
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 دانشگاه اصفهان

 دانشکده علوم
يگروه زيست شناس  

 

  ولوژييميکروب –ي زيست شناسي  ان نامه ي کارشناسي ارشد رشتهيپا
  

هاي توليد کننده اسيد سيتريک ازمنابع متفاوتجداسازي و شناسايي مخمر  

  

  

  :استادان راهنما
  دکتر ايرج نحوي

  گيتي امتيازيدکتر 

  
  :وهشگرپژ

  مريم السادات ميرباقري
  
  

  ۱۳۸۸  ماهاسفند
 

 

 



 
 

  



 
 

  

  ! پروردگارا

اي که نعمت بودن، زيستن، آموختن و محبت کردن را به من ارزاني داشتي؛ مرا   اي هستي بخش وجود، 
  .تپد بر نعمات بيکرانت توان شکر نيست و ذره ذره وجودم براي تو مي

  ! الهي 

اي اي براي اسارت و نه دست مايهنه نردباني براي فزوني غرور و نه حلقه مرا مدد کن تا دانش اندکم، 
  .باشد براي تجليل از تو و متعالي ساختن زندگي خود و ديگران براي تجارت، بلکه گامي

  بر خود لازم مي دانم تا از زحمات اساتيد راهنماي گرانقدرم 

ي آموزد، انسان توانمندي که سرتاسر وجودشان مملو استاد بزرگي که انديشيدن م جناب آقاي دکتر ايرج نحوي
  .محبت، سخاوت، پشتکار و ممارست است احترام، نظم،از

استاد با محبتي که به من تلاش و علم آموزي، حقيقت بيني و زندگي  سرکارخانم دکتر گيتي امتيازيو 
  .آموختند

ه زيست شناسي دانشگاه اصفهان بلکه افتخار اين دو استاد بزرگوار نه تنها افتخار گرو .نمايم يبسيار قدردان
  .ميکروبيولوژي ايرانند و براي من همين بس که توفيق  شاگردي ايشان را داشتم

فداکار، پر عاطفه و مادر زحمتکش ، عزيز و بزرگوارم و پدر دارم به هايم را تقديم ميبهترين درودها و سلام
  .هاستون تلاش هاي ديروز آنام، آنها که هر آنچه من امروز دارم مديصميمي

ها ها و هميارياي روشن برايم بوده و هست به واسطه همه محبتهمدل و همراهم ، او که نويدبخش آينده همسراز  
  .را دارم يسپاسگزارهايش نهايت و صبوري

ن در طول مسير ام، مشوقين و حاميان ممهربان و خوبم و ديگر اعضاي خانواده برادران و خواهراندستان پر مهر  
  .ها را از خداوند منان آرزومندمفشارم و همواره برايشان بهترينتحصيل و زندگي را به گرمي مي



 
 

از اساتيد بزرگوارم جناب آقاي دکتر مبيني و سرکار خانم دکتر اعتمادي فر که قبول زحمت نموده و داوري خارج 
ناظر محترم تحصيلات  ييزارم و از سرکار خانم دکتررضاوداخل اين پايان نامه را بر عهده گرفتند صميمانه سپاسگ

  .تکميلي نهايت تشکر را دارم

در طول دوران کارشناسي و کارشناسي ارشد از محضر اساتيد بزرگواري همچون آقاي دکتر نحوي، خانم دکتر 
ي دکتر زرکش کرمانشاهي، خانم دکتر امتيازي، آقاي دکترگلبانگ، آقاي دکتر روغنيان،آقاي دکتر بوذري، آقا

هاي فراوان گرفتم، همواره برايشان فر بهرهو سرکار خانم دکتر اعتمادي ،دکتر مبينياصفهاني، آقاي دکتر رباني
همچنين  از کارشناسان آزمايشگاه جناب آقاي دباغ، سرکار خانم حکميان و سرکار . سلامتي و موفقيت را آرزو دارم

  .شکرمهاشان بسيار متخانم عباسي به واسطه کمک

ام جناب آقاي دکتر درويشي انسان با اخلاقي که همچون مشاوري دلسوز در تمام دانم از دو همکار پايان نامهلازم مي
هايش ها و دلگرميلحظات پايان نامه مرا همراهي نمودند و سرکار خانم لادن مفاخر دوست با محبتي که با همياري

