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 جداشده از رودوتورولا موسيلاژينوزامطالعه توليد زايليتول توسط مخمر 

  طبيعت 
 

 3، ايرج نحوي ∗ 2، غلامرضا قزلباش1فروغ عسگري 
  

   كارشناس آزمايشگاه تحقيقاتي، گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه اصفهان- 1
  ، دانشگاه شهيد چمران اهواز استاديار ميكروبيولوژي، گروه زيست شناسي، دانشكده علوم- 2

   استاد گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه اصفهان-3
)8/10/92: رشيخ پذي  تار20/2/92: افتيخ دريتار(  

  
 

  چكيده
D-   الُ دارد، در صـنايع  يكنندگي بالا است و با توجه به خصوصيات فيزيكوشيميايي و تكنولوژيكي كه اين پل ـ          الُ پنج كربنه با قدرت شيرين     زايليتول يك پلي

ها بسيار اختصاصي است با در نظر گرفتن اينكه توليد بيوتكنولوژيكي زايليتول با استفاده از ميكروارگانيسم. باشدشيميايي، غذايي و دارويي بسيار ارزشمند مي
دهـد در   اطلاعات نشان مـي   .  مطالعه قرار گرفته است    و نياز به مصرف انرژي كمتري دارد، به طور وسيعي به عنوان يك روش جايگزين توليد شيميايي مورد                 

كه از برگ رودوتورولا موسيلاژينوزا در اين بررسي اين پلي الكل ارزشمند توسط سويه مخمري  .باشندها، مخمرها بهترين توليدكننده ميميان ميكروارگانيسم
 و با استفاده از كيت و نيـز  كروماتوگرافي لايه نازكتوسط اين مخمر با روش آناليزي زايليتول توليد شده . گياه بنجامين جداسازي گرديد، از زايلوز توليد شد      

.  سـاعت بـود  48 گرم بر ليتر زايلوز، بعد از    40 گرم بر ليتر زايليتول از       42/6اين مخمر قادر به توليد      . سنجي مورد مطالعه كيفي وكمي قرار گرفت      روش رنگ 
 نشان داد كه بهترين غلظـت زايلـوز بـراي توليـد             رودوتورولا موسيلاژينوزا رم بر ليتر بر روي توليد زايليتول توسط          گ 160 تا   80اثر افزايش غلظت زايلوز از      

در اين غلظت قنـدي بدسـت   )  گرم بر گرم59/0(و بازدهي   )  گرم بر ليتر   28/49( گرم بر ليتر است و بيشترين غلظت زايليتول          140زايليتول توسط اين سويه     
  .يشتر غلظت زايلوز منجر به كاهش توليد و بازدهي زايليتول شدآمد اما افزايش ب

  
 تخمير  ، رودوتورولا موسيلاژينوزازايليتول ، زايلوز، : گانواژ كليد

                                                            

  gh.r.ghezelbash@gmail.com : مسئول مكاتبات ∗
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  مقدمه -1
هـايي   هستند كه داراي مزيـت     1هاالُاي از پلي  هاي قندي دسته  الكل

-از جمله مقدار كالري پايين، توان آنتي اكسيداني، قـدرت شـيرين           

باشند و به همـين دليـل در صـنايع          نندگي و كاهش قند خون مي     ك
ــتفاده    ــورد اس ــدي م ــايگزين قن ــل و ج ــوان مكم ــه عن ــذايي ب                  غ

هـايي اسـت كـه بـه     الُ  از جمله پلي2زايليتول . ]1[گيرند قرار مي 
  . شودحال حاضر استفاده مي  وسيعي در طور

D-    باشـد كـه بـه طـور        الكـل پـنج كربنـه مـي       زايليتول يك پلـي
الُ ايــن پلــي. ]2[كننــدگي بــالايي دارد  طبيعــي خاصــيت شــيرين

ــده  ــيرين كنن ــك ش ــشابه    ي ــيريني م ــه ش ــت ك ــي غذاس ي طبيع
 4 در مقايـسه بـا   5/2(دارد امـا بـا مقـدار انـرژي كمتـر       ساكاروز

و بـا توجـه بـه مقـدار كـالري كـم، بـه عنـوان                 )) كالري بر گـرم   (
ــذايي در    ــنايع غ ــد در ص ــايگزين قن ــيريني،  ج ــات، ش ــد نب تولي

. ]3[شـــود شــكلات، بـــستني و نوشـــيدني هــا اســـتفاده مـــي  
كنـد و بـه همـين       زايليتول بـرخلاف سـاكاروز اسـيد توليـد نمـي          

