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 چکیده

های  های مفید برای انسان در بیوتکنولوژی از ارزش خاصی برخوردار هستند. گونه دانه مخمرها به دلیل تولید رنگ  :سابقه و هدف

کنند. این مطالعه با هدف به حداکثر رساندن تولید بتاکاروتن با قیمت ارزان از یک گونه  به مقدار زیاد بتاکاروتن تولید می  رودوتورولا

  مخمری بومی انجام شد.

هحای  برداری از پساب کارخانه چرم، بر روی محیحیح   مجموعه چهار جدایه مورد بررسی، در طی سه مرحله نمونه  : ها مواد و روش

شناسایی شدند. محقحادیحر تحولحیحد  Aa4  و Aa1دو جدایه   PCRهای بیوشیمیایی و  اختصاصی جدا شدند. سپس با استفاده از آزمون

رنگدانه توس  جدایه شناسایی شده و سویه استاندارد در شرای  مختلف نمک، منبع نیتروژن، منبع کربن، هوادهی، دما، دامنحه هحای 

  توس  دستگاه اسپکتوفتومترخوانده شد. nm 074ارزیابی گردید. جذب نوری رنگدانه در  pHمختلف 

 Aa4و  Aa1توانایی  تولید رنگدانه کارتنوییدی را داشت. شناسایی ژنتیکی دو جدایه   Aa1 از میان چهار جدایه، تنها جدایه  : ها یافته

را تایید نمود. نتایج نشان داد، ححداکحثحر  دباریومایسس هانسنیو  رودوتورولا موسیلاژینوساهای  درصدی آن ها به گونه 89شباهت 

رودوتحورولا و  رودوترولا موسیلاژینحوسحالیتر برای  میکروگرم بر میلی    3257و  7/57مقدار بتاکاروتن پس از بهینه سازی به ترتیب 

 )سویه استاندارد( به دست آمد.گلوتینیس 

های کاربردی آن در آزمایشگاه، نه تنها در تولید میصولات صنعتی با  جداسازی گونه بومی و بهینه سازی فعالیت  :نتیجه گیری

  باشد. کیفیت بالاتر بسیار مفید است بلکه استفاده از گونه بومی بسیار اقتصادی می

  رودوتورولا.اکسیدان،  بهینه سازی، بتاکاروتن، آنتی :واژگان کلیدی

 87مهر ماه پذیرش برای چاپ:   87شهریور ماه دریافت مقاله: 
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های  اکسیدان ضدجهش، ضدحساسیت و ضدپیری از آنتی

های مصنوعی که  طبیعی گزارش شده است و برخلاف رنگ

ممکن است عملکرد کبد را مختل کرده و موجب  استرس 

های طبیعی نه تنها به عنوان  بسیاری از رنگ. اکسیداتیو شوند

رنگ مواد غذایی، بلکه به عنوان طعم دهنده، بهبود بیماری و یا 

های  شوند. در ایران به استفاده از رنگ حتی جلوگیری از آن می

طبیعی جهت افزایش سلامت میصول، نسبت به دیگر 

( در /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان میفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تیت مجوز مالکیت خلاقانه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فق  با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. فصلنامه دنیای میکروب

 م دمه     

توانند  ها می اکسیدان های غذایی از جمله آنتی افزودنی     

موجب افزایش ماندگاری مواد غذایی و حفظ امنیت، کیفیت 

ها شوند. علاوه بر این،  ای و افزایش قابلیت پذیرش آن تغذیه

خواص بیولوژیکی دیگری مانند خواص ضدسرطانی، 
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تری شده است و  کشورهای صنعتی و پیشرفته توجه کم

های  طور که مشهود است، همچنان استفاده از رنگ همان

ها، در مواد خوراکی و  مصنوعی بدون توجه به مضرات آن

پذیرد. بنابراین با توجه به مصرف بالا و  آشامیدنی، صورت می

های خوراکی و وجود فواید  نیاز مبرم صنعت غذا به رنگ

ایی در مورد بررسی  بسیاری ازجمله تامین سلامتی افراد، مطالعه

های طبیعی شامل کورکومین، بتاکارتن،  تولید برخی از رنگ

پاپریکا، لیکوپن و تورمریک، در جهت شناسایی بهترین ترکیب 

های مصنوعی، انجام شده و میزان  برای جایگزینی با رنگ

 (. 1ها مورد سنجش قرار گرفته است ) اکسیدانی آن خواص آنتی

 رودوتورولا گلوتینیستولید کاروتنوئیدها توس  
(Rhodotorula glutinisis تیت تأثیر پارامترهای زیست )

و  pHمییطی و تخمیر چندگانه مانند هوادهی، تیریک، دما، 

عوامل مییطی است. برای کاروتنوئژنز موثر، استفاده از منابع 

ارزان قیمت جایگزین کربوهیدرات که معمولا میصولات 

جانبی صنایع مختلف است و به آلودگی میی  زیست و 

های مخمر که مقدار زیادی از کاروتنوئید تولید  استفاده از سویه

 (. 2کند، اهمیت دارد ) می

ها  کاروتنوئیدها توس  تمام موجودات فتوسنتزکننده و قارچ

های  توانند در مکمل شوند و می ازجمله مخمرها تولید می

غذایی حیوانی یا انسانی استفاده شوند. این ترکیبات فعال 

زیستی و طبیعی که از لیاظ تجاری به عنوان رنگ مواد غذایی 

)رنگ زرد به رنگ قرمز( و به عنوان یک منبع غدایی مهم در 

شود، خواص  پرورش ماهی و صدف و حلزون آبزی استفاده می

اکسیدانی و تیرک کننده پاسخ ایمنی دارند و  ضد سرطان و آنتی

تری در صنایع مختلف داشته  رود که استفاده گسترده انتظار می

ها نسبت به  (. تولید رنگدانه توس  میکروارگانیسم3باشند )