  .نمايم يقدردان ي، بسگشايم بودهاي دوران پايان نامه گرههمواره در سختي

ها حسين خاني و ميرحسيني که هميشه با رويي از دانشجويان دکترا آقايان آشنگرف، شاکري، قزل باش و خانم
  .سپاسگزارمگشاده، تجربيات دوران کار و تحصيلشان را در اختيار ما قرار دادند همواره 

رهبري، خدابخش، مفاخر،  هاسان عزيزم خانمبهترين دوران تحصيلم در کنار دوستان صميمي و همکلا
و حيدري و آقايان کميجاني، گلابي و ضيايي  ي، جعفري، مرادحسيني،کريمي، قرباني، شاهرخ، رضايي، مستاجران

  .هميشه شاد و موفق باشند... اانشاءرقم خورد، 

  

  

  

  

  



 
 

  

  تقديم به

  اميعزيزان زندگ

   

  

  ام، دلسوز و صمیمی با محبتپدر و مادر 
  .کنند یثار و محبتشان معنا میرا با ا ستنیها که مفهوم زآن                                           

  

  

  

  همسر مهربان ، همدل و همراهم

  .ستا و بودنش امید زندگیآرامش  وجودش اوکه                                                       

  

  

  

  



 
 

  :دهيچک

، طعم ترش مطبوع، بالا در آببه واسطه انحلال پذيري  ..ول صنعتي با کاربرد بسيارگسترده استاسيد سيتريک، يک محص
 صنايع غذايي،  داروسازي ،در  همچنين شرکت در سنتزهاي شيميايي خاصيت سمي بسيار کم و جذب آسان، خواص بافري و

به بيش از  ۲۰۰۹اسيد سيتريک در سال  يتوليد جهان شديم پيش بيني .دارد يکاربرد فراوانع يگر صنايو د بهداشتيو  آرايشي 
  .ميليون تن برسد ۲

آن سال به بعد با شناخت  آسپرژيلوس نايژر تنها ارگانيسم انحصاري براي توليد اسيد سيتريک بود اما از۱۹۶۵ سال تا حدود
استفاده . داشته است يريايش چشمگتوليد اسيد سيتريک افزها در جهت آن يبر رو مطالعه ؛هاي توليد کننده اين اسيدمخمر

هايي با ميزان بالاي همراه است و ضمناً پساب يارياز آسپرژيلوس نايژر براي توليد اسيد سيتريک با مشکلات محيطي بس
قيمت و قابل رشد بر روي انواع سوبستراهاي ارزان يکپک يهامزيت مخمرها نسبت به قارچ. نمايدفلزات سنگين را ايجاد مي

توانند مقادير بالاي قند را ها اين است که مياز ديگر مزاياي مخمر. بات نفتي استيوترک هااز جمله هيدروکربندسترس 
علاوه بر آن ، حساسيت کم آنها . گيردتر صورت ميها راحتتحمل کنند و در نتيجه تغييرات ترکيب محيط کشت در مورد آن

  . ها جهت توليد خيلي هزينه زا نباشداعث شده که تيمار اوليه مخمرهاي فلزات موجود در مواد اوليه خام، ببه يون

 دياس جا کهاز آن. دهدميها را با هدف توليد اسيد سيتريک مورد بررسي قرار اين تحقيق براي نخستين بار جداسازي مخمر
هاي توليد کننده سازي سويهتوان براي جداشود در نتيجه نمياي توليد ميدر طي سيکل کربس در هر موجود زنده سيتريک

ن مخمرهاي توليد يبهتربه عنوان ياروويا ليپوليتيکا  ينمود؛ بنابر اين جداسازي مخمرها ذکرمنبع مشخص و معيني را  ،آن
  .از منابع متفاوت لبني و گوشتي در اولويت کار قرار گرفت ، کننده اسيد سيتريک

هاي مختلف ديگر، آوري نمونههاي پروتئيني راک اصفهان و جمعراوردهبعد از نمونه گيري از کارخانه شير پگاه و شرکت ف
و سپس غربالگري اوليه بر روي محيط صورت گرفت هاي اختصاصي سويه مخمر بر روي محيط ۳۴۰جداسازي بيش از 

. ندغربالگري شدبه کلني داشتند؛ را سويه که بهترين قطر هاله  ۱۲در نهايت . انجام پذيرفت  ،حاوي برموکروزول ارغواني 
ادامه يافت و بررسي ميزان توليد اسيد سيتريک از طريق روش ) منقطع(ها در محيط توليد در شرايط کشت بستهآزمايش

