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  چكيده

مورد نظر از محـيط يـا         جداسازي سويه  : دو روش عمده وجود دارد     صنعتي هاي ميكروبي با صفات ويژه    يابي به سويه  دستبراي   :سابقه و هدف  
هـاي   سـويه  همـه  امـا بررسـي خـصوصيات مطلـوب مـورد نظـر در               .اي با صفات مورد نظر    هاي صنعتي و جداسازي سويه    القاي جهش در سويه   

ساكارومايـسس  ي  هـا زا در سـويه    بررسي ميزان مقاومت به عوامـل اسـترس        ،هدف از اين تحقيق   . استبر   بسيار پرهزينه و زمان    ،جداسازي شده 
 مانند مقاومت به فشار اسمزي و توليد بالاتر ميزان درون سلولي ترهالوز  در جهـت                 ،هاي مطلوب صنعتي   و بررسي ارتباط آن با ويژگي      سرويزيه

   . هاي ذكر شده از يك جمعيت ميكروبي استهايي با ويژگيگر به منظور هدفمند كردن جداسازي سلولهاي غربالطراحي محيط
هاي ناشـي از     با استرس   تعيين درصد بقاي سلولي در مواجه       با روش  ساكارومايسس سرويزيه هاي مختلف   ميزان مقاومت سويه   :ها  و روش  مواد

3M NaCl ،  Sorbitol 40 %دماي، شوك سرما در  °C20 - و شوك حرارتي  °C52ميزان تجمع درون سلولي ترهـالوز بـا معـرف    .   تعيين شد
  .هاي آماري بررسي شد و ارتباط اين عوامل با استفاده از آناليز دادهدشگيري آنترون اندازه

ساكارومايـسس  هـاي    و شوك حاصـل از سـوربيتول در ميـان سـويه    NaClهمبستگي شديدي بين ميزان مقاومت به شوك حاصل از        : ها يافته
رتباط ميزان تجمع درون سلولي ترهـالوز بـا قـدرت بقـاي      ا،همچنين). p> 0.01(دار بود   معني% 99اين ارتباط در سطح     .  شد مشاهده سرويزيه

  .داري قرار داشت معني% 99سلولي در هنگام بروز استرس شوك حرارتي در سطح 

گـر  عنوان عامل غربال   به NaCl استفاده از هاي مقاوم به فشار اسمزي، با        سويه با توجه به ناكارآمد بودن عوامل قندي در جداسازي         :گيري نتيجه
گر شـوك   عامل غربال،، همچنينكردتر به فشار اسمزي را از ميان يك سوسپانسيون سلولي به طور هدفمند جداسازي         هاي مقاوم  سويه توانمي

  .است بسيار كارآمد ،هايي كه ميزان تجمع ترهالوز درون سلولي بالاتري دارندحرارتي براي جداسازي هدفمند سويه
  ، استرس، ترهالوز، فشار اسمزيارومايسس سرويزيهساكگر، هاي غربالمحيط :واژگان كليدي

   مقدمه •
ــي از روش ــويه يكـ ــه سـ ــتيابي بـ ــاي دسـ ــاي هـ هـ

 با خصوصيات  صـنعتي مطلـوب،        ساكارومايسس سرويزيه 
هـاي وحـشي از محـيط و مـواد غـذايي              جداسازي سـويه  

كـارگيري مـواد و     زايي تصادفي با به   يا جهش ) 1(گوناگون  
هايي بـا   ن، جداسازي سويه  زا و متعاقب آ   هاي جهش تابش

 در ايـن دو روش، مرحلـه      ). 2،  3(صفات مورد نظر اسـت      
هـا از ميـان يـك       گري و جداسـازي برتـرين سـلول       غربال

هـا سـلول بـا صـفات        جمعيت ميكروبي كه حاوي ميليون    

ــالايي دارد  هــا و طراحــي روش. متنــوع اســت، اهميــت ب
 گر كارآمد در اين مرحلـه بـه تـسهيل و          هاي غربال محيط

هاي مورد نظـر منجـر      تسريع در جداسازي هدفمند سلول    
پاسخ سلولي به استرس، بسيار پيچيده است       ). 4(شود    مي

هاي دخيل در مقاومـت بـه اسـترس در همـه ژنـوم              و ژن 
  . پراكنده هستند

هاي متعددي با اسـتفاده از روش هـاي نـوين           بيان ژن 
زيست شناسي ملكولي در هنگام استرس شناسـايي شـده          
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از ژنـوم   %  15طالعـات نـشان داده كـه در حـدود           م. است
ي عوامـل دخيـل در       كـد كننـده    ساكارومايسس سرويزيه 

