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اثر فشار ايزو استاتيك بالا برفعاليتهاي متابوليكي و ريخت شناسي مخمر 

Saccharomyces cerevisiae  
  

  3، جواد باروئي3،  آرش كوچكي3 ، امير قندي2عبدالمجيد مسكوكي ،∗1سيد علي مرتضوي
  

  هد دانشكده كشاورزي دانشگاه فردوسي مش، گروه علوم و صنايع غذايي استاد-1                  
     علمي پارك علم وفناوري خراسانمربي، -2                  

 علوم و صنايع غذايي، گروه علوم و صنايع غذايي دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهدكارشناس ارشد آموخته  دانش - 3 

 

  چكيده 
ر مورد توجه زيادي قـرار گرفتـه        استفاده از فشار ايزو استاتيك بالا در تحقيقات بيولوژيك و مواد غذائي در دهه اخي              

در اين پژوهش به منظور بررسي اثر فشار ايزو استاتيك بر فعاليت متابوليكي مخمر ابتدا سويه خالص تجارتي                  . است
 150 و125 ، 100 ، 75 ، 50ي ها دقيقـه تحـت فـشار   15و10، 5را به مدت Saccharomyces cerevisiae مخمر  

 24 پـس از  هـا  هكليه نمون. نيز به عنوان شاهد و بدون اعمال فشار نگهداري گرديد       مگاپاسكال قرار داده و يك نمونه       
، فعاليت آنزيمـي و تغييـرات ريخـت شناسـي      (CFU) از نظر تعداد پرگنه در واحد حجم         C4°ساعت نگهداري در    

يري بـر مخمـر    هـيچ تـأث    MPa50نتايج پس از تجزيه و تحليل آماري نشان داد كه فـشار             . مورد ارزيابي قرار گرفتند   
 دقيقه اعمـال فـشار بـه        15 و   10 مگاپاسكال در مدت     100 و 75ي  هانداشته اما فعاليت آنزيمي مخمر تحت اثر فشار       

با اينحال تصاوير ميكرو گـراف الكترونـي بـه روش اسـكن  ميكروسـكوپ           .ميزان قابل ملاحظه اي افزايش مي يابد      
.   عليرغم افزايش فعاليت مخمر مي باشدMPa 100 فشار  حاكي از تغييرات شديد سلول تحت اثر) SEM(الكتروني 

 مگاپاسكال كاهش يافته و تعـداد پرگنـه در واحـد         150 و 125ميزان فعاليت آنزيمي مخمر تحت اثر اعمال فشارهاي         
حجم به اندازه حداقل يك چرخه لگاريتمي كاهش نشان مي دهد كه اين اثرات مي تواند ناشـي از تغييـرات شـديد                       

هـم چنـين بررسـي ريخـت        . مگاپاسـكال باشـد   150 و   125 ،100لول مخمر تحت اثر  اعمال فشارهاي        ساختمان س 
ي تيمار شده با فشار تجزيه شده و        ها  ه نشان داد كه كليه نمون     C4°شناسي سلولي مخمر پس از يك ماه نگهداري در          

  .اند ازبين رفته
   

  ي سلول فشار ايزو استاتيك، فعاليت آنزيمي، ريخت شناس:كليدواژگان
  
  

   مقدمه-1
 از فرآيند فشار بالا يك امكان بالقوه براي فرآوري          ′استفاده

اين فرآيند قادر به    . آيد  و نگهداري موادغذايي به شمار مي     
ــا   ــا و آنزيمه ــال ســاختن ميكرواورگانيزمه ــوده و غيرفع ب

                                                 
 E-mail: moreza1937@yahoo.com                          :مسؤول مكاتبات ∗

 

بكارگيري اين فناوري در صنايع غذايي نيازمنـد شـناخت          
ريــب و نــابودي و يــا ســازوكار و ســينتيك فــشار در تخ

 هــا و پروتئينهــا، آنزيمهــا ميكرواورگانيزم كــردنغيرفعــال
 در مــورد تــأثير فــشار ها اولــين گزارشــ.]2و1 [باشــد مــي

در سـال    Cretes توسط هاارگانيزم ميكروايزواستاتيك بر
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اي را در عمــق   او باكتريهــاي زنــده. منتــشر گرديــد1883
 اثر اسـتفاده    همچنين ]3[ار   متري دريا مشاهده نمود    5100

 و همكاران    Hiteاز فشار بالا براي نگهداري شير توسط        
  ]4 [در دانشگاه ويرجيناي غربي مورد بررسي قرار گرفت       

 نسبت بـه فـشار      هاي رويشي مخمرها وكپك   هاسلولاصولا  
مگاپاســكال 300 -600و در فــشارهاي  حــساس هــستند
وم  نسبت به فشار بسيار مقا     هااما باكتري . غيرفعال مي شوند  

بوده و غير فعال نمودن آنها نيازمند اعمال فشارهاي بالاتر          
 . درمقابـل فـشار متفـاوت اسـت        هـا مقاومت باكتري . است

شكلهاي گرد يا كوكسي نـسبت بـه شـكلهاي، باسـيل يـا              
ي گرم  هاي گرم مثبت نسبت به باكتري     هاكشيده و نيز باكتري   

ي هـا گها  هعلاوه بر اين ثابت شده است ك      . منفي مقاومترند 
 ميكروبي نسبت بـه فـشار بـه          اشكال  مقاوم ترين  هااكتريب

در اين بين اعمال فـشارهاي كمتـر از         . ]5[ شمار مي آيند  
ي ها سبب تغيير در فعاليت    هاحد كشندگي در ميكروارگانيزم   

 اعمـال فـشارهاي     "حياتي و متابوليكي آنها مي شود مـثلا       
 و  ها مگاپاسكال سبب جوانه زني اسپور باكتري      400 تا   200
مگاپاسكال در مخمرها سـبب      50-200ي اعمال فشارها  يا

