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زيست  به عنوان Halomonas salina HSL5سلولهاي در حال استراحت ستفاده از ا
 وانيليكاسيد واكنشگر براي توليد بيولوژيك 

  2ايرج نحوي و 1،*مراحم آشنگرف
  سنندج، دانشگاه كردستان، دانشكده علوم پايه، گروه علوم زيستي و بيوتكنولوژي 1

  روه زيست شناسياصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گ 2

  11/7/91 :تاريخ پذيرش  30/10/90 :تاريخ دريافت

 ده يچك

موجب ترغيب محققين  وانيليك،اسيد ارزش مانند وانيلين و  طبيعي باآروماتيك گرايش جوامع بشري براي مصرف فرآورده هاي 
گري سويه از پژوهش اخير، غربالهدف . در استفاده از زيست واكنشگرهاي ميكروبي براي سنتز اين محصولات گرديده است

از واكنش زيست هاي باكتري نمك دوست نسبي با قابليت تجزيه سوبستراي اسيد فروليك و بررسي امكان تشكيل اسيد وانيليك 
سويه  22در يكسري آزمايشات غربالگري در اين راستا، . ي در حال استراحت بودسلولهاتبديلي سوبستراي مذكور تحت شرايط 

 HPLCغربالگري اوليه با استفاده از آناليز كيفي . ي نمكي مختلف در ايران جدا گرديدامحيطهباكتري نمك دوست نسبي از 
شناسايي و تعيين توالي  مولكوليسويه هاي منتخب از نظر صفات فيزيولوژيك و بيوشيميايي و همچنين فيلوژني و  .انجام شد

 HPLCآناليز كمي  به وسيلهكنش زيست تبديلي ي توليد شده در مخلوط وافنلهاغلظت اسيد وانيليك و ديگر متوكسي . شدند
 Halomonasي در حال استراحت سويه باكتري نمك دوست نسبي سلولها، HPLCبراساس آناليز  .مورد سنجش قرار گرفت

HSL5 salina )با شماره دسترسيJQ327041 در بانك اطلاعات ژني NCBI  ( داراي بيشترين توليد اسيد وانيليك)ميلي  397
مطالعه اخير نخستين گزارش  .بود بهينه نشدهساعت واكنش، تحت شرايط  24پس از ) درصد 8/46يتر با راندمان مولي گرم در ل

  . است  Halomonas salina باكتريگونه  از زيست تبديلي ميكروبي اسيد فروليك به اسيد وانيليك در

  Halomonas salina HSL5 اسيد وانيليك،، سيد فروليكازيست تبديلي ميكروبي،  :كليدي واژه هاي

  m.ashengroph@uok.ac.ir  :يپست الكترونيك،   08716624133 :تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه 

در تبديل  آنزيمهااستفاده از قابليت ميكرواورگانيسم ها و 
بديل مواد مواد كم ارزش به مواد با ارزش افزوده بالا و يا ت

سمي به غيرسمي از اهداف مهم فرآيندهاي بيوتكنولوژي 
اين فرآيندها را كه در طي آن تركيبات با استفاده از . است

منابع ميكروبي، گياهي يا آنزيمي به تركيبات ديگر تبديل 
منظور از زيست . مي شوند را زيست تبديلي مي گويند

كروبي ي كامل ميسلولهاتبديلي ميكروبي، استفاده از 
) ي در حال استراحت و اسپورهاسلولهاي رويشي، سلولها(

زيست واكنشگر براي تبديل پيش  به عنوانيشان آنزيمهايا 

سازهاي طبيعي به تركيبات طبيعي با ساختار مشابه اما با 
به در واقع ميكرواورگانيسم ها . ارزش افزوده بالا مي باشد

شيميايي  قادر به ايجاد تركيبات زيست واكنشگر عنوان
ارزش از طريق حذف، اضافه نمودن و يا  خاص و با

اصلاح استخلافهاي عاملي در جايگاههاي مشخصي از 
پيش ساز  به عنوانگرفته شده  به كارسوبستراهاي 

توليدي از طريق  با ارزشاز فرآورده هاي . )16( باشند مي
زيست واكنشگرهاي ميكروبي مي توان به توليد اسيدهاي 

ات قندي، تصفيه فاضلابها و پسابها، توليد آلي از ضايع
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انواع تركيبات استروئيدي، پروستاگلندين ها، انواع آنتي 
بيوتيكهاي خاص، نگهدارنده هاي غذايي و همچنين توليد 

). 33و 16(اشاره نمود  با ارزشانواع تركيبات آروماتيك 
ي سنتز شيميايي بيشتر صنايع توليد روشهادر حال حاضر، 

بات طبيعي از جمله وانيلين و ديگر متوكسي كننده تركي
قابل توجه  به طوراسيد وانيليك را  به ويژه با ارزشي فنلها

با اين حال، با توجه . اي تحت الشعاع خود قرار داده است
به اينكه سنتز شيميايي باعث آلودگي زيست محيطي و 
فقدان اختصاصيت سوبسترايي شده و همچنين استفاده از 

شيميايي، براساس قوانين تصويبي در اروپا و واكنشگرهاي 
آمريكا از سوي سازمانهاي مسئول نظارت بر فرآورده هاي 
بيوتكنولوژيك به ويژه فرآورده هاي دارويي و غذايي، در 
بسياري از صنايع دارويي و غذايي محدود و حتي در 

بنابراين روند  ،)33و  23(مواردي هم ممنوع گرديده است 
ي مصزف جهاني براي توليد تركيبات روبه رشد تقاضا

معطر طبيعي به دليل اطمينان از كيفيت مطلوب و سالم 
زيست تبديلي ميكروبي  .به افزايش است نها، روآبودن 

به منظور توليد انواع تركيبات متوكسي فنلي  بنزنهاپروپنيل 
از اهميت بسيار بالايي  ،، با پتانسيل صنعتي شدنبا ارزش

