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Xanthomonasاز باكتري يافتهاي جهشجداسازي سويه campestris براي توليد زانتان

با استفاده از آب پنير بعنوان تنها سوبسترا
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چكيده

يك پلي ساكاريد خارج سلولي محلول در آب به نام زانتان توليد مي كند كه كاربرد Xanthomonas campestrisباكتري 

گالاكتوزيداز - βاين باكتري بدليل پايين بودن سطح فعاليت . ردگسترده اي در صنايع غذايي، شيميايي، نفت و ديگر صنايع دا

در نتيجه با رشد باكتري در محيط پايه لاكتوز از جمله آب پنير، ميزان ناچيزي زانتان توليد مي . قادر به مصرف لاكتوز نمي باشد

ين مادة زائد غني از لاكتوز و پروتئين بنابراين، ا. اي داردبالاي آن، دورريزي آن مشكلات عمدهBODآب پنير، بدليل . شود

Xanthomonas campestrisاي از جهش يافتهايدر اين پژوهش سويه. سوبستراي مناسبي براي فرايندهاي تخمير مي باشد

) سويهNA1 (فعاليت آنزيم . با استفاده از جهش زايي توسط اسيد نيترو جداسازي شدβ - گالاكتوزيداز كشتNA1 در شرايط

توليد صمغ زانتان . برابر افزايش نشان داد5/9، در مقايسه با كشت نوع وحشي )C°38و دمايpH=5/5(نة بدست آمده بهي

برمن –با استفاده ازطراحي آزمايش پلاكت . با استفاده از آب پنير بعنوان تنها منبع كربن مورد مطالعه قرار گرفتNA1توسط 

)Plackett - Burman (،پارامتر آزمايش شده، آب پنير 7درميان وآناليز آماري)و ) بعنوان سوبستراي اصليpH فاكتورهاي

هاي مهم بدست آمده از مرحلة بهينه سازي توليد صمغ در فرمانتور با استفاده از فاكتور. اصلي مؤثر در توليد صمغ شناخته شدند

. استفاده از آب پنير بعنوان تنها منبع كربن بدست آمدزانتان با g l-1 10از سوية جهش يافته. نيز مورد بررسي قرار گرفت

برمن –طرح آزمايشي پلاكت ،Xanthomonasگالاكتوزيداز، زانتان، - βآب پنير، اسيد نيترو، :واژه هاي كليدي 

:msoudi@alzahra.ac.irEmail:، پست الكترونيك88044053: ن تماستلفنويسنده مسئول،* 

مقدمه

پلي ساكاريد ميكروبي با اهميت اقتصادي صمغ زانتان يك

 Xanthomonasاست كه توسط باكتري گرم منفي 

campestrisاين صمغ خصوصيات . توليد مي شود

رئولوژيكي ويژه اي دارد و در صنايع مختلف بعنوان عامل 

پايدار كننده، امولسيون كننده، سوسپانسيون كننده و قوام 

بدليل سطح پايين . دهنده كاربرد هاي گسترده اي دارد

، Xanthomonas campestrisدرگالاكتوزيداز- βفعاليت 

اين باكتري قادر به مصرف لاكتوز بعنوان تنها منبع كربن 

در نتيجه، با رشد آن در محيط داراي لاكتوز مقدار . نيست

براساس اطلاعات . كمي زانتان و بيومس توليد مي شود

 Xanthomonasموجود، كاملاً مشخص است كه 

campestris داراي ژنβ - بوده و براي اولين گالاكتوزيداز

B-1459از گالاكتوزيداز- βآنزيم 1979بار در سال 

Xanthomonas campestris در ). 3(خالص سازي شد

 Xanthomonasاز گالاكتوزيداز- βژن 1995سال 

axonopodis pv. manihotis اخيراً سه ژن ). 17(كلون شد

β -در توزيدازگالاكXanthomonas campestris pv. 

campestris كلون و ترادف يابي شده است و حضور
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). 19(نيز پيشنهاد شده است گالاكتوزيداز- βچهارمين ژن

