
 1401، 3، شماره 35جلد                                                 )                          شناسي ايرانمجله زيست ( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

           DOR: 20.1001.1.23832738.1401.35.3.9.7

 دوپا توسط سويه جديد باكتري الزي تبديلي ال تيروزين به بهينه سازي  فرآيند 

Paenibacillus sp. strain CT4W با استفاده از روش هاي تك عاملي و تاگوچي  
 2محمد مجديو  1، مينا صيادي*1مراحم آشنگرف

  علوم زيستيسنندج، دانشگاه كردستان، دانشكده علوم پايه، گروه ، ايران 1
  ورزي، گروه زراعت و اصلاح نباتاتسنندج، دانشگاه كردستان، دانشكده كشا ،يرانا 2

  24/10/1399 :تاريخ پذيرش  26/05/1399 :تاريخ دريافت

  چكيده

داروي طلايي براي درمان بيماري به عنوان ، 1960از زمان ورود آن در ) آلانين-دي هيدروكسي فنيل ال 4و 3(دوپا -ال
با  Paenibacillus sp. CT4Wپتانسيل سويه جديد باكتريبراي نخستين بار در اين مطالعه . استده تشخيص داده شپاركينسون 

-تيروزين به ال- بهينه سازي پارامترهاي موثر بر فرآيند زي تبديلي ال. دوپا بررسي شد-تيروزين به ال-قابليت تبديل زيستي ال
براساس نتايج بدست . تك عاملي و طراحي تاگوچي انجام شدهاي دوپا، تحت استراتژي سلول در حال استراحت، توسط روش

گرم در ليتر،  6توده زيستي در غلظت از آمده از بهينه سازي به روش تك عاملي، بهترين شرايط براي زي تبديلي عبارت است 
 1ر در غلظت و عصاره مخم 150، دور شيكر  7برابر  pH، درجه سيلسيوس 30گرم در ليتر، دماي  045/0يون مس در غلظت 

ساعت گرماگذاري  16دوپاي بدست آمده پس از -تحت شرايط بهينه شده فوق غلظت ال. گرم در ليتر بعنوان سوبستراي كمكي
براساس نتايج بدست . طراحي تاگوچي براي بهينه سازي فرآيند استفاده شد L18آرايه متعامد در ادامه از . گرم در ليتر است 29/0

گرم در  5گرم در ليتر، توده زيستي در غلظت  5/1تيروزرين در غلظت -اي زي تبديلي عبارت است از الآمده، بهترين شرايط بر
ساعت  20دوپاي بدست آمده پس از -تحت شرايط بهينه شده فوق غلظت ال. گرم در ليتر 03/0يون مس در غلظت  و ليتر

  . است% 5/53گرم در ليتر با راندمان مولي  96/0گرماگذاري 

  Paenibacillus sp. CT4Wدوپا، بهينه سازي،  -تيروزين، ال- زي تبديلي، ال: كليدي هايواژه

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

  مقدمه
ي در به معناي ايجاد تغييرات شيمياي تبديليفرآيند زي

ها و ها، زنوبيوتيك، توكسيناسيدهاي آمينهتركيباتي همانند 
هاي داروها بوسيله موجودات زنده براي توليد مولكول

-آنزيمها كاتاليزگر واكنش. باشدفعال از لحاظ زيستي مي

دي  مونوفنول،(آنزيم تيروزيناز . هستندتبديلي زيهاي 
 ECبا ) زاكسيژن اكسيدو ردوكتا: هيدروكسي فنيل آلانين

هاي مس دار  جزو گروه سه از پروتئين 1,14,18,1نامبر 
يند بيوسنتز ملانين نيز ايفا آمي باشد كه نقش مهمي در فر

زي تبديلي يكي از مهمترين كاربردهاي اين آنزيم، . مي كند

 دوپا-ال فعال زيستيبه ملكول  تيروزين - ال ي اسيد آمينه
نواسيدي و پيش دوپا يك آنالوگ آمي- ال). 22(مي باشد 

ساز دوپامين است كه يكي از پركاربردترين داروها جهت 
پاركينسون در واقع يك نوع . درمان پاركينسون مي باشد

اختلال تحليل برنده مرتبط با پايين آمدن سطح دوپامين در 
مغز بوده كه منجر به عوارضي همچون سفتي عضلاني، 

جنون رعشه حركتي، كند شدن توانايي تكلم و نهايتا 
مصرف مستقيم دوپامين توسط بيمار در فرايند . خواهد شد

بهبود بيماري بي تاثير بوده چراكه دوپامين توانايي عبور از 
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ميزان شيوع بيماري ). 4(سد خوني مغزي را ندارد 
نفر  100000/160پاركينسون در غرب قاره اروپا به ميزان 

دربرمي سال  80ازاين ميزان را افراد بالاي  ٪4ميرسد كه 
همچنين در ايالات متحده آمريكا به تنهايي، ). 16(گيرند 

بيش از يك ميليون بيمار مبتلا به پاركينسون گزارش شده 
. بيليون دلار هزينه دارند 6/5كه سالانه چيزي حدود 

بنابراين درمانهاي متفاوتي براي اين بيماري توسعه يافته و 
ارو مورد توجه دوپا به عنوان موثرترين د- از اين ميان ال