مخمرها در هنگام بروز هـر      ). 5(مقاومت به استرس است     
كننـد؛ امـا    اي را بيان مـي    نوع استرس پاسخ هاي جداگانه    

ها در برخي موارد مشترك هستند كه به ايجـاد          اين پاسخ 
زا در اثر مواجه با يك عامـل        ترسمقاومت به يك عامل اس    
به طور مثال اِعمـال شـوك       . شوداسترسي ديگر منجر مي   

شود كه علاوه بـر     هايي مي حرارتي ملايم سبب بروز پاسخ    
ها ها در برابر شوك حرارتي شديدتر، سلولمحافظت سلول

كند يا شوك اسمزي سـبب      را در برابر اتانل نيز مقاوم مي      
هـاي مخمـري را در      كـه سـلول   شود  بيان فاكتورهايي مي  

  ســازد ايــن پديــدهبرابـر شــوك حرارتــي هــم مقــاوم مــي 
cross-protection6(شود   ناميده مي.(  

 در كاربردهــاي ساكارومايــسس ســرويزيههــاي ســلول
توليـد  . هـاي متفـاوتي مواجـه هـستند       صنعتي با استرس  

بيواتانل و توليد مخمر نانوايي دو صنعت مهـم مـرتبط بـا             
ــسس  ــرويزيهساكاروماي ــنعت،   س ــر دو ص ــت و در ه  اس

هاي مقاوم به استرس فشار اسمزي راندمان توليـدي          سويه
ساكارومايسس به دليل قابليت رشد ). 7-9(بيشتري دارند 

هـاي بـالاي قنـدي،      هاي حاوي غلظت   در محيط  سرويزيه
ي مقاوم به فشار اسـمزي توسـط عامـل      هاغربالگري سويه 

يابي نابراين، براي دست  پذير نيست ب  گر قندي امكان  غربال
نياز به   هاي مقاوم در ميان يك جمعيت ميكروبي      به سويه 
-12 (بررسـي شـوند   هـاي موجـود      تك تك سلول   بررسي

زايي كه با عامـل فـشار       اما جايگزيني عوامل استرس   ). 10
  باشـد،    cross-protectionاسمزي ناشـي از قنـدها داراي        

. رد نظر شودتواند منجر به جداسازي هدفمند سلول مومي
هـايي بـا صـفات      اين روش پيشنهادي در جداسازي سويه     

ــنعتي   ــوب ص ــويه (مطل ــد س ــده  مانن ــد كنن ــاي تولي  ه
گـري  كه به طور مستقيم قابل غربـال      )هاي ثانويه  متابوليت

  .نيستند، كاربردهاي وسيعي دارد
 ترهالوز يك دي سـاكاريد غيـر احيـا كننـده اسـت و              

در هنگـــام مطالعـــات متعـــدد نـــشان داده اســـت كـــه 
هاي مختلف ميزان تجمع درون سلولي ايـن مـاده           استرس

ــي  ــزايش م ــه    اف ــت ب ــاد مقاوم ــأثير آن در ايج ــد و ت ياب
ــترس ــت     اس ــيده اس ــات رس ــه اثب ــدد ب ــاي متع ). 13(ه

هايي كه مقادير بالايي ترهالوز درون سلولي دارند، از          سويه
جداسازي ايـن   ). 14،  15(نظر صنعتي مورد توجه هستند      

طـور مـستقيم و    ميان يك جمعيت سلولي بـه      ها در سويه
هدف از ايـن تحقيـق، تعيـين        . پذير نيست هدفمند امكان 

هـاي متعـدد و بررسـي ارتبـاط         ميزان مقاومت به استرس   
ساكارومايـسس  هـاي     ميزان مقاومت به استرس در سـويه      

 صــنعتي بــه منظــور طراحــي  بــا صــفات ويــژهســرويزيه
دفمند بتواند بـه    گري است كه به طور ه     هاي غربال  محيط

هاي مقاوم به فـشار اسـمزي و جداسـازي          جداسازي سويه 
هايي با مقدار درون سـلولي ترهـالوز بـالاتر در يـك             سويه

  .جمعيت سلولي بيانجامد
  ها  مواد و روش •

هاي صـنعتي  سويه :هاي كشتها و محيط ميكروارگانيسم
هاي مخمر نانوايي تجاري     از نمونه  ساكارومايسس سرويزيه 

  نـام گـذاري   S و K، M، F، I،R زي و بـا حـروف   جداسـا 
 ساكارومايسس سـرويزيه   استاندارد   شدند، همچنين، سويه  

