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  بالا به اتانول از  با قابليت تحمل ساكارومايسس سرويزيهجداسازي سويه صنعتي 
  سازي ايرانهاي الكلكارخانه

  و نوشين ابوالحسن مقدمي *فرشاد درويشي

 انشكده علومد مراغه، دانشگاه مراغه،

  2/7/97 :تاريخ پذيرش  11/4/97 :تاريخ دريافت

  چكيده

تغييرات آب و هوايي عوامل  ها و انتشار گاز دي اكسيد كربن و نگراني دربارههاي فسيلي، افزايش قيمت سوختكاهش سوخت
هاي مايع و گازي هستند كه توسط هاي زيستي ميكروبي، سوختسوخت. هاي زيستي هستندمحرك براي توليد سوخت

براي توليد . ي نفتي استهاي پايهاتانول يك سوخت زيستي جايگزين مناسب براي سوختبيو .شوندها توليد ميسمميكروارگاني
هاي مخمري مناسب با تحمل بالا به اتانول و توليد بالاي اتانول صنعتي و در مقياس بالاي بيواتانول، اولين مرحله جداسازي سويه

 هاي كارخانه از اتانول به بالاتحمل  تيبا قابل هيزيسرو سسيساكاروما يصنعت هيسو يزجداسااز اين رو هدف اين تحقيق، . است
با بيشترين  ساكارومايسس سرويزيه سازي براي جداسازي سويههاي الكلنمونه برداري از چند كارخانه .بود رانيا سازي الكل

تخمير شناسي، بيوشيميايي نظير هاي ريختآزمايش مخمر منتخب توسط سويه. ميزان توليد و تحمل به اتانول صورت گرفت
 درصد 8منتخب مخمر   هيسو. و همچنين با روش مولكولي مورد بررسي قرار گرفت جذب تركيبات نيتروژني و كربني ،قندي

ه سويه تاييد كردند ك شناسي، بيوشيميايي و مولكوليهاي ريختآزمايش .داشت درصد اتانول تحمل 12كرد و به  ديتولاتانول 
مخمر  يصنعت هيسو .گذاري شدنام 101سهند  ساكارومايسس سرويزيهاست و اين سويه مخمر  ساكارومايسس سرويزيه مخمر

 يها با روش ديتول شيو افزا يمطالعات بعد يبرا تواند يماز لحاظ توليد و تحمل به اتانول مناسب  يها يژگيجدا شده با و
  . كار رودب اكتوروريدر سطح ارلن و ب يساز يساز نهيبه

  .، بيواتانولصنعتي سويه جداسازي، شناسايي، مخمر، :هاي كليديواژه

  f.darvishi@ymail.com  :پست الكترونيكي،  041-37278900 :نويسنده مسئول، تلفن* 

 مقدمه

پذير و داراي ناهاي تجديدهاي فسيلي جزء سوختسوخت
اي منابع محدود هستند و به دليل انتشار گازهاي گلخانه

 88حدود  .)19( باشند زيست مضرتوانند براي محيط مي
 هاي فسيلي هستنددرصد از مصرف انرژي جهاني، سوخت

 هاي فسيلي، نگراني دربارهكم شدن ذخاير سوخت). 24(
اي غييرات آب و هوايي و افزايش انتشار گازهاي گلخانهت

از جمله دي اكسيد كربن از جمله دلايل براي سوق دادن به 
هاي سوخت .)24( باشندهاي زيستي ميسمت سوخت
هاي گازي و مايع با منشاء زيستي هستند زيستي، سوخت

- بيو. شوندپذير مشتق ميهاي آلي تجديدتودهكه از زيست

هاي هاي زيستي، بيوديزل و روغن، بيوگاز، الكلهيدروژن
پذير هستند كه هاي زيستي تجديدزيستي از سوخت

ها و كاهش تحقيقات جهاني براي توليد اين سوخت
   .)10( محيطي در جريان استزيست آلودگي 

 نمكاا، ليزروهيد و رپيشتيما، تخمير ييندهاآفر به توجه با
و  بيوشيميايي تاتركيب ژي،نرا منابع اعنوا توليد
 ورزيكشا يليگنوسلولز يپسماندهااز  يستيز يهاآوردهفر
توليد ميكروبي اتانول به عنوان سوخت زيستي . دارد دجوو
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 توليد هاي جديدكارخانه وده ودر حال توسعه ب سريعاً
 شوند تا ميزان توليد را افزايش دهند والكل راه اندازي مي

براي افزايش ميزان را هايي محققان نيز راه در اين بين
- هايي كه مييكي از راه .)4و  2( كننداتانول جستجو مي

كمك نمايد، توسعه افزايش ميزان توليد اتانول  تواند به
 ).23(استفاده در تخمير است هاي ميكروبي مورد سويه

توانند براي توليد اتانول مورد هايي كه ميميكروارگانيسم
 موكور اينديكوسها مثل چاستفاده قرار گيرند شامل قار

)Mucor indicus( )14(زيموموناس مثل  ها ، باكتري
و  ساكاروماسيس سرويزيهمانند  هاو مخمر )21(موبيليس

   سيانوسككلاورومايسس مار
)Kluyveromyces marxianus (باشندمي )22(.  

