
77 

 برايك يتريسديكننده اسديتول يمخمر بوم ييو شناسا يجداساز

  عيدر صنا استفاده

  

���� ��� ��	
��
��
���* ���
��� ��� ������ ���
�
� ���	 	
����� !  

  شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه اصفهان ي كارشناسي ارشد ميكروبيولوژي، گروه زيستدانشجو -1

  ، دانشكده علوم، دانشگاه اصفهانيكروبيولوژيبخش م، استاد گروه زيست شناسي -2

  ، دانشكده علوم، دانشگاه اصفهانبخش ميكروبيولوژي، استاد گروه زيست شناسي -3

  ، دانشكده علوم، دانشگاه مراغهبخش ميكروبيولوژي، گروه زيست شناسي استاديار، -4

  

  81746-73696صندوق پستي ، اصفهان*

maryam_mirbagheri@yahoo.com 

  )11/4/90پذيرش:، 8/5/89افت مقاله: (دري

  

و آرايشي ، داروسازي، صنايع غذايياست كه در  ياز محصولات صنعت يكي سيتريكاسيد - دهيچك

ه توليدكننـده  يتنهـا سـو   »جرينـا  لوسيآسـپرژ «در  1965سـال   تـا چـه  اگر .داردفـراوان  كاربرد  ييايميش

 ـتول يبـرا  يمناسبد يندكا زينها مخمر مشخص شداز آن زمان  اما ؛بودسيتريك اسيد د اسـيد سـيتريك   ي

 و هـا دسـترس از جملـه هيـدروكربن     درقيمـت و   روي انـواع سوبسـتراهاي ارزان  ها را مخمريز ؛هستند

اين در . دارند هاي فلزات موجود در مواد اوليه خامبه يون يحساسيت كمو  كنند يرشد متركيبات نفتي 

 مانندمختلف  ييع غذايصناگيري از  . بعد از نمونهشدجداسازي سيتريك اسيد كنندهتوليد مخمر ژوهشپ

هـاي  سـويه مخمـر روي محـيط    340جداسازي بيش از ، اصفهان .. از كارخانجات. ات ويگوشت و لبن

در محـيط توليـد    شـد.  انتخـاب سـويه   12غربـالگري اوليـه در نهايـت     پس ازو  انجام شداختصاصي 

از  يكي .شد يبررسساعت  192 يط، كيت از استفادها ب و يسنج رنگروش د با يتول زانيمسيتريك اسيد

ين شتريح بيساعت از زمان تلق 144بعد از تر يگرم در ل 5/55 ديتولبا از گوشت مرغ شده جدا يها هيسو

سـيتريك  توليـد اسيد  يبـرا تـا امـروز   شده  شناختههاي وحشي از بهترين سويهبازده توليد را داشت كه 

 "ياروويـا ليپوليتيكـا  "ك سويه از مخمر ي، مخمر يايي و مولكولي اينهاي بيوشيم. با بررسي تستاست

 .شدثبت  HM011048بانك ژني با شماره  و در شدشناسايي 

  

  .جداسازي، ياروويا ليپوليتيكا، مخمر، سيتريكاسيد كليد واژگان:
  

  

مدرسزيستي و فناوري علوم   

1390 بهار و تابستان، 1مارة ، ش2دورة   
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  مقدمه -1

  تـري  پروپـان  3 و 2 و 1هيدروكسي - 2يا  »سيتريكاسيد«

محصول مهم تجارت جهاني است  يك، اسيدكربوكسيليك

طعـم تـرش   ، پذيري ايـن اسـيد در آب   خاطر انحلال بهكه 

خـواص  ، جـذب آسـان  ، خاصيت سمي بسيار كـم ، مطبوع

، تشـكيل كليـت و شـركت در سـنتزهاي شـيميايي     ، بافري

 سازمان بهداشت جهاني و خـوار و بـار جهـاني   ي  وسيله به

 .]1[ ده اسـت ش ـ تاييـد  مختلـف كـاربرد در صـنايع   براي 

درصـد اسـيد سـيتريك     70-75شـود كـه   تخمين زده مـي 

درصد در صـنايع   10-12، توليدي جهان در صنايع غذايي

كار  درصد در صنايع ديگر به 15-18ي و بهداشتي و داروي

  .]2[ رودمي

د آلي در صنايع غذايي ترين اسيمصرفاسيدسيتريك پر

ــه. اســت ــوع در درجــه اول ب ــوان مطب ــه و  عن ــده اغذي كنن

شود. معمولاً بـا افـزودن   نده قوي غذاها استفاده ميكن ترش

ميوه هـا و   آب، باعث افزايش طعم در مربا، كمبسيار  مقدار

نبـات و   آب، ها اي شده و در نوشابه موادغذايي با طعم ميوه

س نمكـي بـين   يـا ايجـاد كمـپلك    pHامثال آن بـا كـاهش   

ــاب   ــزات كمي ــيترات و فل ــه، س ــه  ب ــوان نگ ــده و  عن دارن

معمـولاً فلـزات    كـه چرا شـود؛  انت اسـتفاده مـي  اكسيد آنتي

شـوند  هـا مـي   ها و چربي كمياب باعث اكسيداسيون روغن

]3[  .  

