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از رب  Aspergillus niger  كپكDNAارزيابي روش مناسب استخراج 

  گوجه فرنگي

  

، 3، محمدرضا عدالتيان3 ياورمنش، مسعود∗2محمد باقر حبيبي نجفي ،1كاراژيانرضا 

 4حميدرضا پوريان فر
 

  اه فردوسي مشهد دانشگ. گرايش ميكروبيولوژي مواد غذايي.  علوم و صنايع غذايي-مهندسي كشاورزي.  دانشجوي دكترا-1

  دانشكده كشاورزي گروه علوم و صنايع غذايي. دانشگاه فردوسي مشهد.  استاد صنايع غذايي-2

  دانشكده كشاورزي گروه علوم و صنايع غذايي. دانشگاه فردوسي مشهد.  استاديار صنايع غذايي-3

  چ هاي صنعتي جهاددانشگاهي مشهدگروه پژوهشي زيست فناوري قار. جهاددانشگاهي مشهد.  استاديار بيوتكنولوژي-4

  )10/12/93:   تاريخ پذيرش10/9/93: تاريخ دريافت(

  

 چكيده
به اين منظور از روش .  آسپرژيلوس نايجر از رب گوجه فرنگي بهينه سازي شده و با همديگر مقايسه شده اندDNAدر اين تحقيق روش هاي استخراج 

، 103، 101(مختلف غلظت هاي اسپور كپك آسپرژيلوس نايجر در . ي مبتني بر كيت تجاري استفاده شدهاي كلاسيك استخراج بهينه سازي شده و روش ها

105 CFU/gr ( به رب گوجه فرنگي اضافه شد و پس از رشد و ايجاد ميسيلوم كپك استخراجDNAتفاوت روش هاي به كار . با پنج روش انجام شد

 DNAاين روش ها از نقطه نظر كميت و كيفيت . لتراسوند و محلول هاي ليز كننده ديواره سلولي بودگرفته شده بر اساس استفاده از نيتروژن مايع، او

 استخراج شده DNAهمچنين با استفاده از الكتروفورز ژل . استخراج شده با استفاده از روش اسپكتروفتومتري با دستگاه نانودراپ مورد بررسي قرار گرفتند

 با PCR استخراج شده عمليات DNA در نمونه هاي PCRود آلودگي پروتئيني و جهت بررسي وجود ممانعت كننده هاي از لحاظ عدم مشاهده هاله و نب

 روش مويد اين مطلب 5 در PCR و نتايج DNAنتايج نانودراپ و الكتروفورز ژل . استفاده از پرايمرهاي پيشرونده و پس رونده طراحي شده انجام شد

  . اين كپك از رب گوجه فرنگي مي باشدDNAوش براي استخراج  مناسب ترين ر1است كه روش 

  

  ، آسپرژيلوس نايجر، رب گوجه فرنگيDNA استخراج : واژگانكليد

  

  

  

  

  

  

                                                           

∗
  habibi@um.ac.ir:  مسئول مكاتبات 
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 مقدمه - 1
اين محصول .  استليكوپن و Cگوجه فرنگي سرشار از ويتامين 