دليل به عنـوان يـك عامـل مـؤثر بـراي جلـوگيري از پوسـيدگي                 
شـود  شـويه اسـتفاده مـي     دندان در آدامس، خميـر دنـدان و دهـان         

ــسم زاي   . ]4[ ــه متابولي ــل اينك ــه دلي ــه    ب ــسته ب ــر واب ــول غي ليت
انسولين اسـت، در شـرايط كمبـود انـسولين يـك جـايگزين قنـد                

  .]5[باشد مناسب براي افراد ديابتي مي
D-         زايليتول به طور صنعتي از طريق احياي شـيمياييD-   زايلـوز

 از جمله معايـب فرآينـد شـيميايي توليـد زايليتـول            . شودتوليد مي 
، اسـتفاده از كاتاليـست و نيـز    توان نياز بـه فـشار و دمـاي بـالا          مي

توليـد  . ]6[سازي گران قيمت را نام برد       مراحل هوادهي و خالص   
ها به دليل   زايليتول با استفاده از ميكروارگانيسم     -Dبيوتكنولوژيكي

اينكه نياز به كاتاليست سمي ندارد، نـسبتاَ آسـان اسـت و از نظـر                
شيميايي، باشد و با توجهِ به معايب روش        زيست محيطي ايمن مي   

تبديل ميكروبي زايلوز بـه     . ]7[از اهميت بسزايي برخوردار است      

                                

1. Polyols 
2. Xylitol 

زايليتول اخيراً بسيار مورد توجه قرار گرفته است كه در ميان انواع            
. ]8[باشـند   ها مخمرهـا بهتـرين توليـد كننـده مـي          ميكروارگانيسم

ترين منابع ميكروبي در صـنايع      ها پيش قابل قبول   مخمرها از مدت  
نايع غذايي هستند و به علت عدم بيمـاريزايي اغلـب           مختلف و ص  

  .]9[شوند  معرفي مي3عنوان يك منبع سالمآنها به
مجموعــــه عوامــــل بيولــــوژيكي، شــــيميايي و فيزيكــــي در 
پراكنــدگي موفــق مخمرهــا دخالــت دارنــد و باعــث مــي گردنــد 

. هـاي متنـوعي را تـصرف كننـد        كه اجتماعات مخمـري زيـستگاه     
. تـوان بـه گياهـان اشـاره كـرد          مخمرها مـي   هاياز جمله زيستگاه  

گياهان به سـبب داشـتن توانـايي فتوسـنتز و سـاختن بـسياري از                
هـــاي مناســـبي را بـــراي تركيبـــات كربنـــي متنـــوع، زيـــستگاه

ــي   ــا م ــف مهي ــاي مختل ــازندمخمره ــش. س ــف  بخ ــاي مختل ه
ــراي    ــست خاصــي ب ــرگ جايگــاه زي ــه پهنــك ب گياهــان از جمل

ــي   ــمار م ــه ش ــا ب ــه   . ]10[رود مخمره ــان ك ــرگ گياه ــطح ب س
نامنـد و از     مـي  4شـود را فيلوسـفر    ها كلـونيزه مـي    توسط ميكروب 

-هـاي ايـن زيـستگاه طبيعـي مخمرهـا مـي           جمله ميكروارگانيسم 

  . ]11[باشند 
از جمله مخمرهايي كه قادر به تبديل زايلوز بـه زايليتـول هـستند              

ــي ــوانمـــ  ،Pichia ،Debaryomyces ،Pachysolen تـــ
Candida ،Rhodotorola و Saccharomyces مهندســــي 

كننده زايليتول از زايلـوز   اكثر مخمرهاي توليد. ]7[شده را نام برد
مسير كاتـابوليكي زايلـوز بـه       . كنندبه عنوان منبع كربن استفاده مي     

 زايلوز توسط آنزيم زايلوز ردوكتاز      -Dاين صورت است كه ابتدا      
ط زايليتــول شــود و ســپس زايليتــول توســبــه زايليتــول احيــا مــي

 -Dشـود و سـرانجام       زايلولـوز اكـسيد مـي      -Dدهِيدروژناز  بـه     
 فـسفات   5 زايلولـوز    -Dزايلولوز توسط آنزيم زايلـوز كينـاز  بـه           

 .]1[شـود  فسفريله شـده و سـپس وارد مـسير پنتوزفـسفات مـي     
مخمرهايي هستند كه از    گولرموندي   كنديدا   وتروپيكاليس   كانديدا

  . ايليتول گزارشات زيادي وجود داردآنها در توليد ميكروبي ز

                                

3. Generally regarded as safe (GRAS) 
4. Phyllosphere 
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بررســي توليــد  هـدف از ايــن پــژوهش، جداســازي، شناســايي و 
زايليتول از مخمر جداسـازي شـده از طبيعـت بـود كـه بـه علـت          
ــع    ــوان منب ــه عن ــاهي ب ــا در گياهــان ســطوح گي ــي مخمره فراوان

