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 چکیده

  کیاستفاده از آن به عنوان    ه یدر تغذ  ل یدل    یباشد به هم  یم  ور یدام و ط   ی برا  ی ضرور  ی ها  نه یآم  دی از اس  یکی    یترئون  نه یآم  دیاس

ها به    سمیکروارگانیاستفاده از م   ،یترئون  دیمتداول تول  یها  وه یاز ش  یکیبرخوردار است. امروزه    یا  ژه یو  تیاز اهم  ییمکمل غذا

  یباکتری   استفاده از ا  یایاز مزا  د یتول   ییپا  ی  نهیکشت آسان و هز  ع،یسر  دیباشد. تول  یم  کومیگلوتام  ومیباکتر  نهیکوری  باکتر  ژه یو

کشت استاندارد    ط یدر مح  (ATCC13032)  کوم یگلوتام  ومیباکتر  نه یکورمطالعه      یباشد. در ا  یم    یترئون   ی   نه یآم  د سیا  د یجهت تول 

باگاس، ملاس و شربت    ر،یمانند آب پن  ییهای  اثر افزودن  ISP-2  کشت   ط یمح  یساز  نه یشد و سپس جهت به  ه کشت داد ISP-2 به نام

   یبهتر  جینتا  یشد. بعد از بررس  یابیارز  یبا استفاده از روش کروماتوگراف   یترئون  دی تول  زانی. مدی امتحان گرد   یترئون  دیذرت بر تول

  thrC و thrB شامل   یترئون  د یدر تول  ریدرگ  ید یکل  یها  ژن  ان یب  زان یانتخاب شد و م   ی ترئون  دیجهت تول   ییایمیو ش  یکیزیف  طیشرا

    ر یآب پن  g/L4/0نشان داد که  غلظت   یبه دست امده از کروماتوگراف  جینتا ت.قرار گرف  یمورد بررس Real-time PCR کیبا تکن

  ش یافزا  نمونه آب پنیردر    mg/L53/33271  شده   دیتول    یغلظت ترئون  کهیبه طور.  کند  یرا فراهم م   یترئون  دی تول  یبرا  طیشرا   یبهتر

. شد thrC انیبرابر ب  08/1و   thrB ژن  ان یبرابر ب  2  شیباعث افزا  ریکشت آب پن  طیمح   Real-time PCR جینتا  براساسکرد.    دایپ

  نه یکور  یتوسط باکتر   یترئون   د یدر تول  یتواند اثر قابل توجه  یکشت م  ط یدر مح  ییایمیکوشیزیف  رات ییبدست آمده تغ  ج یبراساس نتا
 داشته باشد.  کومیگلوتام ومیباکتر

 . thrC  و  thrB  ژن انی، ب کومیگلوتام ومیباکتر  نهیکور،  یترئونواژه :  دیکل
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 :مقدمه