ي و انواع رب گوجه فرنگ فراوري شده درامروزه به طور خام يا 

 مردم بسياري رژيم غذاييشود و بخش مهمي از   مياستفادهسس 

 حدود 2008 سال  درطبق آمار. دهد از كشورها را تشكيل مي

ي در دنيا توليد شد و مصرف سرانه  ميليون تن گوجه فرنگ130

  .]1[بود  كيلوگرم 49گوجه فرنگي در ايران 

كپك ها گروهي از ميكروارگانيسم ها هستند كه قادرند به خوبي 

 و با توليد بر روي گوجه فرنگي و فرآورده هاي آن رشد كنند

فلور كپكي .  سلامت مصرف كننده را به خطر اندازندتوكسين

.  مي باشد هاي متعددي از كپك هاشامل جنسگوجه فرنگي 

اغلب گونه هاي كپكي همراه با ماده خام در اثر فرآيندهاي اعمال 

شده طي فرآوري رب از بين مي روند اما بعضي از كپك هايي كه 

داراي آسكوسپورهاي مقاوم به حرارت هستند مي توانند در 

ز  ا ميوه ها و سبزيها ايجاد فساد كنند كهفراورده هاي حاصل از

  .]1[ مي باشد آسپرژيلوس جنسجمله مهم ترين آن ها 

ي داراي ديواره است پك هاي ميكروسكوپرژيلوس از كپجنس آس

ك هاي مهم آلوده كننده مواد غذايي پكه به عنوان يكي از ك

 به دليل قدرت بالاي رشد در مواد غذايي و نيز قدرت  وباشد مي

فلاتوكسين به خصوص آ) قارچي( توليد توكسين هاي ميكروبي

  .]2[ ها در مواد غذايي از اهميت فراواني برخوردار است

اين محصول در روش استاندارد ايران و دنيا تعيين آلودگي كپكي 

 اين روش بر پايه روش شناسايي  انجام مي شود هواردبه روش

 به دليل مشاهده چشمي كپك ها و ومستقيم ميسيليوم كپك است 

 ، وجود دارد آزمون كنندهيل خطااحتماريسه آنها در زير لام 

  درصد و بيشتر است15دقت كمي دارد و داراي انحراف معيار 

 شخص آزمون كننده نيز بستگي مهارتعلاوه بر اين به  .]3[

 نتايج آزمون ، خطاهاي متعددي طي تشخيص كپكبه دليل. دارد

مي باشد و نتايج يك نمونه در آزمايشگاه هاي مختلف متفاوت 

 بنابراين تعيين يك روش .]4[ يت تكرار پذيري ندارندحاصله قابل

استاندارد مبتني بر روش هاي جديد مولكولي جهت تعيين دقيق 

  . ميزان آلودگي كپكي اين محصول لازم به نظر مي رسد

 از كپك هاي موجود در رب گوجه فرنگي و DNAاستخراج 

فرآورده هاي آن اولين گام در تبيين يك روش مولكولي جهت 

اسايي و اندازه گيري ميزان اين كپك ها در فرآورده ها مي شن

كه مي تواند به عنوان روش كارآمد و مناسب جايگزين . باشد

  . روش هاي استاندارد اندازه گيري كيفي و كمي حال حاضر بشود

ميان انواع متفاوت را در  DNA مولكولي تفاوت هايروش هاي 

 يك روش PCR آزمون .كند تشخيص مي  قابلميكروميست

.  مورد استفاده قرار مي گيرد به اين منظورمعمول است كه اغلب

 مي باشد كه DNA وجود يك قالب PCRايه روش پاساس و 

مشكل بسيار مهم يافتن روشي . ماده ژنتيكي ميكروارگانيسم است

 از DNAسرعت و حساسيت با مقدار كم  دو جنبه است كه از

 را انجام DNAستخراج بتواند عمل اتعداد سلول هاي محدود 

 . ]2[ بدهد

كپك ها در مقايسه با باكتري به دليل وجود ديواره سلولي سخت 

ها شكستن و ليز كردن ديواره سلولي جهت خارج كردن 

محتويات داخل سلولي سخت تر بوده و زمان بر مي باشد و 

مشكل  .بايستي از روش ها و مواد شيميايي مناسب استفاده كرد

 تخريب آسپرژيلوس نايجر از DNAاستخراج ترين مرحله در 

  ژنومي مي باشدDNAديواره سلول بدون آسيب رساندن به 

 DNA همچنين اين روش ها نياز به مهارت بالايي دارند و .]2[

كه استخراج شده توسط اين روش ها براي تكنيك هاي مولكولي 

 همچنين .]5[ مناسب نيست در حال حاضر استفاده مي شوند

 از يك ماده غذايي مانند رب گوجه فرنگي به DNAاستخراج 

دليل داشتن مقادير متنابهي رنگدانه از قبيل ليكوپن و بتاكاروتن و 

همچنين تركيبات فنلي ديگر از قبيل فلاونول ها و همچنين وجود 

تركيبات قندي از قبيل گلوكز و ساكارز و اسيدهاي آمينه به دليل 

 با مشكلات متعددي DNAايجاد ممانعت در عمل استخراج 

 استخراج DNAوجود تركيبات فنلي در محلول . مواجه است

 پليمراز DNAشده باعث جلوگيري از فعاليت هاي آنزيم هاي 

و ) PCR( پليمراز در واكنش زنجيره اي پليمراز  تكمانند

وجود . همچنين جلوگيري از كار آنزيم هاي برش گر مي شود

 باعث اكسيداسيون شديد مواد آنتي اكسيدان و فلاونوئيدها

DNA بالا  وجود پلي ساكاريدها و پروتئين همچنين مي شوند

 براي DNA كيفيت  استخراج شده باعث مي شود كهDNAدر 

   .]6[ كاهش پيدا كندمراحل بعدي مطالعات مولكولي 

 مكانيكي -بيشتر روش ها از تكنيك هاي مكانيكي يا فيزيكي

مي كنند به عنوان مثال براي تخريب ديواره سلولي استفاده 
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 كوبيدن و ساييدن در نيتروژن ،استفاده از گلوله هاي شيشه اي

