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هاي آسپرژيلوس، پني كپكاز  DNA استخراج شده بهينه روشمقايسه

 فرنگي رب گوجهدر سيليوم و رايزوپوس

 
، 3، محمدرضا عدالتيان دوم3، مسعود ياورمنش2محمد باقر حبيبي نجفي، ∗1رضا كاراژيان

 4حميدرضا پوريان فر
 

   پژوهشكده علوم و فناوري مواد غذايي جهاددانشگاهي مشهد. گروه پژوهشي كيفيت و ايمني مواد غذايي..  استاديار صنايع غذايي-1

  .دانشكده كشاورزي گروه علوم و صنايع غذايي. دانشگاه فردوسي مشهد.  استاد صنايع غذايي-2

  دانشكده كشاورزي گروه علوم و صنايع غذايي. دانشگاه فردوسي مشهد.  استاديار صنايع غذايي-3

  گروه پژوهشي زيست فناوري قارچ هاي صنعتي جهاددانشگاهي مشهد. نشگاهي مشهدجهاددا.  استاديار بيوتكنولوژي-4

)26/11/94: رشيپذ خيتار  24/5/94: افتيدر خيتار(  

  
 چكيده

سيليوم كريزوژنوم و رايزوپوس اوريزا از رب  آسپرژيلوس نايجر، پنيDNA براي استخراج DNAسازي شده استخراج در اين تحقيق از روش بهينه

هاي بافر استخراج و بعضي مراحل آن داده روش مذكور مطابق با روش معرفي شده السامرايي بود كه تغييراتي در غلظت محلول. رنگي استفاده شدفگوجه

به رب گوجه فرنگي اضافه شد و پس از رشد و ) CFU/gr 105، 103، 101(هاي مورد نظر در مقادير مختلف اسپور كپك. سازي شودشد تا روش بهينه

 استخراج شده با استفاده از روش DNA هاي استخراج شده از نقطه نظر كميت و كيفيت DNA.  انجام شدDNAايجاد ميسيلوم كپك استخراج 

ود  استخراج شده از لحاظ عدم مشاهده هاله و نبDNAهمچنين با استفاده از الكتروفورز ژل . اسپكتروفتومتري با دستگاه نانودراپ مورد بررسي قرار گرفتند

 با استفاده از PCR استخراج شده عمليات DNA در نمونه هاي PCRجهت بررسي وجود ممانعت كننده هاي . آلودگي پروتئيني مورد بررسي قرار گرفتند

روش براي  مويد اين مطلب است كه اين PCR و نتايج DNAنتايج نانودراپ و الكتروفورز ژل . رونده طراحي شده انجام شدرونده و پسپرايمرهاي پيش

  .باشد- اين كپك ها از رب گوجه فرنگي مناسب ميDNAاستخراج 
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 مقدمه - 1
 اين محصول.  استليكوپن و Cگوجه فرنگي سرشار از ويتامين 

