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  چكيده
Aureobasidium pullulans در اين تحقيق ابتدا سويه هاي مختلفي از. گرددبه صورت يك مخمر سياه در آسكوميست ها راسته دوتييدال ها طبقه بندي مي 

pullulans A.  گيري و با آنزيم پلولاناز مقدار پلولان اندازه. سازي توليد پلولان انتخاب شدبراي بهينه) 51سويه (از طبيعت جدا شد و بهترين سويه  
 (E.C.3.2.1.41)شتسازي منبع كربن دو منبع گلوكز و سوكروز  بررسي شدند و سوكروز كه توليد بهتري دادر بهينه. درجه خلوص آن نيز تعين گرديد  

)g/l 40 (به عنوان بهترين درصد قندي انتخاب شد% 5سپس با درصد هاي مختلف سوكروز راندمان توليد بررسي و مقدار . به عنوان منبع كربن انتخاب گرديد. 
 هوادهي با  سپس.شدندسازي  منبع ازت با سه نوع عصاره مخمر، سولفات آمونيوم و نيترات سـديم به طور جداگانه بهينهبعد از اين مراحل،

 و دما مورد pHبراي بدست آوردن به ترتيب بهترين دور هوادهي،   نيز32 و C º 25 ،28 و دماهاي rpm(، 9- 4 =pH( دور در دقيقه 200و120،180دورهاي
  .شد پلولان توليـد g/l48  روز 5عد از اين شـرايط بهينه باز اين سويه در. اين عوامل بودندهاي  بهترينC º 28 وrpm 180 ،5/7گرفتند كه به ترتيب مطالعه قرار

  
  . )E.C.3.2.1.41( پلولاناز ، پلولان،Aureobasidium pullulans،  :ي كليديهاواژه

  
  مقدمه

A. pullulans      يك ساپروفيت رايـج در فــيلوسفر اكثـر گياهـان غـلات 
اولـين مطالعـات را   (Bauer) بوئر. باشدها مياي از ميوهطيف گسـتردهو

انجــام داد و برنيـر       شـبه مخمـر    سـاكاريد توســط ايـن     پلـي در توليد   
(Bernier)   بررسـي مشخـصات آن      مر را جدا و شروع بـه       نيز اين بيوپلي 

ــرد  و همكــارانش آن را پلــولان  (Bender) بنــدر 1959ســال در . ك
هاي محــيطي جـدا    معمـولاً از نمـونه A. pullulans .. نامگذاري كردند

ـاي ه ـ  درخاك و آب، به خـصـوص روي بـرگ        آئروبازيديوم ها   . گرددمي
ايــن . گردنــدچــوب و ديگــر مــواد گيـــاهي يافــت مــي  ، تجزيــه شــده

هاي شبيه مخمري،  باشد و داراي فرممورفيسم مي پلي ها روارگانيسمميك
بلاستوســـپور جـــوان، بلاستوســـپور متـــورم، ميـــسليوم و فرمهـــاي  

ايط كـشت  اين تغييرات مورفولـوژي بـه شـر   . باشند مي كلاميدوسپوري
العاده تحت   در واقع مورفولوژي سلولي اين شبه مخمر فوق       . بستگي دارد 

باشد كـه ايـن خـود روي سـرعت          ميابوليكي كشت   تاثير فعاليتهاي مت  
 (Deshpande et al.1992سرعت توليد و بازدهي اثرگـذار اسـت  رشد و 

(Leathers 2003.  
لـب بـه     اغ بـوده و  ز  ـگلوك ـز  ي خطـي ا   هايساكاريد پلولان هومـوپلي 

 ) 1α-6 ( مالـتوتريوز كه توسط پيوند هايصورت پلي مري از واحدهاي
اين پليمر و مـشتقات آن داراي  . گردنداند، تعريف ميتصل شدهبه هم م 

. باشـد پتانسيل هاي كـاربردي فـراوان غـذايي، دارويـي و صـنعتي مـي              
پلــولان بيوپليمــري اسـت محـلول در آب كـه جرم مولكولي آن بين           

وزن مولكـولي  . (Deshpande et al. 1992)باشـد   متغيرمي3/1~3×106
هـاي كـشت و       ، تكنيـك  pH،  ي ميكروارگانيـسم    هپلولان بـه نـوع سـوي      

پلـولان توسـط   . (Shingel 2004)سوبستراي استفاده شده بستگي دارد 
سـاكاريد خـارج    صـورت يـك پلـي     به A. pullulans هاي بعضي از سويه

اي كه در ايـن     الگوي اتصالي ويژه  . گردد  يسلولي محلول در آب توليد م     
فـردي بـه آن       بـه     يات فيزيكـي منحـصر    بيو پليمر وجـود دارد، خـصوص      

نـد بـراي    نتوا  راي خـواص چـسـبندگي بـوده و مـي         پلـولان دا  . دهد  مي
يـن  ا. كـار رونـد     هاي مقاوم به اكسيژن و قوي بـه         ساختن فيبرها و فيلم   