 نتايج برخـي از   .ي آنها مي گردند   هاتغيير در ترشح متابوليت   
 نشان مي دهد كه اعمال فـشار سـبب تـأخير در             هاآزمايش

 و كـاهش تعـداد      IFo2347ي مخمر سـويه     هارشد سلول 
در فاز لگـارتيمي مـي   )  سلول در ميلي ليتر    5*106(سلول  

 مگا پاسـكال تقـسيم سـلولي را         40 از   گردد و فشار بيش   
فـشار ايزواسـتاتيك در     ]. 7و6[ متوقـف مـي سـازد        كاملاً

 مگا پاسكال و بالاتر سبب ايجاد جهـش در          100محدوده  
 مـي   دوتايي و   چهارتاييي  هاي مخمر و توليد شكل    هاسلول

 .شود و ساختمان حياتي سلول را تحت تأثير قرار مي دهد
اسكال سبب آسيب به غـشاء   مگا پ  150فشارهاي بالاتر از    

و ساختار پروتئيني مخمر شده و باعث مـرگ سـلول مـي          
 60 مشاهده شده است كه فشار ايزواسـتاتيك  ]9و8[گردد  

 pHمگا پاسكال سبب افـزايش اسـيدي شـدن و كـاهش             
 توليـد   دليل اين امـر   واكوئل مي گردد كه به نظر مي رسد         

يمـي و   ي آنز هـا  افـزايش فعاليت   دي اكسيد كربن و احتمالاً    
 در سـال    ]11و10 [ترشح متابوليتهـا توسـط مخمـر باشـد        

1983 Kilbanov         ثبات آنزيم اينورتاز حاصـل از مخمـر 
Saccharomyces cerevisiae تحت فشارهاي بالا را 

ــه   ــه  در  دامن ــت ك ــرار داد ودرياف ــي ق ــورد بررس  250م
 اين  1 نيمه عمر  بوده و مگاپاسكال آنزيم داراي ثبات نسبي      

 و براي غيرفعال شدن نيازمند       است  دقيقه 200±15آنزيم  
  ].13و12[مي باشد فشارهاي بالاتر

هدف از اين پژوهش بررسـي اثـر فـشار هيدرواسـتاتيك            
ي حياتي مخمر از جملـه ترشـح آنـزيم          هادرافزايش فعاليت 

مي باشد كـه نقـش مهمـي در بهـره وري بيـشتر  از ايـن                  
ي و بخـصوص صـنايع      م درصـنايع تخميـر    سميكروارگاني
  .پخت دارد

  
  مواد و روشها -2
 سـويه   سازي و تهيه استوك حـاوي      خالص -2-1

  واريته تجاري مخمرنانوايي :موردآزمايش
(Saccharomyces cerevisiae)   از شـركت ايــران 

  گـرم  11 تحـت شـرايط سـترون     .  گرديد خريداريملاس  
  تعليـق   مخلوط و   ميلي ليتر آب سترون    99 با مخمر   سلول
 در  ميكروبـي آمـاده شـده      تعليـق . وبي تهيه گرديـد     ميكر
آن و  .تهيه گرديـد  سلول در ميلي ليتر       10-8  تا 10ي  هارقت

خطـي   بـه روش   PDA2 بـر روي محـيط   هـا گاه اين رقت  
Trisector درجه سـانتي    30 در دماي    و  داده شده   كشت 

از .  شــدند گرمخانـه گـذاري   سـاعت 24گـراد بـه مـدت    
ي محيط جديد كشت خطـي       بر رو   مجدداً ي تك يها  هپرگن

 بار بـه طـور متـوالي تكـرار گرديـد            3تهيه شد اين عمل     
از .  تهيـه كـشت خـالص بـود        اطمينان از هدف از اين كار     

 انتخـاب شـدند و از ايـن         ي تك ـ يها  هي سوم پرگن  هابشقاب
در تيـوپ    PDA بـر روي محيطهـاي شـيب دار          ها  هپرگن

 و رشـد بـر    گرمخانـه گـذاري  كشت به عمل آمد پـس از      
 به عنوان منبع كـشت      ي آزمايش ها  هلول،  هااين محيط روي  

 كـشت   8خالص مورد استفاده قرارگرفت به ايـن ترتيـب          

                                                 
1-  Half life فعاليت از مقدار اوليه% 50زمان مورد نياز براي كاهش        

2- Potato Dextrose Agar 
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 بـر   "از منبع مخمر كه قبلا    ..  تكرار تهيه گرديد   3مخمر در   
روي محيط شـيب دار تهيـه شـده بودنـد تحـت شـرايط               

 آغشته شـده    ها  ه با پرگن  ئيسترون سوزن آنس به طور جز     
.  تلقيح گرديـد   ها  هدر لول  YPD1ط  و اين سوزن وارد محي    

 يك ميلي ليتـر از آن بـه    گرمخانه گذاري پس از طي دوره   
و .  تلقـيح شـد    YPD ميلي ليتر    100ارلن مايرهاي حاوي  

 درجه سانتي گـراد بـه   30(گرديد گرمخانه گذاري مجددأ  
 ي مخمراز محيط كشت توسـط     ها سلول ). ساعت 24مدت  
ر دقيقـه و بـه       دور د  3000(نيروي گريـز از مركـز      دستگاه
 7(    مول1/0جداسازي و با بافر فسفات )  دقيقه20مدت 
pH= (    ــاس ــپس در مقي ــدند و س ــشو ش ــار شست ــه ب س

McFarlane    از تعليـق بـه     .  آمـاده شـد    نظر تعليق مورد
 ميلـي ليتـر     1 /5 يهـا ر سترون در حجم   ا درب د  يها  هلول

