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  چكيده
D- كنندگي بالا است و با توجه به خصوصيات فيزيكوشيميايي و تكنولوژيكي كه اين پنج كربنه با قدرت شيرين الكل قندي زايليتول يك
    توليد شيميايي زايليتول در شرايط فشار و دماي بالا انجامباشد. دارد، در صنايع شيميايي، غذايي و دارويي بسيار ارزشمند مي ل قنديالك
توليد بيوتكنولوژيكي سوبسترا دارد. با در نظر گرفتن معايب روش شيميايي، سازي به منظور خالصهاي گرانقيمت نياز به كاتاليستشود و مي
به  با توجه به انرژي كمتري كه نياز داردبسيار اختصاصي است و نياز به اين مراحل گرانقيمت ندارد و ها يليتول با استفاده از ميكروارگانيسمزا

ها، در ميان ميكروارگانيسمدهد مياطلاعات نشان  .است طور وسيعي به عنوان يك روش جايگزين روش شيميايي مورد مطالعه قرار گرفته
گرديد، جداسازي  برگ تربچهكه از كانديدا  ارزشمند توسط مخمر كنندهشيريناين بررسي اين در  .باشندها بهترين توليدكننده ميمخمر

مخمر هاي بيوشيميايي شناسايي گرديد. زايليتول توليد شده توسط اين مخمر بر اساس خصوصيات مورفولوژيك و نيز ويژگي .توليد شد
و نيز و با استفاده از كيت خريداري شده از شركت مگازايم ايرلند  كروماتوگرافي لايه نازكبا روش آناليزي كانديداي جداسازي شده، 

 14/17 ،گرم بر ليتر زايلوز 40در محيط حاوي  ساعت 96بعد از  يمخمرسويه كمي قرار گرفت. اين  مورد مطالعه كيفي وروش رنگ سنجي 
  . كردگرم بر ليتر زايليتول توليد 
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  مقدمه  -1

هايي هستند كه داراي مزيت 1اي از پلي اُل هاهاي قندي دستهالكل
كاهش قند  ،اكسيداني خاصيت آنتين، از جمله مقدار كالري پايي

و به همين دلايل در صنايع  باشندميكنندگي و قدرت شيرين خون
مورد استفاده  هاكنندهشيرينبه عنوان مكمل و جايگزين غذايي 
كه به طور  ايكنندهدر حال حاضر شيرين). 7گيرند (قرار مي
  است. 2شود، زايليتولاستفاده مي در صنايع مختلفوسيعي 

D- باشد كه به طور طبيعي زايليتول يك پلي الكل پنج كربنه مي
- اُل يك شيرينن پلياي ).2دارد ( ييكنندگي بالا خاصيت شيرين

، اما مقدار انرژي ساكارزي طبيعي غذاست كه شيريني مشابه كننده
(كالري بر  4در مقايسه با  5/2دارد (ساكارز كمتري نسبت به 

و با توجه به مقدار كالري كم، به عنوان جايگزين قند در  گرم))
- نوشيدني صنايع غذايي در توليد نبات، شيريني، شكلات، بستني و

اسيد توليد ساكارز ). زايليتول برخلاف 5،23گردد (ستفاده ميها ا
كند و به همين دليل به عنوان يك عامل مؤثر براي جلوگيري نمي

شويه استفاده از پوسيدگي دندان در آدامس، خمير دندان و دهان
). به دليل اينكه متابوليسم زايليتول غير وابسته به 11،27شود (مي

ط كمبود انسولين يك جايگزين قند انسولين است، در شراي
  ).17باشد (مناسب براي افراد ديابتي مي

D- زايليتول به طور صنعتي از طريق احياي شيمياييD -زايلوز 
شود. از جمله معايب فرآيند شيميايي توليد زايليتول نياز توليد مي
- درجه سانتي 140تا  80(و دماي بالا اتمسفر) 50بالا ( به فشار

سازي فاده از كاتاليست و نيز مراحل هوادهي و خالص، استگراد)
زايليتول با -D بيوتكنولوژيكيتوليد ). 14باشد (گران قيمت مي

به دليل اينكه نياز به كاتاليست سمي ها استفاده از ميكروارگانيسم
ه معايب ه بجباشد و با توندارد و از نظر زيست محيطي ايمن مي

تبديل  ).4برخوردار است(سزايي روش شيميايي، از اهميت ب
اخيراً بسيار مورد توجه قرار گرفته  ميكروبي زايلوز به زايليتول