آب پنير، يك محصول فرعي صنايع لبني است كه داراي 

پروتئين و مقادير اندكي اسيد هاي 8/0-1%لاكتوز، %5-4

BODدفع آب پنير بدليل . ها استآلي، نمك ها و ويتامين 

بالاي آن نياز به پالايش دارد كه وقت گير و پر هزينه مي 

بهمين دليل و همچنين بدليل محتواي لاكتوز زياد آن، . باشد

آب پنير بعنوان سوبسترائي مناسب براي انواع تخمير مورد 

تا كنون براي ايجاد سويه هايي ). 1(توجه قرار گرفته است 

توليد زانتان از لاكتوز تلاش هاي بسياري با توانايي

- βپلاسميد هاي بيان كنندة. صورت گرفته است

طراحي شده و از راه هم يوغي به گالاكتوزيداز

Xanthomonas campestrisسويه . منتقل شده است

حاصل قادر به مصرف آب پنير براي توليد زانتان مي باشند 

نندة لاكتوز از راه مصرف كيك سوية2002در سال ). 5،4(

مقادير زانتان . جهش زايي با اسيد نيترو جداسازي شد

توليدي توسط سوية جهش يافته در محيط پايه لاكتوز با 

مقادير توليدي در محيط بر پايه گلوكز قابل مقايسه بود 

هاي برتر در اين پژوهش، به اميد دستيابي به سويه). 20(

مصرف كننده هاي جهش يافتةامكان جدا سازي سويه

به منظور توليد Xanthomonas campestris b82لاكتوز  

زانتان به روش جهش زايي با اسيد نيترو مورد بررسي قرار 

. گرفت 

مواد و روشها

ميكروارگانيسم و محيط هاي كشت

كه قبلاً از Xanthomonas campestrisيك سوية بومي

فاده زايي مورد استخاك جداسازي شده بود، براي جهش

). 15(قرار گرفت

براي . بعنوان محيط غير اختصاصي استفاده شدLBمحيط 

و براي نگهداري ) YMA)6نگهداري سوية بومي محيط 

، g l-1 ،)K2HPO4آگار، XOLيافته محيط سوية جهش

MgCl2.6H2O؛ 2SO4 ،0/1(NH4)؛ KH2PO4 ،2/0؛ 7/0

، agar؛ MnCl2 ،001/0؛ FeSO4.7H2O ،01/0؛ 1/0، 

جهت . لاكتوز مورد استفاده قرار گرفت% 2داراي )15

گالاكتوزيداز - βگيري سرعت رشد سلولي و فعاليت اندازه

عصارة 0625/0% به اضافة XOLمحيط (XOLNاز محيط 

لاكتوز استفاده 4/0%داراي ) تريپتون0625/0%مخمر و 

). 20(منابع كربن پس از اتوكلاو به محيط  افزوده شد. شد

،C ،g l-1براي ارزيابي مصرف لاكتوز، محيط رنگي 

)NH4H2PO4 ،5/0 ؛K2HPO4 ،5/0 ؛MgSO4.7H2O ،

 carbon source؛ yeast extrac ،1؛ NaCl ،5؛ 2/0

(lactose) ،5 ؛Bromocresol purple (1.5% alcoholic 

solution) ،7/0ml l-1 ؛agar ،12 ( مورد استفاده قرار

جهت توليد صمغ در آزمايش هاي طرح ) . 2(گرفت

برمن از تركيبات محيط سنتتيك ارائه شده توسط - پلاكت

Roseiro14(استفاده شد .(

يافتهزايي و جداسازي سوية جهشجهش

جهت جهش زايي با اسيد نيترو از روش ارائه شده توسط 

Yangجدايه ها بر روي ). 20(و همكاران استفاده شد

با مصرف . اراي لاكتوز كشت داده شدنددCمحيط رنگي 

لاكتوز و توليد اسيد، رنگ بنفش محيط به رنگ زرد تغيير 

-UVهمچنين سرعت رشد توسط اسپكتروفتومتر . يافت

VISدرnm620OD ساعته در محيط 3در فواصل زماني

XOLN گيري شدلاكتوز اندازه4/0%داراي.

