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  پينن از گياه باريجه و صمغ آن- αپينن به - βجداسازي ميكروارگانيسم هاي تبديل كننده 

  2منصور بيات و 1، جمشيد فولادي*،1فرشته جوكار كاشي

 گروه زيست شناسي، دانشكده علوم پايه، )س(تهران، دانشگاه الزهراء 1

  دانشگاه آزاد اسلامي ، واحد علوم و تحقيقاتتهران،  2

  11/6/87: تاريخ پذيرش   22/1/86 :تاريخ دريافت

  چكيده 

ي از گيا ه باريجه ، خاكهاي اطراف آن و صمغ باريجه كه يهاشهاي غربال سازي ، ميكروارگانيسمدر اين پژوهش با استفاده از رو

اي ذكر شده از نمونه ه) باكتري 9قارچ ،  15(ميكروارگانيسم  24 .دگرديجداسازي  ،دنارزشي از اترهاي روغني مي باش منبع با

محيط واكنش تجزيه و تبديل بيولوژيكي  شامل . ميكروارگانيسم ها سنجش شد  پينن - βپينن از  - α توانايي توليدو جداسازي 

درجه سانتي  37ساعت در دماي  22به مدت  كهبود   6pH بافر فسفات با ml 100  پينن در- µl 100 β يك گرم زيتوده ،  (

هگزان استخراج و با دستگاه - nتوسط لوژيكي بيومحصولات حاصل از واكنش دگرگوني و  همزده  rpm 150 با دور گراد

  .گرديدشناسائي بود پينن  - αپينن به  - βكه قادر به تبديل  باكتريجدايه  به اين ترتيب يك. كروماتوگرافي گازي آناليز شد

ميكروبي در زيتوده بيشترين . تروژن انجام گرفت پارامترهاي محيط كشت از جمله منبع كربن و ني براي آزمايشات بهينه سازي

آزمايشات نشان داد كه با .شد توليد g/l 44/40به ميزان  اوره g/l7 در حضور  و g/l 59/33به ميزان  گليسرين g/l30حضور 

گرم بر  20ر پينن در حضو- αبيشترين توليد  .افزايش يافتپينن -αپينن به -βپارامترهاي محيط كشت ميزان تبديل  سازيبهينه 

به عنوان منبع نيتروژن  درصد 205/0 اوره به ميزان g/l7 و در حضور  درصد 133/0به ميزان  ليتر گليسرين به عنوان منبع كربن 

  .دست آمده ب

  پينن- αپينن ، -β،  تجزيه و تبديل بيولوژيكي باريجه ،گياه اسانسهاي طبيعي ، :  كليدي واژه هاي

  fereshtehjookar@yahoo.com: ، پست الكترونيك0361- 4227208 :ن تماستلف نويسنده مسئول،* 

  مقدمه 

طعم دهنده هاي غذايي توليد مختلفي براي  فنون امروزه از

گرچه طعم دهنده هاي ا. شودشاميدني استفاده مي آو 

استفاده مورد هم به طور وسيع  هنوز مصنوعي شيميايي

ندگان اما با توجه به آگاهي بيشتر مصرف كن واقع شده

نسبت به عواقب استفاده از طعم دهنده هاي شيميايي ، 

كاربرد اسانس با پايه بيولوژيكي مورد توجه خاص قرار 

  .)11 ( گرفته است

استفاده از اترهاي روغني براي  تهيه عطر از سالها قبل يك 

سال پيش از ميلاد مسيح  3200سنت بوده است از 

وليه از گياهان ، ي اتكنولوژي هايي براي توليد اترهاي روغن

  .)6 و 3(كار مي رفته ب هاميوه ها و سبزي

خيلي از ترپن ها بصورت طبيعي چندان با ارزش نيستند و 

بنابراين براي بهتر شدن . عطر و بوي مطلوب ندارند 

تركيبات ترپني  ، تغييراتي در آنها صورت مي گيردكيفيت 

 خوبيو آغاز گر بوده راحتي و با قيمت كم در دسترس ه ب

يكي از ترپن . ند شوبراي محصولات طبيعي محسوب مي 

پينن است كه منوترپن دو حلقه اي و به عنوان پيش - βها 

ركيبات طعم دهنده محسوب ساز با ارزشي براي ساخت ت

به صورت منو ، منوترپن ها ، ترپن هاي ده كربنه  .دشومي 
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نها را  به گروههايي آو دي سيكليك هستند و مي توان 