و    یصنعت  دیتول  یبرا  یضرور  نهیآم  یدهایاز اس  یکی   یترئون

  ی صنعت  یکاربردها  انیاست. در م یا  ه یمصرف تغذ   یهمچن

تر توجه  قابل  آن،  ترئون   یگسترده  از  عنوان     ی استفاده  به 

از فرمولاس  یافزودن استفاده  خوراک    ونیخوراک است که 

و رفع    وانات ی باعث بهبود رشد ح    یهمراه با ترئون    یکم پروتئ

پروتئ به    شودیم    یکمبود  م  تغذیه یو  و    یدام کمک  کند 

ب     یهمچن تحر  شتریگسترش  را  اس  کیصنعت    . (1)تکرده 

 ینقش اساس  ،یاتیح  اسیدهای آمینهاز    یکیبه عنوان     ،یترئون

دارد.    ییایمیوشیب   یهات یو فعال   یسلول  ی ها  یدر ساختار پروتئ

ا د   یبا  و  انسان  تولمهره   واناتیح  گریحال،  به  قادر    د ی دار 

از      یترئون   یبنابرا  ستند، ین   وسنتزیب   یرها یمس  قیاز طر   یترئون

رژ  قیطر آمینه  شود.     یتأم  دیبا  ییغذا  میمصرف  اسید 

صنا  یقطب  نهیآم  دی اس  کی  ترئونی  در  و  است  بار    ع یبدون 

به عنوان    کهیطوردارد، به   یاژه یو  تیاهم  ییو دارو  ییغذا

غذا  کی تغذ  ییمکمل  ط  هیدر  و  استفاده    زین  وری دام 

مانند قلب،    یاتیح  یهابافت  لیدر تشک   یترئون.  (2)شودیم

  ر یو سا  های بادیآنت  دی نقش داشته و در تول   یکلاژن و الاست

همچن  دها ینواسیمآ است.    ک ی عنوان  به    یترئون   ،یمؤثر 

م  ها  یمونوگلوبولیا  یاساس  یاجزا افزا  کندیعمل    ش یو 

م آن  تقو  یمنیا  ستمیس  تواندیمصرف    در .  (3)کند   تی را 

مهم    یترئون  ور،ی ط  د یتول   عیصنا و    ینقش  رشد  بهبود  در 

را ارتقاء    ور یط  یبهبود زندگ  تواند یدارد و م  ی نیعملکرد پروتئ

  یی غذا  یهاره یدر ج   یترئون  نه یآم  د یحضور اس   ، یدهد. همچن

بهبود عملکرد گوارش   وریط بهبود    شیافزا  ،یباعث  و  وزن، 

 .  (4)شودی ها مآن یمنیا ستمیعملکرد س

ترئون  یکم  ار یبس  ریمقاد  ی عیطب  ی ها  سمیکروارگانیم     یاز 

 ی بازار مقرون به صرفه نم  ازین   یکنندکه جهت تام  یم  دی تول

تول  اما  تول  افتهیجهش    یها  یباکتر  یبرخ  دیباشد    د یجهت 

مناسب  یم   یترئون  یادیز  ریمقاد روش  تول  یتواند    د یجهت 

،   ( 5)  مارسسنس  ایسراش  )   مانند  باشد  نهیآم  د یاس   یا  یصنعت

گلوتامیکوم  ،  (6)اشرشیاکلی باکتریوم    ی برو و    (7)کورینه 
 . (( 8) ومیباکتر

به اهم  با     یآن، ا  د یتول  یبالا   یهانه یو هز   یترئون  تیتوجه 

  نه یکور قیاز طر   یترئون ی شگاهیآزما دی پژوهش به دنبال تول
اباشدیم  کوم یگلوتام  ومیباکتر نه      ی.  لحاظ  روش،  از  تنها 

س  ییایمزا  یاقتصاد درون  بلکه    ت یقابل  ییایباکتر  ستمیدارد 

داراست.    زیرا ن   ی رئونبه ت  کیآسپارت  دیاز اس  لیو تبد  دی تول

به   ب، یترت    یبد قند  یسازنه یبا  به    ط یمح  ی مواد  و  کشت 

  د یبازده تول   یکه بهتر  میدواری مناسب، ام  طیآوردن شرادست

آور   یترئون بدست  امیرا  در  اصل    ی.  هدف  سه    ی مطالعه، 

  د ی مناسب تول زان یآوردن مدست  : به ردیگیمورد توجه قرار م

 یسازنه یبه   ، گلوتامیکوم  وم یترباک   نه یکورتوسط     یترئون

که    thrCو    thrB  ی ژن ها  انیب  یو بررس   ی ترئون  د یتول  طیشرا

 . (10, 9)د هستن   یترئون نهیآم  دیاس  دیدر تول  ید یکل یها ژن

 :مواد و روش ها

باکتر  هیته کشت  از    کوم یگلوتام  وم یباکتر  نه یکور  :یو 

م ذخا  ی کروبیبانک  ز  یکیژنت  ریمرکز  کد    رانیا  ی ستیو  با 

ATCC13032  شد.  خر   وم یباکتر  نه یکورکشت    ابتدا یداری 
در    یاصول بهداشت  تیرا با رعا  (ATCC13032)  کومیگلوتام

  سپس انجام شد  اگار(    نتینوتر) کشت جامد استاندارد    طیمح

  ط یمح  به   وم یباکتر  نهیکور  اکتریبجهت کشت در حجم بالا ،

منحن  ISP-2کشت   و  داده  ا   یانتقال  با    نجام رشد 

 .شد یبررس nm 620 در بازه  یاسپکتروفتومتر

  وم ی باکتر  نهی کور  یکشت باکتر  طی شرا  یساز  نهیبه
مرحله منبع کرب  )گلوکز( موجود در     یدر ا  :کومیگلوتام