، اتانولمخمرها در بسياري از فرآيندهاي صنعتي مثل توليد 
و محصولات ) مخمر نان و مخمرهاي غذايي(زيست توده 
علاوه بر اين از مخمرها . شوندنوع استفاده ميمتابوليكي مت

ها، ها، ويتامينمحصولات شامل آنزيم براي توليد انواع
 هاي پلي هيدريكساكاريدها، كارتنوئيدها، الكلپلي

)Polyhydric alcohols(دها، گليكولپيدها، اسيد ي، ليپ
كربن و همچنين تركيبات سنتز سيتريك، اتانول، دي اكسيد

برخي از . ده شده استاستفانو تركيب  DNAشده با ايجاد 
شوند و برخي از اين توليدات به صورت تجاري توليد مي

استفاده از  .ها داراي اهميت زيست فناوري هستندآن
 7000گردد كه حدود ميهاي باستان برمخمرها به زمان

همچنين . توليد شد) Sumeria( سال قبل از ميلاد در سومر
ا به سال قبل از ميلاد، مخمر ر 100روميان باستان در 

شير . ها مورد استفاده قرار دادندصورت مايه نان در نانوايي
هاي توسط سويه) Kefyr( نيز به صورت كفير

هاي الكل .در كشورهاي آسيايي توليد شد كلاورومايسس
سنتز شيميايي از نفت  سوختي و صنعتي معمولاً به وسيله

درصد از  20، مخمرها 1977آيد اما در سال به دست مي
 1984را به خود اختصاص دادند و درسال  اين توليدات

درصد  87مخمرها سهم خود را در توليد اتانول به 
بسياري از تحقيقات اكولوژيكي و تكنولوژيكي . رساندند

 ساكارومايسس سرويزيهاند كه اين فرضيه را تأييد كرده
ها هستند كه تخمير الكلي هاي خاصي از مخمرگونه
مخمري است كه  و نيز )20( دهندها را انجام ميآبميوه

  ).6( بيشترين استفاده را در توليد اتانول صنعتي دارد

 گرفته قرار توجه مورد امروز به تا كه تحقيقاتي بيشترين
 باشد مي اتانول كننده تحمل هاي ارگانيسم جداسازي است،

 اتانول بيشتر بازده و توليد به پيشرفت اين به يابي دست كه
 صنعتي، و بالا مقياس در اتانول دتولي جهت. كند مي كمك
 اتانول توليد براي مناسب هاي سويه جداسازي قدم اولين
 ي سويه كه بود اين بر سعي تحقيق اين در كه باشد مي

 با سرويزيه سسيساكاروما مخمر بومي و صنعتي مناسب
 هاي كارخانه از برداري نمونه با اتانول نسبت بالا تحمل
   .شود جداسازي ايران سازي الكل

  هامواد و روش
برداري از سه كارخانه در اين تحقيق نمونه: برداري نمونه
 –كيلومتري جاده مراغه  17سازي سهند مراغه در  الكل

كرج  - كيلومتري جاده قزوين 10در تهران، بيدستان قزوين 
 - ي مياندوآبجادهكيلومتري  10و گلريز مياندوآب در 

هاي مختلف رداري از قسمتبنمونه. دژ انجام گرديدشاهين
براي جداسازي ) ي تخميرمرحله و كشتپيش (كارخانه 

  . سويه مناسب انجام شد

ها در نمونه: مخمرهاكشت  شرايط و كشت هاي محيط
براي جلوگيري از رشد ) مرك( YGCمحيط كشت 

، كه به YGCمحيط كشت جامد .ها كشت داده شدندباكتري
- ر حل و بعد از آمادهگرم بر ليتر در آب مقط 40ميزان 

 15گراد به مدت درجه سانتي 121سازي، محيط در دماي 
اين محيط براي رشد مخمر و عدم . دقيقه استريل گرديد

محيط كشت  .ها تهيه شدها و جداسازي نمونهرشد باكتري
YPD مغذي براي رشد مخمرها و بررسي توليد  يمحيط

كشت تركيبات محيط . ها تهيه شداتانول توسط مخمر
YPD )Yeast extract peptone dextrose ( شامل گلوكز
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عصاره مخمر ) گرم در ليتر 20(، پپتون )گرم در ليتر 20(
. باشدمي) گرم در ليتر 05/0(و تيامين ) گرم در ليتر 10(

را به ساير  )مرك( آگار درصد 2براي ساخت محيط جامد 
درجه  121تركيبات افزوده و در نهايت محيط در دماي 