است كه در ميان ميكروارگانيسم ها مخمرها بهترين توليدكننده 
ترين منابع ها پيش قابل قبولمخمرها از مدت ).20باشند(مي

ميكروبي در صنايع مختلف و صنايع غذايي هستند و به علت عدم 
-عامل توليدرا به عنوان يك  هاهاي صنعتي، آنگونه 3اريزاييبيم

  .)25دانند (مي كننده سالم

                                                            
1 Polyols 
2 Xylitol 
3 Generally regarded as safe (GRAS) 

مجموعه عوامل بيولوژيك، شيميايي و فيزيكي در پراكندگي 
كه اجتماعات مخمري گردند مخمرها دخالت دارند و باعث مي

هاي ). از جمله زيستگاه10هاي متنوعي را تصرف كنند (زيستگاه
توان به گياهان اشاره كرد. گياهان به سبب داشتن مخمرها مي

توانايي فتوسنتز و ساختن بسياري از تركيبات كربني متنوع، 
سازند. هاي مناسبي را براي مخمرهاي مختلف مهيا ميزيستگاه
هاي مختلف گياهان از جمله پهنك برگ جايگاه زيست بخش

هان سطح برگ گيا ).19رود (مخمرها به شمار ميخاصي براي 
نامند و از مي 4شود را فيلوسفرها كلونيزه ميكه توسط ميكروب

باشند هاي اين زيستگاه طبيعي مخمرها ميجمله ميكروارگانيسم
)12.(  

زايلوز به زايليتول هستند  از جمله مخمرهايي كه قادر به تبديل
 ،Pichia ،Debaryomyces ،Pachysolen: هايجنس شامل

Candida و Saccharomyces  اكثر ). 4باشند(مي شدهمهندسي
كننده زايليتول از زايلوز به عنوان منبع كربن مخمرهاي توليد

زايلوز به اين صورت است كه  مسير كاتابوليكي كنند.استفاده مي
 زايلوز توسط آنزيم زايلوز ردوكتاز  به زايليتول احيا  -Dابتدا 
 -Dبه شود و سپس زايليتول توسط زايليتول دهيدروژناز  مي

زايلولوز توسط آنزيم  -Dشود و سرانجام زايلولوز اكسيد مي
فسفات فسفريله شده و سپس وارد  5زايلولوز  -Dزايلوز كيناز  به 

  .)7(شود فسفات مي مسير پنتوز
توليد ميكروبي زايليتول از منابع كربني ديگر در موارد نادر انجام 

مورد توسط  توليد زايليتول از گلوكز تنها در يكشده است. 
و نيزتوليد زايليتول از لاكتوز  )18( گزارش شد اونيشي و سوزوكي

اي با استفاده از در يك مورد، طي يك فرآيند سه مرحله
  ).24( ها انجام گرفتميكروارگانيسم

در مطالعات اخير مخمر كانديدا بهترين مخمر مولد زايليتول در 
خمر از جمله نظر گرفته شده است كه به دليل خصوصيات اين م

زايلوز است و نيز حفظ تعادل  -Dي طبيعي اينكه مصرف كننده
در  ).9باشد (زايليتول مي -Dاكسيداسيون و احيا در طول تجمع 

-اند، از نمونهمطالعاتي كه مخمرهاي مولد زايليتول جداسازي شده

ها، مخصوصاً هاي محيطي متفاوتي مانند خاك مزارع و پارك
، )8هاي افتاده از درختان باشند (س با برگهايي كه در تماخاك

، )2اند (هاي ذرت كه در سيلوها انبار شدهمزارع انگور و از علف
  ) استفاده گرديده است.21و4) و از خاك (1فرنگي (توت

                                                            
4 Phyllosphere 
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 ،كه براي اولين بار در ايران انجام شد پژوهشاين  از هدف 
ي شده از جداسازمخمر كانديداي توسط  زايليتولتوليد بررسي 

  بود.  تربچهبرگ 
  
 مواد و روش ها -2

 مخمرمولد زايليتول جداسازي و شناسايي - 2-1

جدا شد، به اين ترتيب كه ابتدا  چهاز برگ ترب كانديدا مخمر
سانتي درجه  25را به مدت سه روز در دماي   چههاي ترببرگ
به را لي ليتر از محلول فوق مي 1/0در آب خيسانده و سپس گراد 
 ، پپتون10 عصاره مخمر(YePX1حاوي محيط جداسازي  ارلن