  .) 12 و 9(  م كردتقسي

. شمار مي آينده گياهان ، منبع خوبي براي اترهاي روغني ب

 )   Boiss Ferula galbanum (باريجه از جمله اين گياهان

 6 بردكه صمغ حاصل از اين گياه حاويرا مي توان نام 

به نوع گياه و محيط  و بنا اترهاي روغني استدرصد 

پينن - βروغني را از اترهاي درصد  50جغرافيائي تقريبا 

پينن مي تواند سوبستراي خوبي براي - β. تشكيل مي دهد

  . ) 12 و 9( پينن باشد- αتبديل به 

α- تركيبي گران قيمت و كمياب است كه در پينن نيز ،

پينن -α صنعت اسانس كاربرد زيادي دارد و از طرفي

كه جوابگوي صنعت به اندازه اي طبيعي به ميزان كافي 

بنابراين توليد طبيعي اين . نيست سترساسانس باشد در د

  .تركيب بسيار حائز اهميت است

از  .گياه باريجه در شمال و غرب كشور ايران رشد مي كند 

سالها قبل ايران جزء مهمترين صادر كننده اين گياه 

داد نشان ، آناليز  صمغ اين گياه  .محسوب مي شده است

محلول  مواد درصد 19 ،رزيندرصد  67 صمغ ازاين   كه

 .شده است اترهاي روغني تشكيل درصد 6 در آب و

  درصد 50 اترهاي روغني تشكيل دهنده گياه باريجه شامل

β- ،درصد 3/18  پينن α- 3 درصد 7/6 ،پينن-carene، 

 باشدمي   sabinene درصد 1/3و   α-thujene درصد 3/3

اجزاء تشكيل دهنده بستگي به نوع گياه، منطقه و اين 

 . )12و 9( و غيره متفاوت است آب و هوا  جغرافيائي

ذكر است كه يك نوع از گياه باريجه در افغانستان ه لازم ب

رشد مي كند كه مرغوبيت آن نسبت به نوع ايراني كمتر 

شمار مي ه گياهان بومي ايران ب ازاين گياه، چتري و .  است

مين أعنوان يك منبع ته صمغ باريجه امروزه همچنان ب .آيد

-δ-3پينن و  - αپينن ،  -βاترهاي روغني بويژه كننده 

carene از دهه  .مورد توجه صنعت اسانس قرار مي گيرد

مين كننده أميلادي قرن بيستم ايران يكي از مهمترين ت 60

در گذشته عطريات  شمار مي آيده هاي صمغ باريجه ب

حاصل از باريجه متعلق به مصر باستان ، همچون عطريات 

فقط امروزه فرمول  وهور بوده است پاريس امروزي مش

  .)8( عطريات استاندارد شده است

است ي يدستيابي به ميكروارگانيسمها ،اين تحقيق از هدف

بعنوان بيوكاتاليزور در راه اندازي واكنش  ندبتوانكه 

. دشونپينن استفاده  - αپينن به  -β. دگرگوني ايزومري

مال كه هميشه اين احت (Screening)تجارب غربال سازي 

هاي اكولوژيكي را ابتدا مي توان در محيطكارآمد هاي  يهسو

مناسب پيدا نمود را در را و يا محصول واكنش سوبست با

ه حاوي براي اين منظور منطقه اكولوژيكي ك ،نظر مي گيرد

گياه باريجه و خاكهاي اطراف آن در  ،پينن- β مقدار زيادي

  .نظر گرفته شد

  مواد و روشها 

به عنوان  ميكروارگانيسم هابراي جداسازي  در اين تحقيق

اترهاي روغني از  تجزيه و تبديلهاي بيوكاتاليزور واكنش

هاي اتري وژيكي ، نمونه برداري شد كه روغنهاي اكولمحيط

طور طبيعي حضور دارند و احتمال حضور ه ب

شرايط تطبيق داده اند ي كه خود را با اين يميكروارگانيسمها

يب شانس دستيابي و جداسازي بدين ترت. زياد است

بسيار بيولوژيكي  دگرگوني ميكروارگانيسم هاي قادر به 

عبارت ديگر ه گياه باريجه و ب. قوي تر به نظر مي رسد

بنابه (حاوي ميزان قابل توجهي از اترهاي روغني آن صمغ 

درصد  28شرايط جغرافيايي و آب و هوايي تا نزديك به 

باشد و در اين ميان  مي) صمغ را روغن تشكيل مي دهد

پينن در اين روغن كمپلكس بسيار قابل توجه مي  - βسهم 

مغ و خاك اطراف گياه صاز گياه ، به اين ترتيب . باشد

استان خراسان و  از نمونه ها. باريجه نمونه برداري شد

در شرايط و علت دسترسي آسانتر جمع آوري ه كاشان ب

ل استريل درون ظروف مخصوص و از قب ،استريل كاملاً

ابتدا از نمونه هاي ذكر  .ندشده به آزمايشگاه انتقال داده شد

و  گرم وزن شد 10به ميزان استريل  در شرايط كاملاًشده 

 ميلي ليتر سرم فيزيولوژي 90  سپس به طور جداگانه
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به هم زده شد همزن اضافه و به كمك  به آنها استريل 

