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چکیده

چنـین  . اسـت پـذیر و زیسـت تخریـب  ، زیست سـازگار سودمندبیوپلیمر یک 1اسیدگلوتامیکگاما پلی

ی، ی ـداروپزشـکی، زیسـت  زیسـت مثـل  باعث توسعه استفاده از این ترکیب در صنایع مختلفخواصی

هزینـه اسـید،  گاما گلوتامیـک پلیتوسعه صنعتی محدودیتاست. شدهو مهندسی بافت فناوريزیست

ازي محیط کشت سهبهیناز راهکارهاي مختلفی مثلهاي تولید براي کاهش هزینه. استتولید آن بالاي 

مد کشت غیرمـداوم و غیرمـداوم همـراه بـا     اقیمت، توسعه فرایندهاي کارارزانهايبا استفاده از ترکیب

براي تولیـد  مداکارکشت غیرمداوممحیطیکنخستدر این پژوهش. استفاده شده استهیدكخورا

.توسـعه داده شـد  ATCC 9945aباسیلوس لیکنی فورمیسسویه باکتریاییاز اسیدگاما گلوتامیکپلی

بـا  . داده شـد افزایش اسید گاما گلوتامیکپلیتولید ،آنازي سهو بهینیپالسهیدكخوراسپس با روش 

افـزایش  g/L47بـه  g/L11مداوم از تولید این محصول در کشت غیر،هتوسعه یک محیط کشت بهین

، ازي شـده س ـه) بهینγ-PGAساز سیترات (پیشهی پالسی دكسپس با استفاده از راهبرد خورا. پیدا کرد

با این سویه گـزارش  واستترین مقادیر تولید که از بالاداده شدافزایش g/L5/59تولید محصول به 

ذخیـره محلـول  ، غلظـت  هیدكخوراهاي دو پالسی، اثر زمانهیدكخوراازي سهبهینبراي شده است.

ازي شـدند. س ـهبررسی و بهینγ-PGAهاي کلسیم و منگنز روي تولید زمان افزودن محلولو سیترات

خـواص  بررسـی  وشـد ییـد  أتFTIRوسـیله  بهاسیدگاما گلوتامیکپلیساختار شیمیایی نیز نهایتدر

.ل براي کاربردهاي زیستی را نشان دادئاساختار اید-یک نانوSEMبا شناسی آنشکل

تخمیـر  ، پالسـی دهـی شـده، راهبـرد خـوراك   اصـلاح E، محـیط کشـت   ورغوطهتخمیر :کلید واژگان

