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  چكيده

در ايـن تحقيـق،     .  كاربردهاي متنوعي دارد   غذا صنعتصنايع به ويژه    بسياري از   در   كه   ي است ر مهم بسيا  بيوپليمر زانتان،صمغ   :سابقه و هدف  
ور و ضـايعات خـشك خرمـا           بر ملاس نيشكر و شيره خرما در تخمير غوطـه          PTCC1473  زانتوموناس كمپستريس  توليد ميكروبي آن از باكتري    

  .در تخمير حالت جامد مقايسه شد) گيري پس از شيره(

از . گيـري شـد      انـدازه  pHتركيب شيميايي سوبستراها از نظر درصد وزن خشك سلولي، نيتـروژن، قنـد، رطوبـت، خاكـستر و                    :ها  و روش  مواد
گذاري مايـه تلقـيح در    گرمخانه.  براي نگهداري و تلقيح استفاده شدYMA (Yeast malt agar) و YMB (Yeast malt broth)هاي كشت  محيط

جهت تعيين وزن خشك سلولي، محيط تخمير رقيق و سـانتريفوژ     . انجام گرفت )  ساعت 72 به مدت  rpm 200 و دور    C˚28دما  (شيكر انكوباتور   
پـس از رسـوب زانتـان بـا     . محلول رويي براي جداسـازي زانتـان از رسـوب تـوده سـلولي جـدا شـد       ). C˚5 و دماي g× 21055  ،min 50(شد 

طراحي آزمايش بـه روش پلاكـت بـرمن         . ، وزن خشك زانتان معين شد     )g× 2056(انتريفوژ  ايزوپروپانول، محلول سازي مجدد و جداسازي با س       
PBD (Plackett Burman design)انجام شد .  

 و  K2HPO4(و فـسفر    )  فـسفات دي آمونيـوم      و نيترات آمونيـوم  (، نيتروژن   )شيره خرما و ملاس نيشكر    (كربن  بع  امنتأثير نوع و غلظت      : ها يافته
KH2PO4(  ،دار به نوع منابع كربن و نيتروژن محيط  بيشترين تأثير معني. ان، دور همزن، ميزان و سن تلقيح بر راندمان توليد بررسي شد           ، زم دما

  .كشت مربوط بود

 نـسبت   g/g.day(و بهره دهـي     ) درصد وزني گزانتان به قند مصرفي     (مقايسه نتايج حاصل از دو روش تخمير نشان داد كه راندمان             :گيري نتيجه
. اسـت ) 88/9 و 9/17(بيـشتر از حالـت جامـد    ) 46/7،  4/22(ور    توليـد در تخميـر غوطـه      ) تان توليد شده به قند مصرف شده در واحد زمـان          زان

همچنين، ضمن اثبات برتري شيره خرما به ملاس نيشكر و ضايعات خشك خرما، با تغيير تركيب و شرايط فيزيكـي شـيميايي محـيط كـشت،                          
  .زايش يافتراندمان توليد زانتان اف

   بستر جامد، شيره خرما، ملاس نيشكرور، تخمير زانتان، تخمير غوطه :واژگان كليدي

   مقدمه •
ساكاريدي طبيعي است   يك بيوپليمر پلي  زانتان  صمغ  

ــه  ــي ك ــه روش ميكروب ــاكتري ب ــاس از كــشت ب زانتومون
طبــق گــزارش وزارت ). 1(شــود   مــيوليــدتكمپــستريس 

ايران  واردات اين صمغ به       ميزان 1385  در سال  ،بازرگاني

ــوده 70 ــن ب ــزان). 2(اســت  ت ــي  مي  مــصرف ســاليانه پل
، به طوري كه    ساكاريدهاي ميكروبي در حال افزايش است     

افـزايش  % 7  رشـد   نرخ آمريكا با در   2000از سال   مصرف  
، تنظيم  مخلوط كننده زانتان به عنوان    ). 1،  2(يافته است   
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ژل و انعقـاد    تـشكيل   كمك به    ،   ) viscosity(يته  ويسكوز
سازمان غـذا و    . )1،  3(رود    به كار مي  صنايع  بسياري از   در  

اين صمغ را    1969نوزدهم مارس   در   )FDA(دارو آمريكا   
 ،تغليظ، ايجـاد ژل   (مجاز به مواد غذايي       عنوان افزودني   به  

)  در غـذاهاي منجمـد     هـاي يـخ     كنترل تشكيل كريـستال   
نتـان  زاسودوپلاستيسيته صـمغ    خاصيت  . )1(معرفي كرد   

احـساس دهـاني بهتـر و       مـاده غـذايي،     شود كه     باعث مي 
كاربردهاي زانتان در   . داشته باشد رهاسازي طعم بيشتري    

ــد از  ــذايي عبارتن ــدار : صــنايع غ ــده و پاي ــيظ كنن در تغل
زمـان فراينـد    و كـاهش    تـسهيل پمپـاژ   ،  محصولات آردي 

