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 در تشخيص و تعيين بيوپلي مر پلولان و بهينه سازي فاكتورهاي كلبسيلاپنومونيهبكارگيري 
 موثر بر فعاليت آن

 2 گيتي امتيازي  و3توسلي   منوچهر،2نحوي   ايرج،1*غلامرضا قزلباش
  -دانشگاه شهيد چمران، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي1

 ت شناسي، بخش ميكروبيولوژيدانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيس2
 دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي، بخش ژنتيك3

 15/07/85 :تاريخ پذيرش 01/03/84: تاريخ دريافت

 چكيده

آنزيم پلولاناز آنزيمي .  و چند باكتري ديگر قادرند آنزيم پلولاناز را توليد كنندباسيلوس اسيدوپلوليتيكوس و كلبسيلا پنومونيه
. اين پليمر است در شناسايي ي بر روي بيوپلي مر پلولان اثر مي كند، لذا اين روش قابل اعتمادترين روشاست كه بطور اختصاص

در اين .  در تشخيص و اندازه گيري كمي مقدار پلولان استفاده گرديدكلبسيلاپنومونيه در اين تحقيق از عمل آنزيم پلولاناز باكتري
) سوبســتراي اختصاصي آنزيم(رينت آگـار فـعال و در محـيط حـاوي پلولان در محيط نوتكلبسيلا پنومونيه بررسي ابتدا 

 ميلي ليتر از 18 ميلي ليتر از كشت مقدماتي فوق را به 2سپس .  ساعت كشـت داده شد24 بصورت كـشت مقدمـاتي بمدت
فعا ليت آنزيمي  . رار گرفت دور در دقيقه انكوباتور ق120 درجه سانتي گراد و هوادهي 37 همان محيط كشت اضافه و در دماي

فعاليت آنزيمي .   ساعت ديده شد10اين سويه  با فاصله زماني پنج ساعت اندازه گيري شد، و بيشترين فعاليت آنزيمي بعد از 
.  گرم قند بر ليتر مي باشد43/32پلولاناز توليد شده برحسب مقدار گرم بر ليتر مالتوتريوز آزاد شده است، كه بعد از ده ساعت 

 درجه سانتي گراد 40  و دمايpH ، 5 و دماي مختلف مطالعه گرديد، pH فعاليت آنزيمي اين سويه بر روي پلولان خالص در 
 .شرايط بهينه براي فعاليت اين آنزيم است

   PTCC 1053كلبسيلا پنومونيه، پلولاناز و  پلولان: واژه هاي كليدي
 ir.ac.ghezelbash@scur:  پست الكتروني،0311-7932455: نويسنده مسئول، تلفن تماس*

 مقدمه
پلولان يك پلي ساكاريد ميكروبي خارج سلولي محلول 

 آئروبازيديوم پلولانسدرآب است كه توسط سويه هاي 
گلوكاني  -α -Dمر در واقع اين بيو پلي. توليد مي گردد

-)1-6(با اتصال وز ـدهاي مالتوتريـخطي از اتصالات واح
αدارا سته بندي بدليل  مي باشد كه در صنايع غذايي و ب

اين الگوي . كاربرد دارد خصوصيت تشكيل فيلم،بودن 
ردي به اين بف   ، خصوصيات فيزيكي منحصرويژهاتصالي 

مري اسـت محـلول در آب پلولان بيوپلي. دهد مر ميبيوپلي

 .)4و2(مي باشد 3/1-3×106كـه جرم مـولكولي آن بين 
تواند براي  يپلولان داراي خواص چسـبندگي مي باشد و م

هاي مقاوم به اكسيژن و قوي نيز بكار ساختن فيبر و فيلم
هاي لولان و مشتقات آن داراي پتانسيللاوه پبع رود، 

.  نيز مي باشندكاربردي فراوان غذايي، دارويي و صنعتي
زا  به آميلازهاي پستانداران، انرژيپلولان بدليل مقاومت

 در فرمولاسيون مواد لي اصنوان مادهعهمين دليل بنبوده و ب
دهد كه   مطالعات نشان مي.بكار مي رودغذايي كم كالري 
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 بيوتيك ورت پريبص  ، رژيم غذاييعنوانپلولان ب

)Prebiotic( عمل مي كند، يعني موجب رشد 
دستگاه گوارش مي ) Bifidobacteria(مفيد ايهبيفيدوباكتر