 بـا نـام     5080 با كد    (PTCC)از كلكسيون ميكروبي ايران     
    . مورد آزمايش قرار گرفتP سويه

عـصاره  % 1پپتـون و    % 2گلـوكز،   % YPD) 2از محيط   
ساخت محيط   در   .ها استفاده شد  سويهبراي كشت   ) مخمر

ايـن  .  آگار به محيط مايع اضـافه شـد        g/l 18جامد ميزان   
  . دقيقه استريل شد15 به مدت C121°محيط در دماي 

هـا در   سويه : NaClتعيين ميزان مقاومت در برابر شوك       
  و   C30°(گـذاري    تلقيح شـدند و گرمخانـه      YPDمحيط  

rpm150 (    سـاعت انجـام شـد      48به مـدت  .ml1    از ايـن 
و مايع رويـي    )  min5  ،g3000( سانتريفوژ   سوسپانسيون،

بـه  ) مـولار NaCl)  3 محلول   ml 5دور ريخته شد، سپس     
 زيستي موجود در لوله اضافه شد و پس از يكنواخـت     توده

سـري رقـت در آب    )  ثانيـه  15ورتكـس بـه مـدت       (شدن  
كشت به روش استاندارد پليت كانـت در        . پپتونه تهيه شد  

نجـام گرفـت تـا تعـداد         از اين سوسپانسيون ا    YPDپليت  
اين محـيط در شـرايط گرمخانـه        . سلول اوليه تعيين شود   

)°C30    پـس از ايـن     . قـرار داده شـد    )  دقيقـه  60 به مدت
هـا  تعداد كلني . زمان، دوباره سري رقت وكشت انجام شد      

.  شمارش شـد   C30°گذاري در دماي     روز انكوبه  4پس از   
 بر  NaClهاي مختلف در برابر شوك        ميزان مقاومت سويه  
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  NaClحسب درصد بقاي هر سويه پـس از اعمـال شـوك     
  .محاسبه و گزارش شد

مراحـل   :تعيين ميزان مقاومت در برابـر فـشار اسـمزي         
 NaClانجام آزمايش دقيقاً مطابق با اعمال شوك ناشي از          

 از NaClانجــام شــد، ولــي بــه جــاي اســتفاده از محلــول 
. شـد استفاده  )  حجمي/وزني( درصد سوربيتول    40محلول

   ).16( ساعت بود 24مدت زمان اعمال استرس 
هاي مخمر  سويه :تعيين ميزان مقاومت به شوك حرارتي     

 48پــس از .   كــشت شــدrpm150  و C30°در شــرايط 
 از ايـن  هـاي اوليـه  ساعت به منظور تعيـين تعـداد سـلول        

محيط، سري رقت تهيه شد و كـشت بـه روش اسـتاندارد             
ز  سوسپانـسيون سـلولي     اml1. پليت كانت انجام گرفـت    

 آزمايش استريل ريختـه شـد و در حمـام آب            در يك لوله  
 دقيقه قـرار داده     20  به مدت     C52°گرم با درجه حرارت     

پس از اِعمال اين استرس، سـري رقـت تهيـه شـد و              . شد
گـذاري  پـس از گرمخانـه    .  انجام شد  YPDكشت در پليت    

ه تعداد كلني ها شمارش شد و درصد بقاي سلولي محاسب         
  ).17(و گزارش شد 

 :سازي در سـرما   تعيين درصد بقاي سلولي در اثر ذخيره      
.  كشت شد  rpm150  و    C30°هاي مخمر در شرايط     سويه

 هاي اوليـه   ساعت به منظور تعيين تعداد سلول      48پس از   
از اين محـيط، سـري رقـت تهيـه شـد و كـشت بـا روش          

ــت   ــام گرف ــت انج ــت كان ــتاندارد پلي ــه. اس ــاي نمون  1ه
هـاي آزمـايش    ليتري از سوسپانسيون سلولي در لوله      ميلي

  - C20°هاي آزمـايش در دمـاي         لوله. استريل ريخته شد  
هاي معين از فريزر خارج     سپس در زمان  . سازي شد ذخيره

سري رقت،  . و در دماي محيط قرار داده شد، تا ذوب شود         
به روش اسـتاندارد پليـت كانـت انجـام           تهيه شد و كشت   

گذاري در دماي    روز انكوبه  4ها پس از    يتعداد كلن . گرفت
°C30 شــمارش شــد و درصــد بقــاي ســلولي محاســبه و 