افزايش ويـسكوزيته   ،  حرارتي كنسرو در غذاهاي كنسروي    
 هـاي پـودري،        در مخلـوط   مخلوطسازي   تسيال و يكنواخ  

 در سس سالاد،    پمپاژو تسهيل    پايداري امولسيون    افزايش
پايداري حرارتي مواد معطر در انـواع       ويسكوزيته و   افزايش  

ــداري    ــت، پاي ــصاره گوش ــس و ع ــر و  س ــسيون پني امول
خواص فيزيكي و ارگانولپتيك    بهبود  هاي شيري،     نوشيدني

  ). 1-3(دارد  در محصولات لبني كابرد پنير
 بـر زانتـان   ميكروبـي   اكثر تحقيقات در زمينـه توليـد        

مطالعــه اثــر هــا و  ريزســازواره) screening(غربــال كــردن 
 هـستند بر راندمان توليد متمركز     متغيرهاي محيط كشت    

 بـراي توليـد     زانتوموناس كمپـستريس  باكتري  ). 2،  6-4(
زانتان به منابع كربن، نيتـروژن، فـسفر و همچنـين مـواد             

. غذي كم مقدار مانند پتاسيم، آهن و كلـسيم نيـاز دارد           م
سازي نوع و غلظت منابع ياد شـده، بـه ويـژه منبـع                بهينه

. كربن بر بازدهي توليد صمغ و هزينه توليـد، مـؤثر اسـت            
 )حجـم بـه   وزن  ( درصد   2-5ساكارز و گلوكز در محدوده      

 از  ،در بسياري از منابع   ). 2(بيشترين استفاده را داشته اند      
K2HPO4   و KH2PO4)     به عنـوان   ) به طور توام يا جداگانه

مطالعـه  ). 7، 8، 10-13(شـده اسـت    منبع فسفر استفاده    
تأثير منابع مختلف نيتـروژن در توليـد صـمغ از بـاكتري             

اسـتفاده   نشان داد كـه   ) 14،  15 (زانتاموناس كمپستريس 
از منبع نيتروژن آلي به كاهش كيفيت محصول و افزايش          

در حـالي كـه نيتـرات      ) 15(شود    نجر مي هزينه تخليص م  
آمونيوم و فسفات دي آمونيوم، مـؤثرترين منـابع افزاينـده     

غلظت تركيبات محيط كشت و ). 5(راندمان توليد هستند 
 دمـا، دور همـزن، زمـان تخميـر و      شرايط عملياتي نظير

pH16 ، 17 (مؤثر هستند  رشد سلول و توليد محصول       بر ،
ي دمـا سـاعت و     25 تـا    24 زمان توليـد مايـه تلقـيح       ).9

 pH. )1،  9،  16 ، 17 ( گزارش شده است   C30-28° فرايند
خنثـي   pHتأثير چنداني در توليد محصول ندارد؛ امـا در          

   .)1، 9، 16، 17(د ياب توليد توده سلولي، افزايش مي
توليد ميكروبي زانتان به روش تخمير حالت جامـد بـا           

ــستراهاي مختلــف  ــت، ضــاي (سوب ــه ســيب و مال عات تفال
مركبـــات، پـــساب زيتـــون، چغنـــدر قنـــد، آب پنيـــر،  

هاي محلول در آب كاساوا، باگاس كاساوا، سيب          مانده  باقي
به منظور فائق آمدن بـه مـشكل        ) زميني و دانه هاي قهوه    

پيدايش ويسكوزيته زياد ناشي از توليد زانتـان در كـشت           
 محققان بـه دنبـال      ).19-21(ور گزارش شده است     غوطه

 براي زياد نگه داشتن اكسيژن محلـول و در          يافتن راه حل  
عين حال، كاهش انرژي مصرفي توسـط سـامانه هـوادهي       

به نحوي كه راندمان توليد در اثـر افـزايش رقـت            . هستند
محيط، كم نـشود و مـشكلات زيـست محيطـي ناشـي از              

  ).22(حجم زياد پساب به وجود نيايد 
يار توليـد انـواع خرمـا و در اخــت         توجه بـه    ايران با   در  
، شـيره و ضـايعات      خرماي جــهان    كل توليد  %20داشتن  

 1385 و همكاران در سـال       طاهر. خرما در دسترس است   
براي اولين بار امكان استفاده از خرماي ضايعاتي به عنوان          

زانتامونـاس  محيط كشت صنعتي توليد زانتان با بـاكتري         
 را بررسي كردند و دربـاره اثـر غلظـت منبـع             كمپستريس

شـيره  ( و كـربن     (NH4NO3)، نيتـروژن    (K2HPO4)فسفر  
 central composite (CCDبـا اسـتفاده از طـرح    ) خرمـا 

design(  ــد ــق پرداختن ــه تحقي ــب  . ب ــطح مناس ــا س  آنه
 گـزارش   86 و   g/L 8  ،3متغيرهاي ياد شده را به ترتيـب        

حداكثر غلظت بيوپليمر توليدي با توجه به سطوح        . كردند
 پـژوهش حاضـر در      ).2 ( به دسـت آمـد     g/L 2/13بهينه  