ها با رشد  منابع دیگر، بسیار اهمیت دارد. زیرا میکروارگانیسم

تر، عدم وابستگی به  سریع، بازدهی بالاتر و استخراج راحت

شرای  جوی و گستردگی تنوع رنگ بیشتر نسبت به سایر منابع 

 (.  0باشند) زیستی دارای مزایای بیشتری می

اکسیدان مهم و  و یک آنتی Aبتاکاروتن عامل و منبع پروویتامین 

ها قادر به بیوسنتز کاروتنوییدها  (. انسان/میافظتی است )

ها باید در رژیم غذایی خود کاروتنوییدها را  نیستند بنابراین آن

 (. 7دریافت کنند )

به عنوان یک مخمرغیربیماریزا و از تولید  رودوتورولا گلوتینیس

باشد که به عنوان  های بیولوژیک خوراکی می های مهم رنگ کننده

گذار گزارش شده است های تخم افزودنی خوراکی در تغذیه مرغ

ها کاروتنوئیدها را به صورت داخل  (. انواع میکروارگانیسم7)

(. یک بررسی نشان داد که تولید 9کنند ) سلولی تولید می

 رودوتورولا گلوتینیسبتاکاروتن، برای سویه جدا شده از طبیعت 

(R. glutinis NCIM 3353  )32  برابر بیشتر از سویه استاندارد

ها ممکن است  (. نوع کاروتنوئید و میزان نسبی آن8بوده است )

بسته به نوع مخمر و شرای  مییطی متفاوت باشد. مطالعاتی 

برای بهینه سازی شرای  مختلف تولید کاروتنوئید توس  سویه 

ها انجام شده  با هدف افزایش تولید این رنگدانه رودوتورولا

(. تولید این رنگدانه توس  گیاهان به فاکتورهای 14-13است )

مییطی غیرقابل کنترل ازجمله آب و هوا، فصل و موقعیت 

جغرافیایی یک کشور وابسته است. اما چرخه تولید به دلیل رشد 

ها  های مییطی توس  این قارچ سریع مخمرها و عدم وابستگی

 (.  10تراست ) کوتاه

ها  به طور معمول از هوا، خاک، چمن رودوتورولامخمر 

ها، مواد غذایی، شیر، آب میوه، پوست و  ها، اقیانوس دریاچه

(. مطالعات انجام شده بر روی /1اند ) مدفوع انسان جدا شده

دهد که تولید بتاکاروتن و تورولن توس  مخمر  ها نشان می موش

تواند به عنوان مواد  می  DFR-PDYسویه  رودوتورولا گلوتینیس

 (.  17افزودنی غذای سالم و بدون اثرات سمی استفاده شود )

با توجه به دلایل یاد شده، در این پژوهش، از پساب کارخانه 

چرم به منظور جداسازی مخمرهای بومی وارزان برای تولید 

بتاکاروتن استفاده شده است و با ایجاد تغییرات در پارامترهای 

 آزمایشگاهی سعی شده، میزان تولید این رنگدانه افزایش 

داده شود و یک سویه ارزان و در دسترس و ملی به صنعت 

  معرفی شود.

 

 ها    مواد و رو           

برداری از   : نمونهها الف( نمونه برداری و جداسازی جدایه
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پساب کارخانه چرم پاریس، آرا، ظفر و... در سه مرحله انجام 

انجام گردید.  /138برداری در اسفند ماه  شد. اولین مرحله نمونه 

با هماهنگی دانشگاه با کارخانجات چرم شهرک ورامین، در 

نمونه مختلف از مراحل قبل از افزودن  /ظروف استریل، 

سولفور و مراحل پایانی و لجن فعال نمونه برداری شد. در 

نمونه مختلف از مرحله افزودن  3برداری،  دومین مرحله نمونه 

جمع آوری شد. سومین مرحله  1387آهک در فروردین ماه 

ای عاری از مواد  از مرحله 1387برداری در خرداد ماه   نمونه

نمونه  2شیمیایی )سولفور( و اولین مرحله )خیساندن پوست( 

ها در  مختلف جمع آوری و به آزمایشگاه منتقل شد. نمونه

هایی از جنس شیشه و استریل )سه  و ظرف ml  /4فالکون 

ها در  تکرار( جمع آوری شدند. برای حفظ خصوصیات نمونه

تر از  هر مرحله از نمونه برداری در فلاسک حاوی یخ در کم

 بیست و چهار ساعت به آزمایشگاه منتقل شد.

کشت پورپلیت و کشت جامد به منظور جداسازی مخمر به  

های کشت    روی میی    (CLSIصورت تریپلیکیت براساس معیار ) 

Extract Broth Yeast ،Sabouraud Dextrose Broth   ،

Sabouraud Dextrose Agar   و  Potato Dexterose Agar    ،مرک(

آلمان( انجام شد. برای جداسازی مخمرها از میی  کشت مایع از  

  rpm 1444دقیقه و با سرعت    /1ها به مدت    سانتریفیوژکردن نمونه 

استفاده شد. پس از پایان  سانتریفیوژ ، روماند جدا شد. برای  

های کشت،    اطمینان بیشتر از روماند و رسوب بر روی میی  

 ها کشت داده شدند. بررسی میکروسکوپی صورت گرفت   نمونه 

(17.) 