دوپا براي -فرايند سنتز شيميايي ال). 21(قرار گرفته است 
مصارف دارويي، چند مرحله اي بوده كه درنتيجه فرايند 
مذكور زمانبر، نامناسب براي محيط زيست و همچنين 

كه توليد  است اين در حالي. غيراقتصادي مي باشد
دوپا يك فرايند دوست دار محيط - بيوتكنولوژيك ال

. ست بوده و در شرايط نسبتا آسانتري قابل انجام استزي
تيروزين - ال زي تبديليهمچنين قابل ذكر است كه فرايند 

صرفا شامل يك مرحله اكسيداسيون توسط دوپا - به ال
 در نهايتدوپاي توليدي - ال). 5(آنزيم تيروزيناز مي باشد 

آرماتيك آمينواسيد - الدر بدن و مغز توسط آنزيم 
زي ). 22و  4(به دوپامين تبديل خواهد شد  دكربوكسيلاز

دوپا براي اولين بار در قارچ - تيروزين به ال- ال تبديلي
سنتز ). 14(گزارش شد  Agaricus bisporusخوراكي 

دوپا توسط گونه هاي مختلف باكتريايي و - ميكروبي ال
 Erwinia herbicola  )17( ،Aspergillusقارچي از جمله 

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

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

niger  )8 ( وHalobacillus sp. SL-7 )2 ( گزارش شده
روش هاي طراحي آزمايش، ما را در رسيدن به توليد  .است

 زي تبديليبهينه متابوليت هاي صنعتي و بهبود فرآيندهاي 
عنوان يك روش اري تاگوچي بهروش آم. ياري مي نمايد

بر   قدرتمند طراحي آزمايش، امكان بررسي متغيرهاي مؤثر
با انجام  و بررسي ميان كنش فاكتورهاي مختلف را  فرآيند

در اين مطالعه، براي ). 3(كند  تعداد كمي آزمايش فراهم مي
نخستين بار تركيب روش هاي تك عاملي و طراحي 

زيست تبديلي ال تيروزين  تاگوچي در بهينه سازي فرآيند
به ال دوپا توسط سلول در حال استراحت سويه جديد 

بصورت موفقيت آميز  Paenibacillus sp. CT4Wباكتري 
  . استفاده شد

  مواد و روشها
نمونه ها از : جمع آوري نمونه هاو تكنيك غني سازي

مناطق مختلفي از كشور شامل نمونه هاي آّبي جمع آوري 
-باهوش در استان بوشهر، آب گرم اهرمشده از رودخانه 

بوشهر، درياي رامسر، خليج فارس،  - بوشهر، قنات درنگ
بيجار، رودخانه گلستان،  - درياي خزر، چشمه زرين آباد

چشمه شفابخش بانه، چشمه كلاته، چشمه سردشت، نمونه 
هاي مختلف آب چاه كرمانشاه و همدان در ظروف 

ن نمونه ها پس از اي. پلاستيكي استريل جمع آوري شدند
درجه سانتي گراد تا هنگام  4انتقال به آزمايشگاه در دماي 

براي غني سازي و جداسازي . استفاده نگهداري شدند
-سويه هاي باكتري آب زي با قابليت تجزيه كنندگي ال

با   Tyr-medium agarتيروزين، از محيط طراحي شده
، 03/0هن سولفات آ): گرم در ليتر(تركيب زير استفاده شد 

، سولفات منيزيم 5/01، كلريد سديم 015/0كلريد كلسيم 
، پتاسيم دي هيدروژن 4، دي پتاسيم هيدروژن فسفات 2/0

گرم  5/2به محيط مذكور به ميزان   .20، آگار 12فسفات 
. در ليتر تيروزين به عنوان تنها منبع كربن و ازت اضافه شد

در ساعت  48تا  24محيط هاي كشت مذكور به مدت 
  . )2( درجه سانتي گراد گرماگذاري گرديد 25شرايط دمايي 

- زي تبديلي ال تيروزين به ال دوپا تحت واكنش سلول

هاي باكتريايي با قابليت تجزيه كنندگي سويه: هاي رويشي
به ) TSB(تريپتيك سوي براث در محيط  ،تيروزين - ال

 -سپس اسيد آمينه ال. ساعت كشت داده شدند 24مدت 
، پس از فيلتراسيون از طريق پالايه هاي غشايي تيروزين
گرم در ليتر  5/2ميكروني، در غلطت نهايي  22/0ميلي پور

ساعت گرمخانه  24پس از طي . به محيط افزوده شدند
گذاري اضافي، ابتدا كل مايع رويي از توده سلولي با 
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جدا ) دقيقه 20به مدت  g5000×(استفاده از سانتريفيوژ 
ه، ميزان ال تيروزين مصرف شده و ال در ادام. گرديد

دوپاي توليد شده در مخلوط واكنش زي تبديلي، از روش 
و  Raniپيشنهادي اسپكتروفتومتري براساس روش 

  .)21( شد سنجش )2007(همكاران 

سويه  :CT4Wيباكتر هيسو يو ملكول يپيفنوت ييشناسا
كه براساس آناليزهاي اسپكتروفتومتري  CT4Wباكتري 
زي دوپا را در بين سويه هاي باكتري آب- توليد البيشترين 

غربالگري شده داشت را انتخاب و مورد شناسايي ريخت 
شناسايي . شناسي، بيوشيميايي و فيلوژنتيك قرار گرفت