 استفاده از ، انجماد و خروج از انجماد متوالي، آسياب كردن،مايع

 حاويامواج فراصوت به صورت تركيبي با بافرهاي ليزكننده 

ويو مي وو استفاده از اشعه ماكر) SDS( سديم دودسيل سولفات

زيم ها نيز مي توانند براي هضم ديواره سلولي استفاده آن. باشد

تركيبي روش هاي تخريب ديواره سلولي اغلب به صورت . شوند

 صورت مي Kروتئيناز پروتئين ها اساساً توسط پهضم . است

.  استفاده مي شودRNase نيز از RNAگيرد و براي حذف 

 همراهه  ب) كلروفرم-ايه فنلپ بر(با استفاده از حلال استخراج 

. انل نيز اغلب مورد استفاده قرار مي گيردپروپ ايزوتوسطترسيب 

انل نيز مي توانند پروپ اتانل و ايزوDNA يبراي شست و شو

اين روش ها زمان بر هستند و به . مورد استفاده قرار گيرند

در سال هاي اخير كيت هاي تجاري به . مهارت بالايي نياز دارند

ك ها به پديواره سلولي ك. رار گرفته اندطور مكرر مورد استفاده ق

طور فوق العاده اي محكم هستند و به همين دليل ليز كردن 

ديواره سلولي به وسيله روش هاي استخراج تجاري مشكل است 

 براي مقدماتي مراحل ،اك كردن و خالص سازيپو قبل از عمل 

  . ]5,2[ ليز كردن ديواره سلول لازم است

 DNA جداسازي ييسه روش هاهدف از اين تحقيق مقا

 از رب گوجه فرنگي با توجه ويژه به مقدار و رژيلوس نايجرپآس

 DNA كميت و كيفيت .كيفيت به استحصال شده است

  توسط اسپكتروفتومتري با نانودراپ تعيين شده،استحصال شده

با  PCRو محصول واكنش   تكثير مي شودPCRس به وسيله پس

هت تعيين عدم وجود مهار كننده هاي جاستفاده از الكتروفورز ژل 

PCRمورد بررسي قرار مي گيرد  .  

  

 مواد و روش ها - 2

  تهيه سوش كپك خالص - 2-1
 از سازمان )PTCC 5010( آسپرژيلوس نايجرجنس كپك 

پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران، مركز كلكسيون باكتري ها و 

  .تهيه شدبه صورت خالص و ليوفيليزه قارچ ها 

  

  

 

  ماده سازي رب گوجه فرنگيآ - 2-2
 احتياج به رب گوجه فرنگي پاستوريزه انجام اين تحقيقجهت 

بدون مواد افزودني، نگهدارنده رنگ هاي خوراكي، نمك و غيره 

 آن ها د از رشد غير طبيعي كپك ها و يا بازدارندگي رشاست تا

 گوجه فرنگي سالم،  پس از تهيهبدين منظور. جلوگيري شود

 استفاده شد و رب گوجه  زدگي و لهيدگيبدون كپك، آفت

 مشابه رب هاي تجاري موجود در 26 تا 24فرنگي با بريكس 

 محصول بدست آمده در ظروف شيشه اي درب . تهيه شدبازار

دار قابل اتوكلاو استريل شده پر كرده و بعد از درب بندي 

 . پاستوريزه شدند

  فعال سازي كپك و تهيه نمونه ها - 2-3
ازي كپك هاي موردنظر از محيط كشت مالت براي فعال س

فعال سازي آمپول ليوفيليزه شده .  استفاده شد1اكستراكت براث

كپك تحت شرايط كاملاً استريل و سترون شده طبق دستورالعمل 

سيون محيط كشت و كپك تلقيح ناز سوسپا. سازنده انجام گرديد

 25  دمايدرنكوباسيون يشده در لوله بعد از گذشت چند ساعت ا

 خطيبه صورت  PDA2  پليت هاي محيطدرجه سانتي گراد در

گراد به مدت   درجه سانتي25 در دماي پليت ها.  داده شدكشت

 شدند تا كلني هاي كپك ظاهر شده رشد كرده ه روز اينكوب7 تا 5

 . ]7[ كندتوليد و ميسيليوم 

  

  تلقيح كپك به رب گوجه فرنگي - 2-4
 كپك رشد كرده روي سطح سپورا از با آنس استريلبدين منظور 

. به وسيله محلول رينگر رقيق مي كنيم محيط كشت برداشته و
توسط لام هموسايتومتر تعداد اسپورهاي كپك سوسپانسيون شده 

 عدد اسپور در هر 109 تا 108(در داخل رينگر محاسبه مي شود 
) 105 و 103، 101( سپس رقت هاي مختلف اسپور). ميلي ليتر

 25 ساعت در 72و به مدت .  مي شوداضافهه رب تهيه شده و ب
 مي شوند تا اسپورها فرصت ايجاد فرم هدرجه سانتي گراد اينكوب

ميسيليومي را پيدا كنند و بتوان از نمونه هاي رب آلوده شده 
 . را انجام دادDNAحاصله استخراج 

                                                           

1. Malt Extract Broth 
2. Potato Dextrose Agar 
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 از ميسيليوم DNAروشهاي استخراج  - 2-5

