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     دهیچک

اي که توانایی تراوش کار رفته است. این قارچ ریسهیاخته بهتک پروتئینیکی از ریزجاندارهایی است که براي تولید  لوس نایجراسپرجی 

کند هم برون سلولی تولید می پروتئینجا که مقدار زیادي از سوبسترا رشد کند و از آن سطح زیاديتواند بر را دارد می آنزیمانواع 

ترشح شده را با حلال به سادگی بیرون کشید.  پروتئینتوان درون سلولی قارچ پرمایه کرد و هم می پروتئینآن را از توان بستر رشد می

کند بر بستر جامد اغلب بیشتر از حالت مایع است. جا که در حالت طبیعی بر روي جامدات پکتینی رشد میراندمان رشد قارچ از آن

در این عنوان بستر کشت جامد مورد استفاده قرارگیرد. تواند بهمیاست، کشاورزي  ضایعاتز گلبرگ زعفران که در حال حاضر یکی ا

آن با دو حلال  پروتئینروزه،  15بر روي گلبرگ خشک شده زعفران در یک دوره  اسپرجیلوس نایجربا کشت بستر جامد  تحقیق

سنجیده شده به روش بیوره با حلال آب  پروتئینین میزان و بیوره سنجیده شد. بیشتر لريمتفاوت بیرون کشیده شده و به دو روش 

گرم در هر یک گرم گلبرگ میلی 161گرم در هر یک گرم گلبرگ خشک آغازین و با حلال سود و بافر کربنات میلی 53/99خالص 

 خشک آغازین برآورد شد.
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 مقدمه 

درصد  99تا  99اه زعفران و درحدود یدرصد وزن گ 95گلبرگ 

وزن کاسه گل زعفران را به خود اختصاص داده و در سال 

د شده یران تولیتن از آن در ا 12000در حدود  1396 یزراع

کشاورزي است که با توجه به  ضایعات ازاست. گلبرگ زعفران 

ولید آن گرایش زیادي براي یافتن روشی جهت حجم بالاي ت

هاي انجام شده قبلی در پژوهش استفاده از آن وجود دارد.

استخراج رنگ خوراکی از زعفران را مورد  مختلف محققیق

 همتی ؛(1391لطفی و همکاران، ) اندداده تحقیق و بررسی قرار

(Hemmati, 2001 .)گلبرگ زعفران  يهادانیاکسین آنتیهمچن

تجلی و ) ستا هده شدیو سنج ییشناساسط محققین تو

اثر عصاره آبی  جداگانه دیگروهش ژدر یک پ .(1391همکاران، 

 شده استو گزارش گلبرگ زعفران بر رشد گندم بررسی 

با این حال هنوز (. Abbasi et al., 2008) و همکارانعباسی 

 يهاپژوهشاند. خوبی سنجیده نشدهترکیبات سازنده گلبرگ به

 يو پسماند کشاورز ضایعات پروتئینش درصد یافزا يبرا يادیز

ي آنها اخته بر رویتک پروتئیند یزجانداران و تولیبا رشد ر

بستر  تخمیر يها بر رون پژوهشیا برترینصورت گرفته است. 

توان فرآیندي بستر جامد را می تخمیرجامد انجام شده است. 

ندزدایی شده )و نه کشت جامد گقلمداد کرد که بر روي محیط

( Awآبی  فعالیتاستریلیزه( و طبیعی با میزان رطوبت )یا  لزوماً

 دوئل و همکاران ( Pandey, 2003) پانديشود کم انجام می

آغازگر  تخمیررود این روش کشت و گمان می .(1992)