  .جداسازي انتخاب شد
  

 ها مواد و روش-2

  جداسازي مخمرهاي مولد زايليتول
-نظــور جداســازي مخمرهــاي مولــد زايليتــول ابتــدا نمونــه بــه م

هـا بـه مـدت سـه روز         هـا و ميـوه    هايي مانند برگ درختـان، گـل      
ســپس .  درجــه ســانتي گــراد در آب خيــسانده شــد25در دمــاي 

ــه ارلــن 1/0 ــر از محلــول فــوق ب  حــاوي محــيط هــاي ميلــي ليت
ــازي   ــر   (YePX1جداس ــصاره مخم ــون 10ع ــوز 20، پپت ، زايل

 30انتقــال داده و در دمــاي  ) pH : 5بــا ) ر ليتــرگــرم بـ ـ (20
 دور در 200گــراد در انكوبــاتور شــيكردار بــا    درجــه ســانتي 

ــه شــيك شــدند  ــايع 48بعــد از . ]12[دقيق  ســاعت از محــيط م
بــر روي محــيط جداســازي جامــد كــشت داده و بعــد از دو روز 

ايــن . هـا در زيــر ميكروسـكوپ مـشاهده و بررســي شـدند    كلنـي 
، 20، پپتــون 20گلــوكز  (YPD2هــاي اســلنت مخمــر در محــيط
ــر  ــصاره مخم ــار 10ع ــر  (20 و آگ ــر ليت ــرم ب ــاي )) گ  4و در دم
گــراد نگهــداري شــد تــا توليــد زايليتــول آن مــورد درجــه ســانتي

 . ]2[بررسي قرار گيرد 

مطالعه توليد زايليتـول توسـط مخمرهـاي جـدا          
  شده

 يك لوپ از مخمر فعال شـده مـورد نظـر بـه يـك ارلـن حـاوي                  
، 40زايلــوز  ( ميلــي ليتــر محــيط پــيش توليــد زايليتــول      50

ــوم   ــولفات آمونيـ ــسفات   5سـ ــدروژن فـ ــيم دي هيـ ، 2، پتاسـ
ــزيم  ــولفات مني ــر 5/0س ــصاره مخم ــون 5، ع ــر  (1 و پپت ــرم ب گ

                                

1. Yeast extract Pepton Xylose 
2. Yeast Pepton Dextrose Agar 

 30انتقـال داده شـد و سـپس ارلـن در دمـاي              ) pH :5/5بـا   ) ليتر
ــا درجــه ســانتي ــاتور ب  دور در دقيقــه شــيك 180گــراد در انكوب

 درصــد 5 ســاعت از محــيط فـوق بــه نــسبت  48بعــد از . يـد گرد
) مـشابه محـيط پـيش توليـد       (هـاي حـاوي محـيط توليـد         به ارلن 

 دور 180گــراد بــا  درجــه ســانتي30انتقــال داده شــد و در دمــاي 
 ســاعت بــه 24 و توليــد زايليتــول، هــر در دقيقــه شــيك گرديــد

  .]7[ روز بررسي شد5مدت 

  شناسايي زايليتول
 رودوتورولا سويه مخمرييتول توليد شده توسط در ابتدا زايل
به عنوان  TLC(3(كروماتوگرافي لايه نازك با روش  موسيلاژينوزا

يك روش آناليزي ساده و سريع به صورت كيفي مورد شناسايي 
در اين روش تركيبات بر اساس قطبيت و وزن . قرار گرفت

روليتر  ميك1مقدار به اين ترتيب كه . شوندمولكولي جداسازي مي
از محيط تخميري حاوي احتمالي زايليتول توليد شده خارج 

 گذاشته و كاغذ به TLCكاغذهاي سيليكاژل سلولي بر روي 
              آب با نسبت- بوتانل-  ساعت در حلال شامل پروپانل2مدت 

هاي ايجاد سپس به منظور ظاهر شدن لكه.  قرار داده شد1 : 2 : 7
اسپري )  پرمنگنات پتاسيم-وكسيد سديمهيدر(شده، كاغذ با رنگ 

شد و بعد از خشك شدن، توليد زايليتول مورد بررسي قرار گرفت 
به علاوه زايليتول توليد شده توسط مخمر مورد نظر با .]13[

استفاده از كيت خريداري شده از شركت مگازايم ايرلند شناسايي 
  .شد و مورد تاييد قرار گرفت
كمي زايليتول توليد شده توسط مخمر، به منظور تشخيص كيفي و 