.γ-PGA، مداومغیر

1 Poly-γ-glutamic acid
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مقدمه-1

آمید است که از یک پلی، )PGAگلوتامیک اسید (پلی

آمید این پلیاست. شدهاسید تشکیل واحدهاي گلوتامیک

گیرد. شکل میγ-PGAو α-PGAبا دو ساختار مختلف 

به روش شیمیایی ساخته لمعموطور بهساختار آلفا

γ-PGA،مقابلدر.دارديمحدوديو کاربردهاشودمی

سازگاري و زیستکه به علت پپتید است یک پلی

گاما پلی.]3-1[ت مورد توجه اسپذیري تخریبزیست

ها، تنها یک نوع اسیداسید برخلاف پروتئینگلوتامیک

اسید در این آمینه دارد و تفاوت در تعداد گلوتامیک

بنابراین ، تواند بسیار متفاوت باشدمی2سپاربزیست

این گیرد. محدوده وسیعی از اوزان مولکولی را در بر می

عنوان یک عامل حمل و آزادسازي دارو، سپار بهبتزیس

خود هبرده و خودبها بالا در بافتراثیر داروأو تانحلال

عنوان بخیه و مرهم زخم نیز در جراحی، بهشود. تجزیه می

.]7-4[ت ثیرگذار اسأت

با باکتریاییتخمیر ه روشاسید بگاما گلوتامیکپلی

هیمواد اولهاي مختلف، استفاده از میکروارگانیزم

اي مولد ههسوی. شودیمتولید خلوص بالا و بامتیقارزان

γ-PGAاي به دو دسته وابسته اساس نیاز به منابع تغذیهبر

.]8[شوندبه گلوتامات و مستقل از گلوتامات تقسیم می

هزینهγ-PGA شدن کاربرد صنعتیترین محدودیتاصلی

اي مختلفی هدتاکنون، راهبر.استبالاي تولید نسبتبه

جملهازγ-PGA میکروبیاي تولید ههبراي کاهش هزین

اي هتمحیط کشتوسعه ، و تولیدازي شرایط رشدسهبهین

شامل سیترات γ-PGA 3پارتکساز و افزودن پیش، ارزان

واي مختلفهماستفاده از میکروارگانیس،و گلوتامات

؛9[شده استاستفاده مد اکاردهی خوراكراهبردتوسعه

همه این مطالعات میکروارگانیسم،البته با تغییر نوع .]10

.شوندا باید دوباره انجام هيسازو بهینه

2 Biopolymer
3 Monomer

γ-PGAتولیدمعمول براي اي هتیکی از محیط کش

، محیطATCC 9945aباسیلوس لیکنی فورمیسبا سویه

و ، شرایط تخمیرمحیط کشتاصلاح. استEکشت پایه 

اصلاح . افزایش دهدتواند بهره تولید را هی میدكخورا

ثر بر ؤاي ممقادیر منابع تغذیهمحیط کشت با تغییر 

ساز و پیشعنوان هبمثل سیترات و گلوتامات دهی محصول

تخمیرشرایط . تنظیم تواند انجام شودمیγ-PGA رپاتک

هوادهیاختلاط و نحوه، pH، دماپایش و کنترلراهاز 

نديبنزمابا مطلوبهیدكگیرد. یک خوراصورت می

و با استفاده از ترکیب و غلظت مناسب از مواد مناسب

.]12-10[د شویمانجام غذایی

شیافزايبرانامبردهعواملبیشتر،در این پژوهش

بهینه بررسی و تا حد امکانطور مقتضیبهمحصولزانیم

تولید ثیر سیترات بر أ. از طرفی با توجه به تاندشده

در مسیر اصلیهايیکی از ترکیبعنوانبه(محصول 

از )،یک اسیدتولید گاما پلی گلوتامسازيوسوخت

γ-PGAدهی این ترکیب کمک گرفته شده تا خوراك

-γساز عنوان بهترین پیش. سیترات بهتولید شودبیشتري 

PGAواسطه تواند بهزیرا می،مطرح است

در چرخه 5و سپس آلفاکتوگلوتارات4سیداکیتریسوایز

7سیداکگلوتامی-، به ال)6ربس(چرخه کسیتریک اسید

پارتکاز این سیداکلوتامیگیلپاسپس گام.تبدیل شود

.]8[د شومیشسید بسپاراکگلوتامی

، قدرت یونی MnSO4بدونEط کشت پایه محیدر

با بررسی . ]11[د رتولید دامیزانبر نقش مهمیpHو 

17تا،Eدر محیط کشت MnSO4هاي مختلف غلظت

ت ده اسشگزارشγ-PGAسپار بتزیسگرم بر لیتر 

کننده اي بر ، سیترات نقش تعیین5/6برابر با pH. در ]13[

. ]14[ت نشان داده اس)گرم بر لیتر23تا (افزایش تولید 

4 Isocitric acid
5 Alpha-ketoglutarate
6 Crebs cycle
7 L-glutamic acid
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میزان محصول را تا ،ون آهنین غلظت مناسب یچنهم

.]15[ت افزایش داده اسگرم بر لیتر 93/34

د شوشناخته میمنابع کربنترین مهمجزءسیترات 

، مختلف گلیسرول و گلوکزمقادیربا استفاده از . ]17؛16[

با بررسی اثر. ]18[د دست آمه بگرم بر لیتر 29تولید 

منابع کربن گلیسرول، گلوکوز، مختلف هاي غلظت

،γ-PGAتولید روي Eفروکتوز، و سوربیتول در محیط

استفاده ازگرم بر لیتر با 78/35برابر با تولید بیشترین 

.]20؛19[د گزارش شگلیسرول 

راهبرد اغلب باشدههیدكخورامداوم کشت غیر

گزارشγ-PGAبراي افزایش تولید هی پالسی دكخورا

سید اکلوتامیگیلپاگام، غلظت با این روش. ه استشد

گرم بر 33/0هیدلنرخ محصوگرم بر لیتر با 39برابر

دیگري، نرخ . در پژوهش ]21[د لیتر در ساعت حاصل ش

داده شده ا یک گرم بر لیتر در ساعت افزایش تولید ت

خوراك چهار پالسی استفاده شد. ازدر این مطالعه. است

خوراك به کار رفته مخلوطی از گلوتامات، سیترات، و 

-γ. بیشترین مقدار ]12[د شرا شامل می8کلرایدآمونیوم

PGA،در محیط کشت دهی خوراكبا مداومبه کشت غیر

ECپالسی راهبردازنامبردهتخمیرشود. در مربوط می

، 24هايتدر ساع9آمونیوم هیدروژن سیتراتخوراك دي

غلظت بالاي . حاصل آنکمک گرفته شد48، و 36

.]20[د بوگرم بر لیتر 97/53سپار بتزیس

دهی، هاي گذشته براي افزایش محصولدر پژوهش

هاي دهیخوراكمحیط کشت و اتاصلاحبیشتر از 

محیط کشتتوسعهه است. وابسته به زمان استفاده شد

قیمت وارزانافزایش تولید چندانبرايتنهایی بهجدید

نیز در هاي وابسته به زماندهیخوراكو ستموفق نبوده ا

نیاز کاربر وسیلهبهکنترل پیوسته نظارت و به این زمینه،

بهبود موردي تخصصی درهابررسیعلاوه، به. رنددا

غیرمتمرکز ارائه و گزارش بسیار محدود و دهی، خوراك

8 Ammonium chloride
9 Di-ammonium hydrogen citrate

و هزینه و کارآمدکممحیط کشت توسعهضمندر. اندشده

سادهدهی پالسیراهبرد خوراكیک پارامترهايبهبود 

بررسی دهی افزایش محصولبراي یک جادر جامعطور به

-γافزایش تولید براي در این پژوهش بنابراین .اندنشده

PGAمحیط کشت همزمان ، با یک راهبرد ساده و ارزان

و دهی پالسی ناگهانیخوراكیک و کارآمدتر و ارزان 

با کمترین نیاز و بر نبودهسیترات که هزینهمبتنی بر ساده 

. چنین روندي داده شدندتوسعه ، قابل اجراستبه کاربر

.می شودنخستین بار است که آزمون 

هامواد و روش

شدهسویه میکروبی استفادهنوع تخمیر و 

هاي میکروبی این پژوهش به سویه باکتریایی که در کشت

بودATCC 9945aباسیلوس لیکنی فورمیسکار رفت، 

این سویه، یک . تهیه شدDSMZکه از بانک میکربی 

هوازي وابسته به گلوتامات با قابلیت بالایی براي باکتري 

؛11[د باشمیاسید گاما پلی گلوتامیکخارج سلولیتولید

فرایندهاي وور مایع یا غوطهمیکروبی کشت از .]12

در دهی مداوم همراه با خوراكغیرمداوم و غیرتخمیر

.استفاده شدپژوهش

صاصی آنتاخسازي مایه تلقیح و محیط کشت نحوه آماده

سریع مختلفی براي دستیابی به رشد هايترکیبآزمودنبا

، یک محیط کشت اختصاصی باکتري موردنظرمناسب و 

به ازاي یک لیتر شامل محیطاین اجزاي به دست آمد. 