شكل اوليه شامل  هاي اوليه سويه مذكور براساس تست
 رنگ آميزي گرم، آزمايش اكسيداز، آزمايش كاتالازظاهري، 

شناسايي بيشتر براساس . جام گرفتتست حركت ان و
ايي متعدد يات فيزيولوژيك و انجام تست هاي بيوشيمعمطال

شامل رشد در دماهاي مختلف، تست احياي نيترات، ذوب 
تست متيل هيدروليز كازئين، ، نشاستهژلاتين، هيدروليز

طبق و كربوهبدراتي وژپروسكوئر، توليد اسيد از منابع /رد
باكتري  بندي سيستماتيك طبقه"كتاب  دستورالعمل 

به منظور شناسايي ملكولي . )12( انجام شد "برجي شناسي
 S rDNA 16 ،fd1از پرايمرهاي همگاني ژن  CT4Wسويه 

)AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ( وrp2 
)ACGGCTACCTTGTTACGACTT ( استفاده شد
در دستگاه  )PCR(زنجيره اي پليمراز واكنش ). 26(

 25ا حجم نهايي ب BIO RAD T100ترموسايكلر مدل 
ميكروليتر حاوي پنج ميكروليتر مسترميكس، يك ميكروليتر 

و  الگو DNAاز هر پرايمر رفت و برگشت، يك ميكروليتر 
چرخه . ميكروليتر آب مقطر ديونيزه سترون انجام شد 6/5

واسرشت سازي اوليه به  حرارتي به صورت يك مرحله
روع و در درجه سيلسيوس ش 95مدت دو دقيقه در دماي 

چرخه شامل واسرشت سازي در دماي  30ادامه بصورت 
درجه سيلسيوس به مدت يك دقيقه، اتصال پرايمر در  94

درجه سيلسيوس به مدت يك دقيقه و بسط در  52دماي 
 درجه سيلسيوس به مدت دو دقيقه و بسط نهايي 72دماي 

درجه سيلسيوس به مدت پنج دقيقه در نظر  72در دماي 
 ABI3730xlتوسط  PCRتوالي يابي محصول  . گرفته شد

DNA sequencer   شركت ماكروژن كره جنوبي انجام شد
 BioEditهاي دريافتي توسط نرم افزار و توالي

هاي موجود در بانك ژن ويرايش و با توالي 7.0.5.3ورژن
 مقايسه )BLAST(با استفاده از ابزار جستجوي همرديفي 

-neighborر پايه روش ترسيم درخت فيلوژنيك ب. گرديد

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

در سويه  نيروزيت- دوپا از ال- بهينه سازي توليد ال
CT4W بعد از : تحت سلول هاي در حال استراحت

شناسايي فنوتيپي و مولكولي سويه جدا شده، به منظور 
ر در مخلوط دوپا، اثر چندين پارامت- بهبود راندمان توليد ال

واكنش زي تبديلي تحت استراتژي سلول در حال 
به منظور . استراحت مورد بررسي و بهينه سازي قرار گرفت

بومي و  باكتري آب زيهاي در حال استراحت تهيه سلول
زيست در آزمايشات  يزگرعنوان بيوكاتالهاستفاده از آنها ب

در  TSBآبگوشتي در محيط  باكتريهاي ، سلولتبديلي
به مدت  rpm 150درجه سانتي گراد و دور شيكر  30ماي د

كشت ) تا رسيدن به انتهاي فاز رشد لگاريتمي(ساعت  24
سپس توده سلولي به كمك سانتريفيوژ برداشت . داده شدند

هاي و پس از شستشوي سلول ها در بافر فسفات، از سلول
زيست در آزمايشات  زگرعنوان كاتاليهبرداشت شده ب

با هدف بهبود بيوترانسفورماسيون . )20( تفاده شداستبديلي 
هاي در حال استراحت دوپا تحت سلول- تيروزين به ال- ال

سويه مذكور، دو مرحله بهينه سازي با استفاده از روش تك 
با استفاده از  .و روش آماري تاگوچي انجام شد فاكتوري

غلظت روش تك فاكتوري تاثير فاكتورهاي مختلف شامل 
، )بر حسب وزن خشك(بيومس سلولي  هاي مختلف

غلظت هاي مختلف يون مس، اثر منابع كربن و ازت 
كمكي، دماهاي مختلف، دور شيكرهاي متفاوت و اثرات 

pH  دوپا در محيط -تيروزين به ال-ال زي تبديليبرروي
حاوي )  K2HPO4/KH2PO4, 100 mM(بافري فسفات 

از . گرديدمطالعه  تيروزين-الدر ليتر سوبستراي  گرم 5/0
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متغير  چهارروش طراحي تاگوچي جهت ارزيابي اثر 
تيروزين، غلظت توده زيستي، - شامل غلظت المستقل 

- زي تبديلي البر غلظت يون مس و غلظت عصاره مخمر 
توسط سلول هاي در حال استراحت دوپا - تيروزين به ال

براي متغيرهاي مذكور آرايه . استفاده شد CT4Wسويه 
آزمايش ها سه بار تكرار و . ي شدطراح L16متعامد 

صورت نتايج نهايي به كمك نرم افزار هميانگين مقادير آنها ب
Qualitek-4  مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفت و در