ساعت يک بار انجام شد و بهترين زمان  ۲۴ساعت هر  ۱۹۲در طول زمان  ،کالريمتريک و همچنين روش آنزيمي با کيت
 gcit/gglcاي از ناگت مرغ به دست آمد که با بازده هاي غربال شده سويهاز بين سويه در پايان. تعيين گرديد ۱۴۴توليد ساعت 

با بررسي . شودميهاي وحشي تا به امروز شناخته شده در توليد اسيد سيتريک معرفي به عنوان يکي از بهترين سويه ۵۵/۰
ايي قرار گرفته و از انواع ياروويا ليپوليتيکا ، اين سويه مورد شناسPCRهاي بيوشيميايي و استفاده از روش مولکولي تست

 Yarrowiaسيتريک لازم به ذکر است در طول مراحل کار از يک سويه استاندارد خوب توليد کننده اسيد. شناخته شد



 
 

lipolytica  DSM3286  نيز بهره گرفته شد و سويه جداشدهM7  Yarrowia lipolytica  از نظر بازده توليد اسيد 
  .برتر بود نيز از اين سويهبه دست آمده در ساعت اوج توليد وزن خشک و  سيتريک

آيد و توليد در هر دو سويه پايين مي ،هاي بالاي گلوکز در کشت بستههاي انجام شده مشخص شد در غلظتبا بهينه سازي
ن اينکه از بين ضم ؛درصد تعيين شد ۵حدود  DSM3286درصد و در  ۱۰حدود  M7بهترين غلظت توليد اسيد در سويه 

 و  g/g ۶۲/۰به ترتيب در روغن زيتون حدود   DSM3286 و  M7انواع منابع کربن مورد آزمايش، بازده توليد اسيد در 

g/g ۳۵/۰  و در گليسرول به ترتيبg/g ۲۷/۰ و g/g ۲۳/۰ کاهش غلظت نيتروژن نتايج اين تحقيق نشان داد . به دست آمد
هاي بسيار ها از فاکتوردر توليد اسيد سيتريک توسط مخمر C/Nنسبت  گردد ومييد سيتريک باعت بالارفتن معنادار توليد اس

 pHو بهترين  عصاره مخمر شناخته شد DSM3286سويا و در مورد  M7بهترين منبع نيتروژن آلي در سويه  .مهم است

  . به دست آمد ۵/۶راي شروع توليد، حدود ب

ها که افزودن موادي مانند سورفکتانت ن بود کهيبرده شد ا ين بار به آن پياول ياق برين تحقيجه ايکه در نت ينکته مهم
تواند بازده درصد مي ۲با غلظت  X -۱۰۰دهند، مانند تريتونرا در نيمه رشد لگاريتمي  تحت تأثير قرار مي ءنفوذپذيري غشا

هاي هاي مختلف نيز آشکار ساخت غلظتزکنندهاستفاده از ويسکو. برابر افزايش دهد ۵/۱را تا حدود  اسيد سيتريک توليد
تواند بازده توليد اسيد سيتريک را به طور بسته به نوع سويه مي CMCخاص از بعضي مواد مثل آگار، پلي اتيلين گليکول و

  .چشمگير و معناداري افزايش دهد

ام در شروع يک تحقيق بنيادي و هاي ميکروبيولوژي صنعتي و بيوتکنولوژي اولين گهاي مناسب جهت کارجداسازي سويه
هاي هاي غير معمول با قابليتجا که اين سويه از انواع ياروويا ليپوليتيکا شناخته شد که از جمله مخمراز آن ،کاربردي است
و  هاي ديگرها و متابوليتها ، اسيدآن مانند توليد آنزيمگر يد ياحتمالهاي توان بر روي توانمنديمي ،بسيار بالاهستند

به عنوان  آنها و نيز قابليت استفاده از از پساب... هاي نفتي و همچنين توليد بيوسورفکتانت و توانايي حذف فلزات و آلودگي
  .  کواستارتر در پنير سازي تحقيقات مناسب و هدفمندي را انجام داد

