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  چکیده

 Ralstoniaهدف، بررسی باكتری  هستند. محیطی زیست معضلات مهمترین از هاپلاستیك و ایگلخانه گازهای انتشار

eutropha  هیدروكسیآنهیدراز برای تولید پلیعنوان میزبان آنزیم كربنیكبه( بوتیراتPHB .است ) توالی ژن آنزیم

 FT-IRهای ها با روشدر باكتری PHBمنتقل شد. تولید  R. eutrophaو به سازی بیانی كلون( در وكتور CAآنهیدراز )كربنیك

درصد  2CO ،51/99به باكتری نوتركیب در غیاب نسبت  2COدر باكتری نوتركیب درحضور  PHBمیزان  بررسی شد. MS-GCو 

در  PHBدرصد افزایش داشت. تولید  55/95و  55/99ترتیب به  2COبه باكتری غیرنوتركیب در حضور و عدم حضور و نسبت

به باكتری درصد و نسبت 2CO ،42/78ه باكتری نوتركیب در غیاب بنسبت 2COباكتری نوتركیب در محیط محدود در حضور 

دهنده مؤثر نشان PHBنتایج سنجش  درصد افزایش داشت. 89/95و  95/99ترتیب به 2COحضور  غیرنوتركیب در حضور و عدم

 ك محیط ساده،در ی 2COتواند در حضور بود. همچنین باكتری حاصل می R. eutrophaدر  PHBدر افزایش  CAبودن بیان 

 نیز تولید نماید. PHB كربن،علاوه بر ترسیب

 .Ralstonia eutrophaترسیب كربن، كربنیک آنهیدراز،  كلیدی: هایهواژ

 مقدمه

-كربنات )( و بی3CO2H) (، كربنیك اسید2CO) اكسید كربن دی
3HCOهای زنده های كلیدی سیستم( از متابولیت

های زنده برای عملکرد فیزیولوژیکی سلول حائز اهمیت است. آنزیم كربنیك ها در سلولیتمحسوب می شوند. تعادل این متابول

درون سلولی  pHها و تنظیم ، تبادل یون2COكربنات در متابولیسم سلول، انتقال اكسید به بی( با تبدیل كربن دیCAآنهیدراز )
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اند. هیچ ( در جانداران مختلف شناسایی شدهα ،β ،γ ،δ ،ζ ،η) آنهیدراز های كربنیكشش گروه از آنزیمكند. نقش مهمی ایفا می

اند. وجود ندارد و هر گروه به طور جداگانه و متنوع تکامل یافته CAهای مختلف شباهت ساختاری قابل توجهی بین گروه

آیزوزایم های چندگانه و بیان با  )تك زیرواحدی و α-CAهای گروه ، آنزیماز نظر ساختار و عملکرد CAهای آنزیم ترین گروهمهم

)دارای سه زیرواحد یکسان(  γ -CAهای گروه )حاوی دو تا شش زیرواحد متفاوت( و آنزیم β -CAهای گروه متنوع(، آنزیم

 (. Zhang et al., 2011و  Jo, 2016و  Bose & Satyanarayana, 2017)  هستند

زا، خاكزی، بدون اسپور، باسیل گرم منفی، غیر بیماری ، β-proteobacteriaمتعلق به رده  R. eutrophaباكتری      

و به عنوان  (Facultative chemolithotroph) ( با متابولیسم كمولیتواتوتروفی اختیاریCo79-95مزوفیل )دمای بهینه 

های ت گرانول( به صورPHAs) (Poly Hydroxy Alkanoates) هامیکروارگانیسم مدل تولید كننده پلی هیدروكسی آلکانوات

( به ترتیب pHG1و دارای دو كروموزوم و یك مگاپلاسمید ) bp 2598829ای درون سلولی است. اندازه ژنوم این باكتری ذخیره

پذیر، قابلیت های تجزیهها به عنوان بیوپلاستیكPHAاست. كاربرد  bp 547948و  bp 5547597 ،bp 7197515های با اندازه

ی تولید تجاری انواع بیوپلیمرها و سازگاری با طیف متنوعی از سوبستراها در شرایط متابولیسمی مختلف برا R. eutrophaبالای 

( PHB، پلی هیدروكسی بوتیرات )PHAترین نوع فناوری شده است. مهمالعاده این باكتری در تحقیقات زیستباعث جذابیت فوق

- βتوسط آنزیم  CoAبه این ترتیب كه ابتدا دو مولکول استیل گیرد. صورت می phaCABاست كه تولید آن از طریق اپران 

توسط استواستیل  CoAشود. سپس استواستیل تبدیل می CoAشود، به استواستیل رمزدهی می phaAكتوتیولازی كه توسط 

CoA  ردوكتاز رمز شونده توسطBpha (3phaB, 2phaB, 1phaB به هیدروكسی بوتیریل )CoA پلی  امشود و سرانجاحیا می

 phaC1سنتاز كد شونده توسط ژن  PHBتوسط آنزیم  CoAهیدروكسی بوتیرات در نتیجه پلیمریزه شدن هیدروكسی بوتیریل 