 میشل و لورانس در زمان باستان بوده باشد تخمیرهاي آوريفن

(Mitchell and Lonsane, 1990 .)بستر جامد در حضور  تخمیر

و همکارانش در تعریف  Mitchellشود و یآب آزاد کم انجام م

شوند که بستر این بستر جامد بر این نکته باریک می تخمیر

که فاصله بین این صورتیهفرآیند ذرّات جامد نمناک هستند، ب

رده شدنی پر کاي از آب دیدهذرّات را فاز پیوسته گازي و کمینه

میزان آب آزاد  .(Doelle et al., 1992) و همکاراندوئل  باشد

جا ناچیز ذکر شده که تنها براي رشد و ها تا آندر بیشتر تعریف

 ,Pandey) پاندي کافی باشد ي ریزسوخت و ساز جاندارها

ا در یتوان آن را در آغاز کشت به بستر افزود یکه م (2001

و همکاران دوئل  کرد طول زمان به مقدار کم وارد بستر

 میکروارگانیزمهااي را براي رشد ذرّات جامد نقش پایه .(1992)

-دهند ولی برخی از این ذرّات جامد افزون بر این بهانجام می

کننده منابع غذایی )منبع کربن، نیتروژن، مواد مینأعنوان ت

کار نیز به مسمیکروارگانیمعدنی و اسیدهاي آمینه( براي 

گیرند. هاي کشاورزي در این دسته جا میپسماند لباغروند. می

دلیل گستردگی و پیچیدگی ترکیبات موجود، ها بهاین پسماند

سلّولی  عنوان وادارکننده تولید انواع ترکیبات درونتوانند بهمی

و همکاران  میشل باشند مسمیکروارگانیسلّولی در  یا برون

(Mitchell et al., 2000)،  و همکاراندوئل (Doelle et al., 

کنند بستر جامد اثر می تخمیرزیادي بر  هايفراسنجه. (1992

 :انددر این بین این موارد بیش از بقیه مورد بررسی واقع شده

 اندازه ذرّات جامد -1

 وري آب نمناکی بستر )یا نم آغازین( و کنش -2

 جامد  فراوري بسترپیش -3

 زدنهوادهی و هم -4

 مهار آلودگی -5

6- pH بستر 

 ریزجاندار دماي کشت -1

 کوبیگونه، اندازه و سن مایه -9

 هاي انتقال )رفت و آمد جرم و حرارت(پدیده -9

کشاورزي براي  ضایعاتدر صورت گزینش یک ماده یا     

ترین گام بستر جامد، انتخاب ریزجاندار مهم تخمیر کشتمحیط

ن، یشیپ يهامانند پژوهش يبعدي در فرآیند است. موارد

زجاندار در یر ییته شده در بستر و تواناکار گرفب جامد بهیترک

هاي کناري و فرآورده یا فرآوري موردنظر، فرآوردهمصرف آن، 

پیچیدگی جداسازي و پالایش پس از فرآیند برخی از نکات مهم 

کشت مشخص در انتخاب ریزجاندار مناسب براي یک محیط

 تخمیررشد در  يبرا ینه مناسبیگز ياسهیر يهارچاهستند. ق

جامد  ها حداقل به سه دلیل براي تخمیرقارچ جامدند. بستر

 pHتوانند در یزجانداران مین ریکه اآن یکی مناسب هستند.

 .ن آب آزاد رشد و سوخت و ساز کنندییکم و با بودن مقدار پا

 نابا چن ییهاطیتوانند در محیزجانداران نمیگر ریدکه جا از آن

ار کم یت هم بسکش یرشد کنند امکان آلودگ یدرجه خشک

دوم آنها در  ییتواناد. یآین مییپا يسازاز به سترونیشده و ن

ها است که به قارچ یبرون سلول یآبکافت يهاآنزیمتراوش 

مانند سلولز و  ییهاشکافتن و مصرف بزرگ مولکول ییتوانا

زجاندار یر يکربن و انرژ دهد که دهگاهین را مین و مانند ایپکت

زایی است که مقاومت ریزجاندار آخر هم هاگمورد خواهند بود. 

زایی هم افزون بر این هاگ .بردرا در برابر شرایط سخت بالا می

شود و آماده برتري بزرگی است چون هاگ به راحتی ذخیره می

 ؛2000، و همکارانمیشل ) کردن مایه هاگی هم آسان است

م به اي( قارچ هشد هایفایی )ریسهر(. 1992  ،و همکاراندوئل 

هاي بستر گستردگی توده ریزجاندار و استفاده از تمام قسمت

-خاطر سختی دیواره نوک آنها میها بهکند. این ریسهکمک می

توانند فشار ناشی از رشد را به فشار مکانیکی بالایی تبدیل کنند 

هاي سخت و به هم بسترشود بتوانند در انواع که باعث می
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 ارچه جامد را شکسته و ریزفشرده نفوذ کنند یا ذرات یکپ

 نمایند. 