  .گزارش شد
مقـدار ترهـالوز    :اندازه گيري ميزان ترهالوز درون سلولي 

هاي مخمر براسـاس روش هاريـسون و        درون سلولي سويه  
هاي مخمر در محيط مايع     سلول).  18(تروليان انجام شد    

YPD       سـپس  . از سـكون رشـد برسـد       كشت شد تـا بـه ف ـ
 ميلي ليتري از محيط كشت تهيه شد و پس          5هاي   نمونه

 زيـستي   از سانتريفوژ و دور ريختن محلـول رويـي، تـوده          
. مانده با آب مقطر سرد دو بار شست و شـو داده شـد               باقي

هاي حاوي توده زيستي مخمـر      در همه مراحل بعدي لوله    
 و شـو و     پس از شـست   . در مخلوط آب و يخ نگهداري شد      

 زيستي  دور ريختن مايع رويي به لوله آزمايش حاوي توده        
 مـولار   5/0 محلول تري كلرواسـتيك اسـيد        ml4مخمري  

دقيقـه يـك بـار بـه        10محتويات لوله هر    . سرد اضافه شد  
 دقيقـه   30پـس از گذشـت      .  ثانيه ورتكس شـد    30مدت  
و مايع رويي به ) min10g ,5000(ها سانتريفوژ شد  نمونه

 بـه تـوده   .  ميلي ليتري تميـز انتقـال يافـت        50ه  بالن ژوژ 
 محلول تـري كلرواسـتيك      ml4زيستي باقي مانده دوباره     

  . اسيد اضافه و مراحل قبلي تكرار شد
 مرتبه تكرار اين مراحل و جمع آوري محلول         3پس از   

رويي، محلول به دست آمـده توسـط آب مقطـر سـرد بـه               
 ه يك لولـه  از اين محلول ب  ml1.  رسانده شد    ml50حجم  

 محلول معرف آنترون ml5آزمايش تميز انتقال داده شد و 
)gr8/0  آنتـرون درml 500   اسـيد ســولفوريك بـا غلظــت 
اين نمونه پـس از ورتكـس    . به آن اضافه شد   )  نرمال 4/27

  .  دقيقه در حمام آب جوش قرار گرفت15شديد به مدت 
در خاتمه، ميزان جذب نوري محلول سبزرنگ حاصـل     

  ml5در برابر نمونه شاهد حـاوي        ( nm620وج  در طول م  
توســـط دســـتگاه )  آب مقطـــرml1محلـــول آنتـــرون و 

با انتقال عدد حاصل به منحني . اسپكتروفتومتر تعيين شد
 5 گـرم در نمونـه    استاندارد، مقدار ترهالوز برحسب ميلـي     

بـه منظـور    .هـاي مخمـر محاسـبه شـد    ليتري سلول ميلي
ي، از محيط كشت اوليـه       ميزان وزن خشك سلول    محاسبه

ليتري تهيه و وزن خـشك ايـن ميـزان             ميلي 5هاي  نمونه
در نهايت، ميزان ترهالوز درون     . سوسپانسيون محاسبه شد  

سلولي هر سويه بر حسب درصد ترهـالوز موجـود در وزن            
  .خشك سلولي محاسبه و گزارش شد

به منظور انجام آناليزهاي آمـاري       :هاي آماري آناليز داده  
 و آناليز واريانس استفاده شد و ميزان tهاي آزمون شاز رو
عمليات آماري  . داري توسط آزمون دانكن تعيين شد       معني

   . انجام شدSPSS13با استفاده از نرم افزار 
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  ها يافته •
هاي صنعتي به شوك اسمزي ناشي      ميزان مقاومت سويه  
براساس نتايج به دسـت آمـده        :NaClاز قند سوربيتول و     

 Kي  سه تكـرار در هـر آزمـايش اسـت، سـويه           كه حاصل   
ــي از    ــوك ناش ــر ش ــت را در براب ــالاترين مقاوم  و NaClب

بالاترين درصد بقا را پس از اِعمال استرس فـشار اسـمزي        
با توجه به نتايج حاصـل  . ناشي از قند سوربيتول نشان داد   

 سـاعت   24 پس از    K درصد بقاي سلولي سويه   ) 1شكل  (
سوربيتول برابـر   %  40ن حاوي   قرار گرفتن در سوسپانسيو   

همچنين بقاي سلولي اين سويه در مواجه با        . است% 94با  
با توجه به ميزان    .  است % 64 برابر با    NaCl مولار   3شوك  

هاي آماري مربـوط بـه      ضريب همبستگي كه از آناليز داده     
ها به دست آمد، ارتباط بين ميزان مقاومت بـه          همه سويه 

