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اتـانول يـك   . شـود  كردن يك منبع انرژي ديگر امري ضروري محسوب ميجايگزين   افزايش قيمت سوخت در آينده،    
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اي ه ـ  بعلت نقش مهم مخمرها در فرآيند تخمير و توليـد اتـانول، مطالعـة ويژگـي               . تخمير قندها توسط مخمرها است    

  .هاي اخير مورد توجه قرار گرفته است فيزيولوژيكي آنها جهت افزايش توليد اتانول در سال

ها و منابع غذايي تخميري مختلـف، بررسـي           جداسازي مخمرها از زيستگاه طبيعي آنها همچون ميوه         : هدف

اي بكـارگيري در صـنعت توليـد        هايي با توان فيزيولوژيكي بالا بر       هاي فيزيولوژيكي آنها به منظور يافتن سويه        ويژگي

  .اتانول، هدف اين پژوهش بوده است

ماست، كشمش، خرما، سيب و انگور سفيد و قرمـز، آلـو، هلـو                 از انواع آب پنير، خيار شور،      :روش بررسي 

سـازي   برررسي مورفولـوژيكي، خـالص   براي جداسازي روش رقت سريال بكار گرفته شد و پس از     . گيري شد   نمونه

 (v/v)هاي مختلف اتانول بين       هاي مقاومت به غلظت     هاي فيزيولوژيكي، آزمايش    راي مطالعة ويژگي  ب. صورت گرفت 

تخمير قندهاي مختلف،      و محيطهاي با فشار اسمزي بالا، رشد در دماهاي متفاوت،          GPY در محيط كشت     (1-13)% 

نها بكار گرفته شد و بر ايـن اسـاس          هاي فاقد ويتامي    تجزيه و مصرف منابع كربن و نيتروژن متنوع، سازگاري با محيط          

  . استفاده شد28S rDNA Ribotypingهاي برتر گزينش و براي شناسايي جنس و گونه و معرفي آنها از  سويه

 سـوية  ۴هـاي فيزيولـوژيكي،    براسـاس ويژگـي  .  كلني مخمر جداسازي و خـالص سـازي شـدند     ۴۰ :نتايج

MS3,MS2, MS1 MS5,،هـا مقاومـت بـه اتـانول      انتخاب شدند و به ترتيب در آن(v / v) % 12 ،%11 ،%8 و  6% و

)حداكثر دماي قابل رشد    C)o42  ،37  ،40   ، 37 هاي كشت با فشار اسمزي بالا همگي رشد كردند و در            در محيط . بود

 سويه توانايي تجزيه و مـصرف منـابع         ۴هر  .  سازگاري نشان دادند   MS5ها به استثناي سوية       هاي فاقد ويتامين    محيط

كربن و نيتروژن متفاوت و تخمير قندهاي گلوكز، فروكتوز و مانوز را داشتند و قندهاي گالاكتوز، سـاكارز و رافينـوز                     

 MS5 و   MS2   ، MS3هـاي     ، مالتوز، تره هالوز و سلوبيوز به ترتيـب توسـط سـويه            MS3 و   MS2هاي    توسط سويه 

 ،  100% ،   81% بـه ترتيـب      MS5  و MS1 ،  MS2   ، MS3هـاي     ، سـويه  rDNA 28Sيابي ژن    در توالي . تخمير شدند 

  . نشان دادند هاي شناخته شده  تشابه با سويه88% و %99

 سوية منتخب مقاومت قابل تـوجهي نـشان         ۴ در بررسي مقاومت به اتانول و فشار اسمزي بالا،           :گيري  نتيجه

هـا    انول در مخمرها با افزايش توليد اتانول نسبت مستقيم دارد، ايـن سـويه             دادند و بعلت اينكه تحمل بالا به قند و ات         

، 40oC در   MS3 و   42oC در   MS1باشند؛ علاوه بر اين، توانايي رشد سوية          توانند براي توليد كارآمد اتانول مفيد         مي

سـازي توليـد      در بهينـه   MS5 ، تخمير سلوبيوز توسط سوية       MS3 و   MS2هاي    تخمير قندهاي مختلف توسط سويه    

 تعيين شد اما مـشخص شـد        MS3 و   MS2هاي     سويه، جنس و گونه سويه     ۴با شناسايي   . تواند مؤثر باشد    اتانول مي 