در مورد . ند دحل ش كه نمونه ها در محلول كاملاً طوري

و به بوده نمونه هاي صمغ به اين علت كه از نوع روغني 

به عنوان   80خوبي در آب حل نمي شوند از توئين 

به مخلوط  80گرم توئين  1/0 .امولسيفاير استفاده گرديد

يك ميلي . هم زده شد همزنمورد نظر افزوده و به كمك 

ر د ليتر از رقت تهيه شده از هر نمونه به طور جداگانه

نظير نوترينت آگار، هاي داخل پليت هاي حاوي محيط كشت

 ، سيتريمايد آگار ومكبلاد آگار ،سابوردكستروز آگار

 .ريخته و به وسيله ميله شيشه اي پخش شدندانكي آگار ك

به نوع  هه سانتي گراد بستدرج 30سپس پليت ها در دماي 

ساعت گرماگذاري و پس از آن  48تا  24نمونه به مدت 

 جداميكروارگانيسم ها  اس اختلافات مورفولوژيكيبر اس

  .  دگرديسازي 

ها بر روي يك محيط كمپلكس و دستيابي جدايه كشت 

، از جدايه ها از زيتوده به منظور تهيه: (Biomass)زيتوده به

گرم در ليتر،  10 پپتون  شامل محيط كشت كمپلكس

گرم در ليتر،  20گرم در ليتر ، گلوكز  5عصاره مخمر 

گرم در  2/0سولفات منيزيم   ،گرم در ليتر 2ريد سديم كل

استفاده  گرم در ليتر 5/0 فسفات هيدروژن پتاسيمليتر و 

يايي باكتر جدايه هاي  محيط كمپلكس براي pH. دگردي

محيط  .تنظيم شد 3/5 ي قارچ جدايه هاي و براي 8/6

 نوترينت آگار براي(هاي در محيطها جدايه  پيش كشت

 هاي نمونه سابرودكستروز آگار براي كتري وهاي با نمونه

ساعت در  24و به مدت  هكشت خطي داده شد) يقارچ

د  از گرديدرجه سانتي گراد گرماگذاري  30دماي 

يك لوپ درون  ،هاهاي رشد يافته بر روي اين محيطكلوني

ميلي   250(baffled Erlenmeyer flask)ارلنهاي شياردار 

حيط كشت كمپلكس تلقيح ميلي ليتري م 50ليتري حاوي 

ارلن هاي   .شد هم زده به طور كاملگرديد و سپس 

شياردار حاوي محيط كشت كمپلكس  درون شيكر 

 rpm 100درجه سانتي گراد و دور  37انكوباتور با دماي 

البته بر حسب نوع (ساعت  20 الي 18هم زده شد پس از 

، )ممكن است اين زمان متفاوت باشدميكروارگانيسم 

توسط دستگاه اسپكتروفتومتر در طول  ها ت نمونهكدور

كدورت نمونه هاي مورد  ه واندازگيري شد nm  620موج 

cfu/ml 10برابر نيم مكفارلند ( 1/0نظر طبق اين شرايط 
8 

 .گرديد )5/1×

با  يط پيش  كشتيك ميلي ليتر از مح: زيتودهمحيط توليد 

cfu/ml 10 برابر نيم مكفارلند( 1/0كدورت 
8 ×5/1( 

 100ميلي ليتري حاوي  500درون ارلن هاي شيار دار 

ميلي ليتر محيط كمپلكس تلقيح و سپس ارلن ها در دماي 

 rpmدرجه سانتي گراد و در شيكر انكوباتور با دور   37

 54پس از گذشت  را مي توان  زيتوده .همزده شد 100

 شرايط كاملاًدر . كرد محيط توليد جداسازي از ساعت

 50وژ به ظرفيت يفي به لوله هاي سانترييرو يل مايعاستر

منتقل گرديد و سپس استريل شده   لكام ميلي ليتر كه قبلاً

درجه سانتي  4وژ يخچال دار در دماي يفبه كمك سانتري

 دقيقه روتور نوع  20و زمان    g ×0 1130 گراد و دور

BN وژ از يفلوله هاي سانتري سپس .وژ گرديديفسانتري

استريل  تحت شرايط كاملاًروشناور   ه ودستگاه خارج شد

رسوب كرده در ته لوله هاي سلولهاي . شدخارج 

 لوله و سپس بهشد وژ در سرم فيزيولوژي حل يفسانتري

 استريل شده منتقل ميلي ليتري كه قبلاً 5/1هاي اپندورف 

 4ون حاصل به كمك ميكروفيوژ با دماي يسوسپانس. گرديد

دقيقه  2به مدت  rpm 12000 درجه سانتي گراد و دور

خارج و سلولهاي روشناور  پس س .وژ گرديديسانتريف

و مثل  هرسوب شده دوباره در سرم فيزيولوژي حل شد

مرحله ( داده شدمرحله قبل سلولها با ميكروفيوژ رسوب 

  ). زيتوده شستن

توليد شده دوبار توسط سرم  زيتوده به اين ترتيب

ام براي انجرسوب حاصل . فيزيولوژي شستشو گرديد

مورد استفاده قرار   بيولوژيكي آزمايش واكنش دگرگوني

كه دوبار شسته شده در زيتوده اي گاهي اوقات . گرفت
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نگهداري شده تا  درجه سانتي گراد  -20يخچال در دماي