  . نهايت شرايط بهينه واكنش تخمين زده شد

دوپاي تشكيل شده در مخلوط - تاييد ساختاري ال
ليد شده در ال دوپاي تو: واكنش بيوترانسفورماسيون

، ابتدا استخراج و سپس از زي تبديليمخلوط واكنش هاي 
تحت شرايط  ،)TLC(كروماتوگرافي لايه نازك تكنيك 

 1: 2: 3كروماتوگرافي كلروفرم، بوتانول و آب با نسبت 
دوپاي - الشناسايي . تخليص شد، )21(بعنوان فاز متحرك 

-lineمدل تخليص شده از طريق اسپكتروسكوپي جرمي 

high: 90% > platform  ساخت شركتMicromass 
  . شد انجام كشور انگلستان

  نتايج

ه ي كنند هيتجز يباكتر يهاهيسوو شناسايي جداسازي 
هدف از : دوپا- تيروزين با قابليت زيست تبديلي به ال

انجام اين مطالعه عبارت بود از جداسازي و تشخيص سويه 
 زين بالقوه هاي باكتري تجزيه كننده ي تيروزين با توا

سويه  12در اين راستا، . دوپا بود- تيروزين به ال- تبديلي ال
تيروزين به عنوان تنها منبع - باكتري با قابليت استفاده از ال

 24به مدت  TSBكشت آبگوشتي كربن و ازت، در محيط 
تيروزين در -سپس سوبستراي ال. ساعت كشت داده شدند

ست تبديلي گرم در ليتر به محيط زي 5/2غلظت نهايي 
تبديلي تحت  زيساعت واكنش  48بعد از . افزوده شد

هاي رويشي، مورد آناليز كمي اسپكتروفتومتري قرار سلول

هاي گرفتند كه براساس نتايج بدست آمده، از ميان سويه
بالاترين  CT4Wهاي رويشي سويه باكتري مذكور، سلول

گرم  5/2در حضور ) گرم در ليتر28/0(دوپا - ميزان توليد ال
 CT4Wسويه . را نشان دادتيروزين - در ليتر سوبستراي ال
داراي بيشترين  ياسپكتروفتومتر يكه براساس آناليز كم

بود  يليتبد زيشده در واكنش  ليتشك يدوپا-ال زانيم
و كشتي،  يشناس ختيهاي رانتخاب و براساس ويژگي

. زيولوژيك مورد شناسايي قرار گرفتبيوشيميايي و في
كاتاز و ، متحرك ،مذكور با سيل گرم مثبتري سويه باكت
اين سويه از نظر هيدروليز نشاسته مثبت . بود مثبتاكسيداز 

وژپروسكوئر، احياي نيترات، هيدروليز و از نظر تست هاي 
از نظر رشد در . كازئين و هيدروليز ژلاتين منفي بود

 35تا  4دماهاي مختلف سويه مذكور قابليت رشد در دماي 
همچنين از نطر تخمبر منابع . تي گراد را دارا بوددرجه سان

قندي تست هاي مرتبط با توليد اسيد از گلوكز، مانيتول و 
مانوز مثبت و از نظر توليد اسيد از فروكتوز و مانيتول منفي 

و بر  ييايميوشيو ب كيمورفولوژ اتيبراساس خصوص. بود
ارتباط،  نيمرجع و مقالات منتشره در ا يهاطبق كتاب

 Paenibacillusعنوان به طور موقت به CT4Wويه س
اين  همرديفيبراساس نتايج حاصل از . تشخيص داده شد

درصد مشابهت با سويه هاي متعلق  97سويه داراي بيش از 
بعد از تعيين . مي باشد  Paenibacillus antarcticusبه 

با شماره  بانك ژني، اين ژن در 16S rDNAتوالي ژن 
هاي تجزيه و تحليل. ثبت شد KX507264دسترسي 

ي مورد نظر به جنس فيلوژنيكي نيز تائيد كرد كه سويه
Paenibacillus   تعلق دارد و علاوه بر اين احتمالا مي
 Paenibacillusي تواند به عنوان سويهتواند بطور  مي

antarcticus  درخت فيلوژني ترسيم  .از طبقه بندي شود
به روش  S rDNA16ژن  كه بر اساس آناليزهاي توالي

neighbor-joining ي بدست آمده است، موقعيت سويه
CT4W  در جنسPaenibacillus  1شكل ( آمده است( .  
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 استفاده از روش با S rDNA16ي بر اساس ژن تكتيريافته  Paenibacillusو ديگر اعضاي جنس  CT4Wي درخت فيلوژني سويه -1شكل 

neighbor-joining  و نرم افزارMEGA. 7 .شماره دسترسي سويه هاي ثبت شده در پرانتز آورده شده است.  