    ].14[ منتقل گرديد
  
  فرآيند اعمال فشار 2-2
 ازپـرس ايزواسـتاتيك     ها  هراردادن نمون براي تحت فشار ق    

 -Dorst ســـاخت كارخانـــه   Dorst2000مـــدل  

Maschinen and An Angen Bov كــشورآلمان 
 حـدود در  ي حاوي تعليق مخمـر      ها  هاستفاده گرديد  نمون   

 ـ درون    ميلي ليتر  1 به ميزان  سلول ميلي ليتر   108  يهـا   هلول
 بـه صـورت سـترون تهيـه          ميلي ليتر  1پلي اتيلن با حجم     

) آب خـالص  ( محـيط مـايع       در شده و پس از قرار گرفتن     
اعمـال فـشار    .  استاتيك قرار مـي گرفتنـد      ايزوتحت فشار 

توسط برنامه داده شده به دسـتگاه در زمـان لازم صـورت      
 ـ       مي  24  بـه مـدت  هـا  هگرفت و پس از اعمال فـشار نمون

مـورد    نگهـداري و سـپس      C°4ساعت دردرجه حـرارت   
و فعاليـت     اكـسيد كـربن     ميزان توليـد دي    ،CFU2 ميزان

ميـزان فـشار    .  قـرار گرفتنـد     مـورد انـدازه گيـري      آنزيمي
 150 و 125، 100، 75، 50، 0ايزواســــتاتيك در مقــــادير  

  ].15[  دقيقه اعمال مي شد15 و 10، 5به مدت مگاپاسكال 

                                                 
1. Yeast Potato Dextrose 
2. Colony Forming Unit 

  فعاليت آنزيمي مخمر 2-3 
معـادل عـدد ي مقيـاس       ( ميكروليتر از تعليق مخمر      500 

McFarlane ( ميلـي ليتـر     50رلن مايرهـاي حـاوي      به ا 
جمعيت . (در شرايط سترون افزوده شد    مولار   4/0ساكارز  

 C°1±25 گرمخانـه     بـه  هـا ارلن) 1*106ميكروبي حدود   
  را هـا  ارلنگرمخانه گذاري ساعت 4پس از . گرديدمنتقل 
 براي يكنواخت شدن     ، هاپس از هم زدن ارلن    كرده و خارج  

 از محيط مايع حاوي كشت       ميلي ليتر  5كروبي  جمعيت مي 
. و به ارلن سـترون ديگـري منتقـل گرديـد           سلول برداشته 

بـه آن اضـافه شـده و     DNS3محلول ميلي ليتر   15 سپس
 15بعـد از آن ارلـن       .  هـم زده شـد     تركيب حاصل شديداً  

دقيقه در ظرف حاوي آب جوش قرار گرفت و بلافاصـله           
 10  بـه مـدت    )ي گراد  درجه سانت  0(در مخلوط آب و يخ      

 آب   ميلـي ليتـر    20 سـپس بـه ارلـن        و شـد  قراردادهدقيقه  
 ميلـي   1مقـدار   .  هم زده شـد    ديونيزه اضافه شده و شديداً    

طيـف سـنج    ي  هـا  از محلول برداشته شـده و در كووت        ليتر
 طيف سنج    توسط nm550 ريخته شده و جذب در       نوري

 هـم  . قرائـت گرديـد   (UV-VIS. Shimatzu) نـوري 
نظور انجام مقايسه منحني استاندارد گلوكز نيـز        جنين به م  

  ]16[تهيه گرديد 
  
   فرمانتوگرافي2-4
براي اندازه گيري فعاليت مخمر ساكارومايسس سـرويزيا         

 . استفاده گرديـد   SJA,Swedenنتوگراف  فرمااز دستگاه   
 توليد  دي اكسيد كربن  نتايج براساس ميلي متر مكعب گاز       
خمر در خميـر تهيـه      شده در مجموع دو ساعت فعاليت م      

  . گزارش شده است نتوگرافشده بوسيله دستگاه فرما
  
   مشاهدات ميكروسكوپي2-5
به منظور بررسـي اثـر فـشار بـر سـاختار سـلول مخمـر                 

ي ميكروسكوپي توسط ميكروسكوپ الكترونـي       هاآزمايش
 بـه روش ريخـت شناسـي انجـام     Leo 1450 VPمدل 

                                                 
3. Dinitro Salicilic acid 
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ار با اسـتفاده    ي شاهد و تيمار شده با فش      ها  هگرفت و نمون  
 SEM1از ميكروسكوپ الكتروني و بـه روش اسـتاندارد          
  .مورد مطالعه قرار گرفته و عكسبرداري به عمل آمد

  
  طرح آماري 2-6

ي بـه دسـت آمـده از طـرح          هـا   هبراي تجزيه و تحليل داد    
تصادفي به روش فاكتوريل استفاده گرديـد و         2بلوك كاملاً 

 توسـط آزمـون      آمـاري  تجزيـه ي بدست آمده از     هاميانگين
 بــا يكــديگر P≥ 05/0 در ســطح 3اي دانكــن چنــد دامنــه

   دار بـراي هركـدام از       ا معن 4مقايسه و كمترين حد اختلاف    
  

  تيمارها تعيين گرديد

   و بحثنتايج -3
   تفسير نتايج 3-1

ي به دست آمده از آزمـون فـشار در زمانهـاي            ها  هكليه داد 
ر رومايـسس سـرويزيا د    اي مخمـر ساك   هامختلف بر سلول  

ــد     ــي در واح ــداد كلن ــي تع ــشاهده يعن ــورد م صــفات م
(C.F.U) ي هــاو فعاليت  دي اكــسيد كــربنتوليــد، ميــزان

در  مورد تجزيه وتحليل آمـاري قـرار گرفـت كـه             آنزيمي
ميانگين مربعـات و درجـه آزادي هـر يـك از            ) 1(جدول  

  .تيمارها و اثرات متقابل آنها آورده شده است

 