ينه سازيکا، بهيتيپوليا ليارووي، ييو شناسا يک، جداسازيتريد سيمخمر، اس: کلمات کليدي
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  ۴۲..........................................................................................................................................................نمونه گيري ۱- ۲-۳
  ۴۳...................................................................................................................................................روش جداسازي ۲- ۲-۳
  ۴۴...................................................................................................................خالص سازي و نگهداري مخمرها ۳- ۲-۳
  ۴۴..........................................................................................................................................................غربالگري اوليه ۲-۴
 ۴۴................................................................................................................................................................تلقيح اوليه ۲-۵

  ۴۴............................................................................................................................................. توليد اسيد سيتريک ۲-۶
  ۴۵...............................................................................کبررسي ميزان توليد اسيد سيتريک با روش کالريمتري ۲-۷
  ۴۶............................................................................................................ترسيم منحني استاندارد اسيد سيتريک ۲-۸
  ۴۸...........................................................................................................ا روش آنزيميشناسايي اسيد سيتريک ب ۲-۹
  ۴۹......................................................................................................................................شيوه استفاده از کيت  ۱- ۲-۹
  ۴۹.............................................................................................................اندازه گيري اسيد سيتريک نمونه ها ۲- ۲-۹
  ۵۰..............................................................................................................................................................محاسبات ۳- ۲-۹
  ۵۱.....................................................................................................................روش اندازه گيري بيومس سلولي ۲-۱۰
  pH...................................................................................................................................................۵۱ دازه گيريان ۲-۱۱
  ۵۲................................................................................................................بررسي ميزان گلوکز از روش آنزيمي ۲-۱۲
  ۵۳....................................................................................................رسم منحني رشد مخمرها در محيط توليد ۲-۱۳
  ۵۳............................................................................................................................................................بهينه سازي ۲-۱۴
  ۵۳..........................................................................................................................................تغيير غلظت گلوکز ۲-۱۴-۱
  ۵۴...................................................................................تغيير نوع منبع کربن محيط توليد اسيد سيتريک ۲-۱۴-۲
  



 

 
  ث

   صفحه                                           عنوان                                                                                          
  NH4)2So4.........................................................................................................................(۵۴تغيير غلظت  ۲-۱۴-۳
  ۵۴..............................................................................................................................تغيير منبع نيتروژن آلي  ۲-۱۴-۴
  ۵۵................................................................................................................................................اوليهpH تغيير ۲-۱۴-۵
  ۵۵........................................................................................بررسي اثر سورفکتانت بر توليد اسيد سيتريک ۲-۱۴-۶
  ۵۶............................................................اثر مواد ويسکوزکننده بر توليد اسيد سيتريک توسط مخمرها ۲-۱۴-۷
  ۵۷.........................................................................................................................................کشت توام مخمرها ۲-۱۴-۸
  ۵۷................................................................................................................اثر هورمون اندول استيک اسيد  ۹-  ۲-۱۴
  ۵۷.....................................................................شناسايي ديگر اسيدهاي آلي توليد شده به وسيله مخمرها ۲-۱۵
  ۵۸.............................................................................................................................هاي مورد استفادهمحلول ۲-۱۵-۱
  ۵۸.......................................................................................................................رسم منحني استانداردگلوکز ۲-۱۵-۲
  ۵۹...............................................................................................................روش بررسي آنزيم بتاگلوکوزيداز ۲-۱۵-۳
  ۶۰.....................................................................................................................................روش شناسايي مخمرها ۲-۱۶
  ۶۱...........................................................................................................................انجام آزمايش جذب قندها ۱- ۲-۱۶
  ۶۲...................................................................................................هاي تخمير هيدرات کربنانجام آزمايش ۲- ۲-۱۶
  ۶۳.....................................................................................بررسي توانايي جذب برخي ديگر از منابع کربن ۳- ۲-۱۶
  PCR.................................................................................................۶۳از روش مولکولي شناسايي با استفاده  ۲-۱۷
  DNA.............................................................................................................................................۶۴استخراج  ۲-۱۷-۱
  ۶۶..................................................................................................................................................بافر ليزکننده ۲-۱۷-۲
  .TE .........................................................................................................................................................۶۶بافر  ۲-۱۷-۳
  PCR...........................................................................................................................................۶۷روش انجام  ۲-۱۷-۴
  ۶۷.....................................................................................................................ايزوآميل الکل - کلروفرم -فنل ۲-۱۷-۵
  .۶۸.......................................................................................................................................................الکتروفورز ۲-۱۷-۶
   ۶۸.....................................................................................................................................روش کار الکتروفورز ۲-۱۷-۷
  ۷۰............................................................................................................................ي و رسم نمودارهاآمار يزآنال ۲-۱۸
  
