
 

 

 

  
  
  
  
  
  

  چکيده

  

  پروتئين تك ياخته، شوك حرارتي، مخمر تريكو سپرون، آب پنير :كلمات كليدي
  
  
  
  

                                                   
1- Single cell protein (SCP)                                              3 - Gout 
2- Nucleic acid                                                                  4 – Tricosporon sp. 
 

  

امروزه در جهان كمبود مواد غذايي مسئله بسيار مهمي است و اكثر جوامع به نوعي در پي يافتن راهي براي حـل           
به همين دليل محققـان  . دنيا امروزه با كمبود مواد غذايي، به ويژه مواد پروتئيني مواجه است         . اين مشكل هستند  

طرح توليد پروتئين از منابع غيـر معمـول نظيـر           .  باشند در جستجوي منابع ارزان قيمت پروتئين براي مردم مي        
  . از سال ها قبل مورد توجه قرار گرفته است١ميكروارگانيسم ها تحت عنوان پروتئين تك ياخته

    البته پروتئين توده زيستي كه به عنوان غذاي انسان مورد استفاده قرار مي گيرد قبل از استفاده بايد استخراج    
 آن كاهش يابد اسيد نوكلئيك باعث توليد اسيد اوريك و در نهايـت بيمـاري    ٢سيدهاي نوكلئيك و تغليظ شود و ا    

با توجه به اينكه محتواي اسيد هاي نوكلئيك موجود در پـروتئين تـك ياختـه از مقـدار مجـاز      .  مي شود ٣نقرس
گونـاگوني را جهـت      گرم پروتئين بيشتر است، محققان روش هـاي          ١٠٠ گرم به ازاي هر      ٢مصرف روزانه ان يعني     

در اين تحقيق با استفاده از شوك حرارتي مقدار اسـيد  . كاهش اسيد نوكلئيك پروتئين تك ياخته بكار گرفته اند  
 گرم پروتئين كاهش يافت كه اين مقـدار         ١٠٠ گرم به ازاي هر      ٨٨/٠ به   ٢٥/٦ از   ٤نوكلئيك در مخمر تريكو سپرون    

  .وتئين تك ياخته از مخمر تريكو سپرون است  در صد كاهش اسيد نوكلئيك در پر٦/٨٥معادل 
 -اچ كه برفعاليت آنزيم ريبو نـو .     در اين تحقيق با استفاده از روش عمليات حرارتي سه پارامتر دما، زمان و پي       

مقـادير  . كلئاز مؤ ثر هستند و در ميزان هيدروليز اسيد نوكلئيك نقش دارند مورد بررسي و بهينه سـازي شـدند      
بر اثر شـوك حرارتـي در صـد افـت در     .  بدست آمد٥/٥ دقيقه و ٢، C٦٥˚ اچ به ترتيب . زمان و پي بهينة دما، 

  . مشاهده گرديد٧/٢٩ و در صد افت وزن برابر با ٤٦/٨پروتئين برابر با 
 .  
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  مقدمه
ان كمبود مواد غذايي مسئله بسيار مهمي است كـه ايـن مـسئله بـه علـت افـزايش روز افـزون          امروزه در جه  

در اكثر جوامع، محققان به نوعي در پي يـافتن راه حلـي            . جمعيت و محدوديت منابع توليد پروتئين مي باشد       
راي بيان   توليد واژه پروتئين تك ياخته ب. يكي ازاين منابع، پروتئين تك ياخته است. براي اين مشكل هستند

. ماده غذايي از ميكرو ارگانيسم ها ي تك سلولي بكار مي رود و بيشتر به محصولات قارچي اطـلاق مـي شـود         
براي توليد پروتئين تك ياخته بايد مراحل مختلفي مانند انتخاب مـادة اوليـة مناسـب، انتخـاب و جداسـازي                   

 تهيه بيوراكتور مناسب و بررسي تركيب محـصول      بهترين ميكروارگانيسم، بهينه كردن شرايط رشد، طراحي و       
  .نهايي را طي كرد