كننده طعـم  كننده و تشـديد  عنوان ايجاد اسيدسيتريك به

هـاي آن  . نمـك ها كـاربرد زيـادي دارد   ها و محلول شربت

كلسـيم خـون و    سيترات براي همبند كردن سديم مانند تري

روند. كار مي به عنوان يك ماده ضد انعقاد هب، لخته شدن آن

سيترات يا كمپلكس آهن و سـيترات   فريك از نمك آمونيوم

  .]5[ و ]4[ شود خوني فقر آهن استفاده ميدر كم

هاي اخير با توجه به افزايش روزافـزون قيمـت   سال در

، توليد و افزايش تقاضاي جهـاني ، مواد خام اوليه ملاس و

اسـت و دانشـمندان در    افـزايش به  قيمت اين فراورده رو

هـاي جديـد   فكر استفاده از منابع كربني و ميكروارگانيسـم 

  .]6[ هستندسيتريك براي توليد اسيد

تنها ارگانيسم  رآسپرژيلوس نايجر، 1965سال  تا حدود

از اين سال به بعد  .سيتريك بودد اسيدانحصاري براي تولي

تحقيقات روي ، هاي توليدكننده اين اسيدبا شناخت مخمر

سـيتريك نيـز افـزايش    ها براي توليد اسيدفاده از مخمراست

  .  ]1[گيري داشت  چشم

رشـد روي انـواع   ، هـا مزيت مخمرها نسـبت بـه قـارچ   

ــتراهاي ارزان ــت و سوبسـ ــه   درقيمـ ــترس از جملـ دسـ

 و] 8[پــارافين ، ]7[هــا آلكــان هــاي متفــاوتهيــدروكربن

هـاي  بهـا و پسـا  روغـن ، اسـيدهاي چـرب  ، ]9[هـا   الكل

هـاي  كربنهيـدرو  مواد نفتي و، استات، ]10[ و ]7[روغني 

  .]11[ است ديگر

توانند مقـادير  ها اين است كه مياز ديگر مزاياي مخمر

بالاي قنـد را در محـيط كشـت تحمـل كننـد و در نتيجـه       

انجام تر ها راحتتغييرات تركيب محيط كشت در مورد آن

هاي فلـزات  يون ها بهحساسيت كم آن، شود. علاوه بر آن

ها كه جداگانه به محـيط  موجود در مواد اوليه خام و يا آن

 بـراي هـا  باعث شده كه تيمار اوليه مخمـر ، شونداضافه مي

كـه در مـورد مـلاس     ؛ درحـالي هزينه نباشدپرخيلي ، توليد

يابـد.  هـا كـاهش   و ايـن يـون   انجام شـود بايد تيمار اوليه 

سيتريك بـا  وليد اسيداستفاده از آسپرژيلوس نايجرر براي ت

تجمع مواد همـراه اسـت و ضـمناً     مانندمشكلات محيطي 

 كنـد  هايي با ميزان بالاي فلـزات سـنگين ايجـاد مـي    پساب

    .]13[ و ]12[

ها جداسازي ميكروارگانيسم برايهاي تحقيقاتي در كار

ــتخراج      ــراي اس ــبي ب ــع مناس ــد منب ــدا باي ــت ابت از طبيع

ــا خــواص مــورد نظــر ا  نتخــاب شــود. ميكروارگانيســم ب

ــا  ــازي مخمره ــرايجداس ــتفاده در ب ــف  اس ــوارد مختل م
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سـويه   1500بـيش از  تا به حال و  شدههاست مطالعه  سال

  شناسايي شده است.

