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  تقدیم به:

  برادر مهربانمدو و  مپدر و مادر عزیز

 

  و پشتیبانی محکم و مطمئن   هاي زندگی همواره یاوري دلسوز و فداکار ي ها و دشوار که در سختی

  .اند برایم بوده
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  :تقدیر و تشکر

د یتااز اس ـ. که توفیق را رفیق راهم ساخت تا این پایان نامه را به پایان برسانم شکر شایان نثار ایزد منان

 بـه  ي دکتـر کـامبیز جهـان بـین    جناب آقـا و  جناب آقاي دکتر حمیدرضا صمدلویی فاضل و اندیشمند

  دارم. را تشکر کمال اند، داه قرار خود محبت و لطف مورد را نگارنده همواره که راهنما اساتید عنوان

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 و 
 

  تعهدنامه

دانشـکده   علوم و مهندسی صنایع غـذایی دانشجوي دوره کارشناسی ارشد رشته  پریسا جلالیاینجانب  

استخراج، خالص سازي و شناسـایی سـاختار پلـی     نویسنده پایان نامه صنعتی شاهروددانشگاه  کشاورزي

 تحـت راهنمـائی   Rhodotorula minutaسـاکارید غالـب محلـول در آب حاصـل از گونـه مخمـري       

  متعهد می شوم.. و دکتر کامبیز جهان بین دکتر حمیدرضا صمدلویی آقایان

تحقیقات در این پایـان نامـه توسـط اینجانـب انجـام شـده اسـت و از صـحت و اصـالت          

  برخوردار است .

 . در استفاده از نتایج پژوهشهاي محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است 

  مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگـري بـراي دریافـت هـیچ نـوع      مطالب

 مدرك یا امتیازي در هیچ جا ارائه نشده است .

          کلیه حقوق معنوي این اثر متعلق بـه دانشـگاه صـنعتی شـاهرود مـی باشـد و مقـالات

 Shahrood  University  of  Technology« و یا » دانشگاه صنعتی شاهرود « مستخرج با نام 

 به چاپ خواهد رسید .» 

      حقوق معنوي تمام افرادي که در به دست آمدن نتایح اصلی پایـان نامـه تأثیرگـذار بـوده

 رعایت می گردد. پایان نامهاند در مقالات مستخرج از 

      ( یـا بافتهـاي آنهـا ) در کلیه مراحل انجام این پایان نامه ، در مواردي که از موجود زنـده

 است ضوابط و اصول اخلاقی رعایت شده است . استفاده شده

در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردي که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسـی یافتـه یـا    

  استفاده شده است اصل رازداري ، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است

  ریختا

امضاي دانشجو                                                                                                                                    

  

  

  

 مالکیت نتایج و حق نشر

 رم انه اي ، ن رای امه هاي  رن کتاب ، ب آن (مقالات مستخرج ،  ر و محصولات  یه حقوق معنوي این اث کل

ر ها و تجهیزات ساخته شده است ) متعلق به  زا ف اشد . این مطلب ا ه صنعتی شاهرود می ب دانشگا

یدات علمی مربوطه ذکر شود . ول در ت اید به نحو مقتضی   ب

.اشد می ب ز ن امهبدون ذکر مرجع مجا ان ن ای ایج موجود در پ ت ز اطلاعات و ن ده ا ا ستف  ا
 



 ز 
 

  چکیده
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(گـرم در   511/3بـه ترتیـب    از مخمر ردوترولا مینوتا تولید شد. بازده پلی ساکارید خام و خـالص شـده  

(گرم در لیتر) بدست آمد. ویژگی هاي ساختاري پلی ساکارید توسط آنـالیز متیلاسـیون    081/2لیتر) و 

بررسی شد. نتایج بدست آمده نشان داد کـه واحـدهاي تشـکیل دهنـده اسـکلت اصـلی پلـی سـاکارید         

زنجیـر اصـلی از محـل کـربن     ) است کـه در برخـی از نقـاط    1→3) و (1→4خالص مانوز با اتصالات (

مانوز شاخه هاي جـانبی حـاوي واحـدهاي گلـوکز وجـود دارنـد. ابتـدا منـابع مختلـف کـربن            6شماره 

(نشاسته، گلوکز، فروکتوز، لاکتوز و سوربیتول) و منابع مختلف نیتروژن (پپتون کازئین، پپتـون گوشـت،   

بررسـی شـدند.   تولید پلی سـاکارید   ی میزاناي ارزیابنیترات آمونیوم، پودر سویا، اوره و عصاره مخمر) بر

سپس به منظور بهینـه سـازي    .استفاده شد براي انتخاب ترکیبات کلیدي روش یک فاکتور در یک زمان

از روش سطح پاسخ استفاده شد. بـا اسـتفاده از روش یـک فـاکتور     کیبات کلیدي محیط کشت میزان تر

بع نیتروژن) به عنوان ترکیبات خـوب بـراي بدسـت    در یک زمان، نشاسته (منبع کربن) و پودر سویا (من

گـرم در   4/13شـدند. حـداکثر بـازده اگزوپلـی سـاکارید (      انتخابآوردن حداکثر بازده اگزوپلی ساکارید 

گرم در لیتر پودر سویا بـا اسـتفاده از روش سـطح     30گرم در لیتر نشاسته و  15لیتر) در محیط حاوي 

  پاسخ بدست آمد.
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  هدف و مقدمه

 بـراي  تواننـد  مـی  کـه  شـوند  مـی  یافـت  ها میکروارگانیسم و حیوانات گیاهان، تمام در ها کربوهیدرات

 ایـن  .باشـند  مـی  غـذایی  مواد در ترکیبات بیشترین از یکی ها کربوهیدرات .باشند استفاده قابل انسان

 بافـت  و طعم ایجاد عامل بلکه باشند می انسان بدن نیاز مورد انرژي 70% کننده تامین تنها نه ترکیبات

 سـه  بـه  هـا،  کربوهیـدرات  سـاختار  در مونوساکارید واحدهاي تعداد براساس .باشند می غذا در مطلوب

 اسـاس  بـر  سـاکارید  پلـی  د.شـون  مـی  تقسیم ساکاریدها پلی و الیگوساکاریدها مونوساکاریدها، ي دسته

 Wang, etشـوند (  می تقسیم میکروبی و جانوري گیاهی، ساکاریدهاي پلی ي دسته سه به تولید منشا

al., 2012.( به آیند، در انسان خدمت به توانند می که موجوداتی عنوان به ها میکروارگانیسم شناخت 

 میکروبیولـوژي  دانـش  گـذار  پایه و شناسی میکروب دانش پدر پاستور لویی .گردد می باز اخیر قرن دو

 متعـدد  دارویـی  و شـیمیایی  مـواد  تولید براي را راه سیلین پنی تکنولوژي تولید .باشد می نیز صنعتی

 شـده  گیـاهی  سـاکاریدهاي  پلـی  جایگزین میکروبی ساکاریدهاي اگزوپلی اخیر هاي دهه رد کرد هموار

 پلـی  .آیند می دست به بالاتري خلوص درجه با و فراوان مقدار به و بوده برخوردار زیر خواص از که اند

 سـاکاریدهاي  پلـی  . شـوند  می تقسیم گروه دو به قرارگیریشان موقعیت به بسته میکروبی ساکاریدهاي

 ي حملـه  برابـر  در هـا  میکـروب  حفاظـت  در مهمی نقش و گیرند می قرار سلول سطح در که کپسولی

 بـه  کـه  سـلولی  خـارج  سـاکاریدهاي  پلـی  و دارنـد  ها بیوتیک آنتی و سمی ترکیبات فاگوسیتوز، فاژها،

 ) محـیط  در شـده  رها و شده متصل ( گروه دو به خود ساکاریدها اگزوپلی .میشوند ترشح سلول خارج

 محیط در شده رها و شده متصل ساکاریدهاي اگزوپلی از کدام هر (Willard, 2012).  میشوند تقسیم

 مقابـل  در سـلولها  از شده رها ساکاریدهاي اگزوپلی مثال طور به هستند، فردي به منحصر مزایاي داراي

 شـیمیایی،  و فیزیکـی  خـواص  ). به علـت Patel and Prajapa, 2013میکنند ( محافظت مس و نیسین

 کننـده  اي ژله کننده، ویسکوزیته عوامل به عنوان غذایی صنایع در گسترده طور به ساکاریدها اگزوپلی

 ویروسی، ضد سرطانی، ضد خواص میتوان به آنها بیولوژیکی اثرات از . شوند می استفاده دهنده قوام و

 تواننـد  می چنین هم .کرد دهنده ي قند خون اشاره کاهش خون، کلسترول دهنده کاهش التهابی، ضد
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). عمومـا  1391باشند . ( مبینـی و همکـاران،    داشته بیوتیکی پري اثر و مانده پایدار گوارش دستگاه در

 ,Ravella). کننـد  مـی  تولید متفاوتی هاي ساکارید اگزوپلی ها میکروب تر، پیچیده هاي اکوسیستم در

et al., 2010) بـه  بسـتگی  و باشـد  مـی  زیاد بسیار میکروبی ساکاریدهاي پلی فیزیکوشیمیایی عملکرد 

 نقـش  فهمیـدن  بـراي  سـاکارید  اگزوپلی ساختار شناخت(Ozturk, et al., 2010). دارد  ها آن ساختار

 ي همـه  در سـاکاریدها  پلی .باشد می مفید بسیار ساکارید اگزوپلی بیولوژیکی فعالیت و فیزیکوشیمیایی

     مختلـف  مونوسـاکارید  40- 50متنوع متشکل از بیوشیمیایی ساختارهاي و دارند وجود ها ارگانیسم

 مثـال  بـراي  مختلـف  هـاي اسـتخلافی   دارند. گروه گلیکوزیدي باندهاي ي پایه بر )پنتوزها و هگزوزها (

 سـاکارید  پلـی  اي شـاخه  یا خطی ساختار در است ممکن ها سولفات یا اسیدها آمینو آسیل، هاي گروه

 (Liu, et al., 2010). باشند  داشته وجود

 اي گسـترده  طیـف  در سـاکاریدها  اگزوپلـی  فیزیکوشـیمیایی  و بیولـوژیکی  مفیـد  هـاي  ویژگی علت به

 دارویـی  و آرایشـی  صـنایع  بنـدي،  بسـته  شـیمیایی،  صـنایع  غذا، صنعت جمله از تجاري ازکاربردهاي

 عنـوان  بـه  رئولـوژیکی  هـاي  ویژگی بدلیل صنعت در ساکاریدها پلی .)Ates, 2015شوند ( می استفاده

 سـاکارید  پلـی  متفـاوت  زیستی فعالیت بدلیل امروزه شوند می استفاده کننده ژل عوامل و کننده غلیظ

 ضـد  رادیـویی،  امـواج  محـافظ  ژنتیـک،  جهـش  ضد خون، انعقاد ضد باکتري، ضد خاصیت جمله از ها

  .(Liu, et al., 2017)اند گرفته قرار توجه مورد بسیار سرطان ضد و اکسیداسیون

 مـی  قـرار  اسـتفاده  مـورد  بـالا  اقتصـادي  ارزش با ترکیبات تولید براي وسیعی طور به تخمیر تکنولوژي

 عامـل  مهمتـرین  .دارنـد  غذایی و شیمیایی دارویی، صنایع انرژي، تولید در بسیاري کاربردهاي که گیرد

 هـاي  میکروارگانیسـم  .باشـد  بـازار  تقاضـاي  مـورد  محصول آن که است این تخمیري محصول تولید در

 مـی  کـم  بسـیار  تولیـد  میزان اما اند شده گزارش مهم ثانویه و اولیه هاي متابولیت تولید براي بسیاري

 بـازدهی  افـزایش  هـاي  روش میکروبـی  محصـولات  اکثـر  تولیـد  اقتصـادي  ي صرفه داشتن براي .باشد

  .)Rajeswari, et al., 2014است ( شده کشف بسیاري
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 هـر  زیـاد  مقیـاس  در تولیـد  از قبـل  کـه  باشـد  مـی  کارهـا  مهمترین از یکی کشت محیط سازي بهینه

 قـدیمی  هـاي  روش از اسـتفاده  بـا  کشـت  محـیط  سازي بهینه 1970از  قبل .شود انجام باید متابولیت

 پیـدایش  بـا  حـاظر  درحـال  .بـود  بسیاري آزمایشات نیازمند و بر زمان پرهزینه، بسیار که شد می انجام

 گـرفتن  در مطمـئن  و صـرفه  بـه  موثر، آسان، بسیار کشت محیط سازي بهینه جدید آماري هاي روش

دمـا و دور  pH, تخمیـر (  شـرایط  مناسـبترین  تولیـد  کشـت  محـیط  یـک  طراحی براي .باشد می نتیجه

 ,.Wang et alشـوند (  تعیـین  کـربن و نیتـروژن) بایـد   ( کشـت  محیط کلیدي ترکیبات مقدار همزن) و

2011.( 

 و مینوتـا  ردوتـرولا  مخمري ي گونه از سلولی خارج ساکارید پلی تولید میزان بررسی تحقیق، این هدف

 تولیـد  بـازده  حـداکثر  تولیـد  براي میکروبی کشت محیط سازي بهینه همچنین و آن ساختار شناسایی

 و باشـند  مـی  رشد به قادر نمک و قند بالاي هاي غلظت حضور در باشد. مخمرها می ساکارید پلی اگزو

 یـک  ساکارید پلی کنندگان تولید میان از دلیل همین به دارند نیاز ها باکتري به نسبت کمتري رطوبت

 صـنایع  در آنهـا  بسـیار  کـاربرد  و سـاکاریدها  پلـی  زیـاد  اهمیـت  دلیـل  شد. به انتخاب مخمري ي گونه

 ترکیـب  دو سـازي  بهینه ساکارید پلی بازده افزایش براي .گرفت قرار نظر مد ساکارید پلی تولید مختلف

  .شد انجام نیتروژن منبع و کربن منبع جمله از کشت محیط کلیدي
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  کربوهیدرات ها: -1-1

کربوهیدرات ها فراوانترین ترکیبات آلی موجود در طبیعت هسـتند و  
3

4
مـاده خشـک دنیـاي گیـاهی را      

تشکیل می دهند. اطلاق نام کربوهیدرات به این دسته از مواد ریشه در دورانی دارد که تصـور مـی شـد    

فرمـول   تمام ترکیبات متعلق به این گروه از نظـر فرمـولی هیـدراتی از کـربن هسـتند و از ایـن جهـت       

نیز براي آنها پیشنهاد گردید. اگر چه بعدها مشخص شد که این فرمول در مـورد تمـام     Cn(H2O)nکلی

یـا همـی سـلولز) امـا از نظـر اینکـه ایـن         1ترکیبات وابسته به این گروه صادق نمی باشد (مثل پکتـین 

ربوهیـدرات جایگـاه   ترکیبات داراي خصوصیات مشترك دیگري با مواد با فرمول ذکر شده بودنـد، واژه ک 

خود را حفظ نموده و همچنان مورد استفاده قرار می گیـرد. بـا توجـه بـه فراوانـی و همچنـین ارزانـی،        

کربوهیدرات ها تأمین کننده بخش اعظم انرژي در رژیم غذایی اکثـر سـاکنان زمـین مـی باشـند و در      

بسیار مهمی دارنـد. صـرف نظـر     تغذیه دام و طیور نیز که خود مورد استفاده انسان قرار می گیرند نقش

، همـی سـلولز و پکتـین) تقریبـا بـدون تغییـر از       3، سایر پلی سـاکاریدها (سـلولز  2از نشاسته و گلیکوژن

دستگاه گوارش انسان خارج می شوند. این گروه که تحت نام فیبرهاي غذایی از آنها نام برده مـی شـود   

به ظاهر فاقد اهمیت تغذیه اي هستند ولـی عمـلا    و عمدتا در دیواره سلولهاي گیاهی وجود دارند اگرچه

نقش مهمی در تغذیه و سلامت انسان ایفا می کنند. زیرا باعث ایجاد حجم در مواد غذایی مصـرف شـده   

  ).1386می شوند که این وضع به تخلیه مواد از روده کمک موثري می نماید (فاطمی، 

ممکـن اسـت بـه طـور طبیعـی در       می باشند کهکربوهیدرات ها یکی از مهمترین ترکیبات مواد غذایی 

ماده غذایی وجود داشته باشند و یا براي بهبـود خـواص تغذیـه اي و همچنـین در بیشـتر مـوارد بـراي        

بهبود بافت و افزایش کیفیت محصولات غذایی به آنها افزوده شود. بسیاري از کربوهیدرات ها بـه عنـوان   

 شوند  تثبیت کننده و فیبرهاي رژیمی به مواد غذایی اضافه می

                                                                    
1 Pectin 
2 Glycogen 
3 Cellulose 
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.(Yolanda Brummer and Steve W. Cui, 2005)       نقش هاي متنـوع و بسـیار کربوهیـدرات هـا بـه

عنوان ترکیبات ساختاري و ذخایر انرژي و دیگر نقش ها آنها را به عنوان مهمترین ترکیبـات بیولـوژیکی   

کربوهیدرات ها بـه سـه گـروه مونوسـاکاریدها، الیگوسـاکاریدها و       (Zaccheus, 2012)ایجاد کرده است 

  پلی ساکاریدها تقسیم می شوند.  

ــاکاریدها از      ــتند. الیگوس ــا هس ــدرات ه ــاختمان کربوهی ــرد س ــاي منف ــوك ه ــاکاریدها بل  2-10مونوس

ان مونوساکارید تشـکیل شـده انـد. مونوسـاکاریدها بـه عنـو       10مونوساکارید و پلی ساکاریدها از بیش از 

بـر اسـاس اینکـه شـامل گـروه هـاي آلـدوز یـا کتـوز باشـند شـناخته مـی شـوند.               5و کتوزها 4آلدوزها

کربوهیدرات ها را بیش تر بر اساس تعداد اتم کربن موجود در ساختمان آنها دسـته بنـدي مـی کننـد :     

 10کربنـه هـا)، هپتوزهـا   6( 9کربنه ها)، هگزوزها5( 8کربنه ها)، پنتوزها4( 7کربنه ها)، تتروزها3(  6تریوزها

    (Lundqvist, 2015). )1-1کربنه ها) (شکل 7(

                                                                    
4 Aldose 
5 Ketose 
6 Triose 
7 Tetrose 
8 Pentose 
9 Hexose 
10 Heptose 
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   (Lundqvist, 2015). ، آلدوتتروزها، آلدوپنتوزها و آلدوهگزوزآلدوتریوزها عمومی ساختار:  1-1 شکل

کـربن   OHتعریف می شود و توسط جهـت یـابی گـروه     Lیا  Dساختمان کلی مونوساکاریدها به عنوان 

بالاترین شماره تعیین می گردد. کربوهیدرات ها به طور وسیعی هـم در حیوانـات و هـم در بافـت هـاي      

  گیاهی توزیع شده اند که به عنوان:

 گلیکوژن، ...)11ذخیره انرژي (نشاسته، فروکتان ،  

 13، مانان12مواد ساختاري (سلولز، کیتین(... ،  

 ترکیبات محافظت کننده  

  14اطلاعات (اسیدهاي نوکلئیکعامل هاي انتقال(  

 براي تولید الکل هاي قندي 15احیا گروه کربونیل  

                                                                    
11 Fructan 
12 Chitin 
13 mannan 
14 Nucleic acid 



٥ 
 

 اکسیداسیون گروه کربونیل یا هیدروکسیل براي اسیدهاي قندي  

         جایگزینی یک یا چند هیدروکسیل توسط گـروه هـاي مختلـف شـیمیایی، هیـدروژن، بـراي تولیـد

 قندهاي داکسی و گروه هاي آمینو

امل طیف گسترده اي از مولکول ها می باشند و بر اساس سـاختار شـیمیایی   کربوهیدرات هاي غذایی ش

  به سه گروه اصلی طبقه بندي می شوند:

 مولکول ها با وزن مولکولی پایین (مونوساکاریدها و دي ساکاریدها) )1

 الیگوساکاریدها با وزن مولکولی متوسط )2

 پلی ساکاریدها با وزن مولکولی بالا )3

مونوساکاریدها مشخص می باشد در طبیعت به صورت مونـومر مـی باشـند کـه نمـی      همانطور که از نام 

  (Izydorczyk‚et al., 2005). توانند به قندهاي ساده تر هیدرولیز شوند

  انواع پلی ساکاریدها: -1-2

% 99پلی ساکاریدها از مونوساکاریدها ساخته می شوند که آنها بخشی از کربوهیدرات هـا مـی باشـند و    

گیاهان یافت می شوند. پلی ساکاریدها معمولا خالص نیستند و در تمـاس بـا دیگـر پلـی سـاکاریدها،      در 

نـوع   و یا پروتئین ها (که توسط باندهاي کوالان یا غیر کوالان) مـی باشـند. معمـولا دو   16 پی فنولیک ها

ر دو روشـهاي  پلی ساکارید تجاري استخراج شده با آب و استخراج شده با الکل تولید می شـوند کـه ه ـ  

بسیار متداولی می باشند. جدا از منشا پلی ساکاریدها اثر ضد تومـوري پلـی سـاکاریدها معمـولا بخـاطر      

     (Kawagishi‚ et al.‚ 1990). می باشد  β-glucanو ترکیب پروتئین با  β-glucan-3,1   ساختار

  

  

                                                                                                                                                                                                      
15 Carbonyl 
16 Polyphenols 
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  پلی ساکاریدهاي گیاهی: -1-2-1

  سلولز  -1-2-1-1

سلولز فراوانترین کربوهیدرات موجود در طبیعـت اسـت. ترکیبـات سـاختاري گیاهـان عمـدتا از سـلولز        

تشکیل شده است، مانند چوب که به میزان زیادي از سلولز و لیگنین ساخته شده اسـت. در حـالی کـه    

 ـ وکز کـه  کاغذ و نخ شامل سلولز خالص می باشند. سلولز پلیمري است که از واحدهاي تقریبا تکراري گل

  متصل شده اند تشکیل شده است. βتوسط باندهاي 

% کربن موجود در گیاهان بدلیل حضور سلولز مـی باشـد. سـلولز در    40سلولز نامحلول در آب می باشد. 

% سـلولز و در  8گیاهان به عنوان ترکیبات فیبري عمل می کنـد. عمـدتا دیـواره ي سـلول هـاي شـامل       

% 95و پکتین می باشد در صورتیکه دومین دیـواره سـلول شـامل     % باقی مانده همی سلولز92حالی که 

سلولز می باشد. طبیعتا فیبرهاي سلولز ناخالص می باشند. بعضـی از باکتریهـا سـلولز بسـیار خـالص در      

  ).Whistler and BeMiller‚ 1993(مقایسه با جانوران تولید می کنند 

  پکتین  -1-2-1-2

بخش هاي غیر چـوبی گیاهـان حضـور دارد و پکتـین از خـانواده ي       پکتین در دیواره هاي ابتدایی و در

). پکتین یکـی از بیشـترین ترکیبـات دیـواره     Khan, et al., 2015پلی ساکارید هاي پیچیده می باشد (

سلول هاي گیاهی می باشد. این ترکیبات به طور معمـول در میـوه هـا و سـبزیجات یافـت مـی شـوند.        

 نویه برخی محصولات در صنایع غذایی می باشدپکتین تجاري معمولا محصول ثا

 )Izydorczyk, et al., 2005.(  
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  پلی ساکارید هاي میکروبی: -1-2-2

 17صمغ زانتان -1-2-2-1

 18صمغ زانتان یک پلی ساکارید خارج سلولی مـی باشـد کـه توسـط بـاکتري زانتامونـاس کمپسـتریس       

تولید شد و بعد از انجام آزمون هـاي سـم شناسـی و ایمنـی      19تولید می شود. اولین بار توسط کلکوایل

قـرار گرفـت. امـروزه زانتـان در      FDAبراي استفاده در غذا در کشور آمریکا مورد تاییـد   1969در سال 

سرتاسر جهان مورد تایید می باشد و یکی از پلی ساکاریدهایی است کـه بیشـترین مطالعـه بـر روي آن     

در صمغ زانتـان بـه طـور قابـل تـوجهی بـه گونـه زانتامونـاس          20پیروویک انجام شده است. مقدار اسید

کمپستریس بستگی دارد. باکتري کمپستریس ایجاد محلول هاي زانتان با ویسکوزیته هـاي مختلـف مـی    

دالتـون).   8000000تـا   300000کند. صمغ زانتـان پلـی سـاکارید بـا وزن مولکـولی بـالا مـی باشـد (        

ختار صمغ زانتان را بصورت مارپیچ با شاخه هاي جانبی نشـان مـی دهـد    مطالعات مدلسازي مولکولی سا

Izydorczyk‚ et al.‚ 2005)(.  مشخص است زانتان از دو  2-1همانطور که در شکلD-  گلـوکز، دوD-

. صـمغ زانتـان   (Rosalam and England, 2006)اسید گلوکورونیک تشکیل شده است -Dمانوز و یک 

تشکیل می دهد و در میزان کافی پلیمر، خاصیت ژلاتینـی ضـعیفی ایجـاد     محلول هاي بسیار ویسکوز را

می کند. زانتان به طور وسیعی در غذا استفاده می شود به این علت که حلالیت خوبی هـم در محلـول   

هاي سرد و هم در محلول هاي گرم دارد و حتی ویسکوزیته بـالا در غلظـت هـاي خیلـی پـایین صـمغ       

گرمایی بسیار بالا دارد. صمغ زانتان صمغ غیـر ژلـی اسـت و بـه دلیـل اینکـه        ایجاد می کند و پایداري

رفتار جریان تنش برشی ایده آل و ساختارهاي ژل ضعیف دارد. صمغ زانتان در آب سـرد هـم هیدراتـه    

می شود اگرچه حلالیت و آبگیري خوب صمغ بستگی به سایز ذرات، کیفیت حلال، سرعت هـم زدن و  

ستفاده دارد. صـمغ زانتـان خصوصـیات پوششـی عـالی بـراي سوسپانسـیون هـاي         میزان حرارت مورد ا

                                                                    
17 Xanthan 
18 Xanthomonas campestris 
19 Kelco-AIL 
20 Pyruvic acid 
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کلوییدي در حالت استراحت ایجاد می کند. همچین کاربرد صمغ زانتـان در محصـولات لبنـی از جملـه     

بستنی، خامه ترش و خامه استریل زده شـده بـراي بدسـت آوردن ویسـکوزیته مناسـب، دوره پایـداري       

رارتی، کنترل حالت شنی و همچنین خصوصـیات دیگـر در طـول فرآینـد     طولانی، محافظت از شوك ح

شناخته شده است. صمغ زانتان به ایجاد بافت نرم، هوادهی در بافـت و افـزایش مـدت زمـان نگهـداري      

محصولات پخت کمک می کند. همچنین صمغ زانتان براي جـذب آب یکنواخـت و بهبـود اخـتلاط بـا      

 ن امر براي کیفیت کلی و عمر نگهداري کیکها مهم مـی باشـد  مواد خشک کیک مخلوط می شود که ای

)Izydorczyk‚ et al.‚ 2005(  

 

  .)Donot, et al., 2012(زانتان  ساختار :2-1 شکل
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  پولولان -1-2-2-2

پولولان یک هموپلی ساکارید خارج سلولی گلوکز می باشـد کـه توسـط بسـیاري از گونـه هـاي قـارچی        

تـا   150000تولید می شود. وزن مولکـولی پولـولان در محـدوده     A. pullulanمخصوصا  21ائروبازیدیوم

باعث افزایش انعطـاف پـذیري شـاخه هـاي      1→6دالتون می باشد. حضور باند گلیکوزیدي  2000000

پولولان و در نتیجه حلالیت خوب آن در آب در مقایسه با دیگـر پلـی سـاکاریدهاي خطـی شـده اسـت       

    ). 3-1(شکل 

آمـیلاز بـزاق انسـان بـه     -αپولولان محلول هاي با غلظت بسیار زیاد ایجاد می کند. پولولان فقط توسـط  

ثابـت   pHطور ناقص هیدرولیز می شود. بدلیل پایداري ویسکوزیته ي محلـول هـاي حـاوي پولـولان بـا      

بـه عنـوان   کاربردهاي پولولان در سس ها و سیستم هاي غذایی دیگر یافت شده است. پولولان همچنین 

  چسب براي کاغذها و محصولات چوبی و فلزها استفاده می شود.