باشـند و      مخمرهايي متعلق به گونه، جنس يا حتي سطوح تاكسونومي بـالاتر جديـد مـي               MS5 و   MS1كه دو سوية    

  .باشد هاي بيشتر مي براي تعيين اين موارد نياز به بررسي

  

  

  مخمر، اتانول، فشار اسمزي بالا، حرارت بالا، تخمير: هاي كليدي واژه
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  مقدمه
در قرن اخير مصرف انرژي به علت رشد زياد جمعيت جهان و صنعتي شدن بيشتر كـشورها بطـور پيوسـته      

هـاي جوامـع قـرن     هـاي فـسيلي يكـي از بزرگتـرين چـالش      با توجه به محدود بودن سـوخت    ) ۱( .افزايش يافته است  

باشـد؛    ونقل، فرآينـدهاي صـنعتي و حرارتـي مـي           هاي حمل   ويكم مواجهه با نياز روزافزون به انرژي در سيستم          يستب

 اثـرات مخربـي بـر روي محـيط          CO2اي بـويژه      هاي فسيلي با توليد و انتشار گازهاي گلخانه         علاوه بر اين، سوخت   

  )۲(.زيست دارند

  .دة انـرژي مـورد نيـاز در سرتاسـر جهـان اسـت             كنن ـ  تـرين منبـع تـأمين       در حال حاضر نفـت خـام اصـلي        

Campbell and Laherrere (1998)    چند روش مختلف براي بررسي منابع نفت خام شناخته شـده و منـابعي كـه 

آنهـا  .  بـوده اسـت    ۲۰۱۰گيري آنها كاهش توليد نفت قبل از شروع سال            اند را بكار گرفتند و نتيجه       هنوز كشف نشده  

 ۲۰۵۰ بيليون بشكه در سـال       ۵ بيليون بشكه به     ۲۵د كه توليد كلي سالانة نفت خام جهان از          ان  بيني كرده   همچنين پيش 

 از آنجـا كـه اقتـصاد بـسياري از           )۳(.خواهد رسيد و به همين علت قيمت نفت خام در آينده افـزايش خواهـد يافـت                

بنـابر دلايـل عنـوان شـده     . شـود  باشد، كمبود نفت در آينده يك مسألة جدي قلمـداد مـي        كشورها وابسته به نفت مي    

  )۱(.شود جايگزين كردن منابع انرژي ديگر به غير از نفت امري ضروري محسوب مي

 درصد اكسيژن در سـاختار خـود بهنگـام          ۳۵ با دارا بودن     C2H5OHاتانول يك مادة آلي با فرمول شيميايي        

هاي   علاوه بر اين، برخلاف سوخت،)۴(رسد  كنندة محيط زيست به حداقل مي       اشتعال و سوختن آن، توليد ذرات آلوده      

هـاي منحـصر    اين ويژگـي . آوري آن هميشگي است باشد، در نتيجه فراهم  فسيلي، اتانول يك سوخت قابل تجديد مي      

 )۵ و ۲(ايمن و جايگزين نفت مورد توجه بسياري قرار گيـرد  بفرد اتانول موجب شده است تا بعنوان يك سوخت سالم،    

رها همچون برزيل، در حال حاضر تعداد زيادي از خودروها سوختشان توسط اتانول يـا               تا آنجا كه در بعضي از كشو      

  )۷ ،۶(.شود مي  تأمينGasoholمخلوطي از اتانول و بنزين به نام 

، بـه گروهـي از      )yeast(تحـت نـام مخمـر       . توليد جهاني اتانول عمدتاً بر پاية تخمير قندها توسـط مخمرهـا اسـت             

اكـسيد    اتـانول و دي     شود كه وقتي در يك محيط قندي تحت شرايط بيهوازي قرار گيرنـد،              يها اتلاق م    ميكروارگانيسم

مخمرها علاوه بر اين ويژگـي فيزيولـوژيكي، بعلـت رشـد            . )۸(شود  تخمير ناميده مي    كنند كه اين عمل،     كربن توليد مي  

از معروفتـرين مخمرهـاي بكـار       . باشند  پائين و نياز غذايي ساده، براي توليد اتانول مناسب و ارجح مي            pHسريع در   

   )۹(.باشد مي S.cerevisiaeويژه  به Saccharomycesهاي  گرفته شده در فرآيند توليد اتانول، سويه

اند و هنوز مخمرهاي زيادي براي  هاي مخمري تا به حال توصيف شده  از كل سويه  % ۱با توجه به اينكه تنها      