ردي فراوان غذايي، دارويي    هاي كارب   پليمر و مشتقات آن داراي پتانسيل     
مقـاومتش بـه آميلازهـاي      پلولان بـه دليـل      . باشند  و صنعتي زيادي مي   
 ـ      پستانداران، انـرژي   يـي در   عنـوان مـاده   ه همـين دليـل بـه    زا نبـوده و ب

). Leathers 2003(گردد  د غذايي كم كالري استفاده ميفرمولاسيون موا
 صـورت    ذايي بـه  صـورت رژيــم غ ـ      دهد كه پلولان به     مطالعات نشان مي  

ــري ـــيك عمــل مــي پ  ـبيوت ــه همــين دليــل موجــ ـــند و ب ب رشــد ك
دسـتگاه گـوارش مـي     مفيـد  ) (Biphidobacteria(هـاي  بيفيدوباكــتر

صــورت  مــشتقات پلــولان بــه  ). Kurtzmn & Fell 1998(گــردد
هـا اسـتفاده      هـا و اينترفـرون      هاي غير سمي براي واكسن      كونجوگاسيون
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  2 شماره) 1386 (و سومسيجلد ، مجله علوم دانشگاه تهران        16

هـا نيـز      ن از آن در انتقـال هدفمنـد ليپـوزوم         تـوا   علاوه مي   به  . گرددمي
همـين  ). Deshpande et al. 1992 و Lee et al. 1999(اسـتفاده كـرد   

هاي كونجوگه شده با پلولان بـه بافـت            واكسن DNAيابي    طور در هدف  
). Hosseinkhani et al. 2002( كبـد،  نيـز نقـش ارزشــمندي دارنـد    

يد و بهينـه سـازي توليـد        كاربردهاي ارزشمند اين پليمر درصنعت، تول     
ا از ه ـآئروبازيـديوم  در ايـن بررسـي    . اين پليمـر را شـاخص مـي كنـد       

بـرخلاف تحقيقـات مـشابه     "شدند و  تقريبافيلوسفر گياهان بومي جدا 
  .اكثر فاكتورهاي موثر بر توليد اين پليمر نيز بهينه شدند

  

  هاروش مواد و
   :Aureobasidium pullulansجداسازي 

 3هاي مختلف گياه اعم از ميوه و دانه را بـراي مـدت                قسمتها و      برگ
به  ميلي ليتر از محلول فوق 0/ 1سپس خيسانده و C25° روز در دماي 

 µg/ml 10گلــوكز و  % 1حــاوي  ) (= pH 4(محــيط حــداقل نمكــي 
هـا   ، نمونهC25° بعد از دو روز شيك در دماي . اضافه شد) كلرامفنيكل
. هـا رسـوب كننـد    داده تـا ميـسيليوم   قـرار   دقيقه ساكن  20را به مدت    

هـاي    ليتر از سطح محيط مايع قبلـي كـه حـاوي فـرم               ميلي 1/0سپس  
ــي       ــداقل نمكــ ــاردار حــ ــيط آگــ ــه محــ ــوده بــ ــري بــ   مخمــ

)5 = pH ) (       حاوي يك درصد گلوكز وµg/ml 10 اضـافه  )  كلرامفنيكل
هاي تك را به محيط توليـد    روز، كلني4بعد از ). Lee et al. 1999(شد

  .ساكاريد مورد بررسي قرار گيرد انتقال داده تا توليد يا عدم توليد پلي
   :Aureobasidium pullulansشناسايي 

هاي جدا شده از خواص مورفولوژيكي اعم از  آئروبازيديومجهت شناسايي 
، )جوانه زدن، تقسيم دوتايي، توليد كونيدي(ي توليد مثل رويشي نحوه

نه، شكل سلول، خصوصيات رشد بر روي  تعداد جوا محل تشكيل جوانه،
هاي كشت جامد و توانايي جذب و تخمير هيدرات كربن استفاده  محيط
  .(Kurtzman et al. 1998)گرديد 

  :توليد بيوپلي مر پلولان
بعد از جداسازي مخمرها از طبيعت، يك لوپ از آن را از روي 

 20 ميلي ليتري حاوي 100 محيط جامد برداشته و به ارلن هاي
آمونيوم ، سولفات %3سوكروز ) (pH = 5/5( ليتر محيط پيش توليد ميلي

g/l6/0 عصاره مخمر ،g/l4/0 فسفات پتاسيم ،g/l5 سولفات منيزيم آب دار ،g/l2/0 ،
 ساعت 48براي  C28° ها در دماي  ارلن.  اضافه شد) g/l1كلريد سديم 

نسبت بعد از محيط فوق به .  شيك گرديدrpm 180روي شيكر با دور 
،  %5سوكروز ) (pH = 0/7( درصد به ارلن هاي حاوي محيط توليد 5

، سولفات g/l5، فسفات پتاسيم g/l 4/0، عصاره مخمر g/l  6/0آمونيوم سولفات 
ارلن هاي فوق در . تلقيح شد ) g/l1، كلريد سديم g/l2/0منيزيم آب دار 

سپس .  شيك گرديدندrpm 180 روز با دور 5 براي C28° دماي 
 دقيقه سانتريفوژ شد و 8، به مدت 12000هاي فوق در دور  حيطم