را  2CO( طی رشد اتوتروفی Calvin Benson Basham) CBBتواند از طریق چرخه می R. eutrophaشود. باكتری حاصل می

 (. Juengert et al., 2018و  Raberg et al., 2017استفاده كند ) PHBجذب و از آن برای تولید 

های های شهرنشینی انسانی و صنعتی و ادامه روند استفاده بیش از حد از سوختناشی از فعالیت 2COانتشار روزافزون 

از  یهای مشتق شده از مواد نفتی، منجر به افزایش گرمایش جهانی و تهدیدات زیست محیطی ناشفسیلی برای تولید پلاستیك

های مدیریت كاهش كربن، تجمع كربن با روش ترسیب . یکی از مهمترین راهکارای( خواهد شدتغییرات آب و هوایی )اثر گلخانه

یقات شود. تحقهای زیستی منجر به كاهش و تعدیل كربن دی اكسید اتمسفر میكردن است. تجمع و ذخیره كربن در سیستم

ها به رسیب كربن با استفاده از گیاهان متمركز بوده است و استفاده از میکروارگانیسمانجام شده در این زمینه بیشتر روی ت

ارایه راهکار برای (. مطالعه در زمینه Kumar et al., 2018های بیشتری دارد )نیاز به بررسی PHAمنظور ترسیب كربن و تولید 

ری، های بیولوژیکی باكتی تجزیه پذیر توسط چرخهدر جهت تولید محصولات با ارزشی مثل بیوپلیمرها جذب و ترسیب كربن



 
 

 025 / (س) الزهرا دانشگاه كاربردی شناسی زیست پژوهشی- علمی فصلنامه

و از سوی دیگر تولید بیوپلاستیك تجزیه پذیر سازگار با محیط  2COهدف از این پژوهش بوده كه می تواند در كاهش انتشار 

 زیست، موثر باشد. 

 هامواد و روش 

 یبیان وكتور در CAژن  یساز كلون

استفاده شد.  Caminibacter mediatlanticus( مربوط به باكتری CAیدراز )توالی ژن كربنیك آنه در این پژوهش از 

سازی كدونی شده و با تغییر اسیدهای آمینه )جهت مقاومت بیشتر این توالی در پژوهش قبلی توسط نویسنده و همکاران بهینه

ین ژن )به منظور الحاق در وكتورهای های آنزیمی برشی مناسب در دو سوی او فعالیت كاتالیزوری بهتر( و قرار دادن جایگاه

به دو  پایانبرو  پیشبربه منظور افزودن ، CA(. برای بیان ژن Mohsenpour et al., 2019مورد نظر(، مهندسی و سنتز شده بود )

ه در دو تعبیه شد SacIو  BamHIهای آنزیمی مورد استفاده قرار گرفت تا با توجه به جایگاه pBI121سوی این ژن، وكتور بیانی 

(. به Mohsenpour et al., 2015قرار گیرد ) nos پایانبرو  CaMV35Sدائمی  پیشبر، این قطعه در وكتور تحت CAانتهای ژن 

)مدل: انجام شد و پس از الکتروفورز  SacIو  BamHIهای با آنزیم pBI121این منظور واكنش هضم آنزیمی دوگانه وكتور بیانی 

EH1515، ل آگارز یك درصد، باند مربوط به وكتور هضم شده روی ژ (ایران ساختpBI121  از روی ژل آگارز برش و با استفاده

( با نسبت سه به Ligation) اتصال واكنشسازی شد. سپس ( خالصBioneerاز روی ژل )شركت  DNAسازی از كیت خالص

 ی و وكتور صورت پذیرفت.الحاق قطعهیك 

 نوتركیب R. eutropha یباكتر یایسین براكانام بیوتیکیآنت مناسب غلظت تعیین

 :PTCC، حساسیت باكتری )pBI121با توجه به نشانگر انتخابی )ژن مقاومت به كانامایسین( موجود در وكتور  

1615)H16  R. eutropha كانامایسین مورد بررسی قرار گرفت. به این ترتیب كه ابتدا یك  بیوتیكهای مختلف آنتیبه غلظت

گرماگذاری شد تا به  Co 95( تلقیح و در دمای Hinton Broth-Muller) MHBدر محیط كشت   R. eutrophaاكتری كلونی از ب

های میکرولیتر از آن به لوله 955( رسید. سپس Colony Forming Units -CFU 995×4/9) فارلندمككدورت لوله استاندارد نیم 

، mg.L 45 ،1-mg.L 955 ،1-mg.L945-1كانامایسین ) بیوتیكتیاستریل حاوی مقادیر مختلف آن MHBحاوی محیط كشت 

1-mg.L 755 ،1-mg.L 745 ،1-mg.L 955 منتقل شد. یك لوله حاوی محیط كشت )MHB  استریل به عنوان كنترل منفی و