ادامه تحقيق آنها و به منظـور بررسـي امكـان اسـتفاده از              
  .منابع كربن و نيتروژن انجام شدميزان كمتر 

پژوهشي كه در قالب طرح تحقيقـاتي        هدف اين طرح  
اي و صنايع غذايي كـشور        مصوب انستيتو تحقيقات تغذيه   

و در  ارزان   صـنعتي    محـيط كـشت    معرفـي   طراحي شد، 
بـه ايـن منظـور، شـيره        . ليد زانتان است  براي تو دسترس  

مـلاس  (خرما و ضايعات صنعتي مربوط به صنايع غـذايي          
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جهـت توليـد زانتـان در تخميـر        ) نيشكر و ضايعات خرمـا    
ور، بررسي و عوامل مـؤثر بـر رشـد و             حالت جامد و غوطه   

ــسفر (توليــد  ــروژن و ف ــربن، نيت ــه شــد) منبــع ك . مطالع
ز طـرح رويـه پاسـخ       سازي توليد صمغ بـا اسـتفاده ا         بهينه

صورت گرفته و خـواص رئولوژيـك صـمغ حاصـل، مـورد             
  .مطالعه قرار گرفت

  ها  مواد و روش •
-PTCC به شماره    زانتوموناس كمپستريس باكتري  : سويه

 بـه   ايـران  هاي علمي و صـنعتي      سازمان پژوهش  از   1473
حــاوي ( GYCمحـيط  و در صـورت ليـوفيليزه خريـداري    
لـسيم و عـصاره مخمـر بـه     گلوكز تك آبه، آگار، كربنات ك 

كشت و هر دو هفته پاساژ      ) 10 و   g/L 20  ،17  ،20ميزان  
محـيط   سـاعته    24 از كـشت شـيب دار        مايه تلقـيح  . شد

عصاره مخمر، عصاره مالت، پپتون، آگـار و        ( YMA كشت
 محيط كشت در  ) 10 و   g/L 3  ،3  ،5  ،15گلوكز به ميزان    

ــتريل ــارYMB )YMA اس ــد آگ ــه و در )  فاق ــيكر تهي ش
 h 24بـه مـدت زمـان        C 28°، دماي   rpm 200وباتور  انك

كنتـرل سـايز تلقـيح بـه روش         . )1،  41،  43 (گرفتقـرار  
  ).1، 22(مستقيم شمارش با لام توما انجام شد 

ــسترا ــا  :سوب ــيره خرم ــايعات خــشك حش اصــل از و ض
از نيشكر  و ملاس دمباز جنوب از شركت خرماگيري  شيره

يعات خـشك خرمـا     ضـا  .شـد تهيه   قند هفت تپه  كارخانه  
براي  cm 5/1-5/0ذرات با قطر متوسط     . آسيا و غربال شد   

گيـري درصـد      انـدازه . آناليز و انجام عمليات انتخـاب شـد       
 تا سفيد C°525خاكستر با كمك كوره الكتريكي با دماي 

انـدازه گيـري ازت بـه روش        . شدن كامل صـورت گرفـت     
 ظرف حـاوي محـيط كـشت شـيره          pH. كلدال انجام شد  

 5 مواد كم مقدار با استفاده از هيدروكسيد سـديم           خرما و 
گيـري     انـدازه  .نرمال و اسيد هيدروكلريدريك، خنثي شـد      

قند محلول ضايعات خرما به روش فنل سولفوريك اسـيد          
ور، براي پرهيز از      در محيط كشت تخمير غوطه    . انجام شد 

 و مـلاس جـدا از منبـع         شيره خرما انجام واكنش ميلارد،    
ــروژن  ــايرو نيت ــشت،  س ــيط ك ــواد مح ــ م ــتريل ش . داس
 در h 72  زمـان  به مـدت   C˚28گذاري در دماي      گرمخانه

خنك شدن  پس از   . )2،  22. (صورت گرفت  rpm200دور  

هاي كـشت و كنتـرل رطوبـت سوبـستراي جامـد،              محيط
از نظر تعداد بـاكتري در واحـد حجـم و           (تلقيح يكنواخت   

ر هـاي تخمي ـ   به محيط) Seed size and age(سن تلقيح 
هاي تلقيح شده به داخل انكوبـاتور بـا           ارلن. صورت گرفت 

همـه  .  منتقـل شـدند    h 72 به مـدت زمـان       C˚28 دماي
  ).19، 20(سه بار تكرار شد ها  آزمايش
پــس از تخميــر محــيط كــشت  :بيــومسگيــري  انــدازه
ــدت ســازي  همگــن ــه م ــه در50ب  در g  ×11760 دقيق
ي محلول رويي جهـت جداسـاز     .  سانتريفوژ شد  C˚5دماي

توده سلولي در دمـاي     و رسوب   زانتان در ظرفي نگهداري     
C ˚80 زمـان   به مدتh 24و  خـشك  ،گـذاري  خانـه  گرم

