در غلظت  و عصاره مخمر 150، دور شیکر  7برابر  pH، درجه سیلسیوس 30گرم در لیتر، دمای  045/0یون مس در غلظت 

ساعت گرماگذاری  16دوپای بدست آمده پس از -گرم در لیتر بعنوان سوبسترای کمکی. تحت شرایط بهینه شده فوق غلظت ال

طراحی تاگوچی برای بهینه سازی فرآیند استفاده شد. براساس نتایج بدست  L18آرایه متعامد گرم در لیتر است. در ادامه از  29/0

گرم در  5گرم در لیتر، توده زیستی در غلظت  5/1تیروزرین در غلظت -ی زی تبدیلی عبارت است از الآمده، بهترین شرایط برا

ساعت  20دوپای بدست آمده پس از -گرم در لیتر. تحت شرایط بهینه شده فوق غلظت ال 03/0یون مس در غلظت  و لیتر

 است.  %5/53گرم در لیتر با راندمان مولی  96/0گرماگذاری 

 Paenibacillus sp. CT4Wدوپا، بهینه سازی،  -تیروزین، ال-: زی تبدیلی، الکلیدیهای واژه

 m.ashengroph@uok.ac.ir :پست الکترونیکی، 087-33664600تلفن/فاکس: ، نویسنده مسئول* 

 مقدمه

در  به معنای ایجاد تغییرات شیمیایی تبدیلیفرآیند زی

ها و ها، زنوبیوتیک، توکسیناسیدهای آمینهترکیباتی همانند 

های داروها بوسیله موجودات زنده برای تولید مولکول

-باشد. آنزیمها کاتالیزگر واکنشفعال از لحاظ زیستی می

دی  هستند. آنزیم تیروزیناز )مونوفنول،تبدیلی زیهای 

 EC( با هیدروکسی فنیل آلانین: اکسیژن اکسیدو ردوکتاز

های مس دار  جزو گروه سه از پروتئین 1.14.18.1نامبر 

یند بیوسنتز ملانین نیز ایفا آمی باشد که نقش مهمی در فر

زی تبدیلی می کند. یکی از مهمترین کاربردهای این آنزیم، 

 دوپا-ال فعال زیستیبه ملکول  تیروزین -ال ی اسید آمینه

واسیدی و پیش دوپا یک آنالوگ آمین-(. ال22می باشد )

ساز دوپامین است که یکی از پرکاربردترین داروها جهت 

درمان پارکینسون می باشد. پارکینسون در واقع یک نوع 

اختلال تحلیل برنده مرتبط با پایین آمدن سطح دوپامین در 

مغز بوده که منجر به عوارضی همچون سفتی عضلانی، 

نون رعشه حرکتی، کند شدن توانایی تکلم و نهایتا ج

خواهد شد. مصرف مستقیم دوپامین توسط بیمار در فرایند 

بهبود بیماری بی تاثیر بوده چراکه دوپامین توانایی عبور از 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.3.9.7
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(. میزان شیوع بیماری 4سد خونی مغزی را ندارد )

نفر  100000/160پارکینسون در غرب قاره اروپا به میزان 

ربرمی سال د 80ازاین میزان را افراد بالای  ٪4میرسد که 

(. همچنین در ایالات متحده آمریکا به تنهایی، 16گیرند )

بیش از یک میلیون بیمار مبتلا به پارکینسون گزارش شده 

بیلیون دلار هزینه دارند.  6/5که سالانه چیزی حدود 

بنابراین درمانهای متفاوتی برای این بیماری توسعه یافته و 

رو مورد توجه دوپا به عنوان موثرترین دا-از این میان ال

دوپا برای -(. فرایند سنتز شیمیایی ال21قرار گرفته است )

مصارف دارویی، چند مرحله ای بوده که درنتیجه فرایند 

مذکور زمانبر، نامناسب برای محیط زیست و همچنین 

که تولید  است غیراقتصادی می باشد. این در حالی

دوپا یک فرایند دوست دار محیط -بیوتکنولوژیک ال

ت بوده و در شرایط نسبتا آسانتری قابل انجام است. زیس

تیروزین -ال زی تبدیلیهمچنین قابل ذکر است که فرایند 

صرفا شامل یک مرحله اکسیداسیون توسط دوپا -به ال

 در نهایتدوپای تولیدی -(. ال5آنزیم تیروزیناز می باشد )

آرماتیک آمینواسید -الدر بدن و مغز توسط آنزیم 

زی (. 22و  4به دوپامین تبدیل خواهد شد ) دکربوکسیلاز

دوپا برای اولین بار در قارچ -تیروزین به ال-ال تبدیلی

(. سنتز 14گزارش شد ) Agaricus bisporusخوراکی 

دوپا توسط گونه های مختلف باکتریایی و -میکروبی ال

 Erwinia herbicola  (17) ،Aspergillusقارچی از جمله 

oryzae  (6)، Yarrowia lipolytica  (7) ، Acremonium 

rutilum (18 ،) Bacillus sp.      (23)، Aspergillus 

niger  (8 ) وHalobacillus sp. SL-7 (2 ) گزارش شده

روش های طراحی آزمایش، ما را در رسیدن به تولید  است.

 زی تبدیلیبهینه متابولیت های صنعتی و بهبود فرآیندهای 

عنوان یک روش ری تاگوچی بهیاری می نماید. روش آما

بر  قدرتمند طراحی آزمایش، امکان بررسی متغیرهای مؤثر

با انجام  و بررسی میان کنش فاکتورهای مختلف را  فرآیند

در این مطالعه، برای (. 3کند )تعداد کمی آزمایش فراهم می

نخستین بار ترکیب روش های تک عاملی و طراحی 

زیست تبدیلی ال تیروزین تاگوچی در بهینه سازی فرآیند 

به ال دوپا توسط سلول در حال استراحت سویه جدید 

بصورت موفقیت آمیز  Paenibacillus sp. CT4Wباکتری 

 استفاده شد. 