قابلیت هضم کم پولولان آن را به یک ترکیب خوب براي تولید غذاهاي کم کالري یـا آشـامیدنی هـا بـا     

جایگزینی  نشاسته ها تبدیل کرده است. پولولان همچنین یک عامل خـوب تشـکیل فـیلم بـراي تولیـد      

باشد. همچنین مـی تـوان از آن بـه عنـوان عوامـل پوشـش دهـی بـراي تولیـد           فیلم هاي خوراکی می

  et al.‚ 2005)‚ .(Izydorczyk محصولات با سطح براق و صاف استفاده کرد 

 

  ).Donot, et al., 2012پولولان ( ساختار: 3-1 شکل

                                                                    
21 Aureobasidium 
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  ژلان    -1-2-2-3

اسـت و توسـط بـاکتري     صمغ ژلان یک صمغ دي استیل می باشد که یک پلی ساکارید خـارج سـلولی  

تولید می شود. صمغ ژلان امـروزه در بسـیاري از کشـورها از جملـه اسـترلیا، کانـادا،        22ائروموناس الودآ

ایالت متحده آمریکا، مکزیک، ژاپن، کره شمالی و فیلیپین به عنوان افزودنی در غذا اسـتفاده مـی شـود.    

ژلان مـی توانـد مـارپیچ هـاي دوتـایی      شاخه هاي پلی ساکارید به محض سرد کردن محلول هاي حاوي 

تشکیل دهد و ساختار ضعیف ژل را ایجاد می کند. در حضور کاتیون هاي مناسـب (کلسـیم یـا سـدیم)     

هلیکس هاي دوتایی با کمک کاتیون ها تشکیل می شود که منجر به تشکیل شبکه هاي ژلی قـوي مـی   

  شود.

و ویژگی هاي ژل آن بسـتگی بـه درجـه ي     صمغ ژلان به عنوان حامل هاي ژل کننده استفاده می شود

و حضور یون هاي مخالف دارد. به عنوان مثال صمغ ژلان با میـزان گـروه آسـیل بـالا ژل      23آسیلاسیون

% تشـکیل مـی دهـد. مقاومـت ژل     2/0هاي نرم، الاستیک، شفاف و انعطاف پذیر در غلظت پلیمر بـالاي  

افزایش می یابد. ژلان بـه عنـوان عامـل هـاي ژل      صمغ ژلان با میزان آسیل پایین با افزایش غلظت یون

 کننده در دسرهاي ژلی، محصولات لبنی و صنعت قنادي استفاده می شود

   .(Izydorczyk.‚et al.‚ 2005)   

  مالتودکسترین: -1-2-2-4

مالتودکسترین ها از مهمترین صمغ هاي مورد استفاده در صـنعت مـواد غـذایی هسـتند کـه عمومـا از       

بـه دسـت مـی آینـد.      باسـیلوس  نشاسته به کمک آنزیم هاي آلفا آمیلاز از انـواع گونـه هـاي   هیدرولیز 

 20مالتودکسترین، پلیمري از ساکاریدهاي فاقد طعم شیرین بوده که اکـی والان دکسـتروز آن کمتـر از    

بـه   و شامل مخلوطی از ترکیبات با وزن مولکولی بین پلی ساکاریدها و الیگوساکاریدها است کـه امـروزه  

صورت پودرهاي سفیدرنگ یا شربت هاي غلیظ در دسترس می باشند. این پلی ساکارید به عنـوان یـک   

                                                                    
22 Auromonas elodea 
23 Acylation 
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افزودنی غذایی به دلیل ایجاد ژل، قوام، بافت، افزایش ویسکوزیته، مقاومت به دماي بالا، افـزایش میـزان   

مالتودکسـترین هـا    ماده خشک، ممانعت از کریستالیزاسیون و کنترل دماي انجماد اسـتفاده مـی شـوند.   

در کاهش واکنش هاي میلارد نیز نقش دارند و در میکروکپسولاسیون ترکیبات غذایی حسـاس، نسـبت   

  .(Chronakis‚ 1998) به سایر مواد متداول از این نظر مفیدتر هستند

  انواع پلی ساکارید هاي میکروبی: -1-3

تولید می کنند. حتی برخی از آنها قادرنـد بـیش   باکتري ها و قارچ ها انواع مختلفی از پلی ساکاریدها را 

% وزن خشک خود، پلی ساکارید تولید نمایند. از بین ایـن پلـی سـاکاریدها برخـی داراي خـواص      50از 

مشابه آگار هستند که بخاطر خصوصیات رئولوژیکی متفاوت، داراي کاربردهاي صنعتی ارزشـمند بـوده و   

به طور کلی پلی ساکاریدهاي میکروبی بـه دو شـکل مشـاهده    به عنوان هیدروکلوئید شناخته می شوند. 

می گردند. نوع اول به دیواره سلولی متصل باقی می مانند کـه بـه آنهـا پلـی سـاکاریدهاي کپسـولی یـا        

اندوپلی ساکارید می گویند و نوع دوم که به فضاي خارج سلولی، ترشح می شـوند پلـی سـاکارید هـاي     

نامیده می شوند. آنچه در صنعت مورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت پلـی       خارج سلولی یا اگزوپلی ساکارید

پلی ساکاریدها بـر اسـاس موقعیـت خـود      . (Peng‚ et al.‚ 2003)ساکارید هاي خارج سلولی می باشد

قرار گرفته انـد   24نسبت به سلول دسته بندي می شوند. برخی از آنها به صورت داخل سلولی سیتوزول

انرژي مطرح می باشـند. گـروه دوم بـه عنـوان اجـزاي دیـواره سـلولی نظیـر          و به عنوان منبع کربن یا

اسید شناخته می شوند. گروه سوم آنهایی هستند که در خارج از دیـواره   26و تایکوئیک 25پپتیدوگلیکان

). این دسته از پلی ساکاریدها آزاد هسـتند و مـی تـوان    1389(حاج مصطفی،  ي سلولی واقع می شوند

  . ) (Kumar‚ et al.‚ 2007ا توسط سانتریفیوژ از سلول هاي میکروبی جداسازي کردبه راحتی آنها ر

  

                                                                    
24 Cytosol 
25 Peptidoglycan 
26 Theichoic acid 
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  هاي میکروبی: 27اگزو پلی ساکارید  -1-3-1

از نظر تعریف اگزو پلی ساکاریدها، پلی ساکاریدهاي بلند زنجیره اي از واحدهاي تکـرار شـونده قنـدي و    

قنـدي عمـدتا گلـوکز، گـالاکتوز و رامنـوز      غیر قندي هستند که شاخه دار نیـز مـی باشـند. واحـدهاي     

هستند. به بیان دیگر پلی ساکاریدهاي میکروبی ترکیبات برون ریـزي هسـتند کـه از سـلول بـه بیـرون       

ترشح می شوند و مقدار و ساختمان شـیمیایی آنهـا بسـتگی بـه نـوع میکروارگانیسـم تولیـد کننـده و         

رد. در واقع اگزوپلـی سـاکاریدهاي میکروبـی، پلـی     سوبستراي کربنی دارد که در اختیار آنها قرار می گی

با دیواره سلولی ارتباط دارند یـا بـه صـورت     28ساکاریدهاي برون سلولی هستند که یا به صورت کپسول

اسلایم به محیط خارج ترشح می شـوند. البتـه در برخـی از مـوارد هـر دو نـوع پلـی سـاکارید (شـکل          

تولید می شوند که در چنین حالتی تشـخیص نـوع    کپسولی و شکل ترشح شونده) توسط یک میکروب

پلی ساکارید مشکل است. پلی ساکاریدها بر اساس ارتباط ساختاري خود با دیواره سـلولی و انـدازه آنهـا    

اگزوپلـی سـاکاریدها،    نام گـذاري مـی شـوند.    29به نام هاي مختلفی نظیر اسلایم، کپسول و ریز کپسول

ند که به عنوان ژله کننده در صنعت غـذا مـورد اسـتفاده قـرار مـی      پلیمرهایی با وزن مولکولی بالا هست

گیرند. همچنین این ترکیبات می توانند اثرات ثانویه اي به عنـوان امولسـیفایر، پایـدار کننـده، تشـکیل      

 30دهنده سوسپانسیون، کنترل کننده کریستالیزاسیون، مهار آب انـدازي، تشـکیل فـیلم و ریـز پوشـینه     

ی ساکاریدهاي تولید شـده بـه وسـیله ي میکروارگانیسـم هـا بـه عنـوان محصـولات         پل کردن ایفا کنند.

کـه   بیوتکنولوژي مدرن پذیرفته شده اند. از این میان تولید زانتان از بـاکتري زانتومونـاس کامپسـتریس   

به علت اثرات منحصر به فرد آن بر روي خواص رئولوژیکی در صنعت غذا استفاده می شـود و همچنـین   

لید کم آن که تایید شده است، هم اکنون تولید انبوه آن در حال انجام اسـت.  میکروارگانیسـم   هزینه تو

                                                                    
4 Exopolysaccharide 
28 Capsulla 
29 Microcapsular 
30 Encapsulation 
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هاي دیگري نیز پلی ساکارید تولید می کنند. از این میان باکتري هاي اسـید لاکتیـک نظیـر، پروپیـونی     

  ).1389قابل ذکرند (حاج مصطفی،  32و بیفیدوباکتري ها 31باکتري ها

یکروبی شامل هتروپلـی سـاکاریدها و همـوپلی سـاکاریدها هسـتند کـه نـوع اول        اگزوپلی ساکاریدهاي م

محتوي دو یا تعداد بیشتري قند بوده و سنتز آن شامل سیستم آنزیمی پیچیده تـري مـی باشـد و نـوع     

 دوم فقط از یک نوع قند و تحت تاثیر یک سیستم آنزیمی ساده و یا منفرد ساخته می شود 

 .(Peng‚ et al.‚ 2003)  

پلی ساکاریدهاي خارج سلولی امروزه به دلیل حلالیت در آب سرد و گرم، تغییـرات نـاچیز ویسـکوزیته    

در دماهاي متفاوت، پایداري و حلالیت عالی در سیستم هاي اسـیدي، خصوصـیات رئولـوژیکی منحصـر     

ص به فرد، خاصیت پخش شوندگی مناسب، حلالیت در محلول هاي داراي مقادیر متفـاوت امـلاح، خـوا   

امولسیفایري خوب و پایداري در برابر انجماد و رفع انجماد، مصـارف صـنعتی گسـترده تـري یافتـه انـد.       

همچنین میکروارگانیسم هایی که این اگزوپلی سـاکاریدها را تولیـد مـی کننـد عمومـا پتانسـیل تولیـد        

ی شـوند (شـهیدي و   بالایی داشته و فراورده تولیدي آنها به آسانی از طریق تخمیر غوطه وري بازیافت م

  ).1389همکاران، 

  ساختار و فعالیت زیستی پلی ساکاریدهاي قارچی: -1-4

قارچ ها برخلاف سلولهاي جانوري دیواره سلولی و قسمت هاي پیچیده دارند که اساسا پلـی سـاکارید را   

، کیتین و مانان (به ترتیب پلی مرهاي شـامل  33گلوکان(Nimrichter‚ et al.‚ 2005). تولید می کنند 

استیل گلوکز آمـین و مـانوز) مخصوصـا بـه مقـدار زیـاد در دیـواره ي        -Nواحدهاي تکرار شونده گلوکز، 

واحـد مونوسـاکاریدي کـه بـه      10ساختار پلیمري پلی ساکاریدها حداقل از  سلولی قارچ ها وجود دارند.

 ل شده اند تشکیل شده استطور متوالی توسط باندهاي گلیکوزیدي متص

                                                                    
31 Propionibacteria 
32 Bifidobacteria 
33 Glucan 
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Bertozzi and Rabuka‚ 2009) .(  

زمانی که یک مونوساکارید جزء اصلی یک پلی سـاکارید باشـد و در بیشـتر از دو بانـد گلیکوزیـدي وارد      

شود میتواند ساختارهاي خطی یا شاخه اي ایجاد کند. روشهاي معمـول بـراي شناسـایی سـاختار پلـی      

ایـن   ساکاریدها روشهاي کروماتوگرافی همراه با روشـهاي اسپکتروسـکوپی و اسـپکترومتري مـی باشـد.     

روشها اجازه به شناخت توالی و ترکیب پلی ساکاریدها، ساختار آنـومري، نـوع پیونـدهاي گلیکوزیـدي و     

حضور گروه هاي استخلافی می دهد. ترکیبات ساختار سلولی پلی ساکاریدها در سه دوره زنـدگی یافـت   

در تشـکیل   می شوند. مطالعات مختلف نشان می دهد که این پلـی سـاکاریدها نقشـهاي بسـیار مهمـی     

پوشش سلول دارند. در پاتوژن هاي میکروبی یوکاریوتی و پروکـاریوتی، پلـی سـاکاریدها ترکیـب مهمـی      

 ).Mulloy‚ et al.‚ 2009(در دیواره سلول هستند 

  ویژگی هاي عملکردي اگزوپلی ساکاریدهاي مخمري و امکان استفاده آنها:   -1-5

شناخته مـی شـود.    34EPSها تولید می شود با عنوان پلیمرهاي خارج سلولی که توسط میکروارگانیسم 

این میکروارگانیسم ها در تشکیل و تولید بیوفیلم ها و انجام عملکردهاي محـافظتی هماننـد کـم آبـی و     

 Breierová‚ et al., 2005). استرس اسمزي نقش دارند (

ثابـت شـده اسـت. بـا      توانایی ترشح بیوپلیمرها توسط میکروارگانیسم هاي متعلق به گروه هاي مختلـف 

را در تولید مواد غذایی پیدا کـرد.   EPSو ویژگی هاي فیزیکی می توان کاربرد  توجه به ترکیب، ساختار

این پلی ساکاریدها شامل زانتان، دکستران، ژلان تولید شده توسط بـاکتري هـا و همچنـین پولـولان یـا      

خـارج سـلولی توسـط گونـه هـاي       پلی سـاکاریدهاي  اسکلروگلوکان ترشح شده توسط کپک ها هستند.

، 39، لیپومایسـزها 38، دباریومایسـزها 37، کریپتوکوکوس هـا 36، کاندیدا35مختلف مخمر همانند نژادهاي بولرا

                                                                    
34 Extracellular polymeric substances 
35 Bullera 
36 Candida 
37 Cryptococcus 
38 Debaryomyces 
39 Lipomyces 



١٥ 
 

مربـوط بـه متابولیسـم ثانویـه      EPSتولید  تولید می شوند. 42و اسپوروبلومایسزها 41، رودوترولا40پی شیا

تگی بـه فاکتورهـاي زیـادي دارد کـه شـامل      مخمر می باشد و ساختار و ویژگی هاي فیزیکـی آنهـا بس ـ  

 .، دما و غلظت اکسیژن استpHترکیبات محیط کشت و شرایط تخمیر از جمله 

 Rusinova Videva‚ et al., 2010).(  

متاسفانه بازده پایین بیوسنتز این متابولیت ها مانع از تولید آنها در مقیاس صنعتی می شـود و اسـتفاده   

کند. انتخاب گونه هایی با بازده بالا، بهینه سـازي شـرایط تولیـد و همچنـین     گسترده آنها را محدود می 

شناخت مکانیزم هاي مولکولی و مبانی بیوشیمیایی تولیـد بـیش از حـد، یکـی از وظـایف مـورد نیـاز و        

   (Gientka‚ et al.‚ 2015).   ضروري براي کاربرد صنعتی اگزوپلی ساکارید هستند

هاي مخمري و امکان استفاده از آنها مدت زمان زیـادي اسـت کـه شـناخته     کاربردهاي اگزوپلی ساکارید 

شده است براي مثال مخمرها می توانند گالاکتوالیگوساکاریدها را تولید کنند که باعـث افـزایش تکثیـر    

مـی باشـد کـه     43بیفیدوباکتریها در روده می شـود یکـی از آنهـا مخمـر اسپوروبلومایسـز سـینگولاریس      

گالاکتوالیگوسـاکاریدها را در محـیط بـا     44رید تولید می کند. مخمرهاي ردوترولا مینوتاگالاکتوالیگوساکا

تولید می کنند. اگرچه گونه هـاي لیپومایسـز، پـی     45لاکتوز و گلوکوالیگوساکاریدها را در محیط سلوبیوز

ا را در گالاکتوالیگوســاکاریده 48، بــولرا و بریتانومایســز47، کاندیــدا، ترولوپســیز46شــیا، کلــوي ورومایســز

حاوي لاکتوز تولید می کنند که باعث تحریک رشد بیفیدوباکتریوم ها می شوند. به طـور کلـی سـاختار    

نمـاد مولکـول گلـوکز     Glcنماد مولکول گـالاکتوز و   Galمی باشد که  Gal-(Gal)n-Glcاین بیوپلیمرها 

تولیـد شـده بـه     49می باشد. مانـان توسـط ردوتـرولا گلـوتینیس     1-4در محدوده ي بین  nمی باشد و 

                                                                    
40 Pichia 
41 Rhodotorula 
42 Sporobolomyces 
43 Sporobolomyces Singularis 
44 Rhodotorula minuta 
45 Cellobios 
46 Kluyveromyces 
47 Torulopsis 
48 Brettanomyces 
49 Rhodotorula glutinis 
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مورد اسـتفاده قـرار مـی گیـرد.      50عنوان آنتی ژن ایمنی فعال در تشخیص سرولوژیک لیپتوسپیروسیس

  Matsuo‚ et al., 2000). (ایجاد می شود  51این بیماري توسط باکتري جنس لپتوسپرا

  میکروبی در طبیعت: نقش پلی ساکاریدهاي -1-6

میکروارگانیسم هاي مولد پلی ساکارید هاي برون سلولی از انواع محیط هـاي مختلـف جداسـازي شـده     

است. نقش این پلی ساکاریدها متنوع است. پلی ساکاریدهاي پوشینه اي، میکروارگانیسـم هـاي بیمـاري    

نـع فیزیکـی   زا را در برابر سیستم دفاعی میزبان حفاظت می کند. همچنین این پوشینه ها به عنوان موا

در برابر آلودگی به فاژها عمل می کنند. افزون بر ایـن، پوشـینه هـا و غـلاف هـا آب را در خـود حفـظ        

نموده و در برخی موارد در پیشگیري از خشک شدن سلول ها نقش مهمی ایفـا مـی کننـد. یـک نقـش      

ت، نظیـر  مشترك پلی ساکاریدهاي برون سلولی سلول هاي میکروبی آب و خاك، اتصال بـه سـطوح اس ـ  

اتصال به ذرات خاك یا سنگ و همچنین اتصال به یکدیگر. به همین ترتیب، تصـور مـی شـود کـه پلـی      

ساکاریدهاي برون سلولی برخی از عوامل بیمـاري زاي گیـاهی در اتصـال ایـن بـاکتري هـا بـه سـطوح         

  ).1395 ملک زاده و همکاران،( گیاهان میزبان نقش دارند 

  :اهمیت مخمرها در تولید -1-7

شناخت میکروارگانیسم ها به عنوان موجوداتی که می توانند به خدمت انسان درآیند به دو قـرن اخیـر   

بیومـاس و محصـولات حاصـل از مخمرهـا در بخـش هـاي        ).1395 ملک زاده و همکاران،(باز می گردد 

زیادي کاربرد خواهند داشت کـه شـامل نوشـیدنی هـاي الکلـی، غـذاها، سـوخت هـاي زیسـتی، مـواد           

)، مواد دارویی و کنترل آلودگی است. به علاوه سلولهاي مخمر بـه عنـوان   1-1یمیایی صنعتی (جدول ش

مدل تجربی در تحقیقات زیست پزشکی اهمیت دارند. با این وجود اولین تاثیر تجـاري مخمـر بـر غـذا و     

لا شـناخته  فرآیندهاي تخمیري، جایی که ارتباط میان مخمر و آب جو و نان براي استفاده عمـومی کـام  

شده است، بوده و همچنان باقی خواهد ماند. سلامت انسـان و همچنـین تغذیـه انسـان، احتمـالا نقـش       

                                                                    
50 Leptospirosis 
51 Leptospira 
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شناخته شده ي دیگر مخمر در آینده خواهد بود به ویژه زمانی کـه نقـش روزافـزون مخمرهـا در تولیـد      

                      ).   1389مواد دارویی و تحقیقات سرطان در نظر گرفته شود (شهیدي و همکاران، 

 ).1391مواد شیمیایی صنعتی مفید، تولید شده توسط مخمرها (پورنیا و کچوئی،  -1-1جدول 

  

  ماده شیمیایی                      مثال                                 مخمرها

  کاندیدا گیلرموندي ‚لیپولیتیکا اسیدهاي آلی                سیتریک                                  یاروویا 

  ایتاکونیک                                 گونه هاي کاندیدا و ردوترولا                                 

  مالیک                                     کاندیدا یوتیلیس                                  

                                  D-                          اورئوبازیدیوم ‚گونه هاي ساکارومایکوپسیسگلوکورونیک  

                                L-ایزوسیتریک                           کاندیدا برومپتی  

  آلفا کتوگلوتاریک                          کاندیدا هیدروکربوفوماریکا                                

  کاندیدا ‚براسیلیک                                   ترولوپسیس                                

  کاندیدا ‚ترولوپسیس           سباسیک                                                        

  فوماریک                                   کاندیدا هیدروکربوفوماریکا                                 

  اسیدهاي چرب               استئاریک                                 کریپتوکوکوس کوراتوس

  بوکسیلیک بازنجیره بلند       کاندیداتروپیکالیسدي کر                                 

  ساکارومایسیس سروزیه و کاندیدا یوتیلیساسیدهاي آمینه              لایزین                                     

  تریپتوفان                                  گونه هاي کاندیدا و هانسنولا                                

  فنیل آلانین                               ردوترولا روبرا                                

  ساکارومایسیس سروزیه         گلوتامیک اسید                                                   

  متیونین                                       ساکارومایسیس سروزیه                               
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  کاندیدا گیلرموندي ‚ویتامین ها                   ریبوفلاوین                                 کاندیدا فلاوري

  پیریدوکسین                               گونه هاي پی شیا                               

                              D-ترولوپسیس ‚کلایورومیسس ‚آسکوربیک اسید               کاندیدا-اریترو  

  استرول ها                  ارگوسترول                                  ساکارومایسیس سروزیه

  پی شیا و پکی سولن ‚گونه هاي هانسنولا پیش سازهاي استروئید                                                 

  پلی ساکاریدها              پولولن                                      اورئوبازیدیوم پولولنس

  پی شیا و پکی سولن ‚گونه هاي هانسنولا                 فسفومانان                                                

  صمغ ها                                                                     

  یاروویا لیپولیتیکا و تورولوپسیس بومیکولا گلیکولیپیدها                                                            

  

                       ج:         استخرا -1-8

یک تحقیق آنالیزي براي ترکیبـات طبیعـی شـامل سـه مرحلـه اسـتخراج، تبخیـر و آنـالیز مـی باشـد           

)Chemat‚ et al.‚ 2015( . یـا ترکیبـی از روشـهاي شـیمیایی و فیزیکـی       فیزیکیروشهاي شیمیایی و

 این روشهاي مختلف می توانـد بـر اسـاس دو معیـار کیفیـت و کمیـت       براي استخراج استفاده می شود.