پتاسیم ديگرم 5/0آبه، 6) کلرید IIآهن (گرم 04/0

گرم 7،آبه7منیزیم سولفات گرم 5/0هیدروژن فسفات، 

40سیترات، و گرم 12گلوتامات، گرم 30آمونیوم کلراید، 

هاکردن آب مقطر، این ترکیباضافهبا.بودگلیسرول گرم 

افزودن نظر رسانده شدند. سپس بابه حجم مورد

برابرمحلول حاصلpH،مولار6روکسید سدیم دهی

شد. 4/7مطلوبمقدار 
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psiو فشار 121℃℃در دمايمحیط مایه تلقیح

در این محیط آهن یون دقیقه سترون شد.15به مدت 15

نشان تحت اثر حرارت واکنشاتوکلاودستگاه داخل

2/0فیلتر وسیلههبو جداگانه صورت هبداد. بنابراین می

.میکرون سترون شد

به -70℃℃ایش دما ازپس از افزبانک سلولی

مخلوطمحیط کشت اختصاصی مایه تلقیحابدماي محیط

16به مدت براي تکثیر سلولیمحلول حاصلسپس. دش

JTSL 50-JAL(انکوباتورشیکردستگاه ساعت در 

Tajhiz ( و سرعت همزدن 37℃با دمايrpm200

.قرار داده شد

ت تخمیرحیط کشسازي منحوه آماده

با ترکیب Eاز محیط کشت پایه نخستدر این پژوهش 

، سولفات 20، گلوتامات: 80، گلیسرول: 12سیترات: 

پتاسیم هیدروژن ، دي7، کلرید آمونیوم: 5/0آبه: 7منیزیم 

) II، کلرید آهن (15/0آبه: 2، کلرید کلسیم 5/0فسفات: 

گرم بر لیتر 104/0آبه: و سولفات منگنز تک04/0آبه: 6

با آزمون و زیادي آورده شده استفاده شد. هايهکه در مقال

ثر براي افزایش تولید، ؤاي مخطا بر مقادیر منابع تغذیه

اصلاح Eمحیط کشت اصلاح شد و Eمحیط کشت پایه 

هاي مربوط به آن (دادهنامگذاري شدMEشده یا 

. فقط مقادیر منابع اند)در اینجا آورده نشدهاهآزمایش

گلیسرول، گلوتامات، سیترات و یون آهن شامل اي تغذیه

Eگرم بر لیتر در محیط 04/0، و 12، 20، 80ازترتیب به(

شده محتوي مقادیر گرم بر شدند. محیط اصلاحداده تغییر 

، سولفات 40، گلوتامات: 50، گلیسرول: 40لیتر سیترات: 

پتاسیم هیدروژن ، دي7، کلرید آمونیوم: 5/0آبه: 7منیزیم 

) II، کلرید آهن (15/0آبه: 2کلرید کلسیم ، 5/0فسفات: 

بود.104/0آبه: منگنز تکسولفاتو05/0ه: آب6

حجم،محتویات محیط کشتبهآب مقطرافزودن با 

500(ارلن)تخمیرف لیتر در ظرمیلی42آن بهنهایی

و محیط کشتمناسبجم ح(شدرساندهلیتري میلی

بدون ذکر : بهینههوادهی و اختلاطبرايتخمیر ظرف

4-3حدود با افزودن آن pH. سپس سازي)هاي بهینهداده

رسانده 4/7به شش مولارهیدروکسید سدیملیتر میلی

فرایند تخمیر، آغاز راي و بشده شد. محلول حاصل سترون

تا دشاضافه آن درصد حجمی به 10مایه تلقیح با نسبت 

شرایطدر. سپس لیتر برسدمیلی50حجم نهایی آن به 

rpm200 بهینههمزدنو سرعت 37℃دماي:مناسب

72به مدتاند)نشان داده نشدهسازي هبهینهاي داده(

.گرفتقرار انکوباتورساعت در 

مـداوم  کشـت غیـر  هـاي سازي و برپایی آزمایشآماده

دهیهمراه با خوراك

تخمیر غیرمداوم و مصرف مواد مغذي، مقدار سیترات در

ادامه . بنابراین براي ]12[د کرمحیط کشت کاهش پیدا می

محلول خوراك ،γ-PGAبیشتر تولیدوکشت میکروبی 

شده سیترات به محیط کشت تخمیر افزوده شد. سترون

مختلفیهاي با غلظتاین منبع کربنهاي خوراك لمحلو

گرم بر لیتر 400هاي معمول،شدند. یکی از غلظتتهیه

و آب مقطر درگرم سیترات16کردنکه با حلبود

. تهیه شدلیترمیلی40حاصل به حجم محلولرساندن

15به مدت psi15و فشار 121℃در دمايسپس 

ترون شد. دقیقه س

دو پالسی دهی از خوراك، γ-PGAتولیدافزایشبراي 

سازي براي بهینهشد. سیترات استفاده شده ازيسهبهین

، غلظت هیدكخوراهاي دو پالسی، اثر زمانهیدكخورا

هاي کلسیم زمان افزودن محلولومحلول استوك سیترات

روي با روش آزمودن یک عامل در هر زمان و منگنز 

درسپس ازي شدند.سهبررسی و بهینγ-PGAتولید 

، رشد باکتري و γ-PGAشرایط بهینه، سینتیک تولید 

مصرف سوبستراهاي محیط کشت شامل گلیسرول، 

سیترات و گلوتامات بررسی شد.
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محصولو سنجش مقداراستخراج