هم (هاي مشتقات پلولان بصورت كونجوگاسيون). 3(گردد
غير سمي براي اتصال واكسنها و اينترفرونها ) هاييوغي

 تحويل ليپوزومها  درتسهيلبر  علاوه ، كهندشواستفاده مي 
هاي كونجوگه با پلولان به بافت واكسن،  DNAيابي  هدفو 
 ).9( مي گردندكبد

 بهترين روش بكار گيري يمرــايي اين بيوپلـناسـ شبراي
ستن ـ با شكنزيماين آ. آنزيم خالص پلولاناز است

مر، آن را به ن بيو پليـ ايα)1-6(يوند هايـصاصي پـاخت
هاي  از ميكروارگانيسم.واحدهاي سازنده تبـديل مي كند

 Klebsiella (كلبسيلا پنومونيمولد مي توان 

Pneumoniae(  اسيدو پلوليتيكوس باسـيلوس و )Bacillus 

stearothermophilus(اين . و چند باكتري ديگر نام برد
 1تيپ .  تقسيم مي گردد2 و 1آنزيم بطور كلي به دو تيپ

مرهاي شاخه دار  در پلولان، ديگر پليα)1-6(آن تنها پيوند
 را نيز در اين α)1-4(، پيوند 2را مي شكند، اما تيپ 

 ).5(ها مي شكنندمرپلي

 در روش شناسايي آنزيمي اين  پليمر هم  مي توان  از 
هاي مولد اين آنزيم و هم باكتريآنزيم خالص استفاده كرد 

شناسايي با آنزيم خالص معمول ترين ). 8و3(را بكار برد
روش است اما بدليل هزينه بالاي آن استفاده سوپرناتانت 
باكتريايي روش مقرون بصرفه تر و قابل دسترس تري 

در اين بررسي هم از سوپانسيون باكتريايي و هم . است
 استفاده شد، و در هر نومونيهكلبسيلا پسوپرناتانت آنزيمي 

دو حالت رابطه مستقيمي بين مقدار پلولان و قند آزاد 
 . مشاهده گرديد) فعاليت آنزيمي( شده

 مواد و روش
براي شناسايي پليمر : مونيهپنو كلبسيلاشناسايي پلولان با 

همانطور ) PTCC 1053 (كلبسيلا پنومونيهپلولان با باكتري 

 سوسپانسيون باكتري و هم كه ذكر شد هم مي توان از
سوپرناتانت فاقد باكتري كه در محيط اختصاصي حاوي 
. پلولان كشت داده شده و حاوي آنزيم است استفاده كرد

در هر دو صورت رابطه ي مستقيمي بين مقدار پليمر و قند 
آزاد شده، متعاقب فعاليت آنزيمي اين باكتري مشاهده مي 

يون ـپانسـتر از سوسـيكرو لـ مي500 در روش اول به. شود
انومتر ـ ن600وج  ـدر طول م 300داراي جذب  ترياييـباك

ص پلولان  خال ميكرو ليتر محلول پلي ساكاريدي500
)  گرم بر ليتر40 تا 2 (هاي مختلفبا غلضت) سرواي آمريكا(

اضافه ) =pH 5( ميكرو ليتر بافر استات آمونيوم400و 
 ه سانتي گراددرج 40 ساعت در دماي 2 و بمدت گرديد

تعيين مقدار قند آزاد شـده بعد از اضافه كردن . انكوبه شد
 10 و قرار دادن را بمدت DNSيك ميـلي ليتر محلول 

دقيـقه در بن مـاري در حال جوش، و خواندن جذب آن 
 nm 546بعد از به حجم رساندن با آب مقطر در طول موج 

 فعال  يكلبسيلا پنومونيهاما در روش دوم . خوانده شد
شده بر روي نوترينـت آگار را  در محيـط نوترينـت براث 

 5پلولان +  درصد 8نوتريـنت براث (حـاوي پلولان 
  بصورت كشــت مـقدماتي كشـت داده pH=7درصـد در 

 ميلي ليتر از 18 ميلي ليتر از آن را به 2ساعت 24و بعد از 
گراد   درجه سانتي37همان محيط كشت اضافه و در دماي 

از محيط . ه قرار داده شدق دور در دقي120 هوادهي در
كشت فوق هر پنج ساعت يك بار نمونه گيري، و بعد از 