 30) انتقال داده و در دماي pH:  5و (گرم بر ليتر)  20، زايلوز 20
 دور در دقيقه 200با گراد در انكوباتور شيكردار درجه سانتي

ساعت، از محيط مايع بر روي محيط  48بعد از ). 22شدند ( همزده
ها در زير دو روز كلنيجداسازي جامد كشت داده و بعد از 

مخمر كانديداي جداسازي . ميكروسكوپ مشاهده و بررسي شدند
و  جذب و تخمير بعضي از قندها هاي بيوشيمياييتوسط تستشده 

(خصوصيات ميكروسكوپي و  نيز از نظر مورفولوژيكي
مورد  PDA2با كشت بر روي محيط  ماكروسكوپي پرگنه)

 هاي اسلنتدر محيط). اين مخمر 10قرار گرفت ( شناسايي
YPD3گرم  20 و آگار 10، عصاره مخمر 20 ، پپتون20 (گلوكز)

تا توليد  گراد نگهداري شددرجه سانتي 4) و در دماي بر ليتر)
  ). 2( زايليتول آن مورد بررسي قرار گيرد

  
  مخمر كانديدا توليد زايليتول توسط - 2-2

 50 ارلن حاوييك مورد نظر به فعال شده يك لوپ از مخمر 
، 5 ، سولفات آمونيوم40زايلوز (ميلي ليتر محيط توليد زايليتول 

 ، عصاره مخمر5/0 ، سولفات منيزيم2 پتاسيم دي هيدروژن فسفات
و سپس ارلن شد ) انتقال داده pH: 5/5و (گرم بر ليتر)  1و پپتون  5

دور در دقيقه  180گراد در انكوباتور با نتيدرجه سا 30در دماي 
روز  5به مدت ساعت  24توليد زايليتول، هر و  گرديدهمزده 

  ).4(بررسي شد
  
  
  

                                                            
1 Yeast extract Pepton Xylose 
2 Potato Dextrose Agar 
3 Yeast Pepton Dextrose Agar 

  شناسايي زايليتول - 2-3
كروماتوگرافي لايه نازك  : 4كروماتوگرافي لايه نازك روش  - 1

ساده و سريع به منظور شناسايي  آناليزي يك روشبه عنوان 
 1مقدار به اين ترتيب كه . استفاده شدزايليتول در مراحل ابتدايي 

بر  را وليتر از محيط حاوي زايليتول توليد شده توسط مخمرميكر
ساعت  2به مدت كاغذ گذاشته و  TLCكاغذهاي سيليكاژل روي 

قرار داده  1:  2:  7آب با نسبت  -بوتانل -در حلال شامل پروپانل
كاغذ با هاي ايجاد شده، به منظور ظاهر شدن لكه). سپس 27شد (

پتاسيم) اسپري شد و بعد از پرمنگنات  -رنگ (هيدروكسيد سديم
  قرار گرفت.شدن، توليد زايليتول مورد بررسي  خشك

استفاده از كانديدا با  كيت : زايليتول توليد شده توسط مخمر - 2
 وكيت خريداري شده از شركت مگازايم ايرلند شناسايي شد 

  مورد تاييد قرار گرفت.
اين روش شامل اكسيداسيون ملايم :  5روش رنگ سنجي  - 3

متاپريودات تحت شرايط ملايم اسيدي  زايليتول با استفاده از سديم
سپس مخلوط سازي با دقيقه و  10(كلريدريك اسيد) به مدت 

 150 (آمونيوم استات ناشاستفاده از معرف رامنوز و در نهايت 
) مي ليتر بر ليتر)(ميلي 2 و استيل استن 2،استيك اسيد گرم بر ليتر

درجه  53دقيقه در بن ماري  15مدت  مخلوط فوق را بهباشد. 
گراد حرارت داده و بعد از سرد كردن آن، مقدار زايليتول سانتي

 .)3(گيري شدنانومتر اندازه 412ه در طول موج توليد شد

  گيري قند باقيماندهاندازه
مانده رسم از زايلوز به عنوان منبع كربن استفاده و منحني قند باقي

 6قند زايلوز از معرف دي نيتروساليسيلاتگيري گرديد. در اندازه
- كه طي سانتريفوژ سلول محلول حاصل از تخميراستفاده شد. به 

(هيدروكسيد دي نيتروساليسيلاتمعرف  آن جدا شده، مخمر هاي
و نمك تارتارات  10 ، معرف دي نيتروساليسيلات16 سديم
) اضافه كرده و بعد از حرارت (گرم بر ليتر) 250 پتاسيم -سديم