  . )1، 9 (شدتوزين 
حاصـل از سـانتريفوژ     محلـول رويـي      :گيري زانتان  اندازه

قرار گرفت  هاي سانتريفوژ     داخل لوله محيط تخمير مجدد    
ــا ــر حجــم پروپانــل و ب  g× و C5° در دمــاي 99% دو براب

زانتـان  رسـوب   .  سانتريفوژ شـد   min 50  به مدت  11760
  .)1، 22(خشك توزين شد 

آناليزهـاي آمـاري توسـط نـرم افـزار           :هاي آمـاري    روش
SPSS11ــودن  .  انجــام شــد پــس از اطمينــان از نرمــال ب

ها، نتايج مورد تجزيه و تحليل آماري قـرار گرفـت و              داده
نحـراف   ا ±دست آمده، به صورت ميـانگين     ه  نتايج كمي ب  

طراحي آزمايش  .  ارائه شد  %95سطح اطمينان   و با   معيار  
  . شدانجامPBD روش با 
  ها يافته •

 :ور مقايسه توليد زانتان در تخمير حالت جامد و غوطـه         
ور بررسي و دو      توليد زانتان در تخمير حالت جامد و غوطه       

سامانه تخمير از نظر رانـدمانِ توليـد و رشـد بـا يكـديگر               
اين منظور از ضايعات خـشك خرمـا در         به  . مقايسه شدند 

تخمير حالت جامد، قند خرما و ملاس نيـشكر در تخميـر            
شرايط تخمير از نظـر زمـان،       . حالت غوطه ور استفاده شد    

 1جدول  . سن و ميزان تلقيح در هر دو سامانه يكسان بود         
ــشان    ــر را ن ــامانه تخمي ــازدهي دو س ــد و ب ــدمان تولي ران

داد كـه رانـدمان توليـد در            ها نشان   مقايسه يافته . دهد مي
سطح (ور با سوبستراي قند خرما بيشتر است          سامانه غوطه 

  ).%95اطمينان 
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  ور و ضايعات خشك خرما در تخمير حالت جامد  توليد زانتان با سوبستراهاي ملاس نيشكر و قند خرما در تخمير غوطه* مقايسه-1جدول 
  تخمير حالت جامد بر  متغير وابسته    

  ك خرما ضايعات خش
  تخمير غوطه ور بر 

  ملاس نيشكر
  تخمير غوطه ور بر 

  قند خرما
  15/88± 11/0  54/67± 13/0  15/30±11/0  )نسبت قند مصرف شده به كل(درصد مصرف قند 

  g/L(  06/0±36/15  04/0±11/7  03/0 ± 95/9 (#زانتان توليدي در واحد حجم
  w/w(  04/0 ± 30/13  05/0 ± 15/15  04/0 ± 4/18%(راندمان توليد زانتان 

  g/g.day(  43/4  47/4  46/7(بازدهي 
  .گزارش شده است% 95ها با سه بار تكرار و دامنه اطمينان   همه داده*
  . ليتر آب فروشويي و استخراج شد1 كل زانتان توليد شده در تخمير حالت جامد در #

  انتخاب محدوده متغيرها
اثبـات  هـاي اوليـه و         پـس از اتمـام بررسـي       :منبع كـربن  

ارجحيت شيره خرما نسبت به ملاس نيـشكر در افـزايش           
درصد وزنـي    10  و 6،  2  سه غلظت راندمان توليد زانتان ،     

 قنـد قابـل     مقـدار  هاي بعدي انتخاب و     از آن براي بررسي   
   . گرم آن محاسبه شد100احيا در 

نتـايج حاصـل از ايـن پـژوهش و          طبـق    :منبع نيتـروژن  
ونيــوم و فــسفات دي نيتــرات آمگــزارش ســاير محققــان 

نـشان  راندمان توليـد زانتـان      تأثير را بر    آمونيوم بيشترين   
از اين رو، ايـن دو منبـع و در          ). 5،  14،  17،  18 (داده اند 
  PBD . به محيط كشت افزوده شـد g/L 9 و 6، 3سطوح 

ترتيـب اهميـت    مقـدار و     بـراي بررسـي      2مطابق جـدول    
طبق . ر رفتانتخاب شده براي آنها به كاح وسطو  متغيرها  

 12نيـاز بـه انجـام        متغيـر    11اين طراحي، جهت بررسي     
ــود ــايش بـ ــژوهشPBD. آزمـ ــسياري از پـ ــاي   در بـ هـ

. بيوتكنولوژي، مورد توجه خاص محققان قرار گرفته است       
از نظر سيستماتيك، استفاده از اين طراحـي در شـرايطي           

 باشد و محقق    6شود كه تعداد متغيرها بيش از         توصيه مي 
د، اهميت و ترتيب آنها را در محـدوده خاصـي از            لازم بدان 

بــديهي اســت پــس از ). 23-25(تغييــرات بررســي كنــد 
استفاده از اين طراحـي و شناسـايي و غربـال متغيرهـاي             