رب گوجه فرنگي و انواع  فراوري شده درامروزه به طور خام يا 

 مردم بسياري رژيم غذاييشود و بخش مهمي از   مياستفادهسس 

 130 حدود 2008 سال  دربق آمارط. دهد از كشورها را تشكيل مي

ميليون تن گوجه فرنگي در دنيا توليد شد و مصرف سرانه گوجه 

  .]1[بود  كيلوگرم 49فرنگي در ايران 

كپك ها گروهي از ميكروارگانيسم ها هستند كه قادرند به خوبي 

 و با توليد بر روي گوجه فرنگي و فرآورده هاي آن رشد كنند

فلور كپكي . را به خطر اندازند سلامت مصرف كننده توكسين

. باشد ميشامل جنس هاي متعددي از كپك هاگوجه فرنگي 

هاي كپكي همراه با ماده خام در اثر فرآيندهاي اعمال اغلب گونه

هايي كه شده طي فرآوري رب از بين مي روند اما بعضي از كپك

توانند در داراي آسكوسپورهاي مقاوم به حرارت هستند مي

 از ها ايجاد فساد كنند كهها و سبزي ميوهاي حاصل ازهفراورده

، پني سيليوم و  آسپرژيلوسجنسها جمله مهم ترين آن

  .]1[ دنباشمي رايزوپوس

 آلوده كننده مواد غذايي هايترين كپك به عنوان مهمهااين كپك

 به دليل قدرت بالاي رشد در مواد غذايي و نيز قدرت  وباشدمي

ها به خصوص آفلاتوكسين) قارچي(  ميكروبيهايتوليد توكسين

  .]2[ هستنددر مواد غذايي از اهميت فراواني برخوردار 

اين محصول در روش استاندارد ايران و دنيا تعيين آلودگي كپكي 

 اين روش بر پايه روش شناسايي  انجام مي شود هواردبه روش

و دليل مشاهده چشمي كپك ها  بهومستقيم ميسيليوم كپك است 

 ، وجود دارد آزمون كنندهياحتمال خطاريسه آنها در زير لام 

  درصد و بيشتر است15دقت كمي دارد و داراي انحراف معيار 

.  شخص آزمون كننده نيز بستگي داردمهارتعلاوه بر اين به  .]3[

 نتايج آزمون يك ، خطاهاي متعددي طي تشخيص كپكبه دليل

باشد و نتايج حاصله ميت نمونه در آزمايشگاه هاي مختلف متفاو

 بنابراين تعيين يك روش .]4[ قابليت تكرار پذيري ندارند

هاي جديد مولكولي جهت تعيين دقيق استاندارد مبتني بر روش

  . رسدميزان آلودگي كپكي اين محصول لازم به نظر مي

هاي موجود در رب گوجه فرنگي و  از كپكDNAاستخراج 

 تبيين يك روش مولكولي جهت هاي آن اولين گام درفرآورده

باشد ها ميها در فرآوردهشناسايي و اندازه گيري ميزان اين كپك

هاي عنوان روش كارآمد و مناسب جايگزين روشكه مي تواند به

  . استاندارد اندازه گيري كيفي و كمي حال حاضر بشود

ميان انواع متفاوت را در  DNA مولكولي تفاوت هايهاي روش

 يك روش PCR آزمون .كند تشخيص ميقابل ميكروميست

. گيرد مورد استفاده قرار مي به اين منظورمعمول است كه اغلب

باشد كه  ميDNA وجود يك قالب PCRايه روش پاساس و 

مشكل بسيار مهم يافتن روشي . ماده ژنتيكي ميكروارگانيسم است

 از DNAسرعت و حساسيت با مقدار كم  دو جنبه است كه از

 را انجام DNAبتواند عمل استخراج سلول هاي محدود تعداد 

 . ]2[ بدهد

ها ها در مقايسه با باكتريكپكبه دليل وجود ديواره سلولي سخت 

شكستن و ليز كردن ديواره سلولي جهت خارج كردن محتويات 

-باشد و بايستي از روشتر بوده و زمان بر ميداخل سلولي سخت

ترين مرحله در مشكل .ده كردها و مواد شيميايي مناسب استفا

 تخريب ديواره سلول بدون آسيب ها كپك ازDNAاستخراج 

ها نياز  همچنين اين روش.]2[ باشد ژنومي ميDNAرساندن به 

- استخراج شده توسط اين روشDNAبه مهارت بالايي دارند و 

 شوندكه در حال حاضر استفاده ميها براي تكنيك هاي مولكولي 

 از يك ماده غذايي DNA همچنين استخراج .]7[مناسب نيست 

مانند رب گوجه فرنگي به دليل داشتن مقادير متنابهي رنگدانه از 

قبيل ليكوپن و بتاكاروتن و همچنين تركيبات فنلي ديگر از قبيل 

ها و همچنين وجود تركيبات قندي از قبيل گلوكز و فلاونول

در عمل استخراج ساكارز و اسيدهاي آمينه به دليل ايجاد ممانعت 

DNAوجود تركيبات فنلي در .  با مشكلات متعددي مواجه است

 استخراج شده باعث جلوگيري از فعاليت هاي DNAمحلول 

اي  پليمراز در واكنش زنجيره تك پليمراز مانندDNAهاي آنزيم

گر هاي برشو همچنين جلوگيري از كار آنزيم) PCR(پليمراز 

يدان و فلاونوئيدها باعث وجود مواد آنتي اكس. شودمي

ساكاريدها  وجود پليهمچنينشوند  ميDNAاكسيداسيون شديد 

 كيفيت شود كه استخراج شده باعث ميDNAبالا در و پروتئين 

DNA كاهش پيدا كند براي مراحل بعدي مطالعات مولكولي 

]5[.   