پن  ISP-2کشت    طیمح ملاس،    ر،یحذف شده و توسط آب 

ارزان و هم  و  در دسترس  که هم  و شربت ذرت  با    باگاس 

م م  یباکتر  یبرا   یهمچن  و  باشندیصرفه   باشدیقابل مصرف 
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  و همکاران  عباسی

 78 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

م  گرددیم   یگزیجا طرح    ریقادو  روش  توسط  کدام  هر 

با در نظر گرفت     Minitabنرم افزار    قیو از طر  یمرکب مرکز

العمل   یا   انهیو م  ممیو ماکز  ممینیم  ریمقاد بر اساس دستور 

تنظ  طیمح و  دست    ی باز  -دیاس  یکمک  ریمقاد  میکشت  به 

پاسخ  .(11)شدآورده   روشهایا  RSM)) روش سطح   ز 

DOE  ع ای  روش  در  بیان  لاهست.  و  ها  داده  تحلیل  بر  وه 

وابسته، مدلسازی   متغیرهای  بر  متغیرهای مستقل  داری  معنی 

انجام می شود. در انتها نیز عمل بهینه سازی بر مدل ارائه شده  

چند  روش شناسی سطح پاسخ شامل    ل اصو  .انجام می گیرد

غربالگری    آزمایش  (الف)است:    گام برای  عاملی  دو  های 

تجزیه و تحلیل رگرسیون برای   ( ب)  ،متغیرهای ورودی مؤثر

تابع برازش خروجی   ( جو )  ها بر حسب ورودی ها  برآورد 

ورودی متغیرهای  بهینه  تعیی  سطوح  منظور  به    . بهینه سازی 

g10    ، عصاره مالت  g4    مرمخ  ی عصاره  ،g4  ریآب پن  ،g4  

در  به شکل جداگانه    را    باگاس  g4ملاس و    g4،  شربت ذرت

کرده آب مقطر حل    L1به حجم    یا   شهیفلاسک درب دار ش

 15'به مدت    C°121  یو سپس در دما  شودیو حرارت داده م

م باکتر  کیمقدار  .    گرددی  اتوکلاو  از  استوک    یلوپ 

انکوباتور    کریو سپس در ش  شود یبرداشته شده و کشت داده م

به    یتا باکتر  گرددیانکوبه م C°34  یو دما  rpm120با دور  

رشد برسد. پس از شروع ورود به مرحله رشد    یتمیفاز لگار

کروماتوگراف   یرئونت  دیتول  زانیم  یتمیلگار اندازه   یتوسط 

 .  (12)شد  یریگ

 HPLC: روش  اندازه گیری ترئونین تولید شده با

چون    یتمیرشد لگار  یها به مرحله    یباکتر  دن یپس از رس

ا باکتر   یدر  ب  یمرحله  تول   یشتری ها  و  را     ی ترئون  دی رشد 

ا در  باکتر    یدارند  سوپرناتانت  طر  یمرحله  از    ق یها 

و سپس  جدا شده    20'مدت    به  rpm4000سرعت  با    وژیفیسانتر

 کیاست  ml2مایع رویی را با    ml25مایع رویی را جدا کرده و  

مقدار    %0/  3  و   یدریه   ین  ml4و    دیاس  ml5/1به 

در  و آب مقطر مخلوط کرده و ترکیب را    دیاس  کیاسکورب

ی قرار داده و بعد  حمام ب  مار  در  40'به مدت    C°85  یدما

شدن   سرد  اپراتورکروماتوگرافاز  اس  یبه    نه ی ام  د یستون 

دانه  یتخصص  شگاه یآزما شد    اطهر  داده  .  (13)تحویل 

ستون HPLC زاتیتجه نمونه  C18  شامل  متحرک،  فاز   ،

مح   یترئون ترئون  لولو  متحرک     یاستاندارد  فاز  است. 