اصـل از سـوربيتول در       و شـوك ح    NaClشوك حاصل از    
% 99 سـطح    ساكارومايـسس سـرويزيه در    هاي  ميان سويه 

  ).>01/0p(دار بود  معني
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ساكارومايـسس  هـاي صـنعتي     درصد بقـاي سـلولي سـويه       -1شكل  
 مـولار بـه     NaCl 3 با استرس شوك اسمزي ناشـي از          در مواجه  سرويزيه

 24 سـوربيتول بـه مـدت    % 40مدت يك ساعت و شوك اسمزي ناشـي از      
هـاي مخمـري بـه اسـترس ناشـي از           ارتباط ميزان مقاومت سـويه    . اعتس

NaCl       ميانگين و انحـراف    . دار است  معني% 99 و قند سوربيتول در سطح
  .  حاصل سه  تكرار غير وابسته است،معيار
  

هاي صنعتي به شـوك حرارتـي و        ميزان مقاومت سويه  
طبق نتـايج حاصـل      :ميزان تجمع درون سلولي ترهالوز    

 ارائه شده اسـت، بـالاترين ميـزان تجمـع           2كل  كه در ش  
گرم  ميلي 186  با ميزان     F درون سلولي ترهالوز به سويه    

 K سـويه . شـود   در هر گرم وزن خشك سلولي مربوط مي       

گرم در هر گرم وزن خشك حاوي        ميلي 128نيز با مقدار    
ــالايي از ترهــالوز درون ســلولي اســت  ميــزان . مقــادير ب

 در برابر شوك ومايسس سرويزيهساكارهاي مقاومت سويه
طبق نتايج بـه    .  نشان داده شده است    3حرارتي در شكل    

دست آمده، بالاترين درصد بقاي سـلولي پـس از اِعمـال            
 مربوط اسـت  65 با درصد بقاي F شوك حرارتي به سويه  

نتـايج  . رسـد   مـي % 40  بـه     Kي  اين ميزان بـراي سـويه     
تبـاط ميـزان   حاصل از آناليزهاي آماري نـشان داد كـه ار     

مقاومت به شوك حرارتي و ميـزان تجمـع درون سـلولي            
 مورد ساكارومايسس سرويزيههاي مخمر ترهالوز در سويه

  .(p<0.01)دار است  معني% 99آزمايش در سطح 
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ــكل  ــويه  -2ش ــالوز در س ــلولي تره ــع درون س ــزان تجم ــاي  مي ه
 گـرم وزن    درگـرم ترهـالوز      برحسب ميلـي  ساكارومايسس سرويزيه   

ميانگين و انحـراف معيـار حاصـل سـه  تكـرار غيـر               . سلوليخشك  
   .وابسته است
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در ساكارومايـسس سـرويزيه    هاي   درصد بقاي سلولي سويه    -3شكل
ميـانگين و   .  دقيقـه  20 بـه مـدت      C52° با شـوك حرارتـي       مواجه

  .انحراف معيار حاصل سه  تكرار غير وابسته است
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5

ز قـدرت   نتـايج حاصـل ا     :تعيين ميزان مقاومت به سـرما     
 در اثـر    ساكارومايـسس سـرويزيه   هاي مختلف   بقاي سويه 

داده  نـشان  4در شـكل     ) - C20°(سازي در سـرما     ذخيره
داري بـين     طبق نتـايج آمـاري، ارتبـاط معنـي        . شده است 

ميزان محتواي درون سلولي ترهالوز يا ميزان مقاومت بـه          
هـا   اسمزي با ميزان مقاومت به سرما در اين سويه         استرس
  .ده نشدمشاه
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 ساكارومايسس سـرويزيه  هاي   درصد بقاي سلولي سويه    -4شكل
انحراف  ميانگين و      .- C20° روز در    12سازي به مدت    در اثر ذخيره  

   .وابسته استمعيار حاصل سه  تكرار غير
 حثب •

هاي مخمري  بررسي نتايج آزمايش بقاي سلولي سويه     
 نـشان داد كـه ميـزان     NaClدر هنگام مواجه با شـوك  

هـاي  هاي صنعتي متفاوت است؛ اما سـويه      مقاومت سويه 
 اسـتاندارد    كـه يـك سـويه      P صنعتي در مقايسه با سويه    

 نكتـه . مقاومت نسبي بـالاتري دارنـد     ،  آزمايشگاهي است 
قابل توجه در اين آزمايش، ارتباط بسيار نزديـك ميـزان           