شود كـه     موثر، در مراحل بعدي از روش هايي استفاده مي        
برهمكنش متغيرهاي مؤثر را تعيين كنند و با كمك نـرم           

ــه پاســخ متغيــر و  ــزار روي ــر حــسب تغييــرات  اف ــسته ب اب
از انجـام   نتـايج حاصـل     . گردد  متغيرهاي مستقل رسم مي   

بعـد از انجـام    .ه اسـت شد ارائه 2 در جدول PBDطراحي  
 آزمايش و به دست آمدن نتـايج، محاسـبات زيـر            12اين  

  .ها انجام شد براي هر سري از آزمايش

ــه   -1 ــر از رابط ــر متغي ــريب ه =∑ ض iii kxNA 1 
ــبه  ــه در آن محاس ــد ك ــدمان، = xiش ــددي ران ــدار ع   مق

 i =  ،متغيرki =          علامت مثبت يا منفي براي هـر متغيـر در
ميـــانگين  = A0تعـــداد آزمايـــشات، = Nيـــك ســـتون، 

  .ها است راندمان
ــيش-2 ــدمان پ ــايش از     ران ــر آزم ــراي ه ــده ب ــي ش بين

=∑رابطه iii kAY   محاسبه شد كـه در آن Ai =  ضـريب
 علامت مثبت يا منفي هـر متغيـر در يـك            =kiهر متغير،   

   . استرديف
محاســــــبه خطــــــاي اســــــتاندارد از رابطــــــه -3

....)()( 2
11

22 +−+−= ++ iiii yYyYse محاســــبه 
= Yiراندمان تجربي براي هر آزمـايش،       = yiشد كه در آن     
  . استبيني شده براي هر آزمايش راندمان پيش

NSt خطاي تخميني از رابطـه       -4 ei
 t و مقـدار   =2

biiبراي هر متغير از رابطه  sAt     محاسبه شد=
 براي هر متغيـر، بيـانگر اهميـت آن در           A قدر مطلق   

 نشان دهنده برتري دو سطح مثبت و  Aآزمايش و علامت    
 11 و   10بـا درجـه آزادي      . منفي نسبت به يكديگر اسـت     

 هر متغير مقايسه مي شود و اگر    t جدول با    tمتغير، مقدار   
داري اثـر متغيـر مـستقل بـر           تر باشد، معني    از آن كوچك  

 2 در جدول    .متغير وابسته يا پاسخ سيسنم ثابت مي شود       
شـيره   زانتـان از  بـراي توليـد       يآزمايـش ضمن شرح طرح    

و راندمان  (%) مانده    حاصل به صورت قند باقي     نتايج   خرما،
بـر حـسب درصـد وزنـي سوبـسترا و قنـد             (توليد زانتـان    

 گـردآوري شـده  ) g/Kg.day(زدهي توليـد  و بـا  )مـصرفي 
تر است و  البته، گزارش نتايج به صورت راندمان رايج .است

ايـن   نتايج   .ها در اين تحقيق انتخاب شد       براي تحليل داده  
  . خلاصه شده است4 و 3در جداول محاسبات 
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  PBDر تخمير غوطه ور در از قند خرما د  گانه و سطوح انتخابي آنها در توليد زانتان11متغيرهاي  -2جدول