سنجش فعاليت آنزيم

داز براساس روش ارائه شده توسط گالاكتوزي- βفعاليت 

Yang و همكاران، كه همان روش اصلاح شدةMiller

براي سنجش فعاليت آنزيم، ). 20(سنجش شداست،

هاي بدست آمده ازنطم مرحله لگاريتمي در محيط سلول

. لاكتوز مورد استفاده قرار گرفت% 4/0داراي XOLNمايع 

تعيين )و دماpH(شرايط بيروني بهينه براي فعاليت آنزيم 

يافته همچنين فعاليت آنزيم سوية وحشي و جهش. شد

گالاكتوزيداز - βيك واحد فعاليت . اندازه گيري شد
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) ONP(نانومول اورتو نيترو فنل1مقداري آنزيم است كه 

. در دقيقه توليد كند

ارزيابي عوامل مؤثر

مقدار زانتان و بيومس بعنوان پارامتر هاي توليد اندازه 

داراي زانتان و (حجم مشخصي از مايع كشت . گيري شد

با استفاده از حلال آلي وكلريد كلسيم رسوب داده ) بيومس

خشك و C60°شد، سپس بعنوان  محصول خام، در آون 

محاسبه ميزان زانتان و بيومس با تيمار حرارتي . وزن شد

باز سازي شده از محصول ( يك محلول مشخص زانتان 

1به ازاي U1000(و تيمار آنزيمي C°60در دماي ) خام

سپس صمغ با استفاده از حلال آلي . انجام شد) گرم زانتان

ويژه، ايزوپروپانول و كلريد كلسيم از محلول تيمار شده 

در نهايت رسوب حاصل خشك و توزين . استخراج شد

). 11، 10(شد 

اوليه و انواع تركيبات غذايي pHجهت ارزيابي اهميت 

سيترات سديم و ها،نير، لاكتوز، سوكروز، نمكآب پ(

برمن –در توليد صمغ از طرح آزمايشي پلاكت ) فسفات

آزمايش مورد 12عامل فرايند در 7استفاده شد كه در آن 

500هاي ها در فلاسكآزمايش). 16(بررسي قرار گرفت

ليتر محيط با دو بار تكرار انجام ميلي80ليتري داراي ميلي

Pي سنجش اهميت هر فاكتور فرايند ارزش برا. شد

پردازش داده ها Minitabمحاسبه و با استفاده از نرم افزار 

توليد صمغ توسط سوية وحشي و جهش يافته با . انجام شد

هاي مؤثر تعيين شده در مرحلة بهينه استفاده از فاكتور

و دور C°28با دماي ml500هاي سازي در فلاسك

rpm150گرفتصورت.

توليد صمغ در فرمانتور

از كشت YMBليتر محيط ميلي7جهت تهيه پيش كشت 

لاكتوز تلقيح و 2%آگار داراي XOLباكتري بر روي پليت 

سپس از . به مدت يك شب گرماگذاري شدC°28در

به محيط حاوي پودر آب پنير % 10به ميزان YMBكشت 

(w/v)1 %تلقيح و پس از گرماگذاري درrpm150وC
پودر آب پنير (به محيط كشت فرمانتور % 20به ميزان °28

2تخمير در فرمانتور . تلقيح شد6pHو g/l30به ميزان 

-Benchليتري  top (B-Braun (در دمايC°28 سرعت ،

با افزايش . ساعت انجام شد72به مدت vvm2هوادهي 

rpmبه rpm150ويسكوزيته، سرعت همزني از  200

.  افزايش يافت

رشد سويه هاي وحشي و جهش يافته بر روي محيط رنگي : 1شكل 

C . A : ، نوع وحشيB :جهش يافته.

نتايج

و Yangروش تيمار با اسيد نيترو، دقيقاً مطابق روش 

داسازي جهش و نتيجه براي ج) 20(همكاران اجرا شد 

زايي بااسيد نيترو، پس از جهش. يافته ها موفقيت آميز بود

XOLكلني هاي نسبتاًدرشت مصرف كننده لاكتوز در پليت

قابليت رشد در پاساژ . لاكتوز جداسازي شد% 2آگار داراي 

هاي مكرر حفظ شد كه نشانة توانايي مصرف لاكتوز 

اي مصرف يكي از جدايه ه. بعنوان تنها منبع كربن است

A

B
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در ). NA1(كنندة لاكتوز جهت بررسي فراتر انتخاب شد 

