
 ها مجله دنیای میکروب
 2131( زمستان 12سال هفتم شماره چهارم )پیاپی

 112-113صفحات 

 جدا شده اززانتوموناس کامپستریس جداسازی، شناسایی و ارزیابی تولید صمغ زانتان توسط 
 برگ های درختان لیمو 

 1، اسمعیل قربانعلی نژاد1، زهیر حشمتی پور2*صبا امیری کجوری
استادیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تنکابن، دانشکده  2 وب شناسی،کارشناس ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تنکابن، دانشکده علوم پایه، گروه میکر 1

 وب شناسیمربی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تنکابن، دانشکده علوم پایه، گروه میکر 3 وب شناسی،علوم پایه، گروه میکر

 چکیده     

که برای تعداد زیادی زانتوموناس  صمغ زانتان یک هتروپلی ساکارید خارج سلولی است و توسط باکتری های جنس  سابقه و هدف:

 از  زانتوموناساز گیاهان به عنوان آفت محسوب می شوند، سنتز می گردد. این مطالعه با هدف جداسازی و تشخیص سویه 

 برگ های درختان لیمو ترش و تولید صمغ زانتان در آنها انجام شد.   

برگ های درختان لیموترش آلوده به شانکر باکتریایی انجام گرفت.   این مطالعه به صورت مقطعی بر رویمواد و روش ها: 

 زانتوموناس کامپستریسانجام شد. کلنی های به دست آمده با کلنی های  YDCجداسازی عامل بیماری با استفاده از محیط کشت 

PTCC 1473   .از نظر خصوصیات مورفولوژیکی مورد مقایسه قرار گرفتند. برای تولید صمغ زانتان از محیط تولید صمغ استفاده شد

 استفاده گردید.  16S rRNAبه منظور شناسایی نهایی باکتری جداسازی شده از روش 

در   KF706548.1شناسایی و با شماره دسترسی  saba.tonبه نام  زانتوموناس کامپستریس یک سویه جدید   در این مطالعهیافته ها: 

 گزارش گردید.g/100ml   1/1-0/0/1بانک ژن ثبت گردید. میزان تولید صمغ زانتان  این جدایه در محدوده

بدون این سویه به عنوان یک سویه بومی ایران جداسازی گردید.  زانتوموناسدر این مطالعه یک سویه جدید از باکتری نتیجه گیری: 

   بهینه سازی شرایط رشد دارای توان بالقوه ای در تولید صمغ زانتان بود.

 .16S rRNA، صمغ زانتان، برگ درخت لیمو ترش، زانتوموناسواژگان کلیدی: 

 33مهرماه پذیرش برای چاپ:    33تیرماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: مازندران، تنکابن، دانشگاه آزاد اسلالاملای واحلاد تلانلاکلاابلان، گلاروه 

  Saba_amiri12@yahoo.comپست الکترونیک:   031133110/0میکروب شناسی.   تلفن: 

 م دمه     

یک پلی ساکارید خارج سلولی است که توسط                                           صمغ زانتان                  

(     r                     زانتوموناس کامپستریس                        باکتری      

تولید می گردد. این                      زانتوموناس          و برخی دیگر از گونه های                         

(،    2، برن           ( 1      ترکی  برای تعدادی از گیاهان مانند مرکبات                                        

 ( و  یره به عنوان آفت محسوب                              (، چ ندرقند               3گردو        

باکتری گرم منفی، هوازی                          زانتوموناس کامپستریس                    .     می شود      

   /0-2و  و            0/2-//0اجباری، میله ای شکل به عر                             

میکرومتر می باشد. دارای تاژ  قطبی بوده و بر روی محیط                                                      

 کشت آگار کلنی های زرد رن  و موکو یدی ایجاد می نماید                                                     

در گروه کشاورزی ایالت                         1310(. صمغ زانتان در سا                       1  

متحده کش  شد. این گروه در  ربالگری انوا  زیادی از                                                   

به عنوان یکی از                   صمغ زانتان          (.       بیوپلیمرها نق  مهمی دارند                             

مه  ترین پلی ساکاریدهای میکروبی تجاری شناخته شده است                                                      

(. این صمغ امروزه کاربرد بسیار وسیعی در صنای  مختل                                                      0  