ربرد صـنعتي داشـته باشـند و همچنـين اهميـت اسـتفاده از اتـانول در                   كه احتمال دارد كـا     )۱۰(،شناسايي وجود دارند  

هـاي مختلـف جهـت افـزايش توليـد آن             هاي اخير و نقش مهم مخمرها در توليد آن، نياز به پـژوهش در زمينـه                 سال

 هايي توسط علم مهندسي ژنتيك با توانائيهاي فيزيولوژيكي بـالا و متنـوع از جملـه                 همچون جداسازي يا ايجاد سويه    

هاي بالاي قند بعنوان سوبستراي مصرفي و اتانول بعنوان محصول نهايي در محيط كـشت تخميـر،                   مقاومت به غلظت  

  )۱۰(.باشد  مي  رشد در دماهاي بالا و موارد ديگر، توانايي تخمير محدودة وسيعي از قندها،
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نـابع غـذايي تخميـري مختلـف،     ها و م هدف از اين پژوهش، جداسازي مخمرها از زيستگاه طبيعي آنها همچون ميوه    

هاي برتر براي بكارگيري آنها در صـنعت توليـد اتـانول              هاي فيزيولوژيكي آنها، گزينش سويه      بررسي و تعيين ويژگي   

  .بوده است

  

  ها مواد و روش
  سازي و نگهداري جداسازي، بررسي مورفولوژيكي، خالص

هـای سـالم مثـل سـيب و            كشمش و ميوه   از مواد غذايي تخميري همچون انواع آب پنير، خيارشور، ماست،         

براي افزايش تعـداد مخمرهـا و       . آوري و به آزمايشگاه انتقال داده شد        انگور سفيد و قرمز، خرما، آلو، هلو نمونه جمع        

، بـراي جلـوگيري از رشـد    g/l 0.1(بهمـراه كلرآمفنيكـل     Malt extract Brothجداسازي بهتر، از محـيط كـشت   

هـاي     از نمونـه   %10ها توزيع و استريل شد، سپس به مقدار           محيط كشت در فانل   . تفاده شد   اس  pH:6.0با  ) باكتريها

. قرار داده شـدند    150rpm/min، بر روي شيكربادور     30oCها اضافه شد و در گرمخانة         مواد غذايي تخميري به فانل    

شـد، هـر     فـراهم  8-10 تا   1-10هاي متوالي از      پس از مشاهدة كدورت و رشد، با استفاده از روش رقت سريال، رقت            

 ,pH:5.6-5.8) ,Glucose 20g/l Malt extract 5g/lبـا   GMPYAها بر روي محيط كشت جامـد    يك از رقت

Peptone 10g/l, yeast extract 5g/l, Agar 20g/l ( 30كشت متراكم داده و درoCدر مـوارد  .  گرماگذاري شدند

دار منتقـل     هاي اسـتريل در پـوش       شسته شوند آنها را له كرده و به ظرف        ابتدا بدون اينکه      های تازه،     جداسازي از ميوه  

4بطوريكه  (
 روز نگهداري شدند، سپس مـشابه روش فـوق      ۳۰ تا   ۲۰و در دماي اتاق بمدت      ) شد  ها پر      حجم ظرف  5

  .عمل شد

ميزي ساده شدند و در زير ميكروسكوپ نوري،        آ  هاي رشد كرده، نمونه لام تهيه و با كريستال ويوله رنگ            از تك كلني  

هـا بـا تجديـد كـشت بـر روي محـيط        اشكال ميكروسكوپي و نحوة جوانه زدن در آنها مشاهده شد، سپس اين كلني           

GMPYA، سازي شدند  خالص .  

 و بـراي  pH:5.6 بـا  Sabourad’s Dextrose Agar (SDA)براي بررسي خواص ماكروسكوپي از محـيط كـشت   

 استفاده شـد،دراين روش از مخمرهـا بـر روی     )Dalman Plate)۱۱د ميسليوم كاذب يا حقيقي از تكنيك بررسي تولي

بصورت خط و نقطه کشت داده و بر روی نقطـه هـا و قـسمتی از    Corn Meal Agar (CMA) محيط کشت جامد 

 با مـشاهده پرزهـايی در   روز قرار داده، روزانه بررسی و ۱۰ به مدت  C˚30خط لامل استريل گذاشته، در گرمخانه 