  

دوپا در -تيروزين به ال-تبديلي ال زينتايج بهينه سازي 
- با استفاده از روش   sp. CT4W Paenibacillusباكتري

براساس نتايج بدست آمده : هاي تك فاكتوري و تاگوچي
بيشترين ميزان توليد  زي به روش تك فاكتوري،از بهينه سا

سلولي، غلظت  يتودهگرم در ليتر  6دوپا در غلظت - ال
از بين منابع . گرم در ليتر مشاهده شد 045/0يون مس 

دوپا  -كربني و ازتي استفاده شده بيشترين ميزان توليد ال
دوپا -ميزان توليد ال. در حضور عصاره مخمر مشاهده شد

. ها و دور شيكر متفاوت هم سنجيده شد pHدر دماها ، 
و  7برابر  pHدرجه،  30دوپا در دماي - بيشترين توليد ال

  . )2شكل ( مشاهده شد rpm 150دور شيكر 

تيروزين - در ادامه و با هدف بهبود بيوترانسفورماسيون ال
ي انكوباسيون تحت شرايط بهينه دوپا، اثرات دوره-به ال

يلي مورد ارزيابي قرار شده در مخلوط واكنش زي تبد
براساس نتايج بدست آمده، تحت شرايط ). 3شكل (گرفت 

گرم در  5/0از دوپا -الگرم در ليتر 29/0بهينه شده بالا، 
 زي تبديليساعت واكنش  16پس از  تيروزين-الليتر 

-الاز  دوپا- الراندمان مولي توليد . توليد شده است
  .ستدرصد بوده ا 3/53فوق  فرآينددر  تيروزين

براساس نتايج بدست آمده از بهينه سازي مرحله اول، 
تيروزين - دوپا از ال-بهترين تركيب فاكتورها براي توليد ال

بيومس : عبارتند از sp. CT4W  Paenibacillusدر باكتري 
 045/0گرم در ليتر، يون مس در غلظت  6سلول در غلظت 

ماي گرم در ليتر، د 1گرم در ليتر، عصاره مخمر در غلظت 
  .rpm 150و دور شيكر  7برابر  pHدرجه سانتي 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) 
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در محيط بافري فسفات حاوي    sp. CT4W Paenibacillusتيروزين در باكتري -دوپا از ال-اثرات پارامترهاي مختلف بر روي توليد ال -2شكل 

  .معرف انحراف معيار است ±1ه ميانگين سه بار آزمايش بوده و بارنتايج ارائه شد. هاي در حال استراحتدوپا تحت شرايط سلول-گرم در ليتر ال 5/0

  

  

 
هاي  دوپا بوسيله سلول-تيروزين به ال- ال بيوترانسفورماسيون -3شكل 

تحت شرايط    sp. CT4W Paenibacillusدر حال استراحت 
نتايج ارائه شده ميانگين سه بار . بهينه شده توسط روش تك فاكتوري

نمودار مربع مربوط به ال . معرف انحراف معيار است ±1آزمايش و بار
تيروزين مصرف شده و نمودار دايره مربوط به ال دوپاي تشكيل شده 

 .در مخلوط واكنش زي تبديلي است

  

پس از انتخاب بهترين تركيب فاكتورها، بهينه سازي مرحله 
غلظت در اين راستا، . دوم بوسيله روش تاگوچي انجام شد

يون غلظت ، )گرم در ليتر 2و  5/1، 1، 5/0( تيروزين- ال
غلطت ، )گرم در ليتر 04/0و  03/0، 02/0، 01/0( مس

غلطت و ) گرم در ليتر 2و  5/1، 1، 5/0(عصاره مخمر 
به عنوان ) گرم در ليتر 10و  5/7، 5، 5/2(بيومس سلول 

دوپا تحت شرايط - بر روي توليد الفاكتورهاي موثر 
ظر و در چهار سطح در در نسلولهاي در حال استراحت 

لازم به ذكر است كه تمامي آزمايشات  .نظر گرفته شدند
و  7برابر  pHدرجه سانتي گراد،  30تحت شرايط دمايي 

مدت زمان انكوباسيون   و rpm 150دور شيكر بهينه شده 
با توجه به تعداد فاكتورها، . ساعت انجام شده است 24

ها، درجه آزادي سطوح و تاثير متقابل دوتايي بين فاكتور
 انجام( L16مي باشد كه لزوم انتخاب آرايه متعامد  15برابر 

عنوان يك آرايه استاندارد ه را ب) آزمايش مختلف 16
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در جدول فوق غلظت هاي ). 1جدول (ايجاب مي كند 
آزمايش مختلف اجرا شده ارائه  16توليدي در  دوپاي- ال

مخلوط  دوپا در-النتايج نشان داد كه مقدار . شده است

براساس اثر تركيبي فاكتورهاي  واكنش زيست تبديلي
گرم در ليتر   68/0تا  11/0انتخاب شده در محدوده بين 

   .مي باشد

 L16آرايه 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 

 

-ردي بر روي توليد الاثر اصلي هر يك از فاكتورهاي ف
همانگونه كه . نشان داده شده است) 4(در شكل  دوپا

سه  وحسطدوپا در - مشاهده مي شود مقادير بالاتري از ال
تيروزين و همچنين درسطح دو بيومس مشاهده -مس و ال

مي  يكسطح سطح مناسب براي عصاره مخمر. شده است
در واقع با بررسي اثرات اصلي هر كدام از . باشد

رامترهاي مورد مطالعه مي توان روند كلي تاثير فاكتورها پا
 . )3( مورد نظر تمايز داد فرآيندرا بر روي 

 
  دوپا در سويه باكتري آب زي- تيروزين به ال- اثر فاكتورهاي فردي در سطوح محتلف بر روي زيست تبديلي ال -4شكل 

 sp. CT4W Paenibacillus    
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وان اينتركشن بين دو با استفاده از روش تاگوچي مي ت
ارائه ) 2(فاكتور مختلف را بررسي نمود كه نتايج در جدول 