طرح توليد پروتئين از ميكروارگانيسم ها مورد توجه قرار گرفته است ولي ازآنجائيكه اين نوع پروتئين به علت                
يد بالا بودن محتواي اسيد هاي نوكلئيك در آن براي انسان قابل مصرف نبوده و باعث بيماري نقرس در اثر تول   

 مقـدار اسـيد     ١اسيد اوريك مي شود، لذا در اين تحقيق سعي شده است كه بااستفاده ازروش شوك حــرارتي               
هاي نوكلئيك موجود در آن كا هش داده شود، بطوريكه در اين فرآيند اولاً به پروتئين موجود از نظــر كمـي             

  ].١،٢[ين ماده غذايي نشودو كيفي كمترين لطمه وارد شود، ثانياً روش بكار رفته باعث آلودگي ا
    با توجه به اينكه پروتئين تك ياخته از چه نوع ميكروارگانيسمي توليد شود مقدار اسيد هـاي نوكلئيـك در      

مقـدار  .  گـرم پـروتئين متغيـر اسـت    ١٠٠ گرم اسـيد نوكلئيـك در   ٢٥ تا ٥پروتئين حاصله متفاوت بوده و از   
بخـش  .  ه نسبت به ساير مواد غذايي بالا گزارش شـده ا سـت  اسيدهاي نوكلئيك موجود در پروتئين تك ياخت 

مقـدار اسـيد    .  مي باشد  )RNA(اعظم اسيد هاي نوكلئيك در پروتئين تك ياخته بصورت ريبو نوكلئيك اسيد             
گـرم پـروتئين   ١٠٠ گرم به ازاي هر ٧/٥ و٢/٢ گرم و در ساردين و خاويار به ترتيب         ٤نوكلئيك در كبد حدود     

 مصرف شده به وسيله آنزيم نو كلئاز ترشح شده از پانكراس از حالت پليمريزه خارج شده                اسيد نوكلئيك . است
 موجـود در آن در  ٣ و آدنين٢و قبل از جذب توسط آنزيم هاي روده اي به نو كلئوزيد ها تبديل شده و گوا نين          

 اسـيد اوريـك بـه       ، اكـسيد كننـدة    ٤در انـسان آنـزيم اوريكـاز      . اثر متابوليسم به اسيد اوريك تبديل مي شـود        
با توجه به اينكه حلاليت اسيداوريك كم است پس از . متابوليتهاي قابل حل و قابل دفع آلا نتونين وجود ندارد    

مقدار مجاز و مطمئن مصرف اسيد هـاي نوكلئيـك     .رسوب در بافت ها در نهايت باعث بيماري نقرس مي شود          
 مقدار اسيد هاي نوكلئيـك موجـود در پـروتئين تـك            لذا بايد .  گرم در روز ا ست     ٢براي بزرگسالان در حدود     

  ].٣،٤،٥[ياخته را كاهش داد تا بتوان از آن به عنوان يك منبع پروتئين براي انسان استفاده كرد
  
  
  
  

                                                   
1- Heat shock         4 - Uricase 
2- Gaunine              5- Potato dextrose agar (PDA) 
3- Adenine 
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  مواد و روش ها 
  ميكرواگانيسم ها

ايـن  . ميكرو ارگانيسم استفاده شده براي توليد پروتئين تك ياخته در اين تحقيـق، مخمرتريكـو سـپرون بـود           
 گـرم   ١٠٠براي ابن منظورابتـدا     . مخمر طي تحقيقات قبلي از پساب كارخانه پنير سازي، جدا سازي شده بود            

 ١٠ ميلي ليتر آب مقطر استريل شده توسط اتـوكلاو، حـل كـرده و بـه مـدت                    ١٠٠مخمر تريكوسپرون را در     
  ].٦[فاده شد استP  DA٥دقيقه آن را بهم زده و از اين محلول كشت بر روي محيط مناسب 

  
  محيط كشت ها

 ودر مرحله رشد از يك محيط كشت سنتتيك شـامل يـك  در    PDAكشت در مرحله خالص سازي از محيط 
. در مرحلة توليد ازآب پنير اسـتفاده شـد   . صد گلوكز، نيم درصد عصارة مخمر و يك درصد پپتون استفاده شد           

