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ي ها نقصی براي سوخت جایگزین مناسب و بی ،اتانل به عنوان یک سوخت زیستی تجدید پذیر -چکیده
ي ذاتی مثبت متعددي ها باکتري گرم مثبت باسیلوس سوبتیلیس توانمندي. رسدمیفسیلی چالش برانگیز به نظر 

اي از  از جمله توانایی تخمیر طیف گسترده ،دهدباکتري تولید کننده اتانل نشان میبراي تبدیل شدن به یک 
تبدیل این باکتري تجزیه کننده سلولز به یک باکتري . لیگنوسلولزي زیست تودهي حاصل از هیدرولیز ها قند

از باکتري زیموموناس  هاي مهندسی متابولیک و از طریق وارد کردن اپرون تولید اتانل تولید کننده اتانل، با روش
ایجاد  SR22 و SR1 ،SR21ي ها موبیلیس به دو فرم پلاسمیدي و اپی زومال، صورت گرفت و در نهایت سویه

اهمیت تولید کوفاکتور  ها ژن لاکتات دهیدروژناز نیز حذف شد، این سویه SR22 و SR21ي ها در سویه. شدند
NAD+  با توجه به نقش یون . دادند باکتري را نشان هوازي بیآن بر رشد  تأثیروFe2+  در فعالیت آنزیم الکل

ي نوترکیب در حضور این یون انجام شد و ها ، بررسی میزان تولید اتانل در سویه+NAD تأمینو  IIدهیدروژناز 
تولید اتانل توسط نهایی بازده . نشان داده شد هوازي بیدر شرایط  ها مثبت آن در بهبود رشد سویه تأثیر

  .بود% 9/83و % 7/86، %8/53به ترتیب  SR22 و SR1 ،SR21 يها سویه
  

  .باسیلوس سوبتیلیس، اتانل، سوخت زیستی، پیرووات دکربوکسیلاز، الکل دهیدروژناز :کلیدواژگان
  

  مقدمه -1
پیشرفت صنعتی  .حیات به انرژي نیاز داردبشر براي ادامه 

در حال حاضر  .استو اقتصادي نیز وابسته به انرژي 
ي ها سوخت ترین منبع انرژي مورد استفاده در جهان رایج

مشکلات متعددي استفاده از آنها با فسیلی هستند که 
 یت این منابع،محدودتوان به  میاز جمله . باشد میهمراه 

ي ها تقاضاي زیاد، گرانی و همچنین آلودگی
در نتیجه جایگزین کردن ]. 1[ اشاره کرد محیطی زیست
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ي زیستی تجدید ها ي رایج فسیلی با سوختها سوخت
پذیر یکی از موضوعات مورد علاقه دانشمندان در حال 

 2توده زیستاز  1براي تولید سوخت زیستی.  حاضر است
شامل  توده زیست. شود می ماده اولیه استفادهعنوان ه ب

ترکیبات سلولزي و نشاسته اي مشتق از گیاهان است  که 
سوختهاي ]. 2[ به فراوانی در محیط زیست موجود هستند

شامل  شوند عمدتاً میزیستی که اکنون در جهان تولید 
از % 89در حال حاضر بالغ بر . بیواتانل و بیودیزل است

با سوخت زیستی بیواتانل در کشورهاي آمریکا و برزیل و 
. شود میاي و نیشکر تولید  ترکیبات نشاستهاستفاده از 

است و سایر % 5سهم اروپا از تولید سوخت زیستی 
ه باقیماند% 5 کشورها شامل هند، تایلند و چین نیز تفریباً

دهد  میکه این اعداد نشان  طور هماناما . کنند میرا تولید 
پس  ،شودمیاز محل منابع غذایی تولید  بیشتربیواتانل 

از جمله منابع  ها توده سایر زیستضروري است که به 
استفاده . شودتولید اتانل توجه بیشتري  برايلیگنوسلولزي 

 ازتولید سوخت زیستی  براياز منابع لیگنوسلولزي 
حذف ضایعات  ،ارزان و فراوان بودن شاملمزایاي زیادي 

 شهري و کشاورزي و در عوض تولید محصولات 
  .]3[باشد  میارزشمند برخوردار 

تولید اتانل دو آنزیم پیرووات دکربوکسیلاز و  فراینددر 
ي ها ابتدا مونو ساکارید. الکل دهیدروژناز ضروري هستند

امبدن طی مسیرهاي  توده زیستحاصل از هیدرولیز 
به پیرووات تبدیل ) ED(انتنردادراف  یا) EMP(میرهاف 

سپس آنزیم پیرووات دکربوکسیلاز آنرا به . شوند می
استالدئید حاصل سوبسترایی براي . کند میاستالدئید تبدیل 

آن  NADHآنزیم الکل دهیدروژناز است که در حضور  
در میکرو  تولید اتانل. ]4[ کند میرا تبدیل به اتانل 

ي مختلفی بررسی شده است و تا به امروز ها ارگانیسم
 Saccharomyces cerevisiaeمخمر  ها بهترین تولید کننده

 .Zهر چند . هستند Zymomonas mobilisو باکتري 

                                                             
1 Biofuel 
2 Biomass 

mobilis  تواند اتانل تولید  میسرعت بالاتري  بازده وبا
اما محدودیت اصلی آن کوچک بودن دامنه  ،کند

