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 چکیده

 بیرای  موفی   راهکارهیای  از یکیی  10Q کوآنزیم تولید افزایش برای میکروبیهای سویهدر  ایجاد جهش

Gluconobacter oxydans وسییهه بیه  10Q رو در این پژوهش تولید کوآنزیمایناز. باشدمی سویه توسعه

H621   شدهایجاد جهش شیمیایی با ماده نیتروزوگوانیدین با استفاده از روش سطح پاسخ بررسی راه از 

و  لیتیر  میهیی گرم بیر  میهی 79/2 -21/4ها )ر غهظتایجاد جهش از ماده نیتروزوگوانیدین دبرای . است

یی  ریرم مرکیر مرکیزی     وسییهه  بیه که  استفاده شد دقیقه  89/11 -12/33) های مختهف تیمارزمان

میکروگرم بر  160قابهیت رشد در محیط حاوی راه یافته از های جهشسویهتشخیص  .رراحی شده بود

و وزن خشی    10Q یافته از لحاظ تولید کیوآنزیم های جهشسویهگرفت. سپس  منادیون انجاملیتر میهی

و بیاتتر   از نیتروزوگوانییدین  لیترمیهیگرم بر میهی 4در غهظت  نشان داد که نتایج .شدندبررسی سهولی 

گرم بر میهی 79/2در غهظت  یافتهجهشهای بیشترین تعداد کهنی حاصل نشد.ای یافتههیچ سویه جهش 

 غهظیت  رور مشخص شد کههمین به دست آمد.دقیقه  5/22 تیمارلیتر از نیتروزوگوانیدین و زمان میهی

ای یافتهجهشسویه  .چندانی نداشتتأثیر  کردنتیمار زمانبود ولی مؤثر  زاییجهش نیتروزوگوانیدین بر

برابر بیشیتر   2/2گرم بر لیتر تولید داشت که میهی 2/5بود،  10Q کوآنزیمکه قادر به تولید بیشترین مقدار 

وسییهه  بیه شیود کیه بیا القیای جهیش      گیری مینتیجهنتایج این پژوهش، براساس  از سویه والدینی بود.

ای را ایجیاد  یافتیه جهشهای سویه  Gluconobacter oxydans H621توان در سویه مینیتروزوگوانیدین 

 بیشتری نسبت به سویه والدینی باشند. 10Q قادر به تولید کوآنزیمکرد که 
 

 .Gluconobacter، ، نیتروزوگوانیدین، جهش، روش سطح پاسخ10Q کوآنزیم :واژگانکلید
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 مقدمه -1
 که است لیپیدها در محهول اکسیدانآنتی تنها 10Qکوانزیم 

 از غشیاها  همیه  در تقریبیا   و شودمی تولید انسان وسیههبه

 کیم  بسییار  چگالی با هایلیپوپروتئین تا میتوکندری یغشا

 و هیا لیپیوپروتئین  از توانید می این مولکول شود.می یافت

 اکسیییداتیو آسیییر و پراکسیداسیییون برابییر در لیپیییدها

 هیای اکسیدانآنتی کنار در 10Qکوانزیم  [.1] کند محافظت

 آزاد هییایرادیکییال بییا ،E و C ویتییامین ماننیید دیگییری

 بیا . کنید میی  مقابهه میتوکندریایی هایواکنش از شدهتولید

 آن، فیزیولیوییکی  اهمیت و شماربی عمهکردهای به توجه

 منجر تواندمی 10Qکمبود کوانزیم  که نیست تعجر جای

 سییایر در 10Qکییوانزیم  .شییود زیییادی هییایبیمییاری بییه

 سیولفید،  اکسیداسییون  جمهیه  از فیزیولوییکی، فرایندهای

 و هیا پروتیون  انتقال و میتوکندری منافذپذیری نفوذ تنظیم

؛ 2] دارد نقیش  بیولیوییکی  غشیاهای  از خلال یون کهسیم

 صنایع در 10Qکوانزیم  برای کاربردها از وسیعی ریف. [3

که تمایل زیادی بیرای  است سبر شده آرایشی  و دارویی

در اواخر دهه  تولید آن در مقیاس انبوه وجود داشته باشد.