 .گرديددقيقه در اتوكلاو استريل  15گراد و به مدت انتيس
ملاس چغندر قند از كارخانه قند مياندوآب خريداري و 

. آماده گرديد 18محيط كشت ملاس چغندر قند با بريكس 
باشد كه يك درجه از درجه بريكس ميزان قند محلول مي
گرم  100در  )مرك( بريكس شامل يك گرم از ساكارز

 2. اين ميزان توسط بريكس سنج سنجش شد .محلول است
گرم بر ليتر اوره  2و ) مرك(گرم بر ليتر از سولفات آمونيوم 

  .نيز براي ساخت اين محيط افزوده شد) مرك(

براي : مخمر به اتانولصنعتي هاي بررسي تحمل سويه
ها در هاي مخمر به اتانول، آنبررسي ميزان تحمل سويه

درصد اتانول  12تا  10جامد داراي  YPD محيط كشت
رشد . گرديد بررسيها كشت داده و رشد يا عدم رشد آن

تحملشان به اتانول  دهندهها در داخل اين محيط نشانسويه
ها در سازي شده از كارخانهجدا سويه 80در نتيجه . است
هاي داراي اتانول كشت داده شدند تا بهترين نمونه محيط

تحمل را به اتانول دارند، انتخاب  ها كه بيشتريناز ميان آن
  .شوند

اتانول توسط مخمر در محيط كشت كمي بررسي توليد 
ملاس،  طياتانول در مح زانيم يكم يجهت بررس: صنعتي

 48جامد به مدت  YPD طيمح در سويه مخمر منتخبابتدا 
 20 طيدر مح يكلن كيسپس  .ساعت كشت داده شدند

ي ليم 100ر ارلن كه د 18 كسيملاس با بر يتريلي ليم
ساعت از  24و پس از  ديگرد حيتلق شده بودند هيته يتريل

مجدداً به  تريلي ليم كي زانيها به م از نمونه كيهر 
ملاس با  تريل يليم 20 يحاو يتريل يليم 100 يها ارلن
 20كشت ملاس  يها طيمح. شد حيتلق 18 كسيبر
 ساعت در انكوباتور 48در ارلن، به مدت  يتريل يليم
قرار داده  گراديدرجه سانت 29 يو دما 200با دور  كرداريش

 جاديا يرشد كنند، سپس برا يهواز طيشد تا در شرا
 يتريل يليم 50دربسته  يها به ظرف طيمح ،يهوازيب  طيشرا

در ظروف،  يبا قرار دادن سرنگ در رو. انتقال داده شدند
شده توسط  ديكربن تول دياكس يگاز د خروجي برا يراه
و  گراديسانت درجه 29 يدر دما  نمونه .ديگرد جادير امخم

قرار داده  كرداريش انكوباتور قهيدور در دق 200چرخش 
شمارش تعداد  واتانول توليد  زانيمبراي تعيين . شد

  .انجام گرفت يبردار نمونه روزهر مخمر هاي  سلول

-براي ريخت: از طريق ريخت شناسي مخمرشناسايي 

جامد كشت داده و  YPDا را روي هها، آنشناسي كلني
شكل مخمر . هاي ظاهري كلني در پليت بررسي شدويژگي

 40تك سلولي نيز در زير ميكروسكوپ نوري با عدسي 
 .مشاهده گرديد

 ريتخم: بررسي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي مخمر
مخمرها در توانايي تخمير قندها با هم  :اه دراتيكربوه

ي توليد گاز دي اكسيد به وسيلهمتفاوتند كه اين توانايي 
- گيري ميي دورهام اندازهكربن و تجمع آن در داخل لوله

درصد  2هاي دورهام شامل لوله آزمايش حاوي لوله. شود
درصد است،  4به جز رافينوز كه معمولاً (از محلول قندي 

چون برخي سويه ها فقط يك قسمتي از اين مولكول را 
قندهاي مورد استفاده در . شوداستفاده مي) كنندمصرف مي

رافينوز، -Dمالتوز، -Dآرابينوز، -Lاين بررسي شامل 
-Dگالاكتوز، سوكروز و - Dزايلوز، -Dمانيتول، -Dلاكتوز، 
لوله يك  .باشندمي) همه قندها از محصولات مرك(سلبيوز 

 ي منتخبمايع براي سويه YPDآزمايش حاوي محيط 
ر آن تلقيح گرديد، جامد د YPDآماده شد و يك كلني از 

ساعت قرار داده  24سپس در داخل انكوباتور به مدت 
حيط تلقيح مورد استفاده ند و به عنوان مشدند تا رشد ك

هاي آزمايش حاوي محيط كشت به ي لولهتهيه .دقرار گير
جز رافينوز (گرم از قندها  2 ابتدا كه اين صورت انجام شد