  كپكي
 از  DNAتلـف بـراي اسـتخراج       در اين تحقيق از پـنج روش مخ       

چهار روش با اسـتفاده  . ميسيليوم كپك هاي مورد نظر استفاده شد  

از روش هاي استخراج دستي با استفاده از محلول هـاي مختلـف             

، سـاييدن در    ]5[ليز كننده ديواره سلولي مطابق بـا روش سـنيس           

قرار دادن تيوب هـاي     (نيتروژن مايع و استفاده از امواج فراصوت        

 45 دقيقـه بـا فركـانس        30ش در حمام اولتراسوند به مدت       آزماي

مطابق روش موتكوا و همكاران در سال       %) 100كيلوهرتز و توان    

 و نيز حلال ها جهت خالص سازي مي باشـند و يـك          ]2[ 2011

 انجام شد كه بر پايه DNAروش استخراج توسط كيت استخراج  

 DENA zist مــي باشــد كــه از كيــت  3 شستــشو-جــذب

Genomic DNA isolation kit IV(25)s-1030(IV) از 

  .شركت دنا زيست تهيه شد

 حاصله به مدت يك شب در DNAپس از انجام عمل استخراج، 

 درجه سانتي گراد نگهداري شـدند و سـپس كميـت و        -18دماي  

 استخراج شـده توسـط روش اسـپكتروفتومتري و          DNAكيفيت  

 320 و 280، 260 استخراجي در طول موج DNAجذب محلول 

نانومتر، الكتروفورز بر    280/260نانومتر و همچنين نسبت جذب      

 با استفاده از (PCR)روي ژل آگارز و واكنش زنجيره اي پليمراز  

مورد بررسي قرار ) 1جدول (پرايمرهاي پيش رونده و پس رونده       

  . انجام گرفت2 مطابق جدول PCRشرايط واكنش . گرفت

 تنها به DNAتلف استخراج  به دليل طولاني بودن روش هاي مخ      

لازم بـه توضـيح مـي      : توضيح مناسب ترين روش اشاره مي كنيم      

 از نيتـروژن  ]8[ )2000 اشميت و السامرايي (1باشد كه در روش   

 Tris-HCl- درصـد    CTAB 2(مايع به همراه بـافر اسـتخراج        

 NaCl 4/1- ميلي مـول     pH=8 (-EDTA 20( ميلي مول    100

ــول  ) درصــدß-Mercaptoethanol 2/0- درصــد PVP 3-م

ــواره ســلولي اســتفاده شــد  ــز كــردن دي در روش دوم . جهــت لي

 از امواج فراصوت به صـورت       ]2[ )2011 ويتراسووا و موتكووا(

تركيبي در مرحله ليز كردن ديواره سلول استفاده شـد و در روش             

 و SDS در تركيب محلول ليـز كننـده از    ]9[ )2013 پرابها(سوم  

Na2So3    به جايCTAB   وß-Mercaptoethanol   اسـتفاده 

                                                           

3. Absorption-Elution 

 NaCl 5/2 از   ]10[ )2006 بزيدنهوت(گرديدو در روش چهارم     

 درصـد   ß-Mercaptoethanol 5/1- درصـد    PVP 3-مولار  

-DNA DNAs نيز از كيـت اسـتخراج   5در روش   . استفاده شد 

1030 (IV (استفاده شد زيست دنا شركت ساخت.  