EPS   استخراج شده مقایسه شود. در واقع محصولات استخراج ممکن است با عوامل استخراج شـیمیایی

تجزیـه سـلول در مراحـل    ، EPS ستخراجایا پروتئین ها به علت تیمارهاي استخراج آلوده شود. در حین 

تفاق بیفتد که اندازه گیري اگزوپلی ساکارید را مشکل می کند. بـا انـدازه   مختلف استخراج ممکن است ا

گیري میزان پروتئین و اسید نوکلئیک یا رهایش ترکیبـات داخـل سـلولی مـی تـوان بـه مقـدار دقیـق         

ممکـن اسـت بـا     EPSتغییر در ترکیب و خـواص   ).(D’Abzac, et al., 2010اگزوپلی ساکارید پی برد 

  ).Wang, et al., 2010( ومولکول رخ دهدشکسته شدن این ماکر
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  : EPSروشهاي استخراج  -1-8-1

  از محیط هاي کشت میکروبی در حال توسعه می باشد EPSتعداد روشها براي استخراج 

)Sheng‚ et al.‚ 2011.( وشهاي استخراج شیمیایی شامل روشـهاي رزیـن مبادلـه کـاتیونی     ر)(CER ،

% 75گلوتارالدئید یا روش قلیایی مـی باشـد. در روش اسـتخراج قلیـایی تـا      ، NAOH EDTAفرمالدهید/

 NAOHمواد آلی بدست می آید. معمولا نتـایج رانـدمان اسـتخراج بـه روش هـاي رزیـن و فرمالدهیـد/       

، روشهاي استخراج فیزیکـی شـامل روشـهاي التراسـونیک     .)Becerra‚ et al.‚ 2010یکسان می باشد (

ویو یا حرارت دهی می باشد که اجـازه بـه جـدا شـدن سـلول هـاي میکروبـی از        تیمار مایکرو سانتریفوژ

EPS      تولید شده می دهد. معمولا راندمان روشهاي فیزیکی کمتر از روشـهاي اسـتخراج شـیمیایی مـی

میکروبی به طـور کمـی و کیفـی     EPSیک روش ساده براي استخراج  .)Comte‚ et al.‚ 2006aباشد (

 انتخاب شود EPSوجود ندارد. روش استخراج براي هر مورد باید با توجه به ویژگی هاي 

 ).(Donot‚ et al.‚ 2012  

جداسازي و حذف سلول ها به آسانی صورت می گیرد و به راحتی مایع روي سلول هاي ته نشین شـده  

نکنند نیاز به مراحل دیگـري مـی باشـد. معمـولا بـراي      برداشته می شود، ولی اگر سلول ها تجمع پیدا 

جداسازي سلول ها از سانتریفیوژهاي بزرگ استفاده مـی شـود. عیـب عمـده سـانتریفیوژ کـردن تولیـد        

خمیره غلیظ است ولی اگر به محصول خشک نیاز باشد به فرآیند بیشتري مانند فیلتـر کـردن احتیـاج    

بدور یک نقطه مرکزي که نیرویی به آنها وارد می سـازد کـه    می باشد. اصول سانتریفیوژها گردش اشیاء

این نیرو سرعت رسوب دهی اجزا را افزایش می دهد و سبب شفاف سـازي و تصـفیه مـایع مـی شـود.      

فیلتر کردن یکی دیگر از کارهایی است که می توان با آن مواد جامد را از مایعـات جـدا کـرد. در فیلتـر     

راي فیلتر کردن اسـتفاده مـی شـوند بسـیار مهـم مـی باشـند. هنگامیکـه         کردن انتخاب مواد اولیه که ب

محصول مطلوب به درجه خالص سازي بالایی نیاز داشته باشد (مانند تولید اسید آمینه)، بهتـرین تـدبیر   

بیشتر براي جداسازي مولکولهـاي بـزرگ ماننـد آنزیمهـا از      53می باشد. فراپالایش 52فیلتراسیون غشایی

                                                                    
52 Membrance filtration  
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مـی شـوند. در ایـن روش ترکیبـات بـا وزن مولکـولی کـم از غشـا عبـور مـی کننـد و            مایعات استفاده 

مولکولهاي بزرگ نگه داشته می شوند. روش اسمز معکوس نیز از غشا استفاده مـی شـود امـا انـدازه ي     

روزنه ها کمتر از روزنه هاي غشاي مورد استفاده در فراپـالایش مـی باشـد. اسـمز معکـوس راه مفیـدي       

حلولهایی با وزن مولکـولی پـایین مـی باشـد. غشـاي اسـمز معکـوس مولکولهـایی بـا وزن          براي تغلیظ م

دالتون را نگه می دارد. خـالص سـازي را مـی تـوان بـا عبـور مـایع ورودي بـه          1000مولکولی بالاتر از 

ستونهاي تبادلگر یونی انجام داد. برهمکنش هاي الکترواستاتیکی عامل اتصـال محصـول بـه سـتون مـی      

  ).1393پس از آن محصول را می توان به راحتی جداسازي نمود (حبیبی نجفی و سالاري،  باشند و

  خالص سازي و حذف ناخالصی ها: -1-9

چندین میکروارگانیسم از جمله اسید لاکتیک باکتري ها، قارچ ها، مخمرها و همچنـین گیاهـان توانـایی    

ویسـکوزیته  . )Tieking and Ganzle, 2005( تولید پلی ساکارید، پلیمرهایی حلال و غیر حلال را دارند

و فعالیت بیولوژیکی پلی ساکارید بستگی بـه سـاختار اولیـه، وزن مولکـولی و ترکیبـات قنـدي آن دارد       

)Poli, et al., 2010(   بستگی بـه ترکیبـات محـیط کشـت و شـرایط      تولید شده میزان پلی ساکارید و

   (Trabelsi, et al.‚ 2015).داردکشت مورد استفاده براي رشد میکروارگانیسم 

پلی ساکارید خارج سلولی حاصل از میکروارگانیسم ها توسط تخمیر از ارگانیسم مورد نظر جـدا شـده و   

عصاره خام از مخلوط پروتئین، پلی سـاکارید و متابولیـت هـاي ثانویـه تشـکیل شـده اسـت. همچنـین         

ن و حیـوان یـا بـراي اسـتفاده در     تخلیص براي بدسـت آوردن محصـولات مناسـب بـراي مصـرف انسـا      

  ) (Venugopal 2011داروسازي لازم است

اساسا بـر پایـه ویژگـی هـاي یـونی پلـی        54خالص سازي پلی ساکارید توسط کروماتوگرافی تبادل آنیون

جریـان   56سـفاروز -55DEAE-52 ،Qساکاریدها می باشد. کروماتوگرافی تبادل آنیون، بـه عنـوان مثـال،    

که معمولا آب مقطر و توسط محلول کلرید سدیم شسـته مـی شـوند     CL-6Bسفاروز  DADEسریع و 

                                                                                                                                                                                                      
53 Ultrafiltration 
54 Anion exchange chromatography 
55 Diethylaminoethyl 
56 Q-Sepharose 
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(Guo, et al., 2014; Hallack, et al., 2010; Liu, et al., 2009; Singh, et al., 2011).   در نتیجـه

پلی ساکاریدهاي خنثی و اسـیدي در کرومـاتوگرافی ژل فیلتراسـیون مـی تواننـد جداسـازي و خـالص        

روماتوگرافی تبادل آنیون، خـالص سـازي پلـی سـاکاریدها در کرومـاتوگرافی ژل      سازي شوند. برخلاف ک

معمـولا   و سـفاروز  58، سـفاکریل 57فیلتراسیون برپایه وزن مولکولی پلی ساکاریدها مـی باشـد. سـفادکس   

 این منظور هستند رايژل هاي مورد استفاده ب

 Guo, et al., 2014; Liu, et al., 2009; Mahapatra & Banerjee, 2016).(  

 حذف پروتئین ها: -1-10 

پروتئین ها یکی از ترکیبات مهم سلولی می باشند که در تنظیم متابولیسم سلولی نقـش دارنـد. سـنتز    

). 1389سریع پـروتئین در سـلولهاي میکروبـی در حـال تقسـیم رخ مـی دهـد (شـهیدي و همکـاران،          

 ساکارید می باشدپروتئین زدایی یک قدم کلیدي براي خالص سازي اگزوپلی 

 ( Chen, et al., 2013; Dong, et al., 2014; Li, et al., 2012.( 

انتخاب روشی براي حذف پروتئین ها به ویژگی هـاي فیزیکوشـیمیایی پـروتئین ماننـد میـزان انحـلال،       

نقطه ایزوالکتریک آن، همچنین کیفیت و کمیـت فـرآورده هـاي جـانبی و نـوع کـاربرد محصـول بـراي         

    (Komatsuzaki‚ et al.‚ 2005).   ذیه اي یا دارویی بستگی داردمصارف تغ

براي پروتئین زدایی استفاده می شود. پـروتئین زدایـی بـا روش     59امروزه به طور معمول از روش سواگ

سواگ اغلب باعث کاهش بازده اگزوپلی ساکارید می شود. بعلاوه مواد شـیمیایی مـورد اسـتفاده در ایـن     

ی فایده است و همچنین اگر در دارو و مواد غذایی استفاده شود ممکن اسـت بـراي   روش براي طبیعت ب

روش ساده توسعه یافته براي حذف همزمـان مـواد رنگـی و     ).(Liu, et al., 2010بدن انسان مضر باشد 

می باشد. اخیـرا ایـن روش بـه طـور موفقیـت آمیـزي بـراي حـذف          60پروتئین روش رزین ماکروپروس

   ).Cai, et al., 2016(رنگی بکار برده شده است پروتئین و مواد 

                                                                    
57 Sephadex 
58 Sephacryl 
59 Sevag 
60 Macroporous resin 
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بسیاري از پروتئین ها نیز به طور مناسبی با رسوب دهی خـالص مـی شـوند اغلـب مطلـوب اسـت کـه        

یـا   pH رسوب دهی پروتئین ها در مقیاس صنعتی بدون استفاده از حلالهـاي آلـی انجـام شـود. تغییـر     

وسیله تغییرات دما راه حـل هـایی اسـت کـه مـی       مقدار نمک در یک محلول آبی یا کاهش حلالیت به

توانند در این زمینه وجود داشته باشند. سولفات آمونیوم اغلب بـراي رسـوب دهـی پروتئینهـا بـا نمـک       

  ).1393استفاده می شود زیرا حلالیت بالایی در آب دارد (حبیبی نجفی و سالاري، 

  ترسیب: -1-11

جداسازي سلول هاي میکروبی با سانتریفیوژ کردن یـا فیلتراسـیون انجـام مـی شـود کـه رقیـق کـردن         

 ,Smol Kina).محیط کشت مایع با آب دیونیزه باعث کاهش ویسکوزیته و تسهیل این عمل مـی شـود   

et al., 2012)  

کـه معمـولا بـا تکـرار      62یـا ایزوپروپـانول   61رسوب پلیمر از محیط فاقد سلول میکروبی با افزودن اتـانول 

  .(Freitas, et al., 2011)انجام می شود  63شستشوي رسوب با اتانول و استون

  شناخت و تشخیص ساختمان مولکولی: -1-12

پلی ساکاریدها بـر اسـاس وزن مولکـولی، آرایـش مونوسـاکاریدها و سـاختمان فضـایی         ویژگی ساختاري

 Nie). شاخه و ساختمان حلقه ها و ... تعیـین مـی شـود   آنها، الگو و توالی باندهاي گلیکوزیدي، ساختار 

and Xie, 2011)     64وزن مولکولی اگزوپلی ساکاریدها معمولا توسط کروماتوگرافی مایع بـا کـارایی بـالا 

)HPLC   تعیین مـی شـود ((Serrato, et al., 2013) .       بـراي آنـالیز آرایـش مونوسـاکاریدها، اگزوپلـی

 65اسیدي قرار می گیرد و بر اساس مشتق شدن به آلـدیتول اسـتات هـا   ساکارید معمولا تحت هیدرولیز 

 تعیین می شود. مشتقات بدست آمده می تواند در کرومـاتوگرافی گـازي   66یا مشتق تري متیل سیلیل

)GC( آنالیز شود 67با شناساگر طیف سنج جرمی Orlandelli,)   .(et al., 2016   

                                                                    
61 Ethanol 
62 Isopropanol 
63 Acetone 
64  High-performance liquid chromatography 
65 Alditol acetates 
66 Trimethylsilyl 
67 Gas chromatography-mass spectrometry (GC–MS) 
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و کروماتوگرافی مایع با کارایی بـالا بـا مقایسـه زمـان      گازي توان توسط کروماتوگرافی ساختار قند را می

روش هاي آنـالیزي دیگـر، ماننـد     (Guo, et al., 2014).  نگهداري آنها با ترکیبات استاندارد تعیین کرد

به ندرت براي آنـالیز آرایـش مونوسـاکاریدها مـورد      69و کروماتوگرافی لایه نازك 68کروماتوگرافی کاغذي

  (Mahapatra and Banerjee, 2016). گیرد استفاده قرار می

مـی توانـد توسـط     انواع مونوساکارید، باندهاي گلیکوزیدي و گـروه هـاي عملکـردي اگزوپلـی سـاکارید      

70FTIR    آنالیز شوند. الگوي باندهاي گلیکوزیدي اگزوپلی ساکارید معمولا توسط متیلاسیون تمـام گـروه

ــی   ــدرولیز پل ــر اســاس هی ــا و   هــاي هیدروکســیل، ب ــدیتول ه ــاء آل ــاکاریدها، احی ــه مونوس ــاکارید ب س

آنـالیز   GC-MSبراي بدست آمدن آلدیتول استات هاي متیله شده، که سرانجام توسـط   71استیلاسیون

می توان به منظور کـاهش تـوالی بانـدهاي     73و تجزیه اسمیت 72می شوند. اکسیداسیون اسید پریودیک

 . (Serrato, et al., 2010 )گلیکوزیدي اگزوپلی ساکارید استفاده شود

  متیلاسیون: -1-13

آنالیز متیلاسیون یکی از مهمترین روش ها در شـیمی سـاختار پلـی سـاکاریدها مـی باشـد. ایـن روش        

شامل متیلاسیون تمام گروه هاي هیدروکسیل در پلی سـاکارید، هیـدرولیز پلـی سـاکارید کـاملا متیلـه       

این مخلوط می باشد. بنـابراین ایـن روش اطلاعـاتی در    شده به مخلوطی از قندها و آنالیز کمی و کیفی 

مورد تمام واحدهاي ساختمان پلی ساکارید ارائه می دهد اما در مورد نحـوه آرایـش واحـدهاي قنـدي و     

  ).Björndal, et al., 1970(خواص آنومري آن از این روش اطلاعاتی بدست نمی آید 

 تـوان،  مـی  هـا  هیدروکسـیل  از یکـی  جاي به متیل گروه یک استخلاف یعنی متیلاسیون روش توسط

 5 شـماره  کـربن  در کـه  صـورت  ایـن  کرد. به مشخص قند در را حلقه تشکیل محل یعنی اتصال محل

                                                                    
68 Paper chromatography 
69 Thin layer chromatography 
70 Fourier-transform infrared 
71 Acetylation 
72 Periodic acid oxidation 
73 Smith degradation 
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 تشـکیل  درگیـر  کـربن  ایـن  که است این گر بیان ) و4-1شود (شکل  نمی جایگزین متیل گروه گلوکز،

  ).1392(هماپور،  باشد می اکسیژنی حلقه

به عنوان روشـی بـراي تعیـین سـاختار کربوهیـدرات هـا بـیش از یـک قـرن           74متیلاسیونروش آنالیز 

استفاده می شود و هنوز هم قوي ترین روش در آنالیز ساختار کربوهیدرات می باشد. آنـالیز متیلاسـیون   

 می باشـد   )GC-MSطیف سنج جرمی (-کروماتوگرافی گازي و متشکل از دو مرحله مشتقات شیمیایی

.(Cui, 2005)      

 
  ).1392متیلاسیون قندها (هماپور، : 4-1 شکل

  واکنش متیلاسیون  -1-13-1

مشتقات یک پلی ساکارید براي آنالیز متیلاسیون شامل تبدیل همه ي گروه هـاي هیدروکسـیل آزاد بـه    

حاصـل فقـط    75متوکسیل بر اساس هیدرولیز اسیدي می باشـد. هیـدرولیز اسـیدي در پلـی متیـل اتـر      

پیوندهاي گلیکوزیدي داخلی را می شکند و باندهاي متیـل اتـر سـالم را هـم مـی شـکند. مونومرهـاي        

هیدرولیز شده براي دستیابی به محصولات فرار به عنـوان مثـال آلـدیتول اسـتات متیلـه شـده احیـا و        

طیف سنج جرمـی   استیله می شوند که می توان این ترکیبات را توسط کروماتوگرافی گازي با شناساگر

اسـتیل در آلـدیتول اسـتات متیلـه شـده،      -o). الگوي جایگزینی گـروه هـاي   5-1شناسایی کرد (شکل 

الگوي باندها و سایز حلقه هاي قندهاي مربوطه در پلیمـر اصـلی را نشـان مـی دهـد. اگرچـه ایـن روش        

بـی، واکـنش تبـدیل    هیچ اطلاعاتی در مورد توالی آنومریک باندهاي گلیکوزیدي نمی دهد. به طـور تجر 

                                                                    
74 Methylation 
75 Poly-methyl-ethers 
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-گروه هاي هیدروکسیل به متوکسیل نیازمند یک محیط قلیایی و گروه متیل مـی باشـد. اکسـید نقـره    

در گذشته استفاده می شدند. سپس ایـن روش هـا    77متیل سولفات-و سدیم هیدروکسید 76متیل یدید

 ـ    ودر هیدروکسـید  توسط سدیم و متیل یدید جایگزین شدند. اخیرا یک روش ساده تـر بـا  اسـتفاده از پ

سدیم و متیل یدید ایجاد شده است. این روش با استفاده از سوسپانسـیون هیدروکسـید سـدیم در دي    

خشک اصلاح شده است. لازمه ي واکنش متیلاسیون حلالیت کامل پلـی سـاکارید    78متیل سولفوکسید

در دماهـاي بـالاي    79می باشد. این حلالیت را می توان با هم زدن ثابت یا تیمار التراسونیک DMSOدر 

C°70     بدست آورد. انحلال ناقص در متیلاسیون باعث عدم نتیجه گیري درست در مـورد سـاختار مـی

شود. متیلاسیون ناقص معمولا به دلیل عدم حلالیت بخش هـاي غیـر محلـول پلیمـر مـی باشـد. پلـی        

یـا توسـط دیـالیز تـرمیم مـی شـود.        80ساکارید متیله شده با بخـش بنـدي بـین آب و متـیلن کلریـد     

تـري   هیدرولیزهاي بعدي پلی ساکاریدهاي متیله شده در اسیدهاي معدنی بـه دسـت مـی آیـد. اسـید     

گیرد. معمـولا پلیمـر متیلـه     ) اغلب به دلیل تبخیر سریع مورد استفاده قرار میTFA( 81فلوئورو استیک

ساعت هیـدرولیز مـی    6تا  4به مدت  C 120°یا C°100مول اسید تري فلوئورو استیک در  4شده در 

شود و سپس اسید تري فلوئورو استیک تحت جریان نیتروژن تبخیر می شود. وجود گاز بـی اثـر ماننـد    

     (Cui, 2005b). نیتروژن می تواند از انجام واکنش هاي مضر مانند اکسیداسیون جلوگیري کند

                                                                    
76 Silver oxide–methyl iodide 
77 Sodium hydroxide–methyl sulphate 
78 Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
79 Ultrasonic 
80 Methylene chloride 
81 Trifluoroacetic acid 
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  ).Cui, 2005b(متیلاسیون  مراحل واکنش شیمیایی در تجزیه: 5-1 شکل

بعد از هیدرولیز، اگر از اسید معدنی به جز اسید تري فلوئورو استیک استفاده شود ترکیبـات هیـدرولیز   

خنثی برسند. براي مثال از کربنات باریم می توان براي خنثی کردن اسید سـولفوریک   pHشده باید به 

استفاده کرد و رسـوب کربنـات بـاریم را مـی تـوان توسـط سـانتریفوژ و فیلتراسـیون جداسـازي کـرد.           

 مونوساکاریدها را می توان با هیدرولیز و تبدیل  به آلدیتول ها، احیا کرد و توسط تیمـار هیـدرولیزات بـا   
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برودئوترید تحت شرایط آلکالین بدست آورد. هنگامی که پلی ساکارید حاوي اسیدهاي اورونیـک شـامل   

رامنوگالاکتوروناز پکتین هاي گیاهی و پلی ساکاریدهاي اسیدي باشـد آنـالیز متیلاسـیون بسـیار دشـوار      

باشـند در نتیجـه   می باشد. علاوه بر این اسیدهاي اورونیک به طور کلی مقاوم به هیدرولیز اسیدي مـی  

اطلاعات پیوند اسید اورونیک و قندهاي خنثی که متصل شدند می تواند در طـی آنـالیز متیلاسـیون از    

 .بین رود. این مشکل بالقوه را می توان با احیاء گروه کربوکسیل از بین برد

 )Singthong, et al., 2004.(  

  ):RSM82با استفاده از روش سطح پاسخ (بهینه سازي تولید اگزوپلی ساکارید توسط مخمرها  -1-14

  ترکیبات محیط کشت براي تولید اگزوپلی ساکارید -1-14-1

تولید اگزوپلی ساکارید توسط میکروارگانیسم ها به شدت تحت تاثیر ترکیبات محـیط کشـت و شـرایط    

 کشت می باشد. اثرات ترکیبات مختلف محیط کشت از جملـه منـابع کـربن، نیتـروژن، مـواد معـدنی و      

به روش یک فاکتور مورد آزمایش قرار می گیرد. به طور کلی، منبـع کـربن مهمتـرین     83سورفاکتانت ها

ماده غذایی و منبع انرژي براي رشد سلول می باشد و منابع مختلف کربن می تواند اثـرات متفـاوتی بـر    

شامل نشاسته، فروکتوز، گـالاکتوز، گلـوکز،    قندها  .(Kim, et al., 2005) متابولیسم ثانویه سلول بگذارد

 ,.Li, et al).ساکارز، لاکتوز و مالتوز از منابع کربنی متداول براي تولید اگزوپلـی سـاکارید مـی باشـند     

بعضی از محققان معتقدند که میزان تولید اگزوپلی سـاکارید بسـیار تحـت تـاثیر غلظـت منبـع        (2016

افزایش غلظـت منبـع اولیـه کـربن در محـیط       (Mahapatra and Banerjee, 2016).  کربنی می باشد

  .(Liu, et al., 2009) کشت معمولا منجر به افزایش تولید اگزوپلی ساکارید می شود

منبع نیتروژن نیز یکی از فاکتورهاي مهم مواد غذایی براي تولیـد اگزوپلـی سـاکارید مـی باشـد. منـابع       

نیتروژن می توانند از طریق تامین نیتروژن براي سنتز پروتئین و اسید نوکلئیک به رشـد سـلول کمـک    

ي از جملـه عصـاره   کنند، و همچنین می توانند به تنظیم تولید آنزیم کمک کنند. منابع نیتروژنی بسیار
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اغلــب بـراي تولیــد   NaNO3و  NH4NO3، گلایسـین،  NH4CLمخمـر، عصـاره گوشــت، پپتـون، اوره،    

اگزوپلی ساکارید استفاده می شود. در مقایسه با منابع نیتروژن آلی، تولیـد اگزوپلـی سـاکارید بـا منـابع      

و فسـفات محـرك    +Mg2و  +Ca2ثابت شده اسـت کـه   (Li, et al., 2016)غیرآلی نسبتا کمتر می باشد

می باشند. یون هاي فلزي نه تنها می توانند با افزایش نفوذ پذیري غشـاء باعـث    EPSمهمی براي ترشح 

با قرار گرفتن به عنوان کوفاکتور آنزیم هـاي کلیـدي    EPSافزایش استخراج شوند همچنین در بیوسنتز 

آز داشـته باشـد کـه حرکـات غشـایی       ATPنقش دارد. علاوه بر این فسفات ممکن است نقش پروتون 

مواد مختلف را کنترل می کند و یا بـراي فسفوریلاسـیون و دفوسفوریلاسـیون آنـزیم هـاي مهـم بـراي        

  (Mahapatra and Banerjee, 2016). نقش دارد EPSتولید 

بعد از تعیین مناسبترین منبع کربن و نیتروژن براي بهینه کردن شرایط محـیط کشـت اغلـب از روش     

  .)Liu, et al., 2010() استفاده می شود RSMطح پاسخ (س

    تغذیه مخمر و نیازهاي تغذیه اي آن: -1-14-2

اختصاصـی  تغذیه مخمر اشاره به چگونگی کسب مواد غذایی توسط سلول هاي مخمـر دارد. بـه صـورت    

مخمرها به چگونگی انتقال آب و مواد معـدنی و آلـی از محـیط رشـد اطـراف آنهـا، از طریـق         تر، تغذیه

دیواره ي سلولی مخمر، در عرض غشاء سلولی و به درون محـیط سـلولی اشـاره دارد. همچنـین تغذیـه      

کـه در نهایـت رشـد     85و کاتابولیکی 84مخمر به استفاده از منابع غذایی مهم براي واکنش هاي آنابولیکی

درك نیازهـاي تغذیـه اي مخمـر و اسـتراتژي هـاي       بقاء سلول مخمر را تضمین می کنـد اشـاره دارد.   و

کسب مواد غذایی همراه با تنظیم انتقال ماده غذایی، نه تنها براي کشت موفـق مخمرهـا در آزمایشـگاه،    

ــوئی،        ــا و کچ ــت دارد (پورنی ــنعتی اهمی ــر ص ــدهاي تخمی ــردن فرآین ــه ک ــراي بهین ــه ب ).  1391بلک

سوبستراهایی که میکروارگانیسم ها براي رشد استفاده می کنند، بسیار متنوع اند. تمام میکروارگانیسـم  