ــزايش روز   ــه اف ــه ب ــا توج ــروزه ب ــزونام ــاي  اف تقاض

كننـده   روي انواع مخمرهـاي توليـد  مطالعه ، اسيد سيتريك

 Yarrowia lipolyticaسـويه   مخصوصـاً  اسـيد  سـيتريك 

ا جـايگزين مناسـب بـراي توليـد     كننـده ي ـ  عنوان كمـك  به

  در حال افزايش است.، سيتريكاسيد

ســيتريك طــي ســيكل كــربس در هــر موجــود  اسـيد 

وان بــراي تــدر نتيجــه نمــي ؛شــوداي توليــد مــي زنــده

كننـده آن منبـع مشـخص و     هاي توليد جداسازي سويه

هاي خاصي كـه  و جداسازي مخمر كردمعيني را تعيين 

ــه قــات مختلــفيدر تحق ــرين ســويه ب ــوان بهت هــاي  عن

توانـد از  اند مـي  ي اسيدسيتريك شناخته شده كنندهتوليد

  باشد.متفاوت هاي راه

  

  هامواد و روش -2

  يجداساز -2-1

گيري از لبنيات بـا اسـتفاده از ظـروف     : نمونهالف) لبنيات

و  هاي مختلف شركت كارخانجـات شـير  بخش استريل از

جـاده   5 اه اصـفهان واقـع در كيلـومتر   هاي لبني پگ فراورده

هـاي مختلـف پسـاب    . از قسمتانجام شدتهران -اصفهان

هـا و سـطح زمـين    كارخانه و حتي سطوح مختلف دستگاه

انـواع مـواد    . لازم به ذكر است از]14[گيري شد نيز نمونه

 ن لبنيـات سـنتي  لبني ديگر سطح شهر اصـفهان و همچنـي  

هـاي سـنتي نيـز    ماسـت و پنيـر و سرشـير   ، همچون كفيـر 

  . گيري شد نمونه

گيـري از   : نمونههاي پروتئينيب)گوشت و فراورده

هاي پروتئينـي شـركت راك اصـفهان    گوشت و فراورده

واقع در شهرك صنعتي جي در ظـروف اسـتريل انجـام    

  .]16[و  ]15[شد 

هـا بـه   نمونه، هاي ذكر شدهگيري از واحد پس از نمونه

آلـودگي  ، مواردي كه به نظر در آزمايشگاه انتقال داده شد.

 ليتـر ميلي 9هاي حاوي ها در لولهمخمري بالا بود از نمونه

ســـري رقـــت تهيـــه و بـــا روش ، آب پپتونـــه اســـتريل

ها روي محـيط ييسـت گلـوكز    پليت دو تا از رقت اسپيريد

  . ]17[) برده شد YGCA( كلرامفنيكل آگار

 25سـاعت در دمـاي    72الـي   24به مدت  انكوباسيون

ها از نظر وجـود  گراد انجام شد و سپس كلني ه سانتيدرج

. اين بررسي شـامل بررسـي مرفولـوژي    بررسي شدمخمر 

آميزي و مشاهده زيـر ميكروسـكوپ   رنگ، تهيه لام، كلني

ها و همچنين تهيه داري مخمر نگه، سازي براي خالص بود.

 YPD)پپتون و عصاره مخمر(، گلوكز يحاو اسلنت محيط

صورت اسـتريك پليـت روي محـيط     به شد. كشتاستفاده 

هـاي مجـزا بـه اسـلنت     ذكر شده انجام و پس از آن كلنـي 

  .]18[ شدانتقال داده 

  

  غربالگري اوليه -2-2

ايـن   شـد. محـيط سـنتتيك اسـتفاده    از  غربالگري اوليـه  براي

عنـوان معـرف    يا ارغواني بـه حاوي بروموكروزول سبز  محيط

در اين محـيط   كنند توليد اسيد توانستند مي كه ييها. مخمربود

تعيين نسبت قطـر  . با ]19[ كردند يمهاي زرد رنگي ايجاد هاله

دسـت آوردن   بـراي بـه  اي غربالگري اوليـه ، هاله به قطر كلني

تركيبـات ايـن    .شـد كننده اسيد انجـام  توليدهاي مناسب سويه

ــوكزگــرم  20، محــيط ــ، گل گــرم  KH2PO4 ،5/0ك گــرم ي

NaCl ،4/0 گرم Ca(NO3)2 ،7/0  گرم MgSO4 ،1/0  گـرم 

K2HPO4 ،8  بود.تر يدر لآگار گرم  20عصاره مخمر وگرم  
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  سيتريكتوليد اسيد -2-3