  



 

 
  ج

  صفحه                                   عنوان                                                                                                  
  مشاهدات و نتايج: فصل سوم

  ۷۱....................................................................................................................................................جداسازي مخمرها ۳-۱
  ۷۵................................................................................. .......................................................يخالص سازي و نگهدار ۳-۲
  ۷۵.......................................................................................................................................................غربالگري اوليه ۳-۳
  ۷۸.................................................................................................................................................................تلقيح اوليه ۳-۴
  ۸۰................................................................................................................................................کتوليد اسيد سيتري ۳-۵
  ۸۱.................................. .............................................................................توليد اسيد سيتريک در طول زمان ۱- ۳-۵
  ۸۲...............................................................................................۱۴۴مقايسه توليد اسيد سيتريک در ساعت  ۲- ۳-۵
  ۸۴...................................................................................................اندازه گيري وزن خشک سلولي در طول زمان۳-۶
  ۸۶.............................................................................بررسي تغييرات گلوکز در طي روند توليد اسيد سيتريک ۳-۷
  ۸۶.................................................................................در طي روند توليد اسيد سيتريک pHبررسي تغييرات  ۳-۸
  ۸۸...........................................................................در محيط توليد M7تغييرات مرفولوژي سويه استاندارد و  ۳-۹
  ۸۹..........................................................................................................................................................منحني رشد ۳-۱۰
  ۹۰...........................................................................................................................................................بهينه سازي ۳-۱۱
  ۹۰...........................................................................................................................................تغيير غلظت گلوکز۳-۱۱-۱
   ۹۱ .................................................................................تغيير نوع منبع کربن محيط توليد اسيد سيتريک ۳-۱۱-۲
  NH4)2So4..............................................................................................................(..............۹۲تغيير غلظت  ۳-۱۱-۳
  ۹۳................................................................................................................................نيتروژن آلي تغيير منبع  ۳-۱۱-۴
  ۹۴.................................................................................................................................................اوليه pH تغيير ۳-۱۱-۵
  ۹۵..........................................................................................بررسي اثر سورفکتانت بر توليد اسيد سيتريک ۳-۱۱-۶
  ۹۹..............................................................اثر مواد ويسکوزکننده بر توليد اسيد سيتريک توسط مخمرها ۳-۱۱-۷
  ۱۰۲................................................................................................................اثر هورمون اندول استيک اسيد  ۸-  ۳-۱۱
  ۱۰۲.........................................................................................................................................کشت توام مخمرها ۳-۱۱-۹
  ۱۰۴...........................................................................................................................................بررسي بتاگلوکوزيداز ۳-۱۲

  



 

 
  ح

  صفحه                           عنوان                                                                                                          
  ۱۰۵...................................................................................................................................................شناسايي مخمرها۳-۱۳
  ۱۰۵...................................................................................................................................تست هاي بيوشيميايي ۳-۱۳-۱
  ۱۰۷....................................................................................................نتايج آزمايشات مولکولي شناسايي مخمرها ۳-۱۴
  ۱۱۰...........................................................................................................................١٨ S rDNAتعيين توالي ژن ۳-۱۵
  ۱۱۲......................................................................................................................................................درخت فيلوژني ۳-۱۶
  

  گيري نتيجه و بحث: فصل چهارم
  ۱۱۳...................................................................................................................................................................جداسازي ۴-۱
  ۱۱۷.............................................................................................................................. ...........سنجش اسيد سيتريک ۴-۲
  ۱۲۰..............................................................................................................................................بررسي بتاگلوکوزيداز ۴-۳
  ۱۲۱.......................................................... .............................................................يد اسيد سيتريکبهينه سازي تول ۴-۴
  ۱۲۵.................................................................................................تاثير ويسکوزکننده ها بر توليد اسيد سيتريک ۴-۵
  ۱۲۶.......................................................................................................ها بر توليد اسيد سيتريکتاثير سورفکتانت ۴-۶

  ۱۲۹..............................................................................................................................................................کلي  گيري نتيجه
  ۱۳۰.......................................................................................................................................................................پيشنهادات 