کرین برای اولیین بیار توانسیت کیوانزیم      ، فردری 1950

10Q زمیان بیه بعید،    آن از. کنید  جیدا  گاو قهر ی  از را 

بیر سیه روش    10Qهای صنعتی برای تولید کوانزیم تلاش

 تخمییر  و شییمیایی نیمیه  سینتز  حیوانی، بافت استخراج از

در روش تخمیر میکروبی،  [.4] است استوار بوده میکروبی

. مقدار اندشدهسنجش و بررسی های مختهفی سویهتاکنون 

ریور  بیه هیای وحشیی   وسیهه سیویه به 10Qتولید کوانزیم 

 راهکارهیایی مختهفیی   رواز این. باشدنمیچشمگیر عمده 

اییین  وسیییههبییه 10Qافییزایش تولییید کییوانزیم    بییرای

. برخیی از ایین   [5] اسیت شیده  ها اسیتفاده  میکروارگانیزم

 کننیده، تولیید هیای  سیویه ایجاد جهش در  راهکارها شامل

هیای  سازهای مناسر به محیط کشت بیاکتری پیش افزودن

کننیده  تولیید های متابولی  و بیان ین مهندسی کننده،تولید

 و E.coliهییای میزبییان ماننیید  در بییاکتری 10Qکییوانزیم 

بهبیود   راه از 10Qتولیید کیوانزیم    عمهکرد بهبودنهایت در

 .[6] باشدمی شرایط رشد

 کیوآنزیم  تولیید  افزایش برای هاسویهدر  جهشایجاد 

10Q جهیت  سیویه  توسیعه  بیرای  موفی   هیای راه از یکی 

 که یایافتهجهشهای سویه تشخیص. است صنعتی مقاصد

هیای  از راهاست،  در آنها افزایش یافته 10Q کوآنزیم تولید

 10Q کیه کیوآنزیم  جیایی   آناز گییرد.  میی  انجام مختهفی

هیای  مهارکننیده باشد، افیزودن  میجزئی از زنجیره تنفسی 

 10Q هیای مسییر بیوسینتز کیوآنزیم    مهارکننیده تنفس و یا 

تواند از رشید بیاکتری جهیوگیری کنید. بنیابراین بایید       می

مقیادیر   توانید را جستجو کرد که ب اییافتهجهشهای سویه

 در محیط کشیت را تولید کرده و  10Q باتتری از کوآنزیم

 [.7کند ]رشد  هامهارکنندهاین  حاوی

 10Q در ایییییین پیییییژوهش تولیییییید کیییییوآنزیم 

ایجییاد راه از   Gluconobacter oxydans H621در

بیا اسیتفاده از    بیا میاده نیتروزوگوانییدین    جهش شییمیایی 

عیلاوه بیر   تیا   مورد بررسی قرار گرفت روش سطح پاسخ

دستیابی به ی  سویه جهش یافته که قادر به تولید مقیادیر  

نسبت به سیویه والیدینی باشید،     10Q بیشتری از کوآنزیم

در ایجیاد جهیش   مؤثر هر ی  از عوامل تأثیر میزان بتوان 

را   ظت ماده جهیش زا و زمیان تیمیار کیردن    )غه شیمیایی

 .دادمورد تحهیل آماری قرار 

 

 هاروش و مواد -2
شیده  اسیتفاده باکتری های کشت: میکروارگانیزم و محیط

 از Gluconobacter oxydans H621، در این پیژوهش 

  PTCC) هییای صیینعتینیزممرکییز کهکسیییون میکروارگییا

)گهیوکز   GYCکشیت  این سویه بر محیط خریداری شد. 

گیرم بیر لیتیر، کربنیا       10گرم بر لیتر، عصاره مخمر  50

-2گرم بر لیتر  به مد   25گرم بر لیتر و آگار  30کهسیم 

بیرای  و  نگهیداری داشیت  قابهییت  ماه در دمای یخچال  3

درجیه سیانتیگراد    -70 مد  آن از دمایروتنینگهداری 

گیرم بیر لیتیر     20کشیت حیاوی   پییش محیط شد.  استفاده
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گیرم بیر لیتیر     3، گرم بر لیتر عصاره مخمیر   3سوربیتول، 

