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Abstract 

Background & Objectives: Xanthan gum is produced by Xanthomonas bacteria. This gum is    

widely used in various industries. Random mutagenesis of xanthan-producing strains can increase 

xanthan production capacity several times. This study aimed to evaluate Xanthomonas mutant 

strains with high xanthan production capacity. 

Materials & Methods: The native strain of Xanthomonas citri K37 was affected by nitrogenic acid 

mutagen and after initial screening, the mutant strains were selected based on the appearance and 

diameter of the colony formed on the c dye medium. Whey-based production medium was used to 

produce xanthan gum and then production indices such as beta-galactosidase activity, sugar      

consumption, production rate, and viscosity of xanthan gum were selected in selected mutant 

strains. 

Results: A total of 8 mutant strains were selected among all treated colonies. Two high-yielding 

strains named R3 and R8 and two low-yielding strains called M2 and M6 were selected to        

evaluate the activity of beta-galactosidase enzyme and glucose consumption. Strain R3 increased 

viscosity and amount of xanthan compared to wild strain equivalent to 200 cp and 2 g / l,           

respectively, and mutant M6 lost the ability to produce xanthan. 

Conclusion: From the native Xanthomonas citri K37 isolate, a new R3 strain was created during 

mutagenesis, which can be effective in low cost cheese whey as a xanthan-producing strain.  
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 ها مجله دنیای میکروب
 0911( زمستان 94سال چهاردهم شماره چهارم )پیاپی 

 1-01صفحات 

زیرگونه زانتوموناس سیتری یافته باکتری های جهشمقایسه تولید بیوپلیمر زانتان در سویه

 سیتری با استفاده از آب پنیر
 3، سید مهدی علوی2، مهرداد آذین*0رویا مروج

 های علمی و صنعتی ایران، تهران، ایران.فناوری، سازمان پژوهش پژوهشکده زیست2گروه زیست شناسی، واحد سنندج، دانشگاه آزاد اسلامی، سنندج، ایران.  1

 پژوهشکده زیست فناوری گیاهی، پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری، تهران، ایران. 3 

 چکیده

ای در صننناینخ من نتنلن  دارد. شود. این صمغ، کاربرد گستردهصمغ زانتان توسط باکتری زانتوموناس تولید می : سابقه و هدف

دهد. هدف از این  مطالنعنه  تواند قابلیت تولید زانتان را تا چندین برابر افزایش های تولید کننده زانتان، میزایی تصادفی سویه جهش

 باشد. های جهش یافته زانتوموناس با توان تولید بالای زانتان میارزیابی سویه

زای اسید نیترو قرار گرفت و پس از غربالگنری اولنینه تحت تاثیر ماده جهش K37سویه بومی زانتوموناس سیتری   : هامواد و روش

،  انت اب شدند. از محیط تولید بر پناینه آب cهای جهش یافته بر اساس شکل ظاهری و  قطر کلنی روی محیط جامد رنگی سویه

های تولید نظیر مقدار فعالیت آنزیم بتاگالاکتنوزینداز، مصنرف قننند،   پنیر به منظور تولید صمغ زانتان استفاده شد و سپس شاخص

 های جهش یافته انت ابی مقایسه شدند. میزان تولید و ویسکوزیته صمغ زانتان در سویه

و دوسویه با تولنیند کنم  R8  و  R3سویه جهش یافته شامل، دو سویه با تولید بالا به نام 8های تیمار شده جمعا از بین کلنی: هایافته

نسبت به سنوینه وحشنی  R3 برای ارزیابی فعالیت آنزیم بتاگالاکتوزیداز و مصرف قند انت اب شدند. سویه M6 و M2 تحت عنوان

قابلیت تولنیند   M6یافته گرم بر لیتر  به ترتیب در  ویسکوزیته و مقدار زانتان، افزایش نشان داد و جهش 2سانتی پواز  و  222معادل 

  زانتان را از دست داد.

پنیر  به ایجاد شد که در محیط ارزان قیمت آب R3  زایی سویه جدید، طی جهشK37  از جدایه بومی زانتوموناس سیتری:  گیرینتیجه

  تواند کارا باشد.عنوان یک سویه پر تولید زانتان می

 .پنیر، جهش زایی، اسید نیترو صمغ زانتان، زانتوموناس سیتری، آب :واژگان کلیدی
 
 

 112201202پذیرش مقاله:                               1122012011ویرایش مقاله:                                 112208011دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: گروه زیست شناسی، واحد سنندج، دانشگاه آزاد اسلامی، سنندج، ایران. 