 مواد و روشها

نمونه ها از : جمع آوری نمونه هاو تکنیک غنی سازی

مناطق مختلفی از کشور شامل نمونه های آّبی جمع آوری 

-اهوش در استان بوشهر، آب گرم اهرمشده از رودخانه ب

بوشهر، دریای رامسر، خلیج فارس،  -بوشهر، قنات درنگ

بیجار، رودخانه گلستان،  -دریای خزر، چشمه زرین آباد

چشمه شفابخش بانه، چشمه کلاته، چشمه سردشت، نمونه 

های مختلف آب چاه کرمانشاه و همدان در ظروف 

نمونه ها پس از  پلاستیکی استریل جمع آوری شدند. این

درجه سانتی گراد تا هنگام  4انتقال به آزمایشگاه در دمای 

استفاده نگهداری شدند. برای غنی سازی و جداسازی 

-سویه های باکتری آب زی با قابلیت تجزیه کنندگی ال

با   Tyr-medium agarتیروزین، از محیط طراحی شده

، 03/0ن ترکیب زیر استفاده شد )گرم در لیتر(: سولفات آه

، سولفات منیزیم 5/01، کلرید سدیم 015/0کلرید کلسیم 

، پتاسیم دی هیدروژن 4، دی پتاسیم هیدروژن فسفات 2/0

گرم  5/2به محیط مذکور به میزان   .20، آگار 12فسفات 

در لیتر تیروزین به عنوان تنها منبع کربن و ازت اضافه شد. 

ر ساعت د 48تا  24محیط های کشت مذکور به مدت 

 . (2) درجه سانتی گراد گرماگذاری گردید 25شرایط دمایی 

-زی تبدیلی ال تیروزین به ال دوپا تحت واکنش سلول

های باکتریایی با قابلیت تجزیه کنندگی سویههای رویشی: 

به ( TSBتریپتیک سوی براث )در محیط  ،تیروزین -ال

 -ساعت کشت داده شدند. سپس اسید آمینه ال 24مدت 

پس از فیلتراسیون از طریق پالایه های غشایی  تیروزین،

گرم در لیتر  5/2میکرونی، در غلطت نهایی  22/0میلی پور

ساعت گرمخانه  24به محیط افزوده شدند. پس از طی 

گذاری اضافی، ابتدا کل مایع رویی از توده سلولی با 
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دقیقه( جدا  20به مدت  g5000×استفاده از سانتریفیوژ )

، میزان ال تیروزین مصرف شده و ال گردید. در ادامه

دوپای تولید شده در مخلوط واکنش زی تبدیلی، از روش 

و  Raniپیشنهادی اسپکتروفتومتری براساس روش 

 .(21) شد سنجش (2007)همکاران 

سویه  :CT4Wیباکتر هیسو یو ملکول یپیفنوت ییشناسا

که براساس آنالیزهای اسپکتروفتومتری  CT4Wباکتری 

زی دوپا را در بین سویه های باکتری آب-ولید البیشترین ت

غربالگری شده داشت را انتخاب و مورد شناسایی ریخت 

شناسایی شناسی، بیوشیمیایی و فیلوژنتیک قرار گرفت. 

شکل اولیه شامل  های اولیه سویه مذکور براساس تست

 رنگ آمیزی گرم، آزمایش اکسیداز، آزمایش کاتالازظاهری، 

ام گرفت. شناسایی بیشتر براساس تست حرکت انج و

ایی متعدد یات فیزیولوژیک و انجام تست های بیوشیمعمطال

شامل رشد در دماهای مختلف، تست احیای نیترات، ذوب 

تست متیل هیدرولیز کازئین، ، نشاستهژلاتین، هیدرولیز

طبق و کربوهبدراتی رد/وژپروسکوئر، تولید اسید از منابع 

باکتری  بندی سیستماتیکطبقه "کتاب  دستورالعمل 

به منظور شناسایی ملکولی . (12) انجام شد "برجی شناسی

 S rDNA 16 ،fd1از پرایمرهای همگانی ژن  CT4Wسویه 

(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG و )rp2 

(ACGGCTACCTTGTTACGACTT استفاده شد )

در دستگاه  (PCRزنجیره ای پلیمراز )واکنش (. 26)

 25ا حجم نهایی ب BIO RAD T100ترموسایکلر مدل 

میکرولیتر حاوی پنج میکرولیتر مسترمیکس، یک میکرولیتر 

و  الگو DNAاز هر پرایمر رفت و برگشت، یک میکرولیتر 

میکرولیتر آب مقطر دیونیزه سترون انجام شد. چرخه  6/5

واسرشت سازی اولیه به  حرارتی به صورت یک مرحله

وع و در درجه سیلسیوس شر 95مدت دو دقیقه در دمای 

چرخه شامل واسرشت سازی در دمای  30ادامه بصورت 

درجه سیلسیوس به مدت یک دقیقه، اتصال پرایمر در  94

درجه سیلسیوس به مدت یک دقیقه و بسط در  52دمای 

 درجه سیلسیوس به مدت دو دقیقه و بسط نهایی 72دمای 

درجه سیلسیوس به مدت پنج دقیقه در نظر  72در دمای 

 ABI3730xlتوسط  PCRوالی یابی محصول  گرفته شد. ت

DNA sequencer   شرکت ماکروژن کره جنوبی انجام شد

 BioEditهای دریافتی توسط نرم افزار و توالی

های موجود در بانک ژن با ویرایش و با توالی 7.0.5.3ورژن

 مقایسه (BLASTاستفاده از ابزار جستجوی همردیفی )

-neighborپایه روش  ترسیم درخت فیلوژنیک برگردید. 

joining  با استفاده از نرم افزارMEGA.7 ( 19انجام شد.) 