  .در آزمايشات بعدي مورد استفاده قرار گيرد

دگرگوني واكنش  :بيولوژيكي طراحي  واكنش دگرگوني

 جدايه  به منظور غربال سازي راي اولين بارب بيولوژيكي

و تاكنون در  طراحي  پينن - αپينن به  - βهاي تبديل كننده 

درون ارلن شياردار  .هيچ منبع علمي گزارش نشده است

 pHميلي ليتر بافر فسفات با  100مقدار  ،ميلي ليتري 500

پينن و  - β از µl 100پس از اتوكلاو به آن  ريخته و بهينه

كه دو بار با سرم فيزيولوژي شستشو داده  زيتوده يك گرم

شده  اضافه گرديد و پس از همزدن داخل شيكرانكوباتور 

قرار  rpm 150درجه سانتي گراد با دور  37با دماي 

ميلي ليتر بافر  100ميلي ليتري حاوي  500ارلن  .گرفت

به پينن  - β از µl 100 و 6بهينه برابر با  pHفسفات با 

به  بود تمام شرايط مانند واكنش قبلي .تهيه شدعنوان شاهد 

د افزوده نمي ش ها ارلن به زيتودهجز اينكه در اين واكنش 

سان در شيكر انكوباتور و همراه با نمونه اصلي با شرايط يك

آغاز (از نمونه اصلي و شاهد در زمان صفر . فتقرار مي گر

ر تغييبراي جلوگيري از  .دمنمونه گيري به عمل آ) واكنش

، از هر يك از نمونه حجم واكنش به هنگام نمونه گيري

 22پس از . هاي شاهد و اصلي دو عدد ارلن تهيه گرديد

و به روشي ساعت ارلن ها از شيكر   انكوباتور خارج شده 

وژ گرديد پس از خروج يذكر شد سانتريوف كه قبلاً

، سلولهاي رسوب شده در يك ميلي ليتر از بافر روشناور

حل و سوسپانسيون آماده شده به  8برابر  pHفسفات با 

سونيكاسيون سپس . ظروف شيشه اي كوچك منتقل گرديد

يك  زماني فاصلهدقيقه با  يكمرحله و هر بار  7شامل 

 W= توان استفاده شده در اين بررسي  .دقيقه انجام گرفت

به دليل توليد حرارت زياد در حين سونيكاسيون،  .بود 100

پس از  .گرفتيخ انجام  امحم تمام مراحل در

 4به كمك ميكروفيوژ با دماي  ها سونيكاسيون، نمونه

دقيقه  2به مدت  rpm 12000  سانتي گراد و دور درجه 

زان استخراج و هگ -nبه كمك روشناور  .سانتريفوژ گرديد

  .شدآناليز توسط دستگاه كروماتوگرافي گازي 

  استفاده  با  پينن -  αپينن و  -βمقدار  :   GCآناليز توسط 

 series GC 6890دستگاه گازكروماتوگرافي گازي از

system)   (Agilent  با ستون كاپيلاري HP5 5% phenyl 

methyl siloxan 30 m  530)اندازه ستون . سنجش شد 

×150 µm)  و از نوعHP5 5% phenyl methyl siloxan 

30 m   باFID detector دماي . بودinjector  :50  درجه

و  درجه سانتي گراد detector : 280 يو دمايسانتي گراد 

براي يك دقيقه و با  درجه سانتي گراد 50: برنامه دمائي 

تا  برده شددر دقيقه دما بالا  درجه سانتي گراد 5 سرعت 

د و سپس با يرسدرجه سانتي گراد  130 اينكه دما به

 تا به رفتبردقيقه دما بالا  درجه سانتي گراد 30سرعت 

د و در اين دما به مدت پنج يرسدرجه سانتي گراد  280

   گاز حامل هليوم و فشار سر ستون.  شددقيقه نگه داشته 

 psi13 1مقدار تزريق از هر نمونه  وµl بود.   

  نتايج 

جداسازي  اي بر  گسترده قسمتي از يك تحقيق اين تحقيق

است كه بتوانند واكنش تعريف شده  يميكروارگانيسمهاي

با اين . كاتاليز كنند را پينن -αبه پينن  -β بيولوژيكي تبديل

ميكروارگانيسم از نمونه هاي مورد نظر  24وصف 

از  گياه باريجه ، خاك  جدايه 15 جداسازي گرديد كه  

ن گياه است جدا شده كه اين اطراف كه آلوده به صمغ اي

 وقارچ  جدايه  10يه باكتريائي و جدا 5شامل  يهجدا 15

 يه جدا 5هم از صمغ جدا شده كه شامل ديگر  يهجدا 9

مقايسه محصولات . قارچ مي باشد يهجدا 4باكتريائي و 

 GCپينن با  - αپينن به  - β واكنش دگرگوني بيولوژيكي

)  2و  1شكل (پينن استاندارد  - αپينن و  - βكروماتوگرام 

باكتريايي قادر به  يهجدايك  جدايه 24از بين نشان داد كه 

شكل (مي باشد پينن - αپينن به  -βش تبديل انجام واكن

براي مطالعه بيشتر مورد بررسي قرار جدايه ها اين . )3

برخي از پارامترهاي محيطي و براي اين منظور  .گرفت

آزمايشات با سه بار  ومحيط كشت بهينه سازي  اجراي

  .تكرار انجام گرفت
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  ياييآزمايشهاي انجام شده جهت شناسايي جدايه باكتر -1جدول 

رنگ 

آميزي 

  گرم

  اكسيداز  كاتالاز
طرز قرار 

  گرفتن
  اسپور  حركت

تخمير گلوكز 

  در شرايط

  بي هوازي 

رشد نمك 

  درصد 5

مقاومت به 

  ليزواستافين

ميلي گرم  200

  در ميلي ليتر

  باسيتراسين  اريترومايسين
  حساسيت 

  به ليزوزيم

رشد در 

 45دماي 

  درجه

دستجات    -    +    +  
  -   حساس  حساس  حساس  مقاوم  +    -    -    -    نامنظم

      

ي يي شناسايهاي بيوشيمياآزمون به كمكباكتريايي جدايه 

 بهبراي تحقيقات بهتر در زمينه موضوع، نياز  .گرديد

در مورد ) يي، بيوشيميامورفولوژيكي(اطلاعات كمي 

ي بيشتر و ياز اين رو به منظور آشنا. وجود داشتباكتري 

هاي آزمون، معدودي از باره آنمينه ذهني درداشتن پيش ز

 رايج ميكروبيولوژيكي بر روي آن صورت گرفت

، باكتريايي ،گرم مثبت جدايه  نتايج نشان داد كه .)1جدول(

مي جدايه بنابراين اين . كاتالاز مثبت و اكسيداز منفي است

روكوكاسيه و گونه علق به خانواده ميكتواند مت

  .باشد Micrococcus sp.strain PIN ميكروكوكوس

از آنجا كه غلظت بيوكاتاليزور با راندمان سرعت واكنش 

رابطه مستقيم دارد به اين دليل با افزايش غلظت 

ي كه منحني ميكائيليس و منتن اجازه يبيوكاتاليزور تا آنجا

مي دهد مي توان افزايش غلظت محصول را مشاهده كرد 

ر با توجه به اين دلايل براي افزايش  غلظت بيوكاتاليزو

برحسب امكانات برخي از فاكتورهاي محيط كشت بهينه 

امكان ) بيوكاتاليزور(سازي گرديد تا با افزايش زيتوده 

  .دسترسي به محصول بيشتر فراهم گردد

 
  پينن استاندارد-βكروماتوگرام  GC: 1شكل 

كربن  منبعثير أبررسي ت  به منظور :انتخاب نوع منبع كربن

ه نوع منبع كربن شامل س ي ،يباكتريا رشد سوش بر

گرم بر  20به غلظت مغ باريجه صو  زكگليسرين ، گلو

كمپلكس كشت محيط از براي رشد  .انتخاب شدليتر 

در حضور هر يك از اين  زيتودهميزان توليد  .گرديد استفاده

در  زيتوده طبق نتايج،  بيشترين. شدمنابع كربني سنجش 

گرم  85/33 ان به ميز حضور گليسرين به عنوان منبع كربن

در حضور  زيتوده ميانگين توليد 4شكل. توليد شد بر ليتر

  .منابع كربن مختلف را نشان مي دهد

 