ک یو مواد فنول یواره سلولیجا که گلبرگ زعفران داز آن    

دهد یزجاندار قرار میار ریهمراه قند بالا در اخترا به يادیز

 يهاآنزیمد بتواند یآن رشد کند با يخواهد بر رویکه م یقارچ

منگنز ا یز یدین پراکسیگنیمانند لَکِیز و ل یکیتینَلیگنیل

دکننده یتول يهان گونه قارچید. بهترید نمایز را تولیدیپراکس

ن یدر ا یدپوس هستند ولیسف يهاها قارچآنزیمن نوع یا

 ییم که افزون بر توانایارفته جریلوس نایاَسپرجپژوهش به سراغ 

گر یاز د ياگستردهدامنه توانند ینامبرده م يهاآنزیمد یتول

را هم به  یکیتیو سلول یکیتینُلیپکت يها آنزیمها مانند  آنزیم

خارج سلولی تولید  پروتئینیزان بالایی متراوش کرده و  یخوب

 (.1992، و همکاراندوئل ) کند می

و ارتباط آن با  پروتئینهاي بسیاري روي سنجش بررسی    

هاي جرم کلی توده زیستی صورت گرفته است. همچنین روش

بستر جامد انجام  تخمیردر  پروتئینگوناگونی براي سنجش 

براي یافتن و انتخاب بهترین روش سنجش  هاشده و شُده

اند. در با هم مقایسه شده تخمیردر این گونه از  پروتئین

 هاي مختلفروش آسپرجیلوس نایجربراي  پروتئینسنجش 

 تري پیشنهاد شده استاند و بیوره روش مطمئنمقایسه شده

 (.Jernejc et al., 1986)همکاران  و جرنجک

بر  نایجر سپرجیلوساَدر پژوهش حاضر تلاش شده با کشت     

کشاورزي زیاد شود  این دور ریز پروتئین ،روي گلبرگ زعفران

عنوان خوراک دام استفاده کرد. این موضوع تا بتوان از آن به

کند، به خاطر افزون بر این که ارزش افزوده زیادي ایجاد می

جویی دفع و تصفیه آن بود باعث صرفهاي که نیاز به حذف ماده

 شود. هاي کناري نیز میدر هزینه

 

