
فروغ عسگری کرچگانی و همکارانتولید زایلیتول توسط سویه مخمری  Debaryomyces hansenii جداسازی شده از گرده گل  164

*1- دانشجوی کارشناسی ارشد ميکروبيولوژی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان.
) fo.askary63@yahoo.com نويسنده مسئول (

2- دانشجوی کارشناسی ارشد ميکروبيولوژی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان.
3- استاديار ميکروبيولوژی، گروه زيست شناسی،  دانشگاه شهيد چمران اهواز 

4- استاد، دانشگاه اصفهان، دانشکده علوم، گروه زيست شناسی.

 Debaryomyces hansenii تولید زايلیتول توسط سويه مخمری
جداسازی شده از گرده گل پنیرک

فروغ عسگری كرچگانی*۱، مرضیه شمعی2، غلامرضا قزلباش3، ايرج نحوی4

چکیده
ــی  ــیرين كنندگ ــدرت ش ــا ق ــه ب ــج كربن ــی اوُل پن ــک پل ــول ي زايلیت
ــد  ــکل مــی باشــد. تولی ــی ال ــی اوُل شــیرين تريــن پل بالاســت. ايــن پل
بیوتکنولوژيکــی زايلیتــول بــا اســتفاده از میکروارگانیســم هــا از نظــر 
زيســت محیطــی ايمــن اســت و بــه عنــوان يــک روش جايگزيــن روش 
ــواص  ــه خ ــه ب ــا توج ــرد. ب ــی گی ــرار م ــه ق ــورد مطالع ــیمیايی م ش
ــد در صنايــع  ارزشــمندی كــه زايلیتــول دارد بــه عنــوان جايگزيــن قن
شــیمیايی، غذايــی و دارويــی اســتفاده مــی شــود. بــر اســاس مطالعــات 
اخیــر، در میــان میکروارگانیســم هــا، مخمرهــا بهتريــن تولیدكننــده می 
باشــند. در ايــن پژوهــش ايــن شــیرين كننــده ارزشــمند توســط ســويه 
مخمــری دباريومايســس هانســنی تولیــد شــد. ايــن مخمــر از گــرده گل 
ــا  ــی  18srRNA و هــم رديفــی ب ــا تعییــن توال پنیــرک جداســازی و ب
توالــی هــای موجــود در پايــگاه داده هــا شناســايی گرديــد. زايلیتــول در 
محیــط تولیــد حاوی زايلــوز و ديگر مــواد معدنــی تولید شــد و  با روش 
هــای آنالیــز كروماتوگرافــی لايــه نــازک و بــا اســتفاده از كیــت مگازايــم 
ايرلنــد شناســايی و تايیــد و مقــدار آن بــا روش كروماتوگرافــی مايــع 
بــا عملکــرد بــالا انــدازه گیــری گرديــد. ســويه مخمــری دباريومايســس 
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هانســنی قــادر بــه تولیــد 20/45 گــرم بــر لیتــر زايلیتــول از 40 گــرم بر 
لیتــر زايلــوز، بعــد از 48 ســاعت بــود.

.Debaryomyces hansenii  ،واژه های كلیدی: زايلیتول، زايلوز

مقدمه
ــکل هــاي قنــدي دســته اي از پلــی اوُل هــا1  هســتند کــه ازطريــق احيــای آلدوزهــا و کتوزهــا  ال
تشــکيل مــی شــوند و داراي مزيــت هايــي از جملــه مقــدار کالــري پاييــن، آنتــي اکســيداني، کاهــش 
قنــد خــون و قــدرت شــيرين کنندگــي مــی باشــند و بــه هميــن دلايــل در صنايــع غذايــي بــه عنــوان 
مکمــل و جايگزيــن قنــدي مــورد اســتفاده قــرار مــي گيرنــد )Granstrom et al., 2007(. از جملــه 
پلــی اوُل هــا کــه بــه طــور وســيعي در حــال حاضــر اســتفاده مــي شــود و مــورد مطالعــه قــرار 

گرفتــه، زايليتــول2  اســت.
D- زايليتــول يــک پلــي الــکل پنــج کربنــه مــي باشــد کــه به طــور طبيعــي خاصيــت شــيرين کنندگي 