ت در نظر میکرولیتر باكتری، به عنوان كنترل مثب 955بیوتیك و تلقیح شده با فاقد آنتی MHBیك لوله حاوی محیط كشت 

، كشت Muller-Hinton Agar( MHAبندی شده حاوی محیط كشت )قسمت ها در پلیتگرفته شد. همچنین از هر كدام از لوله

های كشت به محیط فارلندمك، با كدورت نیم R. eutrophaمیکرولیتر از  لوله حاوی باكتری  955خطی انجام شد. علاوه بر این 
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حساسیت  Co95بیوتیك تلقیح و پخش شد. پس از یك شب گرماگذاری در دمای مختلف آنتیهای حاوی غلظت LB agarجامد 

 های مختلف كانامایسین مورد بررسی قرار گرفت.باكتری نسبت به غلظت

 R. eutropha مستعد یهاسلول تهیه یبرا یساز بهینه

مؤثر نبود،  R. eutropha، در مورد باكتری ها برای انتقال ژنسازی باكتریهای معمول آمادهكه روشبا توجه به این 

یه باكتری سازی روش تهبنابراین به منظور دستیابی به یك روش مناسب برای انتقال وكتور پلاسمیدی به این باكتری، بهینه

لونی به این ترتیب كه ابتدا یك ك رشد باكتری انجام شد. ODو  2CaCl( با تغییر متغیرهای غلظت Competent Cells) مستعد

منتقل و پس از یك شب گرماگذاری در انکوباتور شیکردار با  LB brothبه پنج میلی لیتر محیط كشت  R. eutrophaاز باكتری 

سازی شد و مجدداً در رقیق LB brothلیتر محیط كشت استریل میلی 45، در دور در دقیقه 755 چرخش و Co 95دمای 

باكتری با استفاده از   ODقرار داده شد. در طول مراحل رشد،  دور در دقیقه 755 چرخشو  Co 95انکوباتور شیکردار با دمای 

از كشت مایع باكتری با استفاده از  9/5و  8/5، 5/5، 7/5های  ODگیری شد. در نانومتر اندازه 855اسپکتروفتومتر در طول موج 

رایط سترون زیر هود، كاملاً خالی شد و در سه ، پنج دقیقه( رسوب داده شد. سپس محلول رویی در شg 9555سانتریفیوژ )

مولار به رسوب باكتری اضافه میلی  955و  45، 75های )سترون اتوكلاو شده( با غلظت 2CaClلیتر محلول سرد تکرار، یك میلی

ن باكتری نسیوها روی یخ قرار داشتند(. سپس سوسپاو به آرامی با باكتری سوسپانسیون شد )در این مرحله لوله حاوی باكتری

 توزیع شد. ها میکرولیتر در میکروتیوب 955با مقادیر 

 

 R. eutropha یبه باكتر pBI121-CAپلاسمید  انتقال

 95ابتدا یك میکروگرم پلاسمید به باكتری آماده سازی شده در مرحله قبل، اضافه شد و پس از پیپت كردن، به مدت 

ها دقیقه قرار داده شد. سپس به هر كدام از نمونه 95به مدت  Co 92ماری نو سپس در ب -Co 75دقیقه روی یخ و در فریزر 

 Coقرار داده شده بود( اضافه و در انکوباتور شیکردار   Co 95دقیقه در  75استریل )كه به مدت  broth LBلیتر محیط یك میلی

ها، مایع رویی دور ریخته دن میکروتیوببه مدت سه ساعت قرار داده شد. پس از اسپین كر دور در دقیقه 755 چرخشبا  95

استریل اضافه شد. سپس مخلوط حاصل به آرامی پیپت شد و به  broth LBمیکرولیتر محیط  955ها شد و به هر كدام از نمونه

 & ,Sambrookپخش شد )بیوتیك كانامایسین منتقل و آنتی mg.L 955-1حاوی  LB agarهای حاوی محیط كشت پلیت

1, 200Rusell  2008 ,.وet alMohsenpour  پلیت ها در انکوباتور .)Co 95 گذاری مورد و پس از دو شب گرما شدند داده قرار

به  ساخت انگلستان( TC-312: کلری)مدل دستگاه ترموسا Colony PCRهای به دست آمده با روش بررسی قرار گرفتند. كلونی

، مورد بررسی قرار گرفتند CAه از پرایمرهای اختصاصی مربوط به ژن در باكتری با استفاد pBI121-CAمنظور تأیید حضور 
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و در واكنش  pBI121-CAمورد انتظار بود. در واكنش كنترل مثبت از پلاسمید  bp 522ای به طول قطعه (. تکثیر7)جدول 

 ی الگو استفاده شد. DNAغیر نوتركیب به عنوان  R. eutrophaاز كلونی باكتری  PCRكنترل منفی 

 PHBسنجش  یبرانوتركیب  R. eutropha یسازو آماده كشت

 LBهای محیط كشت فارلند به غلظتمك 4/5با كدورت لوله استاندارد  R. eutrophaمیکرولیتر از باكتری  955ابتدا  

broth (LB نیم ،LBدر دو گروه شاهد و نوتركیب با سه تکرار تلقیح شد. یك گروه از باكتری )ركیب در دمایهای شاهد و نوت 