سوبستراهاي قابل تخمیر شامل گلوکز، فروکتوز و 
ترکیبات لیگنوسلولزي شامل سه بخش . باشد میسوکروز 

و %) 35-25(سلولز  همی، %)50-30( سلولز: عمده هستند
 گیاهی توده زیست% 70 در کل حدود%). 20-10( لیگنین

اگر چه گلوکز . دهند میتشکیل  سلولز همیرا سلولز و 
مري  هتروپلی سلولز همیاما  ،سلولز است در مونومر اصلی

 متشکل از گزیلوز، آرابینوز، گلوکز، گالاکتوز و مانوز است
بالا به بازده ضایعات لیگنوسلولزي با  براي تبدیلپس  ].3[

که بتواند  استبه میکرو ارگانیسمی نیاز  ،سوخت زیستی
را تخمیر کند و با ابزار  ها این طیف گسترده از قند

مهندسی متابولیک به یک تولید کننده خوب اتانل نیز 
که  3در این راستا باسیلوس سوبتیلیس. ]5[شود تبدیل 

-میانتخاب مناسبی به نظر  ،یک باکتري گرم مثبت است

چرا که قادر است طیف وسیعی از قندها را مصرف  ؛رسد
 ماننددیگري  این باکتري خصوصیات مثبتعلاوه، ه ب. کند

ي بالاي ها پایین، و غلظت pHتوان رشد در دماي بالا، 
ي ترشحی ها از طرفی سیستم. داردنیز  نمک، قند و الکل

ي نوترکیب بیان ها شود تا پروتئینمیاین باکتري موجب 
 که شده در آن به خوبی به خارج سلول ترشح شوند 

باکتري را افزایش این کاربري صنعتی و بیوتکنولوژیک 
ي ژنومی و ها مطالعات قبلی با استفاده از داده. ]2[ دهدمی

نشان  NMRو  HPLC يها آنالیز محصولات با روش
قادر  هوازي بیاند که باسیلوس سوبتیلیس در شرایط  داده

 ،است گلوکز و پیرووات را به لاکتات، بوتان دي ال
  ]. 6،7[ استات و اتانل تخمیر کند

 Escherichiaمختلفی از جمله ي ها امروز باکتريتا به 

coli ،cyanobacteria ،B.subtilis و Geobacillus 

thermoglucosidasius ،اند  تولید اتانل مهندسی شده براي
ي دیگر که با توجه به پتانسیل بالاي تجزیه ها و باکتري

                                                             
3 Bacillus subtilis 
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یا اتوتروف بودن براي این منظور انتخاب   توده زیست
  .]12-8، 2[ اند شده

از مزایاي باسیلوس سوبتیلیس  گیري بهرهدر این مطالعه با 
هاي  ژنبا استفاده از سلولیتیک و باکتري به عنوان یک  

زیموموناس موبیلیس به عنوان یک تولید الکل از باکتري 
مهندسی شده ي ها سویه ،اتانلوژنیکهوموباکتري 

ساخته شدند و تولید اتانل باسیلوس سوبتیلیس با قابلیت 
ي تراریخته مورد مقایسه ها میزان تولید اتانل در این سویه

  . قرار گرفت
  
  ها مواد و روش -2
  ي مورد استفادهها ، پلاسمیدها و پرایمرها باکتري -2-1

شده در  استفاده يها و پلاسمید ها باکتري تماممشخصات 
باسیلوس . است گنجانده شده 1در جدول  این مطالعه

تولید الکل  برايدر این مطالعه  1WB600سوبتیلیس سویه 
عملیات کلونینگ در سویه  تمام. مورد استفاده قرار گرفت

E.coli DH5α ي ساخته ها سپس پلاسمید. انجام پذیرفت
استخراج  ®GeneAllشده توسط کیت استخراج پلاسمید 

شدند و براي ترانسفورماسیون باسیلوس سوبتیلیس مورد 
  .استفاده قرار گرفتند

هاي استفاده شده در این  همچنین لیست و توالی کلیه پرایمر
  .آورده شده است 2مطالعه در جدول 

  
  هاي ژنتیکی ساخت سازه -2-2
  (pHY-PA)پلاسمید حاوي اپرون تولید کننده اتانل  -2-2-1

کروموزومی از باسیلوس سوبتیلیس  DNAبراي استخراج 
. استفاده شد ®Rocheو زیموموناس موبیلیس از کیت 

مایع تهیه  LBها در محیط  کشت شبانه از این باکتري
گردید و از آن طبق دستورالعمل این کیت براي استخراج 

DNA  این . استفاده شدDNA  به عنوان الگو در روش

                                                             
1 Bacillus subtilis WB600 

 

PCR هاي مورد نظر مورد استفاده قرار  براي جداسازي ژن
و الکل ) pdc(هاي پیرووات دکربوکسیلاز  ژن. گرفت

از ژنوم باکتري زیموموناس موبیلیس، ) adh(دهیدروژناز 
تکثیر شدند   adhF,Rو  pdcF,Rهاي  به ترتیب با پرایمر

 pHY300PLKتکثیر شده و پلاسمید  pdcژن ). 2جدول (
برش داده  BamHIو   EcoRI  2محدودگرهاي  با آنزیم