 ها    مواد و روش

اشاره شده از مواد: تمام مواد به جز در مواردي که جداگانه 

 تهیه گردید. Analytical grade شرکت مرک و با خلوص

صورت هب PTCC-5012 جریلوس نایاسپرج مسمیکروارگانی

 یکروبیون میک انجماد از کلکسکمکپسول خشک شده به

باز کردن و شد.  ران تهیهیا یو صنعت یعلم يهاسازمان پژوهش

رقیق کردن ریزجاندار در همه مراحل به کمک سرم بیولوژیکی 

درصد  1/0درصد جرمی کلرید سدیم و 9/0استریل شده )داراي 

 گرفت. ( انجام میTriton Xحجمی 

که یصورتهک شب بی يها براگلبرگ :آماده کردن بستر جامد

قرار  UVگر انبار نشده باشند در برابر لامپ یکدی يبر رو

خته شده و پس یر سترون شده ریگاه داخل ارلن ماگرفتند. آن

گذاشته  UVگر در برابر لامپ یک شب دی ياز وزن شدن برا

ر یگرم گلبرگ بود. سپس به هر ارلن ما 4 يشدند. هر ارلن دارا

از ین آب مورد نیمتأ يبرا یمواد معدن يآب دارا تریلیلیم 6

گرم گلبرگ  100 يافزوده به ازا ید. مواد معدنیبستر اضافه گرد

گرم  5/0، نیترات سدیمگرم  3 :ن شرح استیخشک به ا

فسفات دي گرم  2و  سولفات منیزیمگرم  5/0، کلریدکلسیم

 .هیدروژن پتاسیم

 150لیتري میلی 250هاي ارلن: در تلقیح هیکردن ماآماده    

داراي ده درصد جرمی گلوکز، یک درصد  لیتر محلول آبیمیلی

فسفات دي هیدروژن جرمی یک درصد ، عصاره مخمرجرمی 

جرمی نیم درصد و  کلریدکلسیم جرمی ، نیم درصدپتاسیم

مصرف بر و یک درصد حجمی از مواد کم سولفات منیزیم

شده که سترون  (Kirk and Tien, 1988) کیرک و تین مبناي

آگار دو روزه  يهاSlantبه کمک لوپ از سپس اضافه شد.  بود،

 .به آن اضافه شدزجاندار یر ینیمقدار نامع جریلوس نایاسپرج

قه در یدور بر دق 120ساعت با سرعت  12تا  49 يها براارلن

آنها در  یشِیکر انکوباتور قرار داده شدند. پس از آن محلول اضاف

افته به کمک یشد و قارچ رشد  هختیرون ریل بیط استریشرا

 5پت یکنواخت شد. در هر ارلن به کمک پیمخلوط کن 

  خته شد.یوم بود ریسلیم 2×910 يه که دارایتر از مایلیلیم

در بیرون  :از بستر با آب خالص پروتئینبیرون کشیدن     

ها به کمک آب خالص به ازاي هر گرم  آنزیمو  پروتئینکشیدن 

شد. لیتر آب مقطر به ارلن افزوده میلی 40 ،گلبرگ خشک

 چرخیده و بعددور در دقیقه  190سپس ارلن سه ساعت با دور 

 20محلول حاصل برايو  رد شد واتمن 1فیلتر شماره  از آن از

سانتریفیوژ  (g 15940) دور بر دقیقه 9000دقیقه در دور 

شد. خروجی فیلتر واتمن رد  2گردیده و از کاغذ صافی شماره 

کار رفت. براي رسم منحنی استاندارد به پروتئینسنجش براي 

 سنجش نیز تنها از آب خالص استفاده شد.

از بستر با مخلوط سود و بافر  پروتئینبیرون کشیدن     

لیتر سود یک کربنات: پس از افزودن چهار میلییب -کربنات

دقیقه چرخش  10نرمال در برابر هر یک گرم گلبرگ و گذشت 

کربنات بی -لیتر از بافر کربناتمیلی rpm 100 ،36در دور 

مولار به ازاي هر یک یلیم 100و  6/10برابر با  pHسدیم با 

دور در دقیقه  190گرم گلبرگ به آن افزوده شده و با دور 

گاه از کاغذ صافی واتمن شماره یک گذرانده چرخانده شد آن

قیقه براي بیست د(15940g)  دور بر دقیق 9000شده و در با 

واتمن یکبار دیگر  2سانتریفیوژ گردید و با کاغذ صافی شماره 

کار رفت و به پروتئینفیلتر شد. محلول حاصل براي سنجش 
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براي رسم منحنی استاندارد به جاي آب از محلول سود و بافر با 

 نسبت یک به نه استفاده گردید.

و بیوره  لرياز روش  :وبیوره لريبه روش  پروتئینسنجش     

 (.Stoscheck, 1990) استوچک استفاده شد بهسازي شده

 

 

 نتیجه و بررسی

بیرون کشیده شده به کمک آب در  پروتئینسنجش  يهاداده

چه مقدار پروتئین تولید چناننشان داده شده است.  1 شکل

عنوان پارامتر نماینگر رشد میکروارگانیزم در نظر گرفته شده به

 4ز دوم شروع شد و از روز شود رشد از روشود، مشاهده می

 رشد رسید.  به حداکثر 11روز  وارد فاز رشد نمایی شد و در

 

 
 

 

 سنجش پروتئین بیرون کشیده شده از بستر به کمک آب با دو روش بیوره و لري :1شکل 

Fig. 1: Assay of extracted protein with water using Biuret and Lowry methods 
 

 
 