   متغيرهاي وابسته  متغيرهاي مستقل
شماره 
  آزمايش

سن 
تلقيح 

)day(  

  نوع
  فسفرمنبع 

منبع 
  نيتروژن

)g/L(  

ميزان 
 تلقيح

)cfu/ml(  

دور 
  همزن

)rpm(  

منبع 
  نيتروژن

  زمان
)h( 

  6دما
)C°(  

غلظت 
 Pمنبع

)g/L(  

غلظت 
 Cمنبع

)g/L(  

منبع 
  كربن

  قند باقيمانده
) w/w(% 

 *انراندم
)g/Kg( 

 مصرف قند
)g/L( 

  #راندمان
)% w/w( 

  بازدهي
)g/Kg.day( 

1  1  KH2PO4  2/0  106  300  ADP3 50  30  14  40  72/7±66/0  62/21±21/0  27/1±07/0  62/91±05/7 45/8±74/0  ملاس  
2  2  KH2PO4  2/0  107 200  4AN  50  30  12  40   35/4±33/0  28/21±22/0  72/0±03/0  36/52±98/3  44/8±24/0  5خرما  
3  1  K2HPO4  1/0  106  300  AN  72  30  12  40  61/2±43/0  11/14±57/0  80/0±05/0  24/39±60/6  91/7±50/0  خرما  
4  2  KH2PO4  1/0  107  300  AN  72  30  14  30  61/0±08/0  18/2±48/0  26/1±20/0  24/9±32/1  35/10±48/0  ملاس  
5  1  K2HPO4  2/0  107  200  ADP  72  30  12  30  36/1±26/0  21/16±46/0  66/0±09/0  49/20±97/3  48/5±37/0  ملاس  
6  2  K2HPO4  1/0  106  200  ADP  50  30  14  30  75/4±66/0  63/13±31/0  25/1±04/0  05/57±95/7  67/8±41/0  خرما  
7  2  K2HPO4  1/0  107  300  ADP  50  62/1±44/0  83/5±49/0  03/1±04/0  55/19±30/5  50/6±89/0  ملاس  40  12  دوگانه  
8  1  KH2PO4  1/0  106  200  AN  50  53/0±12/0  87/14±38/0  12/0±01/0  42/6±65/0  03/13±24/0  ملاس  30  12  دوگانه  
9  2  KH2PO4  2/0  106  300  ADP  72  42/2±36/0  32/20±29/0  56/0±09/0  43/41±83/8  04/10±04/1  خرما  30  12  دوگانه  
10  2  K2HPO4  2/0  106  200  AN  72  79/2±53/0  33/21±61/0  59/0±08/0  05/42±95/7  56/13±91/0  ملاس  40  14  دوگانه  
11  1  KH2PO4  1/0  107  200  ADP  72  53/12±06/1  96/0±03/0  85/0±05/0  68/62±30/5  45/11±35/0  خرما  40  14  دوگانه  
12  1  K2HPO4  2/0  107  300  AN  50  52/6±59/0  86/0±01/0  39/0±04/0  11/62±98/3  98/14±49/0  خرما  30  14  دوگانه  

  وزن سوبسترا؛وزن زانتان توليد شده به كل *
  .C˚32 بعد h 48 و در C˚28 اول، h 24 دما در 6 شيره خرما؛ 5؛ آمونيوم نيترات4؛ آمونيوم دي فسفات3؛ )درصد وزني قند خرما(نسبت غلظت زانتان توليد شده به قند مصرف شده # 

  

مجله علوم تغذيه و صنايع غذايي ايران، سال چهارم، شماره
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 محاسبه راندمان پيش بيني شده و مقايسه آن با راندمان -3جدول 
  از شيره خرما در زانتانتجربي در فرايند توليد 

 PBD) 187.0=bS 421.02 =eS 6.150؛ =A(  
  رديف     پيش بيني شده   راندمان تجربي    

02/21  57/21  1 
40/24  26/21  2 
51/17  37/14  3 
60/1  08/2  4 
53/14  37/11  5 
93/12  46/13  6 
93/8  75/5  7 
80/2  33/15  8 
55/23  46/20  9 
57/20  15/21  10 
62/20  46/21  11 
71/18  24/19  12 

  

 متغير در فرايند تخمير 11براي  t ضرايب متغير و مقدار - 4جدول 
  PBDشيره خرما در  از توليد زانتان غوطه ور

 tمقدار   ضريب متغير  متغير
  -016/0  -003/0  نوع منبع فسفر

  780/0  146/0  غلظت منبع كربن 
  967/0  181/0  نوع منبع كربن

  074/0  014/0  غلظت منبع فسفر
  -064/0  -012/0  دماي تخمير
  192/0  036/0  زمان تخمير

  320/0  060/0  نوع منبع نيتروژن
  -090/0  -017/0  دور همزن

  -192/0  -036/0  ميزان تلقيح
  171/1  219/0  غلظت منبع نيتروژن

  -064/0  -012/0  سن تلقيح
  

دهـد     از جداول مذكور نـشان مـي        آمده نتايج به دست  
تلقيح دور همزن و سن     ، دماي تخمير،    فسفرمنبع  نوع   كه

. كارايي بيشتري در توليد خواهند شد     ، باعث   كمدر سطح   
زيـاد، جهـت    كاربرد بقيه متغيرها در سطح      از سوي ديگر،    

 با توجه بـه قـدر       متغيرها. شود  افزايش راندمان توصيه مي   
غلظـت  : رتيب اهميـت عبارتنـد از     مطلق ضرايب آنها، به ت    

منبع نيتروژن، نـوع و غلظـت منبـع كـربن و نـوع منبـع                
  نشان داد كه غلظت منبع نيتروژن     PBDطراحي  . نيتروژن

 .نسبت به بقيه متغيرها از اهميت بيشتري برخوردار است        
 75 سطح اطمينـان      جدول در  t، مقدار   10با درجه آزادي    

 مقايسه. است 3721/1 و 6998/0به ترتيب برابر با     % 90و  
% 75 سطح اطمينان    جدول در  t با مقدار  متغيرها   t مقادير

نوع منبع نيتروژن و نوع و غلظت منبع كربن نشان داد كه 
در توليـد   .  بوده اسـت   بر توليد، مؤثر  داري    به صورت معني  

، بـالاترين رانـدمان توليـد برابـر بـا           شـيره خرمـا   از  زانتان  
 ـ     62/21 ه ازاي گـرم قنـد مـصرف         گرم زانتان توليد شده ب

ــده، ــازدهي ش ــشترين ب ــا ب بي ــر ب  و g/Kg.day 53/12راب
گـرم بـه ازاي      62/91برابر با   زانتان  بيشترين ميزان توليد    