مقايسه با سوية وحشي، اين سويه قادر به رشد و توليد 

داراي لاكتوز بعنوان تنها منبع كربن Cاسيد در محيط رنگي 

منحني ). 1شكل (و تغيير رنگ محيط از بنفش به زرد بود

داراي XOLNدر محيط NA1رشد سويه هاي وحشي و 

سوية . نشان داده شده است) 2(لاكتوز در شكل % 4/0

ساعت به اواخر فاز لگاريتمي با جذب 24وحشي پس از 

ساعت 30رسيد، اما سوية جهش يافته پس از 78/0نوري 

دهد كه سوية اين نشان مي. رسيد3به حداكثر جذب نوري 

جهش يافته توانايي رشد بهتري در محيط پايه لاكتوز 

شرايط بهينة فعاليت آنزيم . وحشي را داردنسبت به سوية 

β - گالاكتوزيدازNA1 بررسي شد و دما وpH ،بهينه

).  A3-و Bشكل (به دست آمد 5/5و C°38بترتيب 

در شرايط بهينه NA1فعاليت آنزيمي نوع وحشي و 

برابر NA15/9فعاليت آنزيمي . گيري و مقايسه شداندازه

) U4/35در مقابل U1/336(بيشتر از نوع وحشي بود 

كه اين افزايش در فعاليت آنزيمي براي تامين رشد كافي 

بمنظور تعيين عامل هاي مؤثر در افزايش توليد . باشدمي

در محيط آب پنير، از طرح NA1زانتان توسط سوية 

طرح آزمايش و نتايج . برمن استفاده شد-آزمايش پلاكت

ن نشا) 1(يش در جدول مربوط به توليد زانتان در هر آزما

شود حداكثر همان طور كه مشاهده مي. داده شده است

آب پنير و (7در آزمايش شمارة g l-1 84/8توليد زانتان

پس از بدست . باشدمي) اسيد سيتريك هر دو در سطح بالا

و آناليز آماري براي Minitabآوردن داده ها، نرم افزار 

براي تعيين اهميت . ر رفتارزيابي فاكتور هاي مؤثر به كا

بعنوان نقطه حد > P (05/0ارزش (عاملها، ميزان احتمال 

كمتر از Pبنابراين عاملهاي با ارزش . در نظر گرفته شد

بعنوان عامل مؤثر با اثر مثبت در توليد و عاملهاي 05/0

بعنوان عاملهاي غير مؤثر بر 05/0بيشتر از Pداراي ارزش 

-در مطالعات پلاكتPارزش . ندافزايش توليد مي باش

برمن براي هر يك از عامل هاي كشت شامل آب پنير، 

pHها، اسيد سيتريك، فسفات و لاكتوز، سوكروز، نمك

، 159/0، 505/0، 781/0، 243/0، 000/0بترتيب برابر 

آب پنير با ارزش ). 2جدول (به دست آمد 002/0، 093/0

000/0P وpH 002/0با ارزشPوري هستند كه دو فاكت

همچنين منحني اثر . مي باشند>P05/0داراي ارزش 

جداگانة عامل هاي مختلف بر توليد زانتان و نمودار 

pareto با . نشان داده شده است) 5، 4(عاملها در شكل

افزايش غلظت سوكروز، نمك هاي معدني وفسفات اثر 

منفي بر توليد صمغ مشاهده شد، اما افزودن سيترات و 

وز موجب افزايش نسبي در توليد زانتان گرديد، كه با لاكت

. چندان قابل توجه نبودPتوجه اين تاثير با ملاحظه ارزش 

موجب افزايش قابل 6pHافزودن آب پنير و تنظيم 

اي از توليد زانتان مقايسه. توجهي در توليد زانتان گرديد

در فلاسك حاوي محيط پايه b82و NA1توسط سوية 

pHب پنير با آ(لاكتوز  نشان داده شده ) 6(در شكل) 6

نسبت به سوية وحشي ميزان بالاتري از NA1سوية . است

NA1توليد زانتان توسط g l-1 1/9(زانتان توليد كرده است 

).  g l-1توليد توسط سوية وحشي وg l-1 05/0در برابر

هاي مؤثر تعيين شده در توليد صمغ با در نظر گرفتن فاكتور

آب پنير (سازي  بهينهمرحلهg/l30 6وpH( در فرمانتور ،

مقياس آزمايشگاهي انجام شد كه صمغ زانتان وبيومس 

. مي باشدg l-1 37/2وg l-1 10بترتيب 
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optimization of pH