گراد، در درجه سانتي 100دقيقه در بن ماري  10دادن آن به مدت 
نانومتر يادداشت  570آب يخ سرد شده و جذب آن در طول موج 

  .)16(گرددمي
  
  
  

                                                            
4 Thin Layer Chromatography (TLC) 
5 Colorimetric method 
6  Dinitrosalicylate(DNS) 
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  گيري بيومس ميكروبياندازه -2-4

گيري ماكزيمم توليد گيري توده زنده همزمان با اندازهاندازه
يط كشت تخميري را زايليتول صورت گرفت. به اين ترتيب كه مح

 2دقيقه سانتريفوژ كرده و با آب مقطر  15به مدت دور  6000در 
گراد تا ثابت درجه سانتي 100بار شستشو داده شد. سپس در دماي 

  . )2(شدن وزن، خشك گرديد
  
  نتايج و بحث -3
  مخمر كانديدا جداسازي و شناسايي - 3-1

صرف زايلوز را به در ابتدا بر اساس اينكه مخمر مورد نظر توانايي م
از  مخمر كانديدا شود.عنوان منبع كربن داشته باشد غربالگري مي

هاي خرداد ماه جداسازي شد و با بررسي تست برگ تربچه و در
بيوشيميايي و نيز بر اساس خصوصيات مورفولوژيك مورد 

 تخمير و جذب بيوشيميايي هايشناسايي قرار گرفت. نتايج تست
نشان داده شده  2و  1در جداول ه ترتيب بمربوط به اين مخمر 

  است.
  تست تخمير به منظور شناسايي مخمر  -1جدول

  نوع قند مخمر كانديدا
  گلوكز  +
  سوكروز  +
  مالتوز  +
  لاكتوز  -

  
  تست جذب به منظور شناسايي مخمر  -2جدول

  نوع قند  مخمر كانديدا
  گلوكز  +
  سوكروز  +
  مالتوز  +
  لاكتوز  -
  ملي بيوز  +
  د ـ زايلوز  +
  ـ آرابينوز ال +
  د ـ مانيتول  +
  اينولين  +
  اينوزيتول  -
  نشاسته  -
  سيترات  +

 

هاي نرم، صاف و سفيد مايل به كرم داراي كلنيمخمر كانديدا 
). اين مخمر 1باشد (شكل مي PDAرنگ بر روي محيط 
هاي كروي دارد و قادر به تشكيل هيف بلاستوكنيدي و جوانه

  ).2شد(شكل باكاذب مي
  

  
  PDAبر روي محيط  مخمر كانديداهاي كلني -1شكل 

 

  
(بلاستوكنيدي و  مخمر كانديدا هايتصويري از سلول -2شكل 

  هاي جوانه) و هيف كاذب در زير ميكروسكوپسلول
  
 شناسايي كيفي و كمي زايليتول توليد شده توسط - 3-2

  مخمر كانديدا
ه توليد زايليتول از قند ساعت قادر ب 24بعد از  مخمر كانديدا

باشد. زايليتول توليد شده در روز سوم بر روي كاغذ زايلوز مي
TLC  گرم بر ليتر  10نشان داده شده است ( مقدار  3در شكل

زايليتول سپس  زايليتول به عنوان شاهد مورد استفاده قرار گرفت ).
شناسايي و تاييد توليد شده توسط اين مخمر با استفاده از كيت 

- سنجي اندازهبا استفاده از روش رنگچنين مقدار توليد. همگرديد

شود اين مخمر مشاهده مي 4گيري شد كه همانطور كه در شكل 
گرم بر  14/17را داشته ( زايليتول در روز چهارم بيشترين توليد

مانده و مقدار بيومس، طي اين چنين مقدار قند زايلوز باقيليتر). هم
 58/7گيري شد و بيشترين بيومس توليدي (هفرآيند تخمير انداز

  ).4گزارش شد(شكل  ساعت 96بعد از گرم بر ليتر) 
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  )مخمر كانديدا : زايليتول توليد شده توسط S: زايليتول شاهد،  Xحاصل از زايليتول توليد شده ( TLC-3شكل 

  

  
  مخمر كانديدامنحني توليد زايليتول در  -4شكل 

  
 توسط نده ارزشمند به طريق بيوتكنولوژيكيكنزايليتول اين شيرين

 هستند زايلوز كنندهمصرف طبيعي طور به كه هاييميكروارگانيسم
 زايلوز آنزيم داراي هاميكروارگانيسم اين و شودمي توليد

 زايلوز متابوليسم اصلي محصول زايليتول و باشندمي ردوكتاز
-را از نمونهاز جمله مطالعاتي كه مخمرهاي مولد زايليتول  است.