 تیر یل بیر  گیرم  110 یحیاو  دیی تول کشیت  طیمحی پپتون و 

 تیر یل بیر  گرم 35 مخمر، عصاره تریل بر گرم 25 تول،یسورب

 تیر یگیرم بیر ل   55/0 و 4PO2KH تیر یل بر گرم 5/0 پپتون،

4MgSO 250 یهیا فلاسی  در  هیا شیآزما همه. [8] بود 

 pH 5/6کشیت بیا    طیمح تریلیهیم 100 یحاو یتریلیهیم

ساعت در  40ها به مد  ، فلاس حیانجام شد. پس از تهق

در  180rpmدرجییه سییانتیگراد بییا سییرعت     30دمییای 

ساعت  40بعد از  10Qانکوباتور نگهداری شدند. کوآنزیم 

 فاز سکون استخراج شد.آغاز در 

شیده در ایین   استفادهبافر های ترکیر :زاییجهشبافر 

 :باشید میی زایی به ایین صیور    جهشر پژوهش با نام باف

 4HPO2K ،42گیرم  میهیی  4PO2KH ،122گرم میهی 125

،  O2H.22CaClگیرم  میهیی  O2H.74MgSO ،6گرم میهی

، O2H.42lMnCگییرم میهییی 3FeCl ،6/0گییرم میهیی  48/0

  Cl4NHگرم میهی O2H.24NaMoO ،134گرم میهی 2/0

   [.9] 5/6برابر با  pH لیتر آب مقطر با 1و 

از  H621ایجیاد جهیش در سیویه    بیرای   :زاییجهش

-NTG (N-methylزای نیتروزوگوانییدین ییا   جهشماده 

N’-nitro-N-nitrosoguanidine .یین  بیه ا   استفاده شد

ساعته باکتری که در  18کشت محیط از لیتر میهی 2منظور 

و استفاده شد است، تیگراد رشد کرده درجه سان  30دمای 

سانتریفوی شید.   دقیقه 10به مد   rpm  12000سرعتبا 

 زاییی جهیش بار با بافر  2 کردن رسوب سهولی،جدابعد از 

ها با غهظت نییم  باکتریشستشو داده شد. پس از شستشو، 

، سوسپانسیون شدند. پس از زاییجهشم  فارلند در بافر 

هییای مختهفییی از  غهظییتتهیییه سوسپانسیییون بییاکتری،  

تأثیرگییذاری هییای مختهییف  نیتروزوگوانیییدین در زمییان 

روش سطح پاسخ استفاده به  ررم مرکر مرکزیاساس بر

کیردن  رقیی  وسییهه  بیه سیپس واکینش   .  1)جدول  شدند

ب متوقف شد. بعد از این با آ 1:10به نسبت سوسپانسیون 

انجیام شید و    زاییی جهیش بار شستشو بیا بیافر    2مرحهه، 

 زاییییجهییشدر بییافر دوبییاره نهایییت رسییوب بییاکتری در

لیتر از سوسپانسیون را بیه  میهی 1 سوسپانسیون شد. سپس

کشیت کیه   پییش لیتر محیط کشیت  میهی 5های حاوی لوله

یتر از منادیون بیود، اایافه   لمیهیمیکروگرم بر  160حاوی 

 72درجیه سیانتیگراد بیه مید       30ها در دمیای  لولهشد. 

لیتر از محتیوای  میهی 1/0ساعت گرماگذاری شدند. سپس 

کشت داده شد. بعد از منتقل و  GYCهای ها به پهیتلوله

یافتیه  جهیش هیای  سیویه ها جهت رشید  پهیت ساعت، 72

هیا  بیه رشید در پهییت    هایی که قادر . کهنیشدندبررسی 

یافته مناسر انتخاب شیدند و تولیید   جهشعنوان بودند، به

 [.9] شددر آنها بررسی  10Qکوآنزیم 
اسیتخراج  بیرای  : 10Qاستخراج و سنجش کووآنزیم  

 40لیتییر از محیییط کشییت میهییی 1نخسییت  10Qکییوآنزیم 

بیه   rpm 12000با سیرعت   production cultureساعته

هیا جیدا شیوند    تا سیهول شدند دقیقه سانتریفوی  20مد  

میکرولیتییر از  450سییپس بییا آب مقطییر شستشییو داده و  

سیاعت در دمیای اتیاق    نیمافزوده و   cell lytic Bمحهول

ها شکسته شوند. عمل استخراج در نگهداری شد تا سهول

 900نخسیت  صیور  کیه   بیه ایین   . شید دو مرحهه انجام 

بیه   3-5پروپانول بیا نسیبت   2 -ز حلال هگزانمیکرولیتر ا

دقیقیه بیا    5پهت حاصیل از سیانتریفوی افیزوده و پیس از     

دقیقه سانتریفوی شد. بعد  5به مد   rpm 12000سرعت 

بییه  10Qاز سییانتریفوی، بخییش بییاتیی حییاوی کییوآنزیم   

هیا در معیر    های تمیز منتقل شید. سیپس تییوب   تیوب

هیا  داده شدند تا حیلال هوای آزاد و دمای آزمایشگاه قرار 

بیرای  بیاقی بمانید.    10Qبخار شده و پودر حاوی کوآنزیم 

میکرولیتیر   500، پودر حاصیل را در  10Qسنجش کوآنزیم 

میکرولیتر از آن بیه   20حل کرده و  HPLC gradeاتانول 

  تزریی  شید.   HPLC (Agilent 1120, USAدسیتگاه  

 بیا ابعیاد    Thermo scientist C18 شیده ستون اسیتفاده 

(250 mm× 4.5 mm× 5 µm) شییده بییه  متصییل

  بیا  30: 70بود و فاز متحرک اتانول: متانول ) UVدتکتور

در  10Qلیتر بر دقیقه بیود. کیوآنزیم   میهی 1سرعت جریان 

ترسییم  بیرای   [.10]نانومتر شناسایی شید   275رول موج 
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اسیتاندارد نییز بیا     10Qکیوآنزیم   منحنی استاندارد، نمونیه 