ساعت انجام کشت میکروبی، 72پس ازطور معمول به

گرانروي و آغازشد. در میآغاز γ-PGAاستخراج 

بالا و محتویات محیط کشت،چسبندگی محصول، سلول

بامحیط کشت اسیدي ،شش مولارHClبا افزودن بود. 

pH2محتویات چسبندگی شد و به دنبال آن با کاهش

ها ها، سلولو از بین رفتن بار منفی سلولمحیط کشت

تر عملیساده و ا آنهجداسازي تر به هم چسبیده وراحت

PIT Universal(سانتریفیوژسپس در یک دستگاه .شد

. شدندا ها جددقیقه، سلول20به مدت g11440در)320

مولار 6با هیدروکسید سدیم باقیماندهمحلولpHسپس

مجدد مایع شدن ویسکوزکه منجر بهرسانده شد4/7به 

خنک شد. 4℃در یخچال تا دمايحاصلمایع .شد

برابر نسبت 4، از از این محلولγ-PGAبراي جداسازي 

اختلاط از بعد استفاده شد. به مایع 4℃حجمی اتانول

ازشد.جداايصورت تودهبه، محصولآنکامل الکل با 

دالتون 3500زیر هايبا حد جداسازي ناخالصیدیالیز

و سه بار مقطرساعت استفاده شد. یک لیتر آب12طی 

کن با خشکسپاربتزیسدر آخر، تعویض آن استفاده شد.

آنن وزو (به مدت دو روز)شدهانجمادي خشک

عنوان نمونه استاندارد . این محصول بهگیري شداندازه

؛22؛8؛3[د استفاده شبعديساختاريهاي بررسیبراي 

ز ا،تولیديγ-PGAتعیین دقیق غلظت براي . ]23

مرجع استفاده براساس ) GPCکروماتوگرافی ژل تراوایی (

با استفاده از فاز TSKو ژل GMPWستون از . ]12[د ش

سدیم پنجاه مولار در این کروماتوگرافی نیترات سیال 

.استفاده شد

هاي آنالیز روش

و نانومتر 660ي در نورتراکمگیريرشد سلولی با اندازه

بدونمحیط کشت تازه ازشد. وزن خشک سلولی بررسی

وزن گیري اندازهبراي شد.استفاده عنوان شاهد بهسلول 

از محیط کشت برداشته شد. لیترپنج میلیخشک سلولی، 

از )یا فالکون(آزمایشگاهی در داخل یک لوله نمونهاین 

به مدت سانتریفیوژدستگاه با شده ریخته شد. پیش توزین

. نددشرسوب دادهها ، سلولg11440درودقیقه15

℃در دمايوهها با آب مقطر شسته شدسلولسپس

.خشک شدند تا به وزن ثابتی برسند)کوره(در105

ا برايهلسلواز جداسازي محلول باقیمانده،در ادامه

تخمیردرگیري غلظت سیتریک اسید و گلیسرولاندازه

روش براي این کار، از.]12[د استفاده شمرجع براساس

دستگاه با کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

ستون ،Hitachi L-3300 RI monitorکروماتوگرافی

فاز روان به کمکو Aminex HPX-87Hتبادل یونی 

. استفاده شدمولار02/0اسید با غلظت سیال سولفوریک

با کیت نیز همانند مرجعگیري غلظت گلوتاماتاندازه

.]12[د شانجام 10بوهرینگر منهایمآنزیمی

)مورفولوژيشناسی (ریختساختار شیمیایی و بررسی

γ-PGAسطحی نمونه پودري 

کن انجمادي کاملاًبا خشکγ-PGAنمونه پس از آنکه

شد. تبدیلصورت پودر کردن بهخشک شد، با آسیاب

و همخلوط شدKBrبا 01/0این پودر با نسبت سپس

تحت فشار قرار گرفت دیسک) یا آهنی مدورصفحه(با 

ساختار شیمیایی آن و نهایتدر. صورت قرص در آیدتا به

(مدل FTIRروشبا در آنموجودشیمیایی پیوندهاي 

NICOLET 800 با سیستم عاملMS-DOS ( سنجیده و

تا400نمونه پودري در محدوده عدد موج . ندتحلیل شد

cm-14000، با وضوحcm/4سرعت وx200پویش شد.

سپس مورفولوژي آن در ابعاد میکرومتر تا نانومتر با 

TESCAN((SEM)11میکروسکوپ الکترونی روبشی

VEGA 3 ساخت جمهوري چک) بررسی شد تا شکل و

10 Boehringer Mannheim
11 Scanning Electron Microscopy (SEM)
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، مشخص شوند. براي این منظورγ-PGAاندازه ذرات 