بالايــی دارد )Altamirano et al., 2000(. ايــن پلــي الــکل يــک شــيرين کننــده ي طبيعــي غذاســت 
کــه شــيريني مشــابه ســوکروز، امــا مقــدار انــرژي کمتــري نســبت بــه ســوکروز دارد و برخــلاف 
ســوکروز اســيد توليــد نمــي کنــد و بــه هميــن دليــل بــه عنــوان يــک عامــل مؤثــر بــراي جلوگيــري 
از پوســيدگي دنــدان، بــه عنــوان جايگزيــن قنــد در آدامــس، خميردنــدان و دهــان شــويه و صنايــع 
 .)LifHolgerson et al., 2006 ; Zagustina et al., 2001 (غــذای مختلــف اســتفاده مــي شــود
در ميــان پلــی اوُل هــا ، زايليتــول شــيرين تريــن پلــی الــکل اســت )Branco et al., 2009( و بــه 
دليــل اينکــه زايليتــول ويژگــی مقاومــت بــه حــرارت دارد، بــه عنــوان مکمــل غذايــی و در صنايــع 
داروســازی کاربردهــای فراوانــی دارد )Ko et al., 2008(. بــه دليــل اينکــه متابوليســم زايليتــول 
غيروابســته بــه انســولين اســت، در شــرايط کمبــود انســولين يــک جايگزيــن قنــد مناســب بــراي 
افــراد ديابتــي مــي باشــد )Natah et al., 1997(. بــه دليــل خاصيــت ضدميکروبی بــودن زايليتول 
ــروز  ــک4، فيب ــت آتوپي ــت3، درماتي ــای اوتي ــاری ه ــان بيم ــگيری و درم ــوان از آن در پيش ــی ت م
ــود گلوکــز 6-  ــک ناشــی از کمب ــی هموليتي ــت6، پوکــی اســتخوان، کــم خون سيســتيک5، پريودنتي

.) Abou Zeid et al., 2008( فســفات دهيدروژنــاز اســتفاده کــرد

1-Polyol

2-Xylitol

3-Otitis

4-Atopic dermatitis

5-Cystic fibrosis

6-Periodontitis
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D- زايليتــول بــه طــور صنعتــي از طريــق احيــاي شــيمياييD- زايلــوز توليــد مــي شــود ولــی 

ــاز  ــه ني ــل اينک ــه دلي ــا ب ــا اســتفاده از ميکروارگانيســم ه ــول ب ــد بيوتکنولوژيکــيD- زايليت تولي
بــه کاتاليســت ســمي نــدارد و از نظــر زيســت محيطــي ايمــن مــي باشــد و بــا توجــه بــه معايــب 
روش شــيميايي، از اهميــت بســزايي برخــوردار اســت )Cheng et al., 2010(. تبديــل ميکروبــي 
زايلــوز بــه زايليتــول اخيــراً بســيار مــورد توجــه قــرار گرفته اســت کــه در ميــان ميکروارگانيســم 
هــا مخمرهــا بهتريــن توليدکننــده مــی باشــند )Rao et al., 2007(. مخمرهــا از مــدت هــا پيــش 
مناســب تريــن منابــع ميکروبــی در صنايــع مختلــف و صنايــع غذايــی هســتند و بــه علــت عــدم 
بيماريزايــی1  آن هــا را بــه عنــوان يــک منبــع ســالم مــی داننــد )Vakhlu and Kour, 2006(. از 
جملــه زيســتگاه هــای مخمرهــا مــی تــوان بــه گياهــان اشــاره کــرد. گياهــان بــه ســبب داشــتن 
توانايــی فتوســنتز و ســاختن بســياری از ترکيبــات کربنــی متنــوع، زيســتگاه هــای مناســبی را 