با درجیه   HPLCو مخصوص  CAS 0-98-303شماره 

آلییدریچ  -درصیید از شییرکت سیییگما 98خهییوص بییاتی 

 .شداستفاده  خریداری و

کووآنزیم   و ظرفیت ویوهه  تعیین وزن خشک سلولی

10Q  :  10همزمان با استخراج کیوآنزیمQ ،1  لیتیر از  میهیی

محیط کشت را  نیز جهت تعیین وزن خشی  سیهولی بیا    

دقیقه سانتریفوی کرده تا  20به مد   rpm 12000سرعت 

ها درون آون با ها جدا شوند. پس از شستشو، سهولسهول

 ساعت قرار گرفتند. 24درجه سانتیگراد به مد   60دمای 

را در هیر گیرم از    10Qظرفیت ویژه تولید، مقدار کوآنزیم 

محاسیبه ظرفییت   بیرای  دهد. میوزن خش  سهولی نشان 

را بیر   10Qمقدار کوآنزیم تا کافی است  10Qویژه کوآنزیم 

 [.8] وزن خش  سهولی تقسیم کرد

زایییی جهییشاثییر بییه منظییور بررسییی  آنووالیز آموواری:

  بییا رییرم RSM، از روش سییطح پاسییخ )نیتروزوگوانیییدین

مرکر مرکزی شامل دو عامل استفاده شید. ایین عوامیل کیه     

از  ، عبارتنید شیوند میعنوان متغیرهای مستقل در نظر گرفته به

   و زمیییان تیمیییارکردنNTGغهظیییت نیتروزوگوانییییدین )

(Time شیده شیمارش های کهنی . تعداد (Colony Count  

عنوان متغیر پاسیخ در نظیر   بهنیز های حاوی منادیون در پهیت

از جمهیه   RSMآماری مربوط به های تمام تحهیلگرفته شد. 

رییرم مرکییر مرکییزی و تحهیییل واریییانس   سییازی پیییاده

(ANOVA)  افزار نرمبا استفاده ازMinitab   1/18وییرایش 

، سیطوم مختهیف متغیرهیای    1. در جیدول  [11] انجام شید 

 2. جیدول  انید شدهمستقل در ررم مرکر مرکزی نشان داده 

شده به کمی  ریرم   انجامآزمایش  13مربوط به های داده نیز

شیده  آماری به کار برده های تحهیلکه برای را مرکر مرکزی 

هیای  آزمیون تمیام  . تزم به ذکر است که دهدمینشان است، 

و ارایر رگرسییونی در سیطح    ANOVAآماری مربوط به 

 انجام شده است.       05/0

 سطوم مختهف متغیرهای مستقل در ررم مرکر مرکزی  1جدول 

 سطوم
 متغیرها

41421/1- 1- 0 1 41421/1 

 NTG (mg/mL)غهظت  21/4 4 5/3 3 79/2

 )دقیقه  زمان 12/33 30 5/22 15 89/11

 مقادیر متغیرهای مستقل و پاسخ در ررم مرکر مرکزی  2جدول 

 NTGغهظت  شماره اجرا
(mg/mL) 

 زمان

 )دقیقه 
 تعداد کهنی

1 5/3 5/22 8 
2 3 15 20 
3 5/3  5/22 10 
4 5/3  5/22 11 
5 4 30 0 
6 5/3  5/22 5 
7 5/3  12/33 8 
8 5/3  5/22 9 
9 21/4  5/22 0 
10 3 30 23 
11 5/3  89/11 12 
12 79/2  5/22 31 
13 4 15 0 
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 نتایج -3
های در فلاس  10Qتولید کوآنزیم : 10Q سنجش کوآنزیم

 pHلیتر محیط کشیت بیا   میهی 100لیتری حاوی میهی 250

انجام  180rpmدرجه سانتیگراد با سرعت  30و دمای  5/6

اسیتخراج شید. پیس از ترسییم      10Qکیوآنزیم  سپس شد. 

 10Q، میزان تولیید کیوآنزیم   10Qمنحنی استاندارد کوآنزیم 

یافتیه بیه دسیت آمید. شناسیایی      جهشهای وسیهه سویهبه

ج و در ریول میو   HPLC دسیتگاه  وسییهه به 10Qکوآنزیم 

کرومیاتوگرام آنیالیز    1نانومتر انجیام گرفیت. شیکل     275

HPLC  10برای کوآنزیمQ  را نشان می دهد کیه  استاندارد

رور که خریداری شد. همان Sigma-Aldrich از شرکت 

اسیتاندارد در   10Qپیی  کیوآنزیم   شود، دیده میدر شکل 

 دقیقه ترسیم شده است.  8/5زمان بازداری 

 

 
. است 10Qدهنده کوآنزیم نشاندقیقه  8/5استاندارد. پی  موجود در زمان بازداری  10Qبرای کوآنزیم  HPLCکروماتوگرام آنالیز   1 شکل

  :HPLC) -98%(≥ 0-98-303CAS numberبا  Aldrich-Sigmaاستاندارد از شرکت  10Qکوآنزیم 

 