: به منظور شناسایی چهار جدایه مخمری ها ب( شناسایی جدایه

های  بررسی میکروسکوپی، رنگ آمیزی گرم و گیمسا، آزمون

آز، سیترات، جذب منابع  بیوشیمیایی شامل تخمیر قند ها، اوره

کربن مختلف، احیای نیترات، تولید آسکوسپور، تولید اسید از 

های مختلف قند و  ها در غلظت گلوکز، بررسی رشد جدایه

های کشت اختصاصی مانند کروم آگار )افتراق  استفاده از میی 

های کروم آگار( )هایمدیا،   های مخمری توس  میی  بین جدایه

 (.17برای تعیین جنس و گونه انجام گردید ) هند(

: تولید آسکوسپور بالغ به رنگ آبی ج( آزمون تولید آسکوسپور

باشد. گسترش  های زایا به رنگ قرمز می متمایل به سبز و سلول

های مخمری روی لام تهیه و با حرارت میکس  نازکی از سلول

تا  34% مالاشیت سبز و به مدت /و روی گسترش را با میلول 

بار حرارت داده شد. لام را با آب  0تا  3ثانیه پوشانده و  74

ثانیه  34% به مدت /1ثانیه( و با سافرانین  34شسته )به مدت 

( و جدایه 1زمینه لام را رنگ و مورد بررسی قرار داده )شکل 

Aa1 ( 19فاقدآسکوسپور مشاهده شد.) 

: برای تشخیص قطعی گونه مخمر از د( شناسایی مولکولی

افزار  و با نرم PCRو  DNAهای مولکولی، استخراج  روش

BLAST  تطبیق توالی انجام شد. در نهایت دو جدایهAa1   و

Aa4 .شناسایی شدند 

از جفت پرایمرهای    Aa4و    Aa1برای شناسایی ژنتیکی دو جدایه  

NL1    وNL4    18)سیناژن، ایران( به منظور تکثیر ناحیهS rRNA 

استفاده شد. مشخصات پرایمرهای مورد استفاده برای شناسایی  

NL1: 5′-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGژنتیکی  

د. باش   می   NL4: 5′-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3′و    3′-

استخراج شده  PCR ،DNAبرای  µl  /4ترکیب مخلوط واکنش 

µl  1 بافر ،PCR  (X  14  )µl  /( پرایمرها ،mM  14  )µl  0 ،

 pfu، آنزیم µl  1(  dNTPsداکسی نوکلئوتید تری فسفات )

 باشد. می µl  30، آب مقطر دیونیزه µl  1(  /ml5U  152مراز ) پلی
از برنامه تکثیر شامل مراحل واسرشتی اولیه  PCRبرای انجام 

چرخه شامل  34دقیقه،  /درجه سلیسیوس به مدت  /8در 

ثانیه، اتصال در  /0درجه سلیسیوس به مدت  /8واسرشتی در 

 72ثانیه و طویل شدن در  /0درجه سلیسیوس به مدت  7/

  فاقد آسکوسپور. Aa1جدایه : 1شکل 
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دقیقه و مرحله طویل شدن نهایی  1درجه سلیسیوس به مدت 

قطعات  دقیقه استفاده گردید.  7درجه سلیسیوس به مدت  72در 

)2تکثیر شده توس  الکتروفورز بر روی ژل آگاروز    %w/v        )

(QUELAB ، در بافر )کاناداTBE 5x  45/ایران( و ، % )سیناژن

در نهایت   (.24و  18رنگ آمیزی اتیدیوم بروماید مرئی شد )

 .برای توالی یابی به کشور کره ارسال شد PCR میصول

 رودوتورولا گلوتینیس: سویه استاندارد تهیه سویه استاندارده(  

های علمی صنعتی ایران  مرکز پژوهش  ، ازPTCC5256سویه 

روز  3به مدت  SDBخریداری شد. بعد از کشت در میی  

 SDAدرجه سلیسیوس به میی  جامد  34گرماگذاری در دمای 

درجه  34روز گرماگذاری در دمای  /منتقل شد و به مدت 

 سلیسیوس انجام شد.

های  : برای تهیه مایه تلقیح از میی و( کشت و بهینه سازی

استفاده شد. در این مرحله یک لوپ از کشت تازه  SDBکشت 

لیتر میی   میلی 144جدایه شناسایی شده برداشت شد و به 

SDB  20لیتر اضافه شد. سپس به مدت  میلی 44/در یک ارلن 

درجه سلیسیوس قرار  /2ساعت در شیکر انکوباتوردار با دمای

ها در فاز لگاریتمی قرار  داده شد. در پایان این زمان، کشت

داشته و آماده برای تلقیح بودند. بهینه سازی با فاکتور نمک، 

و هوادهی   pHدامنه های مختلف  منبع کربن، منبع نیتروژن، دما،

 (. 21انجام شد )

لیتر میی   میلی /: برای انجام هر آزمایش ز( استخراج رنگدانه

گرم( با سرم فیزیولوژی  /2های مخمر ) کشت حاوی سلول

لیتر اتانول به طور مجزا به  میلی 14شستشو داده شد، و مقدار 

دقیقه ورتکس  /ها به مدت  های مخمر اضافه و سلول سلول

ها از حلال حاوی  گردید. سپس به منظور جداسازی سلول

دقیقه در دمای  14به مدت  rpm  0/44ها با دور  پیگمان، نمونه

درجه سلیسیوس سانتریفیوژ شدند. پس از عبور از فیلترهای  0

مقاوم به حلال، جذب رنگ با استفاده از دستگاه  PTFEسرنگی 

 (.21اندازه گیری شد ) nm 074اسپکتروفتومتر در طول موج  

های کشت و تعیین وزن  ح( روش جداسازی مخمر از میی 

: برای جداسازی مخمرها از میی  کشت مایع از بیومس

سانتریفیوژ کردن سوسپانسیون میی  کشت و توده سلولی به 

دور در دقیقه استفاده شد.  1444دقیقه و با سرعت  /1مدت 

بعد از پایان عمل سانتریفیوژ کردن روماند جدا شده، توده 

سلولی با آب مقطر شستشو شده و بعد از ایجاد حالت 

سوسپانسیون دوباره در شرای  ذکر شده سانتریفیوژ گردیدند. 