 درجه حرارت داده 100 دقيقه در 15سوپرناتانت جدا شده به مدت 

بعد از آن با اضـافه . شد تا آنزيم هاي خارج سلولي غير فعال گردند
 براي rpm200 زغال فعال و شيك در) گرم درصد(كردن يك درصـد 

با اضافه كردن دو حجم اتانل سرد .   جدا شد دقيقه پيگمان ملانيـن15
 12به مدت ) C4° (هاي حاوي اتانل در يخچال  و قراردادن نمونه

هاي توليد  رسوب. ساكاريدهاي توليد شده، رسوب كردند ساعت پلي
شده را با آب و الكـل دو بار شـستشو داده و بعد از خشك سازي 

در آنها بررسـي گرديد سـاكاريدها، وجود يا عدم وجود پلولان  پلـي
Lazaridou et al. 2002, Ducrey et al. 1992, Roukas 1999) .(  

  
  هاي اثبات پلولانروش

) E.C.3.2.1.41(در اين بررسي از روش شناسايي با آنزيم پلولاناز 
اين روش بهترين راه شناسايي پلولان . استفاده شد)  آلداريچ-سيگما (

د توليدي نيز توسط همين آنزيم و درجه خلوص پلي ساكاري. مي باشد
 آنزيم بر مقدار مشخص پلولان خالص استانداردمقايسه آن با اثر همين 

از آنجائيكه درجه خلوص پلولان حاصله بالا . تعيين شد)  آمريكا-سروا (
. از همين روش براي اندازه گيري استفاده گرديد)  درصد95 -100(بود 

 از سوپر ناتانت كشت حاصله دو روش كار به اين صورت است كه ابتدا
 100 (كه حاوي سوپر ناتانت كشتييك نمونه . نمونه تهيه شد

) شاهد(بود، به عنوان بلانك )  ميكروليتر400( به علاوه بافر) ميكروليتر
  )E.C.3.2.1.41(علاوه بر موارد فوق آنزيم پلولاناز  ي ديگر كه و از نمونه

ي مجهول   بود به عنوان نمونهنيز به آن اضافه شده)  ميكروليتر100(
 سپس هر .شد، استفاده گرديد ت تعيين ميبايس ساكاريد آن مي كه پلي

 انكوبه گرديد و به هر كدام C40°  ساعت در دماي 2دو نمونه به مدت 
اضافه شد و در ) DNS( نيتروساليسيلات ليتر دي از نمونه ها يك ميلي

سپس .  شانده شد دقيقه در بن ماري جو10 به مدت C100° دماي
 50ها با بالن حجمي به حجم  ها در آب يخ سرد گرديدند و نمونه نمونه
در .  نانومتر مطالعه شد546 ها در ليتر رسانده شد و جذب آن ميلي

نهايت مقدار پلولان توليدي با مقايسه جذب حاصله محلول فوق و 
 يدتهيه شده از پلولان خالص، تعيين گرد رجوع به منحني استاندارد

)Israilides et al. 1998 و Ducrey et al. 1992.( 
  :بهينه سازي توليد پلولان

در اين بررسي فاكتورها تك تك و بر اساس ارجحيت آنها در توليـد              
روش كار به اين صورت بود كه ابتد منبع كربن در دو نوع             . بهينه شدند 

ربني گلوكز و سوكروز بهينه شد، بعد از به دست آوردن بهترين عامل ك            
، نيتـرات   ره مخمـر  در بهينه سازي منبع ازت عصا     . منبع ازت بهينه شد   

به . سديم و سولفات آمونيوم به صورت تك تك مورد بررسي قرار گرفت           
اي مختلف عـصاره مخمـر      علاوه در يك طرح دو عاملي اثر مقدارهاي ه        

بعـد از   . هاي مختلف سولفات آمونيوم نيز بررسـي گرديـد        بر روي درصد  
  .در هفت سطح و هوادهي در سه سطح بررسي گرديد pHاين ها 
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  17                                                 و بهينه سازي آنAureobasidium pullulansتوليد بيو پليمر پلولان توسط شبه مخمر 

  نتايج
بـراي  .  از طبيعـت جـدا شـد   A. pullulansدر اين بررسي سه سـويه از  

ي مطالعـه هـا و    فرم مورفولـوژي و ظـاهر كلنـي       شناسايي آنها به علاوه     
نيــز اســتفاده شــد ميكروســكوپي از بررســي خــصوصيات بيوشــيميايي 

هـاي  در مقايـسه بـا سـويه       51يه  هاي جدا شده، سو   از سويه ). 1جدول(
به عـلاوه ايـن سـويه در مقايـسه بـا            . هاي لعابي تري داشت   ديگر كلني 

 بـر خـلاف     53سويه  . كرد مقدار كمتري نيز ملانين توليد مي      52سويه  
آمدند، رنگـي متمايـل   به رنگ سبز تيره در مي دو سويه قبلي كه نهايتا

اي ملانينـي و شـبه      ه ـبه دليـل توليـد ايـن رنگدانـه        . به صورتي داشت  
هـاي  تـست ). شكل ( گويندملانيني ست كه به آنها مخمر سياه نيز مي