 Microbiology.m@gmail.comپست الکترونیک:       21122811191تلفن:  

 مقدمه     

هنای     یکی از مهمترین کاربردهای بیوتکنولوژی تولید فنرآورده                                                  

میکروبی از جمله تولید پلیمرهای زیستی نظیر دکستران، لنوان،                                                          

(. زانتنان ینک              1باشند           زانتان و غیره برای مصارف صنعتی می                                 

ساکارید اسیدی است با وزن ملکولی بسیار بالا  حدود                                                   هتروپلی       

میلیون دالتون( که از واحدهای پن  قندی تکراری سناخنتنه                                                      2

شده است که مشابه شکل گیری ساختار سلنولنز اسنت. سنه                                                

ماننوز و           -گلوکز، دی           -زنجیره قندی جانبی دارد که شامل دی                                 

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خنلاقناننه  
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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باشد که به ساختار گلوکزی منوجنود                                  گلوکرونیک اسید می                   -دی  

های انجنام             (. در بررسی           2در پیکر اصلی صمغ متصل می شود                                

های مولد شانکر منرکنبنا  از                          شده مش ص است که باکتری                      

  ، زاننتنومنونناس فنوسنکناننس                    ، زانتوموناس کمپستریس                   جمله      

دارای اکن نر            زانتوموناس سیتری                  و   زانتوموناس اگزونوپودیس                        

 (.    3های تولید کننده زانتان هستند                                ژن  

این پلیمر میکروبی در صنایخ غنذاینی، داروینی، کشناورزی،                                                    

(. بنابراینن             2ای دارد           نساجی، نفت و پتروشیمی کاربرد گسترده                                   

های مناسب تولید کننده بیوپنلنینمنر زاننتنان،                                        دستیابی به سویه               

ای را برای تولید این فراورده میکروبی در                                         های تازه        تواند اف            می  

 داخل کشور باز کند.                    

با توجه به اینکه فرآیند تولید و است راج زانتان بسیار پر هزیننه                                                               

است، استفاده از منابخ ارزان قیمت نظیر پساب  لبنی از جنمنلنه                                                          

هایی از زانتوموناس که بتنوانند                              آب پنیر و هم نین کاربرد سویه                            

قند لاکتوز را مصرف کند، موجب کاهش هزینه هنای تنولنیند                                                  

(. در صنایخ لبنی پساب و خروجی آب                                  1گردد        صمغ زانتان می             

ها و احتمنالا             ها، چربی          ها، پروتین            پنیرشامل بقایای حل نشده قند                           

باشد. پساب تولید شده دارای اکسیژن مورد ننیناز                                               ها می       افزودنی       

   20-208بالایی است. اینن منینزان منعنادل                              BODزیستی یا          

(.  بعلاوه وجود منواد جنامند                           کیلوگرم در هر تن شیر است                            

معل  و جامد محلول نظیر فسفر و نیتروژن منوجنب افنزاینش                                                   

گردد. بهترین روش برای کنترل و                                 آلودگی زیستی این پساب می                        

رفخ آلودگی ناشی از برون ریز محصولا  فرعی، استفاده بهیننه                                                        

های میکروبی به عننوان                      از آب پنیر در فرآیندهای تولید فرآورده                                     

(. آب پنیر با محتوای                      9باشد          سوبسترای فرآیندهای ت میری می                            

تواند گزینه مناسبی برای استفاده به عنننوان                                            لاکتوزی بالا نیز می                 

سوبسترای تولید محصولا  ارزشمندی مانند زانتان نیز بناشند.                                                       

هایی از بناکنتنری                بایست سویه          برای دستیابی به این هدف، می                           

زانتوموناس در اختیارداشت کنه قنادر بنه مصنرف لاکنتنوز                                                              

 (.  1باشند         

به دلیل میزان بیان پایین و در برخی از منوارد ننقنص آننزینم                                                       

های جنس زانتوموناس، اسنتنفناده از                                گالاکتوزیداز درباکتری                      بتا   

پنذینر              های کشت امنکنان             لاکتوز به عنوان منبخ کربن در محیط                                

های لاکتوز م بت طبیعی ینا                         (. لذا، دستیابی به سویه                       8نمی باشد            

های تجاری برای احصا  قابلیت رشد                                 دست ورزی ژنتیکی سویه                    

مندی از  ایعا  صنایخ غنذاینی                            های لاکتوزی و بهره                 در محیط       

تواند از نظراقتنصنادی دارای                            م ل آب پنیر( در تولید زانتان می                                

هنای     مزیت نسبی مطلوبی باشد. تلاش برای به کارگیری سنوینه                                               

باکتریایی زانتوموناس با قابلیت مصرف لاکتوز هم ننان ادامنه                                                        

از    زانتوموناس سیتنری                  دارد و اخیرا چند سویه بومی از باکتری                                      

مرکبا  منطقه جنوب ایران جدا شده که قادر به تولید صنمنغ                                                      

باشند. دستکاری ژنتیکنی اینن                             زانتان در محیط واجد لاکتوز می                            