 تهيـه و  ابتدا حجم بالايي از محيط توليدآزمايش  هر براي

ليتـري  ميلـي  250هاي ليتر از آن داخل ارلنميلي 50سپس 

 500حدود شد. بعد از تلقيح ميزان مشـخص شـده(  توزيع 

هـا بـه داخـل    رساعته مخم ـ24تر) از سوسپانسيون ميكرولي

درجـه   29هـا در حـرارت   آن، ارلن حاوي محـيط كشـت  

 rpmبـا دور   1داراي لرزاننـده گراد داخل انكوبـاتور   سانتي

بـار   ساعت يك 24هر ، 192انكوبه شدند و تا ساعت  200

ــد اسيد ــه  .ســيتريك بررســي شــدميــزان تولي ــا توجــه ب ب

سـيتريك   در مـورد توليـد اسـيد   شده  هاي انجام سازي بهينه

ايـن شـرايط   ، مخمر ياروويا مخمرها مخصوصاً ي وسيله به

شـده  سـيتريك ذكر  بـراي توليـد اسـيد   بهترين شرايط رشد 

 ـن پژوهشن يا يها يكه بررس است ثابـت  ن نكتـه را  ي ـز اي

ــرد ــيط .]10[ ك ــاوي  مح ــد ح ــوكز g/l100  تولي   ،گل

 T g/lKH2PO47 ،g/lNa2HPO4 5/2 ،g/l MgSO4 5/1،  

 g/l CaCl2 2/0 ،FeCl3 g/l2/0 ،g/l ZnSO4 02/0،  

 g/l MnSO406/0 ،g/l (NH4) 2SO4 5/0  وg/l 5/0 

در ساخت اين محيط بايد توجـه شـود   عصاره مخمر بود. 

درصد) قنـد بـه صـورت     10گلوكز بالا( خاطر داشتن بهكه 

اضـافه  ، ز اتوكلاو كـردن محـيط  بعد ا، فيلتر شده و استريل

به عنوان استفاده از گلوكز در اين بررسي  هگردد. با توجه ب

تـوان نتـايج را تـا    كربنه بودن اين قنـد مـي   6منبع كربن و 

هاي مختلف كـه تعـداد    حدودي به استفاده از هيدروكربن

. يكـي  هاي زيادتري در ساختار خود دارند تعميم داد كربن

بــراي توليــد دلايــل اســتفاده از غلظــت بــالاي گلــوكز  از

اهميت نسبت كـربن بـه   ، مخمرها ي وسيله بهسيتريك اسيد

بودن اين نسـبت باعـث   يتروژن در فاز توليد است كه بالان

شده و بـا   انجام هاي طبق بررسي شود. افزايش در توليد مي

 غلظـت ، اتي كه در اين زمينـه انجـام شـده   توجه به تحقيق

                                                           

1. shaker 

 بـالاي  دور در ضـمن  نظر گرفته شـد. درصد در 10گلوكز 

ظت بـالاي گلـوكز بـر انتقـال اكسـيژن      مانع اثر غل لرزاننده

  .]27[ و ]12[، ]10[ شد مي

  

  بررسي ميزان توليد  -2-4

با رعايت نكات ايمني در زيـر هـود   : يسنج رنگروش الف) 

هـاي در  با استفاده از ماسك شـيميايي داخـل لولـه    شيميايي و

تـري كلـرو اسـتيك    ميلـي ليتر  1و ليتر از نمونـه ميلي1، دارپيچ

پيريـدين   ml 7/1)و وزاننده دسـت اسـت  به شدت س ـاسيد (

 ml ) و اسـت (يك تركيب شـيميايي  بسـيارخطرناك و فـرار    

ترتيـب   آور براي چشم) بـه  (سوزش انيدريد استيك اسيد 8/5

ا را محكـم  ه ـ كـردن درب لولـه  بعد از ورتكس  و .شداضافه 

گراد كـه از قبـل    درجه سانتي 50ماري  دقيقه در بن 30بسته و 

هـا   نمونـه ، . بعد از اتمام اين مرحلهنكوبه شدا، بودتنظيم شده 

ــاي  20 ــه در دم ــانتي 25دقيق ــيط)  درجــه س ــاي مح گراد(دم

  داري شــده و ســپس بــا اســپكتروفتومتر در طــول مــوج نگــه

 nm428  21[، ]20[ شدجذب خوانده[.  

ــتفاده از كب  ــاس ــرايت: ي ــي ب ــو تأ بررس ــايي  ييد نه

يك سـيتر  ميـزان اسـيد   يو بررس ـ يسنج هاي رنگ شيآزما

 يازكيـت شناسـايي اختصاص ـ  ، شده به روش آنزيميتوليد

  .شدشركت مگازيم ايرلند استفاده  توليدسيتريك  اسيد

  

  )PCR( شناسايي با استفاده از روش مولكولي -2-5

هـا بـه تنهـايي    سال، هاشناسايي بيوشيميايي مخمرهر چند 

امـروزه  ، ليها كافي بود وبراي تعيين نوع جنس و گونه آن

هـاي  شناسايي مولكولي نيز بـراي تأييـد تسـت    هايروش

است و شناسايي از اين طريق سـرعت  بيوشيميايي متداول 

  .]22[برد و دقت كار را بالا مي

ــولي  ــخيص مولك ــراي تش ــويه  DNA، ب ــومي از س ژن

ــازي ــده  جداس ــتاندارد   M7ش ــويه اس  DSM3286و س
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 روش اصلاح شده  با )عنوان يك شاهد و كنترل مثبت به(

Senses-Ergul23[ استخراج شد) 2006( و همكاران[.  