شامل انواع مختلفي از  بنزنهاپنيل پرو. برخوردار است
اوژنول، ايزواوژنول و اسيد : سوبستراهاي فنلي شامل

سوبستراهاي طبيعي پيش ساز  به عنوانفروليك بوده كه 
 به كاربراي سنتز بيولوژيك تركيبات آروماتيك طبيعي 

گرفته شده اند و در حال حاضر بيشترين تحقيقات بر 
وانيلين و . ز شده استاستفاده از اين سوبستراها متمرك

 شناخته شدهاسيد وانيليك در بين تركيبات متوكسي فنلي 
داراي بيشترين مصارف كاربردي در صنايع غذايي، دارويي 

- هيدروكسي -4(وانيلين ). 33(بهداشتي هستند -و آرايشي
از قديمي ترين مواد گياهي است كه  )متوكسي بنزآلدئيد - 3

تهيه انواع غذاهاي مختلف ماده معطر در  به عنواناز قديم 
استفاده شده  نوشيدنيهاو همچنين براي معطر ساختن انواع 

گسترده در صنايع  به طور در حال حاضر از وانيلين. است
غذايي، دارويي و پزشكي، آرايشي و بهداشتي استفاده 

 -4(وانيليك اسيد پس از وانيلين، . )23( شود مي
تركيب اكسيد  كه) اسيدمتوكسي بنزوئيك  -3- هيدروكسي

 ين تركيب آروماتيك بوده ومهم تر، شده وانيلين مي باشد
 ييبه دلايل زير از اهميت تجاري بالاتهيه بيولوژيك آن 

يك پيش ساز  به عنواناز وانيليك اسيد  .برخوردار است
با  ).25(استفاده مي شود بالقوه براي سنتز وانيلين طبيعي 

تركيب  از اين ،يكوانيلاسيد توجه به خواص ضد ميكروبي 
از ديگر ). 12(نگهدارنده غذايي استفاده مي شود  به عنوان

مي توان به  با ارزشكاربردهاي اين تركيب متوكسي فنلي 
نام  استرهاانواع اوليگومرها و پلي استفاده از آن در سنتز 

وانيليك دي اتيل آميد اسيد از و همچنين استفاده  )8( برد
 استفاده از تركيبات و رواني يمحركها به عنواندر اروپا 

 به عنوانوانيليك اسيد  آمينو-5 وانيليك واسيد نيترو  - 5
 -3(فروليك اسيد . اشاره نمود )22(عوامل ضد ميكروبي 

يا ) پروپينويك اسيد- 1-)متوكسي فنيل-5-هيدروكسي - 4(
از مشتقات  C10H10O4كونيفريك با فرمول بسته اسيد 

در ديواره هاي سلولي  سيناميك موجوداسيد هيدروكسي 
گياهي بوده كه در انواع پسمانده هاي كشاورزي مانند 
سبوس گندم و برنج، تفاله چغندرقند و نيشكر و تفاله ذرت 

يك  به عنواناز اين تركيب . به فراواني يافت مي شود
سوبستراي تجديدپذير ارزان قيمت براي توليد انواع 

با توجه . ده استاستفاده ش با ارزشتركيبات متوكسي فنلي 
فروليك و مشتقات وانيليني، اسيد به شباهت ساختاري بين 

به انواع متوكسي فروليك اسيد زيست تبديلي ميكروبي 
وينيل -4شامل وانيلين، اسيد وانيليك و  با ارزشي فنلها

در طيف ) متوكسي استيرن -3- هيدروكسي - 4(گاياكول 
 Pseudomonasوسيعي از ميكرواورگانيسم ها شامل 

acidovorans  )29(، Escherichia coli )21( ،
Alcaligenes paradoxus )15(، Amycolatopsis sp. HR 

167 )24(، Streptomyces setonii ATCC 39116 )18(، 
Pycnoporus cinnabarinus )20( ،Haematococcus 

pluvialis )31(، Bacillus coagulans )14(، 
Streptomyces halstedii )10(، Streptomyces 
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sannanensis MTCC 6637 )13(  وSchizophyllum 

commune )30( با وجود اينكه زيست . گزارش شده است
تبديلي اسيد فروليك در انواع مختلفي از اورگانيسم ها 
شامل باكتريها، مخمرها، قارچها و تعداد معدودي از 

، گزارش شده است اما با اين وجود در مورد جلبكها
ميكرواورگانيسم  به وسيلهلي اسيد فروليك زيست تبدي

هاي نمك دوست مطالعات نادري صورت گرفته و در اين 
و همكارانش  Abdelkafiارتباط تنها مي توان به مطالعه  

در مورد زيست تبديلي اسيد فروليك به اسيد وانيليك  )1(
 Halomonas elongataدر گونه باكتري نمك دوست نسبي 

تبديل بيولوژيك اسيد فروليك تحقيق ن در اي. اشاره نمود 
به اسيد وانيليك را با استفاده از يك سويه بومي نمك 
دوست نسبي مورد مطالعه قرار داده و براي اولين بار 
زيست تبديلي سوبستراي مذكور به اسيد وانيليك و وانيلين 

 Halomonas salinaدر گونه باكتري نمك دوست نسبي 
  . گزارش شد

 هامواد و روش

اسيد فروليك : مواد شيميايي: مواد شيميايي و دستگاهها
 99(، وانيلين )درصد 97(، اسيد وانيليك )درصد 99(

از شركت سيگما ) درصد 98(و وانيليل الكل ) درصد
متانول و تري ). St. Louis, MO, USA( خريداري شد 

فلورو استيك اسيد با درجه خلوص بسيار بالا مخصوص 
 ,E.Merck(ت مرك تهيه شد از شرك HPLCدستگاه 

Darmstadt, Germany .( مواد استفاده شده در اغلب
. واكنش زنجيره اي پليمرآز از شركت سيناژن تهيه گرديد
 ساير مواد شيميايي استفاده شده با درجه خلوص بالا