سویه بومی با استفاده از مواد موتاژن شیمیایی مانند اسید نینتنرو                                                              

تواند گام موثری را در جهت بهبود کیفیت و افزایش تولنیند                                                      می  

زاهای قوی است که با تاثنینر                           زانتان بردارد. اسید نیترو از جهش                                

آمیناسیون بازهای آدنین،                         -، موجب د        DNAمستقیم روی ساختار                   

 (.  1شود       گوانین و سیتوزین مربوطه می                          

بر این اساس هدف از انجام این مطالعه  تولید زانتان با استفناده                                                              

در محیط آب پنیر                   K37سویه      زانتوموناس سیتری                  از سویه بومی              

زایی با اسید نینتنرو،                     بود. سپس با استفاده از روش القایی جهش                                     

های جهش یافته انت اب و  از نظر تولید زانتان  و ت ییرا                                                         سویه    

حین فرآیند ت میر با سویه وحشی  وسویه صنعتی مقنایسنه و                                                     

 ارزیابی شدند.             

 

 ها  مواد و رو             

سویه بومی بناکنتنری                  ال ( کشت و نگهداری میکروارگانیسم:                                   

از       NIGEB- K37بنا کند شننناسناینی             زانتوموناس سیتری                  

پژوهشکده ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری تنهنینه شند.                                                    

لیتر محیط کشت  مناینخ عصناره                           میلی      122یک لو  باکتری در                

درجنه        32تلقی  و در دمنای                   (L broth )م مرحاوی لاکتوز                

سناعنت کشنت داده شند. پنس از                           21سلسیوس به مد                

  گلیسرول م لو  و در فریزر                            22سانتریوفوژ رسوب سلولی با                          

درجه سلسیوس نگهداری گردید. برای هربار استفناده در                                                    -22

های کشت شنینبندار                  ها یا لوله            تحقی ، باکتری فریز شده به پلیت                              

سناعنت در           21تا      18تلقی  و به مد                   L agar حاوی محیط           

 (.      12گذاری گردید               درجه سلسیوس گرم انه                     32دمای      
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برای تهیه محیط آب پنینر،                         ب( تهیه محیط تولید بر پایه آب پنیر:                                     

عنوان منننبنخ کنربنن                   های پگاه تهران به                   پنیر کارخانه              از پودر آب          

بنایسنت       استفاده شد. برای ممانعت از اخلال در تولید زانتان منی                                                  

های موجود در آب پنیر حذف شود، با استفاده از روش                                                 پروتین      

هنای       دقیقه( پنروتنینن               12درجه به مد              92تیمار حرارتی  دمای                  

پنیر ترسیب و فیلتر شد وپس از سانتریفوژ از محیط ننینمنه                                                       آب  

 (.  12و 11پنیر استفاده شد                     عنوان محیط پایه آب                    شفاف رویی به            

گرم بر          202پنیر تیمار شده و                    محیط کشت با افزودن یک لیتر آب                             

عنوان منبخ نیتروژنی آلی ارزان قیمنت                                      لیتر پودر خیسانده  ر  به                        

به همراه محلول نمکی با ترکیبا  مذکور بر اساس گرم بر لینتنر                                                          

درصند        1(. پس از تلقی  پینش کشنت                          1ساخته شد  جدول              

درجه        28روز در دمای               شبانه        حجمی(، محیط تولید برای مد                             

 (.      13و   2گذاری شد            گرم انه         rpm  182سلسیوس با دور               

ها تعیینن شند. بنرای درصد سلول 1101گرفتن  ریب مرگ 

شاهد نیز از سوسپانسیون سویه والد بدون افزودن اسید ننینتنرو 

 (.11استفاده شد  

های جهش یافته بر اسناس شنکنل و د( غربالگری اولیه سویه

های مصرف کننده لاکتوز  منظور غربالگری باکتریبهظاهر کلنی: 

اسنتنفناده  (  C    C-dyeها از محیط رنگی و انت اب جهش یافته

(. قابل  کر است که تنها منبخ قندی این محیط لاکنتنوز 13شد  

بوده و در صور  مصرف لاکتوز رنگ محیط از بنفش بنه زرد 

یابد. شکل ظاهری و قطر کلنی و ت ییر رننگ اطنراف ت ییر می

کلنی روی محیط به عنوان شاخص جهش در نظر گرفتنه شند. 