Co 95  و گروه دیگر درCo 95 2گاز  همراه با پنج درصدCO  ساعت گرماگذاری شد. پس از سانتریفیوژ ) 59به مدتg 4555 ،

ساعت خشك شد. در  27به مدت  Co 45بار با آب مقطر شستشو و در  ها دوكردن مایع رویی، رسوب باكتریدقیقه( و خالی 94

 مورد بررسی قرار گرفت.  FT-IR( و GC-MSها توسط كروماتوگرافی گازی )نهدر نمو PHBمرحله بعد تولید 

 

 (GC-MS) یگاز یكروماتوگرافبا استفاده از  PHB سنجش

 درصد متانول و سه درصد اسید 12ها، دو میلی لیتر متانول اسیدی ) گرم از رسوب خشك باكتریمیلی 95به 

 (mm × 20 mm screw-cap Kimax tubes 150)دار ای كیماكس درپیچهای شیشهسولفوریك( و دو میلی لیتر كلروفرم در لوله

 Coها به مدت سه ساعت در حمام آب گرم ها به شدت مخلوط شد. لولهها، محتویات آناضافه و پس از محکم بستن درب لوله

ثانیه به شدت  95ها به مدت نیزه، لولهلیتر آب مقطر دیوو پنج دقیقه روی یخ قرار داده شدند. پس از اضافه كردن یك میلی 14

ها قابل مشاهده بود كه فاز بالایی حاوی متانول اسیدی، (. بعد از یك دقیقه، سه فاز در لولهJuengert et al., 2018مخلوط شدند )

از فاز پایینی  یترفاز میانی شامل بقایای میکروبی و فاز پایینی، فاز آلی حاوی بیوپلیمر محلول در كلروفرم بود كه یك میکرول

مشخصات ستون  .( مورد استفاده قرار گرفتآمریکا Agilentشركت  ،2915Bمدل برای تزریق در دستگاه كروماتوگرافی گازی )

(، دمای حسگر: متر 95بیست و پنج صدم میلی متر قطر داخلی، طول ) HP-5MSستون موئین  عبارت بود از: و عملکرد دستگاه

درجه سلسیوس به مدت چهار دقیقه، سرعت افزایش  95درجه سلسیوس؛ دمای اولیه:  795تزریق: درجه سلسیوس؛ دمای  795

 PHBمیلی گرم از پودر  95همچنین  درجه سلسیوس به مدت شش دقیقه. 985دما: هشت درجه در دقیقه و بالاترین دما: 

 استاندارد با روش فوق آماده سازی و سنجش شد.

 IR-FT (Transform Infrared spectroscopy-Fourier)با استفاده از  PHB سنجش

از  ها، طیف چند نمونههای عاملی متفاوت موجود در آنبه منظور ارزیابی محتوای بیوشیمیایی بیوپلیمر و گروه

، پس از 2COرشد یافته در محیط عادی و محیط حاوی  های شاهد و نوتركیببیوپلیمرهای استخراج شده با روش بالا از باكتری

گرم برمید پتاسیم و تهیه میلی 955تبخیر كلروفرم، خشك شدن كامل بیوپلیمر و مخلوط كردن حدود یك میلی گرم از آن با 

 Hassan et( مورد بررسی قرار گرفت )آمریکا ساختFT-IR (Spectrum65 PerkinElmerقرص در دستگاه پرس با استفاده از 
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al., 2016 موجود در نرم افزار (. سپس با استفاده از كتابخانهIRPal  نسخه V2.0- 2010  داده پردازی اطلاعات و شناسایی

 های جذبی انجام شد.طیف

 نتایج و بحث

 .Rتری بیوتیك كانامایسین توسط باكنتایج كشت خطی و مقایسه آن با كنترل مثبت برای تعیین میزان تحمل آنتی

 eutropha 1، رشد محدود باكتری در غلظت-mg.L 45 ها رشد باكتری كاملاً مهار نامایسین را نشان داد ولی در سایر غلظتكا

و عدم رشد باكتری از غلظت  MHAهای حاوی محیط كشت ، الف( كه این نتیجه با كشت خطی در پلیت9شده بود )شکل 

1-mg.L 955  های كشت ، ب(. همچنین نتایج رشد باكتری در محیط9تأیید شد )شکلLB لف كانامایسین، های مختحاوی غلظت

 -9را در این غلظت تأیید نمود )شکل  كانامایسین و حساسیت باكتری به كانامایسین mg.L 955-1عدم رشد باكتری از غلظت 

دست آمده در محیط كشت انتخابی های نوتركیب به، تعداد كلونیR. eutrophaهای مستعد سازی روش تهیه سلولبهینه درج(.