مانند صنای   ذایی  شامل صنای  لبنی، کمپوت، کنسرو، سس،                                                       

صنای  نانوایی و ...(، دارویی، نساجی، رن ، چس  سازی،                                                     

سرامیک سازی، صنای  نفت، صنای  نظامی، کشاورزی، ت ذیه                                                     

(. به همین دلیل بهینه سازی رشد این                                    3و     /دام و  یره دارد                   
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میکروب مورد علاقه بسیاری از محققان و صنای  مربو ه قرار                                                       

 (.      10گرفته است             

وی گی های منحصر به فرد صمغ زانتان شامل حلالیت در آب                                                    

سرد و گرم، ایجاد محلو  های بسیار ویسکوز با  لظت ک                                                     

صمغ و خوا  شبه پلاستیک آن است که منجر به کاربرد                                                

بسیار وسی  این صمغ به عنوان عامل سوسپانسیون کننده،                                                    

ت بیت کننده، ت لی  کننده به وی ه در صنای   ذایی و                                                   

آمیزندگی، روان کننده، ت لی  کننده و کنتر  جریان در صنای                                                           

صمغ زانتان            (.      11و     /استخراج و پا ی  نفت گردیده است                                  

ماده ای  یر سمی و  یر حساسیت زا است که اثری بر پوست                                                     

و چش  ندارد. به همین دلیل به عنوان ماده افزودنی  ذایی                                                       

بدون محدودیت در صنای   ذایی، دارویی، بهداشتی به                                                 

صورت گسترده مصرف می گردد. تاکنون مطالعات گسترده ای                                                    

در مورد ایمنی صمغ زانتان صورت گرفته است. به همین دلیل                                                       

(، صمغ         FD، سازمان  ذا و دارو آمریکا                              3 13مارس        13در    

زانتان را به عنوان افزودنی مجاز به مواد  ذایی معرفی کرد.                                                          

 خاصیت سودوپلاستیسیته  شبه پلاستیک( این ماده باع                                                 

می شود که ماده  ذایی، احساس دهانی بهتر و رهاسازی  ع                                                       

بیشتری داشته باشد. ه  چنین این صمغ باع  می شود که                                                   

مواد  ذایی هنگام خروج از حالت انجماد مای  کمتری تراوش                                                       

 (.    12کند و کیفیت اولیه خود را حف  نماید                                      

از      زانتوموناس          جداسازی و شناسایی سویه                        هدف از این مطالعه                   

 برگ درختان لیمو ترش و بررسی تولید صمغ زانتان توسط                                                 

 آن بود.       

 

 مواد و رو  ها             

این مطالعه به صورت مقطعی                            ال ( نمونه برداری و جداسازی:                            

برگ های علامت دار درختان لیموترش جم  آوری                                          بر روی        

شده از شهرستان جیرفت در استان کرمان در بهمن ماه سا                                                      

انجام شد. برگ های علامت دار درختان لیموترش آلوده                                                   1331

(. نمونه ها درون پاکت های                           1به شانکر باکتریایی بودند  شکل                             

کا ذی قرار داده شدند و به آزمایشگاه دانشگاه تنکابن منتقل                                                          

گردیدند. با استفاده از تیغ استریل نقا  قهوه ای رن  بافت                                                         

مرده و برجسته روی برگ ها جداسازی و درون هاون کوبیده و                                                       

نرم شدند. نمونه ها به لوله آزمای  حاوی آب مقطر استریل                                                       

(. در ادامه             13منتقل و چند دقیقه با شیکر مخلو  گردیدند                                           

 YDCسوسپانسیون ایجاد شده بر روی محیط کشت                                      

  3caco    tros     y ast   tract                       به صورت سفره ای کشت )

ساعت         2درجه سیلیسیوس به مدت                        /2در دمای         داده شد و           

پس از بررسی های ماکروسکوپی، به منظور                                      .     گرماگذاری گردید               

، کشت        YDCبه دست آوردن کلنی تک بر روی محیط کشت                                    

 (.  11و      1  خطی صورت گرفت               

کلنی تک جداسازی                   ب( شناسایی مورفولوژیکی و بیوشیمیایی:                                    

خریداری شده از                    زانتوموناس کامپستریس                    شده با کلنی تک                