هنای های م بت  افزایش قطر کلنی( و جهش یافنتنهجهش یافته

 (.13منفی  کاهش قطر کلنی( در این مرحله انت اب شدند  
های جهش یافته بر اساس میزان تولنیند ه( غربالگری دوم سویه

های انت ابی از مرحله اول غربالگری، روی محینط  سویهزانتان: 

کشت داده و پس از رسنیندن  broth   Lمایخ حاوی قند لاکتوز

درصد به  12جذب نوری(به میزان   922= 201به کدور  مناسب  

ساعنت  122محیط تولید واجد آب پنیر تلقی  شدند و به مد  

گنزاری گرم اننه rpm  182 درجه سلسیوس و دور 28در دمای 

(. سپس ویسکوزیته، مقدار تولنیند زاننتنان و وزن  1شدند  

خشک توده سلولی ارزیابی شد. سویه والد برای منقنایسنه بنه 

 عنوان شاهد در نظر گرفته شد.

گیری  ویسکوزیته محیط در برای اندازهو( سنجش ویسکوزیته: 

طی فرآیند ت میر، از ویسکومتر دیجیتالی بروکفیلد استفاده شند 

ها بعد از هر نمونه  درجه سلسیوس(. نمونه 29-21 دامنه دمایی 

گیری از روی شیکر خارج شدند و سپس ویسکوزیته منحنینط 

 (.11سنجش و ثبت گردید  

برای است راج زانتان ،پس از ز( سنجش بیومس و مقدار زانتان: 

شدند و توسط ساننتنرینفنینوژ  ها رقی  گیری، نمونههر بار نمونه

 18ی  ال دار، توده سلولی جدا شد و به محلول رویی اتانل  

(. 12و2سرد ا افه شد تا محصول زانتنان تنرسنینب شنود  

درجه نگهداری و  -22ساعت در دمای  21محصول برای مد  

خشک  )GT- TML OVAC 3سپس توسط دستگاه فریز درایر  

شده و مقدار آن پس از توزین با ترازوی دیجیتال، بنه عنننوان 

 محتویا  محلول نمکی جهت ساختن محیط تولید زانتان.: 1جدول 

 مقدار)گرم بر لیتر( ترکیبات

4HPO2K 7.0 

4PO2KH 2.0 

4SO2)4NH( 0.1 

O2H6 2MgCl 0.1 

O2H7 4FeSO 0.01 

2MnCl 0.001 

زائی بنا اسنیند  برای فرایند جهشزایی با اسید نیترو: ج( جهش

مولار اسیند ننینتنرو اسنتنفناده شند.  202نیترو، ابتدا غلظت 

سوسپانسیون معادل نیم مک فارلند نمونه بناکنتنری تنهنینه و 

ها شستشو و سپس با محلول سانتریفوژ گردید و چند بار سلول

گیری  نمونه دقیقه 92اسید تیمار شدند در فواصل زمانی صفر تا 

 اثر اسید نیترو انجام شده و  در  باکتری  مرگ  منحنی  تعیین  برای

بهینه شند. پنس از   زائیجهش  فرایند  برای  تیمار  زمان مناسب

تیمار با اسید نیترو، از نمونه رقت متوالی تهیه و کشت سطحنی 

سناعنت  21درجه سلسیوس به مد   28انجام شد و در دمای 

ها مننحنننی رشند  گذاری شد. پس از شمارش باکتریگرم انه

گردید و زمان بهینه جهش با در نظنر  باکتری در طی زمان رسم
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(. هم نین توده سلنولنی جندا 19وزن خشک زانتان ثبت شد  

درجه سلسینوس بنه  92شده بعد از سه بار شستشو ،در دمای 

مد  یک شبانه روز خشک شده و وزن خشک بینومنس ننینز 

 (.12گیری شد  اندازه

ح( سنجش فعالیت آنزیم بتا گالاکتوزیداز و بررسی مصرف قند 
در این مرحله بنه صنور  لاکتوز در سویه های جهش یافته: 

سناعنتنه از  21همزمان و طی فرآیند ت میر در فواصل زمانی 

گینری فنعنالنینت آننزینم  گیری شد. اندازه محیط تولید نمونه

بتاگالاکتوزیداز با روش طی  سنجی میلر و سوبستنرای اورتنو 

به عنوان جایگزین قننند   ONPG  نیترو فنل گالاکتوپیرانوزید یا 

گنینری قننند (.  هم نین  بنرای انندازه11لاکتوز انجام شد  

دی   و  3باقیمانده در محیط از روش منینلنر و منعنرف 

هنا (. ابتدا، نموننه18( استفاده شد  DNSنیتروسالسیلیک اسید  

( 11دقیقه( شدنند   12به مد   92هیدرولیز اسیدی  در دمای 

و با استفاده از منحنی استانندارد قننند    DNSو سپس به روش 

 لاکتوز سنجش قند انجام شد. 