  .به دست آمدسوبسترا كيلوگرم 
توليد زانتان از قند    قند براي   منبع  غلظت  ترين    مناسب

هاي پيشين نيز حاكي از تأثير  گزارش.  استg/L 40خرما 
محـدوده  . بع كربن بر بازدهي توليد صمغ اسـت       غلظت من 

 وزنـي گـزارش     %5 تـا    2غلظت گلوكز براي توليد زانتـان       
ميزان توليد سلول،   % 2 كمتر از    يها  در غلظت . شده است 

). 5،  14(بازدارنده توليد خواهد بـود       %5كم و در بيش از      
دار بـر     همچنين، نوع و غلظت منبع نيتـروژن، اثـر معنـي          

نتايج حاصل از اين تحقيق نـشان داد        . ردراندمان توليد دا  
كه نيترات آمونيوم بهتر از آمونيوم دي فـسفات بـر توليـد     

 بهتر از   2/0زانتان مؤثر است و هر دو اين منابع در غلظت           
طبق گزارش سـاير محققـان هـم        .  عمل كردند  1/0سطح  

). 14 (نيتروژن از منـابع غـذايي مهـم زانتومونـاس اسـت           
 نشان داد كه از بـين منـابع         Garcia و    Letisseتحقيقات  

معدني نيترات آمونيوم و فسفات دي آمونيـوم بـه ترتيـب            
  ). 5، 4 (باعث مي شوندبيشترين راندمان توليد زانتان را 

ــشان مــي ــايج ن ــان   نت ــراي توليــد زانت دهــد كــه ب
 بـه عبـارت     .مورد نياز است  ) روزه 1(تر    هاي جوان  باكتري

ندمان توليـد منجـر      به كاهش را   تلقيحديگر، افزايش سن    
توانـد بـه دليـل پيـدايش          علت ايـن پديـده مـي      . شود  مي

. زودرس فاز سكون و كوتاهي فـاز لگـاريتمي رشـد باشـد            
ــين،  ــاكتري از  همچن ــزان ب ــاهش مي ــا ك ــه 107ب  106 ب

)ml/cfu (هــا  بــازدهي و ميــزان توليــد در تمــام آزمــايش
نيـز  ) h 72(زمـان تخميـر     مدت  با افزايش   . افزايش يافت 

همچنـين،  . توليد اسيد و راندمان افزايش پيدا كـرد ميزان  
اِعمـال  (ثابت شد كه اِعمال گرمخانه گذاري دو مرحله اي          

منجر بـه افـزايش رانـدمان توليـد زانتـان           ) دماي دو گانه  
  .شود مي
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 حثب •
باكتري زانتوموناس در اين تحقيق، توليد زانتان توسط     

 از ملاس نيشكر و شـيره خرمـا         PTCC1473 كمپستريس
همچنـين، توليـد بـا      . ور صـورت گرفـت     تخمير غوطـه   در

در ) گيـري   پس از شـيره   (استفاده از ضايعات خشك خرما      
. تخميــر حالــت جامــد نيــز انجــام و نتــايج مقايــسه شــد 

هم از نظر قيمت و هـم از        سوبستراهاي سه گانه ياد شده،      
هاي توليـد انـواع   كـشور، بـراي     در   قابليت دسترسـي  نظر  

 يكـي از    .مناسـب هـستند   ) زانتاناز قبيل   (بيوتكنولوژيك  
ور، كـاهش     سبت بـه تخميـر غوطـه      نامتيازات بستر جامد    

فاضلاب توليدي و هزينه توليد و كـاهش حجـم ضـايعات            
از كـشت   زانتان  همچنين، پس از استخراج     . كارخانه است 

توان از    ها، مي  تخمير شده و از بين بردن ميكرو ارگانيسم       
  . ام استفاده كردمانده به عنوان خوراك د مواد باقي

مقايسه نتايج حاصل از دو روش تخمير نشان داد كـه           
و ) درصد وزني زانتان توليـدي بـه قنـد مـصرفي          (راندمان  

توليـد در تخميـر     ) productivity ) (g/g.day(دهـي     بهره
) 43/4، %3/13(از حالــت جامــد ) 46/7، %4/22(ور غوطــه

  . بيشتر است
 استفاده از طراحي ور و باادامه تحقيق در تخمير غوطه

PBD      كربن  بع  امن، تأثير نوع و غلظت)C) (    شيره خرمـا و
 فـسفات    و نيتـرات آمونيـوم   ) (N(، نيتروژن   )ملاس نيشكر 
، دمـا ،  )KH2PO4 و   P) (K2HPO4(و فـسفر    ) دي آمونيوم 

زمان، دورهمزن، ميزان و سن تلقـيح بـر رانـدمان توليـد             
 N و   Cع   نـوع منـاب    زيـاد نتايج حاكي از تأثير     . بررسي شد 

ساير محققان هم در مقالات خود به اين نكتـه اشـاره         . بود
-نتايج نشان داد كـه اِعمـال گرمخانـه        ). 2،  7،  8(اند    كرده