LB  1حاوی-mg.L 955 600نامایسین كه در كاnmOD  2میلی مولار  75و غلظت  9/5برابرCaCl  آماده سازی شده بودند، بیشتر

  (.9بود )جدول 

 LB brothهای كانامایسین: كنترل مثبت، محیط كشت به غلظت R. eutrophaالف( بررسی حساسیت باكتری : 0شکل

كانامایسین و كنترل منفی )به  mg.L 51 ،1-mg.L 011 ،1-mg.L 051 ،1-mg.L 211 ،1-mg.L 251 ،1-mg.L 311-1های حاوی غلظت

های مختلف كانامایسین تلقیح شده با حاوی غلظت MHBهای محیط كشت ترتیب از چپ به راست(. ب( كشت خطی از لوله

ماره و مشاهده رشد فقط در نمونه كشت داده شده از لوله ش MHAهای حاوی محیط كشت روی پلیت R. eutrophaباكتری 

های حاوی غلظت LB agarهای كشت در محیط R. eutropha( و كنترل مثبت. ج( كشت باكتری mg.L 51-1یک )غلظت 

فاقد  LB agar( و كشت باكتری در محیط mg.L 211-1و  mg.L 15 ،1-mg.L 011 ،1-mg.L 051-1مختلف كانامایسین )

 رشد باكتری فقط در كنترل مثبت. بیوتیک به عنوان كنترل مثبت )پلیت میانی( و مشاهدهآنتی
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 بیشتر بود. mM 75 CaCl2برابر هشت دهم و غلظت  ODهای نوتركیب در تعداد كلونی *

 
 

 Colonyبا استفاده از ، R. eutrophaای مستعد هدر وكتور بیانی و انتقال آن به باكتری CAسازی ژن صحت كلون

PCR  ای به طول تکثیر قطعهوbp 522  الکتروفورز روی ژل آگارز یك درصد با استفاده و مقایسه باكنترل مثبت و منفی پس از

 (. 7تأیید شد )شکل  High range DNA Ladder (Jina Bioscience)از نشانگر اندازه وزن مولکولی 

 CAتوالی پرایمرهای طراحی شده برای تکثیر ناحیه داخلی ژن : 2جدول 

 

 

 

  :High Range DNA Ladder ،M2نشانگر اندازه وزن مولکولی   :M1الف( الکتروفورز ژل آگارز یک درصد، : 2شکل 
: پلاسمید SacI، 3و  BamHIهای با آنزیم PBI121: هضم وكتور 2و  Low Range DNA Ladder ،0اندازه وزن مولکولی نشانگر 

uncut ،4 كنترل منفی :PCR  بدون(DNA ،)باند 1و  6و  5ی الگو :bp 411  حاصل ازColony PCR  با پرایمرهای ژنCA  و

به عنوان  R. eutrophaبا باكتری غیرنوتركیب  Colony PCRل منفی ): كنتر1به عنوان الگو.  R. eutrophaكلونی باكتری 

 .bp 03616با طول  pBI121-CAنقشه وكتور بیانی نوتركیب شاهد(. ب( 
 

 

و ...( بر اساس طیف  O=C ،CH- ،2CH- ،3CH- ،OH- ،O-C) PHBهای عاملی مهم تشکیل دهنده ساختمان گروه

ها با استفاده از كتابخانه نرم افزار با بررسی پیك FT-IRنتایج  ان داده شده اند.نش 9در جدول شماره  FT-IRجذبی حاصل از 

 

 .R. eutrophaرشد باكتری در كارایی انتقال ژن به باكتری  ODو  2CaClاثر غلظت  :0جدول 

Variable agents 

OD 0.2 0.4 0.6 0.8 

Vector (pBI121) 1 µg 1 µg 1 µg 1 µg 

Heat shock C, 10’o 37 C, 10’o 37 C, 10’o 37 C, 10’o 37 

Time  72 h 72 h 72 h 48 h 

(mM) 2CaCl 20 50 100 20 50 100 20 50 100 20 50 100 

Number of 

colonies 

- - - - - - 2 1 - 13* 5 3 

Primers Sequence PCR product 

CA-F CCAGAGCCCGATTGATATTAGC bp 477 
CA-R TTCAGCACAAACCAACGCAC 
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IRPal  و مقایسه طیف بیوپلیمر استخراج شده با طیفPHB  استاندارد، نشان دهنده تطابق بیوپلیمر استخراج شده باPHB  بود

 (. 4و  5و 9های ، شکل9)جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 استاندارد PHB مربوط به FT-IRنتایج  :3شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ی نوتركیبR. eutrophaمربوط به بیوپلیمر استخراج شده از   FT-IRنتایج  :4شکل 
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 ی غیر نوتركیبR. eutrophaمربوط به بیوپلیمر استخراج شده از   FT-IRنتایج  :5شکل 

 

 . R. eutrophaاستخراج شده از  PHBمربوط به  FT-IRو طیف  PHBساختار  :3جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 است. PHBو پیك شاخص شناسایی كربنیل مربوط به گروه   9295تا  cm 9275-1 * پیك در محدوده

 