  ا و اثرات متقابل آنميانگين مربعات تيماره 1جدول
 مشاهدات

 تيمارها
 فعاليت آنزيمي دي اكسيد كربن تعدادپرگنه در واحد درجه آزادي

097/0 2 سطوح تكرار   ns ns 67/16 ns 021/12  
 027/207** 667/426** 904/3** 5 سطوح ميزان اعمال فشار

 ns 019/0 ns 722/59 ns 093/1 2 سطوح زمان اعمال فشار

 10/340** 389/86** 602/0** 10 مانزر در اثر مقابل فشا

 733/26 333/8 117 34 ميزان خطا

ns : 01/0 معنا دار آماري در سطح "لاف كاملاتداراي اخ: **فاقد اختلاف معنا دار آماري≤P * : 05/0داراي اختلاف معنا دار آماري در سطح ≤P  
  

مشاهده مي شود مقـادير بـه       )  1(به طوري كه در جدول      
آمده در سطوح تكرارها و نيز سطوح زمـان اعمـال           دست  

فشار در هيچكدام از صفات مورد مشاهده اخـتلاف معنـا           
اما ميزان اعمال فشار و اثـر        .دار آماري مشاهده نمي گردد    
        ي يـاد شـده داراي اثـرات        هـا متقابل ميـزان فـشار در زمان      

 ايــسهقدر بررســي و م معنــا دار آمــاري مــي باشــندكــاملاً
ي  به دست آمده در صفات ميـزان اعمـال فـشار             هانميانگي

دوره اعمال فـشار و اثـرات متقابـل آنهـا توسـط آزمـون               
مـشاهده  ) 1(شـكل   همان طور كه در     چنددامنه اي دانكن    

ي زنـده   هابا افـزايش ميـزان فـشار تعـداد سـلول          مي شود   
 100كاهش يافتـه اسـت هرچنـد ايـن كـاهش تـا فـشار                

ريتمي اسـت امـا در      مگاپاسكال كمتر از يك چرخـه لگـا       
ل ك مگاپاسكال بانـدازه يـك سـي       150 تا   125مقادير فشار   

 تـأثير فـشار بـر       ]17[ شـود  لگاريتمي كاهش مشاهده مـي    
ي مخمــر توســط محققــاني   هافعاليــت حيــاتي ســلول  

آنها .  نيز بررسي گرديده است     و همكاران   Pandyaچون
 مگاپاسـكال تـأثير   60ي كمتـر از  ها كـه فـشار   نشان دادند 

 كاهش تعداد   .]18[بر فعاليت حياتي مخمر ندارد      چنداني  
 مگا پاسكال به دليل ايجاد شوك فشار        50سلولها در فشار    

ي مخمر حـساس    هابر سلول است كه     نظير شوك حرارتي    
1- Scanning Electron Microscopy 
2- Randomized Complete Block Design (RCBD) 
3- Duncan Multiple Range Test 
4- Least Significant Differences (LSD) 
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 )گاپاسكالم(فشار        

  به فشار مؤثر بوده و سبب كاهش فعاليت حياتي آنها شده           
 مگا پاسـكال در     40 فشارهاي   در محدوده بطوريكه  . است

سيم سلولي به طـور كامـل متوقـف شـده           فاز لگاريتمي تق  
علاوه بر اين مخمرها به دليل بزرگـي قطـر سـلول            . است

نسبت به باكتريها به فشار، حساس ترند بطوريكـه اعمـال           
 مگـا پاسـكال سـبب مـرگ كامـل           150فشارهاي بيش از    

 Rosin & Zimmermanســلول مخمــر مــي شــود  
تر از  كه اعمال فشار هيدرواستاتيك از بـالا       مشاهده كردند 

 مگاپاسكال سبب تخريب ساختمانهاي حياتي سـلول        100
Saccharomyces cerevisiaeگردد و فـشارهاي    مي

 مگاپاسكال باعث آسيب به غشاء و سـاختار         150بالاتر از   
. ]19[گـردد   ي مخمر و بالاخره مرگ سلول مي        هاپروتئيني

Knorr  ــلول ــداد س ــاهش تع ــاران ك ــر ها و همك ي مخم
  به بالا نـشان     فشار MPa100ادير  ساكارومايسس را از مق   

     ].20[ دادند
  

  
  

  ي مخمرهاواستاتيك بر تعداد سلولايزاثر فشار  1شكل
  
ي مخمر دچار هاسلولتعداد با افزايش زمان و ميزان فشار 
 فشار  دقيقه اعمال5  در.كاهش قابل ملاحظه اي شدند

ول مشاهده مي شود اما كاهش تعداد سل  مگا پاسكال125
نه به اندازه يك چرخه لگاريتمي اما با افزايش زمان اعمال 

يك چرخه  دقيقه اين كاهش به اندازه15 و 10فشار به 
  .)2شكل (لگاريتمي بوده است 

  
  

  عمال فشار بر رشد سلولهاي مخمرا اثرمتقابل ميزان و زمان 2شكل
  

  

Gouldــارا  عمـــده مـــرگ مـــواردن يكـــي از  و همكـ
 را نگهداشتن آنها تحت فشار بر شـمردند         هاميكروارگانيزم

ي مخمر با افزايش زمـان      هاغيرفعال شدن سلول  ). 22و21(
اعمال فشار نيز توسط ساير محققان ثابت شده است و به            
مانند فرآيندهاي معمول حرارتي با افـزايش زمـان اعمـال           

 فـشار   درمقابـل  هانيزمفشار مقاومت بسياري از ميكروارگا    
 اعمال شدت. ]24و23 [ كاهش يافته و غيرفعال مي شوند
 سلولها در هنگـام      تعداد فشار عامل بسيار موثر در كاهش     

بعـضي   .ت فشار مي باشدتحي ميكروبها  هانگهداري سلول 
ي مخمر در فشارهاي پايين هاسلول از محققين معتقدند كه