اي به افزايش راندمان توليد زانتان منجر       گذاري دو مرحله  
مرحله نهايي تحقيق با متغيرهاي شـيره خرمـا و          . شود  مي

ت گرفت و دما  صورN و Cنيترات آمونيوم به عنوان منابع  
 48 و در C˚28) مرحلـه رشـد  ( ساعت اول فراينـد    24در  

ميـزان  .  بـود  C˚32) مرحلـه توليـد زانتـان     (ساعت بعدي   
 گرم زانتـان    71/21 به   4/18زانتان در اين مرحله از      توليد  

بهـره  همچنـين،   . يافـت به كيلوگرم قند مصرفي افـزايش       
 قنـد   گرم زانتان به كيلوگرم    (19/8  به 46/7 توليد از    دهي

بهترين مقدار متغيرهاي اعمال شده بـراي       . رسيد) در روز 
نوع :  از بودقند خرما عبارت    از  زانتان  توليد بالاترين ميزان    

 ؛ نوع و غلظـت      g/L40و غلظت منبع كربن شيره خرما و        
؛ نـوع و غلظـت      g/L 2/0منبع نيتروژن نيترات آمونيـوم و       

يك  ميزان تلقيح ؛ سن و    g/L 2/0 و   K2HPO4منبع فسفر   
 ساعت، دماي دو مرحله اي 72زمان ، cfu/ml106 روزه و 

ــاي ( ــد h 48 و در C˚28 اول، h 24دم و دور ) C˚32 بع
  .rpm 300همزن 

هاي   باكترينتايج اين تحقيق نشان داد كه استفاده از         
 براي توليد زانتان كارايي بيشتري دارد و       )روزه 1(تر    جوان

. شود  ن توليد مي   منجر به كاهش راندما    تلقيحافزايش سن   
، 24(نتايج مشابه در تحقيق ديگـر مـشاهده شـده اسـت             

تواند به لحـاظ پيـدايش زودرس         علت اين پديده مي   ). 23
همچنـين،  . فاز سكون و كوتاهي فاز لگاريتمي رشد باشـد        

  بـازدهي و     ml/cfu 106 بـه    107ميزان باكتري از    كاهش  
ظـت  غل  نـشان داد كـه   نتـايج  .ميزان توليد را افـزايش داد     

اثـر  در فرايند توليد زانتان     ) C/N(كربن به نيتروژن    نسبي  
اين نكته در گزارش سـاير محققـان هـم           .داري دارد  معني

تفسير ايـن مـشاهده ايـن       ). 7،  14،  15 (اعلام شده است  
محدوديت )  اول فرايند  h 24(است كه در فاز رشد سلولي       

شود، در حالي     اين نسبت به تحريك رشد سلول منجر مي       
افزايش اين  )  بعدي h 48(ر فاز توليد محصول زانتان      كه د 

موجـب افـزايش توليـد      ) محدوديت منبع نيتروژن  (مقدار  
نتايج اين تحقيق كه مطابق مقالات سـاير        . شودزانتان مي 

افـزايش غلظـت   محققان است حاكي از اين اسـت كـه بـا       
 رشـد   سـرعت منبع نيتروژن در غلظت ثابت منبع كـربن،         

يابد، اما نرخ توليد زانتان        افزايش مي  و بازدهي سلول  ويژه  
هـا نـشان      يافته). 5،  6،  12-14 (شود  و بازدهي آن كم مي    

 محـيط فيزيكـي شـيميايي     سـازي شـرايط       بهينـه داد كه   
توليد زانتان  نقش مهمي در فرايند تخمير و شرايط تلقيح،

نتـايج مـشابهي در مـورد       . افزايش رانـدمان توليـد دارد     و  
ي ديگر در توليد زانتان گزارش شده   استفاده از سوبستراها  

  ).7-9(است 
توانـد بـا بـه      رسد كه ادامه اين تحقيق مـي        به نظر مي  

پيوسته همراه با تغييرات دما صورت      كارگيري فرايند نيمه  
شـود كـه تـأثير متقابـل          همچنـين، پيـشنهاد مـي     . پذيرد

) منـابع كـربن و نيتـروژن      (متغيرهاي مـؤثر ايـن تحقيـق        
) رشـد و توليـد    (متغيرهـاي وابـسته     بررسي و رويه پاسخ     

در ادامه اين تحقيق استفاده از نتايج حاصل از         . رسم شود 
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٥٦

مرحله توليد صمغ زانتان در فلاسك براي افزايش مقياس         
تا توليد در فرمنتور صورت گرفته و خصوصيات رئولوژيك         
صمغ توليـدي جهـت كـاربرد در صـنايع غـذايي بررسـي              

  س. خواهد شد
  
  

  سپاسگزاري
از معاونت محتـرم    وسيله مراتب قدرداني خود را       بدين 

اي و صــنايع غــذايي   انــستيتو تحقيقــات تغذيــهپژوهــشي
كشور، در جهت پيشبرد اهـداف ايـن تحقيـق و حمايـت              

  .دارم مالي اعلام مي
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