ها، آنها را بر روی لامی که قبلا يک قطره رنگ قرار داده شده بود منتقل ودر زيـر ميکروسـکوپ نـوری                         اطراف لامل 

  .وجود ميسليوم بررسی شد

پس از رشد .  استفاده شدPotato Dextrose Agar  (PDA)براي نگهداري كشت خالص مخمرها، از محيط كشت

بـراي نگهـداري طـولاني مـدت از         .  آنها را قرار داده و با هر ماه تجديد كشت نگهداري شدند            4oCدر دماي     ها،  كلني

  . استفاده شد20oC- و دماي (v/v)%15 بهمراه گليسرول GMPYمحيط كشت مايع 

 ,GPY) Glucose 20g/l, Peptone 7g/lهاي مختلف اتانول از محيط كـشت مـايع    در آزمايش مقاومت به غلظت

yeast extract 4.5g/l (هاي مختلف از اتانول بين  به همراه غلظت(v/v) %(1-13)   به طور جداگانـه اسـتفاده شـد  .
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در بررسـي   .  اتانول تحت شرايط استريل و در دماي اتاق به هر يك اضافه شـد               ها،  پس از استريل كردن محيط كشت     

بكـار بـرده     (oC)37,40,42,45ي  بهمراه گرماگذاري در دماها    GPYرشد در دماهاي مختلف نيز محيط كشت مايع         

و  w/v% (1   yeast extract(در سنجش مقاومت به فشار اسمزي بالا سـه محـيط كـشت متفـاوت كـه ميـزان       . شد

)w/v % ( Agar  2    ،از ۱در محـيط شـماره   .  بكـار گرفتـه شـدند    در همـه آنهـا ثابـت بـود (w/v)] )%+NaCl  

10%[(Glucose  5  از ۲، در محيط شـمارة (w/v)]%[Glucose 60   از ۳ و در محـيط شـمارة (w/v)]%) +NaCl  

10%Malt extract  2%+Glucose  12([در آزمايش تجزيه و مصرف منابع كـربن مختلـف، از محـيط    .  استفاده شد

و قندهاي مورد آزمايش بعنوان تنها منبع كـربن بـه ميـزان    ) ۱۱(استفاده شد Yeast Nitrogen Basal (YNB)كشت 

50mmol   در بخش نتايج فهرسـت شـده       ) ۴(اسامي قندها در جدول     [داگانه به محيط كشت اضافه شدند        ، بطور ج

بـا  ) Yeast Carbon Basal (YCB))۱۱در بررسي تجزيه و مصرف منابع نيترون متفـاوت از محـيط كـشت    . ]است

اگانـه اسـتفاده    طور جد    به mmol(5-2) بعنوان تنها منبع نيتروژن به ميزان        KNO3  ،NaNO3    ،L-Lysinاضافه كردن   

 w/v %(Glucose 2( بهمراه  YNBها، محيط كشت  در آزمايش توانايي سازگاري در محيط كشت فاقد ويتامين. شد

در آزمـايش   . هاي موجود در آن بطور جداگانه بكار گرفته شد          با حذف تيامين، پيريدوكسين، بيوتين و تمامي ويتامين       

   ســنجش توانــايي تخميــر قنــدهاي مختلــف از محــيط كــشتو در Urea Brothهيــدروليز اوره از محــيط كــشت 

 Yeast Broth 50 با افزودن قندهاي مورد نظر به ميزانmmol جدول (اسامي قندها در [. بطور جداگانه استفاده شد

دهنـده   كه نشان  ـ  CO2هاي آزمايش براي مشاهدة وجود گاز  در اين مورد به هر يك از لوله. ]فهرست شده است) ۶

  .هاي دُرهام اضافه شده بود ـ لوله توليد اتانول استتخمير و 

  شناسايي ژنتيكي 
 پـس از  )۱۳و ۱۲(. بكار گرفته شـد Hoffman and Winston (1987)براي استخراج ژنوم مخمرها روش اصلاح شدة 

 با ) زير واحد بزرگ ريبوزومهايrRNAژن كُدكننده  (28S rDNA از ژن D1/D2استخراج ژنوم، براي تكثير ناحية 

  . استفاده شد)NL-4(reverse) )۱۴ و NL-1(forward)(، از پرايمرهاي 600bpاي حدود  اندازه

 از 8ng/μl ،1.7μl ژنـومي بـا غلظـت تقريبـي        DNA از   1μl و حاوي    PCR  ،25μlحجم نهايي هر مخلوط واكنش      