،   PTCC 1473سازمان پ وه  های علمی و صنعتی ایران با کد                                           

  YDCاز نظر شکل کلنی، رن  و لزج بودن در محیط کشت                                             

،   3CaCoگرم       20گرم گلوکز،              20گرم عصاره مخمر،                   10 حاوی       

میلی لیتر( مورد بررسی قرار                              1000گرم آگار در حج                    10

 (. به منظور تایید جدایه از رن  آمیزی گرم و                                             1گرفت        

(،     1آزمون های رای  بیوشیمیایی مانند کاتا ز به روش شاد                                                     

( و هیدرولیز نشاسته به روش                            10اکسیداز به روش کوواکس                         

 ( استفاده گردید.                  /1فهی و هی وارد                 

برای این منظور از دو محیط کشت                                 ج( تولید صمغ زانتان:                    

 استفاده شد. محیط کشت او  با عنوان محیط کشت اولیه                                                

)Pr  c lt r                  گرم عصاره مخمر،                   0/1حاوی ترکیبات 

 برگ لیمو ترش آلوده به شانکر باکتریایی مرکبات. : 1شکل 
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میلی لیتر بود.                  10در حج           3CaCo گرم     0/2گرم گلوکز،              0/2

پس از آماده سازی این محیط، یک کلنی از جدایه مورد نظر                                                      

در شرایط استریل به آن تلقی  شد. ارلن در انکوباتور شیکردار                                                           

  3به مدت          g200 درجه سیلیسیوس و سرعت                          /2با دمای         

(. پس        1روز نگهداری شد تا توده زیستی کافی تولید شود                                               

 روز باکتری به محیط کشت تولید صمغ                                  3از    

  C lt r     Pro  ction           میلی لیتر منتقل گردید.                          30( در حج

گرم       0/3گرم عصاره مخمر،                   2ترکیبات این محیط شامل                       

 بود        4P 2Kگرم       0/1و     gSo 4،   7 2 گرم       0/02گلوکز،        

(. پس از استریل و آماده سازی محیط کشت درون ارلن،                                                  10  

میلی لیتر از توده زیستی تولید شده در محیط پی  کشت                                                     10

میلی لیتر از محیط تولید صمغ افزوده و در انکوباتور                                                     30به    

به      g200 درجه سیلیسیوس و سرعت                        /2شیکردار با دمای                 

روز نگهداری گردید. سپس به منظور پاستوریزاسیون                                                  مدت     

درجه سیلیسیوس                 0/و بلان ین ، ارلن در بن ماری با دمای                                    

 دقیقه حرارت داده شد تا میکروارگانیس  ها و                                             30به مدت        

آنزی  های موجود در محیط کشت  یر فعا  شوند. در ادامه                                                     

 حج  آب رقی  شد و با سرعلات                           1محیط کشت تولید صمغ با                       

 g/000          دقیقه سانتریفیوژ گردید. از روماند                                     0 به مدت

 حاصله برای جداسازی صمغ زانتان استفاده شد.                                         

درصد سرد به روماند ا افه                             3برابر حج  اتانو                     3مقدار       

    g    /000دقیقه و با سرعت                   0 گردید. مخلو  حاصله به مدت                           

سانتریفیوژ شد. روماند دور ریخته شد و صمغ رسوب یافته در                                                        

درجه          0/دقیقه در آون با دمای                        30ته لوله به مدت                

 (.       1سیلیسیوس خشک گردید                      

 به منظور استخراج                    د( شناسایی مولکولی جدایه ها:                            

D              کلروفرم استفاده شد. به منظور                              -از روش فنل 

 از پرایمرهای با                      16S rتک یر ناحیه             

و     TTT  TCCT  CTC      5      :F8         3توالی       

  TT CCTT TT C  CTT 3       5        14 2         شرکت 

Ta  Ko  nhag n                           .به منظور          ، دانمار ( استفاده گردید

با       PCشناسایی مولکولی سویه جداسازی شده، واکن                                          

 شرکت          ast r  i میکرولیتر               12میکرولیتر شامل                  21حج      

    Dمیکرولیتر             1میکرولیتر از هر پرایمر،                           1تاکارای ژاپن(،                