عصاره مخمر در  گرم از 1به علاوه ) باشدگرم مي 4كه 
هاي دورهام ليتر آب مقطر حل شد سپس لولهميلي 100
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كوچك را به صورت برعكس داخل محيط انداخته و در 
دقيقه استريل كرده  10گراد به مدت سانتي درجه 110دماي 
. هاي دورهام به پايين بروند و در ته قرار بگيرندتا لوله
د، از محيط درص 1هاي حاوي محيط قندي به ميزان لوله

 ،بودكشت داده شده  مايع كه حاوي سويه YPDكشت 
 28درجه سانتيگراد به مدت  25ها در دماي لوله. شدتلقيح 

هاي دورهام براي كدورت محيط و لوله. روز انكوبه شدند
كه نتايج به صورتي كه  ندها بررسي شدتجمع گاز داخل آن

  ).15( شوندآمده است، خوانده مي 1جدول در 

هاي آزمايش حاوي لوله :تركيبات كربن) Absorption( جذب
 نيتروژن ليتر محيط كشت كه شامل محيط پايهميلي 5
  . باشد، آماده شدو قند و آب مقطر مي )YNB ()سيگما(

ها توسط مخمرها روش تفسير نتايج تخمير كربوهيدرات -1ول دج
)11(  

 روز7پر شده از گاز تا  مثبت قوي  +  
L) Late(  از گاز به صورت سريعپر شده مثبت تأخيري

 روز7بعد از
S)Slow(  7پر شده از گاز به آرامي بعد از  مثبت كم

 روز
W)Weak(  لوله3/1پر شدن گاز كمتر از  مثبت ضعيف

 دورهام
 عدم پرشدن گاز  منفي _ 

V)Variant(  و برخي ديگر+برخي سويه ها  متغير
 هستند–

ز گرم ا 5ي نيتروژن و گرم از محيط پايه 7/6اين اساس  بر
ليتر آب تهيه شد و با  فيلتراسيون، استريل ميلي 100قند در
رافينوز، لاكتوز، -Dمالتوز، -Dقندها شامل آرابينوز، . گرديد

D- ،مانيتولD- ،زايلوزD- گالاكتوز، سوكروز وD- سلبيوز
 5/4ليتر از محيط آماده شده را در ميلي 5/0سپس . باشندمي

هاي آزمايش، ي لولهبرا. ليتر آب مقطر مخلوط كرديمميلي
ي منتخب، حاوي سويه YPDدرصد از محيط كشت  1

الي  3گراد به مدت درجه سانتي 25تلقيح كرده و در دماي 

ساعت يك بار  24- 48ها هر هفته انكوبه گرديد و لوله 4
ها از يك كاغذ سفيد براي بررسي اين لوله. بررسي شدند

باشد تر ميمميلي 7/0رنگ كه داراي خطوط سياه با قطر 
استفاده شد و با قرار دادن كاغذ در پشت محيط نتايج به 

اگر خطوط به طور كامل ديده  .صورت زير گزارش شد
؛ +2: ؛ خطوط به صورت نامرتب ديده شود +3: نشود

؛ خطوط به طوركامل و + 1: خطوط قابل تشخيص باشند 
نتايج به . باشدجدا از هم ديده شوند نتيجه منفي مي

  ).15(شوند گزارش مي 2ول صورت جد
  )11(روش قرائت نتايج حاصل از جذب تركيبات كربن  -2جدول 
در طي يك الي + 2و + 3اگر نتايج   (+) مثبت

  .آيددو هفته به دست 
بلافاصله بعد از  + 2و + 3اگر   )L(مثبت تأخيري 

  .هفته مشخص شود
  .خوانده شود+ 1اگر  )W(مثبت ضعيف 

به طور واضح و  اگر خطوط  )-( منفي
  .مشخص ديده شوند

محيط استوك نيتروژني با غلظت : جذب تركيبات نيتروژن
گرم از محيط پايه كربن و با  7/11برابر، با حل كردن  10

گرم نيتريت سديم  26/0گرم نيترات پتاسيم و  78/0مقادير 
ليتر آب تهيه شد و سپس توسط فيلتراسيون ميلي 100در 

ميلي ليتر  5/0نهايي با مخلوط كردن محيط . استريل گرديد
ميلي ليتر آب مقطر استريل آماده  5/4از محيط استوك با 

 شودنتايج همانند جذب تركيبات كربن گزارش مي. شد
)15( .  