  ق یو رق  لتریاست و نمونه ها ف  لیتریاز آب و استون  یمخلوط

 UV-VIS یمتصل و آشکارساز HPLC شوند. دستگاه   یم

  ر یشده و مقاد ز ی.کروماتوگرام ها آنالشد م یتنظ nm210  یرو

 .شود یکشت محاسبه م ط یمح یدر نمونه ها   یترئون

 یژن ها  انیب یبررسس   یدر مرحله بعد برا   RNA:استتررا 

thrB و    thrCاسسسستخراج ، RNA و    ریپن  آب  یاز نمونه ها

کشسست ها   طیکار ابتدا از مح  یانجام شسسد. برای ا رداسسستاندا

دار در  خچالی  وژیفیو در سسسانتر  ختهیها ر  وبیکروتیداخل م

کشسسست جدا   طیها از مح یگذاشسسسته تا باکتر rpm9000دور  

کردن  زیل  یها برا  وبیکروتیبه م زولیاتر  ml 1  شسسود سسسپس

 ml1 هر  یسسسسلول ها اضسسسافه و ورتکس شسسسد سسسسپس به ازا

کلروفرم اضسافه کرده پس از انکوبسسسسه شسدن    µl200  زولیترا

با   15'ها به مدت   وبیکروتیم،  5'  در دمسسسسسساق اتام به مدت

بسا    ییرو  عیشسسسدنسد و مسا وژیفیسسسسانتر  rpm 12000  سسسسرعست

اضسافه کردن بعد از  منتقل شسد.   دیجد  وبیکروتیبه م  اطیاحت

به مدت   وژیفیسسرد و سسانتر  زوپروپرانولیا کیبه   کینسسبت  

و  تخلیسه گردیسد      ییرو  عیمسا  rpm12000سسسسرعست  بسا    30'

 1'  به مدت  وژیفیسسانتر از طریق   %75با اتانول   RNA  رسسوب

 µl35 DEPCشسسست و شسو داده شسد.   rpm7500با سسرعت 

Water    جهست حسل کردن   وبیکروتیدرون م  اتیس بسه محتو

RNA    اضسافه گردید. آنزیم DNase   جهت حذف آلودگی

DNA  .فعال کردن ریبه منظور غاسستفاده شسد DNase   نمونه

انکوبسه شسسسدنسد.    10-5'و زمسان    C°75  یبسا دمسا  یهسا در بنمسار

با  توسسسط دسسستگاه نانو دراپ  اسسستخراج شسسده   RNAخلوص

   280/260ODانسدازه گیری میزان جسذب نوری در طول موج

 گردید.محاسبه 

 با توجه به غلظت،   RNA پس از استخراج  :cDNA   سنتز

RNA   سنتز شده  کیت    cDNA   استخراج  از  استفاده  با 

SinaClon  .گردید   -  µg2  ابتداcDNA   سنتز  جهت  انجام 

ng500   نمونه RNA  همراه  Random مریپرا µl1  به 

Hexamer   وµl1  کسیم dNTP لیاستر  وبیکروتیداخل م 

از  ختهیر استفاده  با  سپس   µl10  به حجم DEPC-water و 
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  2'و سپس به مدت    C°70  یدر دما  5'رسانده شده و به مدت  

ادامه  خی  یرو در  کرده   µl1  همراه به    5X  بافر  µl4  انکوبه 

RNase inhibitor   ازو استفاده  با  به   DEPC-water سپس 

به مدت   .رسانده شد µl10  حجم دما  1'  مخلوط فوم    ی در 

C°42  سپس  قرار گرفت.µl1 Reverse Transcriptase     به

و در آخر   C°42 یدر دما  60'به مدت نمونه ها اضافه شده و  

مدت   دما  15'به  انز  ریغ  ی)برا   C°70  یدر  کردن  ( میفعال 

توسط دستگاه نانو دراپ    cDNAمیزان غلظت    .دیانکوبه گرد

گ اندازه  نور  زانیم  ی ریبا  موج     ی جذب  طول  در 

280/260OD   دیمحاسبه گرد . 