 میکرولیتر آب مقطر دو بار تقطیر شده انجام شد.                                               الگو و        

 در دستگاه ترموسایکلر                       PCدر ادامه واکن                 

)    n or   ast r cycl r  ra i nt    rmany             با شرایط

درجه        31دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای                                    1دمایی       

چرخه شامل واسرشت شدن در                           30سیلیسیوس و در ادامه                     

 دقیقه، اتصا  در دمای                        1درجه سیلیسیوس به مدت                        31دمای      

 ثانیه،  ویل شدن در دمای                           11درجه سیلیسیوس به مدت                        /1

دقیقه و در نهایت  ویل شدن                             1درجه سیلیسیوس به مدت                        02

دقیقه انجام               0درجه سیلیسیوس به مدت                        02نهایی در دمای               

به دست آمده                PCشد. درجه خلو  و اندازه نسبی محصو                                    

درصد تعیین شد. سپس توسط شرکت                                1/1بر روی ژ  آگاروز                  

با استفاده از               تعیین توالی             ژن فناوران تعیین توالی گردید. نتیجه                                     

 بررسی گردید.                C در سایت            last برنامه      

 

 یا ته ها        

پس از رشد باکتری ها، تنها                               ال ( نمونه برداری و جداسازی:                            

یک جدایه ایجاد کلنی های زرد رن  و لزج نمود. این جدایه                                                       

 ب(.       2برای مطالعات بعدی مورد بررسی قرار گرفت  شکل                                             

بر اساس مقایسه                    ب( شناسایی مورفولوژیکی و بیوشیمیایی:                                    

جدایه با باکتری استاندارد مرج ، باکتری جداسازی شده به                                                       

صورت گرم منفی، میله ای کوتاه، هوازی اجباری، کاتا ز م بت،                                                          

اکسیداز منفی، قادر به هیدرولیز نشاسته بود. هم نین کلنی ها                                                           

به صورت زرد رن ، موکو یدی و بسیار لزج                                         YDCدر محیط         

(. با این تفاوت که باکتری جداسازی شده                                       2دیده شدند  شکل              

ساعت و رشد              02رشد سریعتری داشت. رشد سویه مرج  در                                    

 ساعت صورت گرفت.                    2جدایه مورد نظر در مدت                       

با قرار دادن باکتری در محیط مای                                     ج( استخراج صمغ زانتان:                      

YDC          روز        روز و در محیط  تولید صمغ به مدت                                   3به مدت

تولید صمغ زانتان انجام گرفت. وزن صمغ به دست آمده، در                                                      

 (.  3بود  شکل          g/100ml   1/1-0/0/1محدوده        

پس از دریافت نتای  تعیین توالی،                                   د( نتای  شناسایی مولکولی:                         

مشاهده و بررسی                  Chromasتوالی نمونه به وسیله نرم افزار                                
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چیدمان مختلفی از                    Chromasگردید. در زمان بررسی توالی                            

نقطه نظر مبد  ردی  سازی در نظر گرفته شد تا بهترین دقت                                                       

ممکن در شناسایی بر اساس توالی وجود و مقایسه آن با بانک                                                        

به دست آید. شناسایی به میزان همولوژی به دست                                                 C ژنی     

آمده با سویه مرج  در جریان ردی  سازی توالی ها بود. به                                                       

این ترتی  توالی ها بسته به میزان همولوژی به دست آمده                                                      

شناسایی شدند. نتای  به دست آمده نشان داد که باکتری مورد                                                         

 ،   زانتوموناس          ، جنس       زانتوموناداسه               نظر متعل  به خانواده                    

 می باشد. با این تفاوت که شباهتی به                                    کامپستریس             گونه    

سویه های شناخته شده از این خانواده ندارد. بنابراین این                                                        

با شماره دسترسی                     C سویه جدید در سایت                   

KF706548.1              صبا. تن         سویه    زانتوموناس کامپستریس                      به عنوان  

                     r     r                 )           نام گذاری و  
 ثبت گردید.          