هاي تائيـدي شناسـايي مخمرهـا و     هاي جذبي از تست   تخميري و تست  
  . آورده شده است1باشد كه در جدول شبه مخمرها مي

. سـي شـدند  مورد اثر منبع كـربن دو قنـد گلـوكز و سـوكروز برر        در  
 مطالعه شد   53 و   52 ،51هر سه سويه    مرپلولان در پليمنحني توليد بيو  

  .)4 و 3، 2شكل(به گردد تا مقدار توليد و زمان بيشترين توليد محاس
مقدار توليد در سه سـويه  جـدا شـده بـا دو منبـع كـربن گلـوكز و                  

  ).6شكل (مورد مقايسه قرار گرفت )  درصد5هر دو (سوكروز 

سوكروز توليـد بيـشتري      در قند    51شود سويه   همان طور كه ديده مي    
دارد و بايستي گفت كه اين سويه در قند گلوكز و سوكروز به ترتيب در               

 بـه   52سـويه هـاي      . بيشترين توليـد خـود رسـيد       روز نهم و پنجم به    
 نيز روي   53ترتيب روي گلوكز و سوكروز در روز پنجم و سوم  و سويه              
بطوريكه . تندگلوكز و سوكروز در روز سوم و دوم بيشترين توليد را داش           

 گرم بر ليتر 164/40 و 52/28 در گلوكز و سوكروز به ترتيب         51سويه  
 ، 852/8 در گلوكز و سـوكروز بـه ترتيـب    53 و  52پلولان ، سويه هاي     

از .   گرم بر ليتر پلولان توليـد مـي كردنـد   033/18، 377/7 و  082/15
 در  51 بـود، بـازده توليـد سـويه          51آن جايي كه بهترين سويه ، سويه        

درصد هاي مختلف قندي محاسبه شد تا بهترين درصد قنـدي نيـز بـه         
بيشترين بازده در محـيط بـا       . همان طوريكه  ديده مي شود     . دست آيد 

، بهتـرين سـويه     51پـس سـويه     ).  6شكل  . (  درصد بدست آمد   5قند  
 درصد بـه عنـوان بهتـرين منبـع قنـدي            5براي توليد پلولان وسوكروز     

  .انتخاب شدند
تلـف عـصاره مخمـر،      ه سازي منبع ازت ابتدا سـه منبـع مخ         در بهين 

صورت جداگانه مورد بررسـي قـرار      نيترات سديم و سولفات آمونيوم  به        
  ).3 و 2جدول (گرفتند 

  
  

  )عدم انجام واكنش: -انجام واكنش، (+:   تست هاي بيوشميايي سويه هاي جدا شده مولد پلولان-1جدول 
  

  

  

A. pullulans53  A. pullulans52  A. pullulans51 نوع آزمايش   قندعنو  
  گلوكز  -  -  -
  گالاكتوز  -  -  -
  سوكروز  -  -  -
  مالتوز  -  -  -
  لاكتوز  -  -  -
  رافينوز  -  -  -
  ترهالوز  -  -  -

  تخمير

  گلوكز  +  +  +
  گالاكتوز  +  +  +
  سوكروز  +  +  +
  مالتوز  +  +  +
  سلوبيوز  +  +  +
  وزلترها  +  +  +
  لاكتوز  +  +  +
  ملي بيوز  +  +  +
  رافينوز  +  +  +
  ملي زيتوز  +  +  +
  زايلوز-د  +  +  +
  آرابينوز-ال  +  +  +
  ريبوز-د  +  +  +
  رامنوز-ال  +  +  +
  مانيتول-د  +  +  +
  ساليسين  +  +  +
  اينوزيتول  +  +  +
  كراتينين  +  +  +
  سيترات  +  +  +

  )رشد (جذب
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C    A  B   

 F    E  D  
  

  A. pullulansاي ميكروسكوپي  و ماكروسكوپي شبه مخمر  نم-1شكل
A:   كلنيA. pullulans  روي محيط 51سويه PDA .    اين سويه در مقايسه با سويه هاي ديگر رنگدانه كمتري توليد مي كنـد و بـه

  . سياه نمي گردد"همين دليل محيط آن كاملا
B : كلنيA. pullulans روي محيط52 سويه PDA .رنگدانه هاي ملانيني بيشتري توليد مي كند و 51 مقايسه با سويه اين سويه در 

 .بعلاوه محيط را بسيار زودتر سياه مي كند
C : كلنيA. pullulans روي محيط 53 سويه PDA .    اين سويه هم  رنگدانه  توليد مي كند و بعلاوه در مقايسه بـا دو سـويه ديگـر

 .توليد پلولان كمتري نيز دارد
D :متورم و هيف كه هر دو در حال جوانه زني مي باشندربلاستوسپو . 
E :بلاستوسپور جوان، پليمر توليد شده و فرم هاي مخمري 
F  :آرتروسپور يا آرتروكونيدي، مسيليوم ها و هاله پليمري اطراف آن ها كه در اين شبه مخمر كليد شناسايي مي باشد. 