) از خاك مزارع 8هاي محيطي جدا كردند، ايكوچي و همكاران (
هاي افتاده هايي كه در تماس با برگها، مخصوصاً خاكو پارك

از درختان باشند، مخمرهايي مربوط به جنس كانديدا جداسازي 
) نيز مخمرهايي مانند كانديدا، 2كردند. آلتاميرانو و همكاران (

هاي ذرت كه در يا را از مزارع انگور و از علفدباريومايسز و پيچ
) سويه 1، جداسازي كردند. ابوزيد و همكاران (سيلوها انبار شده

فرنگي جدا كردند. مخمر مخمري كانديدا تروپيكاليس را از توت

) و 21چنين توسط رائو و همكاران (كانديدا تروپيكاليس هم
ين مطالعه نيز در ا) از خاك جداسازي شد. 4چنگ و همكاران (

و به عنوان مولد زايليتول، از برگ گياه تربچه جداسازي مخمر 
كه اين جداسازي براي اولين بار در  شدجنس كانديدا شناسايي 

  ايران انجام گرديد. 
انجام شد،  در يك بررسي كه توسط ونگسووانلرت و تاني

گرم بر  100در محيط حاوي  Candida boidinni 2201سويه
گرم بر ليتر زايليتول توليد  40ساعت،  120ز طي ليتر زايلو

در مطالعه ديگري كه توسط ميريال و همكاران  صورت  .)26(كرد
قادر به توليد  C. guilliermondii NRC5578گرفت، سويه 

ساعت در محيط حاوي  406گرم بر ليتر زايليتول طي مدت  221
ش كردند لو و همكاران گزار .)15( گرم بر ليتر زايلوز بود 300



  95بهار/ اول ي شماره/ تمشه سال/ غذايي فناوري و علوم در نوآوري ي نشريه     80

گرم بر  114در محيط حاوي  Candida sp. L-102كه سويه 
گرم بر ليتر  100ساعت قادر به توليد  65ليتر زايلوز طي مدت 

اي كه زاگوستينا و همكاران بر روي . در مطالعه)13( زايليتول بود
انجام دادند،  C. guilliermondii 2581توليد زايليتول توسط 

روز در محيط  3مخمري  بعد از  گزارش كردند كه اين سويه
گرم بر ليتر  90گرم بر ليتر زايلوز، قادر به توليد  150حاوي 

 از شده جداسازي كانديدا مخمر بررسي اين در .)27( زايليتول بود
 زايلوز ليتر بر گرم 40 از زايليتول ليتر بر گرم 14/17برگ تربچه 

 به نزديك ويهس اين توسط شده توليد زايليتول مقدار و كرد توليد
  .باشدمي مشابه يشده انجام مطالعات

  
  گيرينتيجه -4
دارد و با در نظر گرفتن  زايليتول كه ارزشمندي خواص به توجه با

كننده طبيعي به اين شيرين معايب روش شيميايي توليد زايليتول،
جداسازي شده از طبيعت  طريق بيوتكنولوژيكي توسط مخمر

 در قندي بهترين جايگزين عنوانن بهتوان از آتوليد شد كه مي
استفاده كرد. به دليل  دارويي و غذايي شيميايي، صنايع مختلف

ترين مونومر قندي موجود در تركيبات همي اينكه زايلوز، فراوان
سلولزي هيدروليز شده است، از لحاظ اقتصادي توليد زايليتول از 

فرآيند باشد. فه تواند بسيار مقرون به صرقيمت، مياين منبع ارزان
شود از طريق يك تخمير كه در مخمرها منجر به توليد زايليتول مي

گردد. از جمله اين فاكتورها شامل: سري فاكتورها كنترل مي
. )5( باشندمي pHغلظت زايلوز، منبع نيتروژن، هوادهي، دما و 

توان اين براي افزايش بازدهي فرآيند بيوتكنولوژيكي زايليتول مي
 مولد مخمري هايسويه جداسازي .نمودسازي ترها را بهينهپارام

 جهت در نخست گامي هاسويه اين اوليه شناسايي و زايليتول
  .باشدمي زايليتول توليد براي برتر هايسويه به دستيابي
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