 اين روش .استفاده گرديد 4روش رنگ سنجي در اين بررسي از 
 متا پريودات شامل اكسيداسيون ملايم زايليتول با استفاده از سديم

 دقيقه و 10به مدت ) كلريدريك اسيد(تحت شرايط ملايم اسيدي 
رف ناش سپس مخلوط سازي با رامنوز و در نهايت استفاده از مع

 2 و استيل استن 2استيك اسيد   گرم بر ليتر،150آمونيوم استات (
 دقيقه در 15مخلوط فوق را به مدت . مي باشد)) ليتر بر ليترميلي(

                                

3. Thin layer chromatography 
4. Colorimetric method 
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گراد حرارت داده و بعد از سرد كردن  درجه سانتي53بن ماري 
- نانومتر اندازه412آن، مقدار زايليتول توليد شده در طول موج 

زايليتول خالص نيز براي تهيه منحني استاندارد . ]14[گيري شد 
  .استفاده شد

  ماندهگيري قند باقياندازه
ــوان منبــع كــربن اســتفاده و منحنــي اســتاندارد    ــه عن از زايلــوز ب

ــاقي ــدقنــد ب ــده رســم گردي ــدازه. مان گيــري قنــد زايلــوز از در ان
بــه بــراث تخميــري .  اســتفاده شــد1معــرف دي نيتروساليــسيلات

ــانت  ــي س ــه ط ــلولك ــرف دي   ريفوژ س ــده، مع ــدا ش ــاي آن ج ه
ــسيلات  ــديم (نيتروساليــ ــسيد ســ ــرف دي 16هيدروكــ ،  معــ

ــسيلات  ــديم  10نيتروسالي ــارات س ــك تارت ــيم - و نم  250 پتاس
ــر ( ــر ليت ــرم ب ــه   )) گ ــرارت دادن آن ب ــد از ح ــرده و بع ــافه ك اض

گــراد، در آب  درجــه ســانتي100 دقيقــه در بــن مــاري 10مــدت 
 نـــانومتر 570ول مـــوج يــخ ســـرد شـــده و جــذب آن در طـ ــ 

  .]15[يادداشت شد 

  گيري توده زيستياندازه
ــا انــدازه انــدازه گيــري مــاكزيمم گيــري تــوده زيــستي همزمــان ب

ــول صــورت گرفــت  ــد زايليت ــه محــيط  . تولي ــن ترتيــب ك ــه اي ب
ــري را در شــرايط   ــشت تخمي ــدت 6000ك ــه م ــه 15 دور ب  دقيق

ــر     ــا آب مقط ــرده و ب ــانتريفوژ ك ــد  2س ــشو داده ش ــار شست .  ب
ــاي  ــانتي80ســپس در دم ــت شــدن وزن،   درجــه س ــا ثاب ــراد ت گ

  . ]2[خشك گرديد 

  سازي غلظت منبع كربنبهينه
 غلظــت اوليــه زايلــوز در توليــد زايليتــول توســط بهتــرين ســويه
. مخمري بر اسـاس مقـدار توليـد و بـازده جـدا شـده بهينـه شـد                  

توليـد و توليـد اسـتفاده و تـاثير         هـاي پـيش   بدين منظور از محـيط    
 گـرم بـر ليتـر، بـر         160 تـا    80درصدهاي مختلف قنـد زايلـوز از        

ــازده . توليــد زايليتــول مــورد بررســي قــرار گرفــت  ــر اســاس ب ب

                                

5. Dinitrosalicylate (DNS) 

توليد، بهتـرين غلظـت قنـدي بـه منظـور توليـد زايليتـول توسـط                
 .اين سويه انتخاب شد

 RNA  تواليشناسايي مخمرها توسط تعيين 
  ريبوزومي

توالي ز طبيعت توسط تعيين جدا شده ازايليتول مولد مخمرهاي 
 پرايمرهاي بكار رفته.  شدندشناسايي يي از ژنوم ريبوزوميقطعه

براي .  بودند2برداري فضا ساز نسخه از نوعدر اين پژوهش
ابتدا مخمر مورد نظر در محيط عصاره  ها، مخمرDNAاستخراج 

ها جداسازي  مايع كشت داده شد و سلول3 گلوكز- پپتون -مخمر
ها با بافر سپس سلول. ده از آب مقطر شستشو داده شدندو با استفا
- ، محلول فنل) ميكرون425-600(يي هاي شيشه، دانه4ليز كننده
مخلوط شده و طي مخلوط ) 1:24:25(ايزوآميل الكل -كلروفرم
بافر ليزكننده .  دقيقه شكسته شدند3-5 شديد به مدت 5سازي