  ۱۳۱.................................................................................................................................................................منابع و مآخذ 
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  



 

 
  خ

  ها فهرست شکل
  صفحه                                                                                                           عنوان                          

  فصل اول
  ۹....................................................................................................۲۰۰۹مصرف جهاني اسيد سيتريک در سال : ۱- ۱شکل
  ۱۱...........................................................................................................................................ساختار اسيد سيتريک :۲- ۱شکل
  ۱۷............................................................................................................چرخه اسيد سيتريک يا سيکل کربس:  ۳- ۱شکل 
  ۲۹.......................................................................................................................................ساختار اسيد گلوکونيک:  ۴- ۱شکل
  BCC.............................................۴۶بر طبق گزارش ۲۰۰۴جهاني اسيدگلوکونيک در سال ميزان مصرف : ۵- ۱شکل

  
  فصل دوم

  ۴۷.......................نانومترتوسط اسپکتروفوتومتر ۸۰۰تا  ۲۰۰اسيد سيتريک در طول موج  Maxλبررسي : ۱- ۲شکل 
  ۴۹..............................................................................نانومتر ۴۲۸نمودار استاندارد اسيدسيتريک در طول موج : ۲- ۲شکل
  ها جهت ترسيم منحني استانداردهاي مختلف اسيد سيتريک و معرفهاي آزمايش حاوي غلظتلوله: ۳- ۲شکل
  ۵۹..................................................................منحني استاندارد گلوکز ترسيم شده بر اساس روش مندل و وبر: ۴- ۲شکل

  
  فصل سوم

  YGCA....................................................................................................۷۱ها بر روي محيط جداسازي مخمر: ۱- ۳شکل
  YGCA.................................۷۴داسازي شده بر روي محيطهاي جانواع مورفولوژي ميکروسکوپي مخمر: ۲- ۳شکل
  ۷۵................................................................................ساعت ۴۸پس از  YPDها بر روي سازي مخمرخالص: ۳- ۳شکل
نده اسيد در محيط غربالگري اوليه حاوي هاي توليد کنهاي زرد رنگ ايجاد شده در اطراف مخمرهاله: ۴- ۳شکل

  ۷۷......................................................................................................................................................................برموکروزول ارغواني
  ۷۸...................................................................................................................ورت براثمحيط غربالگري اوليه به ص: ۵- ۳شکل
  ۷۸..................................................براث جهت تلقيح اوليه YPDها در محيط ساعته از از مخمر ۲۴کشت :  ۶- ۳شکل
  ۸۰............................................................................................................جامدYPDقايسه مورفولوژي در محيط م: ۷- ۳شکل
  ۸۱.......................روش کالريمتريکبا )ساعت(هاي غربال شده درطي زمانتوليد اسيد سيتريک در مخمر: ۸- ۳شکل
  ۸۱...........................با روش آنزيمي ) ساعت (هاي غربال شده درطي زمانتوليد اسيد سيتريک در مخمر: ۹- ۳شکل



 

 
  د

  صفحه                           عنوان                                                                                                          
  ۸۲........................................................۱۴۴يط توليد اسيد سيتريک در شرايط کشت بسته در ساعت مح: ۱۰- ۳شکل 
  ۸۳...................................................................)اوج توليد( ۱۴۴در ساعت ) g/l(مقايسه توليد اسيد سيتريک: ۱۱- ۳شکل
هاي جداسازي شده از مواد پروتئيني و توليد وزن خشک سلولي در طول زمان در سويهبررسي : ۱۲- ۳شکل

  ۸۵...............................................................................................................................................گوشتي مختلف و از منابع ديگر
در طي توليد اسيد سيتريک و وزن خشک سلولي در سويه ) منبع کربن( مقايسه روند تغيير گلوکز : ۱۳- ۳شکل 

  ۸۷..................................................................................................................................................در طول زمان M7استاندارد و 
  ۸۸..............................................................................محيط توليد اسيد سيتريک در طي زمان pHتغييرات : ۱۴- ۳شکل 
  ۸۹.................ها با رنگ آميزي ساده در محيط توليد اسيد سيتريکبررسي شکل ميکروسکوپي مخمر: ۱۵- ۳شکل 
  ۹۰.....بارساعت يک ۴هاي توليد کننده اسيد سيتريک در محيط توليد هر ي رشد بهترين سويهمنحن: ۱۶- ۳شکل
 M7و  DSM3286هاي متفاوت گلوکز در دو سويه استانداردبررسي توليد اسيد سيتريک در غلظت: ۱۷- ۳شکل