ها براي رشد و نمو به یک منبع انرژي نیاز دارند. همه ي میکروارگانیسم ها به کـربن بـراي اسـتفاده در    
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ندند. تمام موجودات زنـده بـه   سنتز اجزاي سلولی نیاز دارند. همه ي موجودات براي بقا به نیتروژن نیازم

یون هاي فلزاتی همچون آهن، منیزیوم، کلسیم و پتاسیم بـراي رشـد معمـولی خـود نیـاز دارنـد. تمـام        

موجودات به اکسیژن، سولفور، فسفر نیز براي سنتز اجـزاي سـلولی خـود احتیـاج دارنـد. اکسـیژن بـه        

ز اینکه وارد سلول شـوند بـه صـورت    صورت گوناگون تامین می گردد. همه ي مواد مغذي بایستی قبل ا

محلول در آب در آیند. همچنین، آب به عنوان یک واکنشگر شیمیایی که در بسـیاري از واکـنش هـاي    

هیدرولیتیک دخالت و مشـارکت دارد. از آنجـایی کـه میکروارگانیسـم هـا نیازهـاي تغذیـه اي متفـاوت         

 ه در کشـت آزمایشـگاهی وجـود دارد    دارند، اختلافاتی در ترکیب شیمیایی محیط هـاي اسـتفاده شـد   

.(Doyle and Beuchat, 2007)   

  کربن: -1-14-2-1

هستند. این بدان معنی اسـت کـه آنهـا بـراي تهیـه ي کـربن و        86مخمرها موجودات شیمیوارگانوتروف

انرژي از پیوند آلی و تثبیت شده ترکیبات استفاده می کنند. این ترکیبات بیشـتر قنـدها هسـتند و در    

این میان گلوکز به صورت گسترده اي توسط مخمر جذب می شود. هر چند که گلـوکز مهمتـرین قنـد    

نیسـت. اگـر چـه گلـوکز بـه صـورت معمـول بـه محـیط هـاي کشـت            متابولیز شونده در همه مخمرها 

آزمایشگاهی براي رشد مخمرها اضافه می شود، این قند بـه صـورت آزاد در زیسـت گـاه هـاي طبیعـی       

مخمر در دسترس نیست (در سلولز، نشاسته و دیگر پلـی سـاکاریدها پلیمریـزه شـده) یـا در بسـیاري از       

دهایی ماننـد مـالتوز، سـوکروز، فروکتـوز، زایلـوز و لاکتـوز       سوبستراهاي تخمیري صنعتی (جایی که قن ـ

  ).1391قندهاي معمولتر هستند) به صورت آزاد وجود ندارد (پورنیا و کچوئی، 

  نشاسته: -1-14-2-1-1

گلوکز است که از طریـق پیونـد گلیکوزیـدي بـه یکـدیگر      -Dاز واحدهاي  87نشاسته هموپلی ساکاریدي

مت آمیلـوز و آمیلـو پکتـین تشـکیل شـده اسـت. بـراي موجـودات         متصل شده اند. نشاسته از دو قس ـ
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هتروتروف از جمله تمام حیوانات نشاسته معمولترین منبـع انـرژي اسـت. یکـی از تفـاوت هـاي اصـلی        

میکروارگانیسم هـا، توانـایی آنهـا در اسـتفاده از ایـن پلـی سـاکارید مـی باشـد. هیـدرولیز نشاسـته در            

، فسـفریلاز  89، بتـاآمیلاز 88هـاي مختلفـی از جملـه آلفـا آمـیلاز      سسیستم هاي بیولوژیک توسط آنـزیم 

و ... انجـام مـی شـود شـود (شـهیدي و همکـاران،        90نشاسته، آنزیم هاي هیدرولیز کننده مانند مـالتوز 

1389.(  

  لاکتوز: -1-14-2-1-2

گـالاکتوز کـه از طریـق پیونـد دي     -Dگلـوکز و  -Dدي سـاکاریدي اسـت متشـکل از دو قنـد      91لاکتوز

زیدي به یکدیگر متصل شده اند. لاکتوز به طور طبیعی توسط سلول هـاي میکروبـی جـذب نمـی     گلیکو

شود. براي انتقال این قند به مکان متابولیسم آن به سیستم حمـل ویـژه اي نیـاز اسـت. پـس از حمـل       

لاکتوز و رسـیدن بـه محـل متابولیسـم ایـن قنـد دسـتخوش هیـدرولیز شـده و بـه کمـک آنـزیم بتـا              

ــدا ــا    92زگالاکتوزی ــاز ی ــه لاکت ــه ب ــدرولاز -Pک ــد گالاکتوهی ــا گالاکتوزی ــه    93بت ــت ب ــهور اس ــز مش نی

  ).1389مونوساکاریدهاي مربوطه تجزیه می شود (شهیدي و همکاران، 

  گلوکز: -1-14-2-1-3

در همه ي ارگانیسم هاي زنده تقریبا واکـنش هـاي بیوشـیمیایی مشـابهی صـورت مـی گیـرد. در بـین         

قندي است که متابولیسم آن مسـتقیم و بـدون واسـطه انجـام شـده و مـی       قندهاي شش کربنه گلوکز 

تواند از طریق مسیرهاي مختلف تخمیر شود. دیگر هگزوزهاي مهم همچون گـالاکتوز و مـانوز در ابتـدا و    

  ).1389قبل از تخمیر به گلوکز تبدیل می شوند (شهیدي و همکاران، 
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  زایلوز: -1-14-2-1-4

چندین گروه از میکروارگانیسم ها توانایی رشد بر روي پنتوزها را دارند کـه از آن جملـه مـی تـوان بـه      

مخمرها، کپک هاي رشته اي و باکتري هاي مزوفیل و ترموفیـل اشـاره کـرد. توانـایی مصـرف قنـدهاي       

متـابولیزه   پنج کربنه در میکروارگانیسم هاي مختلف متفاوت است. در شرایط بی هوازي مخمر قـادر بـه  

زایلولوز توسط بسـیاري از گونـه هـاي    -Dزایلوز نمی باشد. در حالی که فرم ایزومري آن یعنی -Dکردن 

  ).   1389(شهیدي و همکاران،  مخمري قابل استفاده است

  هیدروژن: -1-14-2-2

 هیدروژن عنصري است که در ماکرومولکول هاي سلولی مخمر یافت شده و از کربوهیـدرات هـا و دیگـر   

خارج سلولی و داخل سلولی مـی توانـد اثـر قابـل      pH منابع تهیه می شود. به این دلیل که تغییرات در

ملاحضه اي بر رشد و متابولیسم سلول هاي مخمـر داشـته باشـد، یـون هـاي هیـدروژن در فیزیولـوژي        

ر پـائین تـر نسـبت بـه بیشـت      pHسلول مخمر اهمیت زیادي دارند. توانـایی عمـومی رشـد مخمرهـا در     

باکتري ها، به آنها در استقرار یافتن در محیط هاي مختلف اکولـوژیکی و غـذاهاي فاسـد شـده اسـیدي      

   ). 1391قلیایی رشد نمی کنند (پورنیا و کچوئی،  pHکمک کرده است. اگرچه مخمرها به خوبی در 

  اکسیژن: -1-14-2-3

اکسـیژن سوبسـتراي مـورد نیـاز     مخمرها نمی توانند در محیط عاري از اکسیژن به خوبی رشـد کننـد.   

حفـظ   94براي آنزیم هاي تنفسی در طی رشد هوازي بوده و براي برخی واکنش هاي هیدروکسیلاسـیون 

کننده رشد مانند گروهی که در بیوسنتز استرول ها و اسیدهاي چرب غیـر اشـباع دخالـت مـی کننـد،      

ولی دارنـد و در فشـارهاي بـالا،    مورد نیاز است. مخمرهاي مختلف نیازهاي متفاوتی براي اکسـیژن مولک ـ 

اکسیژن خالص می تواند به صورت موثري مانع رشد سلول هـاي مخمـر شـود. در برخـی از فرآینـدهاي      
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بیوتکنولوژي مخمر، جایی که بهینه کردن رشـد تنفسـی، اهمیـت زیـادي دارد اکسـیژن کـافی بایـد در        

  ).1391یا و کچوئی، بیورآکتورها براي حفظ رشد سریع مخمر در نظر گرفته شود  (پورن

  نیتروژن: -1-14-2-4

% وزن خشک سلول مخمر است. اگرچـه مخمرهـا نمـی تواننـد نیتـروژن مولکـولی را       10نیتروژن حدود 

تثبیت کنند، منابع نیتروژن معدنی ساده مانند نمک هاي آمونیوم به میزان وسیعی استفاده مـی شـوند.   

قابل جذب نیز است، منبـع نیتروژنـی مـورد اسـتفاده     سولفات آمونیوم، به این دلیل که منبع سولفوري 

متداول در محیط هاي رشد مخمر است. بعضی از مخمرها می توانند بر روي محیط نیتـرات بـه عنـوان    

منبع نیتروژنی رشد کنند و در این صورت ممکن است از مقادیر کم و پایین تر از غلظت سمی نیتریـت  

  ).1391نیز استفاده کنند  (پورنیا و کچوئی، 

  سولفور: -1-14-2-5

اساسا مخمرها به سولفور براي بیوسنتز اسیدهاي آمینه سولفوردار نیاز دارند. محتوي سـولفور مخمـر در   

  ).1391% وزن خشک سلولی است  (پورنیا و کچوئی، 3/0حدود 

  فسفر: -1-14-2-6

ي مخمرهـا اسـت.    فسفر در اسیدهاي نوکلئیک و فسفولیپیدها وجود دارد، پس عنصر مهمی براي همـه 

 95% وزن خشک مخمر را شـامل مـی شـود. ارتوفسـفات    5-3محتوي فسفات سلول هاي مخمر در حدود 

(فسفات هیدروژن) و فسفات معدنی متراکم شده، منابع معمـول فسـفات در محـیط هـاي رشـد مخمـر       

  ).1391هستند (پورنیا و کچوئی، 
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  عناصر معدنی: -1-14-2-7

شبیه دیگر سلول ها با تامین پتاسیم، منیزیم و تعـدادي از عناصـر کمیـاب    نیاز مخمرها به مواد معدنی 

که براي رشد مورد نیاز هستند، میسر می شود. پتاسیم و منیزیم به عنوان توده یا درشت مغذي ها کـه  

در غلظت هاي میلی مول براي تثبیت محیط کاتیونیکی در سـلول مخمـر مـورد نیـاز هسـتند، در نظـر       

  ).1391پورنیا و کچوئی، گرفته می شوند (

 

1-14-3- RSM:  

یک روش آماري اسـت کـه بـراي داده هـاي کیفـی بدسـت آمـده از یـک          RSM(96روش سطح پاسخ (

طراحی مناسب آزمایشگاهی به طور همزمان براي اندازه گیري و حل چنـد متغیـر مـورد اسـتفاده قـرار      

یک روش آماري براي آزمایش متغیرهاي گوناگون می باشد هنگـامی کـه آزمـون هـاي      RSMمی گیرد. 

 .  (Liu, et al., 2010)آزمایشی کمتري در مقایسه با روش یک فاکتور در یک زمـان مـورد نیـاز اسـت    

واکنش بین متغیرهاي مختلف را می توان توسط این روش تعریف کرد. روش سطح پاسـخ بـراي بهینـه    

تخمیري و بهینه سازي ترکیبات اصلی محیط کشت و دیگر پارمترهـاي واکـنش هـاي    سازي محصولات 

  . Gan and Latiff, 2011) (دومهم به طور موفقیت آمیزي بکار برده می ش

  تنوع میکروارگانیسم ها: -1-15

اکثر میکروارگانیسم ها، تک سلولی هستند و تمام فرآیندهاي حیـاطی آنهـا توسـط یـک سـلول منفـرد       

در  مـی باشـند.   97پذیرد. تمام میکروارگانیسم هاي تک سلولی متعلق به سلسله ي پروتیسـتا  صورت می

مراتب عالی تر حیات، ارگانیسم ها از تعداد زیادي سلول تشکیل می شوند که در بافـت هـا و ارگـان هـا     

به منظور انجام عملیات تخصصی آرایش یافته اند. علی رغـم پیچیـدگی یـک ارگانیسـم، سـلول، واحـد       

 6-1بـه شـکل   ساختاري و پایه زندگی است و همه ي سلول هاي زنده اساسا مشابه هم هستند. با توجه 
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میکروارگانیسم ها به دو گـروه بـزرگ پروکـاریوت هـا و یوکـاریوت هـا تقسـیم مـی شـوند (شـهیدي و           

  ).1389همکاران، 

   

  ).1389: طبقه بندي کلی میکروارگانیسم ها (شهیدي و همکاران، 6-1شکل 

دو رشـته اي بـا    DNA سلول هاي پروکاریوت با مشخصه هایی همچون عدم وجود غشاء هسـته، وجـود  

حلقه بسته به عنوان محلی که اطلاعات ژنتیکی بر روي آن رمزگذاري می شـود. یوکـاریوت هـا، رده اي    

بسیار بزرگ شامل مخمرها، کپک ها، سلول هاي گیاهی و جانوري می باشند که بیشتر از یـک مولکـول   

DNA     داشته و این مولکول در یک غشاء احاطه گردیده و هسته را تشکیل می دهـد. یوکـاریوت هـا در

مجموع بر اساس سـاختارهاي غشـایی خـود تشـخیص داده مـی شـوند. اخیـرا تغییـري در رده بنـدي          

میکروارگانیسم ها با توجه به اشکال ابتدایی و قدیمی حیـاط ایجـاد شـده اسـت. مخمرهـا کـه یکـی از        

زیر رده هاي قارچ ها را تشکیل می دهند، معمولا بزرگتـر از بـاکتري هـا هسـتند و بـه گـروه        مهمترین

یوکاریوت ها تعلق دارند. این میکروارگانیسم ها اکثرا به شکل سلول هاي تخم مرغی، طویل، بیضـوي یـا   

مـی   کروي دیده شده و به واسطه تولید جوانه در طی فرآیند تقسیم از اکثـر قـارچ هـا قابـل تشـخیص     

میکرومتـر داشـته و در محـیط     5میکرومتر و قطري برابر بـا   8باشند. سلول هاي مخمر طولی در حدود 

، غلظـت الکـل و   pHکشت مناسب هر یک تا سه ساعت تقسیم می گردند. مخمرها در دامنه وسیعی از 

ثـل  قند قادر به رشد می باشند. مخمرهاي حقیقـی یـا مخمرهـاي مولـد آسکوسـپور از طریـق تولیـد م       

هامیکروارگانیسم 

یوکاریوت 

پروتوزوآ

قارچ

آلک

پروکاریوت

باکتري

ویروس

 مخمر

 کپک
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جنسی به روش هاي مختلـف لقـاح، تکثیـر مـی یابنـد. مخمرهـاي حقیقـی همچنـین قـادر بـه تولیـد            

اسپورهاي غیر جنسی و کلامیدوسپورها اجزاي مقاومی بـوده و عمومـا زمـانی تشـکیل مـی شـوند کـه        

محیط کشت با شرایط نامطلوبی براي رشد مواجه گردد. اکثر مخمرهایی که به صـورت صـنعتی کـاربرد    

هستند و اغلب آنها از جنس ساکارومیسس می باشـند. مخمرهـا در تولیـد     98همی اسکومیست ها دارند

برخی نوشیدنی ها نقش موثري دارند. برخی از آنها نیز ممکن است در فساد آشامیدنی ها و سـایر مـواد   

 خوراکی نقش داشته باشند. مخمرها معمولا بر اساس نقش و فعالیت ویژه خود گـروه بنـدي مـی شـوند    

  ).  1389(شهیدي و همکاران، 

  مخمرها (معروفترین قارچ ها): -1-15-1

سالانه صدها هزار تن مخمر پرورش داده می شود. بسیاري از قارچ هاي تـک سـلولی در تولیـد شـراب،     

آب جو و در نانوایی و شیرینی پزي به عنوان منبع آنزیم ها مورد استفاده قـرار مـی گیرنـد. مخمرهـایی     

ورده جانبی تخمیر الکلی به دست مـی آینـد بـه عنـوان غـذاي جـانوران مصـرف مـی         که به صورت فرآ

گردند. مخمرها را بر اساس ظـاهر میکروسـکپی سـلول هـا، روش تولیـد مثـل جنسـی، برخـی صـفات          

فیزیولوژیک (به ویژه توانائی هاي متابولیکی و نیازمندي هاي غذایی) و مشخصـات بیوشـیمیایی (شـیمی    

وبیکینون موجود در زنجیـره ي انتقـال الکترونـی و تـنفس میتوکنـدریایی) تقسـیم       دیواره سلولی، نوع ی

  کردن مخمرها به کار می روند عبارتند از: بندي می کنند. مشخصات فیزیولوژیک که در متمایز

طیف کربوهیدرات هایی (مونو، دي، تري و پلی ساکاریدها) که به عنـوان منبـع کـربن و انـرژي      )1

 و هوازي مورد استفاده قرار می گیرند. تحت شرایط نیمه هوازي

 % (حجم/وزن) گلوکز (مقیاسی از تحمل اسمزي)    50-60توانایی نسبی رشد در حضور  )2

 توانایی نسبی مصرف و هیدرولیز لیپیدها. )3

بهینه اکثر باکتري ها رشد می نمایند. مخمرهاي صـنعتی کـه    pHپایین تر از  pHمخمرها به خوبی در  

مورد استفاده قرار دارند مشکلاتی براي سلامت جامعه پدید نمی آورند. با در نظر گرفتن این برتـري هـا   
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و ابداع مهندسی ژنتیک، طیف کاربرد مخمرها به سرعت رو به توسعه می باشد (ملـک زاده و همکـاران،   

1395.( 

  وع حیاتی مخمر:تن -1-15-1-1

گونه مخمر توصیف شده است. اما این فقط نماینده بخشی از تنـوع حیـاتی مخمـر     700تا امروز حدود  

روي این سیاره است. امروزه روش هاي مولکولی متعددي به شناسـایی مخمرهـا در محـیط کمـک مـی      

ل مخمـر، راه هـاي   کند و این روش ها همراه با داده هاي بدسـت آمـده از مطالعـات فیزیولـوژیکی سـلو     

  ).1391حفظ و استفاده کردن از تنوع حیاتی مخمرها را فراهم خواهد کرد (پورنیا و کچوئی، 

  زیستگاه هاي مخمرهاي تولید کننده اگزوپلی ساکارید: -1-15-1-2

اگرچه مخمرها مانند باکتري ها در همه جا حضور ندارند، ولی آنهـا در محیطـی طبیعـی پراکنـده شـده      

هاي مخمر فاقد کلروفیل و مطلقا شـیمیوارگانوتروف هسـتند، بـراي رشـد بـه اشـکال آلـی و        اند. سلول 

باشـند، بـه خصـوص برخـی از      99تثبیت شده کـربن نیـاز دارنـد. مخمرهـا ممکـن اسـت اکسـترموفیل       

که می توانند در محیط هاي غنی از مواد محلول بـاقی بماننـد. تعـدادي از ایـن      100مخمرهاي اسموفیل

گونه مخمرها، ارگانیسم هاي فاسد کننده مواد غذایی هستند. علاوه بر میزبـان هـاي طبیعـی، بعضـی از     

مخمرها در مکان هاي ساخته شده به دست انسان یافت مـی شـوند. بـراي بسـیاري از مخمرهـا، خـاك       

اء طولانی مدت به جاي زیستگاه براي رشد آزاد می باشد. خاك هاي ضعیف (مثـل ماسـه)   تنها مخزن بق

زیستگاه مخمرهاي بسیار کمی هستند اما خاك هاي غنـی مثـل خـاك کشـاورزي محتـوي بسـیاري از       

مخمر زنده می باشد. گونـه هـاي    40000مخمرها هستند به طوري که در هر گرم از خاك امکان وجود 

نمونه هایی از گونه هاي واقعی خاك هستند (منحصرا از خـاك جـدا    102وانیومیسسو ش 101لیپومایسس

شده اند). مخمرها به طور گسترده هم در آب تازه و هم در آب دریا انتشار دارنـد (گونـه هـاي کاندیـدا،     

، C13°تـا   -C°3کریپتوکوکوس، ردوترولا و دباریومایسـس). تعـدادي از مخمرهـاي دریـایی در دمـاي      

                                                                    
99 Extremophile 
100 Osmophilic 
101 Lipomyces 
102 Schwanniomyces 



٣٧ 
 

متري دیده می شوند، اما دیگر مخمرها در این شـرایط رشـد بسـیار     4000% و در عمق 35نمک حدود 

مخمر در لیتر می باشد امـا تعـداد محـدود     100تا  10محدودي دارند. آب دریا به طور طبیعی محتوي 

مخمرهـایی کـه    .)1391می تواند به طور چشمگیري درنواحی سـرد افـزایش یابـد (پورنیـا و کچـوئی،      

سیستم هاي سرد می باشند توجه زیادي را به خود جلب می کنند، نـه تنهـا بخـاطر انطبـاق     ساکن اکو

آنها با شرایط سخت محیطـی بلکـه بخـاطر توانـایی آنهـا در تولیـد مـواد ارزشـمندي هماننـد اگزوپلـی           

 .ساکاریدهاي مخمري، آنزیم ها، لیپیدها و یا کاروتنوئیدها می باشد

(Rusinova Videva, et al., 2011) . 

جدا شده، قادر به تولید مقدار زیـادي اگزوپلـی سـاکارید هسـتند کـه شـامل        103گونه هاي سایکروفیل 

گونه هاي اسپوروبلومایسـس، کریپتوکوکـوس، دباریومایسـس و ردوتـرولا مـی باشـند. منبـع مخمرهـاي         

 ,.Ghada, et al). تولید کننده بیوپلیمرهاي خارج سلولی بـا پتانسـیل بـالا ممکـن اسـت خـاك باشـد        

فیلیپین جداسازي  104ازآب تازه دریاچه لاگونا Rhodotorula minutaکشت هاي خالص مخمر  (2012

       (Ramirez, 2016).  شد

  اهمیت مخمر ها براي بشر : -1-15-1-3

مخمرهـا از اهمیـت زیـاد اقتصـادي، اجتمـاعی و بهداشـتی در تمـدن بشـري          2-1با توجه بـه جـدول   

عنوان قدیمی ترین ارگانیسم هاي اهلی شده که براي تولید الکل آشـامیدنی و   برخوردارند. آنها اغلب به

ور آمدن نان به مدت هزاران سال استفاده می شده اند، توصیه می شوند. در حقیقت، تولید الکل اولـین  

فعالیت بیوتکنولوژیکی در جهان است. در جهان مدرن امروز، علاوه بر تخمیرهاي غـذایی سـنتی، نقـش    

عدد دیگري براي مخمرها یافت شده است. اکنون مخمرهاي دست کاري شده ژنتیکـی بـا هـدف    هاي مت

تولید بسیاري از عوامل مختلف دارویی براي پیشگیري و درمان بیماري هاي انسان مـورد اسـتفاده قـرار    

  ).1391(پورنیا و کچوئی،  می گیرند
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  ).1391(پورنیا و کچوئی، نقاط عطف در مطالعه و استفاده از مخمرها  -2-1جدول 

  نقاط عطف  زمان

6000- 2000   

  سال قبل از میلاد

صنعت آب جو سازي (سـومر، بابـل)، کشـت انگـور (جورجیـا) و      

  آوردن خمیر (مصر)  

  توصیف شکل میکروسکوپی مخمرها (ون لون هوك)  1680

لاتـور در   -تخمیر الکل در ارتباط بـا مخمـر جوانـه زن (کـاگنیرد      1839-1830

). نام ساکارومیسـس سـروزیه بـراي مخمـري کـه در      1835سال 

). نقـش  1837مالت مشاهده شد، به وجود آمد. (می ین در سال 

قند به عنوان منبع غذایی براي رشد مخمـر (شـوان و کوتزینـگ    

  ).1839در سال 

همه تخمیر هاي حقیقی بـه پدیـده هـاي فیزیولـوژیکی وابسـته        اواخر قرن نوزدهم  

هستند و تخمیرها مرتبط با متابولیسم مخمر می باشند (پاسـتور  

. واژه آنـزیم  (در  Etudes sur la biere (Pastur in 1876)). 1857در 

معرفـی  1877زبان یونانی، درون مخمر) توسـط کـوهن در سـال    

نقـش سـویه هـاي    شد. جداسازي سـلول هـاي مخمـري تـک و     

).  تولیـدبیو  1880-1883مخمري خالص براي آب جو (هانسـن  

 شیمی به عنوان یک رشته علمی جدید.

  تولید گلیسرول از طریق تخمیرهاي هدایت شده مخمر (نوبرگ)  1915

دانش فیزیولوژي مخمر، جنسـیت و سـیر تکـاملی مخمـر مـرور        1920

  ).  1920شده است (گیلرموند در سال 
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مطالعات ژنتیک بر روي مخمر آب جوآغاز شد ( وینگ، لوسـتن،    1949-1930

  لیندگرن). شرح تکثیر جنسی و سیستم نوع لقاح.

  مطالعات طبقه بندي مخمر توسط مدرسه کلوور و دلف   1960-1930

لقاح نادر، سیتوداکشن و پروتوپلاسـت فیـوژن در مخمرهـاي آب      1979-1970

(هیـنن، هـیکس،   1978جو. ترانسفورماسیون ابتـدایی مخمـر در   

  فینک امریکا و بگز انگلستان).

) از مخمـر  Bتولید اولین محصول دارویی تجاري(واکسن هپاتیـت    1999-1980

نوترکیب. موافقت رسمی دولت انگلستان براي اسـتفاده از مخمـر   

) مهندسـی شـده از   1994) و مخمـر و آب جـو (  1990نانوایی (

ــوم ساکاروم   ــروژه ژن ــل پ ــی. تکمی ــر ژنیتیک ــروزیه  نظ ــس س یس

)1996.(  

  استفاده صنعتی مخمرها -1-15-1-4

در آینده، احتمالا مخمرها اثر قابل ملاحظه اي بر تجدیـد انـرژي، بیوتکنولـوژي محیطـی ماننـد کنتـرل       

بیولوژیکی و حفظ سلامت به ویژه مطالعـه نارسـایی هـاي ژنیتیکـی انسـان و سـرطان خواهنـد داشـت         

متابولیسم مخمر می تواند سـوخت اتـانولی را از مـواد خـام تخمیـري      در خصوص انرژي، . )7-1شکل (

  کربوهیدراتی تجدید پذیر فراهم کند.