برای تعیین وزن خشک سلولی، ابتدا میی  کشت را با دور 

بار با آب مقطر  2دقیقه سانتریفیوژ کرده و /1به مدت  1444

درجه  //شستشو داده شد. سپس از دستگاه فور با دمای 

ها  ساعت برای خشک کردن نمونه 20سلیسیوس به مدت 

 (.23و  22استفاده گردید )

ها در سه تکرار با روش تاگوچی  : همۀ آزمونط( آنالیز آماری

 19ها از نسخه  انجام شدند. برای تیلیل و ارزیابی آماری داده

در سطح احتمال  tاستفاده شد و آزمون   SPSSافزار آماری  نرم

 ها انجام  درصد برای تأیید وجود اختلاف بین میانگین /8

 (.20گرفت )

 

 ها    یا ته     

: با توجه به امکانات الف( نمونه برداری، کشت و جداسازی

آزمایشگاه و بررسی مقالات، کشت پورپلیت و کشت جامد بر 

داده شد. از مایع  CMAو   SDA،YGC ،PDAهای  روی میی 

عدد پلیت  4/نشین شده هر کدام به تعداد  رویی و رسوبات ته

عدد پلیت کشت داده شد. که در اولین و  744که در مجموع 

دومین نمونه برداری، سه نوع کلنی کرم رنگ با مشخصات 

ظاهری متفاوت جداسازی شد. از سومین نمونه برداری کلنی 

گرد نارنجی رنگ جداسازی شد. بهترین روش برای جداسازی 

 PDAو  YGCهای  کلنی نارنجی رنگ پورپلیت برروی میی 

و رشد   PDAو  SDA،YGCبود. بهترین رشد روی سه میی  

)بیومارک، آمریکا( دیده شد.   CMAتری روی میی   کم

طور که اشاره شد تعداد چهار جدایه مخمر از مجموعه  همان

های مرحله اول و دوم و سوم جدا شد. در مرحله  برداری نمونه

اول و دوم مخمر کرم رنگ )مرحله اول پساب اصلی و آخرین 

و در مرحله  Aa3و  Aa2سویه  SDAپساب خروجی پورپلیت 

و  Aa  سویه  CMAپورپلیت  2و  1دوم پساب اصلی و مرحله 

مخمر  Aa1در مرحله سوم پساب اصلی مرحله اول سویه 
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 نارنجی رنگ جدا شد.

های بیوشیمیایی  : نتایج آزمونب( آزمون های بیوشیمیایی

  آمده است. 1کلیدی در جدول 

: پس از تشخیص اولیه با طراحی پرایمر و  ج( شناسایی مولکولی 

)برنامه    Chromaspro، با استفاده از نرم افزار  PCRانجام تکنیک  

% به گونه  Aa1  89ها تعیین گونه شدند. جدایه    بلاست( جدایه 

( و  Rhodotorula mucilaginosa)  رودوتورولا موسیلاژینوسا  

 Debaryomyces) دباریومایسس هانسنی % به گونه  Aa4 89جدایه  

hanseni  ها در    (. توالی سویه 2( شباهت داشت )جدولGenbank  

 ثبت شد.   214/072به شماره دسترسی  

: برای نشان دادن تاریخ تکاملی، این تاکسون د( درخت فیلوژنی

 (.  2مورد تجزیه و تیلیل قرار گرفت )شکل 

تر  های تولید شده در تکرارهای کم های مربوط به پارتیشن شاخه

های تکراری  کنند. درصد درخت % بوت استرپ سقوط می4/از 

 44/که در آن تساوی همراه با هم در آزمون بوت استرپ )

های  ها نشان داده شده است. فاصله تکرار( در کنار شاخه

تکاملی با استفاده از روش احتمالی حداکثر کامپوزیت میاسبه 

های جایگزین در هر سایت قرار  شده و در واحد تعداد پایه

توالی نوکلئوتیدی بود.  23گیرند. این تجزیه و تیلیل شامل  می

نام سویه  
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Aa1 + + + + + - - - + - + + + + + + + - - - - 

Aa2 + + + + + - + - + - + + + + + - + + + - - 

Aa3 + + + + + - + - + - + + + + + - + + - - - 

Aa4 + + + + + + + - + v + + + + + - + + + + - 

 های بیوشیمیایی . آزمونشناسایی جدایه های مخمر تولید کننده بتاکاروتن با استفاده از : 1جدول 

 درصد شباهت های مشابه سویه ردیف
1 MG020687.1 Rhodotorula mucilaginosa 89 
2 KY104848.1 Rhodotorula mucilaginosa 87 
3 KP960513.1 Rhodotorula mucilaginosa 87 
0 KX866277.1 Rhodotorula mucilaginosa 8/ 
/ KT876599.1 Rhodotorula mucilaginosa 8/ 
7 KF646193.1 Rhodotorula mucilaginosa 87 
7 KM246206.1 Rhodotorula mucilaginosa 87 
9 HE660061.1 Rhodotorula mucilaginosa 87 
8 MF927640.1 Rhodotorula mucilaginosa 87 
14 MH298827.1 Rhodotorula mucilaginosa 87 
11 KJ830977.1 Debaryomyces hansenii 89 
12 MG020701.1 Debaryomyces hansenii 89 
13 KR264906.1 Debaryomyces hansenii 87 
10 MG020699.1 Debaryomyces hansenii 88 
1/ LC412702.1 Debaryomyces hansenii 87 
17 HM368665.1 Debaryomyces hansenii 80 
17 MF380980.1 Debaryomyces hansenii 80 
19 KR264903.1 Debaryomyces hansenii 87 
18 KP219444.1 Debaryomyces hansenii 8/ 
24 KP132002.1 Debaryomyces hansenii 87 
21 KP794117.1 Debaryomyces hansenii 8/ 