 مكانيكي براي -ها از تكنيك هاي مكانيكي يا فيزيكيبيشتر روش

كنند به عنوان مثال استفاده از اره سلولي استفاده ميتخريب ديو
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 آسياب ، كوبيدن و ساييدن در نيتروژن مايع،ايهاي شيشهگلوله

 استفاده از امواج ، انجماد و خروج از انجماد متوالي،كردن

 سديم حاويفراصوت به صورت تركيبي با بافرهاي ليزكننده 

. باشدويو ميوكرو استفاده از اشعه ما) SDS( دودسيل سولفات

. توانند براي هضم ديواره سلولي استفاده شوندها نيز ميآنزيم

. تركيبي استهاي تخريب ديواره سلولي اغلب به صورت روش

گيرد و براي  صورت ميKروتئيناز پها اساساً توسط روتئينپهضم 

با استفاده استخراج . شود استفاده ميRNase نيز از RNAحذف 

 توسط ترسيب همراه به ) كلروفرم- يه فنلاپ بر(از حلال 

براي شست و . ل نيز اغلب مورد استفاده قرار مي گيردوانپروپايزو

توانند مورد استفاده ل نيز ميوانپروپل و ايزوو اتانDNA يشو

بر هستند و به مهارت بالايي نياز ها زماناين روش. قرار گيرند

ر مكرر مورد طوهاي تجاري بههاي اخير كيتدر سال. دارند

اي ها به طور فوق العادهكپديواره سلولي ك. انداستفاده قرار گرفته

وسيله همين دليل ليز كردن ديواره سلولي بهمحكم هستند و به

اك كردن پهاي استخراج تجاري مشكل است و قبل از عمل روش

 براي ليز كردن ديواره سلول لازم مقدماتي مراحل ،سازيو خالص

  . ]8,2[ است

 DNAهدف از اين تحقيق مقايسه روش بهينه شده استخراج 

پني سيليوم ، آسپرژيلوس نايجر از سه كپك DNAبراي استخراج 

 DNA كميت و كيفيت. باشد ميرايزوپوس اوريزا و كريزوژنوم

  توسط اسپكتروفتومتري با نانودراپ تعيين شده،استحصال شده

با  PCRنش و محصول واك شود تكثير ميPCRوسيله س بهپس

هاي جهت تعيين عدم وجود مهار كنندهاستفاده از الكتروفورز ژل 

PCRگيرد مورد بررسي قرار مي .  

  

 هامواد و روش - 2

  تهيه سوش كپك خالص - 2-1
پني سيليوم ، )PTCC 5010( آسپرژيلوس نايجر كپك هايجنس

 PTCC (رايزوپوس اوريزاو  )PTCC 5034 (كريزوژنوم

وهش هاي علمي و صنعتي ايران، مركز از سازمان پژ) 5176

تهيه به صورت خالص و ليوفيليزه ها ها و قارچكلكسيون باكتري

  .شد

 

  سازي رب گوجه فرنگيآماده - 2-2
 احتياج به رب گوجه فرنگي پاستوريزه انجام اين تحقيقجهت 

هاي خوراكي، نمك و غيره بدون مواد افزودني، نگهدارنده رنگ

ها  آندها و يا بازدارندگي رشيعي كپك از رشد غير طباست تا

گوجه فرنگي سالم، بدون كپك، آفت زدگي و از . جلوگيري شود

 26 تا 24 استفاده شد و رب گوجه فرنگي با بريكس لهيدگي

 محصول بدست . تهيه شدهاي تجاري موجود در بازارمشابه رب

اي درب دار قابل اتوكلاو استريل شده پر آمده در ظروف شيشه

 .  و بعد از درب بندي پاستوريزه شدندشده

  هافعال سازي كپك و تهيه نمونه - 2-3
نظر از محيط كشت مالت  هاي موردبراي فعال سازي كپك