در سویه  نیروزیت-دوپا از ال-بهینه سازی تولید ال

CT4W بعد از : تحت سلول های در حال استراحت

شناسایی فنوتیپی و مولکولی سویه جدا شده، به منظور 

در مخلوط  دوپا، اثر چندین پارامتر-بهبود راندمان تولید ال

واکنش زی تبدیلی تحت استراتژی سلول در حال 

به منظور استراحت مورد بررسی و بهینه سازی قرار گرفت. 

بومی و  باکتری آب زیهای در حال استراحت تهیه سلول

زیست در آزمایشات  یزگرعنوان بیوکاتالهاستفاده از آنها ب

در  TSBآبگوشتی در محیط  باکتریهای ، سلولتبدیلی

به مدت  rpm 150درجه سانتی گراد و دور شیکر  30ای دم

ساعت )تا رسیدن به انتهای فاز رشد لگاریتمی( کشت  24

داده شدند. سپس توده سلولی به کمک سانتریفیوژ برداشت 

های و پس از شستشوی سلول ها در بافر فسفات، از سلول

زیست در آزمایشات  زگرعنوان کاتالیهبرداشت شده ب

. با هدف بهبود بیوترانسفورماسیون (20) فاده شداستتبدیلی 

های در حال استراحت دوپا تحت سلول-تیروزین به ال-ال

سویه مذکور، دو مرحله بهینه سازی با استفاده از روش تک 

با استفاده از  و روش آماری تاگوچی انجام شد. فاکتوری

غلظت روش تک فاکتوری تاثیر فاکتورهای مختلف شامل 

، بیومس سلولی )بر حسب وزن خشک(های مختلف 

غلظت های مختلف یون مس، اثر منابع کربن و ازت 

کمکی، دماهای مختلف، دور شیکرهای متفاوت و اثرات 

pH  دوپا در محیط -تیروزین به ال-ال زی تبدیلیبرروی

حاوی (  mM 100, 4PO2KH/4HPO2Kبافری فسفات )

از ردید. مطالعه گ تیروزین-الدر لیتر سوبسترای  گرم 5/0

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.3.9.7
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متغیر  چهارروش طراحی تاگوچی جهت ارزیابی اثر 

تیروزین، غلظت توده زیستی، -شامل غلظت المستقل 

-زی تبدیلی البر غلظت یون مس و غلظت عصاره مخمر 

توسط سلول های در حال استراحت دوپا -تیروزین به ال

برای متغیرهای مذکور آرایه استفاده شد.  CT4Wسویه 

شد. آزمایش ها سه بار تکرار و  طراحی L16متعامد 

صورت نتایج نهایی به کمک نرم افزار همیانگین مقادیر آنها ب

Qualitek-4  مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفت و در

 نهایت شرایط بهینه واکنش تخمین زده شد. 

دوپای تشکیل شده در مخلوط -تایید ساختاری ال

ید شده در ال دوپای تول: واکنش بیوترانسفورماسیون

، ابتدا استخراج و سپس از زی تبدیلیمخلوط واکنش های 

تحت شرایط  ،(TLCکروماتوگرافی لایه نازک )تکنیک 

 1: 2: 3کروماتوگرافی کلروفرم، بوتانول و آب با نسبت 

دوپای -الشناسایی تخلیص شد. (، 21بعنوان فاز متحرک )

-lineمدل تخلیص شده از طریق اسپکتروسکوپی جرمی 

high: 90% > platform  ساخت شرکتMicromass 

 شد.  انجام کشور انگلستان

 نتایج

ه ی کنند هیتجز یباکتر یهاهیسوو شناسایی جداسازی 

هدف از : دوپا-تیروزین با قابلیت زیست تبدیلی به ال

انجام این مطالعه عبارت بود از جداسازی و تشخیص سویه 

 زیبالقوه  های باکتری تجزیه کننده ی تیروزین با توان

سویه  12دوپا بود. در این راستا، -تیروزین به ال-تبدیلی ال

تیروزین به عنوان تنها منبع -باکتری با قابلیت استفاده از ال

 24به مدت  TSBکشت آبگوشتی کربن و ازت، در محیط 

تیروزین در -ساعت کشت داده شدند. سپس سوبسترای ال

ت تبدیلی گرم در لیتر به محیط زیس 5/2غلظت نهایی 

تبدیلی تحت  زیساعت واکنش  48افزوده شد. بعد از 

های رویشی، مورد آنالیز کمی اسپکتروفتومتری قرار سلول

های گرفتند که براساس نتایج بدست آمده، از میان سویه

بالاترین  CT4Wهای رویشی سویه باکتری مذکور، سلول

گرم  5/2در حضور گرم در لیتر( 28/0دوپا )-میزان تولید ال

 CT4Wسویه را نشان داد. تیروزین -در لیتر سوبسترای ال

دارای بیشترین  یاسپکتروفتومتر یکه براساس آنالیز کم

بود  یلیتبد زیشده در واکنش  لیتشک یدوپا-ال زانیم

و کشتی،  یشناس ختیهای رانتخاب و براساس ویژگی

. زیولوژیک مورد شناسایی قرار گرفتبیوشیمیایی و فی

کاتاز و ، متحرک ،مذکور با سیل گرم مثبتی سویه باکتر

. این سویه از نظر هیدرولیز نشاسته مثبت بود مثبتاکسیداز 

وژپروسکوئر، احیای نیترات، هیدرولیز و از نظر تست های 

کازئین و هیدرولیز ژلاتین منفی بود. از نظر رشد در 

 35تا  4دماهای مختلف سویه مذکور قابلیت رشد در دمای 

همچنین از نطر تخمبر منابع ی گراد را دارا بود. درجه سانت

قندی تست های مرتبط با تولید اسید از گلوکز، مانیتول و 

مانوز مثبت و از نظر تولید اسید از فروکتوز و مانیتول منفی 

و بر  ییایمیوشیو ب کیمورفولوژ اتیبراساس خصوصبود. 