پرا  یطراح انترتا   هسسا  یتوال  :مرهتای و  و    thrB  یژن 

thrCژن    یهسدف و توال  ی، بسه عنوان ژن هساoprF    بسه عنوان

شسد. سسپس توسسط    افتیدر  NCBI تیاز سسا  یژن کنترل داخل

شسسدند و   یطراح  یاختصسساصسس   یمرهایپرا  Primer3نرم افزار 

 مرهایپرا  تیدقت و اختصاص Primer BLAST  تیتوسط سا

 .(1)جدول قرار گرفت یمورد بررس

 استفاده: مشرصات و توالی پرایمرهای مورد 1جدول 

Primer Sequence Gene 

ATGGCAATTGAACTGAACGTCG thrB-F 

GGGAGCCATCAAGAGGGA thrB-R 

CGACTATGTACTGCTTAACTGC thrC-F 

AGGTCAACACCCCAATCATC ThrC-R 

CTTCGACAAGTCCAAGGTCA oprF-F 

AAGTGGACGGGTACTGCTTC oprF-R 

 

 Real-time PCR :  بیان ژن های  زان یم  thrB  وthrC    د یولت  

  Real-time PCRبا روش    در محیط های کشت مختلف  شده 

  به همراه  µl1 cDNAابتدا    واکنشجهت انجام    تعیی  گردید.

µl0.5 مریراپ forward و  µl0.5 مریپرا reverse و  µl6.5   

م م   یگر  بریسا  ی حاو  کسیمستر   لیاستر  وب یکروتیداخل 

از  ختهیر استفاده  با  سپس  حجم   DEPC-water و   به 

µl13شد   40در   PCR  Real-timeواکنش    سپس  رسانده 

 استفاده از برنامه زیر، انجام شد:  با سیکل

C°95  2'  به مدت  ،  C°95  و    5"  به مدتC°55    به مدت   57الی  

 انجام شد.  30"

آنال  لیتحل  آماری:  زیآنال ها  یآمار  زیو   واکنش  یداده 

Real-time PCR افزار نرم  از  استفاده  انجام   GenEx با 

افزار نمودارها توسط نرم   office Microsoft گرفت. رسم 

(Excel) انجام شد. 

   :جی نتا

بر اساس نتایج بدست آمده از کرومانوگرافی   :HPLCنتایج  

ال آزمایشگاهی  تولید  کشت    -میانگی   محیط  در  ترئونی  

ی باگاس  کشت حاو  طیمح  ، درmg/L13440حاوی ملاس 

mg/L  7/11118در حاو  ط یمح  ،  ذرت  کشت  شربت  ی 

mg/L  2/6843  در حاو  طیمح  و  پنیر  کشت  آب  ی 

mg/L53/33271     می باشد که در ای  میان آب پنیر با بیشتری

منابع   بقیه  به  نسبت  بیشتری  بیان  و  بهتر  بازده  غلظت 

اسیدآمینه  (2)جدول  دارد شناسایی  جهت  کروماتوگرافی   .

 ترئونی  به صورت تک استاندارد انجام شده است. 
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 : نتایج کروماتوگرافی تولید ترئونین در نمونه های ملاس، باگاس، شربت ذرت و آ  پنیر2جدول

 

   thrBهای     ژن  ان یب  زانیم Real-time PCR: واکنش

در محیط کشت  حاوی    Real-time PCRواکنش    با    thrCو

پنیر   نتایج  آب  طبق  را  ترئونی   تولید  میزان  بالاتری   که 

کروماتوگرافی از خود نشان داد، مورد بررسی قرار گرفت.  

های   نسبت  که  شد  مشخص  حاصل  نتایج  اساس   Foldبر 

change     ژن هایthrB    وthrC    در محیط کشت آب پنیر به

بود.    ISP-2  استاندارد   طور قابل توجهی بیشتر از محیط کشت

ای  نشان می دهد که بیان ای  ژن ها در محیط کشت آب پنیر  

افزایش یافته است. بر اساس آنالیز داده های آماری، داده های  

مقدار   چون  کرد  مشخص  مقدار    P-valueحاصل  از  کمتر 

بیان    001/0آستانه معی  یعنی   است تفاوت مشاهده شده در 

ژن به عنوان معنادار تلقی می شود و احتمالا بیولوژیکی است  

 (. 1شکل )

 

 ریآ  پن استاندارد و ژن در نمونه  انیدر سطح ب thrCو  thrB های  ژنی نسب رییتغ زانیم ینمودار بررس : 1شکل 

 بحث:

اسید آمینه ترئونی  یکی از اسیدهای آمینه اصلی است که در   

پروتئی  ها و دیگر ترکیبات بیولوژیکی یافت می شود واحد  

آن   فاست.    C4H9NO3شیمیایی    ی رو  یکیولوژیزیاثرات 

    یترئون    ،یزیو ل    یونیمت  ک،یگلوتام  دی اس  . بعد ازبدن دارد

تر  یکی مهم  تقر  نه یآم  ی دهایاس   یاز  که  طور    باًیاست  به 

در دسترس   شود.  یدر صنعت خوراک استفاده م  یانحصار

بودن گسترده آن در سرتاسر جهان باعث می شود که خرید  

باشد.   مردم  دسترس  در  راحتی  به  آن  از  استفاده    د ی تولو 

 واحد اندازه گیری نتیجه آزمون  شرح آزمون ردیف 

 mg/L 13440 ی ملاس کشت حاو  طیمح 1

 mg/L 7/11118 ی باگاس کشت حاو  طیمح 2

 mg/L 2/6843 ی شربت ذرت کشت حاو  طیمح 3

 mg/L 53/33271 ی آب پنیر کشت حاو  طیمح 4
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  ر یو غ ره ییچند متغ ،یچند فاز ند یفرا کی   یترئون یکیولوژیب