اچ . كه   پي ٦٧/٤اچ آن در . پنير سازي تهيه كرده، پي  و تازه از كارگاه براي اين منظور ابتدا آب پنير شيرين      
بعد از سرد شـدن  .  جوشا نده شد ١٠٠ C˚ دقيقه در دماي     ١٥به مدت   . ايزوالكتريك آب پنير است تنظيم شد     

براي حذف ذرات كوچك پـروتئين ازاولترافيلتراسـتفاده   . پروتئين هاي منعقد شده توسط پارچه تميز جدا شد        
براي نگهداري آن، مقدار مورد نيـاز بـدرون   . اف شده در اين حالت سبز مايل به زرد استرنگ آب پنير ص   . شد

به هنگام اسـتفاده از اب پنيـر صـاف شـده پـس ازاضـافه كـردن           . يخچال منتقل نموده تا سرد نگهداري شود      
شـد ومـورد   ، دردستگاه اتوكلاو اسـتريل  ٥/٣اچ آن روي   . سولفات آمونيوم به عنوان منبع نيتروژن وتنظيم پي       

  .استفاده قرار گرفت
  

  شرايط تخمير
  سـاعت دردمـاي   ٤٨ كشت داده شده را بـه مـدت    PDAدر مرحلة خالص سازي پليت ها، اسلنت هاي حاوي

˚ C ميلي ليتـري مقـدار   ٢٥پس ازاين مرحله و مرحله رشد ابتدا درارلن هاي .  در انكوباتور قرار مي دهيم٣٥ 
  بـر  ٣٥ ˚C ساعت در دماي ٤٨ا به همراه مخمر كشت داده به مدت         ميلي ليتر محيط كشت سنتتيك ر      ١٠٠

 دور بر دقيقه قرار داده و پس از اين مدت محتويات ارلن را در شرايط اسـتريل بـه              ٢٠٠روي همزن با سرعت     
  ٤٨ ميلي ليتر محيط كشت سنتتيك منتقل كرده ومجدداٌ به مـدت   ٩٠٠ ميلي ليتري حاوي ٢٠٠٠يك ارلن   

 ليتري كه حاوي ده ليتر محيط  كـشت آب  ٢٥در مرحله توليد به بيوراكتور . فوق قرار گرفتساعت در شريط  
پنير بوده در شرايط استريل محتويات ارلن كشت داده شده در مرحله قبل را اضـافه كـرده و   سـپس كـشت           

 ٥/٢  v.v.m   ساعت انجـام شـد بـراي هـوادهي نيـز شـدت       ٤٨مخمر تريكوسپرون در شرايط بهينه به مدت 
  .  استفاده شد١انتخاب شد براي جلوگيري از توليد كف و كنترل آن از مادة ضد كف

  

                                                   
  

1- Anti foam 
2- One factor at a time  
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  شوك حرارتي 
بدين مفهوم مشخص شد كه در كدام  دما، زمـان و  . اچ بهينه شد.در اين آزمايش ها سه عامل دما، زمان و پي        

 نوكلئيـك هيـدروليز شـده بيـشتر     اچ آنزيم ريبونوكلئاز بيشترين فعاليت را داشته و در نتيجه مقدار اسـيد        .پي
ابتـدا دمـا   .  استفاده شد٢بدين منظور براي بهينه سازي اين سه پارامتر از روش يك فاكتور در يك زمان  . است

در مرحله دوم .  آورده شده قرار گرفتند٣بهينه شد براي اين منظور نمونه ها در دماهاي مختلف كه در جدول        
 آورده شـده قـرار   ٤ن منظور نمونه ها در زمان هاي مختلف كـه در جـدول    پارامتر زمان بهينه شد كه براي اي      