.)Phaff and Starmer, 1987( بــرای مخمرهــای مختلــف مهيــا مــی ســازند
اکثــر مخمرهــاي توليدکننــده زايليتــول از زايلــوز بــه عنــوان منبــع کربــن اســتفاده مــي کننــد. 
مســير کاتابوليکــي زايلــوز بــه ايــن صــورت اســت کــه ابتــدا D- زايلــوز توســط آنزيــم زايلــوز 
ــاز   ــول دهيدروژن ــول توســط زايليت ــا مــي شــود و ســپس زايليت ــول احي ــه زايليت ــاز  ب ردوکت
بــه D- زايلولــوز اکســيد مــي شــود و ســرانجام D- زايلولــوز توســط آنزيــم زايلــوز کينــاز  
ــود  ــي ش ــفات م ــير پنتوزفس ــپس وارد مس ــده و س ــفريله ش ــفات فس ــوز 5 فس ــه D- زايلول ب
)Granstrom et al., 2007(. اخيــرا مطالعــات زيــادی در مــورد توليــد زايليتــول توســط ســويه 
هــای مختلــف کانديــدا و ســاير مخمرهــا صــورت گرفتــه اســت. از جملــه توليــد زايليتــول توســط 
 Candida guilliermondii))Cortez and Roberto( ســويه هــای کانديــدا گوئيليرمونــدی
 )C. tropicalis) )Ahmad et al., تروپيکاليــس  کانديــدا   ،)2014; Ramesh et al., 2012 

 ، )C. mogii) )Sirisansaneeyakul et al., 2014)2012(، کانديــدا موجــی; Ping et al., 2013 

  )C. athensensis).کانديــدا آتنسنســيس ، )C. shehatae) )Li et al., 2012)کانديــدا شــهاتا
 )Rhodotorola mucilaginosa) )Bura رودوتــورولا موســيلاژينوزا ، )Zhang et al. 2012)

  )Debaryomyces hansenii) )Perez-Bibbins etو دباريومايســس هانســنی et al., 2012)

ــت. ــده اس ــزارش ش ( al., 2013; Perez-Bibbins et al., 2014; Prakasha et al., 2011 گ

ــول  ــد زايليت ــران انجــام شــد، بررســی تولي ــار در اي ــن ب ــرای اولي ــن پژوهــش کــه ب هــدف از اي
توســط ســويه مخمــری دباريومايســس هانســنی (Debaryomyces hansenii(جداســازي شــده 
از گــرده گل پنيــرک بــود. در ايــن مطالعــه از ميــان چنديــن ســويه مخمــری مولــد زايليتــول کــه 
از طبيعــت جداســازی شــدند، بــه ايــن دليــل کــه در ميــان آن هــا، ايــن ســويه بيشــترين توليــد 

1-Generally regarded as safe (GRAS)
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ــه  ــول ک ــای زايليت ــده ه ــت. توليدکنن ــرار گرف ــايی ق ــورد شناس ــد و م ــاب ش ــت انتخ را داش
بيشــتر مــورد مطالعــه قــرار گرفتــه انــد، مخمرهــا مربــوط بــه ســويه هــای جنــس کانديــدا 
و گونــه دباريومايســس هانســنی مــی باشــند کــه بهتريــن توليدکننــده هــای طبيعــی هســتند 

.)El-Batal and Khalaf 2004(
مواد و روش ها

جداسازي سويه مخمری مولد زايلیتول
ــه روز در  ــدت س ــه م ــرک ب ــرده گل پني ــدا گ ــول ابت ــد زايليت ــر مول ــور جداســازی مخم ــه منظ ب
دمــای 25 درجــه ســانتی گــراد در آب خيســانده شــد. ســپس 0/1 ميلــی ليتــر از محلــول فــوق بــه 
ارلــن هــای  حــاوی محيــط جداســازی 1YePX  )عصــاره مخمــر 10، پپتــون 20، زايلــوز 20 )گــرم 
بــر ليتــر( بــا pH : 5( انتقــال داده و در دمــاي 30 درجــه ســانتي گــراد در انکوباتــور شــيکردار بــا 
200 دور در دقيقــه شــيک شــدند)Rao et al., 2007(. بعــد از 48 ســاعت از محيــط مايــع بــر روي 
محيــط جداســازي جامــد کشــت داده و بعــد از دو روز کلنــي هــا در زيــر ميکروســکوپ مشــاهده 
و بررســي شــدند. ايــن مخمــر در محيــط هــاي اســلنت YPD 2 )گلوکــز 20، پپتــون 20، عصــاره 
مخمــر 10 و آگار 20 )گــرم بــر ليتــر( و در دمــاي 4 درجــه ســانتي گــراد نگهــداري شــد تــا توليــد 

.)Altamirano et al., 2000( زايليتــول آن مــورد بررســی قــرار گيــرد
مطالعه تولید زايلیتول توسط سويه مخمری جدا شده