بیا انجیام جهیش بیا     یافتوه مناسو :   جهوش انتخاب 

، H621هیای مختهیف تیمیار بیر سیویه      ها و زمیان غهظت

 . 2یافته به دست آمید )جیدول   جهشکهنی  137نهایت در

یافتیه، امکیان بررسیی    جهیش های به دلیل تعداد زیاد کهنی

رو اینازت  آنها وجود نداشت. ت در  10Qکوآنزیم تولید 

صییور  تصییادفی انتخییاب شییدند و تولییید بییهسییویه  20

مییزان   3شید. جیدول   سنجش آنها وسیهه به 10Qکوآنزیم 

شده تولید 10Qو ظرفیت ویژه تولید کوآنزیم  10Qکوآنزیم 

 .دهید میی یافته انتخیابی را نشیان   جهشسویه  20وسیهه به

مقیادیر  اسیت،  ریور کیه در جیدول قابیل مشیاهده      همان

هیای  سیویه برخیی از  وسییهه  بیه شیده  تولیید  10Qکوآنزیم 

یافته تفیاو  چنیدانی بیا سیویه والیدینی نداشیتند.       جهش

تولیید   12Mسیویه  وسییهه  به 10Qبیشترین میزان کوآنزیم 

 گرم بر لیتر بود.میهی 2/5شد که برابر با 

 

 یافتههای جهشوسیهه سویهبهشده تولید 10Qو ظرفیت ویژه تولید کوآنزیم  10Qمیزان کوآنزیم   3جدول 

  10Qکوآنزیم  یافتهجهشسویه 

(mg/l) 
 )10Q   )mg/gDCWکوآنزیم تولید ویژه ظرفیت

 H621 03/0 ± 3/2 50/0سویه 

M1 02/0 ± 4/4 83/0 

M2 12/0 ± 5/4 98/0 

M3 2/0 ± 3/2 43/0 

min0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

mAU
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M4 23/0 ±3/3 70/0 

M5 03/0 ± 5/1 04/0 

M6 21/0 ± 4/3 65/0 

M7 04/0 ± 7/2 45/0 

M8 09/0 ± 17/0 04/0 

M9 02/0 ± 3/4 77/0 

M10 04/0 ± 9/2 46/0 

M11 08/0 ± 7/2 50/0 

M12 2/0 ± 2/5 21/1 

M13 1/0 ± 7/2 50/0 

M14 09/0 ± 4/3 57/0 

M15 04/0 ± 0/3 47/0 

M16 2/0 ± 8/4 1/1 

M17 2/0 ± 29/0 10/0 

M18 1/0 ± 27/0 04/0 

M19 03/0 ± 7/2 50/0 

M20 03/0 ± 3/3 54/0 

 

سویه بررسی  20: همه یافتهجهشهای سویهپایداری 

شدند. پس از سازی ذخیرهدرجه سانتیگراد  -70در فریزر 

 12Mسیویه  وسییهه  بیه  10Qکوآنزیم  ، تولیدسازیذخیره

در  10Q. تولیید کیوآنزیم   شدری سه نسل بررسی دوباره 

ریور چشیمگیری کیاهش    بهبعد از نسل دوم  M12سویه 

 .گرم بر لیتر رسیدمیهی 2/3و به پیدا کرد 
بررسییی آمییاری اثییر غهظییت  بییرای  آنووالیز آموواری:

زاییی در سیویه   جهیش بیر  نیتروزوگوانیدین و زمان تیمار 

H621   از روش آماری سطح پاسخ استفاده شید. پیس از ،

 یافته به دست آمد کیه جهشکهنی  137آزمایش،  13انجام 

مدل   .2آزمایش هیچ کهنی به دست نیامد )جدول  3برای 

 است:صور  زیر به RSMرفته در کاربهرگرسیونی 

 2

0 i i ii i ij i j

i j

Y b b X b X b X X     

 

هیا متغیرهیای   iXمتغییر پاسیخ بیوده و    Yوقتی کیه  

ibجمهه ثابت بوده و  0bمستقل یا همان عوامل هستند. 

بیات خطی هستند. در میدل  اثرهای دهنده ارایر نشانها 
iibها وijb تیوان  اثرهای دهنده ارایر نشانترتیر بهها

 متقابل هستند.اثرهای دوم و ارایر 

زاییی نیتروزوگوانییدین بیا    جهشبررسی اثر به منظور 

بیه دسیت    ، مدل رگرسییونی استفاده از روش سطح پاسخ

ترتیییر بییه Colony Countو  NTG آمیید کییه در آن 

. و تعداد کهنیی اسیت  نیتروزوگوانیدین غهظت دهنده نشان

زایی جهشکردن بر تیمارآمده زمان دستبهمعادله براساس 

 :استمؤثر نیتروزوگوانیدین و فقط غهظت  ثیر بودهأتبی

 

Colony Count =  739/8 - 855/10  NTG + 924/2  

(NTG)2                                                    
 

مییدل  ANOVAمربییوط بییه   یجنتییا ،4جییدول  در

نشیان  نیتروزوگوانییدین  غهظت  مستقل یربا متغ یونیرگرس

داری معنیا بیا سیطح    P-Valueبا مقایسیه   داده شده است.