ساعت كاهش حتي به مدت يك ) مگاپاسكال 60كمتر از   (
 5اما با افزايش فشار در زمانهـاي        ندارند  قابل ملاحظه اي    

مـي  غيـر فعـال     )  مگا پاسكال بـه بـالا      150(دقيقه و كمتر    
 مگا پاسكال بيـشتر از      250 اعمال فشار    گردند در صورت  

اعمـال   ].25[ي مخمر غيرفعـال شـدند       ها درصد سلول  90
ليد  بر تو  ي مگا پاسكال هيچگونه تأثير    75 و   50فشارهاي  

 100دي اكسيد كربن توسط مخمر نداشته اند اما در فشار           
 دي   توليد مگا پاسكال فعاليت متابوليكي و در نتيجه ميزان       

اكسيد كربن آن افزايش يافته است و اين مسأله مي توانـد            
به علت واكنش قابل ملاحظه اي مخمر به صورت تشديد          

 فشار  فعاليت متابوليكي و آزاد ساختن آنزيم در اين ميزان        
ي مخمـر   ها تعداد سـلول   مشاهده مي شود  ) 3(شكلدر   .باشد

   ايـن فـشار افـزايش   ردامنـه  اما فعاليـت مخمـر د     يافته كاهش
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)دقيقه(زمان 

  .يافته است 
  

     
  

    اثر ميزان فشار بر توليد دي اكسيد كربن مخمر 3شكل
  

 MPaو  افزايش قابل ملاحظه اي در توليد دي اكسيد كـربن           
 و به وجـود آمـده   دقيقه اعمال فشار      15 و   10 در مدت    100

 MPaبطور كلي بالاترين ميزان دي اكـسيد كـربن در فـشار             
 دقيقـه بـا   15 تـا   5 بوده است و زمان اعمال فـشار بـين           100

يكديگر فاقد اختلاف معنا دار آماري هستند اما اعمـال فـشار    
 دقيقه سبب كـاهش توليـد دي اكـسيد كـربن توسـط              15در  
ثـر قابـل     ا MPa 100ي كمتـر از     هاخمر شده است و فشار    م

 مخمر و توليد دي اكـسيد        متابوليسمي ه اي در فعاليت   ظملاح
 100هم چنين بر اثر اعمال فشار بالاتر از         . كربن نداشته است  

 مگا پاسـكال ميـزان توليـد        150 و   125مگا پاسكال به ميزان     
ي دي اكسيد كربن توسط مخمـر بـه مقـدار قابـل ملاحظـه ا              

كاهش نشان مي دهد اما هيچگونه اثر معنا داري بين زمانهاي           
 مگـا پاسـكال مـشاهده نمـي شـود           150 و   125اعمال فشار   

  .)4شكل (
 مگـا پاسـكال     75 و   50 ميزان فعاليت آنزيمي در فـشارهاي        

 صورت  ي شاهد مي باشد اما در     ها  هبرابر فعاليت آنزيمي نمون   
ايش يافتـه در     فعاليـت آنزيمـي افـز      MPa  100 فـشار  اعمال

 كاهش نشان    مجدداً 150 و   MPa 125فشارهاي بالاتر يعني    
 حـداقل   بـه  MPa 150  در مي دهد بطوريكه فعاليت آنزيمي    

  .)5شكل ( رسدمقدار نسبت به شاهد مي 
  
  

  
   اثر ميزان و زمان اعمال فشار بر توليد دي 4شكل

  اكسيد كربن توسط مخمر
  

  
  

 اثر ميزان فشار بر فعاليت آنزيمي مخمر 5شكل
S.cerevisiae                

  
 15 و   10،  5     اعمال فشار در مقـادير مختلـف و زمانهـاي           

دقيقه بر فعاليت آنزيمي مخمر  نشان مي دهـد كـه بـالاترين              
 و  10 در   MPa 100فعاليت آنزيمي مربوط به اعمـال فـشار         

قه فشار مي باشد و فشارهاي بالاتر از ايـن مقـدار در              دقي 15
زمانهاي ياد شده كاهش قابل ملاحظه اي بر فعاليت آنزيمـي           

 pHمگا پاسكال سبب كـاهش      40 -60فشارهاي  . مخمر دارد 
 در  pH مي شود و اين كـاهش         واحد 33/0واكوئل در حدود    

 سيتوپلاسـم سـلول     pH .صورت مـي پـذيرد    حضور گلوكز   
اهش نشان مي دهد كه نقش مهمي در فعاليـت          نيزتمايل به ك  

در اسـيدي شـدن سيتوپلاسـم       . حياتي سلول خواهد داشـت    
 سـبب    ظـاهراً   ادامـه مـي يابـد كـه        MPa 100 دامنه كمتر از  
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در  . د گـرد   مـي  واكنش و تحريك ترشحات متابوليكي مخمر     
مشاهده مي شـود اعمـال فـشار ايزواسـتاتيك تـا            )  6(شكل  

 اثر چنـداني بـر فعاليـت آنزيمـي           پاسكال 75مقادير كمتر از    
 75 و نيـز زمـان اعمـال فـشار از             شـدت  اما با افزايش  . ندارد

نزيمي افزايش مي يابـد و      آ فعاليت   MPa 100مگاپاسكال تا   
آمار  .دهد مي   نشان  كاهش 150 و   MPa125 در فشار    مجدداً

 نشان مي دهد كه فشار ايزواستاتيك در        و ارقام به دست آمده    
بات برخي از آنزيمها نقـش دارد فـشار مـي    تنظيم فعاليت و ث   

آنزيمها را از طريـق تغييـر مـسير         عملكرد هيدروليتيكي   تواند
تنظيم سرعت و يـا از طريـق تنظـيم قابليـت انتخـابي آنـزيم                

 افزايش ثبـات آنزيمهـا در برابـر دناتوراسـيون           .اصلاح نمايد 
ي بيولـوژيكي  هـا ناشي از اعمال فشار اهميت زيادي در فعاليت     