ارتباط،  نیمرجع و مقالات منتشره در ا یهاطبق کتاب

 Paenibacillusعنوان به طور موقت به CT4Wیه سو

این  همردیفیبراساس نتایج حاصل از تشخیص داده شد. 

درصد مشابهت با سویه های متعلق  97سویه دارای بیش از 

می باشد. بعد از تعیین   Paenibacillus antarcticusبه 

با شماره  بانک ژنی، این ژن در 16S rDNAتوالی ژن 

های ثبت شد. تجزیه و تحلیل KX507264دسترسی 

ی مورد نظر به جنس فیلوژنیکی نیز تائید کرد که سویه

Paenibacillus   تعلق دارد و علاوه بر این احتمالا می

 Paenibacillusی تواند به عنوان سویهتواند بطور  می

antarcticus  .درخت فیلوژنی ترسیم  از طبقه بندی شود

به روش  S rDNA16ژن که بر اساس آنالیزهای توالی 

neighbor-joining ی بدست آمده است، موقعیت سویه

CT4W  در جنسPaenibacillus  (1)شکل  آمده است . 
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استفاده از روش  با S rDNA16ی بر اساس ژن تکتیریافته  Paenibacillusو دیگر اعضای جنس  CT4Wی درخت فیلوژنی سویه -1شکل 

neighbor-joining  و نرم افزارMEGA. 7 ..شماره دسترسی سویه های ثبت شده در پرانتز آورده شده است 

 

دوپا در -لتیروزین به ا-تبدیلی ال زینتایج بهینه سازی 

-با استفاده از روش   sp. CT4W Paenibacillusباکتری

براساس نتایج بدست آمده : های تک فاکتوری و تاگوچی

 لیدبیشترین میزان تو ی به روش تک فاکتوری،از بهینه ساز

سلولی، غلظت  یتودهگرم در لیتر  6وپا در غلظت د-ال

گرم در لیتر مشاهده شد. از بین منابع  045/0یون مس 

دوپا  -کربنی و ازتی استفاده شده بیشترین میزان تولید ال

دوپا -در حضور عصاره مخمر مشاهده شد. میزان تولید ال

ها و دور شیکر متفاوت هم سنجیده شد.  pHدر دماها ، 

و  7برابر  pHدرجه،  30وپا در دمای د-بیشترین تولید ال

 . (2)شکل  مشاهده شد rpm 150دور شیکر 

تیروزین -در ادامه و با هدف بهبود بیوترانسفورماسیون ال

ی انکوباسیون تحت شرایط بهینه دوپا، اثرات دوره-به ال

لی مورد ارزیابی قرار شده در مخلوط واکنش زی تبدی

(. براساس نتایج بدست آمده، تحت شرایط 3گرفت )شکل 

گرم در  5/0از دوپا -الگرم در لیتر 29/0بهینه شده بالا، 

 زی تبدیلیساعت واکنش  16پس از  تیروزین-اللیتر 

-الاز  دوپا-التولید شده است. راندمان مولی تولید 

 ت.درصد بوده اس 3/53فوق  فرآینددر  تیروزین

براساس نتایج بدست آمده از بهینه سازی مرحله اول، 

تیروزین -دوپا از ال-بهترین ترکیب فاکتورها برای تولید ال

عبارتند از: بیومس  sp. CT4W  Paenibacillusدر باکتری 

 045/0گرم در لیتر، یون مس در غلظت  6سلول در غلظت 

ای گرم در لیتر، دم 1گرم در لیتر، عصاره مخمر در غلظت 

 .rpm 150و دور شیکر  7برابر  pHدرجه سانتی گراد،  30

 ►Paenibacillus sp. strain CT4W (KX507264) 

 Paenibacillus antarcticus CIP 108571 (AJ605292) 

 Paenibacillus macquariensis ATCC 23464 (X60625) 

 Paenibacillus glacialis DSM 22343 (EU815294) 

 Paenibacillus borealis DSM 13188 (AJ011322) 

 Paenibacillus wynnii DSM 18334 (AJ633647) 

 Paenibacillus chibensis ATCC 9966 (AB073194) 

 Paenibacillus cookii DSM 16944 (AJ250317) 

 Paenibacillus lentus DSM 25539 (KC800716) 

 Paenibacillus illinoisensis DSM 11733 (AB073192) 

 Paenibacillus pabuli ATCC 43899 (AB045094) 

 Paenibacillus tundrae DSM 21291 (EU558284) 

 Paenibacillus xylanexedens DSM 21292 (EU558281) 

 Paenibacillus amylolyticus DSM 11730 (D85396) 

 Paenibacillus polymyxa ATCC 842 (AJ320493) 

 Paenibacillus alvei ATCC 6344 (AJ320491) 

 Paenibacillus macerans ATCC 8244 (AB073196) 

 Paenibacillus validus ATCC 43897 (AB680854) 

 Bacillus subtilis ATCC 6051 (AJ276351) 

95 

96 

88 

98 

95 

100 

99 

99 

80 

77 

74 

66 

75 

83 

84 

74 

0.01 
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در محیط بافری فسفات حاوی    sp. CT4W Paenibacillusتیروزین در باکتری -دوپا از ال-اثرات پارامترهای مختلف بر روی تولید ال -2شکل 

 معرف انحراف معیار است. ±1میانگین سه بار آزمایش بوده و بار های در حال استراحت. نتایج ارائه شدهدوپا تحت شرایط سلول-گرم در لیتر ال 5/0

 

 

 

های  دوپا بوسیله سلول-تیروزین به ال-ال بیوترانسفورماسیون -3شکل 

تحت شرایط    sp. CT4W Paenibacillusدر حال استراحت 

بهینه شده توسط روش تک فاکتوری. نتایج ارائه شده میانگین سه بار 

. نمودار مربع مربوط به ال عرف انحراف معیار استم ±1آزمایش و بار

تیروزین مصرف شده و نمودار دایره مربوط به ال دوپای تشکیل شده 

 در مخلوط واکنش زی تبدیلی است.