با  Blastهای منتخب تطبیق خورده از مقایسه میزان شباهت سویه: 2جدول 
 های جداسازی شده. سویه

با استفاده از  Aa4و  Aa1درخت فیلوژنی براساس توالی جدایه : 3شکل 
  پانصد. Boot strapوضریب  Neighbor-Joiningروش 
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تمام مواضع حاوی شکاف و اطلاعات گم شده حذف شدند. 

موقعیت در مجموعه داده نهایی وجود داشت.  34/مجموعا 

 انجام شد. MEGA7تجزیه و تیلیل تکاملی در 

: پس از ح(  استخراج پیگمان، بهینه سازی و تعیین وزن خشک

ها بر روی جدایه شناسایی شده  ها بقیه آزمون تعیین گونه

در مقایسه با سویه استاندارد  رودوتورولا موسیلاژینوسا

انجام شد. میزان تولید رنگدانه و وزن  رودوتورولا گلوتینیس

ها،  خشک هر دو گونه تیت تیمارهای مختلف مانند انواع نمک

قندها، دماهای مختلف، اسیدیته و دور هوادهی مختلف در 

آزمایشگاه بررسی شد، که مقدار بتاکاروتن بر اساس فرمول زیر 

(.  حداکثر مقدار بتاکاروتن پس از 3میاسبه شده است )جدول 

رودوتورولا لیتر برای  میکروگرم بر میلی 7/57بهینه سازی 
ردوترولا لیتر برای  میکروگرم بر میلی 3257و موسیلاژینوزا

 و بر اساس فرمول زیر به دست آمد. گلوتینیس

 nm 074 ×2/52(= جذب نوری در طول موج  µg/mlمقدار بتاکاروتن ) 

های  نارنجی بر روی میی -با وجود کلنی صورتی Aa1جدایه 

های بیوشیمیایی به  کشت سابرودکستروز آگار و بر اساس آزمون

شباهت داشت. پس از گرماگذاری در  رودوتورولاجنس 

Rhodotorula glutinis Rhodotorula mucilaginosa   

 متغیر
 وزن خشک جذب نوری مقدار بتاکاروتن وزن خشک جذب نوری مقدار بتاکاروتن

mg/ml µg/ml mg/ml µg/ml 

 سولفات آهن 45447 35444 7/57 4547/7 45448 15344 32577 4543277

 سولفات منیزیم 45/71 15384 3/5429 4543/429 45/74 45914 245012 45424012

 کلرید کلسیم 45/72 15984 075729 45407729 45/84 45944 24517 4542417

 سولفات مس /4544 15887 45288/ 454/4288 45447 45884 205809 45420809

 سدیم نیترات 45/39 15034 375437 45437437 45/04 /4530 95780 45449780

 آمونیوم سولفات /45/7 25738 775/42 45477/42 /45/7 45894 205787 45420787

 آمونیوم نیترات 45/09 157/7 015731 45401731 45/29 15244 34520 4543420

 اورنیتین 45447 15227 /34598 /4543498 45448 452/8 75/27 45447/27

 پپتون کازیین 45449 15204 315209 45431209 45447 45/74 105370 45410370

 عصاره مخمر 45447 15308 335880 45433880 /4544 45073 115818 45411818

 سوکروز 45443 25408 15730/ 454/1730 45440 45724 1/5720 4541/720

 گلوکز /4533 15937 075277 45407277 45334 45922 2457100 454247100

 فروکتوز 45/74 15910 0/5712 4540/712 45/04 45/83 1058037 454108037

 194هوادهی دور  45420 15297 325032 45432032 45421 45/78 105/84 45410/84

 1/4هوادهی دور  45401 25933 715381 45471381 45409 15317 335173 45433173

 244هوادهی دور  454/3 15828 095714 45409714 454/8 45943 /24523 /4542423

 درجه سلیسیوس 14 45271 15271 325428 45432428 454 454 454 454

 درجه سلیسیوس /1 45/79 15077 375224 45437224 45/79 45282 753/9 454473/9

 درجه سلیسیوس 24 45/77 15810 095232 45409232 45/77 45223 5718/ 4544/718

 درجه سلیسیوس /2 45/79 15232 315407 45431407 45/78 15444 2/52 4542/2

 درجه سلیسیوس 34 45413 /2503 715372 45471372 45418 15221 3457782 454347782

 درجه سلیسیوس /3 45871 25431 15191/ 454/1191 45981 45/84 105979 45410979

454431/ 351/ 4512/ 45//7 45413/32 135/32 45/37 45/77 pH  1 
45447123 75123 45203 45094 454131/0 1351/0 45/22 45//4 pH 3 
454224/ 2254/ 4597/ 45/74 4541/072 1/5072 45710 45/7/ pH / 
45422342 225342 4599/ 4544/ 45420724 205724 45877 45443 pH 7 
45423799 235799 4580 45447 45417337 175337 45799 45440 pH 8 
45410880 105880 45/8/ 45/78 45423810 235810 45808 45/72 pH 14 