                      .]26 [يير و تبديل آنزيمي در فشار بالا داردجهت تغ

  
  

  S. cerevisiaeاثر زمان وفشار بر فعاليت آنزيمي  6شكل 
  

 15 و   10،  5     اعمال فشار در مقـادير مختلـف و زمانهـاي           
 دقيقه بر فعاليت آنزيمي مخمر  نشان مي دهـد كـه بـالاترين             

 و  10 در   MPa 100فعاليت آنزيمي مربوط به اعمـال فـشار         
 دقيقه فشار مي باشد و فشارهاي بالاتر از ايـن مقـدار در              15

زمانهاي ياد شده كاهش قابل ملاحظه اي بر فعاليت آنزيمـي           
 pHمگا پاسكال سبب كـاهش      40 -60فشارهاي  . مخمر دارد 

 در  pH مي شود و اين كـاهش         واحد 33/0واكوئل در حدود    
   سيتوپلاسـم سـلول     pH .صورت مـي پـذيرد    حضور گلوكز   

نيزتمايل به كاهش نشان مي دهد كه نقش مهمي در فعاليـت            
  در اسـيدي شـدن سيتوپلاسـم       . حياتي سلول خواهد داشـت    

 سـبب   ظـاهرأ  ادامـه مـي يابـد كـه        MPa 100 دامنه كمتر از  
در  . د گـرد   مـي  واكنش و تحريك ترشحات متابوليكي مخمر     

 مي شـود اعمـال فـشار ايزواسـتاتيك تـا            مشاهده)  6(شكل  
 پاسكال اثر چنـداني بـر فعاليـت آنزيمـي           75مقادير كمتر از    

 75 و نيـز زمـان اعمـال فـشار از             شـدت  اما با افزايش  . ندارد
نزيمي افزايش مي يابـد و      آ فعاليت   MPa 100مگاپاسكال تا   

آمار  .دهد مي   نشان  كاهش 150 و   MPa125 در فشار    مجدداً
 نشان مي دهد كه فشار ايزواستاتيك در        و ارقام به دست آمده    

تنظيم فعاليت و ثبات برخي از آنزيمها نقـش دارد فـشار مـي       
آنزيمها را از طريـق تغييـر مـسير         عملكرد هيدروليتيكي   تواند

تنظيم سرعت و يـا از طريـق تنظـيم قابليـت انتخـابي آنـزيم                
ابـر دناتوراسـيون     افزايش ثبـات آنزيمهـا در بر       .اصلاح نمايد 

ي بيولـوژيكي  هـا ناشي از اعمال فشار اهميت زيادي در فعاليت     
                      .]26 [جهت تغيير و تبديل آنزيمي در فشار بالا دارد

  
  يالكترونميكروسكوپ  با مشاهدات 3-2

بررسي اثر فشار ايزواسـتاتيك بـالا بـر سـاختمان و ريخـت              
لكتروني نشان مـي    شناسي سلول مخمرتوسط ميكروسكوپ ا    

دهد كه به تدريج با افزايش فشار طول سلول مخمر افـزايش            
ي شـاهد ايـن تغييرريخـت       هامي يابد ودر مقايـسه بـا سـلول        

ي مخمر  هاتصوير سلول ) 7 (شكل.  مشهود است  شناسي كاملاً 
اري بـر آنهـا وارد نـشده اسـت          شرا در حالتي كه هيچگونه ف     

ز نظـر ريخـت      بطوريكه ملاحظه مـي گـردد ا       .نشان مي دهد  
 و   سـلولها صـاف و تخـم مرغـي شـكل بـوده        سطح شناسي

هيچگونه آثار ناشي از اثر عوامل خارجي بر سـلول مـشاهده            
  مگا پاسكال در مـدت       50فشار  ) 8( مطابق شكل    .نمي گردد 

ي ها دقيقه توانسته است اندكي تغييرات در بعضي از سلول         15
 ليتغييــرات شــامل افــزايش طــوايــن . مخمــر ايجــاد نمايــد

كـه    تفـاوتي  سلول مي باشد كه ايـن    ودربعضي بزرگ شدگي  
 نسبت به فشاركه در اين دامنه ظـاهر         هادر عكس العمل سلول   

شود احتمالأ بـه دليـل اخـتلاف در زمـان تقـسيم سـلولي                مي
 سـاعت   24تصوير ميكروگراف الكترونـي را       8 شكل باشد مي

 نــشان  C° 4 ونگهــداري درMPa 50ارپــس از اعمــال فــش
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هم چنين يك نوع تجمع سلولها ناشي از تنش ايجاد           .دهد مي
 ي تيمـار   بعضي از سـلولها در.شده بر اثر فشار ديده مي شود     

تغييـرات سـطحي در ديـواره        مگا پاسـكال     75 در فشار    شده
  . سلول مخمر كاملا قابل مشاهده است

  

  

        
  

  تحت  S.cerevisiae.ي مخمرها سلول8شكل           سالم             S.cerevisiae.ي مخمرها سلول7شكل             
               MPa50 رفشا                                                         )شاهد(و بدون اعمال فشار                         

  
مشاهده مي شـود تجمـع      ) 9(به علاوه همانطور كه در شكل       

ي ديواره سلولي ها هه كنار سلولي بيشتر شده است به طوري ك      
ئي با اشكال منظم ويا نـامنظم هندسـي بـه           هامخمر فرو رفتگي  

 ساعت  24تصوير ميكروگراف الكتروني    كه در . اند خود گرفته 
)  10(شـكل  .مشاهده است   قابل MPa75پس از اعمال فشار     

