
 
مقدمه -1   

هــاي  كــه توليــد كاروتنوئيــدها بــه روش   يي از آنجــا
بيوتكنولوژي روز بـروز رو بـه گسـترش مـي باشـد و از      

ها خود مرهون بهبـود و توسـعه    طرفي توسعه اين  روش
لـــه از جم  (Down stream)ســـتپـــايين د روشـــهاي

استخراج متابوليتهاي ميكروبي درون سـلولي اسـت، لـذا    
از جايگاه و اهميت بسـيار مهمـي در   پرداختن به اين امر 

بـه عبـارتي تـو ليـد بـدون      . صنعت بر خوردار مـي باشـد  
استخراج، عمـلا كـار بيهـوده اي    بهينه توسعه يك روش 

يكي از مشكلاتي كه امروزه در ارتبـاط بـا توليـد    . است
كاروتنوئيد هـا بخصـوص توسـط مخمرهـا وجـود دارد      

ن امـر  اي ـ. استخراج و جداسازي پيگمان توليـدي اسـت   
  بخـــاطر وجـــود تركيبـــات پلـــي ســـاكاريدي از قبيـــل  
بتا گلوكان در ديواره سلولي اين ميكروارگانيسمها است 
ــا     ــلاف باكتريهــ ــر خــ ــتخراج را بــ ــل اســ ــه عمــ   كــ

  ن لازميــــر اــــــــبنا ب. )2 و7( كل مي سازدــدچار مش

  
 بـه  )Up stream( بالا دست هاي است در كنار تكنيك 
در بـين مخمرهـاي   . ه اساسي شـود ها توج ينگونه روشا

 Phaffia rhodozymaمولد پيگمان مي توان بـه مخمـر   
ن رو شـهاي متعـددي را   ااشاره نمود كه تا كنـون محقق ـ 

از كـه مـي تـوان     )1(براي استخراج آن ارائه نمـوده انـد  
جمله به روشي كه توسط سد ماك و همكـاران او ارائـه   

ــود   ــاره نم ــده اش ــلا  . )6(ش ــك ح ــن روش از ي ل در اي
اســت كــه بهتــرين  شــده  اســتفاده) DMSO(شــيميايي 

در  .داده اسـت راندمان استخراج را درمـدت زمـان كـم    
حــال حاضــر در اكثــر نقــاط دنيــا از همــين روش بــراي  

امـا  . )5و  6و  7و  8(كارتنوئيد استفاده ميگردداستخراج 
  از مهمترين مشكلات اين حلال سمي بودن آن است كه 

ايـن مخمـر را دچـار    توسـط   نگمايپ مولده هاي كارخان
ن در امشكلات فراواني كرده است به نحـوي كـه محقق ـ  

تــلاش هســتند تــا بتواننــد روشــهاي كــم خطــر تــري را  
  طبيعي اسـت كـه   . نمايند ين اين روشگزو جاي شناسايي

كاهش هزينه هاي توليد نيز مطلـب مهـم ديگـري اسـت     

 از مخمر) کاروتنوئيد(مقايسه روشهای استخراج پيگمان
 Sporobolomyces ruberrimus H 110  

  

  2ايوان مارك  –  1كرامت اله رضايي  – 1هادي رضويسيد 

  

  ۲۶/۵/۸۴: تاريخ دريافت 
  

  چكيده 
توسـط روشـهاي مختلـف     Sporobolomyces ruberrimus H110 دراين تحقيق، استخراج كاروتنوئيد ها از يـك سـوش مخمرجديـد    

و  C 55°در دو حـرارت  ) نرمـال  5/0 و 2/0(هاي مختلـف اسـيد كلريـد ريـك      استفاده ار غلظت. فيزيكي و شيميايي مورد بررسي و تحقيق قرار گرفته است
°C75  و همچنين استفاده از حلالDMSO اعمال روش سونيكاسـيون و سايشـي بـا    . بودند شيميايي استفاده شده در اين مطالعهاستخراج هاي  جزء روش

شده، روش اسـتفاده ازحـلال    بكار رفتههاي  در بين تمامي روش .ش بوده استپژوهدر اين استخراج استفاده از گلوله هاي ريز شيشه اي از روشهاي فيزيكي 
داراي سايشي گلولـه اي   وش سايشي با استفاده از دستگاهو روش سايشي جزء موثرترين روشهاي اعمال شده بودند كه از نظر مقايسه، ر DMSOشيميايي 