حتی از این فراتر رفته و عنوان کرده که استفاده از مخمر (براي تولیـد اتـانول    1978در سال  105هورکر

روي این کره خـاکی بـه    زیستی به عنوان یک منبع انرژي تجدیدپذیر) امید بزرگی را براي بقاء تمدن بر

وجود آورده است. در حوزه پزشکی، پیشرفت هاي چشمگیري در تولید پـروتئین هـاي درمـانی انسـانی     

به وسیله مخمرهاي مهندسی شده ژنتیکی صورت گرفته است. ضـمنا، اسـتفاده از مخمرهـا در پزشـکی     

ان هـاي اولیـه مخمرهـا    نوترکیب مربوط نمی شود. براي مثـال، از زم ـ  DNAدرمانی فقط به دانش فنی 
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براي کنترل بیولوژیکی عفونت هاي باکتریایی انسان استفاده می شده اند. پیشـرفت هـاي هیجـان انگیـز     

دیگر به آنالیز عملکردي ژنوم مخمـر برمـی گـردد و چنـین آنـالیزي ممکـن اسـت بیـنش وسـیعی در          

  ).1391(پورنیا و کچوئی،  شناخت ساختمان و عملکرد ژن انسانی فراهم کند 

  ).1391: تنوع خروجی هاي مربوط به بیوتکنولوژي مخمرها (پورنیا و کچوئی، 7-1شکل  

1-16- Rhodotorula:   

هوا، خـاك، دریاچـه هـا، آب اقیـانوس، شـیر و آب      ردوترولا یک مخمر معمول محیطی می باشد که در 

). ردوتـرولا کلـونی   Larone, 1993میوه ها یافت می شود. جنس ردوترولا شامل هشت گونه می باشـد ( 

تولید می کند. آنها فاقـد هیـف مـی باشـند. محققـان ردوتـرولا را از        106صورتی تا قرمز و بلاستوکونیدیا

). گونـه هـاي ردوتـرولا مخمرهـاي     Miceli, et al., 2011اکوسیستم هاي مختلف جداسازي کرده انـد ( 

  ). Pfaller, et al., 2004( ساپروفیت هستند که از منابع مختلف محیطی بازیابی می شوند

  ینوتا:مورفولوژي ردوترولا م -1-16-1

رشد می کنـد. کشـت خطـی آن     C°25روز در دماي  7آگار بعد از گذشت  107YMردوترولا مینوتا در 

  صورتی، صاف و صیقلی می باشد اما برجسته و مخاطی نیست.

رشد می کنـد. سـلول هـاي آن کـروي یـا       C°25روز در دماي  3براث بعد از گذشت  YMردوترولا در 

  .)Chang and Wang, 2002مجموع یا تنها می باشند (به طور  μm 7-5/5×5کشیده به قطر 
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  تولید و استخراج پلی ساکارید: -2-1

موفق به اندازه گیـري میـزان پلـی سـاکارید تولیـد شـده از گونـه ي         2016گینتکا و همکاران در سال 

 109بر اساس منبع کربنی شدند. تـاثیر منبـع کـربن در بیوسـنتز اگزوپلـی سـاکارید       108مخمري کاندیدا

توسط گونه ي مخمري کاندیدا که از کفیر جدا شده بود مورد بررسی قرار گرفت. بازده توده زیسـتی بـر   

) بـه ترتیـب در   114، سـوربیتول 113، گلیسـرول 112، لاکتـوز 111، مـالتوز 110اساس منـابع کربنـی (سـاکارز   

اندازه گیري شد. بیشترین میزان بازده تولید اگزوپلی ساکارید مربوط بـه گونـه    7،15-4،13محدوده ي 

ارزیابی شد. منبع کربنـی مـالتوز مـوثرترین منبـع بـراي گونـه ي مـورد نظـر          C. guilliermondiiي  

  ).Gientka, et al., 2016شناخته شد (

باشـند.   تولیدکنندگان اگزوپلی سـاکاریدها مـی   115پی بردند که اندوفیدها 2017لیو و همکاران در سال 

مشخص شد که این پلی ساکارید نه تنها نقش تعامل هاي بافتی گیاه را بـازي مـی کنـد بلکـه چنـدین      

عملکرد بیولوژیکی از جمله فعالیت آنتی اکسیدانی، آنتی توموري، ضـدالتهابی، ضـد آلرژیـک و فعالیـت     

تفاده اگزوپلـی سـاکاریدها در مقیـاس صـنعتی هـر دو      تعیـین شـد بـراي اس ـ    هاي پري بیـوتیکی دارد. 

  .)Liu‚ et al.‚ 2017استراتژي افزایش بازدهی و تولید در سطوح مختلف ضروري می باشد (

که اگزوپلی ساکاریدها را تولید می کننـد نقـش مهمـی     116ثابت شده است که اسید لاکتیک باکتري ها

دي کـه در اسـتحکام و رئولـوژي محصـولات شـیري      در صنایع لبنی بازي می کنند به دلیل تاثیري زیـا 

ثابـت شـد کـه پلیمرهـاي اگزوپلـی       انجام شـده توسـط راوس و همکـاران    تخمیر شده دارند. در بررسی

ساکارید می توانند جزء ترکیبات طبیعی معرفی شوند بـه علـت اینکـه تولیدکننـدگان آنهـا بـه عنـوان        

                                                                    
١٠٨ Candida 
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١١٥ Endophyte 
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فوایـد بهداشـتی بـراي برخـی از ایـن اگزوپلـی        میکروارگانیسم هاي ایمن شناخته شده انـد. همچنـین  

  .Ruas, et al.‚ 2002)(ساکاریدها مخصوصا فعالیت آنتی توموري و ایمن سازي اختصاص داده شد 

 118تولیـد کننـده زانتـان    117پنج گونه ي وحشی زانتاموناس کمپستریس 2011جوا و همکاران در سال 

را به منظور تولید پلی ساکارید کشت داده و ایزوله کردنـد. در ایـن مطالعـه، تجزیـه و تحلیـل آنـالیزي       

اگزوپلی ساکارید جدید (زانتان) و توده زیستی تولیـد شـده توسـط زانتامونـاس کمپسـتریس ارائـه داده       

در فـاز اولیـه رشـد    شده است و تاثیر منبع کربن و نیتروژن بر تولید اندازه گیـري شـد. تولیـد زانتـان     

افزایش یافت و حداکثر میزان تولید در فاز تاخیر برآورد شد و بعـد از آن میـزان تـوده زیسـتی کـاهش      

گـرم عصـاره    3گـرم گلـوکز،    20یافت. در این مطالعه محیط کشت تولید محصول با غلظت اولیه حدود 

 SJRظر زانتامونـاس کمپسـتریس   گونه ي مد ن 5مخمر بهترین غلظت براي تولید زانتان بود. و در میان 

O4 ) به عنوان بهترین گونه معرفی شد.(Jeeva, et al.‚ 2011  

بر اساس مطالعات انجام شده مشخص شده است اگزوپلی ساکاریدها پلیمرهاي طبیعـی هسـتند کـه بـه     

عنوان عوامل ایجاد کننده ویسکوزیته، ژله کننده و قـوام دهنـده بـه طـور گسـترده در صـنایع غـذایی        

جـدا شـده از مرغـداري هـاي      119باسیلوس 10تفاده می شوند. در طی این تحقیق با بررسی بر روي اس

و کمینـه   mg/l 43گونه بیشترین توانایی تولید اگزوپلی ساکارید را داشتند کـه بیشـینه تولیـد     2اراك 

کارید را بیشترین میـزان تولیـد اگزوپلـی سـا     B7بود. بر اساس نتایج بدست آمده گونه  mg/l 2/0تولید 

  .)1391 ,داشته است (مبینی و همکاران

، 120بـر روي گونــه هــاي طنـابی شــکل لاکتوکوکــوس لاکتــیس   1991سـرنینگ و همکــاران در ســال  

کرموریس و لاکتوکوکوس کازئی تحقیقاتی انجام دادند کـه در شـیر و مـواد الترافیلتراسـیون رشـد مـی       

ق اگرچـه میـزان کمـی مـانوز، رامنـوز و پنتـوز       کنند و هتروپلی ساکارید تولید می کنند. در این تحقی ـ
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میلـی گـرم در لیتـر محـیط      30-600شناسایی شده است اما میزان پلی ساکارید تولید شده در حدود 

ارزیـابی شـده اسـت.     C°30بیشـتر از   C°25کشت بدست آمد. میزان تولیـد پلـی سـاکارید در دمـاي     

شـیر میـزان تولیـد     121مانـده از الترافیلتراسـیون  همچنین افزودن گلوکز و ساکارز به شیر و ماده بـاقی  

   Cerning, et al.‚ 1992).اگزوپلی ساکارید را افزایش داد (

بر اساس تحقیقات انجام شده به منظور استفاده از زیسـت پلیمرهـا در صـنایع، نیـاز بـه تجـاري کـردن        

بهینه سـازي شـرایط تولیـد    فرآیند تولید و بهینه کردن آن است. با توجه به مطالعات انجام شده درباره 

زیست پلیمر مشخص شد که افـزون بـر اثـر عوامـل تغذیـه اي مهـم در تولیـد از قبیـل منـابع کـربن،           

نیتروژن، فسفر، گوگرد و ... عوامل فیزیکی و غیرتغذیه اي نیز در فرآیند تولید بسیار اثرگذار می باشـند.  

بـر تولیـد بهینـه ي پلـی     pH دن، دمـا و  در این مطالعه اثر پارامترهایی نظیـر سـرعت هـوادهی و همـز    

ساکاریدهاي میکروبی که از مهمترین و پرکاربردترین زیسـت پلیمرهـا هسـتند بررسـی شـده اسـت. بـا        

توجه به نتایج بدست آمده در اکثر منابع بررسی شده براي تولیـد مقـدار بهینـه از اگزوپلـی سـاکاریدها      

 pHو  C°32-27، دمـا  rpm 200-800 ، همـزدن VVm  3-5/0شرایط مناسب براي سـرعت هـوادهی  

 .)1395خانی و همکاران، (در نظر گرفته شد  8-5

مطالعـاتی   122با هدف بررسی تولید اگزوپلـی سـاکارید از مخمـر ردوتـرولا مینوتـا      2016رامیرز در سال 

انجام داد. در این مطالعه ارزیابی سمیت اگزوپلی ساکارید بـه منظـور اطمینـان از اینکـه بـراي مصـارف       

-62-21/59سانی امن است مورد بررسی قرار گرفت. اگزوپلی ساکارید مخمر حاوي میـزان قنـد بـالا (   ان

گروه هاي قابل توجهی از جملـه هیدروکسـیل،    FTIR%) بود. طیف  19/17%) و میزان پروتئین کم (47

اگزوپلـی   SEMکربوکسیل، پیوندهاي بتا، گلوکز، مانوز و حلقه هاي آروماتیک را نشـان داد. میکروگـراف   

ساکارید ساختارهاي گرانولی طولانی را نشان داد. بررسی سم شناسی اگزوپلی سـاکارید هـیچ نشـانه اي    

                                                                    
١٢١ Oltrafiltration 
١٢٢ Rhodotorula minuta 



٤٥ 
 

و  123روز تجویز اگزوپلـی سـاکارید نشـان نـداد. آزمـون هماتولوژیـک       14از سمیت و مرگ و میر بعد از 

 ـ   124هیستوپاتولوژیک ی نشـان نـداد. بـر    در کبد هیچ تغییر قابل توجهی بین گروه هـاي تجربـی و کنترل

اساس نتایج بدست آمده پتانسیل کاربردي اگزوپلی سـاکارید در صـنعت بـه عنـوان عامـل هـاي پایـدار        

  Ramirez,  2016).(کننده و غلیظ کننده نشان داد 

با مطالعه روي قارچ هاي خوراکی دریافتنـد کـه ایـن قـارچ هـا از زمـان        2014خان و همکاران در سال 

رو و غذا در کشورهاي آسیایی استفاده می شـدند. همچنـین مزایـاي بهداشـتی و     هاي قدیم به عنوان دا

دارویی قارچ هاي خوراکی عمدتا بخاطر پلی ساکارید ها می باشد کـه بخـش عمـده اي از مـواد زیسـت      

فعال هستند. مطالعات فیتوشیمیایی و فارماکولوژي ثابت کرد که پلی ساکارید یکی از مواد اصـلی فعـال   

ختلف قـارچ خـوراکی و دارویـی مـی باشـد و همچنـین ایـن پلـی سـاکاریدها فعالیـت هـاي            در انواع م

بیولوژیکی کافی از جمله فعالیت هـاي ایمنـی، آنتـی تومـوري، آنتـی اکسـیدانی، ضـد سـرطان و ضـد          

 (khan, et al.‚ . 2014) ویروسی را نشان داد

تولیـد کننـده اگزوپلـی سـاکارید      با مطالعه روي میکروارگانیسـم هـاي   2012دونات و همکاران در سال 

گونه میکروارگانیسم هاي یوکاریوتی و پروکاریوتی براي تولیـد اگزوپلـی سـاکارید مـورد      30دریافتند که 

گـرم اگزوپلـی    40توجه هستند. برخی از میکروارگانیسم ها می توانند در شرایط ساده اما گران قیمـت  

تند که عملکـرد اصـلی اگزوپلـی سـاکاریدها کمـک بـه       ساکارید تولید کنند. آنها طی بررسی هایی دریاف

همچنـین هتروپلـی سـاکاریدها و بعضـی از      .محافظت از سلول در برابـر فشـارهاي محیطـی مـی باشـد     

      هموپلی ساکارید ها در داخل سـلول سـنتز شـده و بـه محـیط خـارج سـلولی سـنتز مـی شـوند           

).(Donot, et al.‚ 2012 

                                                                    
١٢٣ Hematologic 
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را از میسـیلیوم جـدا     PNM1و  PNW1پلی ساکارید محلول در آب  دو 2008لی و همکاران در سال 

با استفاده از تخمیـر غوطـه وري کشـت دادنـد. نتـایج       125کردند و در محیط کشت فلینوس نیگریکانس

آزمایشات دارویی این پلی ساکاریدها نشان داد که تزریق خوراکی این دو پلی ساکارید رشـد تومورهـا را   

بیشـتر بـود. میـانگین     PNM1نسبت به پلی سـاکارید   PNW1در موش مهار کرد و تاثیر پلی ساکارید 

کیلو دالتون تعیین شد. هر دو پلی ساکارید شـامل   29و  33 در حدود PNM1و  PNW1وزن مولکولی 

با اسـتفاده   PNM1و  PNW1گلوکز، گالاکتوز، مانوز، آرابینوز و فوکوز بودند. ویژگی هاي اصلی ساختار 

 GC-MSو  NMRاز هیدرولیز اسیدي نـاقص، اکسیداسـیون پریـودات، تجزیـه اسـمیت، متیلاسـیون،       

 Li, et al.‚ 2008).(تعیین شد 

% را با استفاده از حـذف چربـی و    8/56با بازده  126پلی ساکارید خام اکارا 2012لی و همکاران در سال 

 4ارزیـابی شـد. پلـی سـاکارید اکـارا در       M  1/0پروتئین جداسازي کردند و وزن مولکولی کربوهیـدرات 

ــید    ــالاکتوز، اس ــده آن آرابینــوز، گ ــدهاي اصــلی تشــکیل دهن ــل حــل تقســیم شــد و قن  فرکشــن قاب

 .Li, et al.‚ 2012) (گالاکتورونیک، زایلوز و گلوکز بود

مطالعاتی انجـام دادنـد. ایـن     127بر روي قارچ خوراکی فلینوس سنسولاتو 2015یان و همکاران در سال 

قارچ براي پیشـگیري از بیمـاري هـایی از جملـه اخـتلالات گوارشـی، اسـهال، خـونریزي و سـرطان در          

و کره مورد استفاده قرار گرفت. پلی ساکاریدها یک طبقـه وسـیعی    کشورهاي شرقی به ویژه چین، ژاپن

از مولکول هاي زیست فعال در فلنیوس را نشان دادند که خواص دارویـی و آنتـی تومـوري دارنـد. ایـن      

پلی ساکاریدها به طور مستقیم از رشد تومورها و هجوم امراض جلوگیري کـرد. مطالعـات نشـان داد کـه     

اج شده از فلینیوس جـایگزین مناسـب بـراي داروهـاي ضـد تومـور مـی باشـد         پلی ساکاریدهاي استخر

)(Yan, et al.‚ 2015.  

ساختار شیمیایی اگزوپلی ساکارید سنتز شده توسط پی شیا هالستی مورد بررسی قـرار گرفـت و شـرح    

                                                                    
١٢٥ Phellinus nigricans 
١٢٦ Okara 
١٢٧ Phellinus sensu lato  
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پنتا و الیگوساکاریدهاي با وزن مولکـولی کـم بودنـد     ‚داده شد. زنجیره هاي جانبی پلیمر که مونوفسفات

% از کـل پلیمـر را   10با استفاده از هیدرولیز اسیدي ضعیف حذف شدند. زنجیره ي اصـلی پلیمـر تنهـا    

 ‚Ghada).  تشکیل می دهد که ثابت می کند اگزوپلی ساکاریدها داراي شاخه هاي زیـادي مـی باشـند   

et al., 2012)  

فعالیـت ضـدتوموري در حیوانـات آزمایشـگاهی      128شده توسـط ردوتـرولا روبـرا    مانان هاي خطی تولید

نشان داد و فرمهاي سولفات آنها باعث توسعه آنتی بادي ها و ماکروفاژها شده است. علاوه بـر ایـن پلـی    

نشـان دادنـد. پلیمـر تولیـد شـده       UVساکاریدها تاثیر واضحی بر محافظت از سلول ها در برابر اشعه ي 

متشکل از گلوکز، مانوز و آرابینوز می باشد فعالیت آنتی اکسیدانی، آنتـی   که رولا گلوتینیستوسط ردوت

    (Ghada‚ et al., 2012). توموري و آنتی ویروسی را نشان می دهد 

ویژگی هاي فیزیکی اگزوپلی ساکاریدهاي مخمري به ویژه توانایی آنها در تشـکیل محلـول هـاي متـراکم     

علاقه ي صنعت بـر ایـن محصـولات زیسـتی شـده اسـت. پتانسـیل اگزوپلـی          در محیط هاي آبی باعث

ساکارید در امکان استفاده از آنها به عنوان غلیظ کننده و پایدار کننده در غذا و وسایل آرایشـی آشـکار   

شده است. بنابراین پارامترهاي فیزیکی از جمله ویژگی هاي رئولوژیکی محلـول هـاي اگزوپلـی سـاکارید     

ري در امولسیون هاي آب در روغن و توانایی باند کردن آب براي ایـن کاربردهـا ضـروري مـی     آبی، پایدا

ــونی    ــیات مایعــات غیــر نیوت ــاکارید از مخمــر ردوتــرولا خصوص ــاي آبــی اگزوپلــی س باشــد. محلــول ه

  . )Cho‚ et al.‚ 2001(سودوپلاستیک را نشان می دهد 

بازده شکل گیري امولسیون هـا و ثبـات در لوسـیون هـا را      129گلوکومانان تولید شده توسط سالمونیکالر

افزایش می دهد. استفاده از اگزوپلی ساکارید مخمري در ترکیب با دیگر پلـی سـاکارید هـا بـراي مثـال      

 Kuncheva‚ et).زانتان پارامترهاي استحکام و میزان ویسکوزیته ي این محلول ها را افزایش مـی دهـد  

al.‚ 2007)  ید مخمري ممکن اسـت از اجـزاي غـذاهاي زیسـت فعـال باشـند. اگزوپلـی        اگزوپلی ساکار

                                                                    
١٢٨ Rhodotorula rubra 

١٢٩ Salmonicolor 
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بـه عنـوان افزودنـی غـذایی بـراي کـاهش        130ساکارید تولید شده توسط مخمر کریپتوکوکـوس لـورنتی  

   (Ananeva‚ et al., 2002).غلظت کلسترول و تري گلیسیریدها در سرم خون استفاده می شود

استفاده از اگزوپلیمرهاي مخمري براي جذب فلزات سنگین نیـز ممکـن مـی باشـد. لـوتلان (اگزوپلـی        

ساکارید تولید شده توسط کریپتوکوکوس لوتئوس) بدلیل ظرفیت بالا براي اتصال بـه عناصـر شـیمیایی    

پلـی   از جمله یون هاي آهن و مس کاربرد زیادي دارد. لازم به ذکر است کـه شـناخت مکانیسـم تولیـد    

ساکارید خارج سلولی توسط میکروارگانیسم ها در پزشکی نیز مهم است. اگزوپلی ساکارید یـک سـاختار   

ناهمگن سه بعدي براي بیوفیلم ها که چسبندگی گونه هاي بیماري زا را تسـهیل مـی کنـد ایجـاد مـی      

  (Buchanan and Murphy, 1998).  کند 

 شناسایی پلی ساکاریدها -2-2

 131یک اگزوپلـی سـاکارید کـه توسـط لئوکنسـتوك مزنتروئیـدس       2017همکاران در سال متسوزاکی و 

تولید شده بود جداسازي کردند. آنها در این مطالعه دریافتند که با تزریـق داخلـی اگزوپلـی سـاکارید و     

در مخـاط دهـان و سـرم     IgGو  IgAآنتی ژن آووآلبومین به موش منجر به ترشح آنتی ژن اختصاصـی  

نشان می دهد اگزوپلی ساکارید فعالیت معین براي استفاده با تلقـیح مخـاطی دارد. در ایـن    می شود که 

یک بعدي و دو بعدي نشـان داد کـه    NMRو طیف سنجی  GC-MSمطالعه آنالیز متیلاسیون همراه با 

% گلوکان که با شاخه هـاي گلـوکز بانـد شـده اسـت. تعیـین سـاختار        6/1% اگزوپلی ساکارید شامل 94

ت جزئی توسط تجزیه آنزیمی گلوکان بـا دکسـتراناز انجـام شـد و بـا اسـتفاده از طیـف سـنجی         ترکیبا

NMR   ) 2→6دو بعدي براي شناسایی پلیمر فروکتان که شـامل بانـدهاي(β- ) 2→1و(-β    مـی باشـد

  Matsuzaki, et al.‚ 2017).    (انجام شد 

                                                                    
١٣٠ Cryptococcus laurentti 

١٣١ Leuconostoc mesenteroiedes 
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تولیـد شـده توسـط گونـه ي طنـابی      روي اگزوپلـی سـاکارید    1997دوناس چاسکو و همکاران در سال 

در محیط کشـت نیمـه تعریـف شـده تحقیقـاتی انجـام دادنـد. ایـن اگزوپلـی           132پدیوکوکوس دامنوس

گلـوکز معرفـی شـد. بـر اسـاس تجزیـه و تحلیـل        -Dساکارید به عنوان یک هموپلیمر تشـکیل شـده از   

اکارید، نشـان داد کـه   یک بعدي و دو بعدي پلـی س ـ  NMRمونوساکارید، متیلاسیون و انجام آزمایشات 

  ).Duenas-chasco, et al., 1997() 1-2شامل واحد هاي تکراري با ساختار زیر می باشد (شکل 

 

 ,Duenas-chasco: ساختار اگزوپلی ساکارید شناسایی شده توسط دوناس چاسـکو و همکـاران(  1-2 شکل

et al., 1997.(  

از محـیط کشـت داده شـده ي     2016توسط لی و همکاران در سـال   TP1Aپلی ساکارید خارج سلولی 

خـالص سـازي    S-300سفاروز جریان سریع و سفاکریل  Qبا ترکیب کروماتوگرافی  133مایع تري کودرما

نشـان داد کـه    NMRکیلو دالتون ارزیابی شـد. آنـالیز متیلاسـیون و     40حدودا  TP1Aشد. وزن مولی 

ــالی   ــاختار احتم ــلTP1A ])6→4(-α-D-)س ــل(-β-D-)1→6گلوکوپیرانوزی -)1→6گالاکتوفورانوزی

β-D )ــل -β-D-)1→2‚6گالاکتوفورانوزیــــــــــــــل(-β-D-)1→2‚6گالاکتوفورانوزیــــــــــــ

ــل( ــل(-β-D-)1→2‚6گالاکتوفورانوزی ــل(-α-D-)1→2‚6گالاکتوفورانوزی -α-D-)1→2‚6مانوپیرانوزی

-α-D-)1→6مانوپیرانوزیـــــل( -α-D[و  ]1→گلوکوپیرانوزیـــــل(-α-D[بـــــا   مـــــانوپیرانو

می باشـد. مطالعـات ضـد تومـوري نشـان داد کـه        ]→1گلوکوپیرانوزیل(-α-D-)1→6گلوکوپیرانوزیل(

TP1A  توانایی مهار کردن زنده ماندن سلولهايMCF-7      را دارد. همچنین ثابت شـد کـه پلـی سـاکارید

                                                                    
١٣٢ Pediococcus damnosus 
١٣٣Trichoderma  
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TP1A  می تواند سلول هاي هلا را در مرحله يG2          متوقـف کنـد. ایـن یافتـه هـا نشـان داد کـه پلـی

  .Li, et al.‚ 2016)کاریدهاي قارچی می توانند یک منبع بالقوه براي عوامل ضد توموري باشند (سا

روي تولید اگزوپلی ساکارید از گونـه ي صـفراوي ایزولـه شـده بـه نـام        2011لیورز و همکاران در سال 

رشـد کـرد    MRSتحقیقاتی انجام دادند. این گونه زمانی که بر روي آگـار و   134بیفیدوباکتریوم انیمالیس

-Dرامنوپیرانوزیـل،  -Lاگزوپلی ساکارید با وزن مولکولی بالا تولید کـرد. ایـن اگزوپلـی سـاکارید شـامل      

بــود. در ایـن بررســی   3:1:1:1گالاکتوفورانوزیــل در نسـبت  -Dگالاکتوپیرانوزیـل و  -Dگلوکوپیرانوزیـل،  

ر ایـن اگزوپلـی سـاکارید بـا     یک بعدي و دو بعدي انجام شـد و تیمـا   NMRآنالیز باندها و طیف سنجی 

گالاکتوفورانوزیل انتهایی انجام شد. بر اساس نتایج بدست آمـده ایـن   -Dاسید خالص ملایم براي حذف 

 )2-2اگزوپلی ساکارید شامل یک واحد تکراري هگزاساکارید با ساختار زیر بود (شکل 

 ).(Leivers, et al.‚ 2011 

 

 ).Leivers, et al.‚ 2011شناسایی شده توسط لیورز و همکاران (ساختار اگزوپلی ساکارید : 2-2 شکل

  بهینه سازي ترکیبات محیط کشت و شرایط کشت -2-3

از  135مطالعـاتی را روي بهینـه سـازي محـیط کشـت تولیـد صـمغ ولان        2012لی و همکاران در سـال  

اد افزودنی بـر میـزان   با استفاده از روش سطح پاسخ انجام دادند. تاثیر مو 136میکروارگانیسم آلکالیجنس

بهترین افزودنی براي افزایش تولید تولید صمغ ولان بـود و صـمغ ولان    13740تولید بررسی شد. تویین 

                                                                    
١٣٤ Bifidobacterium animalis 
١٣٥ Welan 
١٣٦ Alcaligenes 
١٣٧ Tween-40 
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ویژگی هاي رئولوژیکی بهتري در مقایسه با زمانی که هیچ افزودنی استفاده نشده بود نشـان داد. شـرایط   

 ـ    و دمـا   g/l ،(pH 9/6 94/0( 40ویین بهینه براي تولید صمغ ولان بر این اساس تعیـین شـد: غلظـت ت

°C6/29 62/23. غلظت تجربی صمغ ولان g/l          بود که بـا میـزان پـیش بینـی شـده توسـط نـرم افـزار

)48/23 g/l( ) مطابقت داشتLi, et al., 2012(.  