فعال سازي آمپول ليوفيليزه شده .  استفاده شد1اكستراكت براث

كپك تحت شرايط كاملاً استريل و سترون شده طبق دستورالعمل 

سيون محيط كشت و كپك تلقيح نوسپااز س. سازنده انجام گرديد

 دماي در گذاريگرمخانهشده در لوله بعد از گذشت چند ساعت 

به صورت  PDA2 هاي محيط پليتگراد در درجه سانتي25

گراد به  درجه سانتي25 در دماي هاپليت.  داده شد كشتخطي

هاي كپك ظاهر  شدند تا كلنيگذاريگرمخانه روز 7 تا 5مدت 

 . ]6[ كندتوليد ه و ميسيليوم شده رشد كرد

  تلقيح كپك به رب گوجه فرنگي - 2-4
 كپك رشد كرده روي سطح اسپور از با آنس استريلبدين منظور 

توسط لام . شد محلول رينگر رقيق توسط محيط كشت برداشته و

هموسايتومتر تعداد اسپورهاي كپك سوسپانسيون شده در داخل 

). اسپور در هر ميلي ليتر عدد 109 تا 108 (شدرينگر محاسبه 

تهيه شده و به ) 105 و 103، 101( هاي مختلف اسپورسپس رقت

- درجه سانتي25 ساعت در 72 به مدت هانمونه. شد اضافهرب 

 تا اسپورها فرصت ايجاد فرم گذاري شدندگرمخانهگراد 

ميسيليومي را پيدا كنند و بتوان از نمونه هاي رب آلوده شده 

 . را انجام دادDNAحاصله استخراج 

   از ميسيليوم كپكيDNAاستخراج  - 2-5
 استفاده شد) 2000(شده السامرايي  روش بهينهدر اين تحقيق از

  :باشد به طور خلاصه عمل استخراج به شرح ذيل مي.]7[

                                                           

1. Malt Extract Broth 
2. Potato Dextrose Agar 
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وسيله كوبيدن در هاون هاي رب آلوده شده با كپك ابتدا بهنمونه

  ميلي70 تا 50. شدنداستريل توسط ازت مايع به صورت پودر 

 ميكروليتر بافر 600گرم از پودر به ميكروتيوپ منتقل شده و 

- ميليTris-HCl 100- درصد CTAB 2(استخراج گرم شده 

- مول NaCl 4/1- ميلي مول pH=8 (-EDTA 20(مول 

PVP 3 درصد -ß-Mercaptoethanol 2/0به آن )) درصد

دقيقه  30گراد به مدت  درجه سانتي62سپس در . اضافه شد

 به مخلوط اضافه k ميكروليتر پروتئيناز 1سپس. حرارت داده شد

گذاري گرمخانه  دقيقه30گراد به مدت  درجه سانتي37شده و در 

 به 24 ايزوآميل الكل به نسبت -  ميكروليتر كلروفرم 600. گرديد

.  تيوپ مخلوط شدچرخاندن دقيقه با 10 اضافه شده و به مدت 1

 rpm دقيقه با سانتريفوژ با دور 10مخلوط حاصل به مدت 

حدود (فاز رويي . گراد سانتريفوژ گرديد درجه سانتي4 در 13000

 2. را برداشته و به تيوب جديد منتقل شد)  ميكروليتر300

 به گراد سانتي درجه37 اضافه كرده و در RNaseميكروليتر 

 - حجم مساوي كلروفرم . شدگذاري گرمخانه دقيقه 30مدت 

 شد سپس مخلوط چرخانده دقيقه 5 الكل اضافه شده و ايزوآميل

 4 در rpm 13000 دقيقه با سانتريفوژ با دور 10حاصل به مدت 

 ميكروليتر 250حدود (فاز رويي . گراد سانتريفوژ شددرجه سانتي

 .را برداشته و به تيوب جديد منتقل شد) 