  . بودند ) آناليتيك(

 دستگاه كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا: دستگاهها
)HPLC (جذب كارساز مجهز به آشUV  مدلJASCo Pu 

) PCR( دستگاه ترمو سايكلرساخت كشور آمريكا،  980
ساخت كشور آمريكا، دستگاه  Eppendorfمدل 

ساخت كشور  UltraSpec 1000اسپكتروفتومتري مدل 

 BioRad Gel Docمدل  انگلستان، دستگاه ژل داكيومنت

 يمدلها ، انواع سانتريفيوژها و ميكروسانتريفيوژها1000
Eppendorf  وSigma انواع شيكرهاي دوراني و چرخشي ،

 Heidolph Incubatorو  INFORS AG CH-4103ي مدلها

تانك الكتروفورز ، VLFS‐536هود بيولوژيك مدل ، 1000
 . GE 1000مدل 

براي غني سازي و جداسازي سويه : تكنيك غني سازي
هاي نمك دوست نسبي با قابليت تجزيه كنندگي اسيد 

 Neito et al., 1989از محيط نمكي پيشنهادي  فروليك،
 ,NaCl: 81): گرم در ليتر(با تركيب زير استفاده شد  ،) 19(

MgCl2: 7, MgSO4.7H2O 9.6, CaCl2: 0.36, KCl: 2, 
NaHCO3: 0.06, NaBr: 0.026  .  به محيط مذكور يك

. گرم در ليتر كلريد آمونيوم به عنوان منبع ازت اضافه شد
pH رسانده  7قبل از اتوكلاو كردن به حدود  محيط كشت
براي روش غني سازي، ابتدا سوسپانسيوني از نمونه . شد

خاكهاي (هاي جمع آوري شده از مناطق مختلف ايران 
به  به عنوان مايه تلقيح) شورو پرشور، آبهاي شور و پرشور

ميلي ليتر از محيط  20ميلي ليتري حاوي  100ارلنهاي 
آنها غلظت مشخصي از اسيد نمكي ذكر شده كه به 

پس از استريل كردن از طريق ) گرم در ليتر 1(فروليك 
ميكروني  22/0پالايه هاي غشايي ميلي پور با قطر سوراخ 

نمونه ها از درياچه خزر، . افزوده شده بود، استفاده شد
درياچه قم، درياچه بختگان فارس، خاك قم، خاك قشم 

زي و چندين بار پس از غني سا. جمع آوري شده بودند
ي قادر به باكتريهاپاساژ متوالي در محيط نمكي مذكور، تنها 

ي محيطها. رشد بر روي اسيد فروليك باقي مي مانند
 rpm200 مذكور در دماي محيط بر روي شيكر با دور 

پاساژ، احتمال اينكه كدورت  5تا  3پس از . انكوبه شدند
ننده اسيد آمده ناشي از رشد باكتريهاي تجزيه ك به دست

از پاساژهاي نهايي به . فروليك است، افزايش پيدا مي كند
 80با غلطت نهايي  LBميكروليتر روي محيط  200ميزان 

گرم در ليتر اسيد  1/0گرم در ليتر سديم كلرايد حاوي 
ساعت در دماي  48تا  24فروليك پخش شده و به مدت 
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به  سويه هاي جدا شده. درجه سانتي گراد انكوبه شدند 30
آگار نمكي با  LBي محيطهاي تك، به كلنيهاصورت 

گرم در ليتر نمك سديم كلرايد، به  80غلظت نهايي 
سويه هاي . صورت كشت استريك انتقال داده شدند

آگار نمكي  LBي اسلنت دار محيطهاخالص شده به 
)Casein peptone: 10 g/l, Yeast extract: 5 g/l, NaCl: 

80 g/l, Agar Agar 20 g/l ,  pH 7 ( جهت آزمايشات
 . بعدي انتقال داده شدند

غربالگري سويه هاي نمك دوست نسبي با قابليت تبديل 
در اين قسمت : ژيك اسيد فروليك به اسيد وانيليكبيولو

از تحقيق، از سويه هاي باكتري نمك دوست نسبي بومي 
غربالگري . استفاده شد سازي جدا شده در طي مراحل غني

يك روش دو  به وسيله، HPLCفاده از تكنيك اوليه با است
در روش مذكور ابتدا ). 26(مرحله اي غربالگري، انجام شد 

 LBسويه هاي نمك دوست جدا شده در محيط غربالگري 
 24به مدت كلريد سديم گرم در ليتر  80نمكي حاوي 

سپس سوبستراي اسيد فروليك . ساعت كشت داده شدند
، پس از فيلتراسيون از طريق گرم در ليتر 1در غلظت نهايي 

ميكروني، به محيط  22/0پالايه هاي غشايي ميلي پور 
درجه  30در دماي مطالعات زيست تبديلي . افزوده شد
پس از طي . شدبررسي  rpm 200دور شيكر  ،سانتي گراد

 نمونه ها مورد آناليز ساعت گرمخانه گذاري اضافي 24
 . تندفقرار گر HPLC كيفي

نمك دوست سويه باكتري  مولكوليپي و فنوتي شناسايي
 ويژگيهاي ريخت شناسي و فيزيولوژيك : HSL5نسبي 

درصد  8يا آگار حاوي مايع  LBدر محيط  CSW4سويه 
. سديم كلرايد مورد بررسي قرار گرفت) حجمي/وزني(

به انجام شد و  Brukeرنگ آميزي گرم با استفاده از روش 
تست ). 7(د گردي تأييد) درصد KOH )3تست  وسيله

 Murray( حركت با استفاده از روش قطره معلق انجام شد

et al., 1994 .(تستهاي كاتالاز، اكسيداز، فعاليت اوره آز، 
، احياي نيترات، هيدروليز ژلاتين، هيدروليز كازئين