ــه شــوك ناشــي از قنــد  مقاومــت ســويه هــاي مخمــر ب
با توجه  . ز استرس نمك است   سوربيتول و شوك حاصل ا    

هاي مخمري  توان اظهار كرد، سويه   هاي آماري مي  به داده 
كه قدرت بقاي بالاتري در مواجه با استرس فشار اسمزي          
ناشي از قند سوربيتول دارند، به طور حتم قـدرت بقـاي            

  .  دارندNaClبالاتري در هنگام مواجه با استرس ناشي از 
 ـ    با اينكه مكانيسم   ه اسـترس در مخمـر      هـاي پاسـخ ب

هـاي  رسد كه مكانيسم  بسيار پيچيده است، اما به نظر مي      
پاسخ به استرس فشار اسمزي ناشي از قنـد سـوربيتول و    

 وجـوه اشـتراك فراونـي داشـته         NaClاسترس حاصل از    
هاي مخمر با استرس ناشـي از  هنگام مواجه سلول  . باشند
NaCl غلظــت داخــل ســلولي ، K+،  Na+گليــسرول و ، 

يابـد و هنگـام بـروز اسـترس فـشار           ترهالوز افزايش مـي   
اسمزيِ ناشي از سوربيتول، ميزان درون سلولي گليسرول        

هـاي  يابد كه نشانه ارتباط مكانيـسم و ترهالوز افزايش مي 
زا در ايـن گونـه      مقاومت در برابر ايـن دو عامـل اسـترس         

  ).19-21(است 
ه همه  داد ك هاي آزمايشگاهي اين مطالعه نشان      يافته

 بـا وجـود     ساكارومايـسس سـرويزيه   هـاي صـنعتي     سويه
متفاوت بودن در ميزان مقاومت به فشار اسمزي، قابليـت          

در حقيقت،  . قند را دارند   % 50هاي حاوي   رشد در پليت  
 ميكروبـي، توانـايي رشـد در        هـاي ايـن گونـه       همه سويه 

قنـد را دارنـد     % 50هـاي بيـشتر از      هايي با غلظت  محيط
هاي مقاوم به فـشار     ين، براي جداسازي سويه   بنابرا). 22(

هاي بـالاي قنـد عمـلا       هاي حاوي غلظت  اسمزي، محيط 
   .ناكارآمد هستند

 در NaCl  مولار 5/0 داد كه غلظت نتايج ديگر نشان
كنـد    هـا جلـوگيري مـي      از رشد برخي سويه    YPDپليت  

-با توجه به اثبات ارتباط بسيار نزديـك مكانيـسم         ). 23(
 به NaCl ه فشار اسمزي ناشي از قندها و هاي مقاومت ب

 بـه عنـوان يـك عامـل غربـالگر           NaClرسد كـه    نظر مي 
هـاي مقـاوم بـه فـشار        قابليت بالايي در جداسازي سـويه     

هاي مقـاوم بـه     بنابراين، در جداسازي سويه   . اسمزي دارد 
هاي طبيعي يا از سوسپانسيوني كه      فشار اسمزي از نمونه   

قـرار گرفتـه، اسـتفاده از       زايي تـصادفي    در معرض جهش  
). 23( بــسيار كارآمــد اســت NaClهــاي حــاوي محــيط

Nishida      موفق به جداسـازي     2004 و همكاران در سال 
 مقاوم به فشار اسمزي     ساكارومايسس سرويزيه  يك سويه 

 Oshoهمچنـين   ) 24(از يك غذاي محلي ژاپني شـدند        
ساكارومايـسس   مقـاوم بـه فـشار اسـمزي          چندين سويه 

 يـك گيـاه اسـتوايي جداسـازي كـرد           را از ميوه   سرويزيه
هاي كلاسيك ميكروبيولـوژي    به طور كلي در روش    ) 25(

ــي ــشنهاد م ــراي جداســازي يــك ســويه  پي ــه ب  شــود ك
 مقاوم به فـشار اسـمزي، نمونـه         ساكارومايسس سرويزيه 

برداري از موادغذايي مثل ميوها  و غذاهايي انجام گيـرد           
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در ) 22،  26(اشـند   بكه حـاوي مقـادير بـالاي قنـد مـي          
رسـد، در   صورتي كه با توجه به نتايج حاضر به نظـر مـي           

مواد غذايي كـه غلظـت بـالايي از نمـك دارنـد، شـانس               
هاي فوق مقاوم به فشار اسـمزي بيـشتر         جداسازي سويه 

هـايي  هاي مقاوم به نمك در مقايسه با سويهاست و سويه  
 كننـد، بـه مراتـب     كه در حضور مواد قندي زياد رشد مي       