براي : و رسم درخت فيلوژني مخمرشناسايي مولكولي 
 ITS4و  ITS1هاي پرايمر شناسايي مخمر جداسازي شده،

براي تكثير ژن  آمده است 3دول جهايي كه در با توالي
18S rRNA از شركت اين پرايمرها  .مخمر استفاده شد
   .شدند تهيهتكاپوزيست 

 توالي پرايمرهاي براي تعيين توالي و شناسايي مخمر -3جدول 
Tm (ºC) نام توالي آغازگر نوكلئوتيد 

63 19 5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′ ITS1 

1/54  20 5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′      ITS4 
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براي  كلني - PCR )اي پليمرازواكنش زنجيره( از روش
در اين روش ابتدا يك . مورد نظر استفاده شد تكثير قطعه

ميكروليتر آب مقطر حل گرديد و در دستگاه  3- 5كلني 
با سيكل ارائه شده  )Eppendorf AG22331( ايكلرسترمو
  .ها ليز شوندقرار داده شد تا سلول 4جدول در 

  چرخه دمايي براي ليز و آزادسازي ژنوم نمونه -4جدول 
 )ثانيه(زمان )گراددرجه سانتي(دما 

65 30 
8 30 

65 90 

8 60 

65 180 

97 60 

65 60 

 دقيقه10 80

 50ي با حجم اي پليمراز در ويالسپس واكنش زنجيره
  .ام شددر دستگاه ترموسايكلر انج 5جدول ميكروليتر طبق 

  اي پليمرازتركيبات واكنش زنجيره -5جدول 
 )ميكروليتر( حجم غلظت تركيب

  فيوژن آنزيم ميكس مستر
)2X Master Mix 

Phusion U( 

2X 25 

ITS1 10 1 پيكومول 

ITS4 10 1 پيكومول 

 1 -  محصول كلونينگ

 22 -  استريل مقطر آب

 فيشر ترموساينتيفيك شركت از فيوژن ميكس مستر
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) خريداري 

در سيكل دمايي انجام واكنش از مخلوط حاصل  شده و
  .در دستگاه ترموسايكلر انجام گرفت 6جدول ارائه شده در 

درصد  1از ژل آگارز  PCRبراي الكتروفورز محصول 
 )مرك( گرم از پودر آگارز 2/0استفاده شد براي تهيه ژل 

ل شد و بعد از ح 0.5X TBEميلي ليتر از  20در داخل 
ميكروليتر از  1حرارت و انحلال كامل، با كاهش دماي ژل، 

جهت ) RedSafe )iNtRon biotechnologyمحلول 
. مشاهده باندها در مقابل اشعه فراء بنفش به ژل افزوده شد

براي تعيين توالي به شركت تكاپو زيست  PCRمحصول 

 =NCBI اطلاعاتي بانك طريق از توالي اين. فرستاده شد

National Center for Biotechnology Information  توسط و 

- توالي و شده مقايسه موجود هايژن ساير باblastn  برنامه

شد و براي رسم درخت فيلوژنيكي از نرم  يافت مشابه هاي
   .استفاده شد MEGA 7افزار 

  اي پليمرازدمايي مورد نياز براي واكنش زنجيره چرخه -6شكل 
 زمان )گراددرجه سانتي(دما مرحله

 دقيقه 5 94 اوليه واسرشتگي

 دقيقه 1 94 واسرشتگي

 دقيقه 1 55 اتصال

 دقيقه 2 72 تكثير

 -  )بار 30( 4- 2 مرحله تكرار مرحله به رفتن

 دقيقه 10 72 تكثير

 -  4 توقف واكنش

 نتايج

 نمونه  80: و تعيين تحمل به الكل هابررسي رشد نمونه
براي رشد  YGCهاي توليد اتانول در محيط كارخانه از

در اين  كه مخمرها و عدم رشد باكتري ها كشت داده شدند
با كشت . سازي شدندنمونه مخمر خالص 80مرحله حدود 

درصد  12الي  10داراي  YPDمحيط  ها دراين مخمر
سويه براي ادامه تحقيقات  80بين سويه از  ، يكاتانول

ا درصد اتانول ر 12ل توانايي تحم يهانتخاب شد كه اين سو
  .)1شكل ( داشت

  

  
 12 يدارا YPDمخمر بر روي محيط  كلني سويه منتخب -1شكل 

  درصد اتانول
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توليد كمي اتانول توسط سويه مخمر منتخب در محيط 
در  بيو ظروف دربسته كه به ترت  ارلن: كشت صنعتي

براي توليد اتانول به كار رفت  يهواز يو ب يهواز طيشرا
 3كه در شكل  همانطور. شده است شان دادهن 2شكل در 

 12علاوه بر تحمل  منتخب مخمر  هيسوشود  ملاحظه مي
 درصد 8 درصد اتانول، در روز سوم و در زمان اوج توليد

   .كرد ديتولاتانول 

  
  لتانوا ديتول يبرامحيط كشت صنعتي ملاس  )سمت چپ( يهواز يبتخمير و ) سمت راست( يهواز ريكشت و تخم -2شكل 

: شناسيشناسايي سويه مخمر منتخب از طريق ريخت
منتخب داراي سطح نرم و كرم رنگي بوده  هاي سويهكلني