طلا با شدن براي رساناγ-PGAپودري محصولسطح

از نظر سطح نمونه رااین دستگاه. پوشش داده شد

.دکرپویش طور کامل هبشناسیریخت

هایافته

شدهاصلاحEدر محیط کشت γ-PGAافزایش تولید 

)ME(سیتراتپالسی دهی با خوراك

آزمون و بررسی، با)ME(اصلاح شده Eمحیط کشت 

Eت پایه اي اصلی محیط کشتغذیهمنابع مقادیر اثريخطا

د افزایش تولیبا روش آزمودن یک عامل در هر دفعه روي

γ-PGAهاي مربوطه ذکر نشدند). دست آمد (دادهه ب

Eبه نسبت MEمقادیر سیترات و گلوتامات محیط کشت 

مواد مغذي این افزایش مقدار اولیه .پیدا کردافزایش 

در فاز رشد نمایی را به آنها زیادها، نیاز سلولنیازمورد

شدن مصرفبراي بیشتريزمان رو اینکند، ازمیفراهم

با این بهبود رود انتظار میکشد. بنابراین طول میکامل آنها

.کردتررا طولانیγ-PGAفاز تولید بتوانمحیط کشت، 

محیط در ورمیسفییکنلسباسیلودر کشت غیرمداوم

دست ه بγ-PGAگرم بر لیتر ME49/0±2/47کشت 

گرم بر 22/11±83/0بهتنسببرابر 5/4آمد که حدود 

در ادامه روایناز. بودبیشتر Eمحیط کشت تولید در لیتر 

ثیر زیاد افزایش مقدار سیترات و أبا توجه به تپژوهش

تصمیم γ-PGAگلوتامات محیط کشت اولیه روي تولید 

براي افزایش فرایند تخمیر غیرمداومزماندر گرفته شد

MEهی سیترات در محیط کشت دكخورا،بیشتر تولید

انجام شود.

MEمحیط کشت مقادیر اولیه سیترات و گلوتامات

برايبنابراین . استبیشترEمحیط کشت به نسبت 

به دنبال آن جلوگیري از تجمع بیش از حد واکنشگرها و 

، باید قبل از خوراك γ-PGAتولید کنندگی از ممانعت 

ها سلولوسیلهبهآنهابراي مصرف مناسبیدهی اول زمان 

دهی پس از آن هم ، خوراكترتیبهمین هد. بوداده ش

زمان بنابراین اثرد.وباید با فاصله زمانی مناسبی اجرا ش

گرم در هر 20با مقدار دو پالسی سیتراتدهی خوراك

(مقدار بهینه: بدون ذکر پالس به ازاي هر لیتر حجم کاري 

با آزمون و MEدر محیط کشت سازي) هاي بهینهداده

هاي زمان. شدبررسیγ-PGAخطا روي تولید 

، 53و 24، 36و 24، 24و 8هی دو پالسی شامل دكخورا

ساعت پس از شروع فرایند تخمیر با توجه به 53و 36

انتخاب شدند. MEمنحنی رشد باکتري در محیط کشت 

گرم بر لیتر 85/56برابر با γ-PGAبالاترین مقدار تولید 

با غلظت ذخیره سیترات محلول (دوپالسی دهی با خوراك

.دست آمده ب48و 24در ساعات )گرم بر لیتر384

خوراك سیتراتذخیرهمحلول غلظتبا بررسی اثر 

روي گرم بر لیتر400، و 384، 300، 250ايهتدر غلظ

گرم بر لیتر بیشترین محصول 400، غلظت γ-PGAتولید 

پالسی سیتراتبنابراین در یک آزمایش، خوراك دورا داد. 

استفاده MEدر محیط کشت گرم بر لیتر) 400(با غلظت 

دهیخوراكاز تر لیمیلی5کلمقداربراي این منظور شد. 

به کار رفت تا میزان 48و 24هايتدر ساعسیترات 

از شدهحاصلقدار تولید مکند. نزدیک بیشینه به تولید را 

γ-PGAگرم بر لیتر از 71/58±35/0این آزمایش 

24و 8هايت(به نسبت ساعاستخراج شده بود

مقدارکه در آن MEدر محیط کشت دهیخوراك

مقدار محصول گرم بر لیتر بود، 2/50دهی محصول

استخراجی بیشتر شد).

افزودن زمان اثر γ-PGAبراي افزایش بیشتر تولید

(از اجزاي جداگانه سترون و محلول هاي کلسیم و منگنز 

ام24، و8، 0هايتساعشده محیط کشت) در اضافه

. شدروي مقدار محصول بررسیکشت میکروبی فرایند

-γفرایند کشت تولید آغاز در هاافزودن محلول این یون

PGA 1-شکل. افزایش دادگرم بر لیتر 5/59تا را

ها ابسترسوو مصرف رشد سلولی،γ-PGAسینتیک تولید



و همکارانزاده کوچصفهانیابراهیم__ ________________________________ ...اسیدگاما گلوتامیکافزایش تولید پلی

87

شامل گلوتامات، سیترات و گلیسرول را در تغذیه 

48و 24هايتساعگرم در لیتر سیترات در 20پالسی دو

نشان ME در محیطغیرمداوم باکتري شروع کشت از

.)گرم بر لیتر5/59با مقدار محصول (دهدمی

دشروع فرایند تخمیر تولیاز ، 1با توجه به شکل 

افتد و تا انتهاي فاز سکون همراه با رشد سلول اتفاق می

آغازدر γ-PGAدتولی. بنابراین کندپیدا میهم ادامه 

سرعت. استوابسته به رشد و سپس مستقل از رشد 

لیبوده وکمساعت اولیه تخمیر 10در γ-PGAتولید 

ممکن نکته . این شودیاد میزبا سرعت بیشترياز آنبعد

بالاي نسبتبهغلظت تولید در دلیل بازدارندگی ه است ب

اولیه فرایند هايتسیترات، گلوتامات و گلیسرول در ساع

کشت میکروبی، 24تا ساعت ام10تخمیر باشد. از ساعت 

نسبتبهغلظت محصول با شیب بسیار بالاتري (شیب 

هاتاین ساع. پیدا کردگرم بر لیتر افزایش 32ثابتی) تا 

عنوان قسمت عمده فاز رشد نمایی به ) به24الی 10(

دهی اول سیترات (بعد ساعت روند. بعد خوراكشمار می

، )، افزایش غلظت محصول زیادي مشاهده شد24

41/50م تخمیر به اکه این غلظت تا ساعت چهلطوريبه

رسد. اگرچه بعد آن، نرخ افزایش غلظت گرم بر لیتر می

دهی دوم (بعد ساعت م شده و پس از خوراكمحصول ک

براساس) افزایش آنچنان محسوسی در آن دیده نشد.48

25و 0هايت) بین ساعX، بهره رشد سلولی (1شکل 

علاوه در همان بازه گرم بر لیتر بود. به545/4تخمیر 

اساس مقدار گرم ) برYدهی (زمانی، ضریب بهره محصول

شد.17/0برابر سیترات تقریباًبر لیتر مصرفی واکنشگر 

ظـرف تخمیـر  شـده در  اصـلاح Eدر محیط کشـت  ATCC 9945aفورمیسلیکنیباسیلوسشده دهیمداوم خوراكکشت غیر1شکل 