اگنر چنه های جهش یافته:  ( تعیین پایداری جهش در سویه

کند امنا یافته مقادیر متفاوتی ازمحصول را تولید می سویه جهش

اینکه آیا این جهش در سویه جهش یافته پایدار است یا خنینر، 

بایستی با تست پایداری جهش سنجیده شود. به همین مننظنور 

های جهش یافته من نبنت و نسل کشت پی در پی از سویه 12

انجام شند  ( PLA م مر پپتون لاکتوز آگار   منفی روی محیط

و سپس میزان تولید زانتان و ویسکوزیته در نسل اول و دهنم  

سنجیده و با مقدار زانتان تولید شده در سوینه وحشنی منورد 

 (.11مقایسه قرار گرفت  

 

 هایافته

بر طنبن  غربالگری اولیه سویه های جهش یافته:  ال ( نتای 

زایی با اسید نیترو، با استفاده از محلول اسید  دستورالعمل جهش

زایی  دقیقه جهش 2 تا   های مولار در زمان 202نیترو با غلظت 

هنای ، منحنی مرگ سنلنول1صور  گرفت. با توجه به شکل 

در اثر تیمار با اسید نیترو زمنان   K37سویه زانتوموناس سیتری 

درصد  1011دقیقه به دست آمد که طی آن  32زایی  بهینه جهش

( در غربالگری اولینه بنر اسناس 1ها از بین رفتند  شکلسلول

، Cشکل ظاهری و قطر کلنی و شد  زرد شدن محیط رنگنی 

ها در جندول هشت سویه جهش یافته بدست آمد که اسامی آن

 (.  2مش ص شده است.  شکل 2

ب( نتای  غربالگری دوم سویه های جهش یافته بر اساس میزان 
در مرحله دوم غربالگری، بر مبنای ویسکنوزینتنه، تولید زانتان: 

یافتنه و والند بنا  های جهشمقدار زانتان و توده سلولی سویه

(. بنابراین با توجه به ننتناین  3اند  جدول یکدیگر مقایسه شده

ینافنتنه  حاصل از مرحله اول و دوم غربالگری، دو سویه جهنش

 M2و دو سویه جهش یافته منفی با عنوان  R8و R3م بت به نام 

 ها، انت اب شدند. از بین سایر موتانت M6و 

ظاهر کلنی اینن ج( سنجش مقدار زانتان، بیومس و ویسکوزیته: 

  3در شنکنل   PLA ها و سویه والد روی محیط جهش یافته

نشان داده شده است. با توجه بنه اینن کنه صنمنغ زاننتنان 

توان از روی موکوئیدی بودن کنلنننی  ساکارید است می اگزوپلی

نیز تا حدودی به افزایش تولید صمغ توسط سویه مورد نظر نیز 

پی برد. مقدار توده سلولی اندازه گیری شده در هنمنه منوارد 

 ناچیز بود.

 منحنی مرگ سلولی باکتری در اثر تیمار با اسید نیترو.: 1شکل 

 یافته و مقایسه آن با سویه وحشنیهای جهشغربالگری اولیه سویه:  2جدول 

X. citri/K37. 

 تغییر رنگ  شکل ظاهری کلنی متر(قطر کلنی)میلی یافتهسویه جهش
 C-dye 

M1 103 موکوئیدی + 

M2 309 خشک - 

R3  09 موکوئیدی ++++ 

M4 10  موکوئیدی ++ 

M5 101 موکوئیدی ++ 

M6 301 خشک - 

M7 10  موکوئیدی ++ 

R8  01 موکوئیدی +++ 

 + موکوئیدی 101 سویه وحشی
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بنود M6یافته  ویسکوزیته در پایان فرآیند مربو  به سویه جهش

 122پس از  R3(. هم نین مقدار زانتان حاصل از سویه 1 شکل

گرم بر لیتر و کمترین میزان صمغ مربو  بنه  11ساعت معادل 

 (. بدست آمد  شکل  g/l 8 و برابر با M6سویه 

،  پلیت الن ( سنوینه  C-dyeها روی محیط جداسازی جهش یافته :2شکل 

های ج و د( پلیت   ،)R3پلیت ب(  سویه جهش یافته م بت    ، K37  وحشی

دهنده مصنرف های منفی، ت ییر رنگ محیط از بنفش به زرد نشانجهش یافته

 لاکتوز است.