( mg 95=CDWسازی شده )های آمادهتولید شده در میزان مساوی از باكتری PHBبرای بررسی درصد  GC-MSنتایج 

 CAنوتركیب حاوی ژن  R. eutrophaتولید شده را در  PHBبیشترین درصد  (،8)شکل  1/4در دقیقه  PHBبا مشاهده پیك 

در باكتری نوتركیب رشد یافته در  PHBنشان داد. میزان تولید  2COدر حضور  LBو نیم  LBهای كشت رشد یافته در محیط

د و نسبت به باكتری درص 51/99معمولی،  دار نسبت به باكتری نوتركیب در انکوباتور 2COو انکوباتور  LBمحیط كشت 

در  PHBدرصد افزایش نشان داد. میزان تولید  55/95درصد و  55/99دار و معمولی به ترتیب  2COغیرنوتركیب در انکوباتور 

 42/78دار نسبت به باكتری نوتركیب در انکوباتور معمولی،  2COو انکوباتور  LBباكتری نوتركیب رشد یافته در محیط كشت نیم 

درصد افزایش نشان  89/95درصد و  95/99دار و معمولی به ترتیب  2COانکوباتور  ه باكتری غیرنوتركیب دردرصد و نسبت ب

 (.5داد. )جدول 

 

structure PHB Type of bond )1-Wave number (cm 
 C-O 1050-1096-1128-1180 

C-O-C 1128-1163-1278-1289-1259-1302 
3CH 1378-1449 
2CH 1458 

C=O *1723-1724-1727-1740-3436 
3CH-CH, CH-2CH 2875   

asymmetric stretch  2CH 2933 
asymmetric stretch 3CH 2967-2974-2983-2995-3009 
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با روش  2COهای شاهد و نوتركیب رشد یافته در محیط معمولی و حاوی تولید شده در باكتری PHBنتایج سنجش  :4جدول 
GC-MS 

  

 

 الف                                                                                                ب                        

 

 

استخراج  PHBاستاندارد. ب(  PHB. الف(  3/5در دقیقه  PHBبه . مشاهده پیک مربوط GC-MSقسمتی از نتایج  :6 شکل

 شده از باكتری های نوتركیب
 

مورد استفاده قرار گرفت. این باكتری یك  PHBدر این پژوهش برای مطالعه تولید  R. eutropha H16باكتری 

شرایط كشت این  یسازبهینه یمتعدد تحقیقات در(. Raberg et al., 2017ها است )PHAمیکروارگانیسم ارزشمند برای تولید 

به دلیل نرخ سریع  Escherichia coliنوتركیب  یبه سویه ها PHAمسئول بیوسنتز  یهاژن انتقالو  هاPHAتولید  یبرا یباكتر

 95 یبالا شرایط كشت تجمع یه و پس از بهینه سازاین بیوپلیمرها مورد مطالعه قرار گرفت یتولید صنعت یبرا یرشد این باكتر

 CGPتولید سیانوفازین  یبرا یاز این باكتر همچنین (.Raberg et al., 2017در سلول ها به دست آمد ) P(3HB)درصد 

(Cyanophacin Granule Polypeptide( )Voss & Steinbuuchel, 2006 ،)ایزوبوتیرات یهیدروكس (Rohwerder et al., 2010،) 

(، Muuller et al., 2013) هاكتون متیل(، Overhage et al., 2002) اسید فرولیك(، Ewering et al., 2006) اسید سیتریك متیل

 زنجیره با چرب یاسیدها(، Raberg et al., 2017) ها آلکن و ها آلکان(، Schirmer et al., 2010و  Lu et al., 2012) هاالکل

  .است شده استفاده دارند، كاربرد یداروساز و صنعت در كه( Muuller et al., 2013) متوسط

percent PHB 

LB LB 0.5 LB 0.5 LB Medium 
2CO  - 2CO  - Incubator 

41.1 25.1 38.36 26.03 R. eutropha  
59.54 28.05 56.66 30.09 Recombinant R. eutropha 
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 .Rبا توجه به اهمیت (.Aneja et al., 2009الکتروپوریشن است  ) روش معمول برای انتقال ژن به این باكتری روش

eutropha  باكتری، در مطالعه  به این های مستعد برای انتقال ژن بدون واسطهسازی روش تهیه سلولفناوری، بهینهدر زیست

تواند برای انتقال وكتورهای پلاسمیدی مورد استفاده قرار گیرد. دمای بهینه برای رشد باكتری حاضر ارائه شده است كه می

، در R. eutrophaهای مستعد سازی روش تهیه سلولبرای شوک حرارتی در بهینه Co 92است. بنابراین دمای  Co79-95حدود 

كانامایسین كه در  mg.L 955-1حاوی  LBهای نوتركیب به دست آمده در محیط كشت انتخابی ادكلونینظر گرفته شد. تعد

600nmOD  2میلی مولار  75و غلظت  9/5برابرCaCl  2آماده سازی شده بودند، بیشتر بود. این غلظت ازCaCl  كمترین غلظت

های نوتركیب به دست آمده به طور واضح كمتر بودند باكتریهای بالاتر از آن، تعداد استفاده شده در آزمایش بود و در غلظت

شود؛ بنابراین كم شدن ی خارجی میDNAباعث افزایش نفوذپذیری باكتری برای ورود   2CaClتوجه به این كه  (. با9)جدول 

به دلیل آسیب به غشای تواند میلی مولار و شوک حرارتی می 75های بالاتر از ها با غلظتها پس از تیمار سلولتعداد كلونی

 باكتری و از بین رفتن آن باشد.