 : سنجش پروتئین بیرون کشیده شده از بستر به کمک بافر با دو روش بیوره و لري2شکل 

Fig. 2: Assay of extracted protein with buffer using Biuret and Lowry methods 
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دست آمده از پروتئین بیرون کشیده شده به کمک هنتایج ب    

تئین در نشان داده شده است. روند افزیش پرو 2بافر در شکل 

 باشد. این روش نیز مشابه روش استفاده از آب می

)آب یا بافر( و روش  آنالیز آماري اثر دو فاکتور نوع حلال    

براساس استخراج )لوري یا بیوره( بر میزان استخراج پروتئین 

در جدول  %95 نمودن مربعات خطا با میزان اطمینان  لحداق

 داده شده در این جدولت. نتایج نشان س( نشان داده شده ا1)

ثیر فاکتورهاي فوق بر میزان استخراج أست که تا نمایانگر این

نظر آماري داراي اهمیت  از %95پروتئین با میزان اطمینان 

است. اما اثر متقابل دو فاکتور نوع حلال و روش استخراج بر 

 باشد.میزان استخراج حائز اهمیت نمی

 

ثر بر میزان استخراج پروتئینؤم: آنالیز آماري فاکتورهاي 1جدول   

Table 1: Statistical analysis of effective parameters on protein extraction 
P F Adj MS Adj SS Seq SS DF Source 

0.000 93.47 16567.1 16567.1 16567.1 1 A 
0.001 14.21 2518.8 2518.8 2518.8 1 B 
0.538 0.39 68.5 68.5 68.5 1 A×B 
  177.2 7443.9 7443.9 42 Error 

    143016.5 59 Total 

:A )آب یا بافر( نوع حلال ،B :)روش استخراج )لوري یا بیوره 

A: Solvent type (Buffer or water)- Extraction type (Lowry or Biuret) 

ده یسنج پروتئینمشخص است  شکلچنان که از هر دو آن    

ده شده به یسنج پروتئینتر از همواره کم لريشده به روش 

در هر دو حالت  پروتئینه رشد یوره است. گرچه نمایروش ب

در روش را یز .بود ینیبشین موضوع قابل پیه به هم است. ایشب

ي پپتیدي واکنش داده و یک بیوره مولکول مس با پیوندها

سازد. این همتافت رنگ بنفشی بنیانی می چهار همتافت

نانومتر جدا از رنگ آبی  540آن را در توان سازد که میمی

هاي آمینی حلقه لريدر روش  یول محلول شناساگر سنجید

دهند. باید توجه داشت که واکنش می لريهستند که با محلول 

سنجد به ی که میپروتئینه کمتر دخاطر بازبه لريروشی مانند 

شود نیاز دارد و این رقّت بالا باعث می پروتئینرقّت بالاتري از 

اثر عواملی که ممکن است موجب دقت نداشتن سنجش شوند 

را  يشتریعلاوه سنجش در رقّت بالا دقت ببسیار کمتر شود. به

را در سنجش  ياآورد. در هر چهار حالت پلهیهمراه مهم به

ساعت پس از کشت  216تا  144ن زمان یدر ب پروتئین

ارچ باشد. از ق ير سوبستراییتواند تغیل آن میم که دلینیبیم

ساده  يهاپس از مصرف کردن قند جرینا سپرجیلوساجا که آن

ممکن است بتوان  ،رودین میمانند گلوکز اول به سراغ پکت

ا ی) ینیاست که مواد پکت ياجا نقطهنیاستدلال کرد که ا

 يبات سلولزیاند و قارچ شروع به مصرف ترک( تمام شدهيسلولز

 آزمایش درستی این پندار بایدبراي ( کرده است. ینیگنیا لی)

ز، لَکِیز، لیگنین پراکُسیدِیز، پکتینِیز، امانند سلولِ هاییآنزیم

یز در طول کشت سنجیده شده و با توجّه به پروتئینزایلانِیز و 

تغییرات آنها نسبت به درستی یا نادرستی این فرض بحث شود. 