 

پس از انتخاب بهترین ترکیب فاکتورها، بهینه سازی مرحله 

غلظت در این راستا، . دوم بوسیله روش تاگوچی انجام شد

یون غلظت ، گرم در لیتر( 2و  5/1، 1، 5/0) تیروزین-ال

غلطت ، گرم در لیتر( 04/0و  03/0، 02/0، 01/0) مس

غلطت و گرم در لیتر(  2و  5/1، 1، 5/0)عصاره مخمر 

به عنوان ( گرم در لیتر 10و  5/7، 5، 5/2)بیومس سلول 

دوپا تحت شرایط -بر روی تولید الفاکتورهای موثر 

ر و در چهار سطح در در نظسلولهای در حال استراحت 

لازم به ذکر است که تمامی آزمایشات  نظر گرفته شدند.

و  7برابر  pHدرجه سانتی گراد،  30تحت شرایط دمایی 

مدت زمان انکوباسیون   و rpm 150دور شیکر بهینه شده 

ساعت انجام شده است. با توجه به تعداد فاکتورها،  24

ا، درجه آزادی سطوح و تاثیر متقابل دوتایی بین فاکتوره

 )انجام L16می باشد که لزوم انتخاب آرایه متعامد  15برابر 

عنوان یک آرایه استاندارد ه آزمایش مختلف( را ب 16
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(. در جدول فوق غلظت های 1ایجاب می کند )جدول 

آزمایش مختلف اجرا شده ارائه  16تولیدی در  دوپای-ال

مخلوط دوپا در -الشده است. نتایج نشان داد که مقدار 

براساس اثر ترکیبی فاکتورهای  واکنش زیست تبدیلی

گرم در لیتر   68/0تا  11/0انتخاب شده در محدوده بین 

  .می باشد

 L16آرایه متعامد  -1جدول 

Serial no. 
1 

Biomass 

2 

Tyrosine 

3 

Cu+2 

4 

Yeast extract 

L-DOPA 

produced (g/l) 

1 1 1 1 1 0.13 

2 1 2 2 2 0.32 

3 1 3 3 3 0.64 

4 1 4 4 4 0.18 

5 2 1 2 3 0.23 

6 2 2 1 4 0.51 

7 2 3 4 1 0.68 

8 2 4 3 2 0.45 

9 3 1 3 4 0.29 

10 3 2 4 3 0.61 

11 3 3 1 2 0.43 

12 3 4 2 1 0.30 

13 4 1 4 2 0.17 

14 4 2 3 1 0.59 

15 4 3 2 4 0.34 

16 4 4 1 3 0.11 
 

-دی بر روی تولید الاثر اصلی هر یک از فاکتورهای فر

( نشان داده شده است. همانگونه که 4در شکل ) دوپا

سه  وحسطدوپا در -مشاهده می شود مقادیر بالاتری از ال

تیروزین و همچنین درسطح دو بیومس مشاهده -مس و ال

می  یکسطح شده است. سطح مناسب برای عصاره مخمر

. در واقع با بررسی اثرات اصلی هر کدام از باشد

امترهای مورد مطالعه می توان روند کلی تاثیر فاکتورها پار

 . (3) مورد نظر تمایز داد فرآیندرا بر روی 

 
 دوپا در سویه باکتری آب زی-تیروزین به ال-اثر فاکتورهای فردی در سطوح محتلف بر روی زیست تبدیلی ال -4شکل 

 sp. CT4W Paenibacillus   
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ان اینترکشن بین دو با استفاده از روش تاگوچی می تو

ارائه ( 2)فاکتور مختلف را بررسی نمود که نتایج در جدول 

ها می توان نتیجه شده است. در واقع با مطالعه اینترکشن

گرفت که تولید یک محصول خاص، بر حسب اینترکشن 

بین فاکتورها متفاوت بوده و تاثیر یک فاکتور متاثر از سطح 

( مشاهده 2)در جدول فاکتور دیگری است. همانگونه که 

مشاهده شده که بالاترین  اینترکشن 6می شود در مجموع 

( بین مس و بیومس سلول درصد 22/41میزان اینترکشن )

درصد( بین بیومس سلول  89/7است و کمترین اینترکشن )

این است که اثر ی نشان دهندهو تیروزین است که خود 

به شرایط دوپا کاملا وابسته -یک فاکتور روی تولید ال

دوپا می -فاکتورهای دیگر در فرآیند بهینه سازی تولید ال

 باشد.

 Qualitek-4اینترکشن تخمین زده شده بوسیله نرم افزار  6 -2جدول 

Serial no. Factors Columnsa SI (%)b Colc Optd 

1 Biomass × Cu+2 1 × 3 41.22 2 [2, 4] 

2 Biomass × Yeast extract 1 × 4 36.84 5 [2, 1] 

3 Tyrosine × Yeast extract 2 × 4 27.19 6 [3, 1] 

4 Tyrosine × Cu+2 2 × 3 25.43 1 [3, 4] 

5 Cu+2 × Yeast extract 3 × 4 24.56 7 [4, 1] 

6 Biomass × Tyrosine 1 × 2 7.89 3 [2, 3] 
                     SI (severity index)a : ترهای مختلفشاخص شدت اینترکشن برای پارام 

                      Optb :نشان دهنده سطوح مطالوب فاکتورها برای شرایط بهینه سازی 

برای تجزیه و تحلیل آماری داده ها از روش تحلیل 

( استفاده شد که نتایج در ANOVAواریانس یکطرفه )