) با افزودن کلسیم 48و 24هايتپالس مشابه (در ساع2گرم بر لیتر) در 400لیتر از خوراك سیترات (با غلظت میلی5لیتري با مقدار نیم

و )◊اسید (گاما گلوتامیکپلی)، ▲)، سیترات (Δگلوتامات (-)، ال♦) وزن خشک سلولی (g/L(مقدارزمانی تغییرات. آغازو منگنز در 

)oگلیسرول (

FTIRبا γ-PGAنتایج بررسی ساختار شیمیایی نمونه 

که به شکل قرص را نمونه پودري FTIRطیف2شکل 

. الگوي این شکل براي دهدنشان میدرآمده بود،

هاي شیمیایی و گروهγ-PGAبسپار تشخیص زیست

یک از نقاط هر.رودکار میه آن بدهندهیلتشکاصلی

یک مقدار که در شده در هر طول موج بیشینه مشاهده
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خصوص واقع شده است، یک گروه و درصد جذب به

پیوند شیمیایی خاصی را که در ترکیب نمونه حضور دارد، 

cm-13412شده در عدد موج کند. بیشینه واقعآشکار می

cm-11597، در عدد موج O-Hنشانگر وجود گروه 

مایانگر حضور نcm-11406، در N-Hدهنده پیوند نشان

آشکارکننده پیوند شیمیایی cm-11128، در C=Oترکیب 

C-N و در ،cm-11029 بیانگر حضور ترکیبCOOH

دیده 1000بود. چندین بیشینه هم در اعداد موج کمتر از 

شوند. مطلبی که در مورد آنها مشخص است، نشان می

(احتمالاً در CH2–ترین آنها مربوط به دهد که کوچکمی

ترین آنها مربوط به )، و بزرگcm-1971عدد موج 

(CH2)n باnاحتمالاً در عدد موج 4تر از بزرگ)cm-1

هم در حد وسط آنها واقع شده CH3–) است. گروه 674

.]26-24[است. این نتایج با مراجع دیگر مطابقت دارند 

γ-PGAنمونه پودري FTIRطیف 2شکل 

نه با میکروسکوپ شناسی سطحی نمونتایج بررسی ریخت

الکترونی روبشی 

) نشان 3(شکل γ-PGAساختار سطح نمونه پودر بررسی

بررسی نانومتري دارند. 50ابعاد متوسط ،ذرات آنداد که

از شکل و اندازه نشان،شدهگسترده اغلب تصاویر گرفته

یک ویژگیاین . بوددر آنهایکسان عمده ذراتاًتقریب

ی مثل آزادسازي یکنواخت مزیت براي کاربردهاي خاص

.شودمحسوب میبدن يها یا اعضادارو در بافت
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اسیدگلوتامیکتصویر میکروسکوپ الکترونی روبشی از پودر گاما پلی3شکل 

ثبح

اصلی هايمقدار ترکیباصلاح محیط کشت، معمولاًدر

شوند. اما در این پژوهش ثر بر افزایش تولید بیشتر میؤم

ثر سیترات و ؤمهايافزایش ترکیبسعی شده است 

شده انجام گلوتامات در محیط کشت تا یک مقدار محدود

افزایش تولید تا یک شود تا در ضمن دستیابی به هدف

حد بهینه، یک تعادل منطقی بین افزایش تولید و قیمت 

. چنین شده برقرار شوداستفادههايشده مقدار ترکیبتمام

میلادي نیز 2016در سال 12میتسوناگاروشی در پژوهش

مشاهده شد که سعی کرد با اصلاحات جزئی در برخی 

کند. ، محصول را بیشتر Eمحیط کشت هايترکیب

نهایت هم در یک آزمایش جالب با افزایش اندکی در در

به توانست )بر نبودکه چندان نیز هزینه(مقدار سیترات

تري نسبت به محیط کشت تولید بسیار مناسب

سیترات یکی از . ]20؛19[د پیدا کننشده دست اصلاح

اسید و مهم موجود در چرخه سیتریکهايترکیب

-البخش عمده سیترات به است. γ-PGAساز پیش

محصول سازنده پارخود، تکشود که گلوتامات تبدیل می

است. افزودن سیترات خارج سلولی بسپارزیست

پس از ، TCAضمن تقویت چرخه صورت خوراك هب

12 Mitsunaga

اسید درون گلوتامیک-تبدیل به گلوتامات، غلظت ال

γ-PGAسلولی را بالاتر برده و باعث تشکیل بیشتر 

13توجه به خاصیت چرخه گاما آمینو بوتیرات. با شودمی

)GABA (با ایجاد تجمع کنندگی تولیددر ممانعت

γ-PGAسازي محصول لیتو خاصیت کیگلوتامات

لازم است غلظت ، میانی تخمیرهايتخصوص در ساعهب

ها در میانه کشت سلولطور ناگهانی بالایی از سیترات به

چرخه گاما آمینو صورت یک محرك، همهبتا شودفراهم 

دسترس طور جنبی سبب دراثر کند و هم بهبوتیرات را بی

لیت که چسبیده به کیهاي فلزي یوندوبارهگیري قرار

تغذیه کردنفراهم. ]27؛2؛1[د شو، هستندثر بر تولید ؤم

نیاز براي کلغلظت موردتواند به شکل یک پالس نمی

منابع براي این منظور تخمیر را فراهم کند و اگرزمان

د، نبا مقادیر خیلی بالا در یک پالس فراهم شواي تغذیه

دهی ، خوراكبنابراینخود باعث ممانعت تولید است. 