 كلريد سديم، ،7، سديم دودسيل سولفات X-1006حاوي تريتون 
.  بود9تترا استيك اسيدآميندي اتيلنو 8اسيد كلريدريك-تريس

اضافه شد و به منظور انحلال  TE10سپس  به محتويات فوق بافر 
DNA در بافر TEبعد از . سازي به آرامي انجام شد عمل مخلوط

 دقيقه، به 10 به مدت 11 دور در دقيقه10000 سانتريفوژ با سرعت
ا شده به ميزان دو برابر حجم آن ايزوپروپانول محلول بالايي جد

. سرد اضافه شد و مخلوط فوق چند مرتبه به آرامي معكوس شد
حركت سريع و يا ورتكس در اين مرحله موجب قطعه قطعه 

بعد از سانتريفوژ، محلول فوقاني دور . گردد ميDNAشدن 
ريخته شد و بعد از تبخير شدن ايزوپروپانول در زير هود به 

 اضافه شد و بعد از TE ميكروليتر بافر 100وب باقي مانده رس

                                

2. Internal Transcribed Spacer (ITS) 
2. Yeast Extract Peptone Glucose (YPD) 
4. Lysing Buffer 
5. Vortex 
6. Triton X-100 
7. Sodium Dodesil Sulphate (SDS) 
8. Tris-HCl 
9. Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA) 
10. Tris-EDTA buffer 
11. Revolutions per minute (rpm) 
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گراد  درجه سانتي-20ورتكس آرام و ميكروسانتريفوژ در دماي 
  .]16[ مورد استفاده قرار گيرد PCRداري شد تا براي نگه

 PCR  قطعه مورد نظر با استفاده از پرايمرهاي                      
ITS1 (5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG3')                        

 ITS4  ورفتعنوان پرايمر   هب
(5'TCCTCCGCTTATTGATATGC3') عنوان  هب

ابتدا درجه خلوص و اندازه نسبي . ]17[انجام شد  برگشتيپرايمر 
)  درصد5/1(بر روي ژل آگارز  بدست آمده PCRمحصول 

  و شدتوالي تعيين  فزا پژوهتوسط شركتتعيين شد و سپس 
جستجو شد تا نام جنس و  NCBIدر سايت آمده  دستتوالي ب

مرازي واكنش زنجيري پلي. گونه مخمر مورد نظر مشخص شد
 2، دوره) دقيقه5 درجه، 95 (1ي واسرشت اوليهحاوي  سه مرحله

 ثانيه 30 درجه براي 55 ثانيه، 30 درجه براي 95گانه كه شامل سي
 درجه، 72 (3يي دقيقه،  و در نهايت بسط نها1 درجه براي 72و 
  .باشدمي)  دقيقه10
  

   نتايج -3
ــد   ــاي مولـ ــايي مخمرهـ ــازي و شناسـ جداسـ

  زايليتول
 6 ايزولـه مخمـري جـدا شـد كـه ايزولـه              10در اين بررسي ابتدا     

بيشترين توليد را داشت كـه ايـن مخمـر  از بـرگ گيـاه بنجـامين                  
 . و در اسفند ماه جداسازي شد

 RNA  تواليشناسايي مخمرها توسط تعيين 
  ريبوزومي

ــ ــد از  ه قطع ــر بع ــر مخم ــده از ه ــر روي ژل PCRبدســت آم  ب
هـا مـشخص    آگارز برده شد تا خـالص بـودن و انـدازه نـسبي آن             

                                

1. Initial denaturation 
2. Cycle 
3. Final extension 

ــود ــاي     . ش ــا پرايمره ــده ب ــت آم ــات بدس ــول قطع  و ITS1ط
ITS2 قـــسمتي " در مخمرهـــاي مختلـــف متفـــاوت و شـــامل

 و قــــسمتي  18srRNA- ITS1- 5.8srRNA- ITS2از
ــت"28srRNAاز  ــ . اس ــارز ،1 كلش ــصول  ژل آگ  PCRمح

طـولي  دهـد كـه     را نـشان مـي    جـدا شـده در ايـن بررسـي          مخمر  
 و تــواليبعــد از تعيــين  .  جفــت بــاز دارد 600-700حــدود 
در ســايت  جفــت بــازي از محــصول فــوق 524اي قطعــه تطــابق

NCBIموســيلاژينوزا ردوتــورولا، 6كــه ايزولــه  د مــشخص شــ 
ــود  ــوژني 3شــكل ). 2شــكل (ب ــوالي درخــت فيل ــه ت ــوق را ب  ف

و  5 و بـا الگـوريتم حـداكثر درسـت نمـايي           4افزار مگـا   كمك نرم   
joining Neighbour ــي ــشان مــ ــد نــ ــورولا .دهــ  رودوتــ