MgCl2 25mM ،1.8 μl از Tris HCl (PH:8.4)10mM]PCR buffer ،[KCl 500mM ،0.57 μl4  ازdNTP 

mix 10mM ، 1μl    10 از هر پرايمـر بـا غلظـتpmol/ μl ، 0.3μl 5( ازu/μl (Taq DNA Polymerase و 

17.63 μlبرنامة اجرا شده براي .   آب مقطر استريل بودPCR مطابق با برنامة بكار گرفته شده توسط ، Voigt et al 

) www.seqlab.de( آلمـان    SEQLAB  بدست آمده توسط آزمايـشگاه شـركت       PCRمحصولات  . )۱۵( بود (1999)

هاي بازي شناخته شده و ثبت شده در     هاي بازي با توالي     سپس براي بررسي تشابه اين توالي     . يابي شدند   آناليز و توالي  

  . استفاده شدBLASTبانك ژن از برنامة 

  

   و بحثنتايج
يزيولوژيكي آنها آزمـايش و     خواص ف . سازي شدند    كلني مخمر جداسازي، بررسي مورفولوژيكي و خالص       ۴۰حدود  

در . از ميـان آنهـا انتخـاب شـدند         MS1  ،MS2  ،MS3  ،MS5 سويه ۴هاي فيزيولوژيكي تعيين شده،       براساس ويژگي 
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خـصوصيات  ) ۶(تـا   ) ۱(اشـكال ماكروسـكوپي و ميكروسـكوپي آنهـا نـشان داده و در جـداول                 ) ۴(تـا   ) ۱(تصوير  

 28S rDNAيـابي ژن   نتايج تـوالي ) ۷(در جدول . ين شده استميكروسكوپي، ماكروسكوپي و فيزيولوژيكي آنها تعي

  .هاي مخمري شناخته شده مشخص شده است و درصد تشابه آنها با سويه

  

  

  

  

  

  

  
  

  MS1 اشكال ماكروسكوپي و ميكروسكوپي سوية  -۱شکل
)a ( تصوير كامل از كشت تازة مخمر؛(b)كلني   تصوير نزديك از تك)هاي مشخص و  رآمده و ناصاف، با كنارهبه شكل گرد و مات، با سطح ب

 جوانه زدن (d)؛ II، جوانه زدن دوقطبي )10×100نمايي  زيرميكروسكوپ نوري با بزرگ( اشكال ميكروسكوپي باسيلي و بيضوي (c)؛ )مضرس

  .III و چندقطبي Iقطبي  تك

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  MS2 اشكال ماكروسكوپي و ميكروسكوپي سوية -۲شکل

)e (   ت تازة مخمر؛    تصوير كامل از كش(f) تصوير نزديك از تك كلني )    ؛ )هـاي مـشخص   به شكل گرد و براق، با سطح برآمـده و صـاف، بـا كنـاره(g) 

 جوانه زدن چندقطبي (h)؛ II و دوقطبي Iقطبي  ، جوانه زدن تك)10×100نمايي  زيرميكروسكوپ نوري با بزرگ(اشكال ميكروسكوپي كروي و بيضي 
III  
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  MS3  اشكال ماكروسكوپي و ميكروسكوپي سوية -۳شکل 
)k ( تصوير كامل از كشت تازة مخمر؛(l) تصوير نزديك از تك كلني )هاي مشخص و  خورده، با كناره به شكل تقريباً گرد و براق، با سطح چين

 و II، دوقطبي Iقطبي  زدن تك نه، جوا)10×100نمايي  زير ميكروسكوپ نوري با بزرگ( اشكال ميكروسكوپي باسيلي و بيضوي (m)؛ )مضرس

   اشكال باسيلي بلندIII (n)چندقطبي 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  MS5 اشكال ماكروسكوپي و ميكروسكوپي سوية  -۴کلش

)o (       تصوير كامل از كشت تازة مخمر؛(p)       تصوير نزديك از تك كلني )        به شكل گرد و بـراق، بـا سـطح صـاف و برآمـده، بـا

، جوانـه  )10×100نمـايي   زيرميكروسكوپ نوري بـا بـزرگ  (روسكوپي باسيلي و ليمويي  اشكال ميك(q)؛ )هاي مشخص  كناره

  Iقطبي   جوانه زدن تك(r)؛ III و چندقطبي IIزدن دوقطبي 
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   مشخصات ميكروسكوپي و منبع جداسازي چهار سوية مخمر منتخب- ۱جدول 