هاي مخمرها در زير و حالت تقريبا لزجي داشته و سلول

ساكارومايسس مخمر به شكل بيضوي مانند  ميكروسكوپ
  .بودند سرويزيه

  
  يكشت صنعت طيمحدر مخمر  منحني رشد و توليد اتانول سويه منتخب -3شكل 

 نمونه پس از كشت: بررسي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي
هاي قندي، پر شدن گاز دي اكسيد كربن در در محيط
ساعت يك بار مورد بررسي  24هاي دورهام هر داخل لوله
مخمرها نتايج با كتاب تاكسونومي  با مقايسه. قرار گرفت

هاي مخمر منتخب مشابه ويژگي مشخص گرديد كه ،)20(
نتايج . باشدمي ساكارومايسس سرويزيههاي مخمر ويژگي

ساعت  24ها هر بررسي كدورت لوله ين آزمايش، پس ازا
يك بار و مشخص شدن و يا نشدن خطوط كاغذ از داخل 
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ها از يك كاغذ براي بررسي اين لوله. محيط، گزارش شد
متر ميلي 75/0سفيد رنگ كه داراي خطوط سياه با قطر 

نتايج نهايي در مقايسه با كتاب . باشد استفاده شدمي
تواند داد كه اين سويه مي نشان) 20(رها مخمتاكسونومي 

 7جدول طور كه در  همان .باشد ساكارومايسس سرويزيه
- مشخص است، اين مخمر توانايي تخمير و استفاده از قند

هاي گلوكز، آرابينوز، مالتوز، رافينوز، گالاكتوز و سوكروز 
  .را دارد

ها، جذب تركيبات نتايج حاصل از تخمير كربوهيدرات -  7جدول 
  .مخمر منتخب كربني و  تركيبات نيتروژني توسط سويه

 هاتخمير كربوهيدرات

 آرابينوز +

 مالتوز +
 رافينوز +

 لاكتوز -

 مانيتول -

 زايلوز -

 سلبيوز -

كتوزگالا +  

 سوكروز +

 گلوكز +
 جذب تركيبات كربني

 مالتوز +
 رافينوز +
 لاكتوز -

 مانيتول -
 زايلوز -

 سلبيوز -

 گالاكتوز +

 سوكروز +

 گلوكز +

  آرابينوز +
 جذب تركيبات نيتروژني

 نيترات پتاسيم -

  نيترات سديم -
  كلريد آمونيوم -

اين در حالي است كه جذب تركيبات كربني براي اين 
با توجه به اين نتايج  .قندهاي ذكر شده نيز وجود دارد

هاي ريخت شناسي؛ شود كه ويژگيمشخص مي
منتخب مخمر مشابه به  فيزيولوژيكي و بيوشيميايي سويه

عنوان ب وان آن راتباشد و ميمي ساكارومايسس سرويزيه
 در نظر گرفت ساكارومايسس سرويزيهه مخمر سوي

  ).7جدول (

اي واكنش زنجيرهپس از : شناسايي مولكولي سويه منتخب
ي به ، باند PCRپليمراز و الكتروفورز محصول حاصل از 

نشان داده  4 شكل جفت باز ديده شد كه در  750 اندازه
   .شده است

  

  
  

  

  

  
  

ريبوزمي سويه   18Sژل الكتروفورز مربوط به تكثير ژن  -4 شكل
 1kb )Thermo Scientific GeneRuler 1لدر ژن : M. مخمر منتخب

kb DNA Ladder( ،1 : 18باند مربوط به تكثير ژنS  سويه مخمر  

مخمر جهت شناسايي سويه : مطالعات بيوانفورماتيكي
سپس . يابي گرديدتواليريبوزمي آن  18Sقطعه منتخب 

توالي بدست آمده در بانك اطلاعات بيوانفورماتيكي 
NCBI با استفاده از . مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت

ايگاه مذكور مشخص شد كه توالي قسمت بلاست در پ
ساكارومايسس سرويزيه سويه هدف با سويه  18Sقطعه 

بيشترين شباهت را داشت بنابراين نتايج تعيين توالي 
ساكارومايسس ي مخمر منتخب مشخص نمود كه سويه

سهند  ساكارومايسس سرويزيهاست كه اين مخمر  سرويزيه
ه وسيله نرم درخت فيلوژني ب 5در شكل . ه شدناميد 101

رسم شده  Neighbour-joiningبا روش  MEGA 7افزار 
  .است

750 bp 
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نشان  ساكارومايسس سرويزيهبا جنس  101سهند  ساكارومايسس سرويزيهمخمر منتخب سويه  18S rRNAدرخت فيلوژني ارتباط توالي ژن  -5شكل 
  .هستند out groupهمچنين مخمرهاي ديگر به عنوان . دهدمي

   بحث

 .نول يك سوخت سازگار با محيط زيست استاتابيو
مصرف اتانول سبب كاهش انتشار تركيبات آلي فرار، 