سپس دو سوم حجم ايزوپروپانول سرد به آن اضافه شده و در 

 10 سپس به مدت گذاري شدگرمخانه دقيقه 15زر به مدت فري

گراد  درجه سانتي4 در rpm 13000دقيقه با سانتريفوژ با دور 

 ميكروليتر 500سوپرناتانت دور ريخته شده و . سانتريفوژ شد

و به انتهاي چرخانده  بار 20 درصد اضافه گرديد و 70اتانول 

 دقيقه با 10دت تيوب ضربه وارد كرده تا حل شود سپس به م

گراد سانتريفوژ  درجه سانتي4 در rpm 13000سانتريفوژ با دور 

ل دور ريخته شده و پلت حاصله در انتهاي تيوپ در واتان. شد

 ميكروليتر آب 50به پلت خشك شده . دماي اتاق خشك شد

گراد  درجه سانتي4ديونيزه اضافه شد و به مدت يك شب در 

 حاصله به DNAل استخراج، پس از انجام عم. نگهداري شد

گراد نگهداري شدند و  درجه سانتي- 18مدت يك شب در دماي 

 استخراج شده توسط روش DNAسپس كميت و كيفيت 

 استخراجي در طول DNAاسپكتروفتومتري و جذب محلول 

 280/260 نانومتر و همچنين نسبت جذب 320 و 280، 260موج 

اي پليمراز  واكنش زنجيرهنانومتر، الكتروفورز بر روي ژل آگارز و

(PCR)جدول (رونده رونده و پس با استفاده از پرايمرهاي پيش

 مطابق جدول PCRشرايط واكنش . مورد بررسي قرار گرفت) 1

  . انجام گرفت2

  

Table 1 primers sequences used in PCR 

Sequence (5′→3′) Primer 

TGTTTCTATTATGACCCGTTCGG Aspergillus niger (F) 

CCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGC Aspergillus niger (R) 

CCTGCTTCAGTATCATCACAAACC Rhizopus oryzae (F) 

ATCACACACATTTTAGGTGCTCAC Rhizopus oryzae (R) 

TCTAGGCCAGCGGTGACAAG Penicillium chrysogenum (F) 

GGACTGACCGAAGACGAAGTTG Penicillium chrysogenum (R) 

Table 2 PCR amplification profile 

number  Time (min)  Temperature ºc  Step  
1  10  94  Initiation  
40  0/5  94  Denaturation  
40  0/5  52-55  Elongation  
40  2  72  Extention  
1  5  72  Final extention  
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   آناليز آماري- 2-6
 استخراج شده DNAهاي حاصل از نانودراپ نمونه هاي داده

جهت مقايسه ميانگين نتايج با استفاده آزمون فاكتوريل با سه 
دار بين روش هاي مختلف با تكرار و جهت بررسي اختلاف معني

ها با استفاده از  و مقايسه ميانگين دادهmstatcاستفاده از نرم افزار 
. انجام شد% 05/0داري اي دانكن با سطح معنيند دامنهآزمون چ

  . اكسل انجام شد2007رسم نمودارها با نرم افزار 

  نتايج - 3
 استخراج شده توسط روش السامرايي DNA مقدار 3در جدول 

آورده براي سه جنس كپك و در مقادير مختلف اسپور تلقيح شده 
خراج شده در  استDNAنتايج نشان ميدهند كه مقدار . شده است

 وجود p)≥ 05/0 (اين روش براي سه كپك اختلاف معني داري
. ندارد

Table 3 The results of performance on the amount of DNA extraction technique 

DNA rhizopus amount  DNA penicillium 
amount 

DNA aspergillus amount  Spore amount 

1/563klm ± 157   0/7 mno
± 43  654/2 mno ± 42  101  

 8/95klm
± 157/1  3/308 klmn ± 146/2  0/4 klmn ± 146/1  103  
4/491klmno ± 130/5  5/896 g ± 732/3  466/23j ± 334/1  105  

 
 نشان مي دهد كه فاكتور خلوص 4نتايج جدول 

)280/260=OD ( براي هر سه جنس كپك و در مقادير مختلف

            قرار دارد) 8/1-2(قبول اسپور تلقيح شده در دامنه قابل 

)05/0 ≤(p .  