هايچون تعداد پالسپالسی مناسب تشخیص داده شددو

کنندگی تولید را کاهش خاصیت تحریکاز دو نیزبالاتر 

پالسی براي دهی دوبودن خوراكتر. فرضیه مناسبدندهمی

-ابدلهايتحریک به افزایش تولید، با توجه به پژوهش

13 Gamma-aminobutyrate (GABA)
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و همکاران در 15نگاژو2007و همکاران در سال 14فتاح

براي تعیین .]29؛28[د شویید میأمیلادي ت2018سال 

هايتساعثر دو پالس سیترات، ؤدهی مهاي خوراكزمان

محیط کشت . با توجه به اینکه در شدندمتفاوتی آزمون 

حضور داشت، لازم مقدار زیادي از سیترات شدهاصلاح

زیادي براي مصرف مواد هايتبود تا با گذشتن ساع

براي خوراك اول . انجام شوددهی اول مغذي، خوراك

چهارم وکمتر از ساعات بیستهايتساعسیترات، 

از بین دهی دوم نیز د. خوراكکرممانعت تولید ایجاد 

که غلظت سیترات 48در ساعت مختلفهاي ساعت

. انجام شدترجیح داده و ، شدت کاهش یافته بودهبدوباره 

و ، ترکیب خوراكسویهبا توجه به نوعهاتاین ساع

و شده(محیط کشت استفادهمجموعه شرایط محیطی

تواند متفاوت و عملیاتی حاکم بر فرایند تخمیر میغیره)

در و همکارانمیتسوناگاپژوهشدرنمونه ، برايباشد

هیدروژنآمونیومدهی دي، خوراكمیلادي2016سال 

کشت 24از ساعت ساعته 12فواصل زمانی باسیترات 

د ترجیح داده ششده میکروبی در یک محیط کشت اصلاح

حاضر در هايترین ترکیبیکی از اسیدي، سیترات.]20[

در این پژوهش است. براي اینکه شدهمحیط کشت آزمون

pHها آسیب وارد نکرده و یا بسیار پایین آن، به سلول

، بهتر است براي نکندتولید آنها را کم یا متوقف 

و که با غلظتشوددهی از محلولی از آن استفاده خوراك

ساز سلولها را بهبود ویافته بتواند سوختتعدیلرقت

. قرار گرفت)(که در این پژوهش مدنظر بخشد

نتیک تولید محصول و رشد سلولی در یس1در شکل 

و سیترات، گلوتاماتکنار مصرف منابع کربن و نیتروژن 

براي در بهترین شرایط ممکن این پژوهشگلیسرول 

پالس اول سیترات با . اندبه نمایش درآمدهافزایش تولید

گرم به ازاي هر لیتر حجم کاري سبب افزایش 20مقدار 

دهی شد. پالس دوم در در محصولچشمگیريناگهانی 

14 Abdel-Fattah
15 Zhang

تري همان اثر را داشت. با نیز به نسبت کوچک48ساعت 

چشمگیريتوجه به اینکه بعد هر دو پالس رشد سلولی 

معمول طور هچنان که بگفت آنتوان میمشاهده نشد، 

رود، این افزایش تولید دلیلش افزایش رشد انتظار می

بلکه به دلایلی از جمله حضور چرخه سلولی نبوده است

سازي لیتفرعی گاما آمینو بوتیرات و خاصیت کی

هاي توضیح داده شدند، پالسترپیشمحصول که 

د انصورت یک محرك تولید عمل کردههبفقطشدهوارد

γ-PGAدهد که این مطلب نشان می. ]29؛27؛2؛1[

در ترین شرایط در مناسبیک متابولیت ثانویهعنوان به

مستقل از سینتیک تولیدي هاي مرحله تولیداغلب زمان

اي اصلی و منابع تغذیهنتیک رشد سلولی داشتهیس

ها را بیشتر سیترات) به جاي آنکه رشد سلولخصوص به(

تولید و تغییرات ،نمودارهاي سینتیکی رشد، براساسکنند

طور به)1(شکل زمانی مصرف منابع کربن و نیتروژن

که خود فرضیه تحریک اندسبب تولید بیشتر شدهیاساس

. ]2؛1[د کنیید میأتولید را ت

ترتیب شیمیایی و فیزیکی بهمطالعات ساختاري 

دهنده ترکیب شیمیایی یکسان محصول با نشان

فیزیکی آن (تا کننده شکل هاي پیشین و آشکارپژوهش

باشند. دانیم براي نخستین بار) میآنجا که ما می

شناسی فیزیکی محصول پودري یک ساختمان بلور شکل

مانند را نشان داد. هرچه این ساختار به ابعاد نانومتري 

طور که در مورد این پژوهش صدق (همانتر باشدنزدیک

سطح تماس قابلیت انتقال زیستی و کردن با فراهمکند)می

ثیرگذاري بیشتري براي داروهایی أتانتقال جرم و بیشتر، 

به همراه خواهد داشت. از ، شوندآن حمل میوسیلهبهکه 

طرف دیگر با توجه به ابعاد و ساختمان مشابه بلورهاي 

در ابعاد تري (سازي یکنواخت و یکساننانومتري، آزاد

با توجه مان) براي آنها متصور است. در طول زمختلف و 

توان بر این خصوصیات هاي پیشین میبه پژوهش

.]30؛26-24[ت صحه گذاشγ-PGAشیمیایی و فیزیکی 
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گیرينتیجه