به  80و  20هيدروليز تويين  همچنين و هيدروليز نشاسته
رشد در . دانجام ش) Simbert and Krieg )27روش  وسيله

 و همچنين )درجه سانتي گراد 42تا  4(دماهاي مختلف 
در محيط )  درصد 30تا  0( ي مختلف سديم كلرايدغلظتها

جهت . مورد بررسي قرار گرفت) NB(نوترينت براث 
، روش تعيين توالي HSL5تعيين هويت دقيق سويه برتر 

16S rDNA پس از استخراج . انجام پذيرفتDNA  ژنومي
در حجم نهايي  PCR، واكنش )11(كلروفرم -لبه روش فن

ميكروليتر و با استفاده از استفاده از پرايمرهاي عمومي  50
)5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3(8F  و )5-

AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3(1541R   انجام
درجه سانتي گراد به مدت  94واسرشت اوليه در دماي . شد

 94دماي  دقيقه براي يك سيكل، واسرشت شدن در 1
سيكل،  30دقيقه براي  1درجه سانتي گراد به مدت 

درجه سانتي  58ژنومي در دماي  DNAچسبيدن پرايمر به 
در  DNAسيكل، تكثير  30دقيقه براي  1گراد به مدت 

 30دقيقه براي  2درجه سانتي گراد به مدت  72دماي 
درجه سانتي گراد به  72سيكل و بسط نهايي در دماي 

جهت . براي يك سيكل گنجانده شد دقيقه 10مدت 
اطمينان از تكثير قطعه مورد نظر كه اندازه تقريبي آن حدود 

با  PCRميكروليتر از محصول  2جفت باز است،   1500
درصد و در كنار استاندارد وزن  1استفاده از ژل آگارز 

پس از اطمينان . الكتروفورز گرديد) kb 1ماركر( مولكولي
را الكتروفورز نموده و بعد از  PCRاز تكثير، كل محصول 

خاتمه الكتروفورز ژل را روي دستگاه ترانس لوميناتور قرار 
داده و قسمتي كه حاوي باند مورد نظر است را با تيغ جدا 

 PCRكيت تخليص  به وسيلهنموده و پس از تخليص آن 
، جهت تعيين ترادف ژني )Fermentase(شركت فرمنتاس 

ال به آزمايشگاه ماكروژن به شركت فزاپژوه جهت ارس
)Macrogen (در كشور كره جنوبي، ارسال گرديد  . 

آزمايشات زيست تبديلي اسيد فروليك تحت شرايط 
سلولهاي در حال استراحت سويه نمك دوست نسبي 
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HSL5  : ي در حال استراحت سويه سلولهابه منطور تهيه
مايع  LBابتدا در محيط  سلولها؛ HSL5 نمك دوست نسبي

گرم در ليتر نمك كلريد سديم تا رسيدن  80حاوي  نمكي
سپس با . به انتهاي فاز رشد لگاريتمي رشد داده شدند

 4دقيقه،  g  ،20×3000(از سانتريفيوژ يخچالي  استفاده
برداشت و پس از شستشو در بافر ) درجه سانتي گراد

 disodium/potassium phosphate (100(فسفات نمكي 

mM), NaCl 80 g/l, pH 7( مطالعات زيست تبديلي با ،
گرم در   1حضور ي برداشت شده و در سلولهااستفاده از 

درجه سانتي گراد  30در محيط بافري مذكور در دماي  ليتر
نمونه ها در ). 5(انجام گرفت  rpm 200و دور شيكر 

قرار   HPLCفواصل زماني مختلف مورد آناليز كمي 
  . گرفتند

با استفاده از  فنلهاسي سنجش وانيلين و ديگر متوك
HPLC  :  به منظور بررسي كمي ميزان اسيد وانيليك و

ي واكنشهاي توليد شده در مخلوط فنلهاديگرمتوكسي 
در دستگاه . استفاده شد HPLCزيست تبديلي، از روش 

HPLC ) مدلJasco Pu-980 از ستون ) ، آمريكاHypersil 

ODs C18 ] اندازه قطر ذرات فاز ثابتµm [5ه طول ، ب
25cm   4.6و قطر داخلي mm  و از محافظ ستونC18  به
فاز متحرك . استفاده شد mm 4.6و قطر داخلي  1cmطول 

  65به  35به ترتيب به نسبت هاي (آب : متشكل از متانول
. تري فلورواستيك اسيد درصد 1حاوي ) حجمي/حجمي

و   nm 270، طول موج آشكارساز µl 20حجم تزريق شده 
اسيد استانداردهاي مختلف  .ml/min 1ان ميزان جري

وانيليل الكل در متانول و وانيليك  اسيد روليك، وانيلين،ف
. تزريق شدند HPLC تهيه شده و هركدام سه بار به دستگاه
آمده غلظت  به دستبا استفاده از منحنيهاي كاليبراسيون 

زيست ي واكنشهاهريك از تركيبات مذكور در مخلوط 
 .ه شدتخمين زد تبديلي

  نتايج 

جداسازي سويه هاي نمك دوست نسبي با قابليت تبديل 
جداسازي  و : كنندگي اسيد فروليك به اسيد وانيليك 

شناسايي سويه هاي بومي با قابليت توليد بيولوژيك  
مانند اسيد وانيليك از پيش  با ارزشي فنلهامتوكسي 

سازهاي ازان قيمت مانند اسيد فروليك، گام نخست در 
اب سويه هاي برتر براي توليد ميكروبي اسيد وانيليك انتخ

در اين راستا در يكسري آزمايشات . از اسيد فروليك است
سويه باكتري نمك دوست نسبي از مناطق  22غربالگري 

خاكهاي شور و پرشور، آبهاي شور و (تلف ايران خم
نمونه ها . براساس تكنيك غني سازي جدا شدند) پرشور
ه چپرشور قم، خاك شور قشم، دريا از خاكهاي عمدتاً