Table 4 The results of the performance factor extraction technique based on purity (280/260) DNA 
extracted 

DNA purity rhizopus  DNA purity penicillium  DNA purity aspergillus Spore amount  
0/003ijklmn ± 1/809  0/031n ± 1/705  0/003defgh ± 1/94  101  
0/013klmn ± 1/767  0/016hijklmn ± 1/822  0/003n ± 1/707  103  

 0/11hijklmn
± 1/728  0/032defgh ± 1/938  0/008klmn ± 1/765  105  

  

براي  استخراج شده نشان مي دهد كه DNAنتايج الكتروفورز 

 باندهاي قابل در اين روش استخراجهاي سه كپك تمامي جدايه

هر نمونه الكتروفورز ژل  .مشاهده، بدون هاله و شكستگي دارند

   نداشته   شكستگي و  هاله   و سالم باشد و هيچگونههكه يكپارچ

   .]5[  مي باشدDNAباشد داراي بهترين استخراج 

السامرايي براي استخراج توان نتيجه گرفت كه روش بنابراين مي

DNAناسب است از سه كپك مورد نظر م .  

 براي تعيين وجود مواد بازدارنده و مداخله كننده PCRواكنش 

  .در طي واكنش انجام گرديد

دهد كه در طي  نشان ميPCRدر تأييد فرآيند استخراج توسط 

 ايجاد PCRاستخراج توسط اين روش ممانعتي جهت واكنش 

  نشده است و

  

  

  
Fig 1 Gel electrophoresis of total DNA 

extracted 
1- Aspergillus 101 2- Aspergillus103 3- 

Aspergillus105 4- Rhizopus 101 5- Rhizopus103 6- 
Rhizopus105 7- Penicillium 101 8- Penicillium 103 9- 

Penicillium 105 10- Ladder 
 دليل بر فقدان ممانعت كننده PCRوجود قطعات تكثير شده در 

توان نتيجه گرفت كه  ميو] 8و  5[ براي آنزيم تك پليمراز است

  .تاس مناسب DNAجهت استخراج  روش اين
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Fig 2 Gel electrophoresis of PCR product of DNA extracted 

  
7- Rhizopus 103  6- Rhizopus 101  5- Rhizopus  4- Aspergillus105  3- Aspergillus 103  2- Aspergillus 101  1- Aspergillus  

  13- ladder  12- Penicillium 105  11- Penicillium 103  10- Penicillium101  9- penicillium  8- Rhizopus 105  

  