 ميكرو ليتر از محلول رويي براي تعيين 100سانتر يفيوژ، به 
 DNSمقدار قند آزاد شده به آن يك ميـلي ليتر محلول 

 دقيـقه حرارت در بن مـاري در حال 10اضافه و بمدت 
 گرفت جذب را بعد از به حجم رساندن با آب جوش قرار

 خوانده و ميزان قند آزاد شده nm 546مقطر در طول موج 
طي اين روش زمان ماكزيمم فعاليت ). 10(محاسبه شد

سپس با كشت . آنزيمي سوپرناتانت باكتريايي بدست آمد
بر روي محيط ذكر شده و بدست  كلبسيلا پنومونيه باكتري

زيمي اين باكتري منحني استاندارد آن آوردن سوپرناتانت آن
 ميكروليتر از سوپرناتانت 100به اين صورت كه  . رسم شد
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باكتريايي فوق را به مخلوط حاوي نمونه ي پلي ساكاريدي 
 ميكروليتر بافر اضافه كرده و 400و )  گرم بر ليتر40 تا 2( 

  ساعت در2بمدت ) بلانك(آن ها را بعلاوه نمونه شاهد 

انكوبه و سپس با اضافه كردن يك  نتي گراددرجه سا 40
 دقيقه در بن ماري در حال 10 بمدت DNSميلي ليتر 

سپس بعد از حجم رساندن با آب . جوش جوشانده  شد
 مطالعه و منحني استاندارد آن رسم nm546 مقطر جذب در

حاوي همان مقدار بافر، ) بلانك(نمونه شاهد ). 8و7،5(شد
 بود DNSابه و يك ميلي ليتر همان مقدار سوپرناتانت مش

 . كه بلافاصله بعد از توليد در يخچال گذاشته شد

براي بهينه سازي از سوپرناتانت :  تعيين شرايط بهينه
 10حاوي آنزيم استفاده شد، بهترين زمان برداشت نمونه 

ساعت پس از كشت است كه براي نمونه برداري و تعيين 
از كشت دو نمونه  ساعت بعد 10. ساير شرايط انتخاب شد

 ميكروليتري در يك زمان از نمونه سوپرناتانت فاقد 100
يكي از آنها را بعنوان شاهد يا بلانك . باكتري برداشته شد

 و بافر در يخچال DNS،  با  اضافه كردن هدر نظر گرفت
قرار داده شد و ديگري  بعنوان نمونه مورد نظر براي بهينه 

 كه حاوي بافر، سوپرناتانت نمونه دوم. سازي انتخاب شد
 40 ساعت در 2و محلول پلي ساكاريد پلولان بود بمدت 

بعد از اين زمان  يك .  انكوباسيون شد درجه سانتي گراد
 به نمونه دوم هم اضافه كرده و سپس هر DNSميلي ليتر 

 دقيقه حرارت 10دو را در بن ماري در حال جوش بمدت 
 و به حجم رساندن، داده، و بعد از خنك شدن نمونه ها

براي  بهينه سازي .    بررسي شدnm 546ها در جذب آن
 هاي pHيي با رايط فعاليت آنزيمي ابتدا بافرهاشرايط ش

 بهينه مشخص گرديد سپس بهينه pHمختاف ساخته و 
بدين معني كه .  انجام گرفت5 بهينه pHسازي دما در 

ا تعيين نمونه و شاهد را در دماهاي مختلف قرار داده و ب
 ).10 و 3(ميزان قند توليدي دماي بهينه تعيين شد 

پس ازكشت باكتري فوق در محيط كشت  : بهينهpHتعيين 
 ساعت از كشت 10نوترينت براث حاوي پلولان،  بعد از 

 100مقدار . شدسانتريفيوژ نمونه برداري كرده و نمونه 
ليتر بافر  ميكرو400ميكرو ليتراز سوپرناتانت حاصله را در 

كه حاوي پلي ساكاريد ) 7و5،4،3( مختلفpHهاي با 
قند حاصل با .  ساعت انكوبه گرديد2پلولان  بوده، بمدت 

  دقيقه 10 و طي حرارت DNSاضافه كردن يك ميلي ليتر

در همه موارد از . در بن ماري در حال جوش محاسبه شد
 ).3و1(شاهد براي صفر كردن دستگاه استفاده شد

بعد از كشت باكتري در محيط ذكر شده  :اي بهينهتعيين دم
 ساعت، فعاليت آنزيمي 10ونمونه گيري بعد از 