ــيموســيلاژينوزا ــه   داراي كلن ــرم، صــاف، موكوئيــدي و ب هــاي ن
  .باشد ميPDAنارنجي بر روي محيط -رنگ قرمز

  
 

  
  

  دهجدا ش  سويهPCRتصوير ژل الكتروفورز محصولات  1شكل 
  
  

                                

4. Mega (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), Version 5 
5. Maximum likelihood 
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L : Ladder)  ،رودوتورولا موسيلاژينوزا : 1، )آب مقطر(كنترل منفي :  -، ) بازي100فرمنتاز  
Query  1    CTTAACTTGGAGTCCGAACTCTCACTTTCTAACCCTGTGCATTTGTTTGGGATAGTAACT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  40   CTTAACTTGGAGTCCGAACTCTCACTTTCTAACCCTGTGCATTTGTTTGGGATAGTAACT  99 
 
Query  61   CTCGCAAGAGGGCGAACTCCTATTCACTTATAAACACAAAGTCTATGAATGTATTAAATT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  100  CTCGCAAGAGGGCGAACTCCTATTCACTTATAAACACAAAGTCTATGAATGTATTAAATT  159 
 
Query  121  TTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGC  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  160  TTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGC  219 
 
Query  181  AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  220  AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG  279 
 
Query  241  CACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAATACTTCAA  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  280  CACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAATACTTCAA  339 
 
Query  301  CCCTCCTCTTTCTTAATGATTGAAGAGGTGTTTGGTTTCTGAGCGCTGCTGGCCTTTAGG  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  340  CCCTCCTCTTTCTTAATGATTGAAGAGGTGTTTGGTTTCTGAGCGCTGCTGGCCTTTAGG  399 
 
Query  361  GTCTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAACTTCGGATTGACTTGGCGTAA  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  400  GTCTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAACTTCGGATTGACTTGGCGTAA  459 
 
Query  421  TAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGACTAGAGCCGGGTTGGGTTAAAGGAAGC  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  460  TAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGACTAGAGCCGGGTTGGGTTAAAGGAAGC  519 
 
Query  481  TTCTAATCAGAATGTCTACATTTTAAGATTAGATCTCAAATCAG  524 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  520  TTCTAATCAGAATGTCTACATTTTAAGATTAGATCTCAAATCAG  563 

 
 رودوترولا موسيلاژينوزا درصدي با 100 و تشابه NCBI جفت بازي در 524نتيجه تطابق قطعه  2شكل 

 Isolate 6

 Rhodotorula mucilaginosa strain CRUB 113

 Rhodotorula mucilaginosa strain AUMC 777

 Rhodotorula mucilaginosa strain AUMC 724

 Rhodotorula mucilaginosa strain UIMC35

 Rhodotorula mucilaginosa strain AUMC 778

 Rhodotorula mucilaginosa

 Saccharomyces cerevisiae

35

11
6

70

9

  
 6درخت فيلوژني ايزوله  3شكل 

شناسايي كيفـي و كمـي زايليتـول توليـد شـده            
  رودوتورولا موسيلاژينوزا توسط سويه

ــه 24 بعــد از  رودوتــورولا موســيلاژينوزامخمــر  ســاعت قــادر ب
زايليتـول توليـد شـده در       . باشـد ل از قند زايلـوز مـي      توليد زايليتو 

ــر روي كاغــذ   ــكل TLCروز دوم ب ــده  4 در ش ــشان داده ش  ن
 گرم بـر ليتـر زايليتـول بـه عنـوان شـاهد مـورد                10مقدار  ( است  

سـپس زايليتـول توليـد شـده توسـط ايـن            ). استفاده قرار گرفـت     

. مخمــر بــا اســتفاده از كيــت مگــازايم شناســايي و تاييــد گرديــد 
-سـنجي انـدازه    بـا اسـتفاده از روش رنـگ        مقـدار توليـد   چنين  هم

شـود ايـن     مـشاهده مـي    5گيري شد كـه همـانطور كـه در شـكل            
ــول    ــد زايليت ــشترين تولي ــر در روز دوم بي ــر  42/6(مخم ــرم ب  گ

چنـين  هـم .  گـرم بـر ليتـر زايلـوز داشـت          40را در محيط با     ) ليتر
ي، طـي فرآينـد     مانـده و مقـدار تـوده زيـست        مقدار قند زايلوز باقي   

  .گيري شدتخمير اندازه
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رودوتورولا  حاصل از زايليتول توليد شده توسط سويه  4TLCشكل 
در مقابل باند ) S(باند زايليتول توليد شده توسط مخمر  ، موسيلاژينوزا