که در جدول  ( ارائه شده است. همانگونه3ول )جد

تیروزین، غلظت اولیه -المشاهده می شود غلظت اولیه 

-یون مس و بیومس سلول دارای بیشترین تاثیر بر تولید ال

دوپا بوده اند و در مقابل کمترین تاثیر را عصاره مخمر 

قبل  قسمتی 2بصورت  ANOVAداشته است. نتایج جدول 

( نشان داده شده poolingو بعد از عمل  poolingاز عمل 

ه است. اساسا پس از که دلایل آن در زیر توضیح داده شد

و انجام آزمون معنی داری باید  ANOVAتشکیل جدول 

واریانس خطاء انجام بگیرد که این عمل در روش تاگوچی 

. در (9و 3) انجام می شود poolingبا استفاده از تکنیک 

این روش فاکتورهایی که تاثیر ناچیز دارند بعنوان منبع 

نظور به ستونهای خطاء در نظر گرفته می شوند. برای این م

S   یاP  در جدولANOVA  را که مراجعه نموده و عواملی

می شوند   poolتاثیر داشته باشند،  درصد10دارای کمتر از 

)لازم به ذکر است که در برخی پروسه های صنعتی این 

، جدول  poolingمقدار متفاوت است(. پس از مرحله 

ANOVA  اصلاح شده و فاصله اطمینان محاسبه شده و در

صورتی که فاصله اطمینان محاسبه شده از فاصله مطلوب 

ادامه پیدا کرده و در غیر  poolingکوچکتر شود، عمل 

اینصورت متوقف می شود. بدین ترتیب فاکتورهایی که 

pool  نشده باشند به عنوان فاکتورهای با تاثیر معناداری

در ارتباط با آزمایش فوق، قبل از عمل معرفی می شوند. 

pooling تیروزین، مس و -فاصله اطمینان فاکتورهای ال

بیومس سلول که بیشترین تاثیر پذیری را داشتند به ترتیب 

. سایر درصد بودند 6/96و  درصد 3/97درصد،  8/96

و  poolingدرصد بودند. به دنبال عمل  95فاکتورها زیر 

ی کمترین تاثیرپذیری بودند، که دارا عصاره مخمرحذف 

فاصله اطمینان برای فاکتورهای ذکر شده در بالا به ترتیب 

درصد افزایش یافته  8/98 و درصد 2/99درصد،  6/99به 

 (.3است )جدول 

استفاده  Bigger to Betterبرای تعیین شرایط بهینه از آنالیز 

شد. سطح مطلوب، میزان تاثیرپذیری و همچنین بیشترین 

دوپا تولیدی پیش بینی شده تحت شرایط بهینه -ال میزان

داده شده است. همانگونه که در  ( نشان4جدول )در 

جدول مشاهده می شود فاکتورهایی مانند بیومس سلول، 

نسبت به دیگر فاکتورها دارای  Cu+2تیروزین و یون -ال
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 دوپا-البه  تیروزین-ال زی تبدیلیبیشتر در تاثیرپذیری 

پیش بینی شده تحت شرایط بهینه  دوپا-ال بوده اند. مقدار

 .گرم در لیتر بوده است 732/0حدود 

 

 (pooling)قبل و بعد از تکنیک  ANOVAنتایج  -3جدول 
After pooling 

  DOF       Sum of Squares   Variance F-Ratio    Pure Sum       Percent 
Before pooling 

  DOF       Sum of Squares   Variance F-Ratio    Pure Sum   Percent   
Factor Serial 

no. 
12.065 0.065 9.657 0.024 0.072 3 12.065 0.065 9.657 0.024 0.072 3 Biomass 1 
58.928 0.318 43.284 0.108 0.325 3 58.928 0.318 43.284 0.108 0.325 3 Tyrosine 2 
18.926 0.102 14.581 0.036 0.109 3 18.926 0.102 14.581 0.036 0.109 3 +2Cu 3 

0.00 (CL=82

.7%) 
pooled  (0.024) (3) 3.111 0.016 3.232 0.008 0.024 3 Yeast 

extract 
4 

10.081   0.005 0.030 6 6.970   0.002 0.006 3  Other/

error 
100.00    0.539 15 100.00    0.539 15  Total 

 

 Qualitek-4لین تولیدی پیش بینی شده توسط نرم افزار شرایط بهینه و مقدار وانی -4جدول 

Serial no. Factor Level description  (g/l) Level Contribution 

1 Biomass 5 2 0.093 

2 Tyrosine 1.5 3 0.148 

3 Cu+2 0.03 3 0.118 

contribution from all factors: 0.358 

Current grand average of performance: 0.373 

Expected result at optimum condition: 0.732 

دوپای تولیدی پیش -میزان ال انجام آزمایش تاییدیبرای 

دوپای بدست -بینی شده تحت شرایط بهینه، با میزان ال

با یکدیگر مقایسه می شود و آزمایش آمده در شرایط 

چنانچه در فاصله مطلوب قرار گیرد طراحی آزمایش 

زی به پایان می رسد. به همین دلیل درست و بهینه سا

ی با استفاده از سلول های در حال استراحت سویه آزمایش

میلی مولار(  100در محیط بافری فسفات ) باکتری مذکور

و براساس ترکیب سطح بهینه متغیرهای بدست آمده در 

دوپای بدست آمده ارزیابی -انجام و میزان ال (4)جدول 

دوپای تولیدی -میزان اله، شد. براساس نتایج بدست آمد

دوپای -گرم در لیتر( با میزان ال 728/0بدست آمده )

گرم در لیتر( در فاصله  732/0تولیدی پیش بینی شده )

واکنش در ادامه و با هدف بهبود   مطلوب قرار گرفته است.