وسيله كوبيدن در هاون نمونه هاي رب آلوده شده با كپك ابتدا به         

 70 تـا    50. استريل توسط ازت مايع به صورت پودر در مي آينـد          

 ميكروليتـر   600ميلي گرم از پودر به ميكروتيوپ منتقـل شـده و            

. بـه آن اضـافه مـي شـود        ) شرح در بـالا   (بافر استخراج گرم شده     

 دقيقـه حـرارت داده   30 درجه سانتي گراد به مـدت        62سپس در   

 به مخلوط اضـافه شـده و    kروليتر پروتئيناز    ميك 1سپس. مي شود 

  .اينكوبه مي شود  دقيقه30 درجه سانتي گراد به مدت 37در 

 اضافه 1 به 24 ايزوآميل الكل به نسبت    - ميكروليتر كلروفرم    600

 دقيقه با اينـورت كـردن تيـوپ مخلـوط مـي             10شده و به مدت     

 rpmر  دقيقه با سانتريفوژ با دو10مخلوط حاصل به مدت . شوند

  . درجه سانتي گراد سانتريفوژ مي شود4 در 13000

را برداشته و بـه تيـوب جديـد         )  ميكروليتر 300حدود  (فاز رويي   

 درجه  37 اضافه كرده و در      RNase ميكروليتر   2. منتقل مي شود  

 -حجـم مـساوي كلروفـرم       .  دقيقه اينكوبه مي شـود     30به مدت   

مـي شـود سـپس       دقيقـه اينـورت      5ايزوآميل الكل اضافه شده و      

 rpm دقيقـه بـا سـانتريفوژ بـا دور     10مخلوط حاصل بـه مـدت     

فـاز رويـي   .  درجه سانتي گراد سانتريفوژ مـي شـود     4 در   13000

    را برداشـته و بـه تيـوب جديـد منتقـل      )  ميكروليتـر    250حدود  (

مي شود سپس دو سوم حجم ايزوپروپانول سرد به آن اضافه شده            

 10اينكوبه مي شود سپس به مدت        دقيقه   15و در فريزر به مدت      

 درجه سـانتي گـراد      4 در   rpm 13000دقيقه با سانتريفوژ با دور      

ــود  ــي ش ــانتريفوژ م ــده و   .س ــه ش ــوپرناتانت دور ريخت  500س

 بار اينورت كرده 20 درصد اضافه مي كنيم و     70ميكروليتر اتانول   

 10و به انتهاي تيوب ضربه وارد كرده تا حل شود سپس به مدت              

 درجه سـانتي گـراد      4 در   rpm 13000 با سانتريفوژ با دور      دقيقه

اتانـل دور ريختـه شـده و پلـت حاصـله در             . سانتريفوژ مي شود  

به پلت خشك شـده     . انتهاي تيوپ در دماي اتاق خشك مي شود       

 4 ميكروليتر آب ديونيزه اضافه كرده و به مدت يك شـب در               50

  .درجه سانتي گراد نگهداري مي كنيم
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  ايمرهاي پيش رونده و پس رونده جنس آسپرژيلوس مورد استفاده در واكنش زنجيره اي پليمراز پر1جدول 

  ’TGTTTCTATTATGACCCGTTCGG>3>’5  پرايمر پيش رونده

  ’CCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGC>3>’5  پرايمر پس رونده

  

   برنامه واكنش زنجيره اي پليمراز2جدول 

  تعداد سيكل  )دقيقه(زمان   )درجه سانتي گراد(دما   مرحله

  1  10  94  شروع

  40  5/0  94  واسرشت

  40  5/0  52-55  اتصال

  40  2  72  طويل شدن

  1  5  72  طويل شدن نهايي

  

   آناليز آماري- 2-6
   استخراج شده DNAداده هاي حاصل از نانودراپ نمونه هاي 

  

   سه   با فاكتوريل جهت مقايسه ميانگين نتايج با استفاده آزمون 

رسي اختلاف معني دار بين روش هاي مختلف تكرار و جهت بر

 و مقايسه ميانگين داده ها با mstatcبا استفاده از نرم افزار 

% 05/0استفاده از آزمون چند دامنه اي دانكن با سطح معني داري 

  . اكسل انجام شد2007رسم نمودارها با نرم افزار . انجام شد

  

   استخراج شدهDNAو غلظت ) 280/260(استخراج بر اساس فاكتور خلوص  نتايج حاصل از عملكرد روش هاي مختلف 3جدول 

 DNAمقدار   )280/260(فاكتور خلوص    كپكسپورمقدار ا  روش

101  940/1  42  

  1روش   1/146  707/1  103

105  765/1  1/334  

101  823/1  5/56  

  2روش   8/65  483/1  103

105  760/1  5/148  

101  796/1  7/130  

  3روش   0/700  065/2  103

105  946/1  5/946  

101  784/1  3/438  

  4روش   1617  976/1  103

105  109/2  2639  

101  432/1  05/12  

  5روش   25/14  790/1  103

105  540/1  55/19  
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  نتايج - 3
 ملاحظه مي شود روش چهارم مقدار 1همان طور كه از جدول 

DNAنموده  بيشتري را در مقايسه با روش هاي ديگر استحصال 

است اما در روش هاي دوم و چهارم مقادير نسبت جذب 

280/260
 

 را نشان مي دهد كه بيان گر 2نانومتر عدد بالاتر از 

 استخراجي مي باشد و احتمال آلودگي به DNAكيفيت پايين 

RNA در اين نمونه ها زياد است، اگر اين نسبت كمتر از عدد 

تئين و تركيبات فنلي  با پروDNA باشد نشان دهنده آلودگي 8/1

 به دليل وجود تركيبات فنلي بالا در رب گوجه فرنگي كه است

 كه اين روش هاي استخراج جهت حذف وجود دارداحتمال اين 

 .]11 و 6[ اين تركيبات مناسب نبوده اند

 2 و 1 روش هاي نشان داده شده است 1 همان طور كه در شكل

انگين قابل قبولي  استخراج شده در ميDNAاز نقطه نظر خلوص 

 از اين لحاظ با همديگر 4 و 3 روش هاي مي باشند) 2-8/1(

اختلاف معني داري ندارند و در روش استخراج با كيت خلوص 

DNAبدست آمده در حد قابل پذيرش نيست .  