يك جفت پرايمر اسـتفاده  ، PCRبا  DNAبراي تكثير 

ــه مر ــد ك ــت  ش ــه حفاظ ــمتي از منطق ــه قس ــوط ب ــده ب   ش

rDNA S18 16[ استها در مخمر[.  

  

بــراي   rDNA S18هــاي تشــخيص تــوالي پرايمــر 1 جــدول

  يمخمر يها سويه

  نام پرايمر  توالي پرايمر

5`TCCGTAGGTGAACCTGCGG3`  ITS1 

5`TCCTCCGCTTATTGATATGC3`  ITS4  

  

 ري ـز بي ـترك بـا  واكنش محلول ،واكنش انجام يبرا

  :شد هيته

بـدون افـزودن    PCRشامل مخلوط ، نمونه كنترل منفي

DNA  شدهدف هم تهيه.  

 :شد ميتنظ صورتاين  به دستگاه ييدما يها كليس

 30 كليس، قهيدق 5 مدت به گراد يسانت درجه 95 آغاز

 درجه 55، ثانيه 30 مدت به گراد يسانت درجه 95: انهگ

 بـه  گراد يسانت درجه 72، هيثان 30 مدت به گراد يسانت

 مـدت  بـه  گراد يسانت درجه 72: انيپاو  قهيدق 2 مدت

  .قهيدق 10

  

  ها يافته -3

 ـاز انواع لبن پژوهشدر اين  مصـرف    خيات سـالم و تـار  ي

 ـياز مـواد پروتئ ، هيسو 92حدود ، گذشته  115دود ح ـ ين

  گـر  يه و از منـابع د يسو 87از انواع گوشت حدود ، هيسو

  

ــ ــو 50ش از يب ــيس ــوع ب ــو 340ش از يه و در مجم ه يس

جداسازي   ]شده هاي ذكر روي محيطهاي مخمري  سويه[

با استفاده از  مرفولوژيك لام گرفته و بررسيها  نآازشد. 

  . انجام شد يكروسكوپ نوريم

ط و منبــع يمحــ يگلــوكز بــالا، يط غربــالگريدر محــ

 يرشـد مخمرهـا   يبـرا  يط مناسـب يشرا، نييپا يتروژنين

 طين مح ـي ـدر ا .كنـد يفراهم م ـك يتريسدياسكننده ديتول

 يهـا  هيسـو ، برموكروزول به عنوان معرف خاطر وجود به

، كردنـد  يجـاد م ـ يا يرنگ ـزرد يها هاله، دياس د كنندهيتول

 يكلن ـهـا بـه    كه نسبت  قطر هالـه آن  يمخمر يها هيسو

مناسـب   يهـا ان مخمرعنـو  به متر بود يسانت 5/3شتر از يب

  ). 1انتخاب شدند (شكل

ــ ــدياس يبررس ــيتريس ــط توليك در  مح ــا روش ي د ب

 انجـام و ساعت  192 طي يت اختصاصيك ك ويمتريكالر

سـاعت  ، هـاي مختلـف  بهترين زمان توليد بعـد از تكرار 

  . شد ماعلا 144

ــد  ــده اسيد ســويه اســتاندارد تولي ، 3286 ســيتريككنن

Yarrowia lipolytica DSM ، كه ميزان بالايي حـدود 

عنـوان   كـرد بـه   سيتريك توليـد مـي  ليتر اسيدبر گرم 2/45

شـد.  سـه اسـتفاده   يمقا برايمراحل كار  ي همهشاهد در 

 هاي جداسازي شده كهمقايسه توليد اسيدسيتريك مخمر

 2شـكل در هاي اسـتاندارد  بهترين توليد را داشتند با سويه

  است. آمده

، ي جداســازي شــده در ايــن پــژوهشهــامخمربــين  

سـيد  ليتر ا بر گرم 5/55د يبا تولدست آمد كه  اي به سويه

توليد  بيشترياسيد ، 3286حتي از سويه ، 144در ساعت 

  . )3(شكل كرد مي
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  وزول ارغواني.كننده اسيد در محيط غربالگري اوليه حاوي برموكرهاي توليداطراف مخمرشده هاي زردرنگ ايجادهاله 1 شكل

  