بوسیله آنزیم  3شدند و محصولات آنها در واکنش اتصال
سپس پلاسمید به دست . لیگاز به یکدیگر متصل شدند

با  adhآمده در این مرحله و محصول تکثیر شده ژن 
برش داده شدند و با کمک  XbaI و BamHIهاي  آنزیم

منجر به تشکیل آنزیم لیگاز به یکدیگر متصل شدند که 
پلاسمید اخیر براي انجام .  گردید  (pHY-PA)پلاسمید

مورد استفاده  E.coliباکتري  5هاي مستعد سلول 4تراریختی
  .قرار گرفت

  
پلاسمید غیر فعال کننده ژن لاکتات دهیدروژناز  -2-2-2
)pDH-ldh(  

نوکلئوتیدي از درون ژن لاکتات  325یک قطعه 
تکثیر  ldhRو  ldhFهاي  دهیدروژناز با استفاده از پرایمر

هاي  سپس قطعه تکثیر شده پس از برش با آنزیم. شد
Hind III  وXbaI  در پلاسمیدpDH88 6سازي همسانه 

  . شد
  
پلاسمید غیر فعال کننده لاکتات دهیدروژناز و  -2-2-3

  )pDH-ldh-PA(اپرون تولید اتانل درج کننده 
کیلو بازي حاوي  9/2به این منظور یک قطعه ژنی به طول 

و  pdc Fهاي  اپرون تولید کننده اتانل با استفاده از پرایمر
adhR  و الگويpHY-PA  به وسیله آنزیمpfu DNA 

polymerase تکثیر شد .  

                                                             
2 Restriction enzyme 
3 Ligation 
4 Transformation  
5 Competent cells 
6 Cloning 
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  ي استفاده شدهها پلاسمیدها و باکتري  1 جدول
  سویه یا پلاسمید  ي عمدهها ویژگی  نبعم

  پلاسمیدها    
Takara Bio  E.coli-B.subtilis shuttle vector, Tetr Amr pHY300PLK   

]13[  Integration vector Cmr Amr pDH88 

 pHY300PLK carrying pdczmadhzm pHY-PA  مطالعه جاري

 PDH88 carrying ldhbs segment pDH-ldh  مطالعه جاري

 pDH-ldh carrying pdczm adhzm pDH-ldh-PA  مطالعه جاري

ها سویه      
  cloning host  E.coli DH5α 
 ptcc1718 Ethanologenic strain  Z.mobilis 
]14[  nprΔ aprAΔ eprΔbpfΔ mpr nprB  B.subtilis WB600 

 WB600 harboring pHY-PA B.subtilis SR1  مطالعه جاري

 WB600 ∆ldh B.subtilis SR2  مطالعه جاري

 SR2 harboring pHY-PA B.subtilis SR21  مطالعه جاري
 WB600 Δldh::pdc-adh B.subtilis SR22  مطالعه جاري

  

  پرایمرهاي استفاده شده در این مطالعه و توالی آنها  2 جدول
  نام پرایمر  توالی

ATTGAATTC CATATGAAGGAGG AGT AAG CAA TGA GTT ATA CTG TCG G  pdcF 
ATAGGATCCCTAGAG GAG CTT GTT AAC AGG CTT ACG  pdcR 
ATAGGATCCAAGGAGG GTA TAG CTA TGG CTT CTT CAA CTT TTT ATA TTC  adhF 
ATATCTAGACATATGTCAGA AAG CGC TCA GGA AGA GTT CTT CAA C  adhR 
ATAAAGCTTTCTTACGGAACATATGAAGACTGC  ldhF 
ATATCTAGACGTGTACGTTTTGAGGCGC  ldhR 
GTAGCTTTAATCGGAGCGGG  Knock ldhF 
GCGACATCGTATAACGTTACTGG  Knock ldhR 

  
 Hind IIIبا آنزیم محدود کننده  pDH-ldhسپس پلاسمید 

انتهاهاي چسبنده پلاسمید خطی حاصل به . هضم شد
به  dNTPو افزودن  pfu DNA polymeraseوسیله آنزیم 

درجه به انتهاي صاف تبدیل  72دقیقه در دماي  5مدت 
با انتهاي  pDH-ldhقطعه تکثیر شده و پلاسمید . شد

  واحد آنزیم 5صاف در یک واکنش اتصال با افزودن 
T4 DNA ligase  ر متصل شدندبه یکدیگ.  

  

   ي تولید کننده اتانلها ایجاد سویه -2-3
نوترکیب ساخته شده در این تحقیق همگی ي ها پلاسمید

و تعیین توالی مورد  هضم آنزیمی يها روشوسیله ه ب
به روش  pHY-PAسپس پلاسمید . یید قرار گرفتندأت

-pDH-ldhو  pDH-ldhو پلاسمیدهاي  1الکتروپوریشن

PA  در  باکتري  2ترانسفورماسیون طبیعیبه روش
Bacillus subtili WB600 ترانسفورم شدند.  