  )X(زايليتول شاهد 

  
 40رودوتورولا موسيلاژينوزا در منحني توليد زايليتول در سويه  5شكل 

  ر ليتر زايلوزگرم ب

  بهينه سازي غلظت منبع كربن
 رودوتورولابه منظور افزايش توليد زايليتول در سويه 

 .تاثير غلظت هاي مختلف منبع كربن سنجش شد موسيلاژينوزا
 گرم بر ليتر 140 تا 80نتايج نشان داد كه افزايش غلظت زايلوز از 

د زايليتول  منجر به افزايش توليموسيلاژينوزا رودوتورولادر سويه 
شد، اما افزايش بيشتر غلظت زايلوز باعث كاهش توليد و بازدهي 

شود، با توجه  مشاهده مي1همانطور كه در جدول . زايليتول شد
و )  گرم بر گرمYP/S:  59/0(به بازده توليد، بر اساس قند مصرفي 

هر دو نشان داد )  گرم بر گرمYP/X :35/3(بر اساس توده سلولي 
لظت زايلوز به منظور توليد زايليتول توسط سويه كه بهترين غ
 گرم بر ليتر است و بيشترين مقدار 140، موسيلاژينوزا رودوتورولا

. در اين غلظت قندي بدست آمد)  گرم بر ليتر28/49(زايليتول 
تر شدن زمان چنين منجر به طولانيافزايش غلظت زايلوز هم

  .تخمير شد

  
  موسيلاژينوزا رودوتورولالوز بر توليد زايليتول توسط سويه تاثير افزايش غلظت زاي 1جدول 

گرم (زايلوز اوليه 
  )بر ليتر

  زمان
  )ساعت(

  بيومس
  )گرم بر ليتر(

  قند مصرفي
  )گرم بر ليتر(

  زايليتول
  )گرم بر ليتر(

YP/S  
  )گرم بر گرم(

YP/X  
  )گرم بر گرم(

80  192  8/12  29/74  28/34  46/0  67/2  

100  192  2/13  15/77  14/37  48/0  81/2  

120 192 7/13 80 28/44 55/0 23/3  

140 192 7/14 86/82 28/49 59/0 35/3  

160  192  2/12  16/57  42/31  54/0  57/2  

YP/S) گرم بر ليتر(به مقدار قند مصرفي ) گرم بر ليتر(، نسبت زايليتول توليد شده )گرم بر گرم (است و YP/X )ه ، نسبت زايليتول توليد شد)گرم بر گرم
باشد مي) گرم بر ليتر(به مقدار توده سلولي ) گرم بر ليتر(

18[.  
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  بحث -4
ها در فرآيند توليد تخميري زايليتول كه توسط ميكروارگانيسم

گيرد، به منظور افزايش توليد و  مخمرها صورت مي"مخصوصا
توان پارامترهايي شامل غلظت سوبسترا، منبع نيتروژن، بازدهي، مي

يكي از مهمترين . سازي كرد هوادهي را بهينه وpHدما، 
  .]7[فاكتورهاي موثر بر توليد زايليتول ، غلظت اوليه زايلوز است 

 به منظور بهينه سازي توليد زايليتول توسط ايكوچي و همكاران
 تا 50، اثر افزايش غلظت اوليه زايلوز از 9-559كانديداسويه  

بررسي كردند و بهترين  گرم بر ليتر را بر توليد زايليتول 300
 گرم بر 200غلظت قندي براي توليد زايليتول توسط اين سويه 

 گرم بر ليتر بود 173ليتر گزارش شد و مقدار زايليتول توليد شده 
 اثر افزايش غلظت زايلوز را بر توليد چنگ و همكاران. ]19[

جداسازي تروپيكاليس  كانديدا  W103زايليتول توسط سويه 
 گرم بر ليتر با 120ررسي و بهترين غلظت قندي را شده از خاك ب

 گرم بر ليتر زايليتول 1/87 گرم بر گرم و مقدار 73/0بازدهي 
 گزارش كردند كه سويه بورا و همكاران. ]7[گزارش كردند 

 كه از ساقه درخت رودوتورولا موسيلاژينوزا PTD3مخمري 
 67ي صنوبر جداسازي شد،  قادر به توليد زايليتول با بازده

 . ]20[ گرم بر ليتر زايلوز بود 150درصد، از 

دهد، تاثير فاكتور همانطور كه مطالعات صورت گرفته نشان مي
سازي توليد زايليتول، به نوع سويه غلظت اوليه زايلوز در بهينه

  .]18[مخمري و نيز شرايط كشت بستگي دارد 
يتـول  هاي مختلف زايلوز بـر توليـد زايل       در اين پژوهش اثر غلظت    