يــک لــوپ از مخمــر فعــال شــده مــورد نظــر بــه يــک ارلــن حــاوي 50 ميلــي ليتــر محيــط پيــش 
توليــد زايليتــول )زايلــوز 40، ســولفات آمونيــوم 5، پتاســيم دي هيــدروژن فســفات 2، ســولفات 
ــد و  ــال داده ش ــا pH: 5/5 انتق ــر( ب ــر ليت ــرم ب ــون 1 )گ ــر 5 و پپت ــاره مخم ــم 0/5، عص منيزي
ــه شــيک  ــا 180 دور در دقيق ــور ب ــراد در انکوبات ــاي 30 درجــه ســانتي گ ــن در دم ســپس ارل
گرديــد. بعــد از 48 ســاعت از محيــط فــوق بــه نســبت 5 درصــد بــه ارلــن هــای حــاوی محيــط 
توليــد )مشــابه محيــط پيــش توليــد( انتقــال داده شــد و در دمــای 30 درجــه ســانتی گــراد بــا 
180 دور در دقيقــه شــيک گرديــد و توليــد زايليتــول، هــر 24 ســاعت بــه مــدت 5 روز بررســی 

.)Cheng et al. 2010.( شــد
شناسايي زايلیتول

ــا روش  ــنی ب ــس هانس ــری دباريومايس ــويه مخم ــط س ــده توس ــد ش ــول تولي ــدا زايليت در ابت
کروماتوگرافــي لايــه نــازکTLC( 3(  بــه عنــوان يــک روش آناليــزی ســاده و ســريع بــه صــورت 
کيفــی مــورد شناســايی قــرار گرفــت. در ايــن روش ترکيبــات بــر اســاس قطبيــت و وزن مولکولــی 
1-Yeast extract Pepton Xylose

2-Yeast Pepton Dextrose Agar

3-Thin Layer Chromatography (TLC)
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جداســازی مــی شــوند. بــه ايــن ترتيــب کــه مقــدار 1 ميکروليتــر از محيــط حــاوي زايليتــول 
ــه  ــذ ب ــته و کاغ ــيليکاژل TLC گذاش ــاي س ــر روي کاغذه ــر را ب ــط مخم ــده توس ــد ش تولي
ــرار داده  ــبت 7 : 2 : 1 ق ــا نس ــل- آب ب ــل- بوتان ــامل پروپان ــلال ش ــاعت در ح ــدت 2 س م
شــد. ســپس بــه منظــور ظاهــر شــدن لکــه هــای ايجــاد شــده، کاغــذ بــا رنــگ )هيدروکســيد 
ــورد  ــول م ــد زايليت ــدن، تولي ــک ش ــد از خش ــد و بع ــپري ش ــيم( اس ــات پتاس ــديم- پرمنگن س
بررســي قــرار گرفــت)Zagustina et al. 2001(. ســپس زايليتــول توليــد شــده توســط مخمــر 
ــد  ــم ايرلن ــت مگازاي ــا اســتفاده از کي ــد، ب ــا روش TLC جداســازی گردي ــدا ب ــه ابت مــورد نظــر ک
شناســايي شــد و مــورد تاييــد قــرار گرفــت. اســاس کار ايــن کيــت بــر پايــه 2 واکنــش و شــامل 
3 محلــول اســت. طبــق واکنــش اول، زايليتــول توليــد شــده توســط مخمــر، در حضــور محلــول 1 
)1INT(  و توســط آنزيــم زايليتــول دهيدروژنــاز بــه زايلولــوز اکســيد و از ترکيــب 2TEA   بعنــوان 
محلــول بافــر )محلــول2( اســتفاده شــد. در واکنــش دوم، INT در حضــور محلــول 3 )ديافــورز( 
بــه INT-formazan احيــا گرديــد. در ايــن واکنــش مقــدار INT-formazan بــا مقــدار زايليتــول 
ــه منظــور  ــری شــد. ب ــدازه گي ــر ان ــق افزايــش جــذب در 492 نانومت متناســب اســت کــه از طري
تشــخيص کيفــی و کمــی زايليتــول توليــد شــده توســط مخمــر و هــم چنيــن انــدازه گيــری مقــدار 
ــالا  ــرد ب ــا عملک ــع ب ــی ماي ــر از روش کروماتوگراف ــد تخمي ــن فرآين ــده طــی اي ــی مان ــوز باق زايل
ــاخت  ــی  100NH2-5 Nucleosil  س ــتون آمين ــن روش از س ــد. در اي ــتفاده گردي ) HPLC( اس
ــا  ــاز متحــرک، اســتونيتريل: آب )80:20( اســت، کــه ب شــرکت Knauer آلمــان اســتفاده شــد. ف
ســرعت 1 ميلــی ليتــر در دقيقــه از ســتون عبــور داده شــد. دتکتــور مــورد اســتفاده RI بــوده و 