  
  ه استخراج شدDNA) 280/260( نتايج حاصل از عملكرد روش هاي مختلف استخراج بر اساس فاكتور خلوص 1شكل 

  ) درصد تفاوت معني داري با يكديگر ندارند5رديف هاي با حداقل يك حرف غير مشترك در سطح آماري (

روش چهارم بيشترين مقدار  است پيدا 2 همان طور كه در شكل

DNA و تفاوت  كپك را از نمونه هاي رب استخراج نموده است

ش ساير رو. معني داري با ساير روش هاي به كار گرفته شده دارد

 تفاوت DNAها نيز با همديگر از نقطه نظر ميزان استخراج 

معني داري دارند اين در حالي است كه روش استخراج با كيت 

   را داشته است DNAكمترين بازدهي در استحصال 

  
   استخراج شدهDNAنتايج حاصل از عملكرد روش هاي مختلف استخراج بر اساس مقدار  2شكل 

  ) درصد تفاوت معني داري با يكديگر ندارند5رديف هاي با حداقل يك حرف غير مشترك در سطح آماري (
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 1 استخراج شده نشان مي دهد كه روش DNAنتايج الكتروفورز 

 باندهاي قابل مشاهده، بدون هاله و شكستگي دارند در حالي 2و 

ود كه در روش چهارم هاله و شكستگي به ميزان زياد ديده مي ش

 در مقادير 3 باند ديده نمي شود همچنين در روش 5و در روش 

هر الكتروفورز ژل .  باند مناسبي ايجاد نشده است105 و 101

 و شكستگي هاله و سالم باشد و هيچگونه هنمونه كه يكپارچ

 .]6[  مي باشدDNAنداشته باشد داراي بهترين استخراج 

 كيفيت 2 و 1بنابراين مي توان نتيجه گرفت كه روش هاي 

DNAمناسبي دارند .  

  
 : استخراج شده به روش هاي مختلف به ترتيب عبارتند ازDNA نتايج الكتروفورز بر روي 3شكل 

 Aspegillus 105 2- Aspegillus 103 1- Aspegillus 101 -3  1روش 

 Aspegillus 105 6- Aspegillus 103 5- Aspegillus 101 -7  2روش 

 Aspegillus 105 9- Aspegillus 103 8- Aspegillus 101 -10  3روش 

 Aspegillus 105 12- Aspegillus 103 11- Aspegillus 101 -13  4روش 

 Aspegillus 105 15- Aspegillus 103 14- Aspegillus 101 -16  5روش 

  . هستند ladder 17 و 4شماره هاي 

  

كننده  براي تعيين وجود مواد بازدارنده و مداخله PCRواكنش 

در تأييد فرآيند استخراج توسط . در طي واكنش انجام گرديد

PCRبه  نشان مي دهد كه در طي استخراج توسط اين روش ها 

 و اند ايجاد نكرده PCR ممانعتي جهت واكنش 4جز روش 

 دليل بر فقدان ممانعت كننده PCRوجود قطعات تكثير شده در 

 3 و 2، 1 هاي روش .] 11 و 6[ براي آنزيم تك پليمراز است

 باند ايجاد 4باندهاي مناسبي ايجاد كرده اند ولي براي روش 

 در PCRنشده است كه مي تواند به دليل ممانعت كننده هاي 

 مواد و واكنش 4مي توان نتيجه گرفت كه در روش . محيط باشد

 PCRواكنش  از DNAگرهاي مورد استفاده در استخراج 

 مناسب DNAستخراج ممانعت كرده اند و اين روش جهت ا

   .نيست
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  : به روش هاي مختلف به ترتيب عبارتند از بر روي ژلPCR Product الكتروفورز  نتايج4شكل 

  4شكل توضيح 

 Aspegillus 105 2- Aspegillus 103 1- Aspegillus 101 -3  1روش 

 Aspegillus 105 6- Aspegillus 103 5- Aspegillus 101 -7  2روش 

 Aspegillus 105 9- Aspegillus 103 8- Aspegillus 101 -10  3روش 

 Aspegillus 105 13- Aspegillus 103 12- Aspegillus 101 -14  4روش 

 Aspegillus 105 16- Aspegillus 103 15- Aspegillus 101 -17  5روش 

  . هستند ladder 18 و 11، 4شماره هاي 

  