نتیجه گرفت که اثر خطیی و مربعیی متغییر    توان می 05/0

معنیادار  از نظیر آمیاری   نیتروزوگوانییدین  مستقل غهظیت  
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ت غهظییی . بنیییابراین عامیییل  P-value>0.05هسیییتند )

تزم به  گذار است.ثیرأتها کهنیدر تعداد نیتروزوگوانیدین 

یافتیه میدل   تعیدیل ییین  ذکر اسیت کیه مقیدار ایریر تع    

دهنیده  نشیان درصید اسیت و    17/95برابیر بیا    رگرسیونی

 .ها استدادهو برازش  سازیمدلقدر  باتی آن در 

 

 نیتروزوگوانیدینبا متغیر مستقل  ANOVAجدول   4جدول 

 درجه آزادی منبع
 مجموع مربعا 

شدهتصحیح  

 میانگین مربعا 

شدهتصحیح  
F-Value P-Value 

16/3100 2 مدل  582/015  24/119  000/0  

66/294 1 خطی  662/942  09/224  000/0  

NTG 1 66/942  662/942  09/224  000/0  

5/60 1 مربعی  503/06  38/14  040/0  

(NTG)2 1 5/60  035/60  38/41  040/0  

07/42 10 خطا  207/4  
  

87/20 6 عدم برازش  478/3  66/0  693/0  

2/21 4 خطای خالص  3/5  
  

23/0451 12 کل  
   

 

رگرسیونی، به مدل مقدار برآورد ارایر  5جدول در 

نشییان داده شییده اسییت.   P-Valueو  T-Valueهمییراه 

کیه همیه   کنید  میی تأیید ول نیز این جد P-Valueمقادیر 

-Pهسیتند ) معنادار از نظر آماری  رگرسیونیمدل ارایر 

value<0.05.  ایین  ه قابل توجه در مدل رگرسییونی  نکت

منفی بوده ولی ایریر  نیتروزوگوانیدین است که اریر 

است که با به آن معنا توان دوم این متغیر، مثبت است. این 

پییدا  ، تعداد کهنی کیاهش  نیتروزوگوانیدینافزایش غهظت 

تیدریج کیم   بهثابت نبوده و این کاهش  شد  ولیکند می

رؤییت  وایوم قابیل   بیه  2ل این مواوع در شک .شودمی

نمودار پراکنش تعداد کهنی در مقابیل   ،در این شکلاست. 

منحنی مربیوط بیه میدل     به همراهنیتروزوگوانیدین غهظت 

اثیر همزمیان غهظیت     3شکل . رسم شده است رگرسیونی

بییر تعییداد  تیمییار هییای مختهییفزمییاننیتروزگوانیییدین و 

رور که در شیکل  دهد. همانمیهای حاصل را نشان کهنی

و نیتروزوگوانیییدین ، اثییر متقابییل غهظییت شییوددیییده مییی

نیسیتند؛  دار معنیا ، از نظیر آمیاری   تیمار های مختهفزمان

  باشد.میتأثیر ها بیکهنییعنی عامل زمان در تعداد 
 

 برآورد ارایر رگرسیونی  5جدول 

 اریر مؤلفه
 خطای معیار

 اریر
T-Value P-Value 

739/8 ثابت  741/0  8/11  000/0  

NTG 855/10-  572/0  97/14-  000/0  

(NTG)2 924/2  771/0  97/3  040/0  
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 به همراه منحنی رگرسیوننیتروزوگوانیدین نموار پراکنش تعداد کهنی در مقابل غهظت   2 شکل

 

 
 های حاصلبر تعداد کهنی تیمار مختهفاثر همزمان غهظت نیتروزگوانیدین و زمان های نمودار   3شکل 

 

 بحث -4

 مقاصد جهت سویه توسعه برای موف  راهکارهای از یکی

نشیده  . هنوز مشیخص  باشدمیزایی در آنها جهش صنعتی

 10Qیافتیه قادرنید کیوآنزیم    های جهشسویهچرا  است که

کیوانزیم  ین در مسییر تولیید    22زیرا کنند، بیشتری تولید 

10Q نیسیت کیه    معهیوم وجیود دارد و  هیا  وسیهه باکتریبه

. [12]گذارنید  تیأثیر میی  هیا  ی  از ینکدامروی ها جهش

منظیور افیزایش تولیید    هیا بیه  بیاکتری در زایی جهشبرای 

، های مختهفی تاکنون به کار رفته استروش، 10Q کوآنزیم

[، بمبیاران  14[، اشعه گاما ]13] UVاستفاده از اشعه مانند 

انریی بیا  کمای هیون، پرتوافکنی [16 ؛15های آهن ]با اتم

. در [18 ؛9شیییمیایی ] جهییش و [17هییای نیتییروین ]یییون

 10Q کوآنزیمافزایش تولید برای ها باکتریایجاد جهش در 

استفاده شده است  نیتروزوگوانیدیندر اغهر موارد از ماده 

کننیده محسیوب   الکیهیه این ماده جیز  عوامیل    [.20 ؛19]