  
 ي بيشـينه شود طور كه در شكل ديده مي همان، (ساعت) با روش آنزيمي شده درطي زمان هاي غربالتوليد اسيدسيتريك در مخمر 2 شكل

  ساعت است. 144ها بعد از سويهبيشترتوليد در 

  

  
تكـرار   3دهنـده ميـانگين بـيش از     نمـودار نشـان   گيري شده. ندازه(اوج توليد) ا 144) در ساعت g/l( سيتريكمقايسه توليد اسيد 3 شكل

  درصد با حروف كوچك مشخص شده است. 5ها در سطح سيتريك بين سويهمعنادار بودن اختلاف توليد اسيد مختلف است و
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 تغييــرات مورفولــوژي ســويه اســتاندارد و  -3-1

M7در محيط توليد  

، سـيتريك  مورد مطالعـه در محـيط توليـد اسـيد     هايمخمر

شـوند. در ايـن   تر مـي ي تر و داراي سطحي گستردهارشته

آميزي زير ميكروسـكوپ   ها را بدون رنگاگر مخمرحالت 

  .دارندهاي حجيم و بزرگي واكوئل، كنيمنگاه 

  

  هاشناسايي مخمر -3-2

مخمـر   ربن در سـويه هـاي ك ـ نتايج تست تخمير هيـدرات 

 يهـا  طيمخمر در مح نيا نشان داد كه )(M7يمورد بررس

، لاكتـوز ، مـالتوز ، سوكرز، گالاكتوز، گلوكز يقندها يحاو

  ر ي ـتخم ياصـل  ييشناسـا  يها هالوز كه تست نوز و ترهيراف
  

گزارش  يها منف د نكرده و همه تستيتولگاز ست مخمرها

بـارز مخمـر    يهـا  يژگ ـيت از وين خصوص ـي ـكـه ا  ندشد

  .]24[ استيارووي

دست آمده و مطابقت نتايج با كليـد   براساس نتايج به

هاي ميكروسكوپي هاي مخمري و همچنين ويژگيتست

شـباهت بسـيار زيـادي بـه      M7سويه ، و ماكروسكوپي

عنـوان شـبه    داشـته و بـه   ياروويـا ليپوليتيكـا  هاي سويه

هاي انجـام شـده    شناخته شد. بررسي ياروويا ليپوليتيكا

تأثير معنـاداري بـر   ، ودن مخمرمثبت ب نشان داد سيترات

رشـد  ، سيتريك نـدارد؛ چـون در فـاز توليـد     توليد اسيد

ايـن از سـيترات بـراي     مخمرها بسيار ناچيز است بنـابر 

  كنند.رشد استفاده نمي

  

  

 
  

 YPDجامد  نسبت به محيط، سيتريك(سمت راست) آميزي ساده در محيط توليد اسيد ها با رنگبررسي شكل ميكروسكوپي مخمر 4شكل 

 M7پايين:سويه جداسازي شده و  DSM3286 (سمت چپ). بالا: سويه استاندارد



... جداسازي و شناسايي مخمر بومي توليدكننده  مريم السادات ميرباقري و همكاران 
 

84 

  M7 مورد بررسيها و ديگر منابع كربني در سويه دهاي جذب قننتايج تست 2 جدول
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، M7: سـويه  1 شـماره ، bp 100ركر : مـا bp 350. )Mل و تشكيل محصـو  PCRهاي مخمري با روش  سويه S rDNA18ن تكثير ژ 5 شكل

  در سمت چپ نشان داده شده است. bp 100اي از ماركر ) نمونه: كنترل منفي3و شماره  DSM3286: سويه استاندارد 2شماره 

 

ــوالي ژن  ــاي    rDNA S18ت ــتفاده از پرايمره ــا اس ب

بـاز   335تعيين شد و تـوالي بـا    ITS4و  ITS1عمومي 

 S rDNA18 توالي   BLASبررسي پس از دست آمد. به

، NCBIدر سـايت    Genebankهاي موجود در  با توالي

ــ ــزان ب ــه مي ــوژي ب ــا  99الاترين همول ــا درصــد ب يارووي

ــا ــ ليپوليتيكـ  HM011048r Accession numberابـ

  .دست آمد به

  بحث -4

هـايي از  اسـيد سـيتريك ازسـويه    توليـد  ياريمحققان بس ـ

طالعاتي روي . هرچند م]12[، ]7[ اند كردهگزارش  ياروويا

هاي ديگر مخصوصاً انواع مخمر ي وسيله بهتوليد اين اسيد 

همـراه   ياروويـا ليپوليتيكـا   اسـت امـا   انجـام شـده  كانديدا 

هـاي مخمـري   ترين سويه با ارزش عنوان به كانديدا الئوفيلا

  .]25[اند سيتريك معرفي شدهتوليدكننده اسيد
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و محيط مناسبي براي رشـد  ، محصولات لبني و گوشتي