حوض سلطان قم، درياچه خزر و درياچه بختگان فارس 
اسيد  زيست تبديليقابليت . جمع آوري شده بودند

در تمام اين سويه ها با استفاده از  اسيد وانيليكبه  فروليك
مورد بررسي ) بر اساس ارتفاع پيك ( HPLCآناليز كيفي
بالگري شده، سويه در بين سويه هاي غر .قرار گرفت

HSL5 ) بالاترين ميزان توليد ) درياچه قمجدا شده از آب
سويه برتر  به عنوانسويه مذكور . را نشان داد اسيد وانيليك

  . برگزيده شد مولكوليجهت انجام مطالعات فنوتيپي و 

:  HSL5شناسايي سويه باكتري نمك دوست نسبي  
شترين داراي بي HPLCكه براساس آناليز  HSL5سويه 

توليد اسيد وانيليك از اسيد فروليك بود انتخاب و براساس 
ويژگيهاي مورفولوژي، بيوشيميايي و فيزيولوژيك مورد 

ي روشها براساس). 1جدول (شناسايي قرار گرفت 
و ) 27(تشخيصي متداول شناسايي باكتريهاي نمك دوست 

با ساير باكتريهاي  HSL5همچنين مقايسه ويژگيهاي سويه 
 به طورمذكور  سويه ،)9و3(ست شناخته شده نمك دو

در . تشخيص داده شد Halomonas salina به عنوانموقت 
، HSL5ادامه جهت شناسايي و تعيين هويت دقيق سويه 

با  16S rDNAژنومي و تكثير ژن  DNAاقدام به استخراج 
 همان. شد1541Rو  8Fاستفاده از پرايمرهاي يونيورسال 

در  PCRمي شود، محصول  اهدهمش )1(شكل گونه كه در 
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كيلو بازي نمايان شده است كه حكايت از  1.5 ناحيه
پس . مورد استفاده جهت تعيين توالي دارد DNAخلوص 

سويه مذكور و  16S rDNAاز مشخص شدن توالي ژن 
 NCBIبلاست نمودن آن در سايت اينترنتي 

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST( باكتري مورد ،
حاصل از بلاست اين براساس نتايج . نظر تعيين هويت شد
مي   H. salinaدرصدي با گونه  99 سويه داراي مشابهت

در ادامه با ترسيم درختچه فيلوژني بر پايه روش . باشد
neighbor-joinig  با استفاده از نرم افزارMega-4 

)(http://www.megasoftware.net/ )28(  مشخص شد كه
اين سويه در ميان گونه هاي ثبت شده نزديكترين قرابت 

. دارد  H. halophilaو  H. salinaژنتيكي را با گونه هاي 
 نشان )2(در شكل  HSL5درختچه فيلوژني سويه باكتري 

  . داده شده است

  

  

  

  

  

  

 

 HSL5 . M سويه  PCRژل الكتروفورز محصول  ويرتص -1شكل 
سويه ( 2و 1، )كنترل منفي1Kbp ( ،Co ) مولكوليماركر وزن (

HSL5.( 

 

با توجه به متفاوت بودن برخي ويژگيهاي متابوليسمي و 
نظير تست حركت، رشد در نمك، رشد در (فيزيولوژيكي 

با گونه  HSL5سويه ) دماهاي مختلف و تخمير قندها
halophila H. سويه مذكور تحت عنوان ،Halomonas 

salina  شناسايي و تعيين هويت گرديد.  

زيست تبديلي اسيد فروليك به اسيد وانيليك و ساير 
متوكسي فنلهاي با ارزش به وسيله سلولهاي در حال 

در اين :  Halomonas salina strain HSL5استراحت 
 Halomonas salinaپژوهش از سلولهاي در حال استراحت

strain HSL5   براي مطالعات زيست تبديلي سويستراي
  . اسيد فروليك استفاده شد

  

خصوصيات فنوتيپي، بيوشيميايي و فيزيولوژيك سويه  -1جدول 
HSL5 

 HSL5سويه  ويژگي

كوكوباسيل گرم 
 منفي

 شكل ظاهري

 توليد رنگدانه كرم متمايل به زرد
 تست حركت منفي
 تست اكسيداز مثبت
ت كاتالازتس مثبت  

رشد در شرايط بي هوازي منفي
 توليد اسيد از قند گلوكز منفي
توليد اسيد از قند فروكتوز منفي
توليد اسيد از قند سوكروز منفي
 تست احياي نيترات مثبت
 H2Sتوليد  مثبت

هيدروليز كازئين منفي
 هيدروليز نشاسته منفي
20هيدروليز تويين  منفي  

80ين هيدروليز توي منفي  

هيدروليز اوره مثبت
هيدروليز ژلاتين منفي

42تا  37   )ºC( محدوده رشد در دما 
10تا  5   pHمحدوده رشد در  

20تا  2,5 درصد ( NaClمحدوده رشد در نمك  
  )حجمي/وزني

7,5تا  5   )حجمي/درصد وزني( بهينه رشد در نمك 
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  neighbor-joingبا استفاده از روش  HSL5ي سويه مخمري درختچه فيلوژن -2شكل 

 

 80نمكي حاوي  LBدر محيط  سلولهابراي اين منظور ابتدا 
ساعت  30زمان گرم در ليتر نمك كلريد سديم براي مدت 

و  سلولهاپس از برداشت ). OD600nm=4.5(رشد داده شدند 
در ليتر  گرم 1 تلقيح آنها به محيط بافري فسفات حاوي

سيد فروليك، نمونه ها در فواصل زماني مختلف برداشت ا
رجوع شود به بخش (قرار گرفت  HPLCو مورد آناليز 
 HPLCكروماتوگرامهاي  )3(در شكل ). مواد و روشها

حاصل از تشكيل متابوليت هاي اسيد وانيليك، وانيلين و 
وانيليل الكل در طي فرآيند زيست تبديلي اسيد فروليك 