20 ميکروليتــر از نمونــه هــا بــه دســتگاه تزريــق شــد.
اندازه گیری بیومس میکروبی

انــدازه گيــری تــوده زنــده همزمــان بــا انــدازه گيــری ماکزيمــم توليــد زايليتــول صــورت گرفــت. 
ــه ســانتريفوژ  ــه مــدت 15 دقيق ــری را در 6000 دور ب ــط کشــت تخمي ــه محي ــب ک ــن ترتي ــه اي ب
کــرده و بــا آب مقطــر 2 بــار شستشــو داده شــد. ســپس در دمــای 80 درجــه ســانتی گــراد تــا 

.)Altamirano et al., 2000) ــد ــت شــدن وزن، خشــک گردي ثاب
شناسايی مخمر با استفاده از روش مولکولی

مخمــر مولــد زايليتــول جــدا شــده از طبيعــت توســط تعييــن توالــی 18srRNA شناســايی شــد. 
در ايــن پژوهــش از  توالــی ITS )ناحيــه رونويســی شــونده داخلــی( بــه عنــوان پرايمــر اســتفاده 
گرديــد. بــرای اســتخراج DNA مخمرهــا، ابتــدا مخمــر مــورد نظــر در محيــط عصــاره مخمــر-

1-Iodo Nitrotetrazolium Chloride (INT)

2-Triethanolamine (TEA)
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ــر  ــتفاده از آب مقط ــا اس ــازی و ب ــا جداس ــلول ه ــد و س ــت داده ش ــع کش ــز1  ماي ــون- گلوک پپت
شستشــو داده شــدند. ســپس ســلول هــا بــا بافــر ليزکننــده2 ، دانــه هــای شيشــه يــی )425-600 
ميکــرون(، محلــول فنل-کلروفرم-ايزوآميــل الــکل )1:24:25( مخلــوط شــده و طــی مخلوط ســازی3  
شــديد بــه مــدت 5-3 دقيقــه شکســته شــدند. بافــر ليزکننــده حــاوی تريتــون X -4100 ، ســديم 
دودســيل ســولفات5 ، کلريــد ســديم، تريس-اســيد کلريدريــک6  و اتيلــن دی آميــن تتــرا اســتيک7 
اســيد  بــود. ســپس  بــه محتويــات فــوق بافــر TE  اضافــه شــد و بــه منظــور انحــلال DNA در 
ــا ســرعت10000  ــه آرامــی انجــام شــد. بعــد از ســانتريفوژ ب ــوط ســازی ب ــر TE عمــل مخل باف
دور در دقيقــه  بــه مــدت 10 دقيقــه، بــه محلــول بالايــی جــدا شــده بــه ميــزان دو برابــر حجــم 
ــوس شــد.  ــی معک ــه آرام ــه ب ــد مرتب ــوق چن ــوط ف ــه شــد و مخل ــول ســرد اضاف آن ايزوپروپان
حرکــت ســريع و يــا ورتکــس در ايــن مرحلــه موجــب قطعــه قطعــه شــدن DNA مــی گــردد. بعــد 
از ســانتريفوژ، محلــول فوقانــی دور ريختــه شــد و بعــد از تبخيــر شــدن ايزوپروپانــول در زيــر 
هــود بــه رســوب باقــی مانــده 100 ميکروليتــر بافــر TE8 عمــل مخلوطســازی بــه آرامــی انجــام 
ــول  ــه محل ــه، ب ــدت 10 دقيق ــه م ــه9  ب ــرعت10000 دور در دقيق ــا س ــانتريفوژ ب ــد از س ــد. بع ش
بالايــی جــدا شــده بــه ميــزان دو برابــر حجــم آن ايزوپروپانــول ســرد اضافــه شــد و مخلــوط 
فــوق چنــد مرتبــه بــه آرامــی معکــوس شــد. حرکــت ســريع و يــا ورتکــس در ايــن مرحلــه موجــب 
قطعــه قطعــه شــدن DNA مــی گــردد. بعــد از ســانتريفوژ، محلــول فوقانــی دور ريختــه شــد و 
بعــد از تبخيــر شــدن ايزوپروپانــول در زيــر هــود بــه رســوب باقــی مانــده 100 ميکروليتــر بافــر 
TE اضافــه شــد و بعــد از ورتکــس آرام و ميکروســانتريفوژ در دمــای 20- درجــه ســانتی گــراد 