با طیف وسیع میزبانی به عنوان یك وكتور بیانی برای انتقال   pBADدارای پیشبر القایی  pBBR1وكتور پلاسمیدی 

 ا در چندینهثباتی و ناپایداری پلاسمید در سلولمعرفی و استفاده شده است. در مورد این وكتور بی R. eutrophaبه باكتری 

(. با توجه به این كه این وكتور، دارای پیشبر القایی Kumar et al., 2018و  Kumar et al., 2016مطالعه گزارش شده است )

 pBI121وكتور بیانی از  در این پژوهش ها، رایج و در دسترس نیز نیست،باشد و علاوه بر مساله گزارش ناپایداری آن در سلولمی

تر تر و سریعبدون نیاز به ماده القا كننده،  با روشی ارزان CAاستفاده شد تا ژن  CaMV35Sبر قوی و دائمی به دلیل وجود پیش

لگری بیوتیك كانامایسین برای غربانسبت به وكتورهای دارای پیشبرهای القایی، بیان شود. در این مطالعه غلظت مناسب آنتی

تعیین شد. ژن مقاومت به كانامایسین به عنوان نشانگر انتخابی بسیاری  Lmg.955-1به میزان  R. eutrophaهای نوتركیب باكتری

ر تواند برای انتقال سایبیوتیك برای غربالگری می( و تعیین غلظت این آنتیTohidfar et al., 2014باشد )از وكتورهای رایج می

 مورد استفاده قرار گیرد. R. eutrophaوكتورها به 

( را CO2 Capture Storage) CCSبه منظور استفاده در  CAها برای تولید از میکروارگانیسم محققان توانایی برخی

سازی باید بهینه CAهای تولید بسیار پایین است و روش CA(. با این حال سطح تولید Mitchell et al., 2010اند )شناسایی كرده

به پارامترهای رشد مربوط  CAهای طبیعی، تولید یکروارگانیسم(. در مMesbah & Wiegel, 2012و  Kumar et al., 2014شوند )

م به های مقاوكه میکروارگانیسم سازی این شرایط باعث بهبود میزان تولید آنزیم خواهد شد. اما با توجه به ایناست و بهینه

(، Kumar et al., 2014و  Kumar et al., 2018تری از نظر كارایی و پایداری هستند )حرارت و قلیا دارای آنزیم های مناسب

های مورد نظر در افزایش بیان آنزیم، مؤثر خواهد بود. در به سویه هامربوط به این باكتری CAبنابراین انتقال ژن رمزساز آنزیم 

ی، )باسیل گرم منف Caminibacter mediatlanticusمربوط به باكتری ی  CAسازی كدونی شده ژن این مطالعه از توالی بهینه
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 CAهوازی با متابولیسم كمولیتوتروفی( كه از نظر  مقاومت، سرعت واكنش و نیمه عمر طولانی یکی از مناسب ترین انواع بی

(. توالی این ژن با تغییرات اسیدهای آمینه، بر اساس مطالعات انجام شده با روش Mohsenpour et al., 2019است، استفاده شد )

 ,Bose & Satyanarayanaو  Borchert & Saunders, 2013و  Bi & Muuller, 2013) (Rational Designطراحی منطقی )

های آنزیمی معمول در وكتورهای اكثر جایگاهبرای افزایش پایداری و عملکرد آنزیم، مهندسی و سنتز شده بود. همچنین ، (2017

های سازیزیت استفاده از این ژن را به منظور كلوناند و این مرایج مورد استفاده در مهندسی ژنتیك، در این توالی كور شده

بهینه سازی كدونی علاوه بر اینکه باعث افزایش بیان (. Mohsenpour et al., 2019كند )مجدد جهت اهداف مختلف، تسهیل می

 Chamaniست )ا مؤثرشود، در شرایط تنش نیز در پایداری و افزایش بیان ژن نسبت به شرایط طبیعی ژن در شرایط طبیعی می

et al., 2020.) 

 cm-1 موج عدد( در C=Oهای شاهد و نوتركیب، گروه كربونیل )بیوپلیمر استخراج شده از باكتری IR-FTدر طیف 

 cm 9955-1تا  cm 455-1به عنوان پیك شاخص پلی هیدروكسی بوتیرات است. علاوه بر این در ناحیه  cm  9295-1تا  9275

را  PHBنامیده می شود( كه همراه با پیك شاخص، نوع بیوپلیمر  PHBاست )ناحیه اثر انگشت  حدود ده پیك قابل مشاهده