ــاکتریوم    2001تـري ونــی و همکــاران در سـال    بهینــه ســازي تولیــد اگزوپلـی ســاکارید توســط آگروب

و امکان استفاده از آن را مـورد مطالعـه قـرار دادنـد. شـرایط محـیط کشـت بـراي تولیـد           138رادیوباکتر

اگزوپلی ساکارید توسط آگروبـاکتریوم رادیوبـاکتر بـا روش سـطح پاسـخ بـراي بدسـت آوردن حـداکثر         

ویسکوزیته محیط کشت و بازده تولید اگزوپلی ساکارید بهینه سازي شد. در این مطالعه غلظـت سـاکارز   

تعیین شد. اگزوپلی ساکارید بدسـت آمـده    8-4بین  pH% و 15-1، حجم تلقیح بین g/l 5/5-5/0بین 

) بود و اگزوپلی سـاکارید بدسـت آمـده    9/88: 4/10: 7/0شامل گلوکز، گالاکتوز و رامنوز با نسبت هاي (

% ژل الاستیک را تشکیل داد. شرایط بهینـه بدسـت آمـده کـه حـداکثر میـزان ویسـکوزیته        2با غلظت 

64/105 mPa  حجـم  62/2%  اندازه گیري شد که میـزان غلظـت سـاکارز    26/2و بازده پلی ساکارید ،%

   .)Triveni, et al., 2001(بود  pH 24/6% و 1تلقیح 

تحقیقاتی روي بهینه سازي ترکیبـات بحرانـی محـیط کشـت بـا اسـتفاده از        2007لیو و وانگ در سال 

انجـام دادنـد.    139اگزوپلی ساکارید توسط آگاریکوس بلازئـی  روش سطح پاسخ براي توده زیستی و تولید

طراحی سه سطحی براي اندازه گیري حداکثر میزان توده زیستی و بـازده اگزوپلـی سـاکارید در سـطح     

استفاده شد. یک مدل آماري براي نشان دادن تـاثیر هـر کـدام از     140بهینه گلوکز، عصاره مخمر و پپتون

زوپلی ساکارید و توده زیستی ایجاد شد. مدل پیش بینـی شـده بـراي    ترکیبات محیط کشت بر تولید اگ

و میـزان عصـاره مخمـر و     3/26g/lبـود کـه در میـزان گلـوکز        g/l 86/10حداکثر بازده توده زیستی 

 4/348مشاهده شدند در حالی که حـداکثر بـازده اگزوپلـی سـاکارید      g/l 84/6و  3/26پپتون با مقادیر 

                                                                    
١٣٨ Agrobacterium radiobacter 
١٣٩ Agaricus blazei 
١٤٠ Peptone 
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m/g  4/28گلوکز بود که در میزان g/l     60/5و  96/4و عصاره مخمر و پپتـون بـه ترتیـب g/l   مشـاهده

شدند. مقادیر پیش بینی شده با مقادیر تجربی مطابقت داشتند. نتـایج تخمیـر در بیورآکتـور نشـان داد     

 363تـوده زیسـتی و    g/l 91/13که در محیط بهینه شـده میکروارگانیسـم آگـاریکوس بلازئـی میـزان      

mg/l  پلی ساکارید تولید می شود)Liu and Wang, 2007(.  

مطالعاتی روي بهینه سازي پارامترهاي چندگانـه بـراي تولیـد حـداکثر      2017شارما و همکاران در سال 

توسـط روش سـطح پاسـخ انجـام دادنـد. طراحـی        141اگزوپلی سـاکارید از لاکتوباسـیلوس پاراپلنتـاروم   

کشت به منظـور تولیـد اگزوپلـی سـاکارید از لاکتوباسـیلوس      آزمایشات آماري براي بهینه سازي محیط 

، غلظـت  pHپاراپلنتاروم بکار برده شد. این طراحی شامل پارامتراي مختلف از جمله زمـان تلقـیح، دمـا،    

منبع کربنی (لاکتوز) و غلظـت منبـع نیتـروژن (آمونیـوم سـولفات) بـود. مقـادیر بهینـه ي متغیرهـاي          

سـاعت زمـان کشـت بـود.      32و  pH 5/6لاکتـوز،   w/v% 25لی ساکارید آزمایش شده براي تولید اگزوپ

مشـاهده شـد. هـیچ     mg/ml 0-6/34بیشترین تغییرات در تولید اگزوپلی ساکارید در محدوده ي بـین  

 ,.Sharma, et al( اختلاف معنی داري بین مقادیر پیش بینی شده و مقادیر بدست آمده وجود نداشـت 

2017(  .      

موفق به بهینه سازي سوبسترا براي تولید اگزوپلـی سـاکارید از مخمـر     2015اران در سال رامیرز و همک

ردوترولا مینوتا با استفاده از طراحی شبکه اي ساده شدند. فرمولاسیون بهینـه سـازي بـر اسـاس طـرح      

ز بـراي  شبکه اي ساده براي بررسی تاثیر سه متغیر وابسته با عناوین مقادیر عصاره مخمر، گلوکز و زایلـو 

بهبود تولید اگزوپلی ساکارید توسط مخمر ردوتولا مینوتا انجـام شـد. فرمولاسـیون بهینـه بـراي تولیـد       

زایلـوز معرفـی شـد. گلـوکز تـاثیري بـر        g/l 25/6عصاره مخمر و  g/l 75/18اگزوپلی ساکارید با میزان 

 g/l 11/2پیش بینـی شـده   تولید اگزوپلی ساکارید نداشت. تحت این شرایط حداکثر بازده پلی ساکارید 

بـود. بررسـی تحقیقـات نشـان داد کـه اخـتلاف        g/l 07/1میـزان کـل قنـد در اگزوپلـی سـاکارید       بود.

  ).Ramirez, et al., 2015معناداري بین مقادیر واقعی و مقادیر پیش بینی شده وجود نداشت (

                                                                    
١٤١ Lactobacillus paraplantarum 
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 142دکسـتران از ویسـلا سـیباریا   مطالعاتی روي بهینه سازي تولیـد   2017کانیموژي و همکاران در سال 

انجام دادند. تاثیر فاکتورهاي مهم براي تولید پلی سـاکارید از جملـه سـاکارز (منبـع کربنـی)، دمـا، دي       

پتاسیم هیدروژن فسفات و عصاره مخمر (منبع نیتروژنی) مورد مطالعـه قـرار داده شـد و بهینـه سـازي      

% 78/15زده تولیـد دکسـتران در غلظـت    این ترکیبات توسط روش سطح پاسخ انجام شـد. حـداکثر بـا   

بدسـت آمـد. بـازده     C°26% دي پتاسیم هیدروژن فسفات و دماي 25/1% عصاره مخمر،  27/1ساکارز، 

کیلـو    <2000% بیشتر از شرایط قبل بهینه سازي بود. وزن مولکولی دکستران بدسـت آمـده   51تولید 

 ).Kanimozhi, et al., 2017(دالتون ارزیابی شد 

 آنتـی  هـاي  سـاکارید  پلـی  اولتراسـونیک  اسـتخراج  سازي موفق به بهینه 2017همکاران در سال  رازا و

سـطح پاسـخ شـدند. حـداکثر بـازده پلـی        روش از استفاده با 143تراپا کوادریسپینوسا ساقه از اکسیدانی

دقیقـه، نسـبت آب    41% تحت شرایط بهینه شده براي استخراج از جمله زمان اسـتخراج  78/2ساکارید 

بدست آمد. همچنـین حـداکثر ظرفیـت آنتـی اکسـیدانی       C°58و دماي استخراج  ml/g 5/31ه مواد ب

و دمـاي   ml/g 32دقیقه، نسبت آب بـه مـواد    38تحت شرایط بهینه استخراج از جمله زمان استخراج 

C°56 ) میکرومـول) بـا     77/18%) و ظرفیت آنتی اکسیدانی (75/2بدست آمد. این مقادیر، پلی ساکارید

  ).Raza, et al., 2017مطابقت داشتند (  RSMنتایج پیش بینی شده توسط 

مطالعاتی روي استخراج، بهینه سـازي، ویژگـی هـاي فیزیکوشـیمیایی و      2017لین و همکاران در سال 

انجـام دادنـد. بهینـه     144فعالیت آنتی اکسیدانی اگزوپلی ساکارید تولید شـده توسـط مزونـا چاینسـیس    

 05/7رایط استخراج با استفاده از روش سطح پاسخ انجام شد و حـداکثر بـازده پلـی سـاکارید (    سازي ش

g) با استفاده از این روش بدست آمد (Lin, et al., 2017 .( 

مطالعـاتی روي تولیـد، بهینـه سـازي ترکیبـات محـیط کشـت بـراي          2017مالیک و همکاران در سال 

هـاي انتخـابی باسـیلوس انجـام دادنـد. گونـه هـاي انتخـابی          حداکثر بازده  اگزوپلـی سـاکارید از گونـه   

                                                                    
١٤٢ Weissella cibaria  
١٤٣ Trapa quadrispinosa 
١٤٤ Mesona chinensis 
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باسیلوس براي تولید اگزوپلی ساکارید در سه محیط کشت متفاوت مورد بررسی قـرار گرفتنـد. کمتـرین    

بـود و وزن   145) ثبت شده مربوط به گونه ي باسیلوس آمیلولیکیوفاشـنز g/l 7/6میزان اگزوپلی ساکارید (

 57/48کیلو دالتون ارزیابی شد. بیشـترین بـازده اگزوپلـی سـاکارید (     >5د مولکولی این اگزوپلی ساکاری

g/lکیلـو دالتـون    5-30بود کـه وزن مولکـولی آن بـین     146) مربوط به گونه ي باسیلوس لیچنیفورمیس

ثبت شد. تاثیر غلظت عصاره مخمر، سوکسینات سدیم و ساکارز بر تولید اگزوپلـی سـاکارید از گونـه ي    

باسیلوس لیچنیفورمیس توسط روش سطح پاسخ مورد بررسی قرار گرفت. بیشترین بازده پلـی سـاکارید   

 و کاهش غلظت عصاره مخمر بدست آمد با افزایش غلظت سوکسینات سدیم و ساکارز

 )Malick, et al., 2017.( 

مطالعاتی روي بهینه سازي تولیـد اگزوپلـی سـاکارید ضـد سـرطان از       2016دیپاك و همکاران در سال 

با اسـتفاده از روش سـطح پاسـخ انجـام دادنـد. تولیـد بهینـه اگزوپلـی          147لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

 24بدسـت آمـد. در کشـت متنـاوب بعـد از         400mg/lساعت بـه میـزان    24ساکارید بعد از گذشت 

 ).Deepak, et al., 2016(رسید   597mg/lساعت غلظت اگزوپلی ساکارید به 

بـا   148یـد اگزوپلـی سـاکارید از کوکوریـا روزآ    موفق بـه بهینـه سـازي تول    2017گو و همکاران در سال 

استفاده از روش سطح پاسخ شدند. ترکیب بهینه ترکیبات محیط تخمیر براي تولیـد اگزوپلـی سـاکارید    

مورد مطالعه قرار گرفت. در این مطالعه از مدل آماري طراحی مرکب و روش سطح پاسـخ بـراي بهینـه    

% 5/0ط بهینه براي تولیداگزوپلی سـاکارید شـامل   سازي مرکب ترکیبات محیط کشت استفاده شد. محی

% سـولفات  8/5% پپتـون،  5/0% پتاسـیم کلریـد،   5/0% عصـاره مخمـر،   3/0% سیترات سدیم، 1کازئین، 

بـود کـه بـا مقـدار پـیش بینـی شـده          g/l 01/48بود. حداکثر بـازده پلـی سـاکارید     =7pHمنیزیم و 

)39/50g/l ) مطابقت داشت (Gu, et al., 2017.(  

                                                                    
١٤٥ Bacillus amyloliquefaciens  
١٤٦ Bacillus licheniformis  
١٤٧ Lactobacillus acidophilus  
١٤٨ Kocuria rosea  
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موفق به بهینه سازي ترکیبات مغذي کشت براي تولیـد صـمغ ژلان از    2007بانیک و همکاران در سال 

متغیر مورد مطالعـه،   20با استفاده از روش سطح پاسخ شدند. از بین  149اسفینگوموناس پاوسیموبیلیس

یر را بـر  ملاس، تریپتون، کازآمینواسید، دي سدیم هیدروژن ارتوفسـفات و کلریـد منیـزیم بهتـرین تـاث     

تولید صمغ ژلان نشان دادند. مناسبترین ترکیب محیط کشـت بـراي تولیـد صـمغ ژلان شـامل مـلاس       

5/112 g/l 1، تریپتون g/l 1، کازآمینواسید g/l 1، دي سدیم هیدروژن ارتوفسفات g/l  کلرید منیزیـوم ،

947/0 g/l  814/13و بازده بهینه تولید صمغ ژلان g/l ) بودBanik, et al., 2007.(   

مطالعاتی روي بهینه سازي تولیـد پولـولان از نشاسـته هیـدرولیز      2011گوکسانگور و همکاران در سال 

شده ي سیب زمینی با استفاده از روش سطح پاسخ انجام دادند. منابع  متفاوت نیتروژن ارگانیک مـورد  

روش سـطح پاسـخ بـراي    آزمایش قرارگرفت و بیشترین بازده پولولان با منبع عصاره مخمر بدست آمـد.  

اولیـه) در کشـت متنـاوب     pHپیش بینی تاثیر سه فاکتور (مدت زمان کشت، غلظت سوبسـترا اولیـه و   

) در مقدار بهینه متغیرهـاي فرآینـد (مـدت    g/l 2/19مورد استفاده قرار گرفت. حداکثر غلظت پولولان (

) بدست آمد. بـا اسـتفاده از   26/7اولیه pHو  g/l 4/79ساعت، غلظت اولیه سوبسترا  8/111زمان کشت 

  ).Goksungur, et al., 2011% افزایش بازده در تولید مشاهده شد (20بهینه سازي 

  

  

  

 

  

 

                                                                    
١٤٩ Sphingomonas paucimobilis 
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  مواد اولیه و محلول هاي شیمیایی و میکروارگانیسم -3-1

  توسعه تلقیحتهیه میکروارگانیسم و  -3-1-1

از مرکز کلکسیون میکروارگانیسـم هـاي    150بصورت لیوفیلیزه Rhodotorula minutaمیکروارگانیسم  

خریداري شد. میکروارگانیسم لیـوفیلیزه بعـد از انتقـال بـه دانشـگاه در محـیط       ) PTCC(صنعتی ایران 

ــدت   PDA151کشــت  ــراي نگهــداري طــولانی م ــداري شــد. ب ــاي اتــاق نگه  کشــت داده شــد و در دم

 g/l 6/0گلـوکز،   g/l 30عصـاره مخمـر،    g/l  3 میکروارگانیسم ها توسعه تلقیح در محیط کشتی شـامل 

NaCl ،g/l 4/0 MgSO4  وg/l 06/0  CaCl2   و در دمـا  انجـام شـدc °22  و دورrpm 180   رشـد داده

  ).  1-3شدند (شکل 

 

  رشد مخمر در محیط توسعه تلقیح غنی شده: 1-3شکل 

  شیمیایی و استانداردهاي مورد استفادهمواد  -3-1-2

ــیا  ــلولز از شــرکت فارماس ــو اتیــل س ــتاندارد  153(اپســلا 152دي اتیــل آمین ــد. اس ــوئد خریــداري ش ) س

ــاکاریدهاي خــالص  ــوکز، -Dرامنــوز، -Dمــانوز، -Dمونوس -Lآرابینــوز و اســید  -Lگــالاکتوز، -Dگل

                                                                    
١٥٠ Lyophiled  
١٥١ Potato Dexteroz Agar 
١٥٢ Pharmacia 
١٥٣ Uppsala 
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آلمان خریداري شـدند. اسـید تـري     156آمریکا و مرك 155از شرکت سیگما DMSO154گالاکتورونیک) و 

تهیه شد.  تمامی مواد مربوط به آزمون هاي میکروبـی از قبیـل محـیط     157فلورواستیک از شرکت فلوکا

، منابع کربنی و منابع نیتروژنی از شرکت مرك آلمان خریداري شدند. پـودر سـویا طبیعـی    PDAکشت 

 ‚فاده در آزمـایش از قبیـل اسـیدها   خشک مارك سبحان استفاده شد. سایر مـواد شـیمیایی مـورد اسـت    

  سرم آلبومین گاوي و ... از درجه خلوص آزمایشگاهی برخوردار بودند. ‚بازها

  دستگاههاي مورد استفاده -3-1-3

آلمـان،   158سـاخت شـرکت اپنـدورف    rpm 4000لیتـر) و سـرعت    1سانتریفوژ با ظرفیت حجمی بـالا ( 

تـرازوي دیجیتـال بـا دقـت      ‚آلمـان  159تبخیر کننده دورانی همراه با پمپ خلا ساخت شرکت هیـدولف 

گرم ساخت شرکت اي اند دي ژاپن استفاده شد. از دیگر دستگاه هاي مورد اسـتفاده مـی تـوان     001/0

ه که سـاخت کشـور آمریکـا بـود اشـار      5890160طیف سنج جرمی مدل اچ پی -به کروماتوگرافی گازي

  کرد.  

از  یخچال دار ساخت شرکت پـارس آزمـا ایـران اسـتفاده شـد.      161در قسمت میکروبی از شیکر انکیباتور

 Cutسایر وسایل و دستگاه هاي مورد استفاده می توان به ستون هاي کرومـاتوگرافی، کیسـه دیـالیز بـا      

off 5/2  .کیلو دالتون، دسیکاتور و حمام آب گرم اشاره کرد  

  روش کار -3-2

ــط       -3-2-1 ــده توس ــد ش ــول در آب تولی ــاي محل ــاکارید ه ــی س ــازي پل ــتخراج و جداس ــد، اس تولی

  Rhodotorula minutaمیکروارگانیسم 

                                                                    
١٥٤ Dimethylsulfoxide 
١٥٥ Sigma 
١٥٦ Merk 
١٥٧ Fluka 
١٥٨ Eppendorf 
١٥٩ Heidolph 
١٦٠ HP 5890 
١٦١ Incobator  
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محیط پایه براي تولید اگزوپلـی سـاکارید کـه     تلقیح میکروارگانیسم به محیط تولید محصول -3-2-1-1

 ، 2SO45/2(NH4) ، 25/6، زایلوز 75/18عصاره مخمر  )g/lشامل (

 KH2PO4 1، MgSO4.7H2O 5/0، NaCl 1/0  وCaCl2.2H2O 1/0   تهیـه شـد .pH  تنظـیم   5/5در

دقیقه استریل شد. تمام مـواد شـیمیایی کـه در ایـن      15به مدت  C°121شد و محیط کشت در دماي 

  (Ramirez, 2016).  مرحله استفاده شد از درجه ي خلوص بالایی برخوردار بود

محیط کشـت پایـه    mL  100 ) که شاملmL 250به ارلن ( V/V% 5 سپس سلول هاي مخمر به میزان

  در دماي اتاق رشد داده شد. rpm 180بود تزریق شد و در شیکر انکیباتور با دور 

  استخراج پلی ساکارید محلول تولید شده توسط میکروارگانیسم -3-2-1-2

روز  4جداسازي پلی ساکارید محلول در محیط کشـت کـه توسـط میکروارگانیسـم تولیـد شـد بعـد از        

تخمیر محیط تولید محصول انجام شـد. بـراي جداسـازي سـلول هـاي مخمـر از عصـاره محـیط تولیـد          

  دقیقه سانتریفوژ شد.  5به مدت   rpm 4000محصول در دور 

  محیط کشتجداسازي پلی ساکاریدهاي محلول در  -3-2-1-3

عصاره جدا شده از محیط کشت علاوه بر پلی ساکاریدهاي تشکیل دهنده حاوي مـواد دیگـري از جملـه    

پروتئین ها نیز بود. به منظور حذف پروتئین ها و خالص سازي عصاره از روش سـواگ اسـتفاده شـد. در    

ط حاصـل بـه   % حجم کلروفرم، بوتـانول اضـافه شـد. مخلـو    20% حجم محلول، کلروفرم و 20این روش 

دقیقه هم زده شد. در ادامه پروتئین هاي دناتوره شده توسط دسـتگاه سـانتریفوژ بـه صـورت      30مدت 

لایه هاي رسوبی متشکل از کلروفرم، بوتانول، پروتئین و محلـول آبـی حـاوي پلـی سـاکارید جداسـازي       

برابر حجـم   5/3یزان % به م96شد. پس از این مرحله براي ترسیب پلی ساکاریدهاي جدا شده از اتانول 

ساعت در دماي یخچال قرار گرفت و سـپس جداسـازي    24محلول استفاده شد. مخلوط حاصل به مدت 

سیال از رسوبات حاصل توسط دسـتگاه سـانتریفیوژ صـورت گرفـت. رسـوبات حاصـل بـه عنـوان پلـی          
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انـدازه   ساکاریدهاي خام توسط دستگاه خشک کن انجمادي خشک و وزن پودر حاصل بوسیله ي تـرازو 

  ).(Xu, et al., 2011گیري شد 

  خالص سازي پلی ساکارید محلول   -3-2-2

 6/2سـلولز ( -به منظور خالص ساي پلی ساکارید خـام، از سـتون کرومـاتوگرافی دي اتیـل آمینـو اتیـل      

سانتی متر) استفاده شد. جهت آمـاده سـازي سـتون و شستشـوي مـواد سـلولزي بـه         ₓ 52سانتی متر 

نرمال استفاده شـد. پـس از سـه مرتبـه شستشـوي مـواد        5/0نرمال و سود  5/0یک ترتیب اسیدکلریدر

سلولز توسط آب مقطر شسته و در دسیکاتور تحـت خـلا جهـت    -سلولزي در نهایت دي اتیل آمینو اتیل

دقیقه قرار گرفت. سپس مواد یاد شده به دقت درون ستون فشـرده شـدند. پـس     10هواگیري به مدت 

میلی لیتـر آب مقطـر حـل شـد و از      10گرم پلی ساکارید خام در  58/0سلولزي، از آماده سازي ستون 

اسـید  -ستون کروماتوگرافی مورد نظر عبور داده شد. در نهایت فراکشن هاي جدا شده توسط روش فنل

و پلی ساکارید خالص حاصل توسط دستگاه خشک کن  (Qiao, et al., 2009) سولفوریک کنترل شدند

کامل خشک شد. پلی ساکارید خالص سفید رنـگ حاصـل بـراي مراحـل شناسـایی      انجمادي به صورت 

  مورد استفاده قرار گرفت.  