.)Hoffman, 1997(مــورد اســتفاده قــرار گيــرد PCR نگــه داری شــد تــا بــرای
  ITS1)5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG3')قطعــه مــورد نظــر بــا اســتفاده از پرايمرهــای PCR

بــه عنــوان پرايمــر رو بــه جلــو و('ITS4)5'TCCTCCGCTTATTGATATGC3 بــه عنــوان پرايمــر 
ــول  ــبی محص ــدازه نس ــوص و ان ــه خل ــدا درج ــد)Deak et al., 2000(. ابت ــام ش ــتی انج برگش
PCR بدســت آمــده بــر روی ژل آگارز )1/5 درصــد( تعييــن شــد و ســپس توســط شــرکت فــزا 

پــژوه تعييــن توالــی شــد وتوالــی بدســت آمــده در ســايت NCBI جســتجو شــد تــا نــام جنــس و 
1-Yeast Extract Peptone Glucose (YPD)

2-Lysing Buffer

3-Vortex

4-Triton X100-

5-Sodium Dodesil Sulphate (SDS)

6-Tris-HCl

7-Ethylene diamine tetra acetic Acid (EDTA)

8-Tris-EDTA buffer

9-Revolutions per minute (rpm)
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گونــه مخمــر مــورد نظــر مشــخص شــد. واکنــش زنجيــری پلــی مــرازی حــاوی  ســه مرحلــه ی 
واسرشــت اوليــه1  )95 درجــه، 5 دقيقــه(، دوره  2ســی گانــه کــه شــامل 95 درجــه بــرای 30 ثانيــه، 
55 درجــه بــرای 30 ثانيــه و 72 درجــه بــرای 1 دقيقــه،  و در نهايــت بســط نهايــی3  )72 درجــه، 

10 دقيقــه( مــی باشــد.
نتايج 

جداسازي و شناسايي مخمرهای مولد زايلیتول
در ايــن بررســی ســويه مخمــری مولــد زايليتــول از گــرده گل پنيــرک در فروردين ماه جداســازی 

گرديــد و بــه عنــوان بهتريــن توليدکننــده بــرای بررســی هــای بعــدی انتخاب شــد.
شناسايی مخمرها توسط تعيين توالی RNA ريبوزومی

قطعــات بــه دســت آمــده از هــر مخمــر بعــد از PCR بــر روی ژل آگارز بــرده شــد تــا خالــص 
ــا پرايمرهــای  بــودن و انــدازه نســبی آن هــا مشــخص شــود. طــول قطعــات بــه دســت آمــده ب
 18s rRNA - ITS1- 5.8Sــمتی از ــامل "قس ــاوت و ش ــف متف ــای مختل ITS1 و ITS2 در مخمره

 NCBI 28 اســت. بعــد از تعييــن توالــی و تطابــق در ســايتs rRNA" و قســمتی از rRNA- ITS2

مشــخص شــد کــه جدايــه مــورد نظــر، دباريومايســس هانســنی بــود. دباريومايســس هانســنی 
دارای کلنــی هــای نــرم، صــاف و کــرم رنــگ بــر روی محيــط 4PDA   بــود.

توالــي فــوق بعــد از هــم رديفــی، تشــابه 98 درصــدي را بــا دباريومايســس هانســنی نشــان داد 
)شــکل1(.

1-Initial denaturation

2-Cycle

3-Final extension

4-Potato Dextrose Agar
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شکل 1 : مقايسه تواليDNA سويه مخمری جداسازی شده و سويه اي که بيشترين تشابه را 

از سايت NCBI نشان داد.

