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  دهیچک

هوازي و گرم مثبت و میکروارگانیسم صنعتی تولید  یک اکتینومیستSaccharopolyspora erythreae : زمینه و هدف
اجزاء بیومس در میکروارگانیسمها و از ترکیب تولید متابولیتهاي ثانویه و همچنین شان داده است که نها یبررس. اریترومایسین می باشد

 .بسیار به محیط کشت وابسته است جمله آنها لیپیدها،
به محیط بذردهی تلقیح شده و در دماي   Saccharopolyspora erythraea PTCC1685سوسپانسیون اسپوري  :روش بررسی

مقداري از نمونه بذردهی که داراي شرایط مناسب  .شد گرما گذاريدر شرایط هوازي  rpm 180 ساعت با دور 40- 44درجه به مدت  30
درجه به  30شده  در دماي ، فلاسکهاي تلقیح دشاضافه  تعریف شده به فلاسکهاي حاوي محیط تخمیر ودو رشد کافی ب  pHمورفولوژي و 

براي تعیین ترکیب اسیدهاي چرب، بیومس در فاز سکون توسط . شدند  گرما گذاري rpm 180دور  روز در شرایط هوازي با 11مدت 
شیکر قرار داده و  بر روي) 1:2(متانول/ساعت  با حلال  کلروفرم 12دقیقه جدا شد و سپس به مدت  20به مدت  rpm 4000سانتریفوژ در 
فاز رویی و اضافات بیومس حذف و فاز کلروفرم زیر که . سانتریفوژ شد 4000rpmدقیقه در دور  20سپس مخلوط، به مدت . هم زده شد

پس از تبخیر کلروفرم ، لیپیدهاي بدست آمده پس از متیله کردن با مخلوط هیدروکسید سدیم متانولی ، . حاوي لیپیدها بود جدا شد
  .تعیین شد GC-Massاسیدهاي چرب توسط  ترکیب

- 14بالاترین درصد اسیدهاي چرب متعلق به . اتم کربن بودند 18تا  15اسید چرب در این سویه تشخیص داده شد که حاوي  8 :یافته ها
 18.9 ( ،C18:2(C17:0%اسیدهاي چرب دیگر  .بود) 5.2(%و کمترین درصد متعلق به پنتادکانوئیک اسید) 36.25(%متیل پنتادکانوئیک اسید

%)14.99(، C16:0% )8.85(  ،C18:1)%8.67( ، C18:0%)5.47 (  وC15:0%)5.2( کربن در این پژوهش  15اسیدهاي چرب با کمتر از  .بودند
  .دیده نشد

  

  .کاملاً وابسته به ترکیب محیط کشت است S.erythreae  در ترکیب اسیدهاي چرب و تولید اریترومایسین :نتیجه گیري
  

  GC-Mass ،Saccharopolyspora erythraeaچرب،  يدهایاس :يدیکل ه هاياژو
  

فناوري میکروبی دانشگاه آزاد اسلامی مجله علمی زیست   

9 - 14، دوره یکم، شماره سوم، صفحه 1388زمستان  
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١٠  

  مجله علمی زیست فناوري میکروبی

 .......  Saccharopolyspora erythreae PTCC1685 ترکیب اسیدهاي چرب موجود در 

  مقدمه
ه بـا  ی ـثانو يتهـا ید متابولی ـتول يسمها برایکروارگانیم ییتوانا

گسترده مـورد   بطور در صنایع مختلف د گوناگونیخواص مف
عمـده فراینـدهاي    تمحصـولا . قرار گرفته است يبهره بردار

میایی، دارو، انـرژي، مـواد   زیسـتی در حـوزه هـاي مـواد شـی     
تولید  يتهاین متابولیاز مهمتر ).1(غذایی و کشاورزي هستند

 ـکها هستند که یوتیب یآنت شده توسط میکروارگانیسمها ش یب
 ).2(دنشـو  ید م ـی ـسـت تول ینومیآنها توسط گونه اکت 67%از 

ــه  ــتها داراي دو مشخص ــتند اکتینومیس ــه  هس ــا را از آک نه
توانایی این گروه براي سنتز  ،کندباکتریهاي دیگر متمایز می 

بولیتهاي ثانویه و شکل رشد رشته اي این ااز مت میزان بالایی
  ).3(گروه حائز اهمیت است 

ي تولیـــدي توســـط یکـــی از مهمتـــرین آنتـــی بیوتیکهـــا
با خواص درمانی مختلـف، اریترومایسـین مـی     اکتینومیستها