  بحث - 4
 از DNAلف استخراجنتايج حاصل از مقايسه روش هاي مخت

از نقطه نظر مقدار، دهند كه  كپك آسپرژيلوس نايجر نشان مي

 و وجود ممانعت كننده هاي مختلف DNAخلوص، شكستگي 

PCR در محلول استخراج تفاوت هاي معني داري مشاهده مي 

به طوري كه استفاده از كيت هاي تجاري از لحاظ كارايي در شود 

ت آمده بسيار ضعيف مي  بدسDNAمقدار استخراج و خلوص 

كپك ها مي باشد و شايد اين به دليل وجود ديواره سلولي سخت 

توسط محلول هاي  باشد كه اجازه شكافتن و ليز كردن ديواره را

  . كيت نمي دهد

 DNAالكتروفورز با ژل آگارز معيار مهمي براي محاسبه غلظت 

چربي، پروتئين و غلظت هاي . و عدم شكستگي در آن مي باشد

.  هستندPCRبالاي كليسم مهاركننده هاي بالقوه براي عمليات 

فقدان شكستگي و اسمير در نمونه هاي استخراج شده نشان 

اگر نسبت مقدار جذب .  مي باشدDNAدهنده خلوص بالاي 

 باشد 8/1-2 در محدوده OD=280/260 درDNAمحلول 

نشاندهنده اين است كه جذب عمدتاً به علت اسيد نوكلئيك است 

اعداد كمتر از .  استخراج شده مطلوب استDNAو خلوص 

و .  نشان دهنده آلودگي با پروتئين يا تركيبات فنلي است8/1

وجود  . استRNA نشان دهنده آلودگي با 2اعداد بالاتر از 

 دليل بر فقدان ممانعت كننده براي PCRقطعات تكثير شده در 

ممانعت كننده  4در روش  بنابراين .]6[ آنزيم تك پليمراز است

PCR وجود داشته كه در مطالعات مولكولي بعدي ايجاد مشكل 

  .خواهد كرد

 زمان بر و پر هزينه بوده و نياز DNAاز آن جايي كه استخراج 

 بنابراين بهينه داردبه استفاده از مواد شيميايي گران قيمت و سمي 

روش استخراج جهت كاهش زمان و هزينه ها و افزايش كردن 

. ]11[  بدست آمده ضروري استDNAو خلوص راندمان 

، DNAاز نقطه نظر كميت و كيفيت  DNA استخراج 1روش 

 الكتروفورز شده و همچنين DNAنداشتن هاله و عدم شكستگي 

 1روش . مناسب مي باشد PCRنداشتن ممانعت كننده هاي 
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 . اين كپك از مواد غذايي پيشنهاد مي شودDNAبراي استخراج 