اچ هـاي مختلـف كـه در    .نه شدكه براي اين منظور نمونه هـا در پـي     اچ بهي .در مرحله آخر پارامتر پي    . گرفتند
براي مقايسة اسيد نوكلئيك آزاد شده نمونه هايي كه تحت شــوك حرارتـي  .  آورده شده قرار گرفتند٥جدول  

  .قرار نگرفته به عنوان شاهد در نظر گرفته شدند
  

  اندازه گيري مقدار اسيد نوكلئيك تودة زيستي 
 نرمـال در  ٥/٠ي مقدار اسيد نوكلئيك تودة زيستي، نمونه هـا را در محلـول اسـيد پركلريـك                 براي اندازه گير  

 نـانومتر  ٢٦٠ دقيقه حل كرده و پس از سانتريفوژ كردن، مقدار جذب در طول موج ٢٠ به مدت ٩٠ C˚دماي 
  ].٧[ ميكروگرم بر ميل ليتر اسيد نوكلئيك است ٥٠هر واحد جذب معادل . اندازه گيري شد

  
  ازه گيري مقدار پروتئين اند

مقدار پروتين معمولاُ به طور غير مستقيم و از طريق اندازه گيري ميزان نيتروژن كل توسط روش ميكروكلدال    
براي تبديل نيتروژن به پروتئين لازم است مقدار نيتروژن بدست آمده در يك ضـريب مناسـب   . انجام مي شود  

  ].٨[ است٢٥/٦اي تودة سلولي ميكربي بسته به نوع نمونه ضرب شود كه اين ضريب بر
  

  نتايج و بحث 
 Cاچ به ترتيـب          .  با توجه به نتايج بدست آمده از آزمايش هاي انجام شده مقادير بهينه دما، زمان و پي        

از آنجائيكه ريبو نوكلئاز يك آنزيم مقاوم در برابر حرارت است فعاليـت ايـن           .  بدست آمد  ٥/٥ دقيقه و    ٢،  ٦٥ ˚
علت آن است كه آنزيم ريبو نوكلئاز داراي يك ممانعت كننده حـساس   بـه   .  بيشتر مي شود٦٥ C˚ در آنزيم

حرارت از جنس پروتئين است كه با عمليات حرارتي در دماي بالااين ممانعت كنندة پروتئيني دناتوره شده  و         
ت حرارتـي كوتـاهتر باشـد     در روش شوك حرارتي هر چقدر مدت زمان عمليـا         . فعاليت آنزيم افزايش مي يابد    

بهتر است زيرا افت وزن و افت پروتئين كمتري خواهيم داشت البته در زمان هاي خيلي كوتاه هـم، اثرشـوك       
  ].٩[ دقيقه انتخاب گرديد٢حرارتي قابل لمس نبوده لذا زمان بهينه حدود 

اچ بهينه بسيار حائز اهميت .پياچ بهينه دارند به همين علت تعيين  .    آنزيم ها حداكثر فعاليت خود را در پي       
بنظر   مـي رسـد   .  آنريم ريبونوكلئاز بيشترين فعاليت را دارد     ٥/٥اچ  .با توجه به نتايج بدست امده در پي       . است
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اچ از نظر الكتريكي و شكل فضايي حاصل از ان شرايط بهتري را براي جـذب و عمـل  بـر روي              .كه در اين پي   
  .اسيد نوكلئيك دارد

 آورده شـده  ٢و١و اسيد نوكلئيك قبل و بعد از عمليت حرارتي اندازه گيري شده كه در جدول           مقدار پروتئين   
  .است

   اندازه گيري مقدار پروتئين قبل و بعد از عمليت حرارتي-١جدول 
   نانو متر٤٢٠جذب در   p.p.mنيتروژن بر حسب   g/Lپروتئين 

٦٥٢١/١٥  
٤٧٢٣/١٥  

٧٦/١٢  
٦٨/١١  

٥٧١/٠  
٥٢٣/٠  

  
   گيري مقداراسيد نوكلئيك  قبل و بعد از عمليت حرارتي اندازه-٢جدول

اسيد نوكلئيك بر حسب گرم به ازاي هر        
   گرم١٠٠

   نانو متر٢٦٠جذب در   g/Lاسيد نوكلئيك 

٨٢/٦  
٩٨/٠  

٠١٧٢/١  
١٤١٩/١  

٧٢٣/١  
٢٧٣/١  

  
ارتي مقدار  در صد افت پروتئين بوجود آمده همچنين براثر شوك حر   ٤٦/٨با توجه به نتايج بدست آمده مقدار        