 بهار، 1، شماره 22جلد                                                  مجله زيست شناسي ايران                                                         

1388 

17 

 

  
  پينن استاندارد– αكروماتوگرام   GC: 2شكل 

  
  ييكروماتوگرام مربوط به محصولات دگرگوني بيولوژيكي در سويه باكتريا GC :   3شكل 

ºC) 37  ،rpm 150  ،6 pH ، h   22 يك گرم زيتوده ميكروبي،(  

8

23.5

33.85
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گلوکز صمغ گليسرين

نوع منبع کربن (20 گرم بر ليتر)
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ــر
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ــر
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زيت
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ـــي

م

 

 ºC) 37در حضور منابع مختلف كربن  زيتوده ميانگين توليد -4شكل 

 ،rpm 100  ،  8/6 pH  ،h 54 (.  

  

جدايه هاي مختلف گليسرين بر رشد بررسي اثر غلظت

در حضور  غلظتهاي مختلف زيتوده توليد  :باكتريائي

م بر گر 35،  30،  25،  20،  15،  10،  5( گليسرين 

 قسمت قبل مراحل واكنش در . دگردياندازگيري ) ليتر 

در حضور غلظتهاي  زيتودهميزان توليد . توضيح داده شد

 طبق نتايج،  بيشترين ه ومختلف گليسرين اندازگيري شد

گرم بر ليتر  گليسرين به  30در حضور غلظت  زيتوده

  ) .5شكل( توليد شد   59/33به ميزان   عنوان منبع كربن

11.77 10.92 9.72
7.79

18

33.59

12.42
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 در حضور غلظتهاي مختلف گليسرين زيتودهميانگين توليد  -5كلش

ºC) 37  ،rpm 100  ،  8/6 pH   ،h 54  (  

پينن به -βبررسي اثرغلظتهاي مختلف گليسرين برتبديل 

α - به منظور سنجش اثر غلظتهاي مختلف گليسرين  :پينن

 حاصل از اين غلظتها زيتوده پينن-αپينن به -βبر تبديل 

 آزمون بنابراين. گرديدبيولوژيكي وارد  واكنش دگرگوني 

 rpm150 µlو  6برابر  pHشرايط   بيولوژيكي با يدگرگون

ساعت درحضوريك 22به مدت زمان  پينن و - βاز  100

 در دماي )حاصل ازغلظتهاي مختلف كربني( زيتوده گرم
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محصولات حاصل از  .انجام گرفت درجه سانتي گراد 37

 GCها استخراج و توسط دستگاه واكنش يك از اين هر

 زيتوده آزمايشات نشان داد كه در حضور. آناليز گرديد

پينن - βگرم در ليتر گليسرين بيشترين تبديل  20حاصل از 

صورت گرفته درصد  133/0به ميزان  پينن-αبه 

   ). 6شكل (است

0 0 0

0.1327
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،  ºC) 37 پينن -هاي مختلف گليسرين بر توليد آلفاتاثير غلظت -6شكل

rpm 150  ، 6 pH  ، h   22 ،   حاصل از هر يك  از زيتوده

  ) غلظتهاي گليسرين

  

 يهجدامنابع مختلف نيتروژني بر رشد  بررسي اثر

چهار نوع  منبع نيتروژني ،ثير أبررسي تبه منظور  :ييباكتريا

 5/2نيترات آمونيوم ،  گرم بر ليتر 5/2 منبع نيتروژن شامل

گرم  5 اوره و گرم بر ليتر 5،سولفات آمونيوم گرم بر ليتر 

در  زيتوده ميزان توليد .ندعصاره مخمر  انتخاب شدبر ليتر 

  .گرديدحضور منابع نيتروژني  ذكر شده اندازگيري 

به  در حضور اوره به عنوان منبع نيتروژن زيتوده بيشترين  

 لازم به ذكر است كه .توليد شدگرم بر ليتر  04/35ميزان 

به محيط كشت توسط فيلتر استريل  اوره  قبل از افزودن

 7شكل  .اين آزمايش با سه بار تكرار انجام شد. دش مي

در حضور منابع  نيتروژن مختلف را  زيتوده ميانگين توليد

  . نشان مي دهد

 يهجداهاي مختلف اوره بر رشد ر غلظتبررسي اث

محيط كشت كمپلكس حاوي   ين منظوربد :ييباكتريا

 9،  8،  7،  6، 5،  4،  3،  2،  1( غلظتهاي مختلف اوره 

اوره قبل از افزودن به . گرديدتهيه ) گرم در ليتر  10، 

سپس به محيط  ،محيط كشت جداگانه توسط فيلتر استريل

در حضور  زيتوده ميزان توليد. كشت استريل افزوده شد

نشان  8شكل  نتايج . غلظتهاي مختلف اوره اندازگيري شد

به  زيتودهليتر اوره بيشترين  گرم در 7داد كه در حضور 

  .توليد شد گرم در ليتر 44/40ميزان 
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 (ºC  در حضور منابع مختلف نيتروژن زيتوده ميانگين توليد -7شكل

37  ،rpm 100  ،  8/6 pH   ،h 54 ، گليسرين  با (  منبع كربن

 ) گرم در ليتر  20غلظت 

17.48 15.35
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 ºC) 37 اورهدر حضور منابع مختلف  زيتوده  ميانگين توليد -8شكل