باشــد کــه در حــال حاضــر تولیــد صــنعتی آن توســط       
ــممیکروارگا ــود   S.erythreae نیسـ ــی شـ ــام مـ  ).4(انجـ

S.erythreae و گرم مثبت اسـت   يست هوازینومیک اکتی
 یم ـ µm8/0-4/0 ل با قطـر یطو يفهایق هیو رشد آن از طر

   ).5(باشد
زیستی وجود محـیط کشـت مناسـب اهمیـت      هايدر فرایند

کـه   بررسـیها نشـان داده  ). 6(بسزایی بر عملکرد فراینـد دارد 
به میـزان زیـادي تحـت     اریترومایسین یکبیوسنتز آنتی بیوت
، ) 10(، اکسـیژن )9(، دمـا )8(نیتـروژن  ،)7(تأثیر منبع کـربن 

ــزن در محــیط  تولیــد شــده اریترومایســین ، )11(دور هم
بـه  روغنها و پروپانول  افزودنهمچنین . می باشد )12(کشت

افزایش میزان تولید آنتی بیوتیـک مـی   محیط کشت موجب 
نوترینتهاي سریع مصرف شـونده  غلظت بالاي . )14و13(شود

آنتی بیوتیک را کاهش مـی دهـد و   د یتولمیزان مانند گلوکز 
 ید آنت ـی ـن تولی، بنـابرا )15(شروع آنرا به تعویـق مـی انـدازد   

ده ی ـچیکشـت پ  يطهایدر مح یصنعت يرهایک در تخمیوتیب
  .شود یرهضم انجام میو د

ترکیـب  علاوه بر ارتباط محیط کشت و تولید آنتی بیوتیـک،  
کـاملاً وابسـته بـه اجـزاء محـیط کشـت و       نیـز  اجزاء بیومس 

 يسـاختار  اجـزاء ن یمهمتـر جملـه  از . شرایط تخمیـر اسـت  
   از که  باشند یملیپیدها  سمهایکروارگانیمموجود در 

 يدهایاز اس ـ ياریبس ـ .)16(تشکیل شده انداسیدهاي چرب 
 در مهمی از جملـه آنتـی بیوتیکهـا   بات یش ساز ترکیچرب پ

  . )17(باشند یسمها میکروارگانیم
ــم     ــر روي میکروارگانیس ــده ب ــام ش ــهاي انج ــتر پژوهش بیش

S.erythreae      مرتبط با بهینه سـازي محـیط کشـت بـراي
و در آنهـا از محیطهـاي پیچیـده و    تولید آنتی بیوتیک بـوده  

و بـه نـدرت   ناسب بـراي تولیـد اسـتفاده شـده اسـت      غنی م
و  ســمینکروارگاین میــومس ایــاجـزاء ب رابطــه بــین رامـون  یپ

ابطـه بـین اجـزاء داخلـی بیـومس و      ر وترکیب محیط کشت 
تـا کنـون   . پژوهشی صورت گرفته اسـت تولید آنتی بیوتیک، 

پژوهشهایی پیرامون وجود اسیدهاي چرب در محـیط کشـت   
S.erythreae      و ارتباط آن بـا تولیـد اریترومایسـین انجـام

اما به رابطه بین ترکیب اسـیدهاي   ،)18و13و  5( شده است
رب موجود در داخل میکروارگانیسم و تولید اریترومایسـین  چ

عـدم وجـود    و بـه علـت  دلیل همین به . پرداخته نشده است
ــایی    ــر شناس ــی ب ــی مبن ــترکگزارش ــی ــرب  يدهایب اس چ

S.erythreae  پـژوهش  در این  ،نیمع طیافته در محیرشد
از محیطی حتی الامکان ساده و معین حاوي حداقل نیازهاي 

تـا ترکیـب اسـیدهاي    براي رشد استفاده شد  میکروارگانیسم
چرب بدست آمده در ایـن محـیط بـه عنـوان پایـه اي بـراي       
 بررسیها و تحقیقات بیشتر در آینده مورد استفاده قرار گیـرد 
و بطور هدفمند با تغییـر اجـزاء محـیط کشـت ارتبـاط بـین       
ترکیبات موجود در محیط و نـوع و میـزان اسـیدهاي چـرب     

ارتباط بین اجزاء و تولید آنتـی بیوتیـک   موجود در بیومس و 
مشخص شدن اجـزاء  همچنین  .بیشتر مورد بررسی قرار گیرد