  .مقاومت بالاتري نسبت به فشار اسمزي دارند
ميزان تجمع درون سلولي ترهالوز به عنوان يك عامل 

هاي مـورد آزمـايش     مهم در مقاومت به استرس در سويه      
 ترهالوز يك دي ساكاريد غيراحيـاء كننـده   . بررسي شد

(α-D-glucopyranosyl-1,1-α-D-glucopyranoside) 
 كربوهيـدرات   كننـده   رهاست كه به عنوان يك منبع ذخي      

هـاي  افزايش ميزان ترهالوز درون سـلول     . در سلول است  
از قبيل دماي   (مخمر در بسياري از شرايط نامساعد رشد        

بالا، سرما، خـشك شـدن، گرسـنگي، اسـترس اسـمزي،            
و در فاز سـكون رشـد       ) استرس اتانل، استرس اكسيداتيو   

تحقيقات متعـدد در مـورد      ). 27،  28(گزارش شده است    
هاي مخمـري در    قش ترهالوز در افزايش مقاومت سلول     ن

نقـش  ). 29،  30(شرايط بروز استرس انجام گرفته اسـت        
محافظتي ايـن متابوليـت در محافظـت سـلولي در برابـر             

  نيـز  ساكارومايـسس پـومبي  استرس سرما و حـرارت در     
نقــش ترهــالوز در افــزايش ). 31(مــشاهده شــده اســت 

 اثر تثبيت كننـدگي     مقاومت سلول در شرايط استرس به     
ها و تأثير اين ملكـول در يكپارچـه نگـه داشـتن           پروتئين

در نتايج حاصل   ). 32(شود  غشاي سلولي نسبت داده مي    
هـاي ايـن مطالعـه بيـشترين ميـزان ترهـالوز            از آزمايش 

 ميزان بالايي از K همچنين سويه.   بودF مربوط به سويه 
زان مقاومـت  مي ـ. تجمع درون سلولي ترهالوز را نشان داد   

هـا نيـز    سلولي در برابر استرس شوك حرارتـي در سـويه         
ارتباط بسيار نزديكي بين ميزان تجمع درون       . بررسي شد 

سلولي ترهـالوز و درصـد بقـاي سـلولي در هنگـام بـروز               
طبـق نتـايج ايـن      . استرس شوك حرارتي مـشاهده شـد      

ها در برابر شوك مطالعه، نقش ترهالوز در محافظت سلول
هـاي قبلـي مطابقـت      شود كه بـا يافتـه       ييد مي حرارتي تا 

  ). 31، 32(دارد

طبق نتايج مطالعه حاضـر، همبـستگي ميـزان درون          
دار   سلولي ترهالوز و قدرت بقا در برابر شوك سرما معنـي          

دار ضـعيفي بـين ميـزان         همچنـين، ارتبـاط معنـي     . نبود
تجمع درون سـلولي ترهـالوز و قـدرت بقـاي سـلولي در              

 NaClاسمزي ناشـي از سـوربيتول و        هنگام بروز استرس    
هرچنـد  . هاي مورد آزمـايش وجـود داشـت       در بين سويه  

افزايش سنتز و تجمع درون سلولي ترهالوز هنگـام بـروز           
 ساكارومايـسس سـرويزيه   هـاي   ها در سـلول   اين استرس 

گزارش شده، اما طبق جستجوهاي مطالعه حاضـر، هـيچ          
 در  گزارشي مبني بر ارتبـاط  بـين درصـد بقـاي سـلولي             

  بـا ميـزان تجمـع        NaClهنگام بروز استرس اسـمزي و       
ــويه   ــين س ــالوز در ب ــلولي تره ــف  درون س ــاي مختل ه

با توجـه بـه     .  گزارش نشده است   ساكارومايسس سرويزيه 
هـاي ايـن تحقيـق و مطالعـات         نتايج حاصـل از آزمـايش     

توان اظهـار   صورت گرفته در اين زمينه به طور صريح مي        
تجمع درون سلولي ترهـالوز     داشت اگرچه افزايش ميزان     

 منجـر بـه افـزايش    ساكارومايسس سرويزيه در يك سويه 
قدرت بقاي سلولي آن سويه در هنگام اسـترس ناشـي از            

شود، اما عوامل متعدد ديگري در        مي  NaClسوربيتول و   
 NaClميزان  مقاومت به فشار اسمزي و شوك حاصل از           

ثير قـرار   تأثيرگذار هستند كه عامل ترهـالوز را تحـت تـأ          
بنابراين، به دليل نقش مهـم عوامـل مقـاومتي          . دهندمي