 درجه 50و  40،30،20(سوپرناتانت در دماهاي مختلف
با اندازه گيري قند آزاد شده مورد بررسي قرار ) گراد سانتي
 .گرفت

 نتايج و بحث
خالص، مي توان از  در مواقع عدم دسترسي به آنزيم

طور از باكتريايي مولد آين آنزيم و همينانسيون سوسپ
كمي در  و سوپرناتانت ميكروبي آن در مقياس كيفي

اما بايد توجه . ين مقدار پلولان استفاده كرد تشخيص و تع
داشت كه بايد باكتري را از قبل در محيط پلولان دار كشت 
داد و بعلاوه در اندازه گيري كمي بايستي از سوپرناتانت 

 در مونيهپنوكلبسيلا در استفاده از  . فوق استفاده كردكشت 
آورده  شده ) 1(طور كه در نمودار همانشناسايي پلولان

رابطه خطي  بين مقدار قند آزاد شده و مقدار پلولان وجود 
 . دارد

 

 

 

 
كلبسيلا اثر مقدار ثابتي از سوپرناتانت حاصل از رشد ): 1(نمودار 
 بين  نانومتر است546طول موج .  از پلولان  مقادير مختلفيبرپنومونيه 

 كلبسيلا پنومونيهپلولاناز مقدار قند آزاد شده طي فعاليت آنزيمي 
 .پلولان رابطه مستقيم وجود داردمختلف ومقادير 
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طور كه گفته شد از زمان فعايت در بهنيه سازي همان
بطوريكه در شكل ديده مي . آنزيمي ماگزيمم استفاده شد

 ساعت از زمان كشت 10ن قند آزاد شده بعد شود بيشتري
 ). 2نمودار (مي باشد

اثر پلولاناز کلبسيلا نمونيه

0
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.   مختلفزمانهايمنخني فعاليت آنزيمي پلولاناز در ) : 2(نمودار

 .است ساعت بعد از توليد 10 كلبسيلا پنومونيهبيشترين فعاليت آنزيمي 
 

در بهينه سازي،  بعد از آنكه نمونه باكتريايي در محيط 
 ساعت از 10اده شد بعد از گذشت حاوي پلولان كشت د

 و pHزمان كشت نمونه گيري شد و مقدار بهينه دو فاكتور 
 pHدر بهترين ). 11 و6(دما در طيفهاي مختلف تعيين شد

درجه  40 و بهترين دما در=pH  5براي فعاليت آنزيمي 
 ).4و3نمـودار( استسانتي گراد

لوس اسيدو آنزيم پلولاناز اين باكتري نيز مانند باكتري باسي
 مي باشد، يعني تنها روي پلولان 1پلوليتيكوس از نوع تيپ 

-6(و ديگر اوليـگو ساكاريد هاي شـاخه دارحاوي پيوند
1(α اثر مي كند، بعبارتـي اين تيپ تنها روي پيـوند هاي 
)6-1(α موثر مي باشد )5 .( 
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كلبسيلا  فعاليت آنزيمـي پلولاناز بر pHمنحني اثر ) : 3(نمودار

 .است pH =5 براي فعاليت آنزيمي اين باكتري pH بهترين ومونيهپن
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 كلبسيلا پنومونيه فعاليت آنزيمي پلولاناز برمنحني اثر دما ) : 4(نمودار
 .استگراد   درجه سانتي40 فعاليت پلولانازي باكتري ي بهينهدما

 

 حاوي آنزيم با سوپرناتانت اگر پليمري مجهول احتمالاًپس 
 با ، مي توانگردديا سوسپانسيون خود اين باكتري بررسي 

و پلولان معلوم، پلولان قرار دادن شاهد هايي از نشاسته 
مر مجهول را ثابت كرد، زيرا همان طور كه در اين بودن پلي

بررسي مطالعه شد مقدار قند آزاد شده از پليمرهاي ديگر 
 اين باكتري، محاسبه شده مانند نشاسته طي فعاليت آنزيمي

با استفاده از جذب نوري قند آزاد شده، در مقايسه با 
بعبارتي با مفايسه جذب نوري . پلولان بسيار ناچيز است

مقدار مساوي پليمر مجهول و پلولان استاندارد اين تفاوت 
در اين بررسي از سلولز نيز بعنوان . را مي توان بررسي كرد