  

  
  
  

  
 در محيط با منبـع كـربن   A. pullulans 51 منحني توليد پلولان -2شكل 

با كاهش گلوكز توليد بيوپليمر افزايش مي يابـد بطوريكـه در            %) . 5(گلوكز  
روز نهم مقدار بيو پلمر به بيشترين حد خود و مقدار گلوكز به پـايين تـرين                 

  .رسدحد خود مي

  
  

  
 در محيط با منبـع كـربن   A. pullulans 52 منحني توليد پلولان -3شكل

كاهش گلوكز توليد بيوپليمر افزايش مي يابد بطوريكه در روز          با  %). 5(گلوكز  
پنجم مقدار بيو پلمر به بيشترين حد خود و مقدار گلوكز به پايين ترين حد                

  .رسدخود مي
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 در محيط با منبـع كـربن   A. pullulans 53 منحني توليد پلولان -4شكل 
بد بطوريكه در روز    با كاهش گلوكز توليد بيوپليمر افزايش مي يا       %). 5(گلوكز  

سوم مقدار بيو پلمير به بيشترين حد خود و مقدار گلوكز به پايين ترين حـد               
  .رسدخود مي

  

  
 در دو A. pullulans مقادير توليد پلولان در سويه هاي مختلف -5شكل

همانطور كه مشخص است سوكروز در %). 5(و گلوكز %) 5(محيط سوكروز 
 اين مطلب در هر سه سويه شبه مخمري .مقايسه با گلوكز قند بهتري است

 نسبت به دوتاي ديگر توليد بيشتري A. pullulans 51صدق مي كند كه 
  .دارد

  
بهترين مقدار عـصاره مخمـر، نيتـرات سـديم و سـولفات آمونيـوم  بـه                  

 و 951/12، 098/34 گرم بر ليتر بود كه به ترتيب 6/0 و 3/0 ، 3ترتيب
چـون اكثـر مقـالات سـولفات        .  شـد   گرم بر ليتر پلولان توليد     541/47

تفاده مـي   آمونيوم و عصاره مخمر ر ا به عنوان منبـع ازت تركيبـي اس ـ             

اثر غلضت هـاي مختلـف عـصاره ي مخمـر بـا مقـادير مختلـف        كردند،  
همان طـور كـه نـشان داده        ).  4جدول  (سولفات آمونيوم بررسي گرديد   

 بـر ليتـر    گرم 6/0 گرم بر ليتر سولفات آمونيوم با        6/0شده است، مقدار    
در همـه مـوارد بـراي       . عصاره مخمر بيشترين  اثـر را در توليـد داشـت           

سـتيل تـري متيـل آمونيـوم        پلي سـاكاريد هـاي اسـيدي از          جداسازي
  برومايد اسـتفاده شـد كـه در پليمـر توليـدي مقـدار قابـل تـوجهي از                  

  . پلي ساكاريد هاي اسيدي ديده نشد
  

  
 .Aوكروز بر توليد پلولان در  منحني اثر درصدهاي مختلف قند س-6شكل

pullulans 51 .  بازده توليد بر اساس مقدار گرم پلولان توليد شده بر مقدار
  .مشخص شده است) Yp/s(قند مصرف شده 

  
   pH=5/7وريكـه   ، هفت سطح مختلف انتخاب شد بطpHدر مطالعه 
 به دسـت آمـد      51 براي توليد پلولان در توسط سويه        pHمناسب ترين   

 در بهينه سازي سرعت هـوا دهـي نيـز يـشترين توليـد در      . )7شكل (

rpm180    بـه عـلاوه بهتـرين دمـا بـراي توليـد            ). 8شكل    ( بدست آمد
  ).9شكل ( بود C 28°پلولان نيز دماي 

  
  % )5( در حضور قند گلوكز    با منابع مختلف ازتA. pullulans 51 مقايسه مقدار توليد پلولان و بيومس در ): 2(جدول

  
  ع ازتمنب

  )گرم بر ليتر(نيترات سديم  )گرم بر ليتر(عصاره مخمر  )گرم بر ليتر(سولفات آمونيوم
  قند باقيمانده  بيومس  پلولان  غلظت اوليه  قند باقيمانده  بيومس  پلولان  غلظت اوليه  قند باقيمانده  بيومس  پلولان  غلظت اوليه

0  0  27/2  81/14  1/0  0  26/1  23/16  02/  0  97/0  48/13  
1/0  234/3  38/4  64/10  7/0  24/11  36/3  74/14  06/0  0  11/1  63/9  
3/0  411/12  11/5  59/7  5/1  71/14  2/5  11/9  1/0  211/3  29/1  38/7  
6/0  587/19  28/5  384/5  2  12/19  58/7  39/6  3/0  461/9  66/1  41/4  
0/1  481/17  59/7  25/2  3  84/22  78/7  67/0  4/0  980/7  23/2  34/2  
2/1  120/14  44/9  00/2  4  64/18  86/8  46/0  5/0  459/5  49/2  11/1  
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  .% )5(در حضور قند سوكروز   با منابع مختلف ازتA. pullulans 51 درسه مقدار توليد پلولان و بيومس  مقاي-3جدول 
  