-انتشار گاز. شودكربن واكسيدهاي نيتروژن ميمونواكسيد

هاي فسيلي اي و سميت اتانول كمتر از سوختهاي گلخانه
هاي مخمري يك توليد اتانول توسط كشت). 12( است

- سوختمنظور توليد بينده درآصنعت بسيار مهم است كه 

تبديل اتانول . بر اهميت آن افزوده خواهد شدهاي الكلي 
- پذير اقتصادي نياز به بهينهبه يك سوخت زيستي تجديد

بنابراين در اين تحقيق سعي . سازي ميزان توليد اتانول دارد
و توليد  اتانولبه بيشتر  تحملاي با بر اين بود كه سويه

 جداسازي شودالكل سازي نجات كارخا از مناسب اتانول
)9(.   

 يزلگنوسلولي عاتياز ضا واتانوليب دليتو تيبا توجه به اهم
صرفه، افزايش ه سوختي تجديدپذير و مقرون ب به عنوان

توان اين كه مي رسد بازده توليد امري ضروري به نظر مي
ابع و توليد حداكثر سازي اين منهدف را با استفاده از بهينه

مطالعات مختلفي بر روي استفاده .  دادانجام ول ميزان اتان
هاي مسئول  ميكروارگانيسم تحملاز منابع ارزان قيمت، 

و كاهش هزينه توليد بيواتانول صورت گرفته  فرآيند تخمير
 توليددر  مخمرها هميتا لايلد جملهاز  .)25و  1( است

 غيرو  نساآ كشتو  ارينگهد به انتومي تمحصولا ينا

 بالا سلولي كماتر ده،سا يياغذو  محيطي يهازنيا ز،يسكوو
   ).3( اشاره كرد توليد محيطدر هزينه كم  ،

توان به اين نتيجه رسيد كه با بررسي برخي از تحقيقات مي
شان هاي مخمري از مونوساكاريدها براي رشدعموماً سلول
- ها به اتانول تبديل ميكنند و تعداد كمي از آناستفاده مي

كز بهترين نوع سوبسترا است كه هم براي گلو-دي .شود
هاي مخمر و هم براي توليد اتانول استفاده براي رشد سلول

هاي هگزوز شامل گلوكز، گالاكتوز و مانوز شود كه قندمي
  .)18( شوندها تخمير ميتوسط بسياري از ميكروارگانيسم

ملاس به دليل ميزان قند بيشتر آن به عنوان سوبسترا براي 
بنابراين مي تواند نياز كربن مخمر . شوداستفاده ميتخمير 

. را طي متابوليسم آن فراهم كند سرويزيه ساكارومايسسس
در نتيجه استفاده از ملاس به عنوان نسل اول بيواتانول 

شود كه در اين تحقيق نيز از اين منبع مناسب شناخته مي
در مطالعه جايوس و همكاران . كربن استفاده شده است

ساعت انكوباسيون  36كننده در طي ن غلظت قند احياميزا
ساعت به  72كاهش شديد داشته است كه اين ميزان تا 

با در نظرگرفتن اين موارد . )17( يابدآرامي كاهش مي
ساعت  72مورد آزمايش در اين تحقيق بعد از  21بريكس 

رسيده است كه نشان از استفاده مخمرها از  14به بريكس 
. در منبع كربن يعني ملاس چغندر است قندهاي موجود

افزايش درصد اتانول توسط اين سويه از مخمر نقش 
هاي محيطي كارخانجات توليدي بسزايي در كاهش آلودگي
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درصد پايين اتانول علي ها ناشي از دارد كه اين آلودگي
    .باشدازه از ملاس در كارخانجات مياستفاده بيش اند رغم

منابع نيتروژن نقش بسزايي در رشد علاوه بر منبع كربن، 
هاي بنابراين در بسياري از محيط .مخمر و توليد اتانول دارد

صنعتي منبع نيتروژن شامل مواد مختلفي مثل پپتيدها و 
هايي تشكيل در چنين محيط. هاي آزاد استآمينهاسيد 

). 7( گليسرول نقش اساسي در تنظيم اسمزي سلولي دارد
واند فرآيند جذب قند توسط تمنبع نيتروژن نمي

را افزايش دهد اما منبع نيتروژن  سرويزيه ساكارومايسس
تواند تشكيل محصولات جانبي را كمتر و بازده مناسب مي

كه اوره به عنوان منبع نيتروژن  وقتي. اتانول را افزايش دهد
جريان متابوليسم كربن با زماني كه منبع نيتروژن  ،است

وت است يعني ميزان بازده اتانول با متفاباشد آمونيوم مي
چرا كه از يك طرف متابوليسم اوره . شوداوره بيشتر مي

NADH كند و در نتيجه گليسرول كمتري شكل توليد مي
- گيرد و از طرف ديگر در طول تخمير الكلي اوره ميمي