  بحث - 4
از دهند كه كپك نشان ميسه  از DNAنتايج حاصل از استخراج

 و وجود ممانعت DNAنقطه نظر مقدار، خلوص، شكستگي 

-هاي معني در محلول استخراج تفاوتPCRهاي مختلف كننده

  . شودمين مشاهده داري

 DNAالكتروفورز با ژل آگارز معيار مهمي براي محاسبه غلظت 

هاي چربي، پروتئين و غلظت. باشدو عدم شكستگي در آن مي

.  هستندPCRهاي بالقوه براي عمليات بالاي كليسم مهاركننده

دهنده  در نمونه هاي استخراج شده نشانهالهفقدان شكستگي و 

اگر نسبت مقدار جذب محلول . باشد ميDNAخلوص بالاي 

DNA280/260 در=OD دهنده  باشد نشان8/1-2 در محدوده

اين است كه جذب عمدتاً به علت اسيد نوكلئيك است و خلوص 

DNAنشان 8/1اعداد كمتر از .  استخراج شده مطلوب است 

 2اعداد بالاتر از . دهنده آلودگي با پروتئين يا تركيبات فنلي است

وجود قطعات تكثير شده در  . استRNA آلودگي با دهندهنشان

PCRپليمراز است دليل بر فقدان ممانعت كننده براي آنزيم تك 

توان نتيجه گرفت كه روش السامرايي جهت مي بنابراين .]5[

  .باشد از سه كپك مورد آزمون مناسب ميDNAاستخراج 

ياز به  زمان بر و پر هزينه بوده و نDNAجايي كه استخراج از آن

 بنابراين بهينه دارداستفاده از مواد شيميايي گران قيمت و سمي 

ها و افزايش روش استخراج جهت كاهش زمان و هزينهكردن 

روش . ]8[  بدست آمده ضروري استDNAراندمان و خلوص 

، نداشتن هاله و DNAاز نقطه نظر كميت و كيفيت  السامرايي

ين نداشتن  الكتروفورز شده و همچنDNAعدم شكستگي 

براي استخراج و باشد مناسب مي PCRهاي ممانعت كننده

DNAنتايج اين تحقيق .شود از مواد غذايي پيشنهاد مي ها كپك 

ها و نشان ميدهد كه استفاده از نيتروژن مايع و ساييدن سلول

 DNAشوك حرارتي باعث ايجاد راندمان بهتري در استحصال 

- و SDS ،Na2So3 ،PVPباشد و استفاده از موادي چون مي

ß-Mercaptoethanol باعث ايجاد شكستگي در DNA و نيز 

  . شودخلوص پايين مي

  DNA روشي ساده براي استخراج )2013 (و همكارانپرابها 

روش پيشنهادي در اين . ]10[ ندها پيشنهاد كردژنومي از كپك

 بود در DNA براي استخراج CTABتحقيق استفاده از روش 

 و آسپرژيلوس فلاووسو كپك هاي ساپرولگنيا  سوشاين تحقيق

نتايج نشان داد كه آسياب . سيليوم مورد مطالعه قرار گرفتندپني

 DNAها با نيتروژن مايع باعث استحصال بيشتر كردن نمونه

خواهد شد و روش بكار گرفته شده باعث ايجاد باندهاي مناسب 

ها  نمونهPCRدر ها و نيز باندهاي مطلوب در الكتروفورز نمونه

  . شده است

 در تحقيقي روشي را براي استخراج )2004 (جين و همكاران

DNAو ساير آسپرژيلوس فوميگاتوسهاي هاي كپك سوش 

 و K از آنزيم پروتئيناز .]6[ هاي اين جنس پيشنهاد كردندسوش

 DNAنتايج الكتروفورز ژل . هاي ليز كننده استفاده كردندمحلول

ها نشان داد كه اين روش استخراج مناسب ن آPCRو همچنين 

  .باشدمي

هاي متعددي را براي استخراج روش) 2006( و همكاران گريفين

DNA 8[ با همديگر مقايسه كردند آسپرژيلوس فوميگاتوس از[ .
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اين تحقيق با استفاده از كيت تجاري   درDNAاستخراج 