بیومس در کنار استفاده از سوبستراهاي معین و غیرپیچیـده  
ــیرهاي متابولیـــک و مدلســـازي      ــراي شناســـایی مسـ بـ

 .بسیار کمک کننده استمیکروارگانیسمها 
 

  یروش بررس
 Saccharopolysporaه یاز سـو  ن پژوهشیا رد: ه یسو

erythrear PTCC1685 سـویه  ایـن  . استفاده شده است
مرکـز کلکسـیون قارچهـا و     ،از پژوهشکده بیوتکنولوژي ایران

  .تهیه شده استباکتریهاي صنعتی و عفونی 
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سوم، شماره یکم، دوره   88زمستان   

 و همکاران ضیه رفیعی نیارم

و  یط بـذرده یمح ـ يبـرا ن پـژوهش  ی ـدر ا: ط کشـت یمح
   :استفاده شد ریط کشت زیوم از محیسلیل میتشک

گرم،  10سرول یگل گرم، 30ا یکنجاله سوآرد ، گرم10گلوکز 
گـرم،   5/3 وم سـولفات ی ـآمون ،گـرم  1 وم فسـفات یآمون يد 

 pH .  تـر یل یل ـیم 1000، آب مقطر گرم 5 میکربنات کلس
محـیط   .م شـد یتنظ ـ 7 يش از اتوکلاو بر رویط کشت پیمح

معین براي تولید اریترومایسین در این پژوهش داراي ترکیب 
  :زیر می باشد

م یپتاســ يدگــرم، 53/18 ،میتــرات ســدینگــرم،  50گلــوکز 
 3 دروژن فسـفات ی ـه يم دیپتاس ـ گـرم،  7 دروژن فسفاتیه

 25/0آبه  7زم یسولفات من، تریل یلیم 1000آب مقطر گرم، 
 25/0آبـه   7سـولفات آهـن    ،گرم میلی 5/0د مس یکلر ،گرم
م یبـدات سـد  یمول ،گـرم  0138/0م دوآبـه  ید کلسیکلر ،گرم

 يد روی ـکلر ،گـرم  میلـی  2/6د منگنـز  ی ـکلر ،گرم میلی 3/0
گلوکز، نمکها و  .میلی گرم 55/0د کبالت یکبر ،گرم 0104/0

محلول عناصر ناچیز، بطور جداگانه اتوکلاو شدند و سپس در 
کلیه اجزاء محیط کشـت  .شرایط استریل با هم مخلوط شدند

  .آلمان تهیه شده است 1از شرکت مرك
ر یارلن مـا  يسکهافلاسوسپانسیون اسپوري به : روش کشت

ml 500 يحاو ml 50      محـیط بـذردهی تلقـیح شـده و در
 rpm180   سـاعت بـا دور   40- 44به مدت  C °30 دماي 

از محـیط   5 (v/v) %. شـد  گرما گـذاري در شرایط هوازي 
و رشـد    pHبذردهی که داراي شرایط مناسب مورفولوژي و 

 ml50 يحـاو  ml 500ر یارلـن مـا  به فلاسـکهاي   بودکافی 
در دمـاي  شـده  فلاسکهاي تلقـیح   شد وحیط تخمیر اضافه م

ــدت   30 ــه م ــه ب ــا   11درج ــوازي  ب ــرایط ه دور  روز در ش
rpm180 در روزهـاي مختلـف از محـیط     .شـد  گرما گذاري

ــه گیــري مــی شــود و   ــومس و  pHنمون محــیط، میــزان بی
همه آزمایشات با سه  .مورفولوژي مورد بررسی قرار می گیرد

 .بار تکرار انجام شد
ومس، ی ـد از بی ـپیبه منظـور اسـتخراج ل  : استخراج لیپیدها

 20بـه مــدت   rpm 4000(ابتـدا محـیط کشـت سـانتریفوژ     
. جـدا شـد  ومس ی ـبرسـوب  حذف و  ییع رویشد و ما) دقیقه

                                                             
1 Merck 

برابـر   20بـه حجمـی   ) 1:2(متانول/سپس بیومس با کلروفرم
ساعت توسط شـیکر   12نمونه رسانده شد و مخلوط به مدت 

بـراي جداسـازي    .اتاق کـاملاً هـم زده شـد    اربیتال در دماي
لیپیــدهاي جامــد  ).19(لیپیــد از روش فولــک اســتفاده شــد

  .براي آنالیزهاي بعدي نگهداري شد -C °70بدست آمده در
  
 ـپیچرب موجـود در ل  يدهایل استر اسیه متیته : دهای
ل ی ـچـرب، معمـولاً از مت   يدهاین اس ـییو تع يجداساز يبرا