  منبع ازت
  )گرم بر ليتر(نيترات سديم  )گرم بر ليتر(عصاره مخمر  )گرم بر ليتر(سولفات آمونيوم

  بيومس  پلولان  غلظت اوليه  بيومس  پلولان  غلظت اوليه  بيومس  پلولان  غلظت اوليه
0  0  47/4  1/0  0  59/3  02/  0  56/1  
1/0  869/7  5/6  7/0  197/18  35/5  06/0  0  85/1  
3/0  508/19  19/7  5/1  557/26  05/7  1/0  393/6  01/2  
6/0  541/47  74/7  2  639/31  44/10  3/0  951/12  38/2  
0/1  524/38  45/11  3  098/34  96/10  4/0  10  2,89  
2/1  475/31  8/15  4  311/31  06/13  5/0  361/8  95/2  

  

  
  بحث

 منبـع جداسـازي آن را    اكثر مقـالات A. pullulansدر مورد جداسازي 
در ايـن  . انـد منابع محيطي بـه خـصوص سـطوح گياهـان گـزارش داده       

بـه  . هـا محيطـي بودنـد     هاي جدا شده از ايـن نمونـه       مطالعه  نيز سويه   
 از بــرگ 53 از بــرگ و گــل گيــاه رز و 52 و 51هــاي ولــهطوريكــه ايز

 اكثـر ) Survey(سـروي    بـر پيـشنهاد    بنـا . درختان سيب جدا گرديدند   
ــويه ــايس ــر  ه ــبه مخم ــن ش ــي  اي ــولان م ــد پل ــه تولي ــادر ب ــند ق   باش

)Roukas 1998 .(ي  در اين بررسي نيز هر سه سويهA. pullulans  قادر
ــد  ــه تولي ــپب ــد نولال ــايي ا .بودن ــا  در شناس ــبه مخمره ــن ش ــود ي وج

  مهمي ضخيم يك كليد شناسايي كلاميدوسپورها يا اسپورهاي با ديواره
هـاي بيوشـيميايي     خصوصيات مورفولـوژيكي تـست      علاوهبه  . باشندمي

بـودن ايـن    A. pullulans موئيـد  تخميـر وجـذب هيـدرات كـربن نيـز     
  .مخمرها بودند

  
 ازت بر توليد پلولان  نتايج  طرح تصادفي مقادير مختلف دو منبع-4جدول

  .% )5( با سوكروز A. pullulans 51در 
  

  )گرم بر ليتر( عصاره مخمر
0/1  6/0  1/0  

  منبع ازت مقدار و نوع

88/26  
03/22  

08/25  
85/21  

21/7  
52/8  

2/0  

06/26  
31/21  

48/30  
78/36  

16/20  
55/16  

4/0  

23/24  
48/22  

38/42  
56/44  

12/24  
15/26  

6/0  

96/21  
92/16  

32/36  
58/38  

13/32  
31/38 

1  

وم
وني

 آم
ات

ولف
س

 )
يتر

بر ل
رم 

گ
(  

  
  

  
  
  
  
  

  
  در A. pullulans 51  بر روي ميزان توليد پلولان توسط pH اثر -7شكل

 توليد كاهش مي يابد اما همانطور كه مشخص         pHبا افزايش   % ).  5(سوكروز  
  . هاي پايين براي توليد بيومس  مناسب هستندpHاست 

  

  
 .Aر هوادهي هاي مختلف بر روي ميزان توليد پلـولان توسـط    اث-8 شكل

pullulans 51 افزايش هوادهي نيـز موجـب افـزايش    %).  5(   در سوكروز
بيومس مي شود اما اين افزايش هوادهي تا يك حد خاصي موجـب افـزايش               
بيو پليمر مي گردد و هوادهي بيش از حد تنها موجب افزايش بيـومس مـي                

 .ليد پلولان افزايش يابدگردد بدون آنكه تو
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 .Aاثر دماهاي مختلف بر روي ميزان توليد پلولان توسط سويه ): 9(نمودار 

pullulans 51 تغييرات دما روي هر دو جريان كربنـي  %). 5(   در  سوكروز
يعني بيومس و توليد بيو پليمر است به طوري كه افزايش دما موجب افزايش              

نوع افزايش بيومسي موجب افزايش توليد پلولان   رشد مي گردد كه البته هر       
  .نمي گردد

  
   )I2(د ـي بــا يـــچ واكنــشـاسته هيـــلاف نــشـر برخـــيمــــايــن پل

كـه بطـور   ) EC 3.2.1.41(از ـم پلولانـات با آنزيـمطالع. نمي دهدنشان 
)(اختـــــصاصي پيونـــــدهاي    را در پلـــــولان بـــــرش ∝→61

اسـتفاده از ايـن آنـزيم بهتـرين روش بـراي             و به همين دليل      مي دهد 
 Zhenming( .  مي باشـد تعيين ساختمان و  اندازه گيري مقدار پلولان

et al. 2003 (  .  
 به ماهيت منبع A. pullulans   پلي ساكاريد توليد شده توسطمقدار

 محـيط   pHي اسـتفاده شـده،         نـوع سـويه    و عوامل ديگري مانند   كربن  
سطح اكسيژن محلول و همين طور غلظت و  وكشت، دماي انكوباسيون    