سـازش بـا    خاطر ها بهمخمر چون، جداسازي مخمرهاست

هـا و  قنـد ، هـا ليپيـد ، هايك سوبستراي غني شامل پروتئين

ها . مخمركنندخوبي رشد  توانند در آن بهمي، هاي آلياسيد

ويتامين  مانندهاي رشد در صنايع لبني قادر به توليد فاكتور

B ،بيـوتين   حتـي ريبـوفلاوين و  ، نياسـين ، اسـيد  پنتاتوئيك

   . هستند

علــت  هــا در صــنايع لبنــي بــهش وســيع مخمــرگســتر

، توانايي تخميـر بـالا  ، هاي پروتئوليتيك و ليپوليتيك فعاليت

لاكتيـك و  ، سـيتريك  هـاي ذب لاكتوز و استفاده از اسيدج

ها قادر بـه رشـد در   علاوه بر اين مخمر، استسوكسينيك 

پايين pH ، دماي پايين، با غلظت بالاي نمك يسوبستراها

  . هستندو فعاليت آب پايين 

سـويه   22حـدود  ، نياز محقق ـ يتعـداد  2006 در سال

جداسـازي و  ، مخمر را از انواع مواد غذايي از جملـه پنيـر  

ــا روش ــاي مولكــولي شناســايي  ب ــده ــه يكــي از  كردن ك

 ياروويـا ليپوليتيكـا  هـاي شـاخص جداسـازي شـده      سويه

مفنيكـل  بنگـال كلرا هـاي كشـت رز  ز محيطو ا شدمعرفي 

 ــ راي آگــار و تريپتــون گلــوكز ييســت اكســتركت آگــار ب

ها در انواع پنير و ها بهره بردند. مخمرجداسازي اين سويه

توانند بيوسـنتز تركيبـات آروماتيـك را     كفير و كوميس مي

  .]23[تحت تأثير قرار دهند 

هاي در يك بررسي مشخص شد كه تعداد و نوع مخمر

نيــات درطــي فراينــد كارخانــه لبشــده موجــود  جداســازي

جـنس   10سويه در  93حدود ، فصل زمستان سازي درپنير

ه جنس متفاوت مشـاهده شـد   7سويه در  76تابستان  و در

-نوع مواد اوليـه و دسـتگاه   ؛ دليل اين تفاوت احتمالاًاست

كـه  اسـت   اما نكته قابل توجه اين شدكار رفته ذكر  هاي به

راحـل  هـاي جداسـازي شـده طـي م    اد مخمربيشترين تعد

. گـزارش شـد   ياروويا ليپوليتيكاپاياني پنيرسازي مربوط به 

هـاي  براي جداسازي مخمر  YGCAدر اين مطالعه محيط

  .]17[ شدسازي استفاده غني برايآب پپتونه  شير و

ــي در  ــريدبررس ــدود ، گ ــر  39ح ــد مخم ــاي درص ه

ياروويـا  جداسازي شده ازگوشت مرغ و ماكيـان ديگـر را   

 DNA. جداسـازي  ]16[ختصـاص داد  به خود ا ليپوليتيكا

ــر ــته مخم ــا از بس ــر يارووي ــاي همبرگ ــازي و  و ه جداس

ياروويـا  هاي مـواد غـذايي از جملـه    شناسايي انواع مخمر

هـاي مولكـولي   روش باازگوشت و موادپروتئيني  ليپوليتيكا

  . ]15[و بيوشيميايي گزارش شده است 

نيـات از  لب لعـات و تحقيقـات ديگـر نشـان داد    اين مطا

ــيرخام جم ــه ش ــتريل   ، ل ــا از اس ــتريل و ي ــات غيراس لبني

هـا از  مواردي است كه براي جداسازي مخمـر ، شده خارج

و  شده اسـت در تحقيقات استفاده  ياروويا ليپوليتيكاجمله 

گيــري از نيــز در فصــل زمســتان نمونــه پــژوهشدر ايــن 

شـد. بـا توجـه بـه     كارخانه لبنيـات پگـاه اصـفهان انجـام     

هـاي مختلـف   ني بر جداسازي سويهفراوان مب هاي گزارش

بـه  ، هـاي پروتئينـي  ياروويا ليپوليتيكا از گوشت و فراورده

و مشـاهده   انجـام شـد  ها نيز گيري از آن همين علت نمونه

هاي گوشت مخصوصاً گوشت مرغ انواع بسـيار  شد نمونه

 همكـاران  وDeak هـاي  كه اين با يافتهدارند زيادي مخمر

  .]16[مطابقت داشت

بررسـي فلـور مخمـري    ، كه هدف اين مطالعهبا اين 