0

50

100

150

200

250

4.5 5 5.5 6 6.5

pH

A
ct

iv
ity

(U
)

optimization of temperature

0

100

200

300

400

500

26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

Temperature ( °C)

A
ct

iv
ity

 (U
)

pHاثر تغييرات : 3شكل  (A  ( و دما)B ( برروي فعاليت آنزيمβ-

)تكرار انجام شده است3آزمايشات در ( گالاكتوزيداز 

بحث

هاي بهبود يافتهتاكنون، براي بدست آوردن سويه

Xanthomonas campestrisهاي زايي تلاشاز راه جهش

اثرات جهش بر ساختار و . بسياري صورت گرفته است

اي كه باشد، به گونهتواند بسيار گسترده توليد زانتان مي

جهش يافته هائي از اين باكتري جدا شده، كه ساختار 

بعنوان مثال، جدا . اسكلتي زانتان در آنها تغيير يافته است

اي از اين باكتري است كه زانتان آن بجاي شدن جهش يافته

مري، داراي ساختار تري واحدهاي تكرار شوندة پنتا

است كه نوعي سلولز ساكاريدي متشكل از گلوكز و مانوز 

براي ). 18(شود با گروههاي جانشيني محسوب مي

جداسازي جهش يافته هاي با توليد بيشتر و ويسكوزيتة 

برخي . هاي مستقيم گاه دشوار استگيري معياربالاتر بكار

اند و هاي غير مستقيم را بكار بردهپژوهشگران روش

ت واجد هاي كشافزايش قطر هيدروليز نشاسته را در محيط

هاي مولد نظير سوية ساكاريد معيار جداسازي سويهاين پلي

M11 هاي گزينش غير از ديگر معيار). 12(قرار داده اند

مستقيم جهش يافته ها مقاومت آنها نسبت به آنتي

افزايش توليد زانتان با استفاده از اتيل ). 13(ها است بيوتيك

افزايش فعاليت و) 9(زا متان سولفونات بعنوان عامل جهش

β - هاي از مثال) 20(گالاكتوزيداز توسط اسيد نيترو

جداسازي جهش . باشندشاخص در گزينش مستقيم مي

يافته هاي مصرف كنندة لاكتوز نيز با معيار مستقيم امكان 

. پذير است

د زانتانبرمن مورد استفاده در مطالعه ي هفت عامل در تولي–طراحي دوازده اجرايي پلاكت : 1جدول 

نمك هاسوكروزلاكتوزآب پنيرآزمايش

)سولفات آهن و منيزيم(

زانتانpHفسفاتاسيد سيتريك

g/l
بيومس

g/l

11-1-1-1+1-1-1+61/017/0

21-1-1+1-1-1+1-95/029/0

31-1-1+1-1+1+1+23/143/0

41-1+1-1-1+1-1+82/033/0

51-1+1-1+1+1+1-23/794/1

61-1+1+1+1-1-1-66/237/1

71+1-1-1-1+1-1-84 /828/2

81+1-1-1+1-1+1+85/101/1

91+1-1+1+1+1-1-5/822/3

101+1+1-1-1-1+1-63/616/3
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111+1+1+1-1-1-1+58/856/3

121+1+1+1+1+1+1+56/243/3

، اسيد سيتريك )2/3، 0(، محلول نمكي )20، 0(، سوكروز)20، 0(، لاكتوز )0،30(، پودر آب پنير g l-1عامل ها، +) 1(و بالاي ) -1(سطح پايين 

.    آزمايشات در دو تكرار انجام شده است). 6،7(، pH، )5، 0( ، فسفات)7/2، 0(

Minitabل از جدول آناليز حاص:  2جدول 

Factorial Fit: xanthan versus whey; lactose; ... 
Estimated Effects and Coefficients for xanthan (coded units)
Term         Effect    Coef  SE Coef      T      P
Constant              4.203   0.4461   9.42  0.000
whey          3.910   1.955   0.4461   4.38  0.000
lactose       1.083   0.541   0.4461   1.21  0.243
sucrose      -0.252  -0.126   0.4461  -0.28  0.781
salts        -0.608  -0.304   0.4461  -0.68  0.505
citric acid   1.318   0.659   0.4461   1.48  0.159
pkk          -1.593  -0.797   0.4461  -1.79  0.093
pH           -3.196  -1.598   0.4461  -3.58  0.002
S = 2.18552     PRESS = 171.954
R-Sq = 71.13%   R-Sq(pred) = 35.04%   R-Sq(adj) = 58.50%