در مورد منبع كـربن   .)Shingel 2004 (استوابسته نوع منبع نيتروژن 
بايد ذكر كرد كه نوع منبع كربن بر مقدار پلولان توليدي و مقدار توليد              

 .A 51در مورد سويه . رنگ دانه هاي ملانيني و شبه ملانيني مؤثر است

pullulans   ملانـين و    به طوريكه توليد  سوكروز بود،     بهترين منبع كربن 
ــه هــاي شــبه ملانينــي   ــا محــيط  رنگدان در ايــن محــيط درمقايــسه ب

جـدا از نـوع منبـع       . شدبعلاوه پلولان بيشتري توليد     كمتر بوده و    گلوكز
كـي تخميـر    يتينكربن، غلظت يا درصد اوليه قند نيز روي جنبه هاي ك          

% 3ش غلظت سوكروز از به طوري كه افزاي.  موثر استA. pullulansدر 
 موجـب % 5افـزايش بيـشتر از      مي شود اما    افزايش توليد   موجب  % 5به  

 .بسيار كاهش مي يابد   % 5 توليد در مقايسه با       بازدهنمي شود و    افزايش  
اين كاهش توليد پلي ساكاريد پلولان بـا افـزايش درصـد قنـد محـيط                 

متعاقـب   بـه عبـارتي       كـه  احتمالاً به دليل اثرات اسمزي آن مـي باشـد         
  موجـب   نهايتـاً    عمـل  اين   .رخ مي دهد   پلاسموليز   ،  كاهش فعاليت آب  

 .Lazaridou et al(گردد  ميز پلي ساكاريدنتتخمير و س كاهش سرعت

روي سوبستراهاي مختلـف و همـين        طبق مطالعات انجام شده    ).2002
 ابراز داشت كـه بـسته بـه نـوع            توان مي طور مطالعات مقالات مختلف   

ــان   ي مخمــر ســويه ــد و زم ــستراي اســتفاده شــده تولي ــوع سوب   ي و ن

ــت    ــاوت اســـ ــاكزيمم متفـــ ــد مـــ ــال از . توليـــ ــراي مثـــ   بـــ
 NRRLY-6220 A.pullulans    ده درصـد هيـدروليز     نشاسته پسابدر 

  همـان   از  در حاليكـه   دي ـ پلولان توليـد  گرد     g/L 16 روز   7شده بعد از    
مي گـردد   د  ـولان تولي ـ پل g/L 21دروليز شده   ـلاس هي ــي در م    ويهـس
)Barnett, et al. 1999.( از  به عـلاوه P56 A. pullulans ب آب پـسا  در

 گرديـد و  پلولان توليد g/L 6 ساعت 72 بعد از ) Brewery waste(جو 
از همان سويه در محيط ملاس هيدروليز شـده بـا اسـيد سـولفوريك و                

  شـد دــ ـ ليتـر پلـولان تولي  ر گرم ب24 روز هوادهي    6زغال فعال بعد از     
)Lazaridou, et al, 2002.(   

و همـين    )Seviour , Kristiansen(طبق نظر سيوير و كريستيانسن
طور ديگر محققان توليد پلولان در ارتباط با تمام شدن منبع نيتـروژن             

اكثـر مطالعـات نـشان    . )Seviour, et al, 1984(در محـيط مـي باشـد    
در جـايي كـه    اين است كه پلولان يك متابوليت ثانويـه اسـت و      دهنده

گسترش و  . گردد  توليد مي  در غلظت كم  ) +NH4براي مثال   (منبع ازت   
. باشـد    يا منبع ازت مي    +NH4ستز پلولان در يك كشت مايع تحت اثر         

توليـد  . ثابـت گرديـده اسـت     ) 1971(كتلـي   اين مطلب كـاملاً توسـط       
 محـيط كـشت     Nگردد كه منبع    اگزوپلي ساكاريد تنها زماني شروع مي     

 منبـع ازت   يكـه افـزايش اوليـه   رطوه  ب.  يا تمام گشته باشد     يافته كاهش
دهد و اگر مقدار منبع كربن زيـادي در          توليد را كاهش مي     محيط بازده 

يابـد و جريـان     ش مـي  ــ ـگيري افزاي دسترس باشد، بيومس بطور چشم    
اين اثـر بـا سـه نـوع منبـع ازت            . رودكربني به سمت بيومس پيش مي     

حقيقات مشابه تنهـا يـك منبـع را بررسـي          بررسي شد، به طوريكه در ت     
سولفات آمونيوم به عنوان بهترين منبع ازتي مطرح است، امـا           . كنندمي

در . شـود ي عصاره مخمر نيز در كنار سولفات آمونيوم ديده مي           استفاده
ن دو منبع   كنشي اي  برخلاف ديگر تحقيقات مشابه اثر بر هم       اين بررسي 

وجـو  نش روي ايـن دو منبـع ازت         ك ـ برهم طبق نتايج . ازت بررسي شد  
-داشت به طوريكه حضور عصاره مخمر موجب كاهش توليد رنگدانه مي