  ميكروسكوپي شكل  نوع جوانه زدن
  توليد ميسليوم

  كاذب/ حقيقي 
  ها سويه  زيستگاه

  MS1  آب خيارشور  + / +  بيشتر باسيلي و بيضوي  قطبي، دوقطبي و چندقطبي تك
  MS2  آب پنير   متغير-/  بيضوي و كروي  تك قطبي، دوقطبي و چندقطبي

  تك قطبي، دوقطبي و چندقطبي
  هاي بلند و بيشتر باسيل

  هاي معمولي باسيل
  MS3  انگور سفيد +/+

  تك قطبي، دوقطبي و چندقطبي
  شكل، وييبيشتر ليم

  بيضوي و باسيلي
  MS5  انگور قرمز  / +متغير

  
  SDA مشخصات ماكروسكوپي چهار سوية مخمر منتخب بر روي محيط كشت - ۲جدول

  ها رنگ كلني  ها  حالت و شكل ظاهري كلني
  تازه  كهنه  تازه  كهنه

 ها سويه

  تر، تر و پخش بزرگ

  تر ها نامشخص كناره

  سطح برآمده و ناصاف، پهن،

  مشخص و مضرس،ها  كناره

  مات و نرم

  هاي رنگ، نقطه كرم  تر تيره

  سفيدرنگ بر روي سطح

MS1  

  سطح برآمده و صاف،  تر بزرگ

  ها مشخص، كناره

  براق و نرم

مركز 

  تر تيره

  MS2  سفيد مايل به كرم

  تر،  بزرگ

  تر ها نامشخص كناره

  خورده، سطح چين

  ها مشخص و مضرس، كناره

  بسيار براق و نرم

  ل به زردسفيد ماي ثابت

  يا خاكستري

MS3  

  سطح برآمده و صاف،  تر بزرگ

  ها مشخص، كناره

  براق و نرم

  MS5  سفيد مايل به صورتي  تر تيره

  

   مقاومت به استرسهاي شيميايي و فيزيكي چهار سوية مخمر منتخب- ۳جدول

5%Glucose 
+ 

10%NaCl 

12%Glucose 
+ 

10% NaCl 
+ 

2% Malt extract  

60% 
Glucose  

  ومتحداكثر مقا
  )oC(به دما 

  حداكثر مقاومت به
Ethanol%(v/v)  

  ها سويه

+  +  +  42 12  MS1  
 MS2 11 37 /+با تأخير   +  +
+ + +  40 8 MS3 
+ + + 37 6 MS5 
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   تجزيه و مصرف منابع كربن مختلف چهارسوية مخمر منتخب-۴جدول 

  
  تامين و هيدروليز اوره چهار سويه مخمر منتخبهاي بدون وي  تجزيه و مصرف منابع نيتروژن مختلف، رشد در محيط-۵جدول

  
  

   تخمير قندهاي مختلف چهار سويه مخمر منتخب- ۶جدول 

  
   چهار سويه مخمر منتخب28S rDNAيابي ژن   شناسايي براساس توالي- ۷جدول

  

  Accession Number      درصد تشابه
  ها سويه  اي شناخته شدهه سويه                                   )هاي شناخته شده سويه(

81% AAFO 01000018-1  Candida albicans WO-1 MS1  
100% ABSV01001619-1  Saccharomyces cerevisiae AWRI1631 MS2 
99% AAFM01000051-1  Pichia guilliermondii ATCC6260 MS3 
88% AAZN01000281-1  Vanderwaltozyma polyspora DSM70294 MS5 
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باشـد، بـا ايـن حـال      حصول عمده و نهايي راه گليكوليز تحت شرايط بيهوازي در اكثر مخمرها مـي             اتانول م 

 Ingram and Buttke. شود  برسد، رشد مخمرها متوقف مي%4(v/v)هنگاميكه غلظت آن در محيط كشت تخميربه 

(1984), van Uden (1989), Walker (1998)اسيدهاي  تقال قندها، گزارش كردند كه اتانول بطور غيررقابتي ان

نفوذپذيري غشا را افزايش و بدين ترتيب اسـتحكام غـشا را              آمينه و ديگر فرآيندهاي مرتبط با ليپيدهاي غشا را مهار،         

كننـدة بـازده توليـد        ترين عامـل محـدود      شود؛ از اين رو اصلي      ها مختل مي    دهد و در نهايت عملكرد سلول       كاهش مي 