Dataryum Hansen شناسايی كیفی و كمی زايلیتول تولید شده توسط سويه
مخمــر Debaryomyces hansenii بعــد از 24 ســاعت قــادر بــه توليــد زايليتــول از قنــد زايلــوز 
مــی باشــد. زايليتــول توليــد شــده در روز دوم بــر روی کاغــذ TLC در شــکل 2 نشــان داده شــده 
ــت (.  ــرار گرف ــورد اســتفاده ق ــوان شــاهد م ــه عن ــول ب ــر زايليت ــر ليت ــرم ب ــدار 10 گ اســت ) مق
ســپس زايليتــول توليــد شــده توســط ايــن مخمــر بــا اســتفاده از کيــت مگازايــم شناســايی و تاييــد 
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بحث
در ايــن مطالعــه زايليتــول، ايــن شــيرين کننــده ارزشــمند بــه عنــوان محصــول اصلــی متابوليســم 
زايلــوز توســط مخمــر  Debaryomyces hansenii کــه از گــرده گل پنيــرک جداســازی گرديــد، 
توليــد و مقاديــر زايليتــول توليــد شــده بــا روش بســيار دقيــق کروماتوگرافــی مايــع بــا عملکــرد 
بــالا )HPLC( انــدازه گيــری شــد. معمــولًا زايليتــول توســط ميکروارگانيســم هايــی کــه بــه طــور 

شــکل 3 : توليــد زايليتــول و مصــرف قنــد زايلــوز توســط ســويه دباريومايســس هانســنی و انــدازه 

HPLC گيــری آن هــا بــا اســتفاده از

گرديــد. هــم چنيــن مقــدار توليــد بــا اســتفاده از روش HPLC انــدازه گيــری شــد کــه همانطــور 
کــه در شــکل 3 مشــاهده مــی شــود ايــن مخمــر در روز دوم بعــد از 48 ســاعت بيشــترين توليــد 
زايليتــول )20/45 گــرم بــر ليتــر( را داشــت. هــم چنيــن مقــدار قنــد زايلــوز باقــی مانــده و مقــدار 

بيومــس، طــی ايــن فرآينــد تخميــر انــدازه گيــری شــد )شــکل 3(.

Debaryomyces hansenii  حاصل از زايليتول توليد شده توسط سويه   TLC :2 شکل

)X( در مقابل باند زايليتول شاهد )S( باند زايليتول توليد شده توسط مخمر



173دوره سی و یکم، شماره 1، بهار 1397مجله علمی - پژوهشی دانشگاه الزهرا )س( / زیست شناسی کاربردی

ــا دارای  ــم ه ــن ميکروارگانيس ــود و اي ــی ش ــد م ــتند تولي ــوز هس ــده زايل ــرف کنن ــی مص طبيع
ــوز اســت  ــی متابوليســم زايل ــول محصــول اصل ــاز مــی باشــند و زايليت ــوز ردوکت ــم زايل آنزي
ــوارد  ــر در م ــی ديگ ــع کربن ــول از مناب ــی زايليت ــد ميکروب )Saha and Bothast. 1999(. تولي
ــی و  ــط اونيش ــورد توس ــک م ــا در ي ــز تنه ــول از گلوک ــد زايليت ــت. تولي ــده اس ــام ش ــادر انج ن
ســوزوکی گــزارش شــد )Onishi and Suzuki, 1969( و نيــز توليــد زايليتــول از لاکتــوز 
ــام  ــا انج ــم ه ــتفاده از ميکروارگانيس ــا اس ــه ای ب ــه مرحل ــد س ــک فرآين ــی ي ــورد، ط ــک م در ي
گرفــت)Toyoda and Ohtaguchi  2009(. يکــی از بهتريــن توليدکننــده هــای طبيعــی زايليتــول 
کــه مــورد مطالعــه قــرار گرفتــه گونــه مخمــری  Debaryomyces hansenii مــی باشــد. 
آلتاميرانــو و همــکاران مخمرهــای  Debaryomyces hansenii را از مــزارع انگــور و از علــف 
ــد )Altamirano et al., 2000(. در  ــازی کردن ــده، جداس ــار ش ــيلوها انب ــه در س ــای ذرت ک ه
مطالعــه ای کــه رامــش و همــکاران انجــام دادنــد زايليتــول را از زايلــوز توســط ســويه مخمــری 
Debaryomyces hansenii واريتــه هانســنی توليــد کردنــد )Ramesh et al., 2013(. ميســرا و 
همــکاران ســويه ای از مخمــر Debaryomyces hansenii گــزارش کردنــد کــه قــادر بــه توليــد 
9/33 گــرم بــر ليتــر زايليتــول از 50 گــرم بــر ليتــر زايلــوز بــود )Misra et al., 2012(. پراکاشــا 
و همــکاران ســويه ی ديگــری از مخمــر دباريومايســس هانســنی گــزارش کردنــد کــه قــادر بــه 
 Prakasha et al.,( توليــد 68/6 گــرم بــر ليتــر زليليتــول از 100 گــرم بــر ليتــر زايلــوز بــود
ــد  ــول جداســازی کردن ــد زايليت ــرای تولي ــر ب ــاً 270 مخم ــکاران تقريب 2011(. ســامپايو و هم