در  C-C یكشش یمربوط به پیوندها شوند،یم مشاهده cm 9555-1تا  cm 955-1 یهاطیف با كه یهایپیك .كندتأیید می

به ارتعاشات  مربوط cm 9979-9989-9729-9791-9741-9957-1با عدد موج حدود  یجذب یهاهستند. پیك PHBساختمان 

 CH3به گروه متیل  مربوط cm 9929-9551-1با عدد موج  یهایاست. پیك C-O-Cمتقارن  ینامتقارن و ارتعاشات كشش یكشش

 Hassan) شوندیم مشاهده cm 9895-1تا  cm 9955-1در عدد موج بین  یهیدروكسیل انتهای یهامربوط به گروه یاست. پیك ها

et al., 2016)  (. نتایج رشد باكتری و سنجش 4و  5و  9های ، شکل9)جدولPHB  با روشGC-MS  و مقایسه آن در باكتری

ی R. eutrophaدر  PHBدر افزایش تولید  CAوحشی و نوتركیب رشد یافته در شرایط مختلف نشان دهنده مؤثر بودن بیان ژن 

 PHBهای شاهد و نوتركیب برای سنجش رابری از وزن خشك باكتریها میزان بنوتركیب حاوی این ژن بود. در همه آزمایش

برای رشد باكتری استفاده شد و به دلیل عدم  LBاستفاده شد. در این مطالعه از محیط كشت كامل و محدود  GC-MSتوسط 

ده از شیکر كشت شدند كه ها بدون استفادار به منظور یکسان بودن شرایط، همه نمونه 2COامکان استفاده از شیکر در انکوباتور 

 سازی محیط كشت افزایش یابد. پس از استفاده از بیوراكتور و بهینه PHBرود میزان رشد باكتری و تولید انتظار می

 نتیجه گیری كلی

ها برای برای جذب و ترسیب كربن و از سوی دیگر تولید محصولات با ارزشی مثل در این مطالعه از میکروارگانیسم 

غیر  R. eutrophaهای بیولوژیکی باكتری استفاده شده است. با توجه به اینکه باكتری ای تجزیه پذیر توسط چرخهبیوپلیمره

كند كه بیماریزا و قادر به رشد در دمای محیط )بدون نیاز به انکوباتور( و محیط كشت پیچیده است، نتایج این مطالعه اثبات می
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قادر است به میزان مؤثری رشد كرده و بیوپلیمر تولید كند. بنابراین  LBیم باكتری نوتركیب حاصل حتی در محیط كشت ن

تولید كند.  PHBهای كشت حداقل و دارای كربن دی اكسید بالا رشد كرده و رود كه این باكتری بتواند در محیطانتظار می

 توانندها میمیکروارگانیسممحیط زیست توسط باكتری، بیوپلیمرهای تولید شده توسط  2COعلاوه بر ترسیب و كاهش 

های كاربردهای بسیاری در زمینه جایگزینی با پلاستیك های مرسوم داشته باشند. با توجه به اینکه این كاربردها به دلیل هزینه

ه بشود كه از بیوپلیمرهای میکروبی در صنایع دارویی و پزشکی شوند؛ بنابراین پیشنهاد میبالای بازیافت بیوپلیمر محدود می

های عنوان حامل دارو، نخ بخیه، بیوپلیمر جایگزین استخوان و در تحقیقات به عنوان مواد سازنده داربست سلولی و ساخت چیپ

استفاده  (in vivoهای در زیوه )ها در جهت دستیابی به نتایج نزدیك به آزمایشمیکروفلوئیدیك برای كشت چند بعدی سلول

 گردد.
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Abstract 

Emission of greenhouse gases and plastic wastes are one of the most important environmental problems in 

the world. The purpose of this study was to use the bacterium Ralstonia eutropha as the host for recombinant 

carbonic anhydrase enzyme which is used for carbon sequestration and poly hydroxyl butyrate (PHB) production. 

The carbonic anhydrase gene (CA) was inserted in the expression vector and transformed into Ralstonia eutropha. 

Then PHB production was assayed by FT-IR and GC-MS methods in recombinant and non-recombinant bacteria 

in different concentrations of LB medium in the presence and absence of CO2. Production of PHB in LB medium 

increased 31.49 percent in recombinant bacteria in the presence of CO2.  These increases were 18.44 and 34.44 

percent compared to non-recombinant bacteria in presence and absence of CO2, respectively. In 0.5 LB medium, 

the recombinant bacterium produced 26.57 percent PHB in presence of CO2 more than in its absence.  Non-

recombinant bacterium in this medium produced 18.30 and 30.63 percent PHB less than the recombinant cell in 

the presence and absence of CO2, respectively. The quantity of PHB production using GC-MS revealed that CA 

gene expression was effective for increasing PHB production in recombinant R. eutropha. In the presence of CO2 

and by using a simple medium, the recombinant bacterium is able to produce PHB. This bacterium can also be 

effective in carbon sequestration. 
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