لیکنیبراي افزایش تولید کشت باکتري باسیلوس

γ-PGAهاي دیگري که و سویهATCC 9945aفورمیس 

رشد سلول یک تابع کنند، با توجه به اینکهرا تولید می

دهد، معمولاًنمایی و وابسته به زمان را نمایش میشبه

اند. این هاي وابسته به زمان به کار گرفته شدهدهیخوراك

افزایش نیاز به اغلبدهی با توجه به اینکه رویه خوراك

بیشترتغذیه با افزایش رشد سلول بخصوص براي تولید

هاي گذشته در پژوهشهاي اولیه مطابقت دارد،متابولیت

γ-PGAثرتر از سایر راهکارها فرض شده است. اماؤم

ویژه با باکتري شده بهتولیدعنوان یک متابولیت ثانویه به

از این قاعده تا اینکهرفته در این پژوهش، اولکاربه

هاي صورت پالسهدهی بخوراكبود. دوماحدودي مستثن

شده اصلاحکارگیري یک محیط کشت هببا وجودناگهانی 

اولیه (مربوط به هاي ارزان و بهینه، از هزینهنسبتبه

(مربوط به برپایی فراهم آوردن محیط کشت) و فرایندي 

و نیاز به تکنیسین) تا حدود زیادي کاسته و هاآزمایش

د. ضمن کررا بیشتر امکانپذیر هاتکرارپذیري آزمایش

شده به خوراك واردهاي گذشته، پژوهشبراساساینکه 

طور ناگهانی هم محرك افزایش تولید بود محیط کشت به

نیاز هاي موردیوندوبارهو هم در دسترس قرارگیري 

گذار بود که بعد چسبیدن به محصول، به نوبه ثیرأتولید ت

هاي ثانویه رشد و تولید عمل کنندهعنوان محدودخود به

کردن آن در در برجسته. اهمیت این پژوهشکردندمی

جاي عوامل قبلی در بهبود یکهايمقایسه با گزارش

مختلف از جمله شرایط تخمیر، محیط کشت با صرفه 

. محیط کشت دهی پالسی مناسب بودو خوراكاقتصادي

تولید زمان و مقدار مناسب، رشد و تداوم زیستی و 

تداوم زیستی مدت و رشد علاوه. بهها را بیشتر کردسلول

، بیشترايبا افزایش مصرف منابع تغذیههابیشتر سلول

هم را سازي و محصول وسوختهايمقادیر تولید ترکیب

یافتهبودبهاینکه با خوراك دوپالسی نهایتدر. دادافزایش 

اي شده و منابع تغذیهبیشترکنندگی تولیدقابلیت تحریک

ها قرار گرفت براي تولید بهتر در دسترس سلولنیازمورد

شده با این باکتري تا بالاترین غلظت محصول گزارش

صورتی هدست آمده و توسعه صنعتی فرایند تولید با آن بهب

ابعاد محصول پودري در . شودقیمت فراهم ساده و ارزان

یکسان و یکنواختی مقیاس نانومتري و با اشکال تقریباً

گزارش شد. این ابعاد کوچک، آن را در کاربردهاي 

، با دهکرو آزادسازي دارو کارامد رسانیزیستی، دارو

ثیرگذاري أکردن سطح تماس در واحد حجم بیشتر تفراهم

و شکل یکنواخت آن، آزادسازي دارو دارو را افزایش داده

.کندمیتر و قابل کنترلتر را یکنواخت

این مقاله از دانشگاه نگارندگانتشکر و قدردانی: 

دن تمام امکانات، کرصنعتی مالک اشتر تهران براي فراهم

در این پژوهش تشکر شدههاي استفادهو دستگاهمواد

.کنندمی

نویسندگان ذکر وسیلهبههیچ موردي ییدیه اخلاق: أت

نشده است.
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ABSTRACT
Poly-γ-glutamic acid (γ-PGA) is a beneficial, biocompatible, and
biodegradable biopolymer. These properties have been led to the
development of the use of this compound in various industries such as bio-
medicine, biopharmaceutical, biotechnology, and tissue engineering. The
limitation of the industrial development of γ-PGA is the high cost of its
production. To reduce γ-PGA production costs, various strategies are used,
such as culture medium optimization using inexpensive compounds, the
development of efficient cultivation processes of batch and fed-batch. In this
research, first, an efficient batch culture medium was developed to produce
γ-PGA of Bacillus licheniformis ATCC 9945a. Then, the γ-PGA production
increased by the pulsed feeding method and its optimization. By optimal
culture medium development, the production of this product in batch culture
was increased from 11 g/L to 47 g/L. Then, using the optimized pulsed
feeding strategy of citrate (γ-PGA precursor), γ-PGA production was
increased to 59.5 g/L, which is one of the highest production values reported
with this strain. To optimize two-pulse feeding, the effect of feeding times,
stock citrate solution concentration, and time of calcium and manganese
solutions addition on γ-PGA production were investigated and optimized.
Finally, FTIR confirmed the chemical structure of poly gamma glutamic
acid, and the study of γ-PGA morphological properties with SEM showed a
nanostructure ideal for biological applications.

Keywords Submerged fermentation; Modified E culture medium; Pulse
feeding strategy; Batch fermentation; γ-PGA