  ۹۱...............................................................................................................................................................................۱۴۴در ساعت 
  M7                 درصد بر توليد سيتريک اسيد در دو سويه  ۱۰تأثير منابع کربني مختلف با غلظت : ۱۸-۳شکل 

  DSM3286................................................................................................................................................................................۹۲و
محيط کشت بر توليد اسيد سيتريک توسط سويه 2SO4(NH4 ) اثر تغيير غلظت منبع نيتروژن : ۱۹- ۳شکل

  M7...........................................................................................................۹۳داسازي شده و سويه ج  DSM3286استاندارد
  M7.................................۹۴تأثير منابع نيتروژني مختلف بر توليد اسيد سيتريک در سويه استاندارد و : ۲۰- ۳شکل 
و سويه استاندارد  M7اوليه بر توليد اسيد سيتريک توسط سويه جداسازي شده  pHتأثير : ۲۱- ۳شکل

DSM3286...............................................................................................................................................................................۹۵  
درصد بر توليد اسيد سيتريک نسبت به  ۵/۰ها با غلظت )دترجنت( بررسي چگونگي اثرسورفکتانت:  ۲۲ - ۳کل ش

  M7........................................................................................................۹۶شاهد فاقد سورفکتانت در دو سويه استاندارد و 
  ۹۷................................۱۴۴بر توليد اسيد سيتريک در ساعت  X – ۱۰۰بررسي تغيير غلظت تريتون : ۲۳- ۳شکل 
  ۹۸...........................۱۴۴مقايسه مورفولوژي ميکروسکوپي در محيط توليد سيتريک اسيد در ساعت :  ۲۴ - ۳شکل
نسبت به کنترل  ۱۴۴ليد اسيد سيتريک در ساعت تأثيرمواد ويسکوز کننده مختلف بر ميزان تو:  ۲۵ - ۳شکل

  M7 .............................................................۱۰۰و مخمر جداسازي شده DSM3286فاقداين مواد در سويه استاندارد
  ۱۰۲..........................بر توليد اسيد سيتريک) ميلي مولار ۵/۰(بررسي اثر هورمون اندول استيک اسيد: ۲۶- ۳شکل



 

 
  ذ

  صفحه                           عنوان                                                                                                          
نسبت   M7و  DSM3286 اندازه گيري وزن خشک و توليد اسيد سيتريک در استفاده توأم دو سويه: ۲۷ - ۳شکل

  ۱۰۳..........................................................................................................۱۴۴ها به طور مجزا در ساعت ه هر کدام از سويهب
  ۱۰۴.........................................................ها در محيط توليد اسيدشکل ميکروسکوپي از کشت توأم مخمر:  ۲۸- ۳شکل
  bp۳۵۰......................۱۰۹ و تشکيل محصول PCRسويه هاي مخمري با روش  rDNA S۱۸تکثير ژن: ۲۹- ۳شکل
  ITS2..................................................۱۱۰ و ITS1با استفاده از پرايمرهاي rDNA S۱۸تعيين توالي ژن :۳۰- ۳شکل 

با توالي هاي موجود  M7 با سويه جداسازي شدهrDNA S١۸ توالي ژن BLASTه قسمتي ازنتيج :۳۱-۳شکل   
  NCBI   .............................................................................................................................................................۱۱۱دربانک ژني 

  Mega4....................................................................۱۱۲درخت فيلوژني ترسيم شده با استفاده از نرم افزار : ۳۲- ۳لشک
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



 

 
  ر

  هاولجدفهرست 
  صفحه                                             عنوان                                                                                        

  فصل اول
  ۳.................................هاهاي مخمري و تشخيص سويهبندي گونههاي مورد استفاده درتقسيمويژگي:  ۱- ۱جدول
  ۱۱.........................................................................................................بررسي خواص فيزيکي اسيد سيتريک : ۲- ۱جدول

  

  دومفصل 
  ۳۴................................................................................................تعدادي از وسايل به کار برده شده در تحقيق: ۱- ۲جدول
  ۳۸..............................................................................................................ترکيبات محيط کشت غربالگري اوليه:۲- ۲جدول
  ۳۹...............................................................................................................ترکيبات محيط توليد اسيدسيتريک: ۳- ۲جدول