ها مي توان نتيجه در واقع با مطالعه اينتركشن. شده است
گرفت كه توليد يك محصول خاص، بر حسب اينتركشن 
بين فاكتورها متفاوت بوده و تاثير يك فاكتور متاثر از سطح 

مشاهده ) 2(در جدول  همانگونه كه. فاكتور ديگري است
مشاهده شده كه بالاترين  اينتركشن 6مي شود در مجموع 

بين مس و بيومس سلول ) درصد 22/41(ميزان اينتركشن 
بين بيومس سلول ) درصد 89/7(است و كمترين اينتركشن 
اين است كه اثر ي نشان دهندهو تيروزين است كه خود 
به شرايط  دوپا كاملا وابسته- يك فاكتور روي توليد ال

دوپا مي - فاكتورهاي ديگر در فرآيند بهينه سازي توليد ال
 .باشد

  Qualitek-4اينتركشن تخمين زده شده بوسيله 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] 

                     aSI (severity index) : مترهاي مختلفشاخص شدت اينتركشن براي پارا 
                      bOpt :نشان دهنده سطوح مطالوب فاكتورها براي شرايط بهينه سازي  

براي تجزيه و تحليل آماري داده ها از روش تحليل 
استفاده شد كه نتايج در ) ANOVA(واريانس يكطرفه 

كه در جدول  همانگونه. ارائه شده است) 3(ول جد
تيروزين، غلظت اوليه - ال مشاهده مي شود غلظت اوليه

-يون مس و بيومس سلول داراي بيشترين تاثير بر توليد ال
دوپا بوده اند و در مقابل كمترين تاثير را عصاره مخمر 

قبل  قسمتي 2بصورت  ANOVAنتايج جدول . داشته است
نشان داده شده ) poolingو بعد از عمل  poolingاز عمل 

اساسا پس از . ده استكه دلايل آن در زير توضيح داده ش
و انجام آزمون معني داري بايد  ANOVAتشكيل جدول 

واريانس خطاء انجام بگيرد كه اين عمل در روش تاگوچي 
در . )9و 3( انجام مي شود poolingبا استفاده از تكنيك 

اين روش فاكتورهايي كه تاثير ناچيز دارند بعنوان منبع 
منظور به ستونهاي براي اين . خطاء در نظر گرفته مي شوند

S   ياP  در جدولANOVA  را كه مراجعه نموده و عواملي
مي شوند   poolتاثير داشته باشند،  درصد10داراي كمتر از 

لازم به ذكر است كه در برخي پروسه هاي صنعتي اين (
، جدول  poolingپس از مرحله ). مقدار متفاوت است

ANOVA  اصلاح شده و فاصله اطمينان محاسبه شده و در

صورتي كه فاصله اطمينان محاسبه شده از فاصله مطلوب 
ادامه پيدا كرده و در غير  poolingكوچكتر شود، عمل 

بدين ترتيب فاكتورهايي كه . اينصورت متوقف مي شود
pool  نشده باشند به عنوان فاكتورهاي با تاثير معناداري

در ارتباط با آزمايش فوق، قبل از عمل . معرفي مي شوند
pooling تيروزين، مس و -فاصله اطمينان فاكتورهاي ال

بيومس سلول كه بيشترين تاثير پذيري را داشتند به ترتيب 
ساير . درصد بودند 6/96و  درصد 3/97درصد،  8/96

و  poolingبه دنبال عمل . درصد بودند 95فاكتورها زير 
ي كمترين تاثيرپذيري بودند، كه دارا عصاره مخمرحذف 

فاصله اطمينان براي فاكتورهاي ذكر شده در بالا به ترتيب 
درصد افزايش يافته  8/98 و درصد 2/99درصد،  6/99به 

  ).3جدول (است 

استفاده  Bigger to Betterبراي تعيين شرايط بهينه از آناليز 
سطح مطلوب، ميزان تاثيرپذيري و همچنين بيشترين . شد

دوپا توليدي پيش بيني شده تحت شرايط بهينه -ال ميزان
همانگونه كه در . داده شده است نشان) 4(جدول در 

جدول مشاهده مي شود فاكتورهايي مانند بيومس سلول، 
نسبت به ديگر فاكتورها داراي  Cu+2تيروزين و يون - ال
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 دوپا-البه  تيروزين- ال زي تبديليبيشتر در تاثيرپذيري 
پيش بيني شده تحت شرايط بهينه  دوپا- ال مقدار. بوده اند

  .گرم در ليتر بوده است 732/0حدود 

  
  )poolingقبل و بعد از تكنيك ( ANOVAنتايج  -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  Cu+2  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-4لين توليدي پيش بيني شده توسط نرم افزار شرايط بهينه و مقدار واني -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 

دوپاي توليدي پيش -ميزان ال انجام آزمايش تاييديبراي 
دوپاي بدست -بيني شده تحت شرايط بهينه، با ميزان ال

با يكديگر مقايسه مي شود و آزمايش آمده در شرايط 
چنانچه در فاصله مطلوب قرار گيرد طراحي آزمايش 

به همين دليل . زي به پايان مي رسددرست و بهينه سا
ي با استفاده از سلول هاي در حال استراحت سويه آزمايش

) ميلي مولار 100(در محيط بافري فسفات  باكتري مذكور
و براساس تركيب سطح بهينه متغيرهاي بدست آمده در 