 در صد افت در مقدار اسيد نوكلئيك بوجود آمده و مقدار آن در پروتئين تك ياخته بـه مقــــدار مجـاز          ٦/٨٥
علـت افـت وزن زيـاداين اسـت كـه      .  افت وزن ايجاد شد٧/٢٩پس از انجام شوك حرارتي مقدار  . رسيده است 

مچنين علت ديگـر افـت وزن را   مـي    علاوه بر كاهش اسيد هاي نوكلئيك كاهش در پروتئين وجود داشته ه           
بهينه سازي دمـا،   . توان خروج مواد با وزن مولكولي پايين مانند ويتامين ها، اسيد هاي آمينه از سلول دانست               

  . مي باشد٥و٤و٣اچ طبق جدول هاي .زمان و پي
  

   نانومتر٢٦٠طول موج )  Time= ٢ minو  P H=٧( اثر دما در فرآيند حرارتي-٣جدول 
ــا  دمـ

ºC  
١٠٠  ٩٥  ٩٠  ٨٥  ٨٠  ٧٥  ٧٠  ٦٥  ٦٠  ٥٥  ٥٠  ٤٥  

جذب 
٢٦٠ 
nm  

٠٠٦/
٠  

٠٠٩/
٠  

٠٣٩/
٠  

٠٤١/
٠  

١٧٨/
٠  

١٧٩/
٠  

١٨١  ١٨/٠/
٠  

١٨١/
٠  

١٨٢/
٠  

١٨٢/
٠  

١٨٢/
٠  
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   نانومتر٢٦٠ طول موج T ) = ٦٥ ºCو P H=٧( اثر دما در فرآيند حرارتي-٤جدول 

  دقيقه٢٥  دقيقه٢٠  دقيقه١٥  هدقيق١٠  دقيقه٥  دقيقه٢  دقيقه١   ثانيه٢٠   ثانيه١٠   ثانيه٥  زمان
جــــذب 

٢٦٠ 
nm  

١٧/٠  ١٦٥/٠  ١٦٤/٠  ١٦٣/٠  ١٦١/٠  ١٨٣/٠  ١٥٤/٠  ١٤٦/٠  ١٤٥/٠  ١٤/٠  

  
  

   نانومتر٢٦٠طول موج )  Time =٢ min و  T =٦٥ ºC( اثر دما در فرآيند حرارتي-٥جدول
PH  ٨  ٥/٧  ٧  ٥/٦  ٦  ٥/٥  ٢/٥  ٥  ٨/٤  ٥/٤  ٤  

جــذب 
٢٦٠ 
nm  

١٣١/
٠  

١٤٤/
٠  

٢٨/٠  ٢/٠  
٢٨٥/
٠  

٢٩/٠  
١٩٧/
٠  

١٥٣/
٠  

١٤٩/
٠  

١٤/٠  
٠٨٩/
٠  

  
  

اچ را در فرآيند حرارتي بر روي پروتئين تك ياخته توليدي بـا  . به ترتيب اثر دما، زمان و پي    ٣و٢و١شكل هاي   
  . استفاده از مخمر تريكوسپرون در آب پنير به صورت زير نشان مي دهد

  
  
  
  
  
  
  
  
  

   نانومتر٢٦٠طول موج )  Time =٢ min و P H=٧( اثر دما در فرآيند حرارتي-١شكل 
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   نانومتر٢٦٠ طول موج T ) = ٦٥ ºC وP H=٧( اثر دما در فرآيند حرارتي-٢شكل 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   نانومتر٢٦٠طول موج )  Time= ٢ min و  T =٦٥ ºC( اثر دما در فرآيند حرارتي-٣شكل 
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