45419324 195324 45727 45441 4542/488 2/5488 45887 45442 pH 11 

45419419 195419 4571/ 45443 45424817 245817 45934 45440 pH 12 

 بهینه سازی، استخراج پیگمان و تعیین وزن خشک.: 3جدول 
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های مخمری با رنگ کلنی  های کروم آگار کاندیدا، جدایه میی 

کند.    ها را ایجاد می   متفاوت ظاهر شدند، که توان افتراق بین جدایه 

های سبز و آبی بر    با تشکیل به ترتیب کلنی   Aa3و    Aa2دو جدایه  

روی این میی  کشت افتراقی و بر اساس آزمون های دیگر به نظر  

شباهت داشته باشند و    (Candida)  کاندیدا های    رسد، که به گونه   می 

با داشتن کلنی کرم رنگ بر روی میی  پتیتو دکستروز    Aa4جدایه  

های میکروب شناسی و    های دیگر و بر اساس آزمون   آگار و میی  

  دباریومایسس بیوشیمیایی مورد بررسی شباهت به جنس  

(Debaryomyces)   های جدول    (. داده /تا    3های    را نشان داد) شکل

توصیفی و نمودار هوادهی، منابع نیتروژن و دما به وضوح میزان  

  رودوتورولا موسیلاژینوسا بتاکاروتن بیشتری و اختلاف آماری را در  

های جدول توصیفی و نمودار در    همچنین داده .  دهند   نشان می 

رودوتورولا  بتاکاروتن بیشتری را برای    8و    /  pHگستره  
مورد بررسی میزان    pHنشان داد، اما در سایر دامنه    گلوتینیس 

بیشتر بود. همچنین با  رودوتورولا موسیلاژینوسا  بتاکاروتن در  

رودوتورولا افزایش میانگین بتاکاروتن در آنالیز آماری  

 تایید گردید.  رودوتورولا گلوتینیسنسبت به  موسیلاژینوسا

 
 بح    

گونه بومی جداسازی شده در این تیقیق  توانایی تولید 

( Hernández-Almanzaآلمانزا )-. هرناندزبتاکاروتن را داشتند

های رنگی  بیان کردند که رنگدانه 2410و همکاران درسال 

سلول به دلیل تولید زیاد کارتنویید، مسئول  استخراج شده از 

ها در برابر اثر واحد اکسیژن و تابش بیش از    حفاظت از سلول 

 (.  /2حد از طیف نور مرئی و اشعه ماورای بنفش هستند ) 

قارچ تک سلولی )مخمر( شناسایی شده در این تیقیق قادر به  

تواند وارد صنایع غذایی شود.    باشد و می   سنتز کارتنویید می 

بیان کردند که    /241و همکاران در سال  (  Woodsideوودساید ) 

  به تفکیک منابع نمک )چپ( و هوادهی )راست(. رودوتورولا گلوتینیسو  رودوتورولا موسیلاژینوسامقدار بتاکاروتن در : 3شکل 

  در منابع نیتروژن )چپ( و کربن )راست(. رودوتورولا گلوتینیسو  رودوتورولا موسیلاژینوسامقداربتاکاروتن در : 0شکل 
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ها قادر به بیوسنتز کاروتنوییدها نیستند، بنابراین باید با    انسان 

 (.  27رژیم غذایی خود کاروتنویید دریافت کنند ) 

بیان کرد که افزایش آگاهی    2410در سال  (  Panesarپانسار ) 

مصرف کننده از اثر منفی رنگدانه مصنوعی بر سلامت انسان و  

در رژیم غذایی سالم، موجب افزایش علاقه در مصرف  

بتاکاروتن گونه مخمر بومی    .(27)  شود   های طبیعی می   رنگدانه 

های    تواند به جای افزودنی   جداسازی شده در این تیقیق می 

و همکاران درسال  (  Carochoکارکو )   شیمیایی جایگزین شود. 

مخمری در صنعت مواد  های    اظهار داشتند که رنگدانه   /241

 گیرد   های مصنوعی مورد استفاده قرار می   غذایی به جای رنگ 

(29). 

دراین تیقیق با روش بیوتکنولوژی از گونه مخمر بومی 

دسترسی به منابع  شناسایی شده کارتنویید بهینه و افزایش یافت.

اکسیدان  ها و داروهای آنتی طبیعی و ارزان برای تولید مکمل

ها در  تواند کمک بزرگی در جلوگیری از اثرات اکسیدکننده می

بدن باشد. به طور سنتی، کاروتنوئیدها از گیاهانی مانند آناتو، 

که امروزه  شوند، در حالی پاپریکا و زعفران استخراج می

کاروتنوئیدهای میکروبی به دلیل سهولت دسترسی و افزایش 

تولید با استفاده از شرای  معمول زیست مییطی و 

اند. استفاده تجاری  های ژنتیکی مورد توجه واقع شده دستکاری

از مخمرهای بومی و ملی با پتانسیل بیوتکنولوژی تولید 

تر مورد بررسی قرار گرفته است.  های کاروتنوئیدی کم رنگدانه

( شواهدی Phaffia rhodozyma)  فافیا رودوزیماعلاوه بر 

های  وجود دارد که ظرفیت تولید کاروتن توس  سایر گونه

(. 34و  28تواند بسیار بالا باشد ) میرودوتورولا بومی جنس 

معرفی یک گونه مخمری تولید کننده بتاکاروتن به صنعت که از 

لیاظ اقتصادی ارزان و در دسترس باشد و همچنین بالاترین 

توان تولید رنگدانه را داشته باشد، برای استفاده در صنایع 

مختلف بسیار حائز اهمیت است. از طرفی اگر این سویه 

مخمری به صورت بومی از ضایعات بدون استفاده جداسازی 

شود که در این تیقیق  شود، ارزش صنعتی آن چند برابر می

معرفی شد. با بهینه سازی  رودوتورولا موسیلاژینوساگونه بومی 

شرای  رشد مخمر، میزان تولید کاروتنوئیدها در مقایسه با 

از مخمرهای رودوتورولا شود.  های دیگر چندین برابر می گونه

تواند منبع مهمی  فلور نرمال در بدن انسان است، از این رو می

در تولید بتاکاروتن برای کاربرد صنعتی برای انسان باشد. بهینه 

سازی درشرای  زیست مییطی در تخمیر میکروبی لازم است 

 تا از پتانسیل سویه میکروبی بهره برداری کامل انجام شود

 (. 32و  31)