ديگر در هنگام بروز استرس اسمزي، تنها بـا اسـتناد بـه             
بالاتر بودن ميزان تجمـع درون سـلولي ترهـالوز در يـك             

تــوان آن ســويه را  نمــيساكارومايــسس ســرويزيه ســويه
هـاي ديگـري    تـر از سـويه    نسبت به فشار اسمزي مقـاوم     

امـا شـواهد    .  محتواي ترهـالوز كمتـري دارنـد       دانست كه 
حاصل از آزمايشات مطالعه حاضر بيانگر اين نكتـه اسـت           

 ميزان تجمـع    ساكارومايسس سرويزيه اي از   كه اگر سويه  
هـاي ديگـر داشـته      درون سلولي بالاتري نسبت به سـويه      

باشد، بدون در نظر گرفتن ديگر خصوصيات آن سويه بـه        
به شوك حرارتي بالاتري نيـز      طور قطع از ميزان مقاومت      

در واقــع اگرچــه عوامــل متعــددي در  . برخــوردار اســت
هاي مخمري به شوك حرارتي تأثير گـذار        مقاومت سلول 

 اي مهم است كـه بقيـه   هستند، اما نقش ترهالوز به اندازه     
ــده  ــل ايجــاد كنن ــي را  عوام ــه شــوك حرارت  مقاومــت ب
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 همبـستگي شـديد ميـزان     . دهـد الشعاع  قـرار مـي      تحت
ترهالوز و مقاومت به شوك حرارتي از نظر كاربردي حائز          

هايي كه محتـواي ترهـالوز      جداسازي سلول . اهميت است 
درون ســلولي بــالاتري دارنــد، بــا تيمــار حرارتــي بــسيار 

. هاي مورد آزمايش است   تر از بررسي تك تك سلول      ساده
گـر منجـر بـه      عنوان يك عامـل غربـال     تيمار حرارتي به    

تـري  شود كه محتواي ترهالوز پايين    ي مي هايحذف سلول 
كارگيري عامل   با به  2005 و همكاران در سال      Jin. دارند
گـر  كارگيري عامل غربال   و متعاقب آن به    UVزاي  جهش

زايي تـصادفي و جداسـازي يـك        حرارتي موفق به جهش   
جالب اينكـه ايـن روش بـه    .  مقاوم به حرارت شدند   سويه

ي بيواتانل بالاتر   يد كننده هاي تول منظور جداسازي سويه  
 و همكـاران در     Jinاحتمـالاً   ). 31(كار گرفته شده بود     به  

 مستقيم ميزان مقاومت به شوك      آزمايشات خود به رابطه   
حرارتي و توليد بيواتانول دسـت يافتـه بودنـد و از عامـل       

ي هاي بهينـه  گر حرارتي به منظور جداسازي سويه     غربال
 بــراي Jinدر آزمــايش . دنــدمولــد بيواتانــل اســتفاده كر

هاي توليدكننده  بيواتانل بـالاتر نيـاز بـه          شناسايي سويه 
يافتـه اسـت كـه در       هـاي جهـش   بررسي تك تك سـلول    

هـا قابـل بررسـي      صـورت تعـداد محـدودي از سـلول         اين
هستند؛ در صورتي كـه بـا اعمـال شـوك حرارتـي چنـد         

ها سلول  سلول بهينه از ميان سوسپانسيون حاوي ميليون      
  . شوداخواسته جداسازي مين

هـاي  سـازي سـويه   هاي كاربردي بهينـه   يكي از روش  
 يافتـه هاي جهـش  زايي و جداسازي سلول   صنعتي، جهش 

گري  غربال بهينه است كه در اين روش كلاسيك، مرحله       
ايـن  . شـود هـا انجـام مـي     با آزمايش روي تك تك سلول     
ه بر اسـت و در صـورتي ك ـ       مرحله، بسيار پرهزينه و زمان    

زا و صفت صنعتي    بتوان ارتباطي ميان يك عامل استرس     
 مـورد مطالعـه شناسـايي كـرد، قابليـت           مطلوب در گونه  
زايـي تـسهيل    هاي بهينه پـس از جهـش      جداسازي سويه 

  .شود شده و هدفمند مي
  سپاسگزاري

ــديريت   ــاوري و م ــات و فن ــرم تحقيق ــت محت از معاون
ت از   بـه دليـل حماي ـ     تحصيلات تكميلي دانشگاه اصفهان   

  .شود اين تحقيق تشكر و قدرداني مي
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