  A1...........................................................................................................................۴۹مخلوط مواد براي تعيين : ۴-۲جدول 
  ۵۴.....................................................................................................................ترکيب مواد جهت تعيين گلوکز : ۵-۲جدول 
  ۵۵..............................................................................................هاي مورد استفاده و غلظت آنبيو سورفکتانت: ۶- ۲جدول
  ۵۶..................................................................................تفاده و غلظت آنهاهاي مورد اسانواع ويسکوز کننده:  ۷- ۲جدول
و سويه  M7براي سويه جداسازي شده   rDNA S۱۸هاي تشخيص توالي پرايمر: ۸- ۲جدول

  DSM3286 ..............................................................................................................................................................۶۴استاندارد
  ۶۷...........................................................................هامخمر DNAمورد استفاده براي تکثير  PCRمخلوط :  ۹- ۲جدول

  

  سومفصل 
  ۷۲.............................................................................هاي مخمرجداشده از لبنيات مختلفنوا ع سويهتعداد ا: ۱- ۳جدول
  ۷۳............................................................هاي پروتئيني متفاوتهاي جداسازي شده از فراوردهانواع مخمر: ۲- ۳جدول
  ۷۶............هاي جداسازي شده در محيط غربالگري اوليهنسبت قطر هاله به کلني در تعدادي از مخمر: ۳- ۳جدول
  ۷۹............براث YPD ساعت رشد در محيط ۲۴هاي مخمر غربال شده بعد از نمونه کدورتماکزيمم : ۴- ۳جدول

در ساعت  )g/g(وليد اسيد سيتريکو بازده ت) g/l(، وزن خشک)g/l(بررسي توليد اسيد سيتريک: ۵- ۳جدول 
۱۴۴...............................................................................................................................................................................................۸۴  

  



 

 
  ز

  
  صفحه                                                                                                               عنوان                      

در دوسويه  X – ۱۰۰در طي تغيير غلظت تريتون Yieldنتايج مربوط به بررسي وزن خشک و :  ۶- ۳جدول
  ۹۸....................................................................................................................۱۴۴در ساعت  M7و  DSM3286 استاندارد
و سويه  DSM3286براي سويه استاندارد  ۱۴۴در ساعت  Yieldو )بيومس(مقايسه وزن خشک:   ۷ - ۳جدول

  ۱۰۱..................................................................................کنندهدر حضور و عدم حضور مواد ويسکوز M7جداسازي شده 
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  فصل اول                                                                

مقدمه و مروري بر منابع                                                                                                                                                               
  

  :مقدمه - ۱- 1

هاي آنها ها و يا متابوليتاده از امکانات ژنتيکي ميکروارگانيسمميکروبيولوژي صنعتي دانشي است که در رابطه با استف
تر موضوع اصلي آن استفاده از کند و به عبارت سادهمقياس صنعتي بحث ميهاي مختلف در جهت توليد فراورده

  ).۱۳۸۱و همکاران،  يمرتضو(ها در جهت توليد محصولات مختلف استقواي حياتي ميکروارگانيسم

هاي آلي است که به عنوان مواد افزودني در صنايع غذايي و همچنين به عنوان مواد محصولات اسيداز جمله اين 
. دارند هاي آليهاي تخميري، نقش زيادي در توليد اکثر اسيدفرايند. شيميايي اوليه در بسياري از صنايع کاربرد دارد

علاوه بر اين . ها و با بازدهي بالا توليد کردروبتوان توسط ميکاسيد را ميکربوکسيليکهاي چرخه تريتمامي اسيد
توانند توسط ، نيز مي)١مانند اسيد ايتاکونيک(شوندهاي آلي که به طور غير مسقيم از چرخه کربس مشتق مياسيد

يا و  ٢آيند مانند اسيد گلوکونيکهاي آلي که مستقيماً از گلوکز به دست ميساير اسيد. ها توليد شوندميکروارگانيسم
توانند به روش ،نيز مي ٤و اسيد استيک ٣شوند مانند اسيد لاکتيکبه عنوان محصولات نهايي پيرووات يا اتانول تهيه مي

  ).Mattey et al, 1999( ميکروبي تهيه شوند

                                                             
1  Itaconic acid 
2 Gluconic acid 
3 Lactic acid 
4 Acetic acid 