  )۱۷و۱۶و۷(.باشد كه از نظر اقتصادي از اهميت زيادي برخوردار است نول مياتانول، اثر بازدارندگي خود اتا

فاكتور مهم ديگر در فرآيند توليد اتانول، غلظت قندبكار گرفته شده بعنوان سوبسترا در محيط كشت تخمير                 

هـاي   لظت براساس مطالعاتي كه در اين زمينه داشتند، عنوان كردند كه توليد غRehm and Reed (1995). باشد مي

شـود و علـت آن را ايجـاد           هاي بالاي قند محدود مي      ها با غلظت    بالاي اتانول مكرراً بدليل مهار شدن ميكروارگانيسم      

 با بررسي Van Uden (1989) )۱۱(.هاي مخمر بيان كردند فشار اسمزي بالا و متعاقب آن خروج آب از درون سلول

 از قنـد    (15-25)%(v/v)هاي    ان داد كه اين پديده عمدتاً بين غلظت       اثر مهاري سوبسترا بر توانايي تخمير مخمرها نش       

هـاي مخمـر بكـار گرفتـه          توان اظهار كرد كه بين افزايش مقاومت به قند و اتانول در سويه              دهد؛ از اين رو مي      رخ مي 

  )۱۶(.شده در فرآيند تخمير و افزايش توليد اتانول ارتباط مستقيم وجود دارد

 Cashew apple مخمــر از شــراب ۱۷ ، بــا روش مــشابهي Osho(2005)در يــك بررســي توســط 

 قنـد   %25(w/v) اتانول و    %9(v/v) سوية مخمر با حداكثر مقاومت به        ۴جداسازي و در سنجش مقاومت آنها،       

  )۱۹(. تعلق داشتندS.uvarum سويه به ۱ و S.cerevisiae سويه به گونه ۳انتخاب و شناسايي شدند كه 

Nwachukwa et al (2006)،مخمر مقـاوم بـه اتـانول بـا       سوية ۱۳   نيز در يك روش مشابه از شراب خرما

 سـويه بـه   S.cerevisiae ، ۲ سـويه بـه گونـة    ۹ گزارش كردند كـه     v/v %((10-20)( مقاومتي بين     محدودة

S.globosus سويه به ۱ و Hanseniaspora uvarum۲۰(. تعلق داشتند(   

هاي مقاومـت بـه قنـد و اتـانول و مناسـب       نتخب بعنوان سويههاي م   در هر دو بررسي مذكور، سويه     

 اظهـار  Odunfa and Ekunsanmi (1990)در تطابق با اين دو مطالعـه،  . اند جهت كاربرد صنعتي معرفي شده

ويژه در توليد اتانول، مقاومت آنها به قنـد و            اند كه در انتخاب يك مخمر براي بكارگيري در صنعت، به            داشته

   )۲۱(.شود رتري فيزيولوژيكي محسوب مياتانول يك ب

 MS2, MS1 ، MS3 ،MS5 سـوية  ۴، )۳( مخمر جداسازي شده در اين پژوهش مطابق با جـدول  ۴۰از ميان 

هاي بـا فـشار اسـمزي بـالا بودنـد، انتخـاب                اتانول و هم محيط    %4(v/v)هاي بالاي     كه هم مقاوم به غلظت    

 بـه گونـة   MS2معلـوم شـد كـه سـوية     ) ۷( مطابق با جدول  ،28S rDNA Ribotypingبا استفاده از . شدند

Saccharomyces cerevisiae ،MS3 به Pichia guilliermondii و دو سوية MS1 و MS5 به گونه، جنس 

  .يا حتي سطوح تاكسونومي بالاتر جديد تعلق دارند

فاده از مـواد   اسـت  هاي پژوهش در جهت افزايش توليـد اتـانول بعنـوان سـوخت،             اخيراً يكي از زمينه   

آنـزيم و   در ايـن فرآينـد   . باشـد  سلولزي و هيدروليز آنها به قندها و توليد اتانول از آنهـا بطـور همزمـان مـي     
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هاي هيدروليز كننـده   شوند، بدليل اينكه عملكرد بهينة آنزيم      ميكروارگانيسم همزمان به محيط كشت اضافه مي      

هايي يا نزديـك بـه        هايي كه توانايي رشد در چنين حرارت       باشد، ميكروارگانيسم    و به بالا مي    45oCدر دماي   