دوپا، اثرات دوره ی -تیروزین به ال-ال زی تبدیلی

 روشیق تحت شرایط بهینه شده از طر گرماگذاری

تبدیلی مورد ارزیابی قرار  زیتاگوچی در مخلوط واکنش 

(. براساس نتایج بدست آمده، تحت شرایط 5 گرفت )شکل

گرم در  5/1از دوپا -الگرم در لیتر 96/0بهینه شده بالا، 

 زی تبدیلیساعت واکنش  20پس از  تیروزین-اللیتر 

-الاز  دوپا-التولید شده است. راندمان مولی تولید 

 .درصد بوده است 5/53فوق  فرآینددر  وزینتیر

 
های در دوپا بوسیله سلول-تیروزین به ال-ال زی تبدیلی -5شکل 

تحت شرایط بهینه    sp. CT4W Paenibacillusحال استراحت 

شده توسط روش آماری تاگوچی. نتایج ارائه شده میانگین سه بار 

ربع مربوط به ال نمودار م معرف انحراف معیار است. ±1آزمایش و بار

تیروزین مصرف شده و نمودار دایره مربوط به ال دوپای تشکیل شده 

 در مخلوط واکنش زی تبدیلی است.

زی دوپای تولید شده در مخلوط واکنش -، الدر نهایت

، مورد  TLC، پس از استخراج و تخلیص از طریق تبدیلی

. (6)شکل  آنالیز اسپکتروسکوپی جرمی قرار گرفت
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دوپای -یج طیف سنجی جرمی، وزن ملکولی البراساس نتا

 نمایانگر( بود که m/z=197گرم بر مول ) 197بدست آمده 

 دوپا در واکنش زی تبدیلی است. -سنتز موفقیت آمیز ال

 
    sp. CT4W Paenibacillusدوپای سنتز شده در واکنش زی تبدیلی توسط سویه ی باکتری -آنالیز اسپکتروسکوپی جرمی ال -6شکل 

 بحث و نتیجه گیری

در این پژوهش، جداسازی و شناسایی سویه های باکتری 

دوپا -تیروزین به ال-ال زی تبدیلیآبزی بومی با پتانسیل 

ساکن در های یکروارگانیسمممورد مطالعه قرار گرفت. 

زی ازنظر های دریایی نسبت به انواع خشکیگاهزیست

وت بوده و خصوصیات فیزیولوژیک و تنوع متابولیکی متفا

های فعال طورمعمول توانمندی بالایی در تولید فرآوردهبه

مدت زیستی دارند. با توجه به سازگاری طولانی

گاه دریایی با شرایط ساکن در زیست هاییکروارگانیسمم

های مختلف ، فشار، غلظتpHسخت محیطی ازنظر دما، 

عنوان های مناسب بهکاندید نمک و عناصر کمیاب،

شوند. از های مبتنی بر شیمی سبز محسوب میورکاتالیز

صورت طبیعی و بدون نیاز توان بههای دریازی میمیکروب

 (.11کاری ژنتیکی برای این فرآیند بهره جست )به دست

در این راستا در بخش نخست این تحقیق، در طی یک 

برنامه غربالگری با هدف جداسازی انواع سویه های 

و پتانسیل  دوپا-التجزیه کنندگی لیت باکتری آب زی با قای

تیروزین به عنوان تنها منبع کربن و -آنها برای مصرف ال

براساس نتایج سویه باکتری غربال گری شد که  12 ،ازت

بدست آمده از آنالیزهای کمی اسپکتروفتومتری، سلول های 

 CT4W Paenibacillus sp. strainرویشی سویه باکتری 

آب جمع آوری شده از سواحل  )جدا شده از یک نمونه

. انتخاب شد دوپا-به عنوان سویه برتر در تولید ال ،بوشهر( 

زی این تحقیق با هدف افزایش راندمان واکنش  در ادامه

و جلوگیری از تجزیه بیشتر متابولیت های تولیدی  تبدلی

دوپای تولید شده تحت شرایط -دوپا( میزان ال-)ال

یه مذکور سنجش شد. سلولهای در حال استراحت در سو

فرآیندهای زی محققان زیادی از این استراتژی برای بهبود 

براساس نتایج (.  20و  10، 1استفاده نموده اند ) تبدیلی

تیروزین، یون مس، -چهار فاکتور شامل البدست آمده 

دارای بیشترین تاثیرپذیری عصاره مخمر و بیومس سلول 

فرآیند زیست ول بودند که موید فعالیت بیشتر آنزیم مسئ

در این شرایط می باشد. )آنزیم تیروزیناز( مربوطه  تبدیلی

 فاکتورهای مذکور بعنوان فاکتورهای تاثیرگذار انتخاب شده

و در طی بهینه سازی مرحله دوم از روش آماری تاگوچی 

 جهت یافتن ترکیب بهینه فاکتورهای مذکور استفاده شد.

های ین روشروش آماری تاگوچی یکی از پرکاربردتر

باشد. در این روش تعدادی از فاکتوریل جزئی می

شوند و پس از های ممکن بین فاکتورها انتخاب میترکیب

های انجام شدن آزمایش با ارزیابی آماری پاسخ

آمده بهترین وضعیت که ممکن است در بین دستبه

شده موجود نباشد، عنوان شرایط بهینه های آزمایشحالت

های این روش، بررسی تأثیر د. از مزیتگردتعیین می

عوامل چندگانه و مستقل مؤثر در آزمایش، بررسی 

اینترکشن های احتمالی بین فاکتورها و کاهش تعداد 
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(. 9و صنعتی است ) ها در مقیاس آزمایشگاهیآزمایش

تیروزین، یون مس، -برای انجام آزمایشات چهار فاکتور ال

ب و از طرح آزمایش عصاره مخمر و بیومس سلول انتخا

برای مطالعه فاکتورها و تعاملات بین آنها  L16تاگوچی 

استفاده شد. براساس نتایج بدست آمده عوامل با تاثیر معنی 

دوپا به ترتیب -تیروزین به ال-ال زی تبدیلیداری بر 

تیروزین و -اهمیت یون مس، غلظت اولیه سوبسترای ال

هینه در سطوح بیومس ورودی تعیین شدند.. تحت شرایط ب

دوپا در -انتخاب شده این فاکتورها، ماکزیمم غلظت ال

گرم درلیتر تخمین 728/0( p< 0.05) %5سطح معنی داری 

زده شده است. نتایج نشان داد که طراحی تاگوچی ابزاری 

تیروزین -ال زی تبدیلیقدرتمند برای بهینه سازی و بهبود 

ه در مرحله ک دوپا در سویه مورد مطالعه بوده چرا-به ال

اول بهینه سازی به روش تک فاکتوری علیرغم تعدد 

گرم 29/0تولیدی  دوپای-آزمایشات، بیشترین میزان ال

درلیتر بوده که پس از بهینه سازی انجام شده با روش 

گرم درلیتر افزایش یافته  728/0تاگوچی این میزان به 

پس از مشخص شدن ترکیب بهینه فاکتورها وسیله است. 