دوپاي بدست آمده ارزيابي -انجام و ميزان ال )4(جدول 
دوپاي توليدي -ميزان اله، براساس نتايج بدست آمد. شد

دوپاي - با ميزان ال) گرم در ليتر 728/0(بدست آمده 
در فاصله ) گرم در ليتر 732/0(توليدي پيش بيني شده 
واكنش در ادامه و با هدف بهبود   .مطلوب قرار گرفته است

دوپا، اثرات دوره ي - تيروزين به ال- ال زي تبديلي
 روشيق تحت شرايط بهينه شده از طر گرماگذاري

تبديلي مورد ارزيابي قرار  زيتاگوچي در مخلوط واكنش 
براساس نتايج بدست آمده، تحت شرايط ). 5 شكل(گرفت 

گرم در  5/1از دوپا -الگرم در ليتر 96/0بهينه شده بالا، 

 زي تبديليساعت واكنش  20پس از  تيروزين-الليتر 
-الاز  دوپا- الراندمان مولي توليد . توليد شده است

  .درصد بوده است 5/53فوق  فرآينددر  وزينتير

  
هاي در دوپا بوسيله سلول-تيروزين به ال-ال زي تبديلي -5شكل 

تحت شرايط بهينه    sp. CT4W Paenibacillusحال استراحت 
نتايج ارائه شده ميانگين سه بار . شده توسط روش آماري تاگوچي

ربع مربوط به ال نمودار م .معرف انحراف معيار است ±1آزمايش و بار
تيروزين مصرف شده و نمودار دايره مربوط به ال دوپاي تشكيل شده 

  .در مخلوط واكنش زي تبديلي است

زي دوپاي توليد شده در مخلوط واكنش -، الدر نهايت
، مورد  TLC، پس از استخراج و تخليص از طريق تبديلي

. )6شكل ( آناليز اسپكتروسكوپي جرمي قرار گرفت



 1401، 3، شماره 35جلد                                                 )                          شناسي ايرانمجله زيست ( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

           DOR: 20.1001.1.23832738.1401.35.3.9.7

دوپاي - يج طيف سنجي جرمي، وزن ملكولي البراساس نتا
 نمايانگربود كه ) m/z=197(گرم بر مول  197بدست آمده 

  . دوپا در واكنش زي تبديلي است- سنتز موفقيت آميز ال

  
     sp. CT4W Paenibacillusدوپاي سنتز شده در واكنش زي تبديلي توسط سويه ي باكتري - آناليز اسپكتروسكوپي جرمي ال -6شكل 

  بحث و نتيجه گيري
در اين پژوهش، جداسازي و شناسايي سويه هاي باكتري 

دوپا -تيروزين به ال-ال زي تبديليآبزي بومي با پتانسيل 
ساكن در هاي  يكروارگانيسمم. مورد مطالعه قرار گرفت

زي ازنظر هاي دريايي نسبت به انواع خشكي گاه زيست
وت بوده و خصوصيات فيزيولوژيك و تنوع متابوليكي متفا

هاي فعال  طورمعمول توانمندي بالايي در توليد فرآورده به
مدت  با توجه به سازگاري طولاني. زيستي دارند

گاه دريايي با شرايط  ساكن در زيست هاي يكروارگانيسمم
هاي مختلف  ، فشار، غلظتpHسخت محيطي ازنظر دما، 
عنوان  هاي مناسب به كانديد نمك و عناصر كمياب،

از . شوند هاي مبتني بر شيمي سبز محسوب مي وركاتاليز
صورت طبيعي و بدون نياز  توان به  هاي دريازي مي ميكروب
 ).11(كاري ژنتيكي براي اين فرآيند بهره جست  به دست

در اين راستا در بخش نخست اين تحقيق، در طي يك 
برنامه غربالگري با هدف جداسازي انواع سويه هاي 

و پتانسيل  دوپا- التجزيه كنندگي ليت باكتري آب زي با قاي
تيروزين به عنوان تنها منبع كربن و -آنها براي مصرف ال

براساس نتايج سويه باكتري غربال گري شد كه  12 ،ازت
بدست آمده از آناليزهاي كمي اسپكتروفتومتري، سلول هاي 

 CT4W Paenibacillus sp. strainرويشي سويه باكتري 
آب جمع آوري شده از سواحل  جدا شده از يك نمونه(

. انتخاب شد دوپا- به عنوان سويه برتر در توليد ال ،) بوشهر
زي اين تحقيق با هدف افزايش راندمان واكنش  در ادامه
و جلوگيري از تجزيه بيشتر متابوليت هاي توليدي  تبدلي

دوپاي توليد شده تحت شرايط -ميزان ال) دوپا-ال(
. يه مذكور سنجش شدسلولهاي در حال استراحت در سو

فرآيندهاي زي محققان زيادي از اين استراتژي براي بهبود 
براساس نتايج ).  20و  10، 1(استفاده نموده اند  تبديلي

تيروزين، يون مس، -چهار فاكتور شامل البدست آمده 
داراي بيشترين تاثيرپذيري عصاره مخمر و بيومس سلول 

فرآيند زيست ول بودند كه مويد فعاليت بيشتر آنزيم مسئ
. در اين شرايط مي باشد) آنزيم تيروزيناز(مربوطه  تبديلي