 .دارنـد  ين ترییکه نقطه جوش پا شود یاستر آنها استفاده م
 يدهای ـپیچـرب موجـود در ل   يدهایله کـردن اس ـ یجهت مت

تـر  یل یل ـیم 2د را بـا  ی ـپیگرم از نمونـه ل  5/0استخراج شده، 
د یدروکس ـیه یتـر محلـول متـانول   یل یلیم 2هگزان نرمال و 

قـه  یدق 20، محلول را به مدت نرمال مخلوط کرده 2م یپتاس
 2ل ین مدت و تشکیو پس از اتکان داده  یتوسط همزن برق
 يچـرب بـرا   يدهایل اسـتر اس ـ ی ـمت يحـاو  ییفاز، از فاز رو

  .استفاده شد یجرم GC-Massق به دستگاه گاز یتزر
مـورد   GC-Massمشخصات دستگاه : GC-Massز یآنال

-GCمـدل  : باشـد  ین صورت مین پژوهش بدیاستفاده در ا
بـا خلـوص   م ی، گـاز حامـل هل ـ   HP یساخت کمپان 6840

ستون  و قهیتر در دقلی یلیم 1ان آن یو شدت جر %999/99
درجـه   250ق ی ـزرت يدما .متر یلیم 25/0به قطر  يلاریکاپ
متصل بـه   یمشخصات دستگاه اسپکترومتر جرم .گراد یسانت

 5973مـدل  : ن صـورت اسـت  یازکروماتوگراف به اگدستگاه 
 ،الکتـرون ولـت   70ون یزاس ـیونی، ولتـاژ  HP یساخت کمپان
چـرب   يدهاید چـرب بـا اس ـ  یمربوط به هر اس يزمان بازدار

 ییو شناسـا سـه  یاستاندارد موجود در کتابخانـه دسـتگاه مقا  
  .شد

طیـف سـنجی جرمـی     -نمـودار گازکرومـاتوگرافی  : یافته ها
در  S.erythreaeمتیل اسـتر اسـیدهاي چـرب موجـود در     

 نوع و درصـد اطلاعات بدست آمده در مورد نتیجه و  1شکل 
در  S.erythreae  يدهایــپیل ي چــرب موجــود دراســیدها
. شـد  ییشناسـا د چرب یهشت اس .آورده شده است 1جدول 

زو یر اید چرب غیاس يزو و تعدادید چرب ایاس يوجود تعداد
ن پـژوهش هـم   ی ـکـه در ا  ستهاستیاسترپتوماات یاز خصوص

   .)8(شود یده مید
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  مجله علمی زیست فناوري میکروبی

 .......  Saccharopolyspora erythreae PTCC1685 ترکیب اسیدهاي چرب موجود در 

در  S.erythreae ترکیب اسیدهاي چرب موجود در  لیپیدهاي.1جدول 
 محیط معین

 
 
  

  

. کربنه بودند 18تا  15 يدهایاستعیین شده چرب اسیدهاي 
چـرب   يدهایاسهمانطور که در جدول نشان داده شده است 

 دادنـد  ر را به خود اختصـاص ین مقادیبالاتر) C16(کیتیپالم
) iC16:0(متیـل پنتادکانوئیـک اسـید   -14ان آنهـا  ی ـکه از م

ــتریب ــدار یش ــود )36.25(%ن مق ــدار و  را دارا ب ــرین مق  کمت
ــده مت   ــایی ش ــرب شناس ــیدهاي چ ــه عاس ــق ب ــل -14 ل متی

همچنین میـزان تولیـد    .بود )aC17:0( هگزادکانوئیک اسید
هــاي مختلــف در طــی روز HPLCاریترومایســین بــه روش 

طول تخمیر مورد سنجش قرار گرفـت و بررسـیها نشـان داد    
  .که اریترومایسین طی تخمیر تولید نشده است

  
طیف سنجی جرمی متیل استر -گاز کزوماتوگرافی.1شکل 

  S.erythreaeاسیدهاي چرب موجود در 

  

  

  

  

  

  

  بحث
چندین پژوهش مشابه بر روي ترکیـب اسـیدهاي چـرب در    

انجام گرفته است کـه    Saccharopolysporaگونه هاي 
  .در تمامی آنها از محیط کشت کمپلکس استفاده شده است
 4پژوهش انجام شده توسط امبلـی و همکـاران کـه بـر روي     