 در اعمــال فــشار براثــرتــصوير ميكروگــراف الكترونــي را 

MPa100        ديـواره   مگاپاسـكال    100 نشان مي دهد در فـشار
سلولي در برابر فشار نتوانسته است مقاومت كند و به طـرف            
داخل فرو رفتگي عميقي ايجاد شده است و به نظر مي رسـد             
كه  به علت تشديد فعاليت متـابوليكي مخمـر براثـر واكـنش              

 مـي تـوان     . در مقابل اين دامنه فشار مـي باشـد         هاشديد سلول 
 مگا پاسكال   100حت تأثير فشار   كليه سلولها ت   گفت كه تقريباً  

 125 در فشارهاي ايجاد تغييرات  .دچار تنش شديد شده اند
اند كه منجر بـه غيـر        به قدري شديد شده    مگا پاسكال    150و  

، و  ي مخمـر شـده اسـت      هافعال شدن و نابودي كامـل سـلول       
كاهش فعاليت متابوليكي آن شـايد بـه دليـل غيرفعـال شـدن         

 و بـه نظـر مـي رسـد         باشد مخمر  سلول ي حياتي هااكثرفعاليت

تصاوير ميكروگراف الكتروني را اعمـال      ) 12و 11  (يهاشكل
 و 125ر فـشارهاي  د .  نشان مي دهد125وMPa 150 فشار
 به خـارج     محتويات سلولي مخمر دچار تغييرات شده و       150

كـه نتيجـه آن كـاهش فعاليـت       از سلول سـرازير مـي شـوند       
ايـن نتـايج    .  باشـد    متابوليسمي وبالاخره نابودي مخمـر مـي      
  )27(توسط ديگر محققين نيز تĤييد شده اند

  

  
  

                    شار      ف MPa 75  درS.cerevisiae.ي مخمرها سلول9شكل 
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   فشار   MPa 100  درS.cerevisiae.ي مخمرها سلول10شكل
  

  
  

                 MPa 125فشار   درS.cerevisiae  سلولهاي مخمر11شكل 
  

  
  

           MPa 150  فشار در S.cerevisiae. سلولهاي مخمر12شكل
  

  بررسي اثرات فشار برسلول مخمر پس از يك ماه نگهداري          
ــي  C°4 در ــكوپ الكترونـ ــط ميكروسـ ــشاهدات : توسـ  مـ

ميكروسكوپي با ميكروسـكوپ الكترونـي پـس از يـك مـاه             
ي هانگهداري در حرارت يخچال نشان مـي دهـد كـه سـلول            

   نـسبت بـه شـاهد        مگا پاسـكال    75 و50ي  هاشارمخمر در ف  
ي هااما كليه سـلول   ) 14 ، 13اشكال  (چندان تغييري نمي كنند     

 بـه   MPa125 و MPa 100 درفـشارهاي   تيمـار شـده    مخمر
 به طور كلي نابود شده و از بين مـي رونـد    پس از يك ماه   بالا

  .اين نتايج از دو جنبه داراي اهميتند) 16و15اشكال (
 ندنه تنها مفيد نيست   MPa 100ي بيش از    هااراعمال فش  : الف

 در دراز مدت مـي گرددكـه        هابلكه سبب نابودي كامل مخمر    
   باشــد  مــيتغييــرات مــضر وشــديد درون ســلوليآن نتيجــه 

 و فشارهاي كمتر از اين مقدار تـĤثير چنـدان مـضري ندارنـد             
]28.[   

 و تخقيقـات تكميلـي مـي تـوان      نتـايج با استناد بـه ايـن   : ب
 دامنهي نه چندان بالا و در     هاشارفود كه با استفاده از      اميدوار ب 

 در كيفيـت    محـسوسي  كه هيچگونـه تغيير    MPa150 و   125
 و به علاوه هزينه چندان گرانـي را در بـر            رندمواد غذائي ندا  

  ئي هــا هي مخمــر را درفــرآوردها ســلولارنــد و مــي تــوان ند
 نظير آب ميوه كه مضر شناخته مـي شـوند غيـر فعـال نمـود               

    ].29و28[
  
  

  
  

  C4°پس از يكماه نگهداري در  شاهد مرخ تصوير از م13شكل
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پس از يكماه MPa 75مر تحت فشار  خ تصوير م14شكل 
  C4°نگهداري در 

  

  
  

پس  MPa 100مر تحت فشار خي مها تصوير سلول15شكل
  C4°از يكماه نگهداري در 

  

  
  

 براثـر اعمـال  S.cerevisiae  ي مخمرها تصوير سلول16شكل
  C4°  پس از يك ماه نگهداري دردماي MPa  125 فشار

توان نتيجه گرفت كه اعمال فـشارهاي پـائين و           بطور كلي مي  
بيـشتر سـبب تحريـك      )  مگاپاسـكال    100كمتـر از    (متوسط  

ي متـابوليكي،   هاي مخمر شده و بر اثر تحريك واكنـش        هاسلول
تقسيم سلولي و ساختار فيزيولوژيك سـلول دچـار تغييراتـي           

 ،د كه از جمله اسـيدي شـدن سيتوپلاسـم و واكوئـل            مي گرد 
 تحريك تقسيم سلولي، ايجـاد جهـش و بـالاخره           يااختلال و 

 و در نتيجـه تـشديد فعاليـت         هامتابوليتبيـشتر تحريك ترشـح    
ايـن تغييـرات در     . آنزيمي مخمر ساكارومايـسس مـي گـردد       

 و يــا هــا پلــي اول، نظيــر قنــدهاهــاحــضور بعــضي از افزودني
يا بازدارنده به صورت متفاوتي اتفاق مـي        . ندتركيبات غني كن  

 حضور قندها اثر محافظت كنندگي روي       "مثلا. )29و28(افتد
ــداري آنزيم ــشارهاي هــاپاي  مگــا 50 دارد از طــرف ديگــر ف

 ندارنـد   هاپاسكال و كمتر تأثير چنداني روي اين قبيل واكنـش         
لذا مي تـوان اميـدوار بـود كـه بـا اعمـال فـشار و تحريـك                   