متغیرهای بهینه سازی در این تیقیق منجر به افزایش کارتنویید 

 رودوتورولا گلوتینیسشد. زیست توده برخی از مخمرها مانند 

به عنوان یک منبع برای سنتز بتاکاروتن مورد استفاده قرار 

گیرد که به طور قابل توجهی موجب افزایش سوددهی  می

دهد  اقتصادی فرآیندهای بیوتکنولوژی است. این مساله نشان می

مخمرها پتانسیل سنتز کارتنوییدها را در صنعت دارند و 

همچنین عوامل زیست مییطی انتخاب شده در افزایش و 

  های )راست( مختلف. pHدر دما )چپ( و  رودوتورولا گلوتینیسو  رودوتورولا موسیلاژینوزامقدار بتاکاروتن در : /شکل 
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(. این تیقیق ارزان 33ها تاثیر به سزایی دارد ) وری بیشتر آن بهره

 باشد. قیمت با سوددهی بالا می

BCC Research  های  بیان کرد که با توجه به داده 2417در سال

، به 2410جهانی منتشر شده، بازار جهانی کارتنویید در سال 

شود تا سال  بینی می میلیارد دلار گزارش شد و پیش 51/ارزش 

 (. 30میلیون دلار افزایش یابد ) 951ارزش آن به  2419

رودوتورولا ( و همکاران، Aksuzبرطبق نتایج پژوهش آکسوز )
دارای بالاترین پتانسیل تولید کاروتنوئید نسبت به  موسیلاژینوسا

های  گونه استاندارد مورد استفاده در این مطالعه است، که با داده

شود. پژوهش های مختلف نشان داده  این تیقیق نیز تایید می

یکی از امیدوار  رودوتورولا موسیلاژینوسااست که در آینده 

های به منظور تولید تجاری  ترین میکروارگانیسم کننده

 کاروتنوئیدها با بهینه سازی شرای  میی  کشت خواهد بود 

هایی مانند ماهیت تک سلولی، رشد سریع  (. به دلیل ویژگی/3)

رودوتورولا و توانایی تولید کاروتنوئیدها به ویژه تورولولدین، 
 به عنوان یک مخمر صنعتی بالقوه مورد توجه  موسیلاژینوسا

 (. 37می باشد )

در این تیقیق، با توجه به علاقه جدید به کاروتنوئیدهای 

میکروبی، عوامل استرس موثر بر کاروتنوئژنز، با ابزارهای 

تیلیلی پیشرفته به منظور تولید کاروتنوئید بررسی شده است. 

ها موجود در  ترین انواع رنگدانه کاروتنوئیدها یکی از رایج

طبیعت هستند که با توجه به خواص بیولوژیکی شان به طور 

گسترده در لوازم آرایشی و بهداشتی در صنایع غذایی و 

ها به  شوند. بر این اساس، بازار جهانی آن خوراکی استفاده می

به  2419رود در سال  طور مداوم در حال رشد است و انتظار می

توانند  میلیارد دلار برسد. کاروتنوئیدها به راحتی می 150حدود 

ها به  با سنتز شیمیایی تولید شوند، اگر چه تولید بیوتکنولوژی آن

سرعت جایگزین جذاب برای مسیر شیمیایی است، نگرانی در 

های    مصنوعی در میان مخمرها و جدا از گونه های  برابر رنگدانه

، تعداد کمی از  (Phaffia rhodozyma) فافیا رودوزیما  رنگی 

،  رودوتورولا (،  Rodosporidium)   رودواسپوریدیوم های    گونه 

 اسپوریدیوبولوس    ( و Sporobolomyces)   اسپوروبولومایسس 
(Sporidiobolus به خوبی تولید کننده کاروتنوئید هستند. این ،)    ها

شود و اخیرا به طور گسترده    شناخته می “ مخمرهای قرمز ”به عنوان  

ها برای ترکیب با    مورد مطالعه قرار گرفته است و توانایی آن 

کاروتنوئیدها، از منابع کربن کم هزینه به طور گسترده ای مورد  

   (.37مطالعه قرار گرفته است. ) 

مواد شیمیایی استفاده شده در این تیقیق تولید کارتنویید را 

ثابت  2411( و همکاران در سال Saengeسینگ ) افزایش داد.