 های جهش یافته در محیط تولید بر پایه آب پنیر.مقایسه سویه :3جدول 

 سویه 

 یافتهجهش

 ویسکوزیته

 )سانتی پواز(

 مقدار زانتان

 )%( 

 توده سلولی

)%( 

M1  8±18280  201±1012  20221±202  

M2 21±321 2021±201 2022±2028 

R3 21±2119 202±1091  2021±2021 

M4   ±1812 2021±1021  2022±2021 

M5 11±1182 2021±1021  2023±2028 

M6 29±1280  2022±2028 2023±2011  

M7  1±11210  201±1029  20221±2021 

R8 19±22 10  201±1013  2021±2021 

  202±2021 1011±2019 1192±8  سویه وحشی

 باشد.نشاندهنده انحراف معیار سه تکرار می  ±

: A، پلنینت PLA ها روی محیط مقایسه کلنی جهش یافتهالف( :  3شکل 

 .PLA روی محیط  ، ب( سویه وحشیR3: سویه  Bپلیت M6سویه 

یافته، بیشترین مقدار ویسکوزینتنه بنه  های جهش در بین سویه

و بود که نسبت به سویه وحشنی منعنادل    R3مربو  به سویه 

سانتی پواز ویسکوزیته افنزاینش داشنت و کنمنتنرینن  222

 
یافته و وحشی در  فنواصنل های جهشمقایسه ویسکوزیته در سویه:  1شکل 

 ساعته درمحیط تولید بر پایه آب پنیر. 21زمانی 

یافته و وحشی در فنواصنل های جهشمقایسه مقدار زانتان در سویه:   شکل 

 ساعته درمحیط تولید بر پایه آب پنیر. 21زمانی 

د( سنجش فعالیت آنزیم بتا گالاکتوزیداز و بررسی مصرف قند 
 18،  فعالیت آنزیم بتا گالاکتوزیداز از 9با توجه به شکل لاکتوز: 

ساعت بعد از شروع فرآیند افزایش و از روز سوم به بعد 

های جهش  ها ثابت ماند. در سویهفعالیت آنزیم در اک ر سویه

این روند افزایشی به صور  جزئی تا     R8و R3  یافته م بت

 ساعت نیز ادامه یافت.  122

فعالیت آنزیم کمتر بوده و  M6و  M2های در مقایسه، سویه

به  81203و IU/ ml   122201بیشترین فعالیت به ترتیب معادل

دست آمد. در رابطه با مصرف قند نیز مش ص شد بیشترین 

ها طی همان ساعا  اولیه روی  مصرف لاکتوز توسط سویه

دهد و از روز دوم به بعد به تقریبا این مصرف یکنواخت  می

ها از  نسبت به بقیه سویه  R8یافته م بت شود. سویه جهش می

 قابلیت بیشتری برخوردار بود.
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به منظور بررسی پایداری جنهنش در ه( تعیین پایداری جهش: 