دوپا تولیدی در -گوچی، با هدف افزایش غلظت الروش تا

بررسی  گرماگذاریاثر دوره  زی تبدیلیمخلوط واکنش 

شد. براساس نتایج بدست آمده، تحت شرایط بهینه شده 

-الگرم در لیتر  5/1از دوپا -الگرم در لیتر 96/0بالا، 

تولید شده  زی تبدیلیساعت واکنش  20پس از  تیروزین

در  تیروزین-الاز  دوپا-التولید است. راندمان مولی 

. از آنجایی که درصد بوده است 5/53فوق  فرآیند

هایی هستند که با ها همواره به دنبال روشبیوتکنولوژیست

صرف کمترین هزینه اقتصادی و در کمترین زمان، بیشترین 

های زیادی صورت لذا تلاش ،راندمان را بدست آورند

بهینه سازی )بهبود  گرفته است تا به کمک فرآیندهای

-ال زی تبدیلیای( بتوان راندمان شرایط محیطی و تغذیه

ها را بهبود دوپا توسط میکرواورگانیسم-تیروزین به ال

های جویی در زمان و هزینهبخشید. امروزه برای صرف

-پژوهشی، دانشمندان علم بیوتکنولوژی از یکسری روش

کنند. ه میسازی استفادهای آماری در فرآیندهای بهینه

، (24و  17) ، فاکتوریل کامل(25) روش پاسخ سطحی

و روش آماری تاگوچی )که در ( 8)بورمن -طراحی پلاکت

های ی اخیر از آن استفاده شده است( برخی از روشمطالعه

زی تبدیلی آماری مورد استفاده در بهینه سازی فرآیندهای 

های باشند. از مزایای روشمیدوپا -تیروزین به ال-ال

توان اثرات ها میآماری این است که با استفاده از آن

فاکتورهای مختلف را بصورت همزمان بررسی و 

ها را مورد تجزیه و تحلیل قرار های احتمالی آنبرهمکنش

با مقایسه مطالعه اخیر با گزارشات منتشر شده در داد. 

، (5 دوپا )جدول-تیروزین به ال-ال زی تبدیلیارتباط با 

به راندمان های قابل قبول بدون استفاده از تکنیک  انمی تو

های پیچیده و یا اضافه نمودن موادی که مستلزم صرف 

 هزینه های بالای اقتصادی هستند، دست یافت. 

 

 های مختلفدوپا در میکروارگانیسم-تیروزین به ال-دوپای بدست آمده از واکنش های زی تبدیلی ال-مقایسه راندمان ال -5جدول 

Microorganism Yield of L-dopa References 

Paenibacillus   sp. CT4W 0.96 mg/ml Current study 
Halobacillus sp. SL-7 0.75 mg/ml 2 
Aspergillus oryzae IAM2625 0.88 mg/ml 15 
Aspergillus oryzae ME2 0.428 mg/ml 6 
Acremonium retilum 0.89 mg/ml 18 
Aspergillus niger PA2 2.44 mg/ml 4 
Yarrowia lipolytica NRRL-143 2.96 mg/ml 7 
Egyptian halophilic black yeast 66 µg/ml 13 
Vibrio tyrosinaticus 4 mg/ml 27 
Bacillus sp. JPJ 0.497 mg/ml 23 
Brevundimonas sp. SGJ 3.81 mg/ml 24 
Brevundimonas sp. SGJ 3.61 mg/ml 25 
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ر دراین استفاده از روش های بهینه سازی انجام شده بناب

. مودناین تحقیق را می توان برای سویه های مشابه پیشنهاد 

لازم به توضیح است که مطالعه اخیر نخستین گزارش از 

وپا در جنس باکتری د-یروزین به الت-زی تبدیلی ال

Paenibacillus  .است 
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methodology for biotransformation L-Tyrosine into L-DOPA by a 
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Abstract 

Since the introduction of L-dopa (3, 4-dihydroxylphenyl-L-alanine) in the 1960s, L-

dopa has been recognized as a gold-standard medical therapy for Parkinson’s disease. In 

the present work, a newly tyrosine-transforming strain of Paenibacillus sp. CT4W was 

used for the biotransformation of L-tyrosine to L-DOPA. The process parameters were 

optimized using single- factor experiments and Taguchi design methodology under 

resting cell strategy. Based on the values obtained in single-factor experiments, the 

optimum parameters for L- DOPA production: cell mass 6g/l, Cu+2 0.045 g/l, 

Temperature 30º C, pH 7, agitation 150 rpm and 0.5 g/l of yeast extract as cosubstrate. 

The maximum yield achieved with these parameters was 0.29 g/l after 16 h incubation. 

A Taguchi L16 orthogonal array was subsequently employed for further optimization. 

The biotransformation reaction having 5 g/l cell mass, 1.5 g/l tyrosine and 0.03 g/l Cu+2 

was found to be optimum for maximum L-DOPA production. Under the optimized 

conditions, resting cells of Paenibacillus sp. CT4W produced 0.96 g/l L-DOPA, with a 

molar yield of 53.5 % after 20 h incubation.  
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