کردند که حضور ترکیبات و مواد شیمیایی مختلف در میی  

 رودوتورولا گلوتینیستواند تولید کاروتنویید توس   کشت می

( و همکاران نشان Johnsonجانسون ) .(39را تشدید کند )

ها با مقدار زیست توده سلولی  دادند که مقدار کل کاروتنوئید

های کاروتنوئیدی در اکثر  رابطه مستقیم ندارد. تجمع رنگدانه

شود و در فاز ثابت  مخمرها در مرحله فاز لگاریتمی شروع می

(. مشاهده شد که کاروتنوئیدها تقریبا به 38- 02یابد ) ادامه می

اند که با نتایج مطالعه  طور موازی با رشد سلول تشکیل شده

( و همکاران Yimyootحاضر هم خوانی ندارد، اما یموت )

های مختلف دارای الگوهای مختلف برای  نشان دادند که سویه

تولید کاروتنوئید هستند که مشابه نتایج این مطالعه برای 

 (.  03بوده است ) رودوتورولاهای مختلف  سویه

با بهینه سازی در موارد مختلف منبع نمک و منبع نیتروژن، منبع 

، نتایج به دست آمده نشان داد که سویه  pHکربن، هوادهی، دما،

Aa1  بیشتر از سویه استاندارد رشد و تولید بتاکاروتن داشته

است. در پژوهش حاضر بیشترین میزان تولید بتاکاروتن توس  

رودوتورولا سویه بومی جداشده از پساب کارخانه چرم 

پس از بهینه سازی در مجاورت سولفات آهن  موسیلاژینوسا

 ، هوادهی 157/، قند سوکروز 3358، عصاره مخمر 7/57

درجه سلیسیوس(  34، درجه حرارت )7150( 1/4)با دور

میکروگرم  2/51،  مقداری معادل با pH  11و در  715372

درمیلی لیتر به دست آمد.  این مقادیر در مقایسه با  بتاکاروتن 

 رودوتورولا گلوتینیستولید شده توس  سویه استاندارد 

گیر بود. بدین ترتیب این مخمر در شرای  یاد شده  چشم

تواند در صنعت مقدار زیادی بتاکاروتن تولید نماید. نتایج  می

نشان داد که حداکثر میزان تولید کل کاروتنوئیدها به طور 

مستقیم با حداکثر میزان بیوماس سلولی و نوع کاروتنوئید 
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ها ممکن است بسته به نوع  ارتباطی ندارد و میزان نسبی آن

رسد که مخمرهای کاروتنوژیک  مخمر متفاوت باشد. به نظر می

یک واکنش مشترک از رشد سلولی و تولید کاروتنوئید در پاسخ 

 دهند.  های مختلف انکوباسیون را نشان نمی به دوره

با وجود شناسایی چگونگی بیوسنتز کاروتنوئید توس  

ها عمدتا به دلیل  استفاده صنعتی آن رودوتورولا،مخمرهای 

های تنظیم کننده بیوسنتز  کم  اطلاعات ضعیف در مورد مکانیسم

است. واضح است که هر دو گونه دارای توانایی تولید 

 کاروتنوئید هستند. 

با این حال، مطالعات بیشتری برای روشن ساختن مسیر تولید 

رنگدانه توس  این سویه بومی در صنایع غذایی، دارویی و 

لوازم آرایشی مورد نیاز است. استفاده از نتایج بهینه سازی تولید 

زیست توده و رنگدانه بتاکاروتن در مورد این گونه بومی می 

تواند زمینه ساز و نویدبخش  استفاده از آن ها  در فرایندهای  

  (.00صنعتی در آینده نزدیک باشد )

 

 نتیجه  یری           

جدا شده از پساب کارخانه  رودوتورولا موسیلاژینوسامخمر 

دارد. بنابراین،   را  بالا  پتانسیل  با  کاروتنوئید  تولید  توانایی ،چرم

تواند امکان استفاده از این مخمر در  انجام تیقیقات بیشتر می

 صنایع غذایی و دارویی برای پیشگیری از سرطان را فراهم کند.
 

 تشکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از پرسنل آزمایشگاه تیقیقاتی دانشگاه 

آزاد اسلامی واحد تهران شمال به دلیل همکاری صمیمانه در 

 اجرای این پژوهش کمال امتنان را دارند.
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Abstract 

Background & Objectives: Yeasts have a special value for human in biotechnology because of the 

production of pigments. Rhodotorula species produce high amounts of beta-carotene. The aim of 

this study was to maximize the production of beta-carotene at least prices from native yeast  

species. 

Materials & Methods: The four isolation evaluated were isolated from specific environments  

during three stages of sampling from the waste leather factory.  Subsequently, two isolates of Aa1 

and Aa4 were identified using the biochemical test and PCR technique. The production of  

beta-carotene was determined by the identified isolates and a standard strain in different  

conditions of salt, nitrogen source, carbon source, aeration, temperature, and pH. Optical  

absorption of the pigment was read through spectrophotometer at 470 nm.  

Results: Among the four isolates, only the isolate Aa1 is capable to produce carton-free pigment. 

The genetic identification of the two isolates Aa1 and Aa4 confirmed 98% similarity to those of 

Rhodotorula mucilaginosa and Debaryomyces hanseni, respectively. The results showed that the 

maximum production of beta-carotene was obtained after optimization of 75.6 μg/ml for 

Rhodotorula mucilaginosa and 32.7 μg/ml for Rhodotorula glutinis (standard strain).  

Conclusion: The isolation of native species and the optimization of its functional activities in the 

laboratory is not only useful in the production of high-quality industrial products, but also the use 

of the native species is highly economical.  

Keywords: Optimization, Beta-carotene, Antioxidant, Rhodotorula. 

Correspondence to: Mohaddeseh Larypoor 

Tel: +98 9122885346 

E-mail: mlarypoor@yahoo.com 

Journal of Microbial World 2019, 12(1): 39-52. 

Journal of Microbial World 

Volume 12, No. 1, April 2019 

52 

Copyright © 2019, This article is published in Journal of Microbial World as an open-access article distributed under the terms of the 

Creative Commons Attribution License. Non-commercial, unrestricted use, distribution, and reproduction of this article is permitted in 

any medium, provided the original work is properly cited. 