هـاي  ي مخمـر در صـنايع و شـركت          حضور عـصاره  به همين دليل     .شد
بـر اسـت      هـا هزينـه   ي پلولان كه جداسـازي ايـن رنگدانـه          توليد كننده 

  وCatley 1980 ،Dominguez et al. 1978( باشــدارزشــمند مــي

Punnapayak et al. 2003 .(  
 بيشتر از  A. pullulans  مورفولوژيكيفرم هاياثر اسيديته در تغيير 
متغيرهـايي  . باشـد مر توسط آن سلول ها مـي        كنترل افزايش توليد پلي   

 موجب القـاء مورفولـوژي سـلولي        pHمانند هوادهي، تركيبات محيط و      
ارايي كـشت را    پس با اين وجود، كنترل مورفولوژي كشتي ك       . گردندمي
يابـد و    كاهش مي  pH ساعت اول،    24در طول   . توليد بالا ببرد  جهت  در  

بـسيار  نقـش    pHعامل  . سپس در پايان تخمير يك افزايش جزئي دارد       
روي بـر  بـا اثـر   دارد و  A. pullulansمر توسط  در توليد اين پلي مهمي

طبـق  . باشـد مـي مورفولوژي سـلولي در توليـد پلـي سـاكاريد اثرگـذار             
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- توليد، مي  در pHكي اثر   يتينيطالعات انجام گرفته روي جنبه هاي ك      م
 موجـب افـزايش غلظـت پلـي         7-5/7تا   pHافزايش   توان بيان كرد كه   

، اما با افزايش بيش از حد آن، كاهش توليد و بـازده را              شودساكاريد مي 
توليـد   pH=  4 -5در ميكروبـي نيـز   بيـومس  بيشترين . خواهيم داشت

محققان بر اين باورند كه ميلسيوم هيچ پلولاني را توليد          بسياري از   . شد
 )Catley( كتلـي  هـا خـلاف آن اما بر  .)Roukas et al. 1995(كند نمي

. دكنن ـبه اين نتيجه رسيد كه ميلسيوم ها نيز پلولان توليد مي    ) 1980(
در . باشـد  مـي ها تك سلوليتوليد توسط بار كمتر از 4 -5 اين توليد ماا

نيز به اين نتيجه رسيده شد كه مسيليوم هـا نيـز قـادر بـه                اين بررسي   
توليد پلولان هستند، اما در شرايطي كه مقدار مسيليوم بيش از مقـدار             

ايـن مطلـب بـا مطالعـان        . يابـد   معمول گردد، توليد پلولان كاهش مـي      
در مقايـسه   ها  توان گفت كه ميسيليوم   پس مي . ميكروسكوپي ثابت شد  

-ها پلولان كمتري توليـد مـي      يگر تك سلولي  هاي مخمري و د   با سلول 
هاي مولـد پلـولان تـك        عمده سلول  در اين برر سي ثابت شد كه      . كنند

باشند به خصوص سلول هاي كلاميدوسپوري كه ايـن نيـز           ها مي سلولي
در كل بايد گفت كه اگر هـدف        . موافق نظريه دومينگز و همكارانش بود     

 اي پـايين اسـتفاده كـرد    ه ـpHباشد بايـستي از  ) SCP( توليد بيومس

)Dominguez et al. 1978و Ducrey et al. 1992 .(  

"Rho " و همكارانش به اين يافته رسيدند كه غلظت پلولان توليدي 
 نكتـه   امـا .  با دسترسي اكسيژن افزايش مي يابدنتزيدر يك محيط س

ايد فراموش گردد، اين است كه افزايش بيش از حـد هـوادهي             نباي كه   
ته به نوع سويه مخمري و نوع محيط كشت متفاوت اسـت،            كه خود بس  

افزايش موجب  خود  موجب توليد بيش از حد مسيليوم ها مي گردد كه           
پس هـر گونـه افـزايش       . كاهش توليد پليمر پلولان مي گردد     بيومس و   

بيومس موجب افزايش توليد پليمر نمي گردد و بيشتر از آن كه مقـدار              
. موجود در بيـومس ارزشـمند اسـت       بيومس مهم باشد نوع سلول هاي       

)Israilides et al. 1998 و Israilides et al. 1994.(  
اكثــر .  مــؤثر در توليـد پلــولان مــي باشــد از ديگــر فاكتورهــايدمـا  

را بهتــرين دمــاي پــيش توليــد و توليــد ذكــر  ºC 28مطالعــات دمــاي 
در اين بررسي نيز بـه ايـن نتيجـه رسـيده شـد كـه افـزايش                  . كرده اند 
 توليــد تــا افــزايش.  پلــولان مــي گــرددنتزوجــب افــزايش بيوســدمــا م

 ديــده شــد و اضــافه شــدن دمــا بــيش از ºC28  مــرزدر دمــا افــزايش
ــد   ــولان گردي ــد پل ــاهش تولي ، Ronen et al. 2002( آن موجــب ك

Pollock et al. 1992 و Punnapayak et al. 2003.(  
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