 

 بح    

صمغ زانتان یک پلی ساکارید  بیعی و بیوپلیمر صنعتی مه                                                       

می باشد. این صمغ به دلیل خصوصیات ر ولوژیکی منحصر به                                                     

ساکاریدهای میکروبی در                        عنوان یکی از پلی                   فردی که دارد به               

(. به  وری            13فرآیندهای صنعتی کاربردهای گسترده ای دارد                                            

عنوان پایدار کننده، امولسیون کننده،                                      که در صنای  مختل  به                      

کننده،  خامت دهنده  ذا و مصارف صنعتی  یر ذایی                                                ت لی        

 (.    20شود        استفاده می          

وی گی های بسیار مناس  این صمغ در معل  نگهداشتن قطعات                                                      

و  رات جامد نسبت به پلیمرهای دیگر در  لظت یکسان قابل                                                      

مقایسه نمی باشد. پلیمرهای زانتان در برابر تجزیه باکتریایی تا                                                              

 (.  21باشند          پایدار می           C  120 دمای      

پایداری دمای پلیمر به تشکیل شبکه فیزیکی پلیمر، وزن                                                    

های موجود در آن بستگی دارد. با  افزای                                          مولکولی و نو  گروه                  

های زانتان که شبکه بیوپلیمری را                                  دما پیوندهای بین مولکو                        

 یابد       دهند شکسته شده و ویسکوزیته کاه  می                                   تشکیل می        

باید        زانتوموناس کامپستریس                    (. برای تولید صمغ زانتان از                             22  

محیط کشت باکتری مناس  برای رشد میکروارگانیس  و تولید                                                      

 صمغ باشد.           

مه  ترین مناب   ذایی محیط کشت مناب  کربن و ازت می                                                   

باشند و بهترین و معمو  ترین منب  کربن مورد استفاده گلوکز                                                          

 .(         سویهب( باکتری جداسازی شده   ،PTCC 1473با کد  : ال ( سویه استاندارد زانتوموناس کامپستریس تشابه کلنی های :2شکل 

 )ب( )الف(

سویه جدید زانتوموناس کامپستریس صمغ زانتان تولید شده به وسیله  :3شکل 

 .         سویه
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(. این صمغ با ا افه نمودن گلوکز یا ساکاروز به                                                می باشد           

در  ی یک فرآیند تخمیر                         زانتوموناس کامپستریس                    باکتری        

تولید می شود و اک ر گونه ها صمغ زانتان را از  ری  فرآیند                                                          

 (.      23تخمیر هوازی تولید می نمایند                               

قابلیت تولید یک بیوپلیمر با                               زانتوموناس ها             با وجود این که                

ارزش صنعتی را دارند، اما مت سفانه هی  تولیدی در این زمینه                                                           

در ایران وجود ندارد و هر ساله سه  زیادی از سرمایه کشور                                                        

صرف واردات این صمغ به دلیل مصارف گسترده صنعتی اش                                                  

جداسازی و           شود. به همین دلیل مطالعه حا ر با هدف                                       می  

از برگ درختان لیمو ترش و                            زانتوموناس          شناسایی سویه              

 بررسی تولید صمغ زانتان توسط آن انجام شد.                                        

اک ر تحقیقات انجام شده در زمینه تولید میکروبی زانتان بر                                                         

روی  ربا  کردن ریزسازواره ها و مطالعه اثر مت یرهای محیط                                                         

(. باکتری            2و   23کشت بر بازده تولید متمرکز می باشند                                      

برای تولید زانتان به مناب  کربن،                                    زانتوموناس کامپستریس                    

نیتروژن، فسفر و هم نین مواد م ذی ک  مقدار مانند پتاسی ،                                                         

 (.       2و      2آهن و کلسی  نیاز دارد                         

بهینه سازی نو  و  لظت مناب  یاد شده، به وی ه منب  کربن بر                                                           

بازدهی تولید صمغ و هزینه تولید موثر است. هم نین تاکنون                                                        

های زیادی در راستای بهینه سازی شرایط و ایجاد                                               کوش     