ي در مواد غذايي نبود اما مطالعات نشان داد فلور مخمر

اصفهان بسيار بالاست كه البته كارخانه لبنيات و گوشت 

هــاي قبــل از هــا بيشــتر مربــوط بــه فراينــدايــن مخمــر

ــمن     ــد. در ض ــيون بودن ــيون و استريليزاس پاستوريزاس

هـا را  داسـازي مخمـر  توان يكي از بهتـرين منـابع ج   مي

 امـا ، گوشت سفيد مخصوصاً گوشت مـرغ پيشـنهاد داد  

وشـت مـرغ مشـخص    بالاي گعلت فلور مخمري  هنوز

  نشده است.
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گيـري  ي اندازهبرا هاترين روش در واقع يكي از متداول

روش ، هـــاســـيتريك در نمونـــه مقـــادير بـــالاي اســـيد

اسـت و در تحقيقـات از   اسپكتروفوتومتري (كالريمتريك) 

ــ ــين اسيدن روش اي ــراي تعي ــت، ســيتريك ادرارب ــاباف ، ه

مـواد غـذايي مخصوصـاً شـير      و، هـا و نوشـيدني ، مايعات

  .]26[استفاده شده است 

ــن در  ــد از مقايســه روشاي ــگ بررســي بع ســنجي  رن

ــتفاده ــده اس ــي  ش ــا روش آنزيم ــد روش  ، ب ــخص ش مش

سيتريك چند براي تعيين نسبي توليد اسيد كالريمتريك هر

دهـد.  يسيتريك را ارائه نم ـميزان دقيق اسيددقيق است اما 

 و برايـز  اسـيد و پيريـدين   بعد از بررسي اثر انيدريداسـتيك 

دو مــاده اســيد خــالص مشــخص شــد كــه ايــن  ســيتريك

اسيد نيز به ميزان كم واكـنش داده   توانند با ايزوسيتريك مي

اين  هايهايي مثل نمونهو رنگ زرد ايجاد كنند و در نمونه

آوردن يـك    دست اسيد مانع به لاً ايزوسيتريكاحتما، تحقيق

  د.شونتيجه دقيق مي

هـاي ياروويـا در    مـورف بـودن سـويه    با توجـه بـه دي  

هـاي   ها و شـرايط مختلـف و بـا توجـه بـه بررسـي       محيط

مشخص شد حتي شرايط محيط  پژوهششده در اين  انجام

كشت از نظر مايع و جامد بودن و قرار داشتن مخمرها در 

گـذارد. در   هر دو بر شكل مخمر اثر مي، ا توليدفاز رشد ي

تـري   داراي سـطوح گسـترده   مخمرهـا معمـولاً  ، فاز توليد

ي هاي بـزرگ حـاو   كه در اثر ايجاد شدن واكوئل شوند مي

تر شـدن شـكل مخمـر     مواد توليدي است كه باعث كشيده

كيـد  روي اين موضوع تأ. نظرات ديگر محققان كه شود مي

  .]28[ كرد ييد مياين بررسي را تأ بودند نبز نتايج كرده

سـيتريك در  اسيد g/l 5/55از توليـد   پژوهشنتايج اين 

ليپوليتيكـا  م گلـوكز حاصـل از جداسـازي ياروويا   گر 100

داشت كه ايـن ميـزان توليـد قطعـاً در     حكايت ناگت مرغ 

و كموسـتات در فرمـانتور    repeted-batchشرايط كشت 

سـيتريك   توليـد اسـيد   طوري كه ؛ بهبسيار قابل ارتقاء است

هـاي ديگـر يارووويـا ليپوليتيكـا در ايـن      سـويه  ي وسيله به

نيـز    g/l 240-200 ، هاي بالاي گلوكزشرايط و در غلظت

 SCPبررسي قابليـت توليـد   .]12[، ]7[گزارش شده است 

عنـوان   سـتفاده از آن بـه  اين سـويه و همچنـين ا   ي وسيله به

توجـه بـه   كـه بـا    در پنيرسازي از مواردي است كواستارتر

تواند به خـوبي  سيتريك در آن ميقابليت بالاي توليد اسيد

سـازي   بهينـه ، در ادامـه ايـن بررسـي    .مد نظر قـرار گيـرد  

هـاي مختلـف در    سيتريك توليدي با استفاده از روش اسيد

  . جا ذكر نشده است بررسي است كه نتايج اين حال
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