و بیا انتقیال    کنید میی ای ایجاد نقطههای شود که جهشمی

شیدن اشیتباهی   جفیت سبر  فبازهای مخته گروه متیل بر

. اییین مییاده در جهییش [21شییود ]میییبازهییا بییا یکییدیگر 

 دی نیز برای افیزایش تولیید   Gluconobacterهای سویه

[ و 23[، تارتاریییی  اسیییید ] 22هیدروکسیییی اسیییتن ] 

4.2543.753.53.3532.75
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در این رو ایناز .استفاده شده است [15آسکوربی  اسید ]

 H621 پژوهش نیز برای ایجاد جهش شییمیایی در سیویه  

 نیتروزوگوانیییدیناز  10Q جهیت افیزایش تولیید کیوآنزیم    

یافته مناسیر  جهشهای سویهتشخیص برای استفاده شد. 

 10Q کیوآنزیم کیه آنیالو      3K)ویتیامین   منیادیون نیز از 

 کیوآنزیم  توانید جیایگزین  میاستفاده شد. این ماده است، 

10Q شده و عمل تینفس را بهوکیه کنید   باکتری یدر غشا .

 معمیوت   کیرده در محییط منیادیون   رشدهای رو کهنیایناز

اند که توانیایی تولیید کیوآنزیم    کردههایی را حاصل جهش

10Q در آنها به وجود آورده است را بیش از سویه والدینی 

 .[18 ؛9]

ای عمیده کردن اثر تیمارمشخص شده است که شرایط 

، ترکیر بیافر،  pHزایی دارد. فاکتورهایی از قبیل بر جهش

کیردن و مرحهیه رشیدی    تیمیار زا، زمان جهشغهظت ماده 

فرایند زیادی بر بازده این تأثیر میکروارگانیزم ممکن است 

 رو در این پژوهش تولیید کیوآنزیم  ایناز [.24]داشته باشد 

10Q 621سویه وسیهه بهH  ایجاد جهش شیمیایی بیا  راه از

 ماده نیتروزوگوانییدین بیا اسیتفاده از روش سیطح پاسیخ     

یافتیه  جهیش تا علاوه بر دستیابی به ی  سویه  شدبررسی 

نسبت به  10Q که قادر به تولید مقادیر بیشتری از کوآنزیم)