   Rhodotorula minuta تعیین راندمان پلی ساکارید خالص تولید شده توسط -3-2-2-1

به منظور تعیین راندمان پلی ساکارید خالص بدست آمده، پس از خشک کردن پلی ساکارید جـدا شـده   

کروماتوگرافی توسط دستگاه خشک کن انجمادي، نسبت به توزین آن اقـدام شـد و در نهایـت     از ستون

با توجه به وزن بدست آمده و با استفاده از فرمول زیر راندمان پلی ساکارید خـالص تولیـد شـده توسـط     

  تعیین شد. Rhodotorula minutaمخمر 

	راندمان	بر	حسب	درصد	 �
	وزن	پلی	ساکارید	خالص

حجم	محیط	تولید	محصول
� 100 
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  شناسایی پلی ساکارید محلول در آب -3-2-3

  متیله کردن پلی ساکارید خالص -3-2-3-1

 DMSOمیلی لیتـر   10میلی گرم پلی ساکارید خالص به طور دقیق توزین شد و در  10در این مرحله 

دقیقه تیمـار شـد و پـس از     30محلول بدست آمده توسط دستگاه امواج فرا صوت به مدت . حل گردید

میلی لیتر یدیـد متیـل بـه آن افـزوده شـد. واکـنش در        C25 ،3°یک ساعت گرمخانه گذاري در دماي 

 3ساعت صورت گرفت. سپس به منظور پایان دادن بـه واکـنش    8دماي اتاق و محیطی تاریک به مدت 

میلـی گـرم کلروفـرم اسـتخراج      6مقطر به آن اضافه گردید. محصـولات واکـنش توسـط    میلی لیتر آب 

شدند و بوسیله تبخیر کننده دورانی در فشار پایین خشک گردیدند. تکمیل عمل متیله شـدن بـا عـدم    

ــا  3200مشـاهده جــذب در طـول مــوج    کــه نشـان دهنــده عــدم وجـود گــروه هــاي    Cm-1  3700ت

مـولار   2ی ساکارید هـاي متیلـه شـده توسـط اسـید تـري فلورواسـتیک        هیدروکسیل بود تایید شد. پل

% به منظور حذف اسیدهاي اضافی حـل گردیدنـد. واکـنش    2/0میلی لیتر سود  2هیدرولیز شدند و در 

میلـی لیتـر اینیدریـد     2دقیقه کنترل شد. سپس محصولات حاصل با افزودن  30به مدت  C4°در دماي

سـاعت، اسـتیله شـدند     3بـه مـدت    C°100قرار گـرفتن در دمـاي    میلی لیتر پیریدین و 2استیک و 

Ciucanu and Kerek, 1984).( 

   RSM162بهینه سازي محیط کشت به روش  -3-3

  میکروارگانیسم و شرایط کشت -3-3-1

استفاده شد. این میکروارگانیسم از  Rhodotorula minutaدر این قسمت از مطالعه از میکروارگانیسم 

کشـت داده شـد و در دمـاي نگهـداري شـد. ایـن        PDAمرکز کلکسیون میکروبی ایران تهیه در محیط 

 g/l  6/0 ‚گلـوکز  g/l 30 ‚عصـاره مخمـر   g/l 3 میکروارگانیسم در محیط غنی شده توسعه تلقیح شامل

                                                                    
١٦٢

 Response surface methodology 
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NaCl‚g/l  4/0 MgSo4  و g/l 06/0  CaCl2و در دماي  کشت داده شدC°22 و دور rpm 180    رشـد

  دقیقه استریل شد.  15به مدت  C°121داده شدند. تمامی محیط ها بعد از تهیه در دماي 

  طراحی تجربی محیط هاي کشت میکروبی -3-3-2

  محیط هاي کشت با منابع کربنی مختلف و تثبیت منبع کربن -3-3-2-1

استفاده شد. مواد معدنی پایه در این محیط کشت هـا (گـرم   در این مطالعه از پنج منبع کربنی مختلف 

  2SO4  5/2 ،KH2Po4  1 ،MgSO4.7H2O  5/0 ،NaCl  1/0 ،CaCl2.2H2O(NH4) در لیتـر) شـامل  

استفاده شد. منـابع کربنـی در محـیط اول (گـرم      75/18و منبع پروتئینی پایه شامل عصاره مخمر  1/0

گلوکز، محیط سوم (گرم در لیتـر)   25/6نشاسته، محیط دوم (گرم در لیتر) شامل  25/6در لیتر) شامل 

م در سـوربیتول و محـیط پـنجم (گـر     25/6فروکتوز، محیط چهارم (گـرم در لیتـر) شـامل     25/6شامل 

:الـف). سـپس تمـامی    2-3(شکل  تنظیم شد 5/5تمامی محیط ها در  pHلاکتوز بود.  25/6لیتر) شامل 

از میکروارگانیسـم بـه    V/V% 5دقیقه استریل شـدند. بـه میـزان     15به مدت  C °121محیط ها در دما

 محیط کشت استریل بود تلقیح شـد. سـپس تمـامی محـیط هـا در      cc 100 که حاوي  250ارلن هاي 

روز تمـامی   4قـرار داده شـدند. بعـد از     rpm180 روز در دور  4شیکر انکیباتور در دماي اتاق به مـدت  

ارلن ها از دستگاه خارج شد. بعد از سـانتریفیوژ کـردن محـیط هـا دو فـاز شـدند. تمـامی سـلول هـاي          

ه روشی کـه  میکروبی رسوب کردند و محلول رویی جداسازي شد. بعد از پروتئین زدایی محلول رویی (ب

% افـزوده شـد و بـه    96برابر حجم مخلوط بـه آن الکـل    5/3در قسمت قبل توضیح داده شد) به میزان 

ساعت رسوبات پلـی سـاکارید از محلـول رویـی      24ساعت در دماي یخچال قرار گرفت. بعد از  24مدت 

 ـ      ه توسط سانتریفیوژ جداسازي شد و توسط دستگاه خشک کن انجمـادي خشـک شـد. پـودر حاصـل ب

:ب). سـپس منبـع قنـدي کـه بیشـترین      2-3(شـکل   عنوان پلی ساکارید خام به طور دقیـق وزن شـد  

  .Xu, et al., 2011) (راندمان را داشت تثبیت شد
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 ـ ب: (راست). مختلف يقندها يحاو يها یطمح الف:: 2-3شکل  سـاکارید هـاي خـام تولیـد شـده       یپل

  (چپ) Rhodotorula minutaمخمر توسط 

  محیط هاي کشت با منابع پروتئینی مختلف و تثبیت آن -3-3-2-2

در آزمون قبلی منبع کربنی ثابت شد. در این قسمت از مطالعه هـم از شـش منبـع پروتئینـی مختلـف      

مواد معدنی پایه که در تمام محیط ها استفاده شـد شـامل    براي تشخیص بیشترین راندمان استفاده شد.

(NH4)2SO4  5/2 g/l ،KH2Po4  1 g/l ،MgSO4.7H2O  0/5 g/l ،NaCl  1/0 g/l  ،CaCl2.2H2O  

1/0 g/l     = و منبع کربنی که در قسمت قبل بیشـترین رانـدمان را داشـت (نشاسـتهg/l  25/6  اسـتفاده (

منبع پروتئینی مختلف مورد آزمایش قرار گرفـت.   6شد. در این قسمت هم براي تعیین بیشترین بازده، 

پپتون گوشت، محـیط سـوم    g/l 75/18پپتون کازئین، محیط دوم شامل  g/l 75/18محیط اول شامل 

 g/l 75/18سـویا، محـیط پـنجم شـامل      g/l 75/18، محیط چهارم شامل g/l NH4NO3 75/18شامل 

). تمـامی محـیط هـا آمـاده شـد. در      3-3(شـکل   عصاره مخمر بود g/l 75/18اوره، محیط ششم شامل 

تمـامی محـیط هـا در     pHاز محیط کشت قرار گرفت. سپس  cc  100 به میزان 250ادامه در هر ارلن 

از سلول هاي مخمري به محیط ها تزریـق شـد. شـرایط دسـتگاه شـیکر       v/v% 5سپس  تنظیم شد. 5/5

تنظیم شد. بعد از چهار روز، ارلن هـا از داخـل شـیکر     rpm  180 انکیباتور به صورت، دماي اتاق و دور

بـه    rpm 3000راي جداسازي سلول هاي میکروبی از محلـول در دور  انکیباتور خارج شدند. محیط ها ب

دقیقه سانتریفیوژ شدند. پس از جداسازي محلولهاي رویی از سلول ها پـروتئین زدایـی محلـول     8مدت 

% اضافه شـد و مخلـوط   96برابر حجم محلول الکل  5/3ها انجام شد. سپس به تماي محلول ها به میزان 
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ساعت مخلـوط هـا از یخچـال خـارج      24ر دماي یخچال قرار گرفت. بعد از ساعت د 24حاصل به مدت 

شدند. در این قسمت هم براي جداسازي رسوب ایجاد شـده ي پلـی سـاکارید سـانتریفیوژ انجـام شـد.       

رسوب حاصل در دستگاه خشک کن انجمادي خشک شد و به عنوان پلی ساکارید خام بـه طـور دقیـق    

  .(Xu, et al., 2011)عیین شد وزن شد. سپس بیشترین راندمان ت

. 

  مختلف ینیمنابع پروتئ يحاو يها یطمح: 3-3شکل 

   RSMطراحی ترکیبی توسط نرم افزار  -3-3-3

بر اساس نتایج مطالعات غربالگري قبلی منبع کربن و منبع نیتـروژن مشـخص شـد. توسـط نـرم افـزار       

RSM  روش 1-3سطح تهیه شد (جدول  9از این دو متغیر .(RSM    یک روش قوي براي آزمـایش یـک

. مواد معدنی پایه بـه میـزان یکسـان بـا مراحـل      )Strobel, et al., 1999(متغیر در یک زمان می باشد 

 قبلی افزوده شد به دلیل اینکه مواد معدنی تاثیر قابل توجهی در افزایش راندمان ندارند.

      

   

  

 

 

 سطح                 نشاسته          سویا

                        15            30    X1   

                      10              15 X2 

                              50/12        89/11 X3 

                     04/16     50/22 X4 

                   50/12        11/33 X5 

                      10             30 X6 

                   96/8           50/22 X7 

                     15              15 X8 

                  50/12        50/22 X9 

                                             RSM توسط نرم افزار یشنهاديپ ي: نسبت ها1-3جدول   
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 C °121پس از تهیه محیط کشت ها طبق نسبت هاي مشخص شده همانند مراحل قبل محـیط هـا در  

از سلول هاي مخمر به هر محیط تلقـیح شـد. سـپس تمـامی      v/v% 5دقیقه استریل شدند.  15به مدت 

روز محـیط هـا    4انتقال یافت. بعد از گذشت  180rpmمحیط ها به شیکر انکیباتور در دماي اتاق و دور 

از دستگاه خارج شدند. طبق مراحل قبل، عمل جداسازي سلول هاي میکروبی و محـیط کشـت توسـط    

برابـر حجـم    5/3سانتریفیوژ انجام شد. پس از جداسازي محلول رویی، پروتئین زدایی انجام شد. سپس 

سـاعت در دمـاي یخچـال نگهـداري شـدند. در       24% افزوده شد. محیط ها به مـدت  96محلول ها الکل 

ادامه رسوب پلی ساکارید ایجاد شده توسط سانتریفیوژ جـدا شـد و در دسـتگاه خشـک کـن انجمـادي       

 خشک شد. توزین پلی ساکارید خشک شده به طور دقیق انجام شد.  
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  فصل چهارم

  

  نتایج و بحث
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  در محیط کشتجداسازي پلی ساکاریدهاي محلول  -4-1

پس از سانتریفوژ و جـدا شـدن سـلول هـاي مخمـري، مراحـل        ردوترولا مینوتامحیط هاي کشت مخمر 

پروتئین زدایی و ترسیب با اتانول را طی کردند. پلی ساکارید خام توسط دستگاه خشـک کـن انجمـادي    

-4ام (شـکل  گرم در لیتر بدست آمـد. پلـی سـاکارید خ ـ    5/3خشک گردید. راندمان پلی ساکارید خام 

:ب) وارد سـتون کرومـاتوگرافی   1-4:الف) بدست آمده براي تبدیل شدن به پلی ساکارید خالص (شکل 1

سلولز شد و توسط آب خالص شستشو داده شد. پلی ساکارید خـالص خـارج شـده    -دي اتیل آمینو اتیل

شـد.  از ستون کروماتوگرافی در نهایت تحت خلا تغلیظ شد و سپس در خشـک کـن انجمـادي خشـک     

گرم در لیتر بدست آمد. رنگ پلـی سـاکارید خـام قهـوه اي بـود و       081/2راندمان پلی ساکارید خالص 

 پس از خالص سازي، پلی ساکارید سفید رنگ بدست آمد.

 

 : الف: پلی ساکارید خام (راست). ب: پلی ساکارید خالص (چپ).1-4شکل

  متیله کردن پلی ساکارید خالص -4-2

ترکیـب متفـاوت بـود     4طیـف سـنج جرمـی بیـانگر وجـود      -نتایج حاصل از آنالیز کروکاتوگرافی گـازي 

تـري متیـل   -6و4و2). این ترکیبات پس از شناسایی با طیف سنج جرمی عبـارت بودنـد از   1-4(جدول 

تتـرا متیـل گلـوکز کـه بـه ترتیـب بـا        -6و4و3و2دي متیل مانوز و -4و2تري متیل مانوز، -6و3و2مانوز، 

در ساختار پلی ساکارید خـالص حضـور داشـتند. نسـبت      36/1و  30/1، 07/3، 35/3سبت هاي مولی ن

% از 15% و 85هاي مولی ذکر شده نشان می هد که مونوساکاریدهاي مانوز و گلـوکز بـه ترتیـب حـدود     
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مـی تـوان    1-4کل واحدهاي مونومري پلی ساکارید خالص را تشکیل می دهنـد. بـا توجـه بـه جـدول      

اط کرد که شاخه هاي جانبی پلی ساکارید خالص تمامـا توسـط واحـدهاي مونوسـاکاریدي گلـوکز      استنب

) که محل تشکیل شاخه را نشـان مـی دهـد    1→3و6به انتها می رسد زیرا نسبت مولی مانوز با اتصال (

 1-4) برابر است. مقدار درصد انشعاب با مراجعـه بـه جـدول    1→تقریبا با نسبت مولی گلوکز با اتصال (

واحـدهاي مونـومري مـانوز و     5% محاسبه شد. عدم مشاهده گـروه متیـل روي کـربن شـماره     14حدود 

گلوکز بیانگر این مطلب است که واحـدهاي نـامبرده بـه شـکل حلقـه هـاي پیرانـوزي در سـاختار پلـی          

ساکارید غالب حضور دارند. با جمع بندي نتایج فوق می توان عنوان کرد که واحـدهاي تشـکیل دهنـده    

) اسـت کـه در برخـی از نقـاط     1→3) و (1→4اسکلت اصلی پلی ساکارید خالص مـانوز بـا اتصـالات (   

  مانوز شاخه هاي جانبی حاوي واحدهاي گلوکز وجود دارند.       6زنجیر اصلی از محل کربن شماره 
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  طیف سنج جرمی پلی ساکارید خالص متیله شده-: نتایج آنالیز کروماتوگرافی گازي1-4جدول 

 قند متیله شده
ــبت  نســـ

 مولی
(m/z)  نوع اتصال فراگمنت هاي جرمی 

2,4,6-Me3-Man 35/3 43, 45, 87, 101, 117, 129, 161 →3)-Manp-(1→ 

2,3,6-Me3-Man 07/3 43, 45, 59, 87, 99, 102, 113, 118, 129, 162, 233 →4)-Manp-(1→ 

2,4-Me2-Man 30/1 43, 87,117,129,189 →3, 6)-Manp-(1→ 

2,3,4,6-Me4-Glc 36/1 43, 45, 71, 87, 101, 117, 129, 145, 161, 205 Glcp-(1→ 
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 ار Rhodotorula glutinisفوکاگاوا و همکاران  پلی ساکارید تولید شده توسـط مخمـر    1974در سال 

-Lنتایج بدست آمده از کرومـاتوگرافی لایـه نـازك حضـور دو ترکیـب       خالص سازي و شناسایی کردند.

نشـان داد. هیـدرولیز جزئـی پلـی سـاکارید       1:1گالاکتوز را در پلی ساکارید با نسبت مـولی  -Dفوکوز و 

  ).Fukagawa, et al., 1974(حضور گالاکتان را نشان داد 

 کـه  یک هتروپلی ساکارید اسیدي جدید Rhodotorula glutinis پلی ساکارید بدست آمده از گونه ي

% اسید اورونیک بود. قندهاي خنثـی کـه توسـط کرومـاتوگرافی گـازي      15% قندهاي خنثی و 58شامل 

بودنـد   1/0: 1/0: 2/0: 7/6شناسایی شدند شامل مانوز، فروکتوز، گلوکز و گالاکتوز با نسبت هـاي مـولی   

)Cho, et al., 2001.(  

مطالعاتی انجام  Rhodotorula glutinisقادا و همکاران روي تولید و شناسایی پلی ساکارید حاصل از  

گرم در لیتـر عصـاره مخمـر تولیـد      3گرم در لیتر گلوکز و  30دادند. این پلی ساکارید در محیط حاوي 

شد. شناسایی پلی ساکارید توسط کروماتوگرافی مایع با کـارایی بـالا انجـام شـد. پلـی سـاکارید حاصـل        

). Ghada, et al., 2012بـود (  8/0: 0/1: 2/3هاي مـولی  شامل قندهاي مانوز، گلوکز و آرابینوز با نسبت 

علت تفاوت در نوع پلـی سـاکارید تولیـدي در ایـن گـزارش و تحقیـق انجـام شـده توسـط فوکاگـاوا و           

که همه بر روي یـک گونـه تحقیـق کـرده انـد       2001و چو و همکاران در سال  1974همکاران در سال 

  ط متفاوت تولید باشد.ممکن است بدلیل منبع کربنی متفاوت و شرای

مطالعاتی روي ساختار کلی پلی سـاکارید دیـواره سـلولی گونـه هـاي       1974در سال  الینو و ویتوسکایا 

Rhodotorula glutinis ،Rhodotorula rubra ،Rhodotorula lactosa ،Rhodotorula pallida ،

Rhodotorula marina ،Rhdotorula minuta var.miuta و Rhodotorula minuta var.texensis 

یکی از پلی ساکاریدهاي دیواره سلولی گونه هاي ردوتـرولا کـه مـورد مطالعـه قـرار گرفـت        انجام دادند.

گلوکومانان محلول در آب بود که واحدهاي تشکیل دهنـده آن بـراي تمـام گونـه هـا گلـوکز و مـانوز بـا         

فسفر طبیعی و نیتـروژن کـل بـه ترتیـب     بودند. میزان مانوز، گلوکز، گروه هاي  5/2: 1نسبت هاي مولی 



٧٢ 
 

% و Rh. rubra 74 ،%26 ،%00/0%، گونـه ي  30/0% و Rh. glutinis 68 ،%24 ،%05/0براي گونـه ي  

% Rh. pallida 69 ،%29 ،%10/0%، گونه ي 00/0% و Rh. lactose 70 ،%29 ،%00/0%، گونه ي 00/0

 Rh. minuta var.minutaگونـه ي  %، 00/0% و Rh. marina 70 ،%28 ،%00/0%، گونـه ي  00/0و 

%  00/0% و Rh. minuta var.texensis 68 ،%32 ،%00/0% و گونـــه ي 00/0% و %00/0، %27، 68

انجـام شـد و     Rh. pallidaو  Rh. lactoseگزارش شد. آنالیز کروماتوگرافی گـازي بـراي دو گونـه ي    

رکیبـات بـراي دو گونـه بـه ترتیـب      ترکیب براي این دو گونه ي میکروبی گزارش شد. میزان ت 6حضور 

% 3/12گلوکوزیـد  -α-D-متیـل -O-تتـرا -2،3،4،6%، 7/1% و 2گلوکوزید -β-D-متیل-O-تترا-2،3،4،6

ــري-2،4،6%، 1/12و  ــل-O-ت ــد -β-D-متی ــري-2،4،6%، 5/5% و 1گلوکوزی ــل-O-ت ــد -D-متی مانوزی

% و 3/11متیـل مانوزیـد   -O-% و دي2/33% و 7/35مانوزید -D-متیل-O-تري-2،3،6%، 4/39% و 8/37

  Rh. pallida و  Rh. glutinis ،Rh. rubra ،Rh. lactose% گـزارش شـد. گلوکومانـان گونـه هـاي      8

) و 1→3شاخه اي می باشند و زنجیره اصلی که مانـان مـی باشـد داراي اتصـالات (     βشامل پلیمرهاي 

سـلولی تشـکیل شـده از گونـه      ) واحدهاي مانوپیرانوز می باشد و بسیار مشابه مانان هاي خـارج 1→4(

). در اسکلت اصلی پلـی سـاکارید مـورد مطالعـه     Vitovskaya and Elinov, 1974هاي دیگر می باشد (

  ) می باشد. 1→4) و (1→3در تحقیق فعلی نیز مانوز با اتصالات (

 Rhodotorulaروي ساختار مانان خارج سلولی تولیـد شـده توسـط     1965گورین و همکاران در سال 

glutinis  ) مانوپیرانوز را در زنجیـره ي اصـلی   1→4) و (1→3مطالعاتی انجام دادند. حضور اتصالات (

اتصالات در مانان تولید شـده   ).Gorin, et al., 1965واحد قندي گزارش کردند ( 90متشکل از حداقل 

باشـد کـه   در این تحقیق مشابه تحقیق فعلی می باشد اما با واحدهاي تشکیل دهنـده آن متفـاوت مـی    

  ممکن است بدلیل نوع منبع کربن مصرفی توسط میکروارگانیسم باشد.

شـد. حـداکثر    Rhodotorula minutaموفق به تولید پلی سـاکارید از گونـه ي    2016رامیرز در سال 

گـرم در لیتـر در دمـاي     1/2بازده پلی ساکارید خام با منبع کربنی زایلوز و منبع نیتروژنی عصاره مخمر 
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انجـام شـد. نتـایج آنـالیز حضـور گـروه هـاي         FTIRآمد. شناسایی ساختار توسـط آنـالیز    اتاق بدست

 ,Ramirez، گلـوکز، مـانوز و حلقـه ي آروماتیـک را نشـان داد (     βکربوکسیل، هیدروکسیل، پیونـدهاي  

    نتایج حاصل از تحقیق فعلی نیز حضور مونوساکاریدهاي گلوکز و مانوز را نشان داد.    ).2016

-one-factor-at-a" آمـاري  روش به پلی ساکارید میزان بر کشت محیط ترکیبات اثرات بررسی -4-3

time" 

 کربن منبع -4-3-1

 دمـا  آزمـون،  از مرحلـه  ایـن  ) درRamirez, et al., 2015; Ramirez, 2016بـا مـروري بـر مقـالات (    

)°C21(  عصـاره مخمـر ، )لیتـر  در گـرم  75/18(، pH )5/5( ) 180، دور همـزن  rpm  ،و مـواد معــدنی (

گـرم در لیتـر)، دي پتاسـیم     1/0آبـه (  2گـرم در لیتـر)، کلریـد کلسـیم      5/0آبـه (  7سولفات منیزیم 

گـرم در   1/0گرم در لیتر)، سدیم کلریـد (  5/2گرم بر لیتر)، دي آمونیوم سولفات ( 1هیدروژن فسفات (

شد. منـابع کربنـی (نشاسـته،     تهگرف نظر در آزمون هاي ثابت عنوان به روز 4 تخمیر زمان مدت لیتر) و

گرم در لیتر) از متغیرهـاي آزمـون مـی باشـند. اثـر       25/6گلوکز، فروکتوز، سوربیتول و لاکتوز به میزان 

آورده شده است. نتایج بدسـت آمـده نشـان داد کـه میـزان بـازده اگزوپلـی         2-4منبع کربنی در شکل 

ي بـه طـور معنـی داري افـزایش یافتـه اسـت.       ساکارید با منبع قندي نشاسته نسبت به سایر منابع قند

منبع گلوکز به محیط تولید محصول باعث کـاهش معنـی داري در میـزان تولیـد پلـی سـاکارید       افزودن 

شد.  بعد از نشاسته بهترین منبع براي تولید اگزوپلی ساکارید قنـد سـوربیتول مـی باشـد. بـین منبـع       

  وجهی وجود نداشت.   لاکتوز و فروکتوز در تولید محصول اختلاف قابل ت

در تحقیقات انجام شده توسط بهاتیا و همکاران منبع کربنی نشاسته یکی از بهترین منابع کربنـی بـراي   

تولید اگزوپلی ساکارید معرفی شد که ارزان و در دسترس می باشـد. میـزان اگزوپلـی سـاکارید بدسـت      

بـراي میکروارگانیسـم دوم    g/l 5/14براي میکروارگانیسم اول و  g/l 2/30ساعت کشت  72آمده بعد از 

   .Bhatia, et al., 2015)(گزارش شده است 
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 25/6نشاسته، گلوکز، فروکتوز، سـوربیتول و لاکتـوز بـه میـزان     ( متفاوت کربنی منابع اثرات: 2-4 شکل

  اگزوپلی ساکارید (خطاي انحراف معیار) تولید بر) گرم در لیتر

انجام شد نشـان داد کـه منبـع کربنـی تـاثیر       2016و همکاران در سال  Gientkaدر تحقیق که توسط 

نشـان داده شـد کـه منبـع      در این تحقیـق  .قابل توجه اي در میزان پلی ساکارید تولیدي از مخمر دارد

و  Maalejدر تحقیقـاتی کـه توسـط     پروتئین در تولید اگزوپلـی سـاکارید مـوثرتر مـی باشـد.     کربنی از 

بـع مناسـبی بـراي تولیـد     انجام شد نشان دادند که منبـع کربنـی نشاسـته من    2015همکاران در سال 

 می باشد.  Pseudomonas stutzeri AS22 اگزوپلی ساکارید از گونه مخمري

بسته به گونه میکروبی که اگزوپلی ساکارید تولید می کند منبع کربنی متفاوتی محرك تولیـد اگزوپلـی   

حـداکثر  در حضـور لاکتـوز    A87-SM Zunongwangia profundaساکارید می باشد به عنوان مثال 

    ). Liu et al.,2011( میزان اگزوپلی ساکارید تولید می کند

 Rhodotorula acheniorumموفق به تولید پلی ساکارید از گونـه ي   1999پاولوا و گریگوروا در سال 

گـرم در   2/6گرم در لیتر ساکارز بود. حداکثر بازده پلـی سـاکارید    50شدند. منبع کربنی مورد استفاده 

لیتر بدست آمد که در مقایسه با تحقیق فعلی که میزان منبع کربنـی اسـتفاده شـده در محـیط تولیـد      

ر لیتـر بـود کـه در    گرم د 75/7گرم در لیتر بود بازده بسیار بالایی داشتیم. حداقل بازده  25/6محصول 
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محیط حاوي گلوکز بدست آمد  که در مقایسه با میزان منبع کربنی که اسـتفاده کـردم بسـیار مناسـب     

     ).Pavlova and Grigorova, 1999می باشد (

منابع زیادي گزارش کرده اند که منبع کربن تاثیر زیادي بر ویژگی هاي پلی سـاکارید تولیـد شـده دارد    

ه تولید پلی ساکارید توسط میکروارگانیسم ها می باشد. اکثر تحقیقات در رابطـه بـا   و به عنوان پیش ماد

تولید پلی ساکارید میکروبی تاثیر منبـع کـربن و نیتـروژن و همچنـین غلظـت مـورد اسـتفاده را مـورد         

همـانطور کـه گریگـوروا و همکـاران      ).Maura, et al., 1994; Lo, et al., 1997مطالعه قـرار داده انـد (  

زارش کرده اند با افزایش منبع کربن، ثابت نگه داشتن میزان منبع نیتروژن تحت شرایط ثابـت میـزان   گ

  ).Grigorova, et al., 1999بازده پلی ساکارید هم افزایش یافته است (

  میزان نیتروژن -4-3-2

شـده اسـت. بـا    نشـان داده   3-4نتایج اثرات منابع نیتروژنی مختلف بر تولید اگزوپلی ساکارید در شکل 

  pHگـرم در لیتـر و   25/6توجه به نتایج بدست آمده از آزمون گذشته منبع کربنی نشاسته بـه میـزان   

گرم در لیتر)، کلریـد کلسـیم    5/0آبه ( 7)، مواد معدنی، سولفات منیزیم rpm  180، دور همزن ()5/5(

 5/2دي آمونیـوم سـولفات (   گـرم بـر لیتـر)،    1گرم در لیتر)، دي پتاسیم هیدروژن فسفات ( 1/0آبه ( 2

 آزمـون  هـاي  ثابـت  عنـوان  به روز 4 تخمیر زمان مدت گرم در لیتر) و 1/0گرم در لیتر)، کلرید سدیم (

شد. در این منبع نیتروژنی (پپتون کازئین، پپتون گوشت، نیتـرات آمونیـوم، سـویا، اوره و     گرفته نظر در

از بین این منابع منتخب منبع سـویا و عصـاره مخمـر    در نظر گرفته شد.  عصاره مخمر) به عنوان متغیر

نتایج نشان داد که منبع سویا در مقایسه با دیگر منـابع نیروژنـی   جزء منابع ارگانیک محسوب می شوند. 