نشان داده   HSL5 حال استراحت سويه تحت سلولهاي در
  . شده است

ديده مي شود، وانيليل  )3(شكل  همانگونه كه در
و ) Rt=7.13 min(، اسيد وانيليك )Rt=4.25 min(الكل

به عنوان متابوليت هاي حاصل از ) Rt=8.11 min(وانيلين 
اين . بيوكانورژن اسيد فروليك تشخيص داده شده است

ه در مخلوط واكنش زيست متابوليت هاي تشكيل شد
حاوي اسيد فروليك اسيد [تبديلي، در كشتهاي كنترل 

)Rt=12.89 (انكوبه شده تحت ]و بدون تلقيح باكتري ،
بنابر مشاهدات حاصل از . شرايط مشابه، مشاهده نشدند

، مسير متابوليكي احتمالي اسيد فروليك در HPLCآناليز 
) 4(در شكل  HSL5سويه باكتري نمك دوست نسبي 

  . ترسيم شده است

 Halomonas alimentaria (NR 025054)

 Halomonas halodenitrificans (NBRC 14912)

 Halomonas ventosae (FJ444982)

 Halomonas cupida (AB681322)

 Halomonas pacifica (AB681588)

 Halomonas denitrificans (EU541350)

 Halomonas maura (FN257741)

 Halomonas nitroreducens (NR 044317)

 Halomonas organivorans (NR 029029)

 Strain HSL5 (JQ327041)

 Halomonas salina (AJ243448)

 Halomonas halophila (FN257740)

 Halomonas halmophila (AB680891)

 Halomonas sinaiensis (AM238662)

 Halomonas elongata (AB680890)

 Halomonas eurihalina (NR 026250)

 Halomonas halodurans (NR 025928)

 Halomonas variabilis (AY505527)

65
100 

92 
48

99

97

96

74

32 
25 

24 

14

46

59

99

0.005 
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ي در حال استراحت سلولها به وسيلهساعت واكنش زيست تبديلي سوبستراي اسيد فروليك  18پس از  HPLCكروماتوگرام هاي حاصل از  -3شكل 
Halomonas salina strain HSL5) .A(:  دستگاه يلهبه وسكروماتوگرام حاصل از تزريق مخلوط چهار تركيب متوكسي فنلي استانداردHPLC  ،

)B ( محيط كنترل و)C (محيط واكنش زيست تبديلي.  
  

 

  

  

  

 

 HSL5سويه نمك دوست نسبي  به وسيلهمسير متايوليكي پيشنهادي در ارتباط با واكنش زيست تبديلي اسيد فروليك  -4شكل 

براي ارزيابي كمي روند واكنش زيست تبديلي اسيد 
ي در سلولهاليتر از  يليم 50از فروليك، آزمايشي با استفاده 

، تعليق شده در محيط بافري HSL5حال استراحت سويه 
گرم در ليتر سوبستراي اسيد فروليك، در  1فسفات حاوي 

 درجه 30دمايي ميلي ليتري، تحت شرايط  250ارلنهاي 

شكل (ت انجام پذيرف  ،rpm 200سانتي گراد و دور شيكر  
از شود پس  مشاهده مي )5(گونه كه در شكل  همان. )5

شروع فرآيند بيوكانورژن سوبستراي  ساعت از 32گذشت 
كامل از مخلوط بيوكانورژن حذف  به طورفروليك اسيد 

 به وسيلهشده كه نمايانگر شكسته شدن حلقه آروماتيك 
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ي در حال استراحت اين سلولها. مي باشد HSL5 سويه
از سوبستراي اسييد فروليك  گرم 1تبديل سويه پتانسيل 

راندمان (وانيليك اسيد ميلي گرم در ليتر  397را به  اسيد

راندمان (ميلي گرم در ليتر وانيلين  84و ) درصد 8/46مولي 
و  24پس از گذشت به ترتيب ) درصد 9/10مولي 

  .ساعت از شروع واكنش بيوكانورژن دارا مي باشند18
 

 

 

 

 

 

نتايج ارائه شده ميانگين سه بار آزمايش .  Halomonas salina HSL5استراحت ي در حالسلولها به وسيلهزيست تبديلي اسيد  فروليك  -5شكل 

  .معرف انحراف معيار است ±1و بار

 و نتيجه گيري بحث 

رغم قيمت بالاي تركيبات آروماتيك طبيعي با منشاء  علي
گياهي اين تركيبات داراي مشتريان بسيار زيادي در 

از . مي باشندسرتاسر جهان به ويژه در اروپا و آمريكا 
دلايل بالا بودن قيمت تمام شده تركيبات معطر طبيعي با 
منشاء گياهي مي توان تغييرات شرايط آب و هوايي، رشد 
كند گياه، پيچيدگي شرايط كشت، سختي مراحل استخراج 

با توجه به معضلات و . و همچنين راندمان پايين را نام برد
طبيعي با  مشكلات مربوط به توليد فرآورده هاي معطر

منشاء گياهي، محدود بودن منابع آن و همچنين افزايش رو 
به رشد تقاضاي جهاني، لزوم جستجوي منابع جايگزين 

). 23(براي توليد تركيبات معطر طبيعي الزامي مي باشد 
ين فرآيند بيوتكنولوژيك براي تهيه مهم تردرحال حاضر 

ويژه  به( با ارزشي فنلهاساير متوكسي  وانيلين طبيعي و
فرآيند . فرآيند زيست تبديلي ميكروبي است) اسيد وانيليك

فرآيندي همسو و متناسب با  زيست تبديلي ميكروبي اولاً
تركيبات معطر  و ثانياً) شيمي سبز(وده محيط زيست ب

فرآيند بيوترانسفورماسيون ميكروبي جزء  به وسيلهتوليدي 
 تركيبات طبيعي طبقه بندي مي شوند و بنابراين در
بازارهاي جهاني با استقبال بالايي از سوي مصرف كنندگان 