  

  ترانسفورماسیون باسیلوس سوبتیلیس با الکتروپوریشن - 2-3-1
 Guoqiang Caoابتدا براي تهیه سلول مستعد طبق روش 

                                                             
1 Electroporation 
2 Natural transformation 
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با اندکی تغییرات، از پیش کشت شبانه باکتري با  ]15[
OD600  به محیط  1/0اولیهLB پس از . مایع تلقیح شد

دقیقه روي یخ  10، ارلن به مدت  1به  OD600رسیدن 
 15به مدت  g 6000قرار داده شد و سپس باکتري در 

رسوب . سانتریفیوژ شد درجه سلسیوس 4دقیقه در دماي 
 5/0مانیتول (باکتري سه مرتبه در بافر الکتروپوریشین 

یسرول در گل% 10مولار مانیتول و  5/0مولار سوربیتول، 
شستشو داده شد و مراحل سانتریفیوژ طبق ) آب دیونیزه

مرحله به بافر الکتروپوریشین  ن در آخری. بالا تکرار شد
مولار ترهالوز اضافه شد و رسوب نهایی با غلظت  5/0

از  ng 150سپس . در این بافر حل شد OD/mL 40نهایی 
تنظیمات  .از سلول مستعد مخلوط شد Lμ 60پلاسمید با  

 ظرفیت : زیر براي دستگاه الکتروپوریشن اعمال شد

μF25 مقاوت ،Ω 200  میلی ثانیه 5و ثابت زمان حدود .
مولار سوربیتول به  5/0محتوي  LBلیتر  میلی 1پس از آن 

ساعت  6ي ترانسفورم شده اضافه شد و بعد از ها سلول
  .روي پلیت محتوي آنتی بیوتیک پخش شدند 1بازیابی

  
  ترانسفورماسیون به روش طبیعی -2-3-2
از  pDH88ترانسفورماسیون پلاسمیدهاي مشتق از  براي

 روشطبق روش ترانسفورماسیون طبیعی 
Anagnostopoulos بعد از رسیدن . ]16[ استفاده شد

 g 3000 دورها در  سلول =1OD600به  هاباکتریکشت 
 اًمجدد TF Iلیتر بافر  میلی 10در آوري و  جمع

 37در دماي ها در  سپس این سلول .سوسپانسیون شدند
گذاري گرما 6/2تا رسیدن به دانسیته  40با دور درجه 
اضافه شد و  TF IIبه   TF I محیطلیتر از  میلییک . شدند

با دور درجه  37در دماي گذاري  اساعت گرم 5/1بعد از 
40 ،300 ng  پلاسمید بهLμ 500  ازTF II اضافه شد .

ي ترانسفورم شده روي ها سپس بعد از بازیابی، سلول
  .شدندانتخاب  μg/mL 5پلیت محتوي کلرامفنیکل 

                                                             
1 Recovery   

 کشت باکتري و تخمیر -2-4

آگار  LBاز محیط ي تراریخته باسیلوس سوبتیلیس ها سویه
لیتر  میکروگرم در میلی 15( بیوتیک مناسب حاوي آنتی

 هاي سريپلاسمیدي حاوي ها تتراسیکلین براي سویه
pHY300PLK  لیتر کلرامفنیکل  میکروگرم در میلی 5و

 سري 2ي حاوي پلاسمید درج شوندهها براي سویه
pDH88)( ( در محیط مایعLB  به مدت یک شب کشت

سپس از کشت شبانه در محیط کشت مایع . داده شدند
LB-glucose 2% بیوتیک مناسب با  حاوي آنتیOD600 

هر آزمایش با اضافه کردن . ندتلقیح شد 5/0و  1/0اولیه 
FeSO4 (100 µM) در ها کشت. به محیط کشت تکرار شد 

 mL  100محتويدار  دربلیتري  میلی 100ي ها فلاسک
به  100rpmدرجه با دور  35محیط کشت در انکوباتور 

برداري جهت  نمونه. گذاري شدندگرماساعت  48مدت 
 24بعد از هر ، الکل و گلوکز (OD600)رشد  گیري اندازه

  .شد انجامساعت 
  
  یي سنجش کمها روش -2-5

 3گیري میزان دانسیته نوري میزان رشد باکتري با اندازه
)OD ( در طول موجnm600  میزان قند . شد گیري اندازه

طبق   مصرف شده با استفاده از کیت گلوکز اکسیداز
میزان اتانل تولید . شد گیري اندازهدستورالعمل سازنده 

 (GC)شده در هر آزمایش به روش کروماتوگرافی گازي 
شرایط انجام کروماتوگرافی گازي عبارتند . شد گیري اندازه

، FIDمتر، آشکارساز  25به طول cp-wax 57CB ستون : از
درجه سلسیوس، مدت   150ساز  گر و آشکار دماي تزریق

 1تزریق دقیقه با گاز هلیوم، و حجم  20زمان رانش 
براي محاسبه میزان الکل ابتدا منحنی استاندارد . میکرولیتر

درصد رسم  5/0ي معلوم با کنترل داخلی متانل ها نمونه
ي مورد ها شد و سپس بر اساس آن میزان الکل نمونه

  .شد گیري اندازهآزمایش با همان میزان متانل 
                                                             
2 Integrated plasmid 
3 Optical density 
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  ي آماريها روش -2-6
تکرار انجام شد و در این مطالعه هر آزمون با سه بار 

با استفاده از روش آنالیز واریانس  ها تجزیه و تحلیل داده
ANOVA  یک طرفه در سطح احتمالP˂0.05  صورت

رسم  2010اکسل  افزار با استفاده از نرم ها نمودار. گرفت
 GraphPad  5افزار شدند و آنالیز واریانس با استفاده از نرم

Prism انجام شد.  
  