 ،rpm 100  ،  8/6 pH   ،h 54 گليسرين  با غلظت ( منبع كربن

  ) گرم در ليتر 20
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، ºC) 37 پينن -بر توليد آلفا اوره هاي مختلفتأثير غلظت - 9شكل

rpm 150، 6 pH، h   22 حاصل از هر يك  از غلظتهاي ، زيتوده 

  )اوره 

-αه پينن ب-βبرتبديل اوره بررسي اثرغلظتهاي مختلف 

بر تبديل اوره به منظور سنجش اثر غلظتهاي مختلف : پينن

β-  پينن بهα - وارد   زيتوده حاصل از اين غلظتها پينن

 آزمون راين منظورنابب. شدبيولوژيكي واكنش دگرگوني 

 rpm150و  6برابر  pHشرايط   بيولوژيكي   با يدگرگون

µl 100  ازβ - ساعت درحضور22به مدت زمان  پينن و 

 20و  اورههاي مختلف حاصل ازغلظت( زيتوده رميك گ

انجام  درجه سانتي گراد 37در دماي  )گرم بر ليتر گليسرين

ها ولات حاصل از هر يك از اين واكنشمحص .گرفت

تمام . آناليز گرديد GCاستخراج و توسط دستگاه 

فاكتورهاي محيط كشت مي توانند بر سرعت رشد و توليد 

و  ودهثر بؤساعت م 54زمان  در انتهاي )بيومس(زيتوده 

 زيتوده در حضورتوليد شده در محيط كمپلكس  زيتوده

پينن به  - βبيشترين تبديل اوره گرم در ليتر  7حاصل از 

α -  9شكل (نشان داد  درصد 2005/0برابر با پينن (.  

از آنجا كه محيط واكنش تجزيه و تبديل بيولوژيكي در 

) تريك گرم بر لي( هشامل ميزان يكساني زيتودمراحل تمام 

تجزيه و تبديل بيولوژيكي   واكنشمي باشد تنها اختلاف 

در حالت فيزيولوژيكي زيتوده حاصل از سويه باكتريايي 

كه با ميزان مختلفي از منابع كربن و نيتروژن رشد است 

  . كرده است

به اين ترتيب اين پژوهش نشان داد كه اختلاف در غلظت 

تنها بر رشد سويه باكتريايي ، بلكه منابع كربن و نيتروژن نه 

ثر بوده است و اثرات مختلفي بر ؤبر مسير متابوليسمي نيز م

  .رشد سويه و نيز فعاليت كاتابوليكي آن داشته است

  بحث

هاي تجزيه و تحقيقات زيادي در رابطه با واكنشتاكنون 

روغني صورت گرفته است كه  تبديل بيولوژيكي اترهاي

حتي اسپورهاي قارچي به عنوان ها، قارچها و باكتري

از چنين تركيباتي به عنوان بيوكاتاليزور عمل كرده اند و 

منبع كربن و انرژي استفاده و حتي با ايجاد تغييرات درون 

  .، تركيبات جديدي توليد شده استملكولي ساختار آنها

ي كه ياز آنجا كه امروزه مصرف كنندگان نسبت به مواد غذا

ليد مي شوند نظر مثبتي ندارند تلاش از طريق شيميايي تو

براي توليد طعم دهنده هاي طبيعي حائز اهميت گرديده 

ي كه يورده هاآفر EEC Legislationسازمان معتبر . است

هاي آنها از منابع طبيعي توليد توسط سلولهاي زنده يا آنزيم

طبق . مي شوند به عنوان تركيبات طبيعي ثبت كرده است 

ه در آمريكا طعم دهنده هاي ف شداستانداردهاي تعري

، اسانسها و شيرابه اترهاي روغني، اولئورزين ها ،طبيعي

گياهان  يه حاصل از تقطير برگ و ساير اجزاك  يهاي

 جزء طعم دهنده هاي طبيعي محسوب مي شوندهستند 

)2(.   

 European( جدول استاندارد مواد افزودني اروپايي

guidline(  از طريق فيزيكي تركيبات آروماتيكي كه ،

يندهاي آماده آهاي ميكروبي و يا فره وردآ، فرآنزيماتيك

جزء تركيبات را سازي غذاهاي سنتي توليد مي شوند 

  . )5و 1( طبيعي دسته بندي مي نمايد

مواد خام طبيعي ميكروبي موادي كه بوسيله دگرگوني هاي 

جزء  ها يا ميكروارگانيسم ها توليد مي شوندآنزيمتوسط 

از نظر تجارتي نيز با ارزش  وطبيعي دسته بندي مواد 

هستند و براي صنعت طعم دهنده و خوشبوكننده از اهميت 
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بنابراين توليد طبيعي اين  .ويژه اي برخوردار مي باشند