 بررسي شد و نتايج بدست آمـده        موسيلاژينوزا رودوتورولاتوسط  
بر اساس مقدار توليد و بـازدهي زايليتـول نـشان داد كـه افـزايش                
غلظت زايلوز منجر به افزايش توليد و بازدهي زايليتـول شـد، امـا              

تر شدن زمان تخمير شد و اين سـويه در          چنين منجر به طولاني   هم
بهترين غلظـت زايلـوز     . ز را مصرف كرد   مدت زمان بيشتري زايلو   

 گرم بر ليتـر بـود و     140به منظور توليد زايليتول توسط اين سويه،        
 گـرم بـر     28/49مقدار زايليتول توليد شده در اين غلظـت قنـدي،           

در مـدت   ) بر اساس قند مصرفي   ( گرم بر گرم     59/0ليتر با بازدهي    
جـر بـه     ساعت بود و افزايش بيـشتر غلظـت زايلـوز من           192زمان  

كاهش بازدهي و توليد زايليتول شد، كه به علت اثر فشار اسـمزي             
. هـاي مخمـري بـود    ناشي از غلظت افزايش يافته زايلوز بر سـلول        

 1توان از محيط كـشت تغذيـه شـونده        براي غلبه بر اين مشكل مي     
استفاده كرد كه در مقايسه با كشت بسته بازدهي بيـشتر و سـرعت              

  .]21[آيد ست ميبالاتر توليد زايليتول بد
توليد ميكروبي زايليتول با توجه بـه معايـب روش شـيميايي يـك              

معمـــولاً زايليتـــول توســـط . روش جـــايگزين مناســـب اســـت
كننده زايلوز هـستند    هايي كه به طور طبيعي مصرف     ميكروارگانيسم

ها داراي آنزيم زايلوز ردوكتـاز      شود و اين ميكروارگانيسم   توليد مي 
. ]22[ول محصول اصلي متابوليسم زايلوز است       باشند كه زايليت  مي

-در اكثر مطالعات، منبع كربني زايلوز به عنوان سوبسترا و فـراوان           

سلولزي هيـدروليز شـده بـراي         ترين قند موجود در تركيبات همي     
هـا نـشان    بررسـي . توليد زايليتول مورد استفاده قرار گرفتـه اسـت        

رد طي يك فرآيند سه     دادند كه توليد زايليتول از گلوكز در يك مو        
چنـين  هـم . ]23[اي از طريق آرابيتول و زايلولوز انجام شد         مرحله

پنير در يك مورد طي يـك       توليد زايليتول از لاكتوز موجود در آب      
  .]24[اي گزارش گرديد فرآيند سه مرحله
هاي مخمري مولد زايليتول و شناسايي اوليـه ايـن          جداسازي سويه 

هـاي برتـر بـراي      دستيابي به سـويه   ها گام نخست در جهت      سويه
  .دباشتوليد زايليتول مي
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The study of xylitol production by Rhodotorula mucilaginosa 

isolated from nature 
  

Asgary, F. 1, Ghezelbash, GH. 2∗, Nahvi, I. 3 

 
1. Expert of Research Laboratory, Department of Biology, Faculty of Science, University of Isfahan, Iran 

2. PhD, Department of Biology, Faculty of Science, Shahid Chamran University of Ahvaz, Iran 
3. Professor, Department of Biology, Faculty of Science, University of Isfahan, Iran 

(Received: 92/2/20   Accepted: 92/10/8) 
 
Xylitol is a naturally five – carbon polyol with a high sweetening power. Owing to its 
physicochemical and technological properties, make it of high value to pharmaceutical, food and 
chemical industries. The biotechnological method of producing xylitol by microorganisms has been 
studied as an alternative to the chemical method. This method is of interest because it requires little 
energy and is very specific. Among the microorganisms, yeasts are considered as the best xylitol 
producer. In this study xylitol was produced by Rhodotorola mucilaginosa that isolated from leaf of 
Benjamina. The produced xylitol by R. mucilaginosa was determined and measured by thin layer 
chromatography, kit and colorimetric methods. This strain produced 6.42 g l-1 xylitol after 48 hours in 
medium congaing of 40 g l-1 xylose. Consequences of increasing the initial xylose concentration from 
60 to 140 g l-1, the final xylitol concentration and yield were also increased. Maximum concentration 
of produced xylitol by R. mucilaginosa was 49.28 g l-1 (yield of 0.59 g g-1) at 140 g l-1 initial xylose 
concentration. However further increasing of xylose concentration to 160 g l-1, led to a drastic decrease 
in xylitol production and yield.   
 
Keywords: Xylitol, Xylose, Rhodotorola mucilaginosa, Fermentation. 
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