  نتایج و بحث -3
  ي تولیدکننده اتانلها ساخت سویه -3-1

پلاسمیدهاي ساخته شده پس از استخراج از میزبان  تمام
،  در ژل آگارز از نظر وزن E.coliهمسانه سازي یعنی 

 A-1هاي  شکل( .مولکولی با پلاسمید اولیه مقایسه شدند
و آنزیمی هضم روش طور پلاسمیدها با  و همین) B-1و 

به روش  pHY-PAسپس . یید شدندأتتعیین توالی 
سویه . ترنسفورم شد WB600الکتروپوریشن در سویه 

که مقاوم به تتراسیکلین است از طریق   SR1حاصل یعنی 
) A-1شکل . (استخراج پلاسمید مورد تایید قرار گرفت

از طریق ترانسفورماسیون طبیعی  SR22و  SR2ي ها سویه
. ل شدندحاص pDH-ldh-PAو  pDH-ldhپلاسمیدهاي  

در محل  طمینان از درج شدن این پلاسمیدهابراي ا
و  SR2ي مقاوم به کلرامفنیکل، ها صحیح، ژنوم سویه

SR22، ي طراحی شده از ها استخراج شد وبا پرایمر
دست ناحیه هومولوگ، یعنی  نواحی بالادست و پایین

تکثیر  Knock ldhF, R یا همان 2شکل  4و  3پرایمرهاي 
به نحوي طراحی شد که تنها به ژنوم  3پرایمر. انجام شد

باکتري در ناحیه بالادست ناحیه هومولوگ متصل شود و 
درون پلاسمید  lacIفقط به ناحیه اي درون توالی  4پرایمر 

PDH88  پس چنانچه پلاسمیدهاي . شود میمتصلpDH-

ldh  وpDH-ldh-PA داخل ژنوم باکتري درج شوند، 
. تکثیر به وسیله این دو پرایمر صورت گیرد رود یمانتظار 

با  PCRجفت بازي از طریق  800تکثیر قطعه حدود 

 براي. کند مییید أژنوم، محل صحیح درج شدن را ت
قطعات تکثیر شده از هر دو سویه تعیین  ،اطمینان بیشتر

توالی ناحیه تکثیر شده را نشان  3شکل  .توالی شدند
توالی با ژنوم باسیلوس  1همردیفی سپس. دهد می

محل صحیح درج شدن را  pDH88سوبتیلیس وپلاسمید 
الکترو فورز ژل آگارز و تکثیر قطعه  C 1 شکل. یید کردأت

نماي شماتیک ناحیه مورد B  و A -2مورد انتظار و شکل 
 2که در شکل  طور همان. دهد مینظر جهت تکثیر را نشان 

 pDH-ldh-PA و pDH-ldhپلاسمیدهاي  شود  میمشاهده 
از طریق یک کراسینگ اور واحد  2با مکانیزم کمپ بل

، SR2از این طریق در سویه . ]17،18[ شوند میوارد ژنوم 
به هم  pDH-ldhبا وارد شدن پلاسمید  ldhتوالی ژن 

ریخته و در نتیجه محصول پروتئینی این ژن تولید نخواهد 
صورت   ldh ژنباز هم بیان  SR22از طرفی در سویه . شد

بار در سازه وارد شده دو ژن  اما این ،نخواهد گرفت
. اند پیرووات دکربوکسیلاز و الکل دهیدروژناز وارد شده

دهی ژنوم بعد از  که در نماي شماتیک سازمان طور همان
) B-2شکل (شود  میمشاهده  pDH-ldh-PAدرج شدن 

ها در سویه جدید به نحوي است که  ترتیب این ژن
دو ژن دو پروموتر وافع شده، هم پروموتر دست این  بالا

که با  Pspacخود ژن لاکتات دهیدروژناز و هم پروموتر 
IPTG  شود میالقا.   

  
  بررسی میزان رشد باکتري و تخمیرالکلی -3-2

تواند گلوکز  می هوازي بیباسیلوس سوبتیلیس در شرایط 
را به محصولاتی همچون لاکتات، استات و بوتان دي ال 

در  هوازي بیدر شرایط  WB600رشد سویه . متابولیزه کند
شرایط هوازي است اما تا محیط فوق کمتر از رشد در 

حذف ژن لاکتات . یابد میادامه  =2OD600ه رسیدن ب
موجب تغییر  SR22و  SR2ي ها دهیدروژناز در سویه

  . کند متابولیسم باکتري شده و در رشد آن اختلال ایجاد می
                                                             
1 Alignment 
2 Campbell-like 
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همان پلاسمید به ترتیب استخراج شده از  3و  2، ستون E.coli DH5αاستخراج شده از سویه  pHY-PAپلاسمید  1ستون  - A  1 شکل

B.subtilis SR1  وB.subtilis SR21 ، پلاسمید  4ستونpHY300PLK  مارکراندازه 5به عنوان کنترل و ستون .B -  پلاسمید  1ستون
pDH-ldh-PAT پلاسمید  2، ستونpDH-ldh پلاسمید  3، ستونpDH88  مارکر اندازه 4و ستون .C-  2مارکر اندازه، ستون  1ستون - 