  .تركيب بسيار حائز اهميت است

 80ياسي و اقتصادي در دهه بنا به تغيير و تحولات س

پينن از طريق  - α مين اترهاي روغني به ويژهأت ،ميلادي

صمغ گياه باريجه براي صنعت اسانس با مشكلاتي روبرو 

همزمان با اين رويداد، شركت هاي توليد كننده  .استبوده 

پينن را كه  - αاسانس مثل شركت باير آلمان سنتز شيميايي 

پينن است با موفقيت  -βاز نظر مصرف بسيار مهمتر از 

- αزيكي و شيميايي اما خواص كاربردي و في. انجام  دادند

كه  به طوري. پينن طبيعي نمي باشد - αپينن سنتزي مشابه 

پينن طبيعي -αصنعت اسانس همچنان به دنبال دستيابي به 

ي يورده هاي نهاآو استفاده اين محصول گران قيمت در فر

گياهان مي باشند  زيرا منابع طبيعي كه عموماً. است

يرات آب و دستخوش تغييرات طبيعي  به طور مثال تغي

  .ي و غيره قرار مي گيرنديهوا

كه محصولات آنها  ميكروبي امروزه تغييرات و دگرگوني

تركيبات طبيعي تعريف مي شوند راه جديدي براي توليد 

اسانسهاي طبيعي محسوب مي گردد كه در سالهاي اخير در 

  .رفته استصنعت اسانس بسيار مورد توجه قرارگ

قسمت اعظم واحدهاي  كمپانيهاي توليد اسانس امروزه

تحقيق و توسعه خود را اختصاص به راه اندازي اين 

پينن سنتزي همچنان  - αواكنش داده اند با اين وجود كه 

مورد استفاده قرار مي گيرد اما براي دستيابي به  محصول 

 - αي مورد پسند صنعت اسانس مبزان قابل توجهي ينها

  .پينن طبيعي نيز به محصول اضافه مي شود

اين پژوهش  از سلولهاي در حال استراحت استفاده شد  در

هاي انتخاب شده در اين تحقيق از محيطهاي  جدايه زيرا 

اكولوژيكي جدا سازي شده كه اترهاي روغني بطور طبيعي 

ي كه با يها رند و احتمال حضور ميكروارگانيسمحضور دا

.  اين شرايط اكولوژيكي خود را تطبيق داده باشند زياد است

ي كه يترتيب شانس دستيابي  به ميكروارگانيسم ها ينبد و

هاي دگرگون سازي بيولوژيكي باشند قادر به انجام واكنش

 يبنابراين ديگر نيازي به القا .دينظر مي رسه بسيار قوي ب

بيولوژيكي نيست و در نتيجه كننده دگرگون  يهاآنزيم

 ها ضروريماستفاده از سلولهاي در حال رشد و القاي آنزي

به دليل استفاده از سلولهاي در حال رشد ، . بنظر نمي رسد

زيرا  .چندان مناسب نيست در حين واكنشآنها آلودگي 

آلودگي مي تواند واكنشهاي مفيد را متوقف و موجب 

تشكيل محصولات معيوب و ناخواسته و يا تخريب كلي 

  . سوبسترا شود

ندگي عدم بازدار ،استفاده از سلولهاي در حال سكون مزيت

رشد توسط سوبسترا ، راحتي كار كردن با اين سلولها و 

جمع آوري آسان محصول مي باشد زيرا هنگام كار كردن با 

اين سلولها برخلاف سلولهاي در حال رشد، محيط كشت 

جمع آوري محصول مي گردد  كه سبب مشكلاتي در

همچنين كنترل متابوليت هاي ثانويه غير حضور ندارد 

هاي جانبي با سلولهاي در حال استراحت كنشه و يا وادلخوا

اي در حال استراحت نسبت به سلوله. راحت تر است

ي دارند زيرا سلولهاي در يهاي ايزوله شده نيز مزاياآنزيم

حال استراحت قادرند واكنشهاي چند مرحله اي را انجام 

  . دهند بدون اينكه به كوآنزيم گران قيمتي نياز باشد

 يورده هاآسب در توليد فرحيط كشت مناانتخاب م

زيرا  .مناسب داراي اهميت استسويه به اندازه ميكروبي 

، توليد انرژي و مواد مغذي جهت رشد، محيط كشت

از . فراهم مي سازد را  ورده هاي بيولوژيكيآبيوسنتز فر

ورده هاي آفراز قسمت اعظم ساختمان ميكروبي آنجا كه 

منابع كربن و از كربن و نيتروژن تشكيل شده لذا حاصل 

نيتروژن در مقايسه با ساير مواد در محيط كشت از اهميت 

 .) 10و  4( ويژه اي برخوردار هستند

ورده، مهم اين است كه مقادير آدرافزايش توليد يك فر

بيشتري از منابع ازت و كربن درگير مسيرهاي متابوليكي 

بايد به اين نكته نيز توجه داشت . يك ميكروارگانيسم شوند

را دارد  تكثير و ، بالاترين رشدجدايهط كشتي كه  محي

ورده هاي آمناسب ترين محيط جهت توليد فر الزاماً
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ورده هاي ميكروبي آميكروبي نيست وگاهي ميزان فر

 بر ميكروارگانيسم ازحداقل مقدار درمحيطي كه رشد

 مواد از زيادي زيرا مقادير .مي باشدبيشتر  خوردار است 

كربني ونيتروژني به جاي اينكه صرف  غذايي به ويژه منابع

مسيرهاي  درگير سلولي شوند يساخت اجزا و رشد

و  4( متابوليكي سازنده فراورده هاي ميكروبي مي گردند

7( .  