در میؤثر  عوامیل  تیأثیر  بتیوان مییزان     سویه والدینی باشد

زا و زمیان  جهیش غهظت ماده یعنی شیمیایی، ایجاد جهش 

در بررسیی اثیر    را مورد تحهیل آماری قرار داد. کردنتیمار

معادلییه  ،H621زایییی سیویه  جهیش وگوانییدین بییر  نیتروز

های اد که استفاده از غهظتنشان د آمدهدستبهرگرسیونی 

هیای  کهنیتعداد زایی یا جهشبر  نیتروزوگوانیدین مختهف

یافته که قادرند در محیط کشت حاوی منادیون رشد جهش

هیای  امیا اسیتفاده از زمیان   چشیمگیری دارد.  کننید، تیأثیر   

 ثیر بود. أتبیزایی جهشکردن بر تیمارمختهف 

بیشیترین   M12سویه حاصل، های یافتهدر بین جهش 

یافته قادر به جهشرا داشت. این  10Qکوآنزیم  مقدار تولید

بیود. تولیید    10Q گیرم بیر لیتیر کیوآنزیم    میهیی  2/5تولید 

از سیویه   برابر بییش  2/2یافته، جهشدر این  10Q کوآنزیم

در ایین سیویه سیبر افیزایش     اگرچه جهش . والدینی بود

شیید ولییی تولییید آن در مقایسییه بییا  10Q تولییید کییوآنزیم

هییای دیگییر ی کییه در پییژوهشایافتییهجهییشهییای سییویه

بسییار انیدک اسیت. بیشیترین مقیدار      است، آمده دستبه

اسیت،  دست آمده  به جهشراه از که تاکنون  10Q کوآنزیم

سیویه  وسییهه  بیه کیه   اسیت گرم بر لیتیر  میهی 770برابر با 

تولید شده اسیت. ایین     A.tumefaciensای ازیافتهجهش

سازی شرایط رشد باکتری از جمهیه منبیع   بهینهبازده بر اثر 

-fedکربن و نیتروین و پتانسیل اکسید و احیا در فرمانتور 

batch  ساعت به دسیت   150هزار لیتر بعد از  80با حجم

 R.sphaeroidesدیگری با نامیافته جهش .[26؛ 25] آمد

KY4113   گیرم بیر لیتیر در شیرایط     میهی 350قادر است

برابیر   8/2تولیید کنید کیه     10Q کوآنزیم هوادهی محدود،

. اییین سییویه قییدر  تولییید  باشییدمیییسییویه والییدینی 

هییای آن اکسیییدانآنتیییهییای خییود را کییه جییز  رنگدانییه

رو با افزایش تولید اینازاز دست داده و ، شودمیمحسوب 

 [.27]کنید  میی هیا را جبیران   رنگدانهکمبود  10Q کوآنزیم

 تولیید زمیان   در A.tumefaciens ATCC4452 سیویه 

ی سیاکارید خیارج سیهول   پهیی مقادیر زیادی  10Qکوآنزیم 

د کییه سییبر افییزایش ویسییکوزیته محیییط کییرمیییتولییید 

منفیی  تیأثیر   بر عمهییا  اسیتخراج  درنهایت شده و کشت

 سویه به دست آمد کیه هایی از این یافتهجهش. گذاشتمی

تر محیط کشت خیود را ویسیکوز   برابر کم 6-3در حدود 

شدند می 10Qو سبر افزایش استخراج کوآنزیم  دردنکمی

  A.tumefaciens KA-3085دیگری از یافتهجهش. [12]

اتییونین  -Lیافتیه مقیاوم بیه    جهیش نیام دارد و    M37که

، 10Qکیوآنزیم گیرم بیر لیتیر    میهی 180قادر است ، باشدمی

 6جیدول   .[9برابر سویه والیدینی تولیید کنید ]    8/1یعنی 

هیای  وسیهه سیویه بهشده تولید 10Qمقایسه میزان کوآنزیم 

و پیژوهش حاایر را نشیان    ها مطالعهیافته در دیگر جهش

 دهد.می
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یافتیه  جهیش هیای  سیویه از موارد دیگری که در مورد 

یافتیه حاصیل اسیت.    جهشسویه بودن ، پایداردارداهمیت 

سیویه  دادنید،  و همکارانش انجیام   Yuanدر پژوهشی که 

 5/1که قادر بیه تولیید   A.tumefaciens ی از ایافتهجهش

بیشتر نسبت به سویه والدینی بود، بعید   10Q کوآنزیم برابر

. قدر  تولیید  [18نسل همچنان تولید ثابتی داشت ] 10از 

 2در ایین پیژوهش بعید از     12Mسیویه  در  10Q کوآنزیم

دادن دسیت ازآیید کیه   میی . بیه نظیر   پیدا کردنسل کاهش 

  vriation) واریشین  ، با عمیل 10Q قدر  تولید کوآنزیم

 Gluconobacterدر این سویه مرتبط باشد که در جینس  

 شود.میوفور دیده به

 

 دیگر و پژوهش حاارهای مطالعهیافته در جهشهای وسیهه سویهبهشده تولید 10Qمیزان کوآنزیم   6جدول 

یافتهجهشسویه   رفرنس چند برابر  mg/l DCWظرفیت ویژه تولید )  10Q (mg/lکوانزیم  

R.spheroides KY-8598 770 5/14  - Sakato 1992 

A.tumefaciens KCCM 10413 458 5/8  - Ha 2007 

R.spheroides Co-22-11 346 7/8  6/2  Yoshida 1998 

A.tumefaciens AU-55 185 5 2 Yoshida 1998 

A.tumefaciens M-37 180 5/4  8/1  Yoshida 1998 

A.tumefaciens KY-8593 75 - 2/1  Kuratsu 1985 

G.oxydans H621-M12 2/5  2/1  2/2  پژوهش حاار 

 

: بیا سیپاس فیراوان از گیروه بیوتکنولیویی،      سپاسگزاری

خصوص امکانا  دردانشکده عهوم زیستی دانشگاه الزهرا 

 . HPLCمرتبط با دستگاه 
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Abstract 

Mutation in microbial strains to increase coenzyme Q10 production is one of 

the successful strategies for strain development. Therefore, in this study, the 

production of coenzyme Q10 by Gluconobacter oxydans H621 was 

investigated through chemical mutation with nitrosoguanidine using the 

response surface methodology. Nitrosoguanidine was used to induce 

mutations at different concentrations (2.79 - 4.21 mg/mL) and treatment 

times (11.89 – 33.12 minutes), which was designed by a central composite 

design. The detection of mutant strains was investigated through their ability 

to grow in medium containing 160 μg/mL of menadione. The mutant strains 

were then examined for coenzyme Q10 and dry cell weight production. The 

results showed that no mutant strains were obtained at a concentration of 4 

mg/ml and above. The highest number of mutant colonies was obtained at a 

concentration of 2.79 mg/mL of nitrosoguanidine and treatment time of 22.5 

minutes. It was also found that the concentration of nitrosoguanidine was 

effective on mutagenesis but the treatment time had a little effect. The 

mutant strain that was able to produce the highest amount of coenzyme Q10 

produced 5.2 mg/L, which was twice as much as the parent strain. According 

to the results of this study, it is concluded that by inducing mutation using 

nitrosoguanidine, mutant strains can be generated in Gluconobacter oxydans 

H621 that are able to produce more coenzyme Q10 than the parent strain. 
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