ها عمل تواند به عنوان فيلتر مولكولي با اتصال به پروتئين
ها به هنگام توليد الكل تئينكرده و از تخريب پرو

استفاده از آزمايشات بيوشيميايي و  .)16( جلوگيري كند
همچنين روش شناسايي مولكولي راهي رايج براي 

. هايي است كه ارزش صنعتي دارندشناسايي ميكروارگانيسم
و همكاران از آزمايشات بيوشيميايي و روش  بدويي دلفارد

اسيلوس مولد آنزيم بشناسايي مولكولي براي شناسايي 
در نتيجه استفاده از  ).5( است آسپارازيناز استفاده كرده

 يابي به سويههاي شناسايي مختلف براي دستروش
هاي پاك صنعتي مناسب جهت توليد هر چه بيشتر سوخت

و زيستي براي حفظ محيط زيست نيازي مبرم و ضروري 
  .باشدمي

تحمل به  هاي مختلف درهمچنين براي مقايسه سويه
اي توسط هيراساوا و همكاران صورت گرفته اتانول، مطالعه

 است كه براساس آن، كشت دو سويه حاصل از كارخانه
درصد از  5-8هاي سازي و آزمايشگاهي در غلظتشراب
با با توجه به نتايج مشخص شد كه . انجام گرديد اتانول

 درصد از اتانول به محيط كشت، ميزان رشد 5-7افزودن 
- آزمايشگاهي مي مخمر حاصل از كارخانه بيشتر از سويه

درصد بارزتر است كه  5باشد و اين تفاوت در غلظت 
ولي  باشد،ي تحمل بيشتر اين سويه به اتانول ميدهندهنشان

-درصد به شدت كاهش مي 8رشد هر دو سويه در غلظت 

ي براون و همكاران، في، در مطالعهراز ط. )13( يابد
 4-8ز رشد مخمر با افزايش غلظت اتانول از ممانعت ا

ساكارومايسس سرويزيه درصد مشاهده شد كه رشد مخمر 
درصد از اتانول به طور  12ي مشخص در حضور با سويه

با توجه به اين گزارشات . )11و  8( كامل متوقف گرديد
جداسازي شده در اين پژوهش، به دليل تحمل ميزان  سويه

كارايي بهتر و مي تواند  درصد 12ني يع اتانولبيشتري از 
   .داشته باشدموثرتري در صنعت 

 101سهند  ساكارومايسس سرويزيهصنعتي   هيسو
كرد و  ديتولاتانول  درصد 8جداسازي شده در اين تحقيق 

مخمر  يصنعت هيسواين  .داشت درصد اتانول تحمل 12به 
از لحاظ توليد و تحمل به اتانول مناسب  يها يژگيبا و

 يها با روش ديتول شيو افزا يمطالعات بعد يبرا تواند يم
  . كار رودب وراكتوريدر سطح ارلن و ب يساز يساز نهيبه

  سپاسگزاري

و  حمايت هاي مادي و معنوي معاونت آموزشياز 
هاي محترم مديريتدانشگاه مراغه و همچنين  پژوهشي

سازي سهند مراغه، بيدستان قزوين و كارخانجات الكل
  . گردد ميتشكر و قدرداني  مياندوآبگلريز 
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Isolation of industrial strain Saccharomyces cerevisiae with high 
tolerance to ethanol from Iran's alcohol manufactures 
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Faculty of Science, University of Maragheh, Maragheh, I.R. of Iran 

Abstract 

Reducing fossil fuels, increasing fuel prices and carbon dioxide emissions, and concern 
about climate change are encouraging factors for biofuels production. Microbial 
biofuels are liquid and gaseous fuels which produced by microorganisms. Bioethanol is 
a suitable alternative biofuel for petroleum based fuels. For the industrial and high-scale 
production of bioethanol, the first step is isolation of suitable yeast strain with high 
tolerance to ethanol and high-level ethanol production. Hence, the aim of this study was 
Isolation of industrial strain Saccharomyces cerevisiae with high tolerance to ethanol 
from Iran's alcohol manufactures. Sampling from several Iran's alcohol manufactures 
was carried out for the isolation of Saccharomyces cerevisiae with the highest ethanol 
production and tolerance. Selected yeast strain was examined by morphological, 
biochemical tests such as sugars fermentation, absorption of nitrogen compounds and 
carbon compounds, and also molecular test. The selected yeast strain produced 8% 
ethanol and tolerated 12% ethanol. The morphological, biochemical and molecular tests 
confirmed that the yeast strain is Saccharomyces cerevisiae, and this strain was named 
Saccharomyces cerevisiae Sahand 101. The isolated industrial yeast strain with the 
suitable characteristics in terms of ethanol production and tolerance to ethanol can be 
used for further studies and increase ethanol production by optimization methods at the 
level of flask and bioreactor. 

Key words: Isolation, Identification, Yeast, Industrial strain, Bioethanol. 