و در محـــیط  Saccharopolyspora hirsutaســـویه 
انجـام گرفـت نشـان دهنـده وجـود       2کشت نوترینـت بـراس  

. وارگانیسم بـود کربنه در این میکر 18تا  15اسیدهاي چرب 
کربنـه نیـز    14و  12البته مقادیري ناچیز از اسیدهاي چرب 

بـالاترین میـزان    iC17:0سویه  4در تمام این . مشاهده شد
ــرب و   ــیدهاي چـ ــزان را دارا   aiC15:0اسـ ــرین میـ کمتـ

  .)20(بودند
و همکاران انجـام شـده،    3در پژوهشی دیگر که توسط گامین

گلیکولیپیدهاي چهـار   تنها به بررسی ترکیب اسیدهاي چرب
  S.erythreaeاز جملـــه  Saccharopolysporaگونـــه 

ــده اســت  ــه ش ــژوهش از محــیط کشــت  . پرداخت ــن پ در ای
ترکیب . عصاره مخمر استفاده شده است-کمپلکس دکستروز

اسیدهاي چـرب گلیکولیپیـدهاي ایـن چهـار سـویه در فـاز       
  . )21(کربنه می باشد 18تا  16سکون شامل اسیدهاي چرب 

از و همکـاران، کـه در آن    4سی انجام شده توسـط چرنـوا  برر
استفاده شـده اسـت، مقـادیر     TSB5محیط کشت کمپلکس

ــرب   ــیدهاي چ ــدکی اس ــخیص داده   14و  13ان ــه تش کربن
 17اسـیدهاي چـرب بـا بـیش از     در این پـژوهش،   ).22(شد

درحالیکـه در  ) 9/2( %  کربن، مقدار اندکی را نشان می دهد

                                                             
2 Nutrient broth 

3 Gamian 

4 Tcherneva 

5 Trypton soya broth 

C18:1 C18:0 C18:2 C17:0 C16:0 C15:0 iC16:0 (aC17:0) Fatty acid 
8.67 5.47 14.99 18.9 8.85 5.2  36.25  1.64     % 
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سوم، شماره یکم، دوره   88زمستان   

 و همکاران ضیه رفیعی نیارم

    کربنـه  18لایی از اسـیدهاي چـرب   پژوهش حاضر، میزان بـا 
ــاز رشــد  . شناســایی شــد) 13/29( %  ــژوهش در ف هــر دو پ

میکروارگانیسم صورت گرفته است و تمام شرایط کشـت بـه   
جز محیط کشت، یکسان هستند با این وجود تفاوت موجـود  
در ترکیب اسیدهاي چرب نشان دهنده وابستگی شدید ایـن  

 .شدترکیب به ترکیبات محیط کشت می با
ــون پژوهشــی م  ــا کن ــرب   بت ــیدهاي چ ــب اس ــر ترکی ــی ب ن

S.erythreae  در محیط کشت معـین گـزارش    رشد یافته
. که این مهمترین ویژگـی پـژوهش حاضـر اسـت     نشده است

به دلیل عدم تولید اریترومایسین، رابطـه بـین ترکیـب    البته 
ــیدهاي چــرب   و اریترومایســین قابــل    S.erythreaeاس

منجر به تعیین ایـن ترکیـب در   ژوهش، این پبررسی نبود اما 
لازم است در آینـده بـا    .شرایط عدم تولید اریترومایسین شد

طراحی محیط کشتی معین که همراه با تولید اریترومایسین 

باشد بررسیهایی انجام گیرد و همچنـین بـا تغییـر شـرایط و     
، ارتباط هر یک بـا زمـان و میـزان تولیـد     اجزاء محیط کشت
پیشنهاد مـی   همچنین. ورد بررسی قرار گیرداریترومایسین م

شود ترکیب اسیدهاي چرب در طول دوره هاي مختلف رشد 
  .از فاز رشد تا سکون ومرگ مورد بررسی قرار گیرد

    يریجه گینت
 يدهایب اسیکه ترک مؤید این موضوع است ین بررسیج اینتا

کاملاً وابسته  S.erythreaeدر و تولید اریترومایسین چرب 
  . رکیب محیط کشت می باشدبه ت

  تشکر و قدردانی
ــیله  ــی در از بدینوس ــاران گرام ــگاهی   همک ــع آزمایش مجتم

ــوم و تحقیقــات   ــه خــاطر دانشــگاه آزاد اســلامی واحــد عل ب
  .می شودتشکر و قدرانی  کمکهایشان
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