هنا از یافته، مقایسه نسل اول و دهم این سوینه های جهش سویه

 122نظر تولید زانتان و ویسکوزیته در محیط آب پنیر بعند از 

 1-ساعت از شروع فرآیند تولید صور  گرفت.  شنکنل الن 

هنای  دهد که بعد از ده نسل، تولید زانتنان در سنوینه نشان می

کاهش چشمگیری نیافتنه بنود و تنننهنا  R8و  R3یافته جهش

 122درصند بنه ازای  2 20- 202اختلاف با نسل اول بین 

لیتر مت یر بود. این اختلاف بین نسل اول و دهنم سنوینه  میلی

تنفناو   M6و  M2های  نیز مشهود است. در سویه K37وحشی

معنی داری بین نسل اول و دهم از نظر زانتنان تنولنیند شنده 

ها نیز  مشاهده نشد. هم نین، ویسکوزیته نسل دهم و یکم سویه

توان نتیجه گرفنت کنه  تفاو  وا حی نشان نداد و بنابراین می

هنای جهش ایجاد شده پایدار بوده و تولید زاننتنان در سنوینه

  (.1-یافته حفظ شده است  شکل ب جهش

 بحث

زای اسنیند ننینتنرو و در این تحقی  با استفاده از عامل جهش

 K37سنوینه  زانتوموناس سیتنریزایی بر روی باکتری  جهش

های جدیدی به دست آمد که از نظر تولید زانتان با سوینه سویه

وحشی مقایسه شدند .مقدار زانتان و ویسکوزیته درسویه موتان 

R3  درصد نسبت به سویه والد افزایش  12و  1به ترتیب حدود

 1 درصد ویسکوزیتنه و  M6،  81داشت و  در سویه موتانن 

اند تا بنا درصد مقدار زانتان کاهش نشان داد. محققین در تلاش

زائی تصادفی نظیر پرتو دهی با اشنعنه مناورا های جهشروش

هنای بنفش یا استفاده از ترکیبا  شیمیائی جهنش زا، سنوینه

صنعتی مناسب را برای تولید محصولا  منینکنروبنی ننظنینر 

( بنه عنننوان من نال کنردسنا  و       1بیوپلیمرها تولید کنند  

با استفاده از عامل موتاژن اتیل منتنینل  2211همکاران در سال 

یافته  های جهش ال ( مقایسه فعالیت آنزیم بتاگالاکتوزیداز در سویه:  9شکل 

ساعته درمحیط تولید بر پایه آب پنینر  ب(  21و وحشی در  فواصل زمانی 

یافته و وحشی در  فواصل زماننی های جهشمقایسه مصرف لاکتوز در سویه

 ساعته درمحیط تولید بر پایه آب پنیر. 21

هنای جنهنش  ال ( مقایسه تولید زانتان در نسل اول و دهم سویه  :1شکل 

یافته و والد  ب(  مقایسه ویسکوزیته در نسل اول و نسنل دهنم جنهنش 

ها و والد  رنگ روشن نسل دهم و رنگ تنینره نسنل اول را نشنان  یافته

 دهد(. می
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تنوانسنتننند زانتوموناس کمپستریس سولفانا  بر روی باکتری 

بنرابنر افنزاینش         103تولید زانتان را در سویه جهنش ینافنتنه 

 2213(. هم نین مبروک و هنمنکناران در سنال 22دهند  

زای آکریدین نارنجنی زانتوموناس کمپستریس را با عامل جهش

ایجاد شند  XC5تحت تاثیر قرار دادند و سویه موتانی با عنوان 

درصد افزایش در تولید زانتان نسبت به سنوینه والند  09 1که 

 (.  21نشان داد  

اک ر تحقیقا  با هدفمندی موتاسیون در راستای افزایش تولنیند 

صور  گنرفنتنه   زانتوموناس کمپستریسزانتان بر روی باکتری 

زاینی روی بناکنتنری است، لذا در رابطه با مقایسنه جنهنش

با پژوهش حا ر اطلاعاتنی در دسنتنرس   زانتوموناس سیتری

 نیست.

به منظور دسترسی به یک سویه جهش یافته مطلوب، بنهنینننه 

زا در الویت قنرار دارد. زائی با ماده جهشکردن شرایط جهش

هنای زایی تاثیر زیادی در ایجاد جنهنش ینافنتنهشرایط جهش

مطلوب دارد. لذا پس از انت اب نوع جهش زا باید شرایط بهینه 

(. منقندار عنامنل 22زایی متناسب با سویه تعیین شود  جهش

اند که قبل از هنر عنامنل زا و زمان تیمار دو عامل اصلیجهش

زا و زمان تیمنار کنم دیگری باید بهینه شوند. اگر مقدار جهش

ینابننند و بنر های وحشی جهش میباشد تعداد کمی از سویه

عکس اگر این دو عامل بیش از حد اعمال شوند احتمال وقنوع 

های مرگبار و نیز چندین جهش همزمان درینک منکنان  جهش

هنا افزایش خواهد یافت که در هر دو حالت تعداد جهش یافتنه

(. در مطالعه حا ر زمان بنهنینننه بنرای 23و11یابد کاهش می

دقیقه به دست آمد که این با مطالعنه اشنرف و  32زایی جهش

(. در بسیاری از تحقیقنا  منعنینار 11همکاران مطابقت دارد  

انت اب سویه موتان بر اساس ت ییراتی است که در سناخنتنار 

 شنود. مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی میکروارگانیسم ایجناد منی

های با تولید بیشتر و ویسکنوزینتن  برای جداسازی جهش یافته

(. 21و23گیری معیارهای مستقیم گاه دشوار است   بالاتر به کار

انند و های غیر مستقیم را به کار بنردهبرخی پژوهشگران روش

های کشت واجد این افزایش قطر هیدرولیز نشاسته را در محیط

  M11های مولد نظیر سوین  پلی ساکارید معیار جداسازی سویه

مستقیم جهنش  (. از دیگر معیارهای انت اب غیر21اند  قرار داده

هنای بیوتیک است. به عنوان م ال موتنان ها مقاومت به آنتی یافته

سیلین و استرپتومایسین در بناکنتنری  بیوتیک آمپی مقاوم به آنتی

با قابلیت تولید زانتان بالا گزارش شنده   زانتوموناس کمپستریس

های پر تنولنیند زاننتنان و  مقابل انت اب سویه ر( د21است  

هایی با قابلیت فعالیت بنالای آننزینم  هم نین غربالگری سویه

های شاخص در گزینش مستقیم هستنند.  بتاگالاکتوزیداز از م ال

بنرای   مسنتنقنینم در این تحقی  هم از روش مستقیم و هم غینر

ها استفاده شد. ت ییر در ظاهر، قطر کلننی  غربالگری جهش یافته

و تولید زانتان و هم نین مقدار فعالیت آنزیم نسبت به سنوینه 

 والد مورد ارزیابی قرار گرفت.