که    یخط تاثیر  است  تحت  تواند  نوع    رینظ  ییرهاییمتغمی 

  ز گلوک   نوع منبع     ،یهوادهمیزان  ،  pH  ر،یتخم  یدمامیزبان،  

مثل غلظت سوبسترا و غلظت    گریمهم د  یو فاکتورها  محیط

ژن    انیب با تغییر در میزان    می توانند  باشد. ای  متغیرهامحصول  

در    .(14)شود    یدر سطح ترئون  راتییتغباعث    ،مرتبط  یها

تولید    منابع مختلف گلوکز  را بر میزان    ریما تأث  ق، یتحق   یا

ها   یترئون سلول  گلوتامیکوم ی  در  باکتریوم      کورینه 

ATCC13032  قرار دادیم. مورد مطالعه 

بهینه   مدلسازی، پیرامون زیادی  مطالعات  اخیر،  های سال در

 در .گرفته است صورت تخمیر فرآیند شبیه سازی و سازی

 گلوتامیک اسید تولید مدلسازی موس، و بونا ،1997سال  

 راATCC13869   گلوتامیکوم باکتریوم کورینه توسط

 مدل توانستند ها آن کردند. مطرح مختلف شرایط تحت

 .کنند بررسی  سینتیک و لجستیکهای   مدل برای را رشد

 تأثیر تحت ترئونی ، تخمیر برای بهینه  شرایط  انتخاب

 متعددی راستا، مطالعات همی  در .است مختلفی فاکتورهای

 بهینه و انتخاب برای آزمایش طراحی از و است  گرفته انجام

 که مطالعاتی در .است شده  مؤثراستفاده  فاکتورهای سازی

 فاکتورهایی است، گرفته انجام تخمیر سازیبهینه  زمینه در

 شدت بیوتی ، غلظت ، نیتروژن و کرب  دما، منبع ، pH مثل

در ای     .بوده اند مؤثر و... باکتری اولیه میزان تلقیح هوادهی،

به   باکتری  تلیح  میزان  و  همزن  دور  فاکتور  دو  تاثیر  مطالعه 

محیط کشت در تولید بیشتر ترئونی  مورد مطالعه قرار گرفته  

 2012 و 2010 سالهای در ایران در بار اولی  . برای(15)است

توسط   گلوتامیک اسید تولید سازی بهینه بر مبنی مطالعاتی ،

 سوبسترای از 690CECT گلوتامیکوم باکتریوم کورینه

 پاسخ،سطح   و جزئی فاکتوریل  روش به خرما ضایعات

 ضایعات بررسی،  دو ای  بهینه سازی نتایج .گرفت انجام

گلوتامیک   برای تخمیر مناسب کربنی منبع به عنوان را خرما

 اوره، غلظت  بیوتی ،  غلظت اثر همچنی  کرد، معرفی اسید

شد که با   تأیید و... بر تخمیر گلوتامیک اسید هوادهی شدت

نشان   مطالعه  ای   در  شده  اعمال  فاکتورهای  برخی  بررسی 

نتایج ای    با  تولید آن  بهینه سازی  میدهد که شرایط رشد و 

دارد    بررسی   از  حاصل   های  یافته  .(17,  16)مطالعه مطابقت 

  بهینه   روش   و   سویه   از  استفاده   با   ،   2013  سال   در   گرفته   صورت

   C°30  دمای   که   است   آن  بیانگر   پژوهش،   با ای    مشابه   سازی

  عنوان بهتری    g/L100  گلوکز  غلظت   و   rpm180  چرخش  ،

 . (18)هستند  اسید گلوتامیک تولید  شرایط

محصولات    تولید  قدم در  و اولی    یمهم تر  نکهیبا توجه به ا

سو  زیستی، م  هی انتخاب  باشد.کروبی مناسب  می    نه یکوری 
  ی ماریب  ریگرم مثبت غ یباکتر  کیکه  کومیگلوتام ومیباکتر

  ی ها  یژگیو  لیها است که به دل  ومیباکتر  نهیکورزا در جنس  

برا گسترده  طور  به  آن  مناسب  و    ی صنعت  دیتول   یمتعدد 

عنوان    نهیآم  ی دهایاس به  و  است  شده    ه ی سو  کیاستفاده 

برا  یکروبیم دل    یترئون  یشگاهی آزما  د یتول  ی مناسب    ل یبه 

ن   نهیهز بالاتر  بازده  و  ها  سبت کمتر  روش    گرمورد ید  یبه 

 . (19)می گیرداستفاده قرار 

در    ان یب  میظتن گلوتامیکوم  ژن  باکتریوم  مسئله    کیکورینه 

  د یکننده اس  دیتول  کیگرم مثبت    یباکتر   یا  رایمهم است ز

است  یصنعت  نهیآم توجه  بس   یهمچن  .قابل  نقش  ها    ار یژن 

بر   یادیز ریدارند و تاث نهی آم یدهایاس دیتول ندیدر فرآ یمهم

  م ی مستق  ریبا تاث  لیدل   یآنها دارند به هم  دیتول  تیو کم  تیفیک 

مس تول  ییایمیوشیب  یرهایدر  به    ی م  نه یآم  ی دهایاس  د یمنجر 

ژن     یبنابرا  شوند.  اساس  چون  نقش  روند  یها  تولید    در 

آمینه اهم  ان یب  یبررس  کنند ی  م  فایا  اسیدهای  از    ت یآنها در 

 برخوردار است.  یا ژه یو

در ای  مطالعه اثر افزودن چندی  منبع گلوکز شامل آب پنیر،  

روش   با  ترئونی   تولید  روی  ذرت  شربت  و  باگاس  ملاس، 

نتایج   براساس  و  گرفت  قرار  ارزیابی  مورد  کروماتوگرافی 

بالاتری  میزان تولید ترئونی  در محیط کشت آب پنیر مشاهده  

های  بیان ژن  میزان  بررسی  با روش     thrCو     thrBگردید. 

Real-Time PCR  دهنده بیان   در محیط کشت آب پنیر، نشان

-Ispقابل توجه ای  ژن ها در مقایسه با محیط کشت استاندارد  

کشت    ط ی مح  دربود. در ای  مطالعه میانگی  تولید ترئونی     2

 باگاس    ی کشت حاو  طیمح   ، درmg/L13440ملاس    یحاو

mg/L  7/11118 در حاو  طیمح  ،  ذرت    یکشت  شربت 
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mg/L  2/6843  ریآب پن  ی کشت حاو  طیمح  و در  mg/L  