مارکر  -Dو  SR22از سویه  4و  3قطعه تکثیر شده توسط پرایمرهاي  3و ستون  SR2 از سویه 4و  3هاي  قطعه تکثیر شده توسط پرایمر
  .اندازه که اندازه هر باند آن نشان داده شده است

  
  

  
در محل ناحیه هومولوگش درون  pDH-ldhسازماندهی ژنوم باسیلوس سوبتیلیس قبل وبعد از درج شدن پلاسمید ) A(راست  2 شکل

-PAسازماندهی ژنوم باسیلوس سوبتیلیس قبل  وبعد از درج شدن پلاسمید  - ) B(چپ.ژن لاکتات دهیدروژناز در داخل ژنوم باکتري
pDH-ldh در محل ناحیه هومولوگش درون ژن لاکتات دهیدروژناز در داخل ژنوم باکتري.  

  
  

  
  Knock ldhF, R توسط جفت آغازگر  SR22و  SR2هاي  توالی ناحیه تکثیر شده از ژنوم  سویه  3 شکل
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در این شرایط باکتري در بهترین شرایط حداکثر به 
8/0OD600= ساعت وارد فاز سکون  24رسد و بعد از  می

آنزیم لاکتات دهیدروژناز مستقیما . شود میو سپس مرگ 
یک مولکول پیرووات را به لاکتات احیا و به ازاي آن یک 

 تأمینکند و با  میاکسیده  +NADرا به  NADHمولکول 
NAD+  کند،  میایفا  هوازي بینقش مهمی را در متابولیسم

دچار یک نقص اساسی  هوازي بیپس در نبود آن رشد 
قبلی نشان داده بودند که مسیر مطالعات . ]18[شود  می

طبیعی تولید اتانل در باسلوس سوبتیلیس به صورت 
هاي  که بیان ژن رود میانتظار . ]2[ کند میکارآمد عمل ن

از باکتري  IIپیرووات دکربوکسیلاز و الکل دهیدروژناز 
زیموموناس موبیلیس در این باکتري راندمان تولید الکل را 

نقصی که در رشد   +NAD ینتأمافزایش دهد و از طریق 
بیهوازي باکتري در اثز حذف ژن لاکتات دهیدروژناز 

دهد که رشد  مینشان  4شکل . بوجود آمده را جبران کند
نسبت به  LB/GLCدر محیط  SR22و  SR21ي ها سویه

در  تقریباً ها این سویهگیرد و  میصورت کندتر SR1 سویه 
8/0OD600=  میزان کاهش د، این نرس میبه فاز سکون

. ]6[ است ن نیز نشان داده شدهارشد در نتایج سایر محقق
 IIمطالعات قبلی نشان داده اند که آنزیم الکل دهیدروژناز 

از ]. 19،20[ دارد +Fe2براي فعالیت خود احتیاج به یون 
رسد نقص ایجاد شده در رشد باکتري در  میرو به نظر  این

ناشی از عدم فعالیت بهینه این آنزیم و در  LB/Glcمحیط 
لازم براي ادامه مسیر گلیکولیز  +NADنشدن  تأمیننتیجه 
ي ها لذا بررسی بیشتر تولید اتانل و رشد سویه. باشد

 100نوترکیب در همان محیط کشت و با افزودن 
که در  طور همان. صورت گرفت FeSO4میکرومولار نمک 

میکرو مولار  100افزودن  شود،  میمشاهده  4شکل 
 98و  71، 26سولفات آهن به محیط کشت موجب بهبود 

ي مورد بررسی در شرایط ها درصدي  در رشد سویه
. یید کردندأت را ها بینی پیش ،شد و نتایج حاصل هوازي بی

شد ردر سویه خود نقصی که در  ]2[رومرو و همکارانش 
فاق باکتري به علت حذف ژن لاکتات دهیدروژناز ات

افتد را ناشی از نقش این آنزیم در اکسیداسیون  می
NADPH  وNADH این تیم مدعی هستند چون . دانستند

است ولی  +NADP تأمینژن لاکتات دهیدروژناز عامل 
کند و  تأمینتواند این کوانزیم را  میالکل دهیدروژناز ن

کند، بنابراین رشد باکتري و  می تأمینرا  +NADتنها 
  . شود میمصرف گلوکز دچار اختلال 

  

  
و خط نارنجی صاف به  ●، *. گلوکز% 2حاوي  LBهوازي در محیط  در شرایط بی  B.subtilisهاي نونرکیب  منحنی رشد سویه  4 شکل

 SR22و SR1 ،SR21هاي  به ترتیب نشان دهنده میزان رشد سویه ◊، ▲،■دهند و  نشان می SR22و SR1 ،SR21هاي  ترتیب سویه
  .میکرومولار سولفات آهن 100گلوکزو % 2حاوي  LBباشند در محیط  می
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به همین علت با همسانه سازي یک ترانس هیدروژناز که 
کند، توانستند  برقرار می NADP +و +NADتعادلی را بین 

بهبود   %22هوازي در حدود  رشد باکتري را در شرایط بی
اما در مطالعه مورد نظر در ترکیب محیط کشت . ببخشند

از یون آهن استفاده نشده و نقش این یون در عملکرد 
آنزیم الکل دهیدروژناز نادیده گرفته شده و این امر 