ي مختلف سبب ايجـاد جهـش و        هامر در محيط  ي مخ هاسلول
ي تيمـار   هـا   هافزايش فعاليت آنزيمي شده كه استفاده از سـوي        

ي هـا   هشده و يا جهش يافته در افزايش راندمان توليد فرآورد         
البته انجـام   . تخميري و نانوائي نقش به سزائي خواهند داشت       

 مـدلهاي واقعـي غـذائي و        رتحقيقات بيشتر بـه خـصوص د      
يت آنزيمي در حضور مواد افزودني براي اطمينان        بررسي فعال 

  . نتايج لازم استلاز حصو
  
   يگيري كل نتيجه -4
ستفاده از فناوريهاي نـوين از جملـه اعمـال فـشارهاي بـالا              ا

سبب تحولات اساسي در بعضي از فرآيندهاي مواد غذائي از          
 ي كيفي، بـافت   يها بهبود ويژگي  ،جمله سالم سازي غيرحرارتي   

 ،از طـرف ديگـر    . يه اي موادغـذائي مـي گـردد       و ارزش تغذ  
 تحريـك بعـضي از      موجب ندفشارهاي پائين و متوسط قادر      

  در نتيجه   شده و در آنها ايجاد تنش نموده كه        هاميكروارگانيزم
ــافعاليت ــزايش ه ــابوليكي را اف ــدي مت ــلول. دهن ــر هاس ي مخم

ساكارومايــسس كــه داراي ارزش تجــاري بــسيار زيــادي در 
 ي تخميري و صنايع پخت هستند تحت اثـر        اه  هتوليد فرآورد 

 مگاپاسكال بدون تغييـر مـي ماننـد     75 و   50 فشارهاي   اعمال
 مگاپاسكال تنش زيادي در ايـن سـلولها ايجـاد        100اما فشار   
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كرده و آنها را واداربه ترشح بيشتر آنزيم نمـوده كـه افـزايش              
ي شاهد نشان مي    هافعاليت نسبي مخمر را در مقايسه با سلول       

 مگـا پاسـكال     150 و   125اما افزايش فـشار در مقـادير        . دهد
ي حياتي مخمر شده وعـلاوه بـر        ها سبب كاهش فعاليت   مجدداً

از جملــه  كــاهش فعاليــت آنــزيم تغييــرات ســاختماني     
 سلول و حتي در بعـضي مـوارد پـارگي           ي ديواره هافرورفتگي

همچنـين بـا     .سلولي رابه دنبال داشـته اسـت        و غشاء  هديوار
ي تحت فشار   هاگهداري تغيير چنداني در سلول     زمان ن  شافزاي

 ـ  MPa 100 كمتـر   فشارهاي قرار گرفته در    امـا  .شدمـشاهده ن
شارهاي بالا تر از اين مقدار سبب نـابودي كامـل آنهـا مـي               ف

با بررسي كلي نتايج طرح مي توان اميدوار بود كـه بـا             . گردد
 مگاپاسكال بتوان فعاليـت     100 تا   50 بين   دامنهاعمال فشار در  

يمي مخمر و در نتيجه بهره وري آن را در مقياس تجـاري             آنز
 مـسائلي از قبيـل برگـشت فعاليـت بـه            معذالك. افزايش داد 

حالت اوليه بر اثر گذشت زمان و نيز تغييرات دروني سـلولي            
مخمر  كه منجر به نابودي آنها مي شودجزو تحقيقاتي اسـت            

  .دنكه در آينده بايستي صورت گير
  
  سپاسگزاري -5

ــتســيله بدينو ــشكده از حــوزه معاون ــرم پژوهــشي دان  محت
به واسـطه همكاريهـاي     فردوسي مشهد     و دانشگاه  كشاورزي

گـروه مـواد و سـراميك پـارك علـم و            وعلمي؛ فني و مـالي      
ــان   ــاوري خراس ــراردادن  فن ــار ق ــل در اختي ــه دلي ــرس ب  پ

، جناب آقاي دكتر صـيرفي      هاايزواستاتيك براي انجام آزمايش   
ملاس و همكاران ايشان به ويژه سركار       مديريت محترم ايران    

ــش   ــام آزماي ــاطر انج ــژاد، بخ ــدس رضــائي ن ــانم مهن  يهاخ
نتوگرافي و به ويژه سركار خانم صادقي كارشناس محترم         فرما

آزمايشگاه مركزي دانشكده علوم براي عكسبرداري الكتروني       
  .گردد صميمانه تشكر و قدرداني مي
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Activities and morphology of saccharomyces cerevisiae 
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Application of high isostatic pressure in biological and food researches has been extensively studied in the last 

decade. It has recently been proposed that high isostatic pressure might be applied to increasing both the activity 

and stability of several enzymes. In this research the enzymatic activity, CFU and morphological changes of 

commercial S.cerevisia under 0, 50, 75, 100, 125 and 150 MPa pressure at 5, 10, 15 minutes pressurization after 

24 hours keeping in 4C° were studied. The results statistically analyzed and showed that 50 MPa pressure didn’t 

affected on yeast cells but increased the enzymatic activity in 75 and 100MPa pressure at 10 and15 minutes 

pressurization. In addition the images of scanning electron microscope (SEM) showed that despite of increasing 

activity of enzyme the structure of yeast cell walls changed and hollowed in 100MPa pressure. The enzymatic 

activity and CFU (1log.) significantly decreased in 125 and 150 MPa. Inactivation of yeasts and decreasing the 

enzymatic activity can be due to morphological changes of yeast cells by induced high pressure. The images of 

scanning electron microscope (SEM) after one month pressurization and keeping in 4C° showed that all of 

treated yeast cells were destroyed. 

 

Keywords:  S.cerevisia, high isostatic pressure, enzymatic activity,  
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