 ديگر نيازي به كـاهش دادن زيـاد دمـا جهـت رشـد آنهـا نبـوده و                    )40oCدماهاي بالاي   (آن را داشته باشند،     

موجب خواهند شد تا آنزيم در شرايط نزديك به دماي بهينه قرار داشته و قندهاي بيـشتري در واحـد زمـان                      

 Szezodrak and )۲۴ - ۲۲(.يابـد  ير آنهـا محـصول نهـايي يعنـي اتـانول نيـز افـزايش مـي        توليد كند كه با تخم

Targonski (1998)40هاي مقاوم به حرارت بالاي   براي جداسازي ميكروارگانيسمoC ، ۵۸   سـويه را مـورد 

و هـم قـادر بـه    كنندة اتانول   را كه هم توليدFabospora fragilisآزمايش قرار دادند و از ميان آنها توانستند 

   )۲۵(. بود را شناسايي كنند43oCرشد در 

توانند    مي 40oC در   MS3 و   42oC با توانايي رشد در      MS1از ميان مخمرهاي جداسازي شده، سوية       

  . مورد مناسبي براي اين منظور باشند

 ، بـدليل اينكـه از هيـدروليز مـواد سـلولزي      Ingledew (1993) و Walker (1998)طبق اظهارات 

شـوند،   هاي مختلفي نيز بهمراه گلوكز از جمله زايلوز، سلوبيوز، آرابينـوز، گـالاكتوز و غيـره حاصـل مـي           قند

موجب كارآيي بالاي فرآيند توليد       هاي مخمري كه قادر به تخمير قندهاي متنوع علاوه بر گلوكز باشند،               سويه

 MS2هـاي     يي تخمير سلوبيوز و سويه     با توانا  MS5هاي منتخب، سوية      از ميان سويه  . )۷و۶(اتانول خواهند شد  

  .باشند هاي مفيدي براي اين مورد مي سويه) ۶( با تخمير قندهاي متنوع، مطابق با جدول MS3و 

هـاي كـشت فاقـد        هاي منتخب با محـيط       ، سويه  MS5 به استثناي سوية      ،)۵(و  ) ۴(مطابق با جداول    

يي تجزيه و مصرف تعدادي از منابع كربن مختلـف     سويه توانا  ۴ها سازگاري نشان دادند و هر         تمامي ويتامين 

هاي نيتروژني بجاي سولفات آمونيوم ـ منبع نيتروژني معمول براي مصرف مخمرهـا ـ را داشـتند كـه       و منبع

هاي سادة غـذايي و منـابع كـربن و نيتـروژن جـايگزين                مؤيد توانمندي فيزيولوژيكي آنها است كه در محيط       

  . باشند شده، قادر به رشد و تخمير مي

  

  

  گيري نتيجه
 بـا رشـد در      MS5 و   MS1  ،MS2  ،MS3هـاي     هاي حاصل از اين بررسي نـشان داد كـه سـويه             يافته

هـاي    سـويه  (40oCهاي با فشار اسمزي بالا و دماهـاي بـالاي              از اتانول، محيط   %4هاي بالاي     حضور غلظت 

MS1   و MS3(       تخمير قند گلوكز، قندهاي متنوع ،) هاي    توسط سويهMS2   و MS3 (   و سلوبيوز)  توسط سوية

MS5 (                   جهت توليد اتانول از پتانسيل قابل توجهي برخوردارند؛ با شناسـايي آنهـا مـشخص شـد كـه سـوية

MS2  به گونـة Saccharomyces cerevisiae   و سـويةMS3   بـه گونـه Pichia guilliermondii  تعلـق 

  .باشد هاي بيشتر مي رسي نياز به برMS5 و MS1هاي  دارند و براي معرفي جنس و گونة سويه
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گونـه اصـلاحاتي مثـل        با توجه به اينكه چهـار سـوية مخمـر منتخـب بطـور طبيعـي و بـدون هـيچ                    

باشند و بعلـت اهميـت اخيـر     هاي فيزيولوژيكي مؤثر براي توليد اتانول مي  دستكاريهاي ژنتيكي داراي قابليت   

هاي فراتـر در زمينـه        د است كه در پژوهش    استفاده از اتانول بعنوان سوخت بويژه د ر بخش حمل و نقل، امي            

  . بهبود و پيشرفت فرآيندهاي توليد اتانول نقش مفيد و كاربردي داشته باشند
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