ورده آنيست كه فر به اين معنا زيتوده  افزايش توليدبنابراين 

 – β آنزيم تبديل كننده (نظر  هاي ميكروبي نظيرآنزيم مورد

 .به ميزان بيشتري سنتز شده باشد نيز) ينن پ- αپينن به 

ازآنجا كه هدف ازاين پژوهش شناسايي وانتخاب شرايط 

ضروري  پينن است لذا - αپينن به– βمناسب براي تبديل 

صل ازغلظتهاي حا زيتوده به نظرمي رسد كه درحضور

پينن  -αپينن به  –β ميزان تبديل  ،مختلف منابع كربني

غلظت بهينه  ،دست آمدهه تايج بپيرو ن.  نيزسنجيده شود

 زيتوده گرم در ليتر بوده و 20، )گليسرين(منبع كربن 

توانسته واكنش دگرگوني بيولوژيكي   حاصل از اين غلظت 

و راندمان  غلظتهاي كربني بهتر انجام دهد را نسبت به ديگر

 زيتوده واكنش دگرگون سازي بيولوژيكي در حضور

گرم در  20، ) گليسرين( حاصل از غلظت بهينه منبع كربن

 3شكل لازم به ذكر است كه طبق . ليتر بيشتر بوده است

- ميزان توليد آلفا( راندمان واكنش دگرگوني بيولوژيكي

، 10، 5هاي  حاصل از غلظتهاي زيتوده در حضور  )پينن

ناچيز و حتي صفر گزارش شده است كه مي   30و  15

ان دارد در حضور امك تواند دلايل مختلفي داشته باشد مثلاً

اين غلظتها سنتز آنزيم متوقف شده و يا اينكه آنزيم مورد 

نظر سنتز شده و واكنش دگرگون سازي نيز انجام شده 

اما شكستن سلول و يا استخراج محصولات واكنش  باشد

  . است گرفتهبخوبي انجام ن

مطالعه كشت ميكروارگانيسم ها  نشان داد كه غلظتهاي 

بر رشد سلول بر  علاوهكشت منبع كربن در محيط 

به عبارت ديگر در . داردر يثتأمسيرهاي متابوليسمي نيز 

گرم در ليتر ميزان  20حضور غلظتهاي كمتر و بيشتر از 

  .پينن  كمتر است- αپينن به  – βتوليد آنزيم تبديل كننده 

سلولهاي ميكروبي همانند سد محكمي  ياز آنجا كه غشا

ين داخل و خارج سلول در برابر عبور و مرور مواد ب

ميكروبي و محيط كشت است لذا چندين روش براي 

افزايش سرعت عبور و مرور مواد بين سلول و محيط 

جمله اين روشهاي فيزيكي كه به از . كشت وجود دارد

ثر براي شكست سلولهاي ميكروبي به كار مي رود ؤطور م

سونيكاسيون است كه روش مناسبي براي شكست 

ي در مقياس آزمايشگاهي محسوب مي سلولهاي ميكروب

بوده  جدايه اي  هدف اصلي اين پژوهش پيدا كردن .شود

پينن باشد كه پس از - αپينن به - βكه قادر به تبديل 

 ميكروكوكوس( يباكترياي سويهيك تحقيقات 

Micrococcus sp.strain PIN  (  ي جدا سازي يبا اين توانا

به كمبود امكانات  آزمايشات بهينه سازي  باتوجه گرديد كه

از آنجا كه تاكنون در هيچ منبع علمي تبديل . انجام گرفت

گزارش نشده بود براي اولين  پينن-αپينن به -βبيولوژيكي 

ن واكنش قابل راه نتايج اين پژوهش نشان داد كه ايبار 

  . اندازي مي باشد

ين دشوار مأاين تحقيق با توجه به محدود بودن امكانات و ت

بسيار كم انجام گرفته  محدودهمحصول  در سوبسترا و 

آزمايشات بهينه سازي بويژه بهينه سازي  است ولي مطمئناً

واكنش دگرگوني بيولوژيكي توجيه اقتصادي دارد و راه 

در  )بيولوژيكي (پينن از اين طريق - αاندازي توليد  

هدف اين . صنعت اسانس بسيار مهم  و قابل اجرا است

بوده است كه بيولوژيكي رگوني دگ تحقيق اثبات اهميت

يك شاخه بسيار مهم از زيست فن آوري محسوب مي 

  . در ايران بسيار مورد توجه قرار گرفته است شود و اخيراً

مين مواد اوليه ، أشايد با توجه به ابزارهاي مورد نياز مانند ت

ي و غيره بتوان ادعا يانواع صمغ ها و عصاره گياهي و دارو

اين شاخه از بيوتكنولوژي نسبت به شاخه كرد كه در ايران 

  .هاي ديگر خيلي زودتر قابل راه اندازي باشد
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 گروه زيست شناسي دانشگاه الزهرااز : تشكر و قدرداني

بي نهايت  كه امكان انجام اين پژوهش را فراهم آوردند 

از جناب آقاي دكتر رحيم همچنين  .ي مي گرددارسپاسگز

يمي دانشگاه الزهراء كه حكمت شعار مدير گروه محترم ش

امكان استفاده از  دستگاه گاز كروماتوگرافي را در اين 

  .و قدرداني مي گرددتشكر  پژوهش فراهم آوردند
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Abstract   

In the present study, microorganisms were isolated by screening methods from Ferula 

galbanum Boiss , galbanum gum and surrounding terpene soaked soils which are nature 

source of oily ethers. Twenty four microorganisms (15 fungi, 9 bacteria) were isolated. 

Microorganisms were tested for their ability to produce α-pinene in the present β-pinene. 

The biotransformation medium involved, 100 ml buffer phosphate (Na2HPO4, NaH2PO4), 

pH 6, 100 µl β-pinene, and 1g biomass, 37 º C, 150rpm and 22 h. Biotransformation 

products were extracted with n-hexan and analyzed by gas chromatography. One 

bacterial isolated capable of forming β-pinene to α-pinene. The growing conditions i.e. 

carbon source and nitrogen source were optimized.The maximum cell density were 

33.59 g l
-
'  and 40.44 gl

-1  
in presence of  30 g l

-
' glycerin as carbon source and 7 gl

-1
 urea 

as nitrogen source, respectively.The biotransformation rate was improved under optimal 

conditions.The maximum α-pinene were formed as  0.133%  and 0.205 % with 20 g l
-
' 

glycerin and 7 g l
-
' urea were applied as carbon and nitrogen sourses , respectively. 

Keywords: Natural essence, Ferula galbanum gum, Biotransformation, β-pinene, α-

pinene 

 