و در نتيجـه بهداشـتي بـودن محصـول      آلـي  از ديگر مزاياي اين روش، عدم استفاده از حلال هاي سـمي . بود DMSOبالاتر از روش % 30راندماني حدود 
  . استخراج  شده مي باشد

  

  Sporobolomyces ruberrimus ،DMSO ،Bead beater، كاروتنوئيدها، پيگمانستخراج، ا: هاي كليدي  واژه 

srazavi@ut.ac.ir . يع غذايی، دانشکده مهندسی بيوسيستم کشاورزی، دانشگاه تهران گروه علوم و مهندسی صنااعضاء هيات علمی –۱
: پست الكترونيكي   

، نانسی، فرانسه  INPL دانشگاه مهندسی شيمی دانشگاه    عضو هيات علمی – ۲  



  

 .....مقايسه روشهای استخراج پيگمان  
 

 

 در اين تحقيق با توجه. مد نظر قرارگيرد دكه همواره باي
به جدا سازي و ايزولاسيون يك مخمر مولد پيگمان كه 

لازم بـود تـا در ابتـدا    ) 5( توسط محقق انجام گرفته بـود 
ن مشخص شـود تـا بتـوان    آبهترين روش استخراج براي 

ينتيكي را س ـمطالعات تحقيقـاتي   از جملهكارهاي بعدي 
ــه ذكــر . بــر روي ايــن مخمــر انجــام داد  از اســت لازم ب

تحقيقــاتي در دنيــا بــر روي ايــن  آنجــايي كــه هيچگونــه
سوش انجا م نگرفته لذا اين تحقيق اولين مطالعه بر روي 

. هاي اسـتخراج مـي باشـد    اين سوش در ارتباط با روش
هـاي مختلـف شـيميايي كـه شـامل       در اين تحقيق روش
 هاي مختلف اسـيد كلريـد ريـك يـا     بكار گيري غلظت

DMSO  و  سونيكاسـيون   استفاده از تكنيـك (فيزيكي و
ــه اي دســتگاه ــاثير    1سايشــي گلول ــدمان و ت ــا ران   و نهايت
ــر      روش ــر روي مخمـــ ــده بـــ ــال شـــ ــاي اعمـــ هـــ

Sporobolomyces ruberrimus H110    مـورد بررسـي
   . قايسه قرار گرفتمو 
  
  مواد و روشها -2
   ميكروارگانيسم -2-1

ــوش    ــق، ســــ ــدت تحقيــــ ــام مــــ در تمــــ
Sporobolomyces ruberrimus H110   ــر روي بـ

 0/5( پپتـون كـه حـاوي    YMامد شـيبدار كشت جمحيط 
 مخمر، عصاره )گرم در ليتر 0/10(، گلوكز)گرم در ليتر

و ) گـرم در ليتـر   0/3(، عصاره مالـت  )گرم در ليتر 0/3(
. نگهداري شـد  ºC 4در دماي ) گرم در ليتر 0/15(آگار 

ــه منظــور  ــراردادن ب ــميكروارگانيق ــا در وضــعيت  مس ه
بـار نمونـه هـا بـه     روز يك 20مناسـب، هـر    كيفيزيولوژي

  .كشت هاي تازه منتقل شدند
  
 كشت ميكروارگانيسم -2-2

 500 در يـك فلاسـك ارلـن مـاير      2محيط پيش كشـت 
  مشـابه (محـيط كشـت    ميلـي ليتـر  150حاوي ميلي ليتري 

  

دور در دقيقه به مدت  210و بر روي يك شيكر با ) بالا 
 pH. تهيه گرديـد  ºC 23 ساعت و در درجه حرارت  24

تثبيـت   6روي ت قبل از انجام استريليزاسـيون  محيط كش
 هميلي ليتر از محيط پيش كشت  به عنـوان ماي ـ  150. شد

ليتــر محــيط  5/1ا بــليتــري  3تلقــيح در يــك بيوراكتــور 
 2SO4 ،0/30(NH4)گرم در ليتـر   0/20 شكل ازتم كشت

گـرم   0/1گرم در ليتـر پپتـون،    5/0گرم در ليتر گلوكز، 
 Na2HPO4 ،5/1 گرم درليتـر  0/2در ليتر عصاره مخمر، 

ــر ــر 0/4 و MgSO4. 7H2O  گــرم در ليت  گــرم در ليت
KH2PO4 قبل از استريليزاسـيون،  .منتقل شد pH   محـيط
% 5/62يدروكسـيد پتاسـيم و   همولار  0/2هاي  با محلول