ــده،  ــد کنن ــن تولي ــد و بهتري ــی کردن ــتفاده م ــوز اس ــن از زايل ــع کرب ــا منب ــوان تنه ــه عن ــه ب ک
ــر  ــر ليت ــوز، 5/84 گــرم ب ــر زايل ــر ليت دباريومايســس هانســنی گــزارش شــد و از 10 گــرم ب
زايليتــول توليــد کــرد )Sampaio et al., 2008(. در مطالعــه ی کاروالهيــرو و همــکاران، از 
ــوز  ــول از زايل ــد زايليت ــور تولي ــه منظ ــنی ب ــس هانس ــری  CCMI 941 دباريومايس ــويه مخم س
اســتفاده شــد  )Carvalheiro et al., 2006(. در ايــن بررســی ســويه مخمــری دباريومايســس 
هانســنی جداســازی شــده از گــرده گل پنيــرک 20/45 گــرم بــر ليتــر زايليتــول از 40 گــرم بــر 
ليتــر زايلــوز توليــد کــرد و مقــدار زايليتــول توليــد شــده توســط ايــن ســويه نزديــک بــه مطالعــات 

انجــام شــده ی مشــابه مــی باشــد. 
نتیجه گیری

بــا توجــه بــه خــواص ارزشــمندی کــه زايليتــول دارد و بــا در نظــر گرفتــن اينکــه روش شــيميايی 
توليــد زايليتــول نيــاز بــه فشــار و دمــای بــالا، اســتفاده از کاتاليســت گــران و مراحــل هوادهــی 
ــع  ــرای اســتفاده در صناي ــه منظــور حــذف محصــولات فرعــی ب و خالــص ســازی گرانقيمــت ب
ــتی   ــنتز زيس ــق س ــی از طري ــده طبيع ــيرين کنن ــن ش ــی دارد، اي ــتانداردهای داروي ــی و اس غذاي
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توســط ســويه مخمــری جداســازی شــده از طبيعــت توليــد شــد. ســنتز زيســتی فرآينــدی اســت 
کــه بــا اســتفاده از قــارچ هــا، باکتــری هــا، مخمرهــا يــا آنزيــم هــای خالــص ســازی شــده از ايــن 
ميکروارگانيســم هــا انجــام مــی شــود )El-Batal and Khalaf, 2004( . مــی تــوان از زايليتــول 
بــه عنــوان بهتريــن جايگزيــن قنــدی در صنايــع مختلــف شــيميايی، غذايــی و دارويــی اســتفاده 
ــدی موجــود  ــر قن ــن مونوم ــراوان تري ــوز، ف ــه زايل ــل اينک ــه دلي ــرد )Cheng et al., 2010(. ب ک
در ترکيبــات همــی ســلولزی هيدروليــز شــده اســت، از لحــاظ اقتصــادی توليــد زايليتــول از ايــن 
منبــع ارزان قيمــت، مــی توانــد بســيار مقــرون بــه صرفــه باشــد. فرآينــد تخميــر کــه در مخمرهــا 
منجــر بــه توليــد زايليتــول مــی شــود از طريــق يــک ســری فاکتورهــا کنتــرل مــی گــردد. از جملــه 
ايــن فاکتورهــا شــامل: غلظــت زايلــوز، منبــع نيتــروژن، هوادهــی، دمــا و pH مــی باشــند. بــرای 
افزايــش بازدهــی فرآينــد بيوتکنولوژيکــی زايليتــول مــی تــوان ايــن پارامترهــا را بهينــه ســازی 
نمــود. جداســازی ســويه هــای مخمــری مولــد زايليتــول و شناســايی اوليــه ايــن ســويه هــا گامــی 

نخســت در جهــت دســتيابی بــه ســويه هــای برتــر بــرای توليــد زايليتــول مــی باشــد.
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