مي اين باكتري استفاده شد، نزيشاهدي بر درستي فعاليت آ
اما . كه در مورد سلولز هيچ قند احياء آزاد نمي شودبطوري

در مورد نشاسته جذب نوري فوق العاده كمي بدست آمد 
كه جذب بدست آمده در مورد دوم بدليل فعاليت آنزيمي 

ئيد أبراي ت. پلولاناز روي شاخه هاي پليمر نشاسته مي باشد
زيم جدا از استفاده پلولان استاندارد پلولاناز بودن اين آن

نيز استفاده ) ريچ آلد-سيگما(خالص از پلولاناز خالص 
اين نتايج نشان داد كه . ها مقايسه شدهاي آنگرديد و فعاليت

با استفاده از سوپرناتانت داراي آنزيم پلولاناز اين باكتري و 
يا هر باكتري ديگر مولد اين آنزيم مي توان در شناسايي 

البته ابتدا بايد مطمئن شد كه باكتري . ين پليمراستفاده كردا
آن بر نشاسته مورد نظر هيچ فعاليتي بر سلولز ندارد و اثر 

 روي 1هاي داراي پلولاناز تيپ باكتري.  چگونه است
 اثر كرده بي آنكه هيچ اثري روي α)1-6(پيوندهاي
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 2پ هاي داراي تي داشته باشد، اما باكتريα)1-4(پيوندهاي 
از آن جايي .  نيز اثر گذار استα)1-4(آنزيم بعلاوه روي

آنزيم پلولاناز اين باكتري با اثر بر روي نشاسته و انـدازه 
ليد نكرد گيري قنـد هاي احياء حاصله جذب زيـادي تو

 آنزيم پلولاناز اين باكتـري از مي توان نتيـجه گرفت كه
ه طي اين خصوصيت آنزيم فوق بعلاو.  مي باشد1نوع 

مقايسه اثر آنزيم خالص پلولاناز بر روي پلولان نيز ثابت 
طبق مطالعات انجام گرفته شرايط بهينه براي ). 11 و 6(شد

فعاليت آنزيمي آنزيم پلولاناز بسته بنوع باكتري حتي در 
بطوريكه  بهترين شرايط  . حد سويه نيز متفاوت است

 يلا پنومونيهفعاليت آنزيمي در مورد آنزيم پـلولاناز  كلبـس

ATCC 9621 بترتيب pH 6-5/5 درجه سانتي30 و دماي  
، و در مورد فعاليت اين آنزيم در باكتري )10(باشد گراد مي

 5/5  و دماي بهينه بترتيبpH اسيدوپلوليتيكوسباسيلوس 
 فعاليت آنزيمي سويه). 11(گراد است  درجه سانتي40و 

PTCC 1053   بر روي پلولان خالص در pH ، 5دما  و 
 . بالاترين فعاليت مي باشد درجه سانتي گراد40ي

همه باكتريهاي مولد آنزيم ، آن را در فاز رشد توليد مي 
در اين بررسي نيز با مقايسه زمان بهينه توليد آنزيم و . كنند

منحني رشد مشخص مي شود كه باكتري اين آنزيم را در 
 ).7(فاز رشد توليد مي كند
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Application of Klebsiella Pneumoniae in Determination of 

Pullulan Polymer and Optimization of Activity Factors 
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Abstract 
Pullulanse is an enzyme that can be Produced by K.Pneumoniae, Bacillus 
acidopullulyticus and e few other Bacteria. This Enzme can brak pullulan biopolymer 
specifically and it is the most reliable method in this polymer detection. A suppernatant 
of K.Penamonia culture that cotains pullulanase used in detection and measurment of 
pullulan. At first, K.Penamonia was cultured in a preliminaty active nutrient agar 
containing pullulan (the enzyme specific substrate ) for 24 hours .Then 2ml of this 
culture was added to the 16ml of a culture media and it was incubated in 37º C and 120 
rpm.The Enzymatic activity of this strain was determined at 5 hour intervals and the 
activity was seen after 10 hours .the enzymatic activity of produced pullulanase 
measured according to released maltotrise in gram/lit, and 32.43g/l of maltotriose were 
release after 10 hours. The PH =5 and 40º C are the optimimum condition for enzymes 
activity. 

Key Words: Pullulan, Pullulanase, K. Pneumoniae PTCC 1053 
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