باعث افزایش معنی داري در تولید اگزوپلی ساکارید شد. انتخاب منبع سویا به دلیل ارزان قیمـت بـودن   

اهمیت می باشد. اختلاف زیادي در میزان پلی ساکارید تولیـد شـده توسـط    و در دسترس بودن بسیار با 

دو منبع نیترات آمونیوم و پپتون گوشت مشاهده نشد. کمترین میزان تولید مربـوط بـه منبـع اوره بـود     

  که در مقایسه با بازده پودر سویا اختلاف زیادي مشاهده شد.
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(پپتون کازئین، پپتون گوشت، نیترات آمونیـوم، پـودر سـویا،     اثرات منابع نیتروژنی متفاوت: 3-4 شکل 

با توجه به نتایج بدست آمده از ایـن تحقیـق ایـن چنـین     تولید اگزوپلی ساکاریداوره و عصاره مخمر) بر 

تحلیل می شود که منابع کربنی و نیتروژنی تاثیر قابل توجـه اي در میـزان پلـی سـاکاریدهاي تولیـد از      

مینوتا دارد. در بین منابع کربنی نشاسـته و در بـین منـابع نیترژنـی پـودر سـویا        ردوترولاگونه مخمري 

محرك تولید اگزوپلی ساکارید از گونه مخمري ردوتـرولا مینوتـا مـی باشـد. از ایـن رو در مرحلـه بعـد        

  سطوح مناسب این دو منبع کلیدي با استفاده از روش سطح پاسخ بهینه شد. 

Xiao  تحقیقاتی روي تولید اگزوپلی ساکارید انجام دادند. نتایج بدسـت آمـده    2004و همکاران در سال

حـداکثر تولیـد اگزوپلـی سـاکارید را در      Cordyceps jiangxiensis JXPJ 0109 مخمر نشان داد که

حضور عصـاره مخمـر دارد. در ایـن تحقیـق عصـاره مخمـر از منـابع مناسـب تولیـد اگزوپلـی سـاکارید            

  ). Xiao, et al., 2004شناسایی شد (

Shuangzhi و Zhenming        گزارشاتی در مورد بهینـه سـازي محـیط تولیـد پولـولان از میکروارگانیسـم

Rhodotorula bacarurn  .گرم در لیتـر و منبـع    80کربنی را گلوکز با میزان بهینه منبع  ارائه دادند

گـرم در لیتـر    54گرم در لیتر معرفـی کردنـد. بـازده محصـول      20بهینه نیتروژن را پودر سویا با میزان 

      ).(Shuangzhi and Zhenming, 2003گزارش شد 
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Liu به طور ترکیبی از دو منبع عصاره مخمر و پپتـون گوشـت بـراي تولیـد      2007سال  و همکاران  در

استفاده کردند. بهترین میزان مـورد اسـتفاده بـراي عصـاره       Agaricus blazeiپلی ساکارید از گونه ي 

گـرم   64/3گرم در لیتر گزارش شد. حداکثر بـازده   62/6گرم در لیتر و براي پپتون گوشت  84/6مخمر 

از نتایج بدست آمده از تحقیق فعلی می تـوان نتیجـه گرفـت     ).Liu., et al, 2007(ر بدست آمد در لیت

    که عصاره مخمر می تواند منبع مناسبی براي تولید پلی ساکارید باشد.

  بهینه سازي به روش آماري سطح پاسخ -4-4

طـرح   فرایند می باشـد. آزمایش هاي بهینه سازي، بدست آوردن یک مدل ریاضی براي پیش بینی رفتار 

هاي بهینه سازي از عوامل کمتري نسبت به طرح هاي معمولی برخوردار بوده ولـی ایـن عوامـل شـدیدا     

روش سـطح پاسـخ یـک روش آمـاري بـراي طراحـی        ). (Strobel, et al., 1999تاثیر گذار می باشـند 

 ـ ازده مطلـوب مـی باشـد و بـه     آزمایشات، ارزیابی تاثیر فاکتورهاي مختلف و یافتن شرایط اپتیمم براي ب

 ,.Urkut, et al)طور وسیعی براي بهینه سازي شرایط کشـت و پارامترهـاي دیگـر اسـتفاده مـی شـود       

ر افزایش میزان تولید اگزوپلـی سـاکارید مـی    ضاز آنجایی که هدف از این مرحله در تحقیق حا .(2007

نیتروژن (پـودر سـویا) انتخـاب گردیـد     باشد، بازه اي از دو ترکیب کلیدي منبع کربن (نشاسته) و منبع 

 RSMو میزان این دو ترکیب به منظور افزایش تولید اگزوپلی سـاکارید بـه روش آمـاري     )2-4(جدول 

  بهینه شد.
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  RSMوابسته در روش آماري  : میزان واقعی و کد شده متغییرهاي غیر2-4جدول 

    سطح  عامل

 4142/1- 1- 0 1 4142/1 

 04/16 15 5/12 10 96/8 نشاسته (گرم در لیتر)  

 11/33 30 5/22 15 85/45 پودر سویا (گرم در لیتر)

  

مشخص است اثرات خطی پودر سویا و نشاسته در میـزان اگزوپلـی سـاکارید     3-4همانطور که از جدول 

پودر سویا بـراي مقـدار اگزوپلـی    -اثرات متقابل نشاسته. (P<0.01)باشند  دار می در محیط کشت، معنی

. در مـورد اثـر درجـه دوم بـر تولیـد اگزوپلـی       (P>0.01)باشـند   دار نمی ساکارید در توده زیستی معنی

مدل رگرسیون را بـراي اگزوپلـی سـاکارید     1. معادله (P<0.01)باشد  دار می ساکارید هر دو عامل معنی

دهـد. مقـدار    نشـان مـی   Design expertافـزار   تحلیل نتایج توسط نرم در توده زیستی پس از تجزیه و

هـا در   دهنـده میـزان انطبـاق داده    نشـان  99/0براي فرمول اگزوپلی ساکارید  (R2)عددي ضریب تعیین 

اسـت رابطـه     توان چنین نتیجه گرفت که مدل رگرسیون بخوبی توانسـته  باشد و می مدل رگرسیون می

 بینـی کنـد.   و پودر سویا) و تولیـد اگزوپلـی سـاکارید را نشـان داده و پـیش      بین شرایط کشت (نشاسته

دار است که نشان دهنده بر ارزش خوب مـدل مـی   غیر معنی 163همچنین مدل نهایی داراي عدم تطابق

  دهد. را براي مدل رگرسیون نشان می pهاي رگرسیون و مقادیر  ضریب 3-4باشد. جدول 

  

  

  

                                                                    
١٦٣ Lack of fit 
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  پودر سویا) Bنشاسته و  Aبراي مدل اگزوپلی ساکارید ( ANOVAپارامترهاي  -3-4جدول 

 F Pمیانگین مربع             درجه آزادي منبع تغییرات

 اگزوپلی ساکارید اگزوپلی ساکارید اگزوپلی ساکارید اگزوپلی ساکارید               

 >0001/0  2357/206  619/8 5  مدل

A-0017/0  445/55 317/2 1 نشاسته 

B- 0001/0  0146/781 641/32 1 سویاپودر< 

AB 1 672/0 08851/16  0160/0 

A2 1 460/7 5097/178  0002/0 

B2 1  524/1  47909/36  0038/0  

   041/0 4 ماندهباقی

 2191/0 81168/10 054/0 3 عدم تطابق

  005/0 1 خطاي خالص

 

  

        

پودر سویا از منبع کربنـی بـالاتر مـی باشـد کـه       Fمشاهده می شود میزان  3-4همانطور که در جدول 

نشان دهنده تاثیر قابل توجه این سوبستراي کلیدي در تولیـد اگزوپلـی سـاکارید مـی باشـد. از ایـن رو       

چنین تحلیل می شود که افزایش پودر سویا در تولید پلی سـاکارید مـوثرتر از نشاسـته در میـزان پلـی      

  3-4 جـدول  در هـا  داده واقعی میزان همراه به پاسخ سطح شرو مرکزي مرکب طرح. ساکارید می باشد

دیـده مـی شـود بـا افـزایش میـزان سـویا میـزان پلـی           3-4همانطور که در جدول  .است شده گزارش

ساکارید افزایش یافته است و همچنین با ثابت نگه داشتن میزان سویا و افزایش میـزان نشاسـته میـزان    

گـرم در   10نشان می دهد که در سطح پـایین نشاسـته (   4 -4دول ج پلی ساکارید افزایش یافته است.

 باشد. می 99/0براي فرمول رگرسیون مربوط به اگزوپلی ساکارید  R2میزان 

 



٨٠ 
 

 14/13بـه   2/8گرم در لیتر میزان پلی سـاکارید از   30به  15لیتر) افزایش سطح پروتئین پودر سویا از 

گـرم در لیتـر)    15) در حالیکـه در سـطوح بـالاي نشاسـته (    10و  6گرم در لیتر افزایش یافـت (نمونـه   

افزایش یافتـه   2/13به  9/9گرم در لیتر بر میزان میزان پلی ساکارید از  30به  15افزایش پودر سویا از 

) که نشان می دهد در سطوح بالاي نشاسته میزان این افزایش کمتر بوده در حالیکـه پلـی   8و  4(نمونه 

ساکارید بیشتري در سطوح بالاتر تولید شده است. در سـطوح ثابـت سـویا بـه عنـوان منبـع نیتروژنـی        

 6یش منبع کربنی (نشاسته) افزایش قابل توجه اي در میزان پلی ساکارید ایجاد نشده اسـت (نمونـه   افزا

). چنین تحلیل می شود که افزایش منبع نیتروژنی نسبت به منبع کربنی مـوثرتر در  10و  4، نمونه 8و 

  باشد.  تولید پلی ساکارید می باشد در واقع منبع نیتروژنی محرك تولید اگزوپلی ساکارید می

  RSMطراحی آزمایش ها و نتایج از دو متغییر اعمال شده بر روي پاسخ در روش : 4-4 جدول

   پلی ساکارید      

   پاسخ مشاهده شده پودر سویا   نشاسته نمونه

1 5/12 5/22 4/9   

2 5/12 8934/11 8/7   

3 5/12 5/22 3/9   

4 15 15 9/9   

5 03553/16 5/22 9/12   

6 10 30 14/13   

7 964466/8 5/22 1/11   

8 15 30 2/13   

9 5/12 1066/33 4/13   

10 10 15 2/8   
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هـاي  ضریب مدل چند جمله اي درجه دوم پس از تجزیه و تحلیل توسـط نـرم افـزار و حـذف عبـارت      

  ) می باشد.1در نرم افزار بدست آمد و نتیجه حاصل معادله ( Forwardغیرمعنی دار توسط روش 

  )1معادله (

P = 58416/31- 40242/4 × A + ×08066/0B - 02187/0 ×A×B+ ×20440 A2+010267 × B2 

به ترتیب مربوط به میزان نشاسـته و پودرسـویا    Bو  Aمی باشد.  پلی ساکاریدمربوط به درصد  Pمیزان 

               بر حسب گرم در لیتراست.

بـراي تعیـین حـداکثر تولیـد اگزوپلـی       2016در مطالعات انجام شده توسط دیپاك و همکاران در سال 

% افزایش دادنـد. حـداکثر   5/1% تا 25/0% و منابع نیتروژنی از 5% تا 1ساکارید  مقادیر منبع کربنی را از 

% منبع نیتروژنی مشاهده شد. بـا افـزایش میـزان منبـع     1% منبع کربن و 3بازده پلی ساکارید در میزان 

   ). Deepak, et al., 2016افت (کربنی بازده اگزوپلی ساکارید افزایش ی

گـزارش کردنـد کـه بـا افـزایش منبـع        2016در مطالعات انجام شده توسط عمران و همکاران در سـال  

کربنی و ثابت نگه داشتن منبع نیتروژنی بازده پلـی سـاکارید افـزایش یافـت و همچنـین بـا ثابـت نگـه         

ارید بدست آمده افـزایش یافـت. تمـام داده    داشتن منبع کربنی و افزایش منبع نیتروژنی میزان پلی ساک

 ).Imran, et al., 2016ها با مقادیر پیش بینی شده توسط نرم افزار مطابقت داشت (

بر روي بهینه سازي میـزان اگزوپلـی    2011در مطالعات انجام شده توسط گکسانگور و همکاران در سال 

و منبع نیتروژنی ثابـت بـا افـزایش منبـع کـربن میـان اگزوپلـی سـاکارید          pHساکارید دریافتند که در 

  ).Göksungur, et al.,2011افزایش یافت (

  بررسی پذیرش مدل -4-4-1

بررسی مدل مورد نظر براي اطمینان مناسب بودن مدل بسیار مهم می باشد. منحنی پاسخ سـطح بـراي   

). تمـامی مقـادیر تقریبـا روي منحنـی     4-4کل مقادیر مختلف پلی ساکارید تولیدي رسم شده اسـت (ش ـ 
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قرار گرفته اند و خطا بسیار کم می باشد. مدل پیشنهادي بـر اسـاس دو متغیـر (منبـع کربنـی و منبـع       

     نیتروژنی) براي پیش بینی بازده اگزوپلی ساکارید مفید بود.

 

  پیشنهادي پلی ساکارید و مقادیر واقعی بدست آمده  براي بازده RSMمنحنی انطباق :  4-4 شکل

قرار گرفتن میزان نقاط ارتباطی میزان پلی ساکاریدهاي تولید و پیش بینی شـده بـر روي خـط معادلـه     

چنین نشان می دهد که میزان واقعی و میزان پیش بینی شده معادله نزدیکی قابل توجـه اي داشـته و   

  .آمده از متغییر هاي اعمالی بر تولید پلی ساکارید باشدمی تواند تاییدي بر معادله بدست 

  نتایج میزان اگزوپلی ساکارید -4-4-2

دهـد. سـطح    تاثیر سطوح مختلف نشاسته و پودر سویا را بر میزان اگزوپلی ساکارید نشان می 5-4شکل 

اگزوپلـی سـاکارید   پاسخ نشان می دهد که هرچه میزان پودر سویا افزایش و نشاسته کاهش یابد میـزان  

 g/l) و پـودر سـویا (  15وg/l 10( افزایش می یابد. بیشترین مقدار اگزوپلی سـاکارید در غلظـت نشاسـته   

 ) بدست می آید. 30
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انجام شد گزارش کردنـد کـه بـا افـزایش منبـع       2016در تحقیقی که توسط عمران و همکاران در سال 

یافتند که با توجه به آنزیم هـاي تولیـد شـده توسـط     کربنی میزان پلی ساکارید افزایش می یابد. آنها در

  ).(Imran, et al., 2016میکروارگانیسم میزان تولید پلی ساکارید متفاوت می باشد 

  

 

بـا   Rhodotorula minutaبراي تولید اگزوپلی ساکارید (%) به وسـیله ي مخمـر    RSMمنحنی  :5-4 شکل

  )B) و پودر سویا (Aمتغیرهاي نشاسته (

  مقادیر بهینه پیش بینی شده توسط مدل درجه دوم براي متغییرها -4-4-3

) و Aبراي متغییر هـاي نشاسـته (   Design Expertمقادیر بهینه پیش بینی شده با استفاده از نرم افزار 

گـرم در لیتـر مـی باشـد و      30و  15) به منظور تولید حداکثري پلی ساکارید بـه ترتیـب   Bپودر سویا (

گرم پیش بینی شد. در حالی که مقادیر پیش بینـی شـده بـراي تولیـد      35/13تولیدي میزان محصول 

 42/15و  55/11) بـه ترتیـب   B) و پـودر سـویا (  Aحداقلی اگزوپلی ساکارید براي متغیرهاي نشاسـته ( 

  گرم در لیتر می باشد.

Design-Expert® Software
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  ارزیابی مدل رگرسیون تولید اگزوپلی ساکارید -4-4-4

به منظور ارزیابی مدل، شرایط پیش بینی شده مـدل تولیـد اگزوپلـی سـاکارید اعمـال گردیـد. محـیط        

 pHگـرم در لیتـر نشاسـته و پـودر سـویا بـود و        30و  15کشت مناسب تولید اگزوپلی ساکارید حاوي 

کـه  گرم در لیتر بدسـت آمـد    4/13روز تخمیر میزان اگزوپلی ساکارید  4تنظیم شد. پس از  5/5اولیه 

بود نزدیکی قابل تـوجهی دارد. میـزان    35/13با نتایج پیش بینی شده از فرمول که میزان پلی ساکارید 

درصد می باشد که نشان دهنده انطباق میزان پیش بینی شـده نتـایج بـا میـزان واقعـی مـی        3/0خطا 

  باشد.

  نتیجه گیري

، شناسـایی سـاختار و   Rhodotorula minutaدر این تحقیق تولید اگزوپلی ساکارید از میکروارگانیسم 

بهینه سازي ترکیبات کلیدي محیط کشت مورد بررسی قرار گرفت. پلی ساکارید خـام بعـد از پـروتئین    

 S-400سـلولز و سـفاکریل    –زدایی به روش سواگ و ترسیب با اتانول در ستون هاي دي اتیـل آمینـو   

گرم در لیتر بود کـه بعـد از خـالص سـازي       511/3خالص سازي شد. میزان راندمان پلی ساکارید خام 

گرم در لیتر بدست آمد. بررسی سـاختار بـا روش آنـالیز متیلاسـیون      081/2میزان پلی ساکارید خالص 

تـري  -6و4و2ترکیب در ساختار پلی ساکارید بـود کـه شـامل     4انجام شد. نتایج نشان دهنده ي حضور 

تتـرا متیـل گلـوکز بودنـد و بـه      -6و4و3و2مـانوز و  دي متیل -4و2تري متیل مانوز، -6و3و2متیل مانوز، 

در ساختار پلی ساکارید خالص حضـور داشـتند.    36/1و  30/1، 07/3، 35/3ترتیب با نسبت هاي مولی 

) مـی  1→3) و (1→4واحدهاي تشکیل دهنده اسکلت اصلی پلی ساکارید خـالص مـانوز بـا اتصـالات (    

مـانوز شـاخه هـاي جـانبی حـاوي       6بن شـماره  باشد که در برخی از نقـاط زنجیـر اصـلی از محـل کـر     

واحدهاي گلوکز وجود دارند. همچنین در این پژوهش بهینه سـازي دو ترکیـب کلیـدي محـیط کشـت      

تولید پلی ساکارید توسط میکروارگانیسم فوق با استفاده از روش سـطح پاسـخ و روش یـک فـاکتور در     

گرم در لیتـر نشاسـته (منبـع     15پایه شامل زمان با موفقیت انجام شد. فرمولاسیون بهینه محیط کشت 
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گرم در لیتر پودر سویا (منبع نیتروژن) بـود. تحـت شـرایط بهینـه میـزان تولیـد اگزوپلـی         30کربن) و 

گرم در لیتر بدست آمد. بـا توجـه بـه     4/13ساکارید افزایش پیدا کرد. حداکثر بازده تولید پلی ساکارید 

ید بنابراین نشاسته و پـودر سـویا مـی تواننـد منـابع مفیـد، در       افزایش بازده پلی ساکارید در محیط جد

  دسترس و مناسب از لحاظ اقتصادي براي تولید انبوه پلی ساکارید از میکروارگانیسم مورد نظر باشند. 

  پیشنهادات

کاربرد پلی ساکارید تولید شده در صنعت غذا و صنایع دیگر از جمله صنایع دارویی و شیمیایی بررسـی  

خمیر حالت جامد مخمر مورد استفاده بررسی شود. جهت مقرون به صرفه بودن تولیـد ایـن پلـی    شود. ت

  ساکارید می توان تولید در ضایعات کشاورزي و سوبستراهاي ارزان قیمت را مورد بررسی قرار داد.
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  منابع -5-1

چـاپ   "مخمر، فیزیولوژي و بیوتکنولـوژي ") 1391(نویسنده) (پورنیا پ، کچوئی ر، (مترجم) ام ماکر گ 

  اول، انتشارات جعفري.

بهینـه سـازي تولیـد اگزوپلـی سـاکارید توسـط       ")، پایان نامه کارشناسی ارشد: 1389حاج مصطفی م (
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  صنعتی اصفهان.دانشگاه 

مقدمـه اي بـر بیوتکنولـوژي مـواد     ") 1393حبیبی نجفی م، سالاري ا، (مترجم) گرین پ (نویسـنده) ( 

  چاپ اول، انتشارات دانشگاه فردوسی مشهد. "غذایی

بـر   pHپارامترهاي سـرعت هـوادهی، دمـا، سـرعت همـزن و       اثر" ،)1395( ا، بهرامیآ،  چگنی م، خانی
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 دانشکده کشاورزي، دانشگاه صنعتی شاهرود.    "ریشه هاي گیاه گون نوك خمیده

زیسـت فنـاوري کـاربردي در    ") 1389یزدي ف، صادقی ع، غلامحسین پـور ع، ( شهیدي ف، طباطبایی 

  چاپ اول، انتشارات دانشگاه فردوسی مشهد. "صنایع غذایی

  چاپ ششم، شرکت سهامی انتشار تهران. "شیمی مواد غذایی") 1386فاطمی ح، (

وپلـی سـاکاریدهاي   غربال تولیـد اگز ") 1391مبینی س، تاج آبادي ابراهیمی م، هاشمی م، جعفري پ، (

مجلـه تـازه    "متصل به سلول و رها شده به محیط در باسیلوس هاي جدا شده از مـرغ داري هـاي اراك  

  .77-84مولکولی، دوره دوم، شماره هفتم، صفحه -هاي بیوتکنولوژي سلولی
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Abstract 

In this study, exopolysaccharide (EPS) was produced by Rhodotorula minuta in a 

medium contained (g/l) yeast extract, 18.75; xylose, 6.25; (NH4)2SO4, 2.5; KH2PO4, 1; 

MgSO4.7H2O, 0.5; NaCl, 0.1 and CaCl2.2H2O, 0.1. The yield of crude and purified EPS 

were obtained 3/511 g/l and 2/081 g/l respectively. The structural characterization was 

investigated by methylation analysis. The results revealed that backbone of the pure 

EPS is mannose unit with (1→3) and (1→4) linkage, which in some of the main chain 

points at C-6 of mannose there are side branches with repeating unit of glucose. At the 

first step, various carbon (starch, glucose, fructose, lactose, sorbitol)  and nitrogen 

sources (peptone casein, peptone beef, NH4NO3, soybean, urea, yeast extract)  were 

investigated to evaluated the polysaccharide content. One factor at time method was 

applied to select key substrates and subsequently Response Surface Methodology 

(RSM) was used to optimize the level of key substrates. By using the one factor at time 

method, starch (carbon source) and soybean (nitrogen source) were chosen as good 

substrates for EPS production. The maximum EPS yield (13/4 g/l) was obtained that 

had 15 g/L starch and 30 g/L soybean via Response Surface Methodology. 

 

Key words: Exopolysaccharide, Rhodotorula minuta, Structure, Optimization, RSM 

  

  

  

  

  

  

  



١٠٣ 
 

  

  

 

Shahrood university of technology 

Faculty of Agriculture 

M.Sc. Thesis in Food Science 

 

 

Extraction, purification and structural elucidation of a main water-

soluble polysaccharide from Rhodotorula minuta 

  

By: Parisa Jalali 

 

Supervisors: 

Dr. Hamidreza Samadlui  

Dr. Kambiz Jahanbin 

 

 

February 2018 