 فاكتورهاي مذكور بعنوان فاكتورهاي تاثيرگذار انتخاب شده
و در طي بهينه سازي مرحله دوم از روش آماري تاگوچي 
 .جهت يافتن تركيب بهينه فاكتورهاي مذكور استفاده شد

هاي  ين روشروش آماري تاگوچي يكي از پركاربردتر
در اين روش تعدادي از . باشد فاكتوريل جزئي مي

شوند و پس از  هاي ممكن بين فاكتورها انتخاب مي تركيب
هاي  انجام شدن آزمايش با ارزيابي آماري پاسخ

آمده بهترين وضعيت كه ممكن است در بين  دست به
شده موجود نباشد، عنوان شرايط بهينه  هاي آزمايش حالت

هاي اين روش، بررسي تأثير  از مزيت. دگرد تعيين مي
عوامل چندگانه و مستقل مؤثر در آزمايش، بررسي 
اينتركشن هاي احتمالي بين فاكتورها و كاهش تعداد 
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). 9(و صنعتي است   ها در مقياس آزمايشگاهي آزمايش
تيروزين، يون مس، - براي انجام آزمايشات چهار فاكتور ال
ب و از طرح آزمايش عصاره مخمر و بيومس سلول انتخا

براي مطالعه فاكتورها و تعاملات بين آنها  L16تاگوچي 
براساس نتايج بدست آمده عوامل با تاثير معني . استفاده شد
دوپا به ترتيب -تيروزين به ال-ال زي تبديليداري بر 

تيروزين و - اهميت يون مس، غلظت اوليه سوبستراي ال
هينه در سطوح تحت شرايط ب.. بيومس ورودي تعيين شدند

دوپا در - انتخاب شده اين فاكتورها، ماكزيمم غلظت ال
گرم درليتر تخمين p< 0.05 (728/0% (5سطح معني داري 

نتايج نشان داد كه طراحي تاگوچي ابزاري . زده شده است
تيروزين - ال زي تبديليقدرتمند براي بهينه سازي و بهبود 

ه در مرحله ك دوپا در سويه مورد مطالعه بوده چرا- به ال
اول بهينه سازي به روش تك فاكتوري عليرغم تعدد 

گرم 29/0توليدي  دوپاي- آزمايشات، بيشترين ميزان ال
درليتر بوده كه پس از بهينه سازي انجام شده با روش 

گرم درليتر افزايش يافته  728/0تاگوچي اين ميزان به 
پس از مشخص شدن تركيب بهينه فاكتورها وسيله . است

دوپا توليدي در - گوچي، با هدف افزايش غلظت الروش تا
بررسي  گرماگذارياثر دوره  زي تبديليمخلوط واكنش 

براساس نتايج بدست آمده، تحت شرايط بهينه شده . شد
- الگرم در ليتر  5/1از دوپا - الگرم در ليتر 96/0بالا، 

توليد شده  زي تبديليساعت واكنش  20پس از  تيروزين
در  تيروزين- الاز  دوپا- التوليد راندمان مولي . است

از آنجايي كه . درصد بوده است 5/53فوق  فرآيند
هايي هستند كه ها همواره به دنبال روشبيوتكنولوژيست

با صرف كمترين هزينه اقتصادي و در كمترين زمان، 
هاي زيادي لذا تلاش ،بيشترين راندمان را بدست آورند

بهينه سازي  صورت گرفته است تا به كمك فرآيندهاي
زي بتوان راندمان ) ايبهبود شرايط محيطي و تغذيه(

ها را دوپا توسط ميكرواورگانيسم-تيروزين به ال- ال تبديلي
- جويي در زمان و هزينهامروزه براي صرف. بهبود بخشيد

هاي پژوهشي، دانشمندان علم بيوتكنولوژي از يكسري 
. كننده ميسازي استفادهاي آماري در فرآيندهاي بهينهروش

، )24و  17( ، فاكتوريل كامل)25( روش پاسخ سطحي
كه در (و روش آماري تاگوچي ) 8(بورمن - طراحي پلاكت

هاي برخي از روش) ي اخير از آن استفاده شده استمطالعه
زي تبديلي آماري مورد استفاده در بهينه سازي فرآيندهاي 

هاي از مزاياي روش. باشندميدوپا -تيروزين به ال- ال
توان اثرات ها ميآماري اين است كه با استفاده از آن

فاكتورهاي مختلف را بصورت همزمان بررسي و 
ها را مورد تجزيه و تحليل قرار هاي احتمالي آنبرهمكنش

با مقايسه مطالعه اخير با گزارشات منتشر شده در . داد
، )5 جدول(دوپا - تيروزين به ال-ال زي تبديليارتباط با 

به راندمان هاي قابل قبول بدون استفاده از تكنيك  انمي تو
هاي پيچيده و يا اضافه نمودن موادي كه مستلزم صرف 

  . هزينه هاي بالاي اقتصادي هستند، دست يافت

  
  هاي مختلفدوپا در ميكروارگانيسم-تيروزين به ال-دوپاي بدست آمده از واكنش هاي زي تبديلي ال- مقايسه 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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راين استفاده از روش هاي بهينه سازي انجام شده در بناب
. اين تحقيق را مي توان براي سويه هاي مشابه پيشنهاد نمود

لازم به توضيح است كه مطالعه اخير نخستين گزارش از 
دوپا در جنس باكتري - تيروزين به ال- زي تبديلي ال
Paenibacillus است .  
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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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