  .سازد با نتایج آنها مشکل می را مقایسه تحقیق حاضر
 SR22 و SR21ي ها بر رشد سویه +Fe2به طور کلی اثر 

تر  قابل توجه ،که فاقد آنزیم لاکتات دهیدروژناز هستند
به علت وجود لاکتات  SR1چرا که در سویه  ؛است

 تأمینمورد نیاز جهت رشد باکتري  +NADدهیدروژناز 
ي ها از سویه بیشتر SR1به طور کلی رشد سویه . شود می

SR21 و SR22 است ولی به علت فعالیت لاکتات
دهیدروژنازو رقابت آن با پیرووات دکربوکسیلاز بازده 

م نقش غر علی. تولید اتانل در این سویه کمتر است
نسبت به دو سویه  SR1در رشد سویه  +Fe2 تر رنگ کم

درصدي بازده  اتانل را 17دیگر، نقش این ماده در افزایش 
که SR22  و SR21ي ها در سویه. توان نادیده گرفت مین

مشکل دارند، افزودن یون فروس رشد را  +NAD تأمیندر 
بخشد واز طریق افزایش تعداد  میدرصد بهبود  98و  71

هاي تولید کننده و افزایش فعالیت آنزیم الکل  سلول
درصدي بازده تولید  42و  10دهیدروژناز موجب بهبود 

   .شود می ها الکل در این سویه
هاي  ساعت در سویه 48میزان الکل تولید شده بعد از 

با روش  SR22و  SR1 ،SR21مهندسی شده 
گیري شد و میزان تولید با  کروماتوگرافی گازي اندازه

براي محاسبه . به عنوان کنترل مقایسه شد WB600سویه 
تولید الکل با توجه به اینکه هر مولکول گلوکز قادر  1بازده

رود به ازاي هر  مولکول اتانل است، انتظار می 2به تولید 
w/v)(1 % گلوکزw/v)(51/0 % اتانل در محیط کشت تولید
بر همین اساس بازده تولید الکل با معادله میزان . شود

                                                             
1 Yield  

 الکل تولید شده نسبت به میزان الکل مورد انتظار محاسبه
  . شد

میزان مصرف گلوکز، میزان تولید اتانل و در  3جدول 
 48ها را در مدت  وري هر یک از سویه نهایت بازده و بهره

مشاهده  5طور که در شکل  همان. دهد ساعت نشان می
. ناچیز است WB600شود میزان تولید الکل در سویه  می

در  SR22و  SR1 ،SR21هاي  هاي مهندسی شده سویه
گلوکز و فاقد سولفات آهن،  20(g/L)اوي محیط کشت ح

اتانل  9/0و g/L(7/4 ،6/1(ساعت به ترتیب  48بعد از 
 5کنند و بازده مطابق آنچه است که در شکل  تولید می

ها در محیط حاوي سولفات  همین سویه. شود مشاهده می
هوازي  آهن به علت بهبود قابل توجهی که در رشد بی

کنند به نحوي که  الکل تولید میوري بالاتري  دارند با بهره
  .کنند گرم در لیتر اتانل تولید می 5/1و  1/3، 5/5به ترتیب 

هاي  رسد ضعف اصلی سویه از آنجا که به نظر می
هوازي است، تأثیر  نوترکیب عدم رشد بهینه در شرایط بی

  .افزایش سایز تلقیح بر میزان تولید اتانل نیز سنجیده شد
  

 
ساعت رشد توسط  48بازده تولید اتانل بعد از   5 شکل

در هر . SR22و  SR1 ،SR21، )کنترل( WB600هاي  سویه
حاوي  LBمربوط به محیط ) قرمز( سویه ستون سمت راست

میکرومولار سولفات آهن و ستون سمت  100گلوکزو % 2
گلوکز % 2حاوي  LBمربوط به محیط ) آبی(چپ 

  )P˂0.0001(.باشد می
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وسویه کنترل در محیط  SR22 و  SR21, SR1تولید الکل توسط سه سویه مهندسی شده وري بهرهمقایسه میزان ، بازده و   3 جدول
 ي فاقد و حاوي یون فروسها کشت

  وري بهره
  )ساعت/لیتر/گرم(

  بازده
(%)  

  اتانل تولید شده
  %)گرم(

  میزان اتانل مورد
  %)گرم( انتظار

  میزان قند مصرف
  %)گرم(شده 

  سویه

LB/Glc/Fe2+  LB/Glc  LB/Glc/Fe2+LB/Glc  LB/Glc/Fe2+  LB/Glc  LB/Glc/Fe2+  LB/Glc  LB/Glc/Fe2+ LB/Glc   
0.004 0.002 1.86 1.27 0.01 0.01 1.02 1.02 2.0 2.0 WB600 
0.114 0.098 53.82 45.99 0.55 0.47 1.02 1.02 2.0 2.0 SR1 
0.064 0.033 86.66 78.28 0.31 0.16 0.35 0.20 0.7 0.4 SR21 
0.031 0.019 83.87 58.70 0.15 0.09 0.17 0.15 0.35 0.3 SR22 

  
دهد افزایش سایز تلقیح به  مینشان  6گونه که شکل  همان

موجب افزایش تولید اتانل  SR21تنها در سویه % 5
ي تأثیرافرایش سایز تلقیح  بنابراین به طور کلی. شود می