ق نشان ميدهد كه استفاده از نيتروژن مايع و نتايج اين تحقي

ساييدن سلول ها و شوك حرارتي باعث ايجاد راندمان بهتري در 

، SDS مي باشد و استفاده از موادي چون DNAاستحصال 

Na2So3 ،PVP و -ß-Mercaptoethanol باعث ايجاد 

  .  و نيز خلوص پايين مي شودDNAشكستگي در 

  DNAشي ساده براي استخراج  رو)2013 (و همكارانپرابها 

روش پيشنهادي در اين . ]9[ژنومي از كپك ها پيشنهاد كرد 

 بود در DNA براي استخراج CTABتحقيق استفاده از روش 

و كپك آسپرژيلوس فلاووس و اين تحقيق سوشهاي ساپرولگنيا 

نتايج نشان داد كه آسياب . پني سيليوم مورد مطالعه قرار گرفتند

 DNAبا نيتروژن مايع باعث استحصال بيشتر كردن نمونه ها 

خواهد شد و روش بكار گرفته شده باعث ايجاد باندهاي مناسب 

 نمونه ها PCRدر الكتروفورز نمونه ها و نيز باندهاي مطلوب در 

  . شده است

 در تحقيقي روشي را براي استخراج )2004 (جين و همكاران

DNAساير  سوش هاي كپك هاي آسپرژيلوس فوميگاتوس و 

 و K از آنزيم پروتئيناز .]7[ سوش هاي اين جنس پيشنهاد كردند

نتايج الكتروفورز ژل . محلول هاي ليز كننده استفاده كردند

DNA و همچنين PCR آن ها نشان داد كه اين روش استخراج 

  .مناسب مي باشد

روش هاي متعددي را براي استخراج ) 2006(ليزا و همكاران 

DNAوميگاتوس با همديگر مقايسه كردند  از آسپرژيلوس ف

اين تحقيق با استفاده از كيت تجاري   درDNAاستخراج. ]11[

Qiagen اما جهت كارايي بهتر فرايند استخراج و  انجام گرفت

از مراحل تكميلي از افزايش سهولت در شكستن ديواره سلولي 

 پختن، هضم آنزيمي، استفاده - ذوب كردن، انجماد-قبيل انجماد

لوله هاي شيشه اي، هضم آنزيمي و گلوله هاي شيشه اي و از گ

استفاده از بافرهاي ليز كننده و گلوله هاي شيشه اي استفاده 

هر چند اين روش ها در عمل در آزمايشگاه ها به صورت . كردند

نتايج نشان داد كه استفاده از گلوله هاي . مي شوندروتين انجام ن

همراه محلول هاي ليز كننده شيشه اي و گلوله هاي شيشه اي به 

از اين كپك استخراج  را DNAديواره سلولي بيشترين مقدار 

و اين دو روش سريع ترين، راحت ترين و داراي قابليت  كردند

  .تكرار زيادتر در مقايسه با روش هاي ديگر است

 كلاسيك را DNAروش استخراج ) 2011(موتكووا و همكاران 

  آسپرژيلوس هاي جنسراي كپك ببا روش مبتني بر كيت تجاري

در روش كلاسيك علاوه  .]2[مقايسه كرده و آن را بهينه كردند 

بر استفاده از بافر هاي ليز كننده و محلول هاي خالص كننده 

DNA نيز در فرايند استخراج امواج فراصوت از نيتروژن مايع و 

نتايج بيانگر اين نكته بود كه روش استخراج . استفاده شد

 استخراج شده در DNAاز نقطه نظر مقدار و كيفيت كلاسيك 

 و نيتروژن مايع امواج فراصوتمقايسه با روش بهينه شده با 

اختلاف معني داري داشته و روش بهينه شده با نيتروژن مايع 

همچنين روش هاي . كارايي بهتري را از خود نشان داده است

گرفته شده مبتني بر كيت در مقايسه با روش هاي كلاسيك به كار 

  .كارايي ضعيف تري را از خود نشان داده اند

روشي ساده را براي استخراج ) 2000( و همكاران السامرايي

DNAكپك هاي مورد . ]8[ عرفي كردند ژنومي را از كپك ها م

مطالعه از جنس هاي آسپرژيلوس، فوزاريوم، پني سيليوم و 

يع و بافرهاي روش مذكور استفاده از نيتروژن ما. رايزوپوس بودند

ليز كننده سلولي، رسوب پروتئين ها و جداسازي پلي ساكاريدها 

 كلروفرم و در نهايت خالص سازي - و فنل NaClبا استفاده از 

DNAنتايج نشان داد كه اين روش مي .  با اتانل انجام گرفت

و همچنين  استحصالي DNA وزن مولكوليتواند به طور موثري 

  .م هاي برش گر را افزايش دهدقابليت هضم را توسط آنزي

 دو روش سريع و موثر را در )2005 (رونگ گائو و همكاران

اين دو . ]12[  ژنومي از كپك ها معرفي كردندDNAاستخراج 

  بودندCenis و روش DNAzolروش بر پايه محلول هاي 

اين تحقيق كپك هاي جنس هاي آسپرژيلوس، فوزاريوم،  .]5,13[

نتايج نشان دادند .  را نيز شامل مي شدندپني سيليوم و رايزوپوس

 بالاتري را نسبت به روش DNA بازدهي Cenisكه روش 

DNAzol  دارد و ميزان خلوصDNA در اين روش نيز بالاتر 

   .است

 كپك جنس آسپرژيلوس را از بادام )2010 (پاسونه و همكاران

ي زميني انبار شده جداسازي كرده و اثر شرايط انبارداري را بر رو

 در اين DNAاستخراج . ]14[توليد آفلاتوكسين بررسي كردند 

بافر استخراج و گلوله تحقيق به روش كلاسيك و با استفاده از 

براي حذف تركيبات پلي ساكاريدي . هاي شيشه اي انجام گرفت

 و 1:24:25ايزوآميل الكل به نسبت : كلروفرم: و پروتئيني از فنل
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 DNAو خالص سازي   استفاده شدNaCl مولار 5محلول 

 .  درصد انجام گرفت70توسط اتانل 

 Multiplexبا استفاده از تكنيك ) 2009(سانتيه و همكاران 

Real Time PCR كپك هاي توكسين زاي آسپرژيلوس پني 

جهت . ]15[سيليوم و فوزاريوم را شناسايي و اندازه گيري كردند 

 هاي  از روش كلاسيك و با استفاده از محلولDNAاستخراج 

 استفاده كردند EDTA و SDS ،Tris ،NaClاستخراج حاوي 

و در مراحل بعدي جهت حذف تركيبات كربوهيدرات و پروتئيني 

.  استفاده كردند1 به 24ايزوآميل الكل به نسبت : كلروفرماز 

بدست آمده كپك ها با اين روش براي DNA كميت و كيفيت 

  .انجام مراحل بعدي اين تحقيق مناسب بود
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Evaluation suitable method for DNA extraction Aspergillus niger 

from tomato paste 
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In this research different methods of DNA extraction from Aspergillus niger in tomato paste have been 
optimized and compared with each other. For this purpose classical optimization techniques and 
commercial Kit base methods were used. Mold spores of Aspergillus niger at different levels (101, 103 
and 105 CFU/g) were added to the tomato paste. After mycelium growth DNA extraction was perfomed 
by five methods. Different methods employed by use the Liquid nitrogen, ultrasonic and lysis solution in 
the cell wall. These methods in terms of quality and quantity of DNA extracted were studied using 
spectrophotometer with NanoDrop. The absence of smear, protein contamination and no presecnce of 
PCR inhibitors determined with PCR that performed forward and reverse primers. Result of gel 
electrophoresis and PCR assay showed that Method 1 is the most appropriate method for DNA extraction 
is the mold of tomato paste. 
 
Keywords: DNA extraction, Aspergillus niger, tomato paste 
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