و  R3هنای از طرفی با توجه به افزایش فعالیت آنزیم در سویه

R8  نسبت به سویه وحشیK37  توان اینگونه استنبا  کنرد می

که بالا بودن سط  فعالیت آنزیم به دلیل تیمار با اسید نینتنرو و 

ای صور  گرفته است. مصرف لاکتوز در اینن القا جهش نقطه

گیرد و در راسنتنای اینن باکتری طی چند مرحله صور  می

(. واقعیت  2فعالیت کارآمدی سیستم جذب نیز  رور  دارد  

سط  بالاتر آنزیم را تنولنیند  R8  و R3های  این است که سویه

ها قادرند در حضور لاکتوز به عنننوان اند بلکه این سویهنکرده

منبخ کربن رشد بهتری داشته باشند و این به دلیل فعالیت بیشتنر 

آنزیم در حضور لاکتوز است حتی اگر منابخ دیگنری ننینز در 

دسترس باشد. هم نین کاهش قابل توجه  حندود دو بنرابنر( 

در  M6یافته منفی فعالیت آنزیم بتاگالاکتوزیداز در سویه جهش

هنای پنیر تایید کننده یافتنهمقایسه با سویه وحشی در محیط آب

کننند کنه ژن را تایید منی  باشد. این نتیجه نظر یانگ فوق می

وجود دارد   زانتوموناس بتاگالاکتوزیداز در سویه وحشی باکتری

و به دلیل فقدان عوامل فشار انت ابی در محیط طبیعی خناک و 

های ننوتنرکنینب (. هر چند سویه29گیاه غیر فعال شده است  

هایی که ژن بنتناگنالاکنتنوزینداز بناکنتنری  سویهزانتوموناس 

ها القا شده است قادرند ژن بتاگالاکتوزینداز در آن اشیریشیاکلی

برابر بیشنتنر  222الی  12را بیان کرده و نسبت به سویه وحشی 

و    R3یافته تصادفی های جهش(، اما سویه29آنزیم تولید کنند  

R8  های موتانحاصل از این پژوهش وهم نین سویه  Xc L17 
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حاصل از تنحنقنین   AN1و  2222در سال   یانگ و همکاران

که با استفاده از موتاسیون بنا  2228اشرف و همکاران در سال 

حاصل شدنند از  زانتوموناس کمپستریساسید نیترو از باکتری 

های نوترکیب بنرتنری دارنند، اول چند جهت نسبت به سویه

برابر افزایش فعالیت بتا گالاکنتنوزینداز  2الی   10اینکه افزایش 

برای تامین رشد باکتری کافی است و همین مقدار کم و در عین 

حال کافی آنزیم موجب  خیره انرژی و مصرف آن در جنهنت 

های نوترکیب، تولیند  شود. در حالی که در سویهتولید زانتان می

آنزیم ب ش قابل توجهی از انرژی را که باید صرف تولید زانتان 

کنند. دوم اینکه، برای بهبود سویه تداخل هین  شود، مصرف می

DNA  خارجی و ژن مقاومت به آنتی بیوتیک شرکت نداشته و

های منقناومنت وجنود نن نواهند        نگرانی در مورد انتقال ژن

های بومی جدید با قابلنینت (. هم نین معرفی سویه12داشت  

تولید زانتان در محیط کشت ارزان قیمت نظیر آب پنننینر در 

توانند موثر باشند. مروج و همکاران در سنال مقیاس صنعتی می

زاننتنومنونناس های بنومنی نشان دادند که برخی سویه  2222

به صور  طبیعی  قادر به مصرف قند لاکتوز بوده و در  سیتری

توانننند میزانتوموناس کمپستریس های صنعتی  مقایسه با سویه

در محیط کشت بر پایه آب پنیر مقادیر قابل توجهی زانتان تولید 

 (.21کنند  

 گیرینتیجه

  R3در مجموع، نتای  این تحقی  نشان داد که سویه جهش یافته 

سوینه   نسبت به سویه وحشی،   K37زانتوموناس سیتری باکتری 

 باشد.پنیر  میمناسبی جهت تولید زانتان در محیط  واجد آب

 

 ملاحظات اخلاقی 

نویسندگان این مقاله پژوهشی کلیه نکا  اخلاقی اعم از سرقت 

 اند.ها  را رعایت کردهادبی، عدم  انتشار دوگانه و تحری  داده

 

 تشکر و قدردانی

بدین وسیله از مسئولین محترم پژوهشکنده زیسنت فننناوری 

های علمی و صنعتی و پژوهشگاه ملی مهندسی سازمان پژوهش

ژنتیک و زیست فناوری برای در اختیار قرار دادن امکانا  اینن 

 .گرددتحقی  تشکر و قدردانی می
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