كلي توليد تركيبات معطر  به طور). 33(مواجه مي شوند 
طبيعي با استفاده از فرآيندهاي بيوتكنولوژيك مي تواند 
امكان توليد بيشتر محصول، توليد طعمهاي طبيعي، اطمينان 
از كيفيت ثابت و مطلوب محصول، آساني مراحل خالص 

ازي و توليد تركيبات ويژه اي كه با روشهاي مصنوعي س
اسيد فروليك از . امكان پذير نمي باشد را فراهم نمايد

مشتقات اسيد سيناميك بوده كه در انواع پسمانده هاي 
كشاورزي شامل پسمانده نيشكر، چغندرقند، سبوس گندم 
و برنج و همچنين تفاله كوبيده ذرت به وفور يافت مي 

دو  به عنوانايي كه وانيلين و اسيد وانيليك از آنج. شود
حدواسط اصلي در مسير تجزيه اي اسيد فروليك تشكيل 
مي شوند، تحقيقات وسيعي در اين زمينه صورت گرفته 

 ين تركيباتمهم تر ازوانيلين و اسيد وانيليك . است
در صنايع مختلف از جمله استفاده شده آروماتيك معطر

مي پزشكي و دارويي ، اشتيبهد و صنايع غذايي،آرايشي
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ميكرواورگانيسم هاي نمك دوست از نظر ). 23(باشند 
فيلوژنيكي گروه متنوعي از باكتريها هستند كه از لحاظ 
سازگاري با درصدهاي پايين نمكها مي باشند، اما اين 
توانايي را دارند كه تغييرات سريع در جهت تطبيق با 

با توجه به اينكه  ).32(ي بالاي نمك داشته باشند غلظتها
قدم اول در شناسايي توان ميكرواورگانيسم هاي با قابليت 
زيست تبديلي اسيد فروليك به اسيد وانيليك، شناسايي 
ميكرواورگانيسم هاي داراي تحمل پذيري بالا نسبت به 

و از آنجا كه ) 34(اين سوبستراي سمي مي باشد 
طبيعي به  به طورميكرواورگانيسم هاي نمك دوست 

ي بالاي آنيوني و كاتيوني براي رشد نياز دارند و لظتهاغ
داراي تحمل پذيري بالا نسبت به فلزات سمي، اكسي 
آنيونهاي سمي و همچنين قابليت آنزيمي بالايي دارند 
بنابراين مي توانند گزينه مناسبي براي مطالعات زيست 

از مزاياي ديگر استفاده از اين . تبديلي ميكروبي باشند
رگانيسم ها مي توان به نيازمنديهاي رشدي ساده ميكرواو

هدف از مطالعه اخير جداسازي و . آنها اشاره نمود
شناسايي باكتريهاي نمك دوست با پتانسيل تبديل كنندگي 
اسيد فروليك به اسيد وانيليك و بررسي امكان استفاده از 

زيست واكنشگر  براي تهيه متابوليت  به عنواناين باكتريها 
در اين . به ويژه وانيلين و اسيد وانيليك بود ارزشبا هاي 

راستا، غربالگري سويه هاي نمك دوست از نمونه هاي 
 22به جداسازي خاك و آب مناطق شور و يا پرشور منجر 

سويه هاي جدا شده از نظر . شدسويه نمك دوست نسبي 
قابليت زيست تبديلي اسيد فروليك به اسيد وانيليك مورد 

براساس يافته هاي حاصل از . رار گرفتندق HPLCآناليز 
HPLC سويه ،HSL5 )داراي ) جدا شده از آب درياچه قم

 به عنوانسويه مذكور . بيشترين توليد اسيد وانيليك بود
سويه برتر انتخاب گرديد و مورد شناسايي فنوتيپي و 

نتايج آناليزهاي مورفولوژيك، . قرار گرفت مولكولي
شان داد كه سويه مذكور داراي بيوشيميايي و فيلوژنيكي ن

توالي . مي باشد  Halomonas salina بيشترين مشابهت با
با شماره  HSL5سويه  16S rDNAنوكلئوتيدي ژن 

قابل  NCBIدر بانك اطلاعات ژني  JQ327041دسترسي
اين تحقيق با هدف افزايش  در ادامه .دسترس مي باشد

يه بيشتر راندمان واكنش زيست تبديلي و جلوگيري از تجز
اسيد وانيليك از استراتژي سلولهاي در حال استراحت 

محققان زيادي از اين استراتژي براي بهبود . استفاده شد
در سال . فرآيندهاي زيست تبديلي استفاده نموده اند

1998 ،Barghini از استراتژي فوق  )6( و همكارانش
جهت بهبود زيست تبديلي اسيد فروليك به اسيد وانيليك 

استفاده  Pseudomonas fluorescence BF13در 
از استراتژي ) 2(و همكارانش   Abdelkafi.نمودند

موفقيت آميزي جهت  به طورسلولهاي در حال استراحت 
زيست تبديلي اسيد فروليك به اسيد وانيليك در  بهبود

Halomonas elongata DSM 2581T استفاده نموده اند .
Ashengroph  ه استراتژي فوق باز  )4(و همكارانش

صورت موفقيت آميزي جهت بهبود زيست تبديلي 
ايزواوژنول به وانيلين و اسيد وانيليك در سويه مخمري 

Candida galli PGO6 از مزاياي استفاده از . استفاده كردند
استراتژي سلولهاي در حال استراحت مي توان به 
جلوگيري از تكثير بيومس سلولي، انجام فرآيند زيست 

تر  يلي تحت شرايط غير استريل و جداسازي آسانتبد
با توجه به مزاياي استفاده از . محصول توليدي اشاره نمود