تنو  در تخمیرهای صمغ زانتان مانند تشکیلات  ذایی،                                                 

زدن، ا افه کردن                  ، ه       تکنیک ت ذیه، درجه حرارت،                          

آنتیفوم و استفاده از سوبستراهای مختل  جهت تولید صمغ                                                     

 (.    21گزارش شده است                 

نوآوری پ وه  حا ر بر این اساس استوار بود که پس از                                                   

از برگ های              زانتوموناس          جداسازی و تشخیص باکتری                        

درختان لیمو ترش آلوده به شانکر، توانایی تولید صمغ زانتان                                                          

از یک سویه بومی ایران، بدون بهینه سازی در شرایط رشد و                                                       

ایجاد ت ییرات در مت یرهای محیط کشت مورد بررسی قرار                                                    

گیرد. در مطالعه حا ر تولید صمغ زانتان توسط سویه جدید                                                      

بدون در نظر گرفتن شرایط                                   زانتوموناس کامپستریس                      

 بود.        g/100ml  1/1بهینه سازی، معاد                    

( و     a hai میزان صمغ به دست آمده در مطالعه وادهای                                          

  g/100mlدر هند در محدوده                    2010( در سا           Di itدیکسیت          

(. هم نین در مطالعه ای که توسط آرتی                                      1بود          0/01–1/33

در هند          2011( و همکاران در سا                      arthy Palanira پا نیراج            

انجام شد، با بهینه سازی شرایط تولید صمغ زانتان توسط                                                     

  g/100ml، میزان صمغ تولیدی معاد                           زانتوموناس کامپستریس                    

(. این مقادیر کمتر از میزان صمغ به دست آمده                                             10بود          0/3

 در مطالعه حا ر می باشد.                       

پیشنهادهایی که در رابطه با این پ وه  می توان  کر نمود                                                       

عبارتند از: خالص سازی زانتان تولید شده از سویه جداسازی                                                        

  ذایی،            شده به منظور استفاده در مصارف  ذایی و  یر                                         

بهینه سازی شرایط رشد این سویه بومی از نظر محیط کشت،                                                     

 امید دستیابی به تولید زانتان بیشتر.                                       به      دما،      

هم نین می توان با ایجاد موتاسیون در برخی از ژن های                                                    

خا ، میزان سنتز زانتان را افزای  داد. از سوبستراهای ارزان                                                           

قیمت مانند نشاسته یا  ایعات خشک خرما نیز می توان به                                                     

 عنوان محیط کشت صنعتی در این سویه بومی استفاده کرد                                                 

در نهایت این محیط کشت های صنعتی را می توان به                                               (.      20  

 عنوان محیط کشت بومی در ایران معرفی نمود.                                        

 

 نتیجه  یری          

جداسازی           زانتوموناس          در این مطالعه یک سویه جدید از باکتری                                      

 گردید که نسبت به سویه مرج  دارای رشد سری  تری                                               

این باکتری هوازی اجباری، میله ای کوتاه و کلنی های                                                   می باشد.          

آن بر روی محیط کشت آگار، زرد رن  و بسیار لزج می باشد.                                                       

 این سویه به عنوان یک سویه بومی ایران از توان بالقوه ای                                                      

 g/100ml   1/1-0/0/1در تولید صمغ زانتان در محدوده                             

 برخوردار می باشد.                   

 تشکر و قدردانی              

 نویسندگان این مقاله از معاونت پ وهشی و کارکنان                                                

 آزمایشگاه میکروب شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحد                                                

 تنکابن به دلیل حمایت های علمی و اجرایی کما  امتنان                                                  

   را دارند          
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Abstract 

Background & Objectives: Xanthan gum is a Heteropolysaccharide at the external cell of  

Xanthomonas, which acts as toxin for other plants. This study aimed to isolate and identify the 

Xanthomonas strain from leaves of lemon trees and to evaluate its ability in production of   

Xanthan  gum. 

Materials & Methods: This cross-sectional study was performed on the leaves of lemon trees  

infected to bacterial canker. The strain was isolated on YDC medium. The morphological  

characteristics colonies were compared with the colonies of Xanthomonas  campestris PTCC 

1473. Xanthan gum was produced in especial medium. A 16S rRNA procedure used to confirm 

the identity of strains. 

Results: In this study a new strain of Xanthomonas campestris was isolated and was called as  

saba.ton. This strain was recorded in the gene bank with access number KF706548.1. The amount 

of Xanthan production was obtained 0.081 to 1.5 g/100 ml.  

Conclusion: In this study a new strain of Xanthomonas campestris was isolated. This strain was 

identified as an Iranian local strain which is potentially able to produce Xanthan gum without any 

optimization.  
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