M
ea

n
of

X
an

th
an

Main Effects Plot (data means) for Xanthan

نمودار اثر عامل هاي موثر بر توليد زانتان از آب پنير: 4شكل 
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is xanthan, Alpha = .05)

 
اثر عامل ها بر توليد زانتان paretoنمودار : 5شكل

گالاكتوزيداز سوية جهش - βدر اين پژوهش، فعاليت ژن 

Xanthomonasكه از يك سوية وحشي بومي (NA1يافتة 

campestrisپس از جهش زايي با اسيد نيترو ) بدست آمد

را تاييد Yangان نظر اين نتيجه همچن. افزايش يافت

گالاكتوزيداز در سويه هاي وحشي  - βكند كه ژن مي

campestris Xanthomonas بدليل نبود عامل وجود دارد و

غير فعال هاي فشار انتخابي در محيط هاي خاك و گياه

سويه هاي نوتركيب شده براي بيان بالاي . )20(شده است 

β - برابر 200تا 40گالاكتوزيداز، نسبت به سوية وحشي

با اين حال سويه هاي ). 4، 5(بيشتر آنزيم توليد مي كنند 

نسبت به چنين ) Xc17L)20و NA1جهش يافته مانند 

اول اينكه، . سويه هايي به جهات مختلف برتري دارند

گالاكتوزيداز - βمرتبه در فعاليت 9/ 5افزايش متوسط 

كافي آنزيم باشد و سطح پايين اما براي تامين رشد كافي مي

بدليل ذخيرة انرژي براي توليد زانتان يك مزيت محسوب 

در حالي كه در سويه هاي نوتركيب، توليد آنزيم . شودمي

بخش قابل توجهي از انرژي را كه بايد صرف توليد زانتان 

دوم اينكه، براي بهبود سويه تداخل . كنندشود، مصرف مي

يك شركت خارجي يا ژن مقاومت به آنتي بيوتDNAهيچ 

ندارد، بنابراين از نگراني ايجاد يك ارگانيسم اصلاح شدة 

ژني و ترس از گسترش يك ژن مقاومت آنتي بيوتيكي 

از بررسي فعاليت بهينة آنزيم در سوية .اجتناب خواهد شد

اي با سوية جهش نتايج قابل مقايسهNA1جهش يافتة 

) 3(Xc B-1459و سوية وحشي) Xc 17L)20يافتة 

(NA1Cگالاكتوزيداز -βدماي بهينة فعاليت . آمدبدست 
pHبود، اما ) °28(Xc 17LCمتفاوت از سويه) °38

شايان ذكر ). 5/5(بهينة مشابهي در هر دو مشاهده شد 

- C°30است كه توليد زانتان در غالب سويه ها در دماي 

C°37گيرد، اما رشد مي تواند تا دمايصورت مي24

بهينة فعاليت آنزيمي Xc B-1459 ،pHدر مورد. ابدادامه ي

. گزارش شده استC°37-32و دماي بهينه 8/5-5/5

، Xc 17نسبت به سوية وحشي، Xc 17Lفعاليت آنزيم 

نسبت به NA1برابر افزايش دارد، اما فعاليت آنزيمي 5/3

با توجه به . برابر بيشتر مي باشدb82 ،5/9نوع وحشي 

در مصرف لاكتوز، انتخاب آب پنير NA1ة توانايي سوي

بدليل ارزان بودن اين فراوردة غني و نيز حل مشكلات دفع 

پساب، بعنوان سوبستراي توليد زانتان مي تواند بسيار 

بنابراين در مرحلة بعد امكان توليد زانتان بر . مناسب باشد

مطالعة قبلي ما . روي آب پنير مورد بررسي قرار گرفت

آب پنير داراي پپتون مي تواند براي تكثير نشان داد كه
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به كار رفته و Xanthomonas campestrisهاي سلول