بررسی  در. تولید اتانل نداردو بازده  ها بر بهبود رشد سویه
انجام دادند در  ]2[ مشابهی که رومرو و همکارانش

مدت زمان مشابه مقدار  سویه مهندسی شده دربرترین 
بنابراین میزان . بوده است g/L)(2 تقریباًاتانل تولید شده 

ي ها ي حاوي پلاسمید از سویهها اتانل تولید شده در سویه
رسد این افزایش بیان  میبه نظر . ن بیشتر استااین محقق

طور بیان  ي ژن و همینها به علت افزایش تعداد نسخه
نیز یک پروموتر قابل القاء  SR22در سویه . بیشتر ژن باشد

. است در بالادست اپرون تولید الکل واقع شده IPTGبا 
اي  میزان تولید از محل این پروموتر در حد قابل ملاحظه

خود ژن لاکتات  هوازي بی نسبت به بیان از محل پروموتر
نشان داده  ها داده( است دهیدروژناز افزایش پیدا کرده

ي ژن و همچنین ها بنابراین افزایش تعداد نسخه). اند نشده
افزایش بیان از طریق به کار گرفتن یک پروموترقابل القاء 

توانند نقش به سزایی در بالا بردن راندمان تولید الکل  می
در مطالعه رومرو و همکارانش مقدار نهایی  .داشته باشد

گرم در لیتر رسیده که  9/8روز به  9تولید الکل بعد از 
. بیشترین مقدار گزارش شده در باسیلوس سوبتیلیس است

 72در بررسی حاضر با توجه به اینکه باکتري بعد از 
شد و تفاوت چشمگیري در  میساعت وارد فاز مرگ 

روند تولید  نشد،میزان تولید در روز دوم و سوم مشاهده 
  . داده نشداتانل بیش از سه روز ادامه 

هاي بیوتکنولوژي و تولید فراینددیگر در  از سوي
 ي زیستی مقوله زمان هم مقوله ارزشمندي استها سوخت

بر حسب  1وري بهرهپس با در نظر گرفتن زمان، اگر  .]12[
 شود که مشاهده می، شودبازده تولید در ساعت محاسبه 

این میزان افزایش در مقدار تولید اتانل هر چند از نظر 
 وري بهرهاما  ،بازده نسبت به مقدار نظري ارزشمند است

 SR1 ،SR21ي ها اما در سویه ؛است g/L/h (041/0(آن 
و  064/0، 114/0وري به ترتیب  مقادیر بهره SR22و

گرم در لیتر در ساعت بوده و دور نماي کاربردي  031/0
  .ندخوبی دار

 

  بندي نتایج جمع -4
ي  بالقوه اي که ها باکتري باسیلوس سوبتیلیس با توانمندي

ي زیستی به ها تولید سوخت برايدارد میزبان مناسبی 
نوترکیب در این مطالعه با راندمان ي ها سویه. آید میشمار 

مناسبی نسبت به مطالعات قبلی اتانل تولید  وري بهرهو 
 وري بهرههر چند بیشترین بازده و بیشترین . کنند می

بود اما محدودیت  SR21و SR1 ي ها مربوط به سویه
ي حاوي پلاسمید در بیوتکنولوژي به علت ها کاربرد سویه

بیشتر  SR22شود سویه  میمسائل زیست محیطی موجب 
در مطالعات قبلی در باکتري اشرشیا . مورد توجه قرار گیرد

کلی نیز نشان داده شده بود که درج شدن اپرون تولید 
اتانل درون ژنوم باکتري موجب کاهش تولید الکل 

  . ]21[ شود می

                                                             
1 Productivity 
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 100گلوکزو % 2حاوي   LBدر محیط  SR22و  SR1 ،SR21 هاي مقایسه بازده و غلظت تولید اتانل توسط سویه  6شکل 

  )P˂0.0001(%.5و % 1میکرومولار سولفات آهن در شرایط تلقیح اولیه 
  

اثر بار متابولیک پلاسمید بر که دهد  میاین نتایج نشان 
ي ژن و مقدار ها تر از تعداد نسخه رشد باکتري کم اهمیت

از سوي دیگر با  .ز محل یک پروموتر قوي استبیان ژن ا
در نظر گرفتن کاربرد نهایی سویه نوترکیب در تولید اتانل 
ازضایعات لیگنوسلولزي که به کندي و با غلظت کم 

 SR22دهند، سویه  میگلوکز را در اختیار باکتري قرار 
رسد، چرا که با کمتر شدن میزان  میگزینه مطلوبی به نظر 

دسترس باکتري جهت تخمیر در صورت بالا قند اولیه در 
و راندمان  وري بهرهاختلافات  ها همه سویه 1بودن کفایت

  . کمتر خواهد شد
محاسبه شده در قسمت نتایج،  وري بهرهنظر از  صرف

کوتاه شدن زمان تولید از نقطه نظرکاهش میزان مصرف 
تواند حائز اهمیت  میانرژي لازم براي کشت باکتري نیز 

نابراین تولید سوخت زیستی اتانل توسط سویه ب ؛باشد
SR22  وري بهرهبا )g/L/h (031/0  نسبت به سویه 

BS37]2[  وري بهرهبا )g/L/h(041/0 تواند توجیه  می
  .اقتصادي بهتري داشته باشد

  

                                                             
1 Efficiency 
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