سلولهاي در حال استراحت، مطالعات زيست تبديلي اسيد 
 H. salinaفروليك تحت سلولهاي در حال استراحت 

strain HSL5 آمده  به دستبراساس نتايج . بررسي شد
توانايي زيست  HSL5احت سويه ي در حال استرسلولها
در ليتر ميلي گرم  84فروليك را به اسيد گرم  1 تبديلي

 ميلي گرم در 397 و) درصد 9/10با راندمان مولي (وانيلين 
پس از ) درصد 8/46با راندمان مولي (وانيليك اسيد  ليتر 

زيست ساعت از آغاز واكنش  24و  18به ترتيب  گذشت
با ه در ارتباط با توليد متابوليت اگرچ. دارا مي باشدتبديلي 
در اسيد وانيليك از اسيد فروليك، مطالعات وسيعي  ارزش

است صورت گرفته   انواع مختلفي از ميكرواورگانيسم ها
اما با اين حال به جز چند ) رجوع شود به بخش مقدمه(
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مطالعه كه در زير به آنها اشاره گرديده است در بيشتر 
اسيد وانيليك از اسيد فروليك بسيار مطالعات راندمان توليد 

مطالعه صورت گرفته توسط  در. پايين گزارش شده است
Brunati  با استفاده از ، )10( 2004و همكارانش در سال

Streptomyces halstedii  غلظت (سوبستراي اسيد فروليك
به  زيست تبديليساعت واكنش  24 پس از) ليتر گرم در 1

، تحت شرايط درصد 80مولي وانيليك با راندمان اسيد 
مطالعه صورت گرفته ديگر در . تبديل شده است بهينه شده،

با  )2( 2008و همكارانش در سال  Abdelkafiتوسط 
، Halomonas elongata استفاده از باكتري نمك دوست 

 ساعت 10پس از ) ميلي مولار 10غلظت (اسيد فروليك 
 82مان مولي واكنش زيست تبديلي به اسيد وانيليك با راند

براساس  .تحت شرايط بهينه شده، تبديل شده است، درصد
يافته هاي حاصل از اين پژوهش و مقايسه آن با ساير 
تخقيقات صورت گرفته، دستاوردهاي حاصل از اين تخقيق 

باكتريهاي نمك . را مي توان به صورت زير خلاصه نمود
يي مانند سريع الرشد ويژگيهادوست با توجه به داشتن 

بودن، نياز غذايي كم و توانايي استفاده از انواع 
تنها منبع دريافت انرژي و همچنين  به عنوانلكولها وماكروم

براي استفاده در فرآيندهاي صنعتي  عدم ايجاد آلودگي
رغم قابليت بالاي باكتريهاي  علي). 17(مناسب هستند 

ي هيدروليتيك كه آنزيمهانمك دوست در توليد انواع 
مندي اين ميكرواورگانيسم ها در فرآيندهاي باعث ارزش

ي زيست واكنشهامختلفي از جمله پاكسازي زيستي و 

، با اين وجود تنها مطالعه صورت گرفته است شده تبديلي
بر روي ميكرواورگانيسم هاي نمك دوست در ارتباط با 

توسط از سوبستراي اسيد فروليك توليد وانيلين 
Abdelkafi  صورت ) 1( 2006و همكارانش در سال
ي در حال سلولها به وسيلهاين محققان . گرفته است

استراحت سويه نمك دوست نسبي غربالگري شده 
Halomonas elongata starin Mar  3,4توليد موفق به 

اسيد ميلي مولار سوبستراي  5وانيليك از اسيد ميلي مولار 
با اين حال، در . درصد شدند 86فروليك با راندمان مولي 

وانيلين در متابوليت ارزشمند تجمعي از  يق اخيرتحق
مطالعه . مشاهده نشده استواكنش زيست تبديلي مخلوط 

ثر متابوليت هاي وانيلين ؤاخير نخستين گزارش از توليد م
 .Hو اسيد وانيليك از سوبستراي اسيد فروليك در گونه 

salina راندمان اسيد وانيليك به دست  با مقايسه. مي باشد
سويه بومي غربالگري شده در اين مطالعه  ه وسيلهبآمده 

با ساير مطالعات صورت گرفته مي توان ) درصد 8/46(
سويه مناسبي جهت انجام  HSL5اميدوار بود كه سويه 

وانيليك اسيد فروليك به زيست تبديلي اسيد مطالعات 
باشد چرا كه راندمان به دست آمده تحت شرايط بهينه 

گيري تكنيك هاي بهينه سازي كاربه بوده و پس از نشده 
شامل بهينه سازي تركيبات محيط كشت و ساخت سويه 
هاي موتانت مي توان اميدوار بود كه به راندمانهاي مولي 

  . دست پيدا كرداز اسيد وانيليك و وانيلين بالاتري 
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Abstract 

The rising popularity of natural aroma products such as vanillin and vanillic acid has 
triggered off significant research activities to use biocatalysts for the production of 
natural flavor compounds. We conducted this study to screen moderately halophilc 
bacteria which are able to degrade ferulic acid and to study the possibility of forming 
vanillic acid via conversion of ferulic acid under resting cells conditions. 22 different 
strains of bacteria were isolated from different samples collected from the salty 
environments of Iran. Primary screening was performed by HPLC analyse. The selected 
strains were identified based on physiochemical characteristics as well as molecular 
phylogenetic analysis. Biotransformation mixtures were quantified for vanillic acid 
content and the other produced methoxyphenols by HPLC analyse. Based on the HPLC 
results obtained, among the 22 isolated strains, resting cells of Halomonas salina HSL5 
(GenBank accession number JQ327041) produce the greatest quantity of vanillic acid 
(397 mg/l, molar yield of 46.8%) after a 24-h reaction time, without further 
optimization The current study brings the first report for bioconversion of ferulic acid to 
vanilic acid in the Halomonas salina.  

Key words: Microbial bioconversion, Ferulic acid, Vanillic acid, Halomonas salina 
HSL5. 
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