جهت ). 15(گرددYMBجهت تهية پيش كشت جايگزين 

متغير روبرو 5بهينه سازي محيط توليد، زمانيكه با بيش از 

. هستيم، روش كاربردي طراحي آزمايش پيشنهاد مي شود

هاي اصلي و شناسايي عاملبرمن براي–طراحي پلاكت 

البته اين روش . مهم مداخله كننده درتخمير به كار رفت

نمي تواند بر هم كنش بين عوامل را بررسي كند ولي براي 

پس ). 8(شروع فرايند بهينه سازي مناسب به نظر مي رسد 

ها از طرح بلوك هاي تصادفي، انجام آزمايش و آناليز داده

محيط كمترين ميزان pHر و مشخص شد كه تراكم آب پني

دهند و بعبارت ديگر را نشان مي) ارزش  (احتمال 

. مهمترين عامل مؤثر بر توليد زانتان از آب پنير مي باشد

تاثير ميزان آب پنير مي تواند با اين حقيقت توضيح داده 

شود كه وقتي مقادير بيشتري از منبع كربن قابل تخمير در 

بازده بيشتري باشد،Xanthomonas campestrisاختيار

در اين باره، منابع نيتروژن همراه قند از . خواهد داشت

هاي آب پنير اثرات نامطلوبي تحميل كرده و جمله پروتئين

بعنوان فاكتور محدود كننده عمل مي كنند كه اين امر بدليل 

ولي كنترل . مي باشدC/Nممانعت از ايجاد نسبت كافي 

اثر . كمك كندC/Nحفظ توازن ديگر شرايط مي تواند به

- βآنزيم pHاسيدي بدليل محدودة بهينة pHمثبت 

در Xanthomonas campestrisباكتري . گالاكتوزيداز است

 g l-1زانتان وg l-1 30-10محيط داراي گلوكز در حدود

2002و از طرفي در سال ) 7(بيومس توليد مي كند10-1

Yangوية جهش يافته و همكاران نشان دادند كه سXc 

17Lدر محيط داراي لاكتوزg l-1852/1 زانتان توليد مي

اين در حالي است كه توليد زانتان توسط سوية ). 20(كند

در اين پژوهش، با استفاده ) NA1(جهش يافته جدا شده 

در فلاسك و g l-1 1/9از آب پنير بعنوان تنها منبع كربن

نابراين استفاده از سوية ب. در فرمانتور استg l-110حدود

جهت توليد زانتان با استفاده از NA1جهش يافته 

.سوبستراي ارزان قيمت آب پنير اميدوار كننده است
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در سويه هاي )زانتان و بيومس(هاي توليدمقايسة پارامتر: 6شكل 

در محيط آب پنيرb82و سوية وحشي NA1جهش يافتة 
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Isolation of a novel mutated strain of Xanthomonas campestris for 
xanthan production using whey as the sole substrate

1Ashraf, S., ∗∗∗∗1Soudi, M.R., 2Sadeghizadeh., M.
1- Microbiology Dept., Faculty of Science, Alzahra University, Tehran, I. R. of IRAN.

2- Biology Dept., Faculty of Science, Tarbiat Modares University, Tehran, I. R. of IRAN

Abstract
Xanthomonas campestris produces a water- soluble extracellular polysaccharide, 
xanthan gum, which is extensively applied in food and other industries. This bacterium 
is not able to utilize lactose due to low levels of β- galactosidase activity or absence of 
the enzyme. Consequently very little xanthan is produced when the bacterium grows in 
lactose- based media such as whey. Whey poses a major waste disposal problem due to 
its high BOD. Therefore, this waste is a suitable substrate for conducting fermentation 
processes. In this study, a mutant strain was isolated from a plenty of Xanthomonas 
campestris cells exposed to nitrous acid mutagenesis (NA1). Environmental conditions 
were optimized and maximum activity of the β-galactosidase enzyme obtained at pH 
5.5 and 38°C. Also, the β-galactosidase activity in NA1 cultures was increased 9.5 
folds, comparing to that of the wild type cultures (336.1 U vs. 35.4 U). Xanthan gum 
production by NA1 using whey as carbon source was also studied. By using 
experimental design (Plackett-Burman) and statistical analysis, among seven parameters 
tested, we found that whey, as the main substrate, and pH were the first factors affecting 
gum production. Gum production using significant factors was carried out in a lab-scale 
fermentor and 10 g l-1 xanthan was obtained.

Key words: β-galactosidase, Nitrous acid, Plackett-Burman experimental design, whey, 
xanthan, Xanthomonas.
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