تعیی    53/33271 کروماتوگرافی  نتایج  براساس  که  بود 

بود.    پنیر  آب  در  تولید  میزان  بالاتری   کننده  تایید  گردید 

قبلی   بر اساس مطالعات  ای  مطالعه  انتخاب منابع گلوکز در 

به   انجام شده بود. طبق مطالعات انجام شده باگاس و ملاس 

ت  طور خاص در تولید اسید آمینه هایی مانند لیزی  و گلوتاما 

از   استفاده  گلوتامیکومبا  باکتریوم  هستند  کورینه    ( 20)مؤثر 

همچنی  شربت ذرت و آب پنیر نیز در فرآیند های تخمیری  

 . (21)مورد استفاده قرار میگیرد

پیچیده می باشد که   ترئونی  یک چرخه ی  تولید  چرخه ی 

چندی  ژن در مراحل مختلف می تواند در تولید ترئونی  نقش  

.   thrA, thrB, thrC, asd, lysCداشته باشد مانند ژن های  

جز ژن های کلیدی در تولید ترئونی      thrCو   thrBهایژن  

است که براساس مطالعات، تغییر در بیان ای  ژن ها رابطه ی  

ژن   معمولا  دارد.  ترئونی   تولید  میزان  با  در    thrBمستقیم 

ژن   با  نقطه    thrCمقایسه  عنوان  به  زیرا  دارد  بیشتری  بیان 

کنترلی اولیه در مسیر بیوسنتز ترئونی  عمل میکند و به طور  

نقش   آمینواسیدها  بیوسنتز  فرآیند  کلی  تنظیم  در  مستقیم 

 .(24-22)دارد

  ی است که نقش مهم  ییژن ها   یتر  ی از اصل  یک ی thrB ژن

مس برخ   یترئون  وسنتزیب  ریدر  باکتر  یدر  سا  یاز  و   ریها 

 یها  میاز آنز  یکیها دارد و در کد کردن    سمیکروارگانیم

    ی سنتز ترئون  یانیکه در مرحله پا   یترئون   دی تول  ریمهم در مس

  م یآنز  تیبا فعال  میارتباط مستق   thrB نقش دارد. عملکرد ژن

    ی ترئون  دیتول   هیدر مرحله اول  میآنز   یا  .دارد  نازیک    یهموسر

واکنش   کیوارد     یو هموسر ATP نقش دارد که به همراه 

فسفات     یهموسر  دی آن تول  جهیشود که نت  یم  ونیلاسیفسفر

ا سپس  بعد    یاست  مراحل  در      ی ترئون  وسنتزیب  یفراورده 

 thrC ژن.  (25)شود    دیتول   یینها    یشود تا ترئونیم  استفاده  

کدگذاری برای    C.glutamicumو    E.coliدر باکتری ها نظیر  

نقش   آنزیم  ای   میدهد.  انجام  را  کیناز  هوموسری   آنزیم 

میکند.   ایفا  متیونی   و  ترئونی   بیوسنتز  مسیر  در  اساسی 

هوموسری  کیناز، هوموسری  را به هوموسری  فسفات تبدیل  

 . (26)میکند که یک مرحله کلیدی در تولید ترئونی  است

کشت   محیط  توجه  قابل  اثر  دهنده  نشان  مطالعه  ای   نتایج 

از گلوکز که یک   منبع غنی  به عنوان یک  پنیر  حاوی آب 

ترئونی    تولید  جهت  بصرفه  مقرون  و  ارزان  طبیعی،  منبع  

دارد.نتایج نشان دهنده یک رابطه مستقیم بی  تولید ترئونی  و  

 را نشان می دهد.   thrCو  thrBمیزان بیان ژن های 
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Investigating the expression of thrB and thrC genes of Corynebacterium glutamicum 

ATCC13032 in the laboratory production of threonine 
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Abstract 

The amino acid threonine is one of the essential amino acids for livestock and poultry, therefore its use as a food 

supplement is of particular importance in nutrition. Today, one of the common methods of threonine production 

is the use of microorganisms, especially Corynebacterium glutamicum. Fast production, easy cultivation and low 

production cost are the advantages of using this bacterium to produce threonine amino acid. In this study, 

C.glutamicum (ATCC13032) was cultured in the standard culture medium called ISP-2, and then to optimize the 

ISP-2 culture medium, the effect of additives such as cheese water, bagasse, molasses, and corn syrup on threonine 

production tested Threonine production rate was evaluated using chromatography method. After reviewing the 

results, the best physical and chemical conditions for threonine production were selected and the expression levels 

of key genes involved in threonine production, including thrB and thrC, were analyzed by Real-time PCR 

technique. The results obtained from chromatography showed that the concentration of 0.4 grams per liter of 

cheese water provides the best conditions for the production of threonine. So that the concentration of threonine 

produced increased by 33271.53 mg/L in the cheese water sample. Based on Real-time PCR results, cheese water 

culture medium increased thrB gene expression by 2 times and thrC expression by 1.08 times. Based on the 

obtained results, physicochemical changes in the culture medium can have a significant effect on threonine 

production by C.glutamicum bacteria. 

Keywords: threonine, Corynebacterium glutamicum, thrB and thrC gene expression. 
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