ا به هنمودار پروتئینکننده هاي استخراجبراي همسنجی محلول

  .اندشده نشان داده 4و  3 شکل شکل دیگري در دو
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 سنجش پروتئین بیرون کشیده شده با آب و بافر به روش بیوره :3شکل 

Fig. 3: Assay of extracted protein with water and buffer using Biuret method 
 
 

 
 

 به روش بیوره سنجش پروتئین بیرون کشیده شده با آب و بافر :4شکل 

Fig. 4: Assay of extracted protein with water and buffer using Lowry method 
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( 4و  3)نمودار  لريوره و یسنجش به روش ب شکلدر هر دو     

ده یرون کشیکه با بافر بیهنگام پروتئین يهام که دادهینیبیم

اند. دهده شیرون کشیاست که با آب ب یشتر از حالتیاند بشده

در محیط بازي و خنثی محلول است ولی در محیط  پروتئین

کند. پندار اول آن است که این امکان وجود اسیدي رسوب می

دارد که بر اثر فعالیت قارچ محیط اسیدي شده باشد )گرچه 

کند( و این خود گلبرگ زعفران هم محیط اسیدي تولید می

باشد. در حالت  شده پروتئینتواند باعث رسوب مقداري از می

میزان حل شدن  دوم، حتی اگر پندار اول نادرست باشد مطمئناً

در محیط بازي بیشتر است ولی با توجه به تفاوت  پروتئین

درصدي دو داده در برخی حالات باید دلیل  100نزدیک 

  وجود داشته باشد.دیگري هم 

دارد. گرچه هاگ  ییته بالایسود افزوده شده به بستر نرمال    

در برابر حل شدن له قارچ ممکن است یل شده به وسیتشک

یسلیم باشد ولی بودن درصد بالایی از م پایداري بیشتر داشته

در بستر و نرمالیته بالاي سود توانسته بخشی از دیواره سلولی 

درون سلولی را بیرون  پروتئینقارچ را در خود حل کرده و 

داري بسیار سنجیده شده مق پروتئینبکشد. به همین دلیل 

بیرون کشیده شده به کمک آب خالص دارد. با  پروتئینبالاتر از 

مشخص  پروتئینهاي دو مسیر بیرون کشیدن توجّه به داده

برون سلولی در چند روز آخر ثابت  پروتئیناست که گرچه 

داده است. براي مانده ولی قارچ هنوز به رشد خود ادامه می

 پروتئینر یک از دو حلال سنجش درستی این فرضیه باید با ه

هاي معمول از داخل سلول بیرون کل بستر را که به روش

شود سنجید تا بتوان با بررسی آن ادعا کرد که آیا کشیده می

زموده شده آدرون سلولی را در حالات  پروتئینبافر توانسته 

یک از این دو مسیر بیرون کشیدن بیرون بکشد یا نه و آیا هیچ

اي از رشد ریزجاندار به شمار عنوان نمایهنند بهتوامی پروتئین

 بروند؟ 

 

 گیرینتیجه

تواند به خوبی ترکیبات گلبرگ زعفران را می اَسپرجیلوس نایجر

برون  پروتئین. محصولات باارزش تولید نماید کرده و  مصرف

که تداخلی صورتیدرصد وزن بستر بالا رفت. در 10سلولی آن تا 

سازي جود نیاید و نیازي به خالصهاي سنجش به وبا روش

از بستر به  پروتئینبیشتر در پایان فرآیند نباشد بیرون کشیدن 

بر جا که علاوهکمک بافر نتایج بهتري خواهد داشت از آن

تواند با حل کردن دیواره در آن، می پروتئینحلالیت بهتر 

درون سلولی را هم بیرون  پروتئینسلولی ریزجاندار بخشی از 

تراوش شده برون  پروتئینولی آب خالص تنها توانست  بکشد

 خود حل کند.  سلولی را در

 

 سپاسگزاری 

اي براي از شرکت محترم نوین زعفران که همکاري صمیمانه 

این تحقیق داشتند صمیمانه سپاسگزاریم. همچنین از  دپیشبر

هاي علمی و پرسنل پژوهشکده زیست فناوري سازمان پژوهش

 شود.راي همکاري در طرح تشکر میصنعتی ایران ب
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