Qiagen راج و اما جهت كارايي بهتر فرايند استخ انجام گرفت

از مراحل تكميلي از افزايش سهولت در شكستن ديواره سلولي 

 پختن، هضم آنزيمي، استفاده -  ذوب كردن، انجماد-قبيل انجماد

اي و هاي شيشهاي، هضم آنزيمي و گلولههاي شيشهاز گلوله

. هاي شيشه اي استفاده كردنداستفاده از بافرهاي ليز كننده و گلوله

ها به صورت روتين  عمل در آزمايشگاهها درهر چند اين روش

اي نتايج نشان داد كه استفاده از گلوله هاي شيشه. شوندميانجام ن

هاي ليز كننده ديواره سلولي اي به همراه محلولهاي شيشهو گلوله

و اين دو  از اين كپك استخراج كردند را DNAبيشترين مقدار 

كرار زيادتر در ترين و داراي قابليت تترين، راحتروش سريع

  .هاي ديگر استمقايسه با روش

 كلاسيك را DNAروش استخراج ) 2011(موتكووا و همكاران 

  آسپرژيلوس هاي جنس براي كپكبا روش مبتني بر كيت تجاري

علاوه در روش كلاسيك  .]2[مقايسه كرده و آن را بهينه كردند 

ده هاي خالص كننهاي ليز كننده و محلولبر استفاده از بافر

DNA نيز در فرايند استخراج امواج فراصوت از نيتروژن مايع و 

نتايج بيانگر اين نكته بود كه روش استخراج كلاسيك . استفاده شد

 استخراج شده در مقايسه با DNAاز نقطه نظر مقدار و كيفيت 

-  و نيتروژن مايع اختلاف معنيامواج فراصوتروش بهينه شده با 

ده با نيتروژن مايع كارايي بهتري را از داري داشته و روش بهينه ش

هاي مبتني بر كيت در همچنين روش. خود نشان داده است

-هاي كلاسيك به كار گرفته شده كارايي ضعيفمقايسه با روش

  .اندتري را از خود نشان داده

روشي ساده را براي استخراج ) 2000( و همكاران السامرايي

DNAكپك هاي مورد . ]7[ ندعرفي كرد ژنومي را از كپك ها م

هاي آسپرژيلوس، فوزاريوم، پني سيليوم و مطالعه از جنس

روش مذكور استفاده از نيتروژن مايع و بافرهاي . رايزوپوس بودند

ساكاريدها با ها و جداسازي پليليز كننده سلولي، رسوب پروتئين

 كلروفرم و در نهايت خالص سازي - و فنل NaClاستفاده از 

DNAنتايج نشان داد كه اين روش مي. ل انجام گرفتون با اتا-

و همچنين  استحصالي DNA وزن مولكوليتواند به طور موثري 

  .گر را افزايش دهدقابليت هضم را توسط آنزيم هاي برش

 دو روش سريع و موثر را در )2005 (رونگ گائو و همكاران

اين دو . ]11[ ها معرفي كردند ژنومي از كپكDNAاستخراج 

  بودندCenis و روش DNAzolهاي ش بر پايه محلولرو

هاي جنس هاي آسپرژيلوس، فوزاريوم، اين تحقيق كپك .]12,7[

نتايج نشان دادند . پني سيليوم و رايزوپوس را نيز شامل مي شدند

 بالاتري را نسبت به روش DNA بازدهي Cenisكه روش 

DNAzol  دارد و ميزان خلوصDNAر  در اين روش نيز بالات

   .است

 كپك جنس آسپرژيلوس را از بادام )2010 (پاسونه و همكاران

زميني انبار شده جداسازي كرده و اثر شرايط انبارداري را بر روي 

 در اين DNAاستخراج . ]13[توليد آفلاتوكسين بررسي كردند 

-بافر استخراج و گلولهتحقيق به روش كلاسيك و با استفاده از 

براي حذف تركيبات پلي ساكاريدي و . اي انجام گرفتهاي شيشه

 و 1:24:25ايزوآميل الكل به نسبت : كلروفرم: پروتئيني از فنل

 DNAو خالص سازي   استفاده شدNaCl مولار 5محلول 

 . . درصد انجام گرفت70ل وتوسط اتان

 Multiplexبا استفاده از تكنيك ) 2009(سانتيه و همكاران 

Real Time PCRپني ،اي آسپرژيلوسزهاي توكسين كپك 

جهت . ]14[سيليوم و فوزاريوم را شناسايي و اندازه گيري كردند 

هاي  از روش كلاسيك و با استفاده از محلولDNAاستخراج 

 استفاده كردند EDTA و SDS ،Tris ،NaClاستخراج حاوي 

و در مراحل بعدي جهت حذف تركيبات كربوهيدرات و پروتئيني 

.  استفاده كردند1 به 24كل به نسبت ايزوآميل ال: كلروفرماز 

ها با اين روش براي بدست آمده كپكDNA كميت و كيفيت 

  . انجام مراحل بعدي اين تحقيق مناسب بود
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Comparison of optimized DNA extraction from mold Aspergillus, 
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In this study, the optimized method for DNA extraction from Aspergillus niger, Rhizopus oryzae and 
Penicillium chrysogenom in tomato paste were used. These methods are presented in accordance with the 
Al-Samarai That changes in the concentration of extraction buffer and some stages it were given to the 
optimization method. Mold spores of at different levels (101, 103 and 105 CFU/g) were added to the 
tomato paste. After mycelium growth DNA extraction was perfomed by this methods. This method in 
terms of quality and quantity of DNA extracted was studied using spectrophotometer with NanoDrop. The 
extracted DNA using gel electrophoresis for protein contamination and absence of smear were evaluated. 
In order to investigate The contamination and no presecnce of PCR inhibitors determined with PCR that 
performed forward and reverse primers. Results of gel electrophoresis and PCR assay showed that This 
method is suitable for DNA extraction is the mold of tomato paste. 
 
Keywords: DNA extraction, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenom, Rhizopus oryzae, Tomato paste 
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