)w/w (  بعـد از  . تنظـيم شـد   6روي  نيـز اسيد فسـفريك
و سرعت همزن به ترتيب در  pHتلقيح، درجه حرارت، 

ºC 23 ،0/6  دور در دقيقه ثابـت نگهداشـته شـد    300و .
اكســيژن  كــه مقــدار در حــالي در طــول فراينــد تخميــر،

 طريق از(ه بود ثابت نگهداشته شد% 50محلول در سطح 
-900سـرعت   ، اين محلول با)كنترل سرعت جريان هوا

به منظور جلـوگيري از  . به هم زده شد وردر دقيقهد 300
  از مـــــاده  ،ايجـــــاد كـــــف  طـــــي عمـــــل تخميـــــر

Biospumex 153 (Biosoph, Peronne, France) 
  .استفاده شد

  
  روشهاي شيميايي استخراج پيگمان -3
  انولاستخراج مستقيم با ات -2-3-1

وري آاستخراج و جمع  ابتدا امكان ،در اين تحقيق        
حـلال اتـانول تنهـا بـه      توسط هاي درون سلولي پيگمان

در  .بررسي قـرار گرفـت   مورد عنوان يك تكنيك ساده
 C75° و ºC 55يهازمايش در دماآدو سري  ،اين روش

ميلـي ليتـر    5زمـايش  آبـراي انجـام هـر    كه  انجام گرفت
  محــــــيط كشــــــت حــــــاوي ســــــلولهاي مخمــــــر

 10شستشو شده و مقدار  كيبا سرم فيزيولوژي) گرم 25(
و  ل بطور مجزا به سلولهاي مخمـر اضـافه   تانوميلي ليتر ا

  ، 18، 12، 8، 4، 3، 2 ،1(مختلــف  هــاي در مــدت زمــان
  

1- Bead Beater 
2- Preculture 



  

 مجله پژوهشهاي علوم و صنايع غذايي ايران
 

 

ــه گــذاري شــد   )ســاعت 36و 30، 24 پــس از . گرمخان
 5هـا بـه مـدت     مـذكور، سـلول   ن هـاي سپري شدن زمـا 

و سـپس بـه منظـور جـدا سـازي       دي ـگردورتكس دقيقه 
حلال حـاوي پيگمـان، نمونـه هـا سـانتريفوژ       ازها  سلول
   .)ºC4دقيقه در دماي  10به مدت  g×4500(شدند 

پس از صاف كردن بـا فيلترهـاي مقـاوم بـه حـلال،             
ــا اســتفاده از دســتگاه اســپكتروفتومتري   جــذب رنــگ ب

(Waters, Milford)   نـــانومتر  488در طـــول مـــوج  
  .اندازه گيري شد

  
هاي مختلف اسـيد   بكارگيري غلظت -2-3-2

 در مقـدماتي  يك مرحلهبه عنوان  كلريد ريك
  تانولاستخراج با ا

 يــواره ســلولي و تســهيل بــه منظــور تخريــب د
 2/0(ميلي ليتر اسيد كلريد ريـك   0/10 ،استخراجعمل 

ميلـي ليتـر از محـيط كشـت      0/5به همـراه  ) نرمال 5/0و 
ــاي ــد   C75°و  C 55° دردو دم ــه ش ــار گرفت ــدين  .بك ب
هــا بــا ســرم    پــس از شستشــوي ســلول   ترتيــب كــه 

مطـابق روش  نمونه هـا  ، و بكارگيري اسيد كفيزيولوژي
اســتخراج گشــته و انــدازه  1-3-2خــش ذكــر شــده در ب

  . گيري شدند
  
يك مرحلـه  از  پس لتانواستخراج با ا -2-3-3

 DMSO حلال مقدماتي بكارگيري
روش شيميايي ديگري كه در اين تحقيق بكار 

ماننـد   باشد كه مي DMSOگرفته شد، استفاده از حلال 
تخريب ديواره سلول و تسـهيل   اسيد كلريدريك جهت

ــان بك ــ ــروج پيگم ــه ار خ ــدگرفت ــد از شستشــوي  . ش   بع
، 5/0(ي مشخص ـ ، حجـم كها بـا سـرم فيزيولوژي ـ   سلول

0/1 ،5/1 ،0/2 ،5/2 ،0/3 ،5/3 ،0/4 ،5/4 ،0/5 ،5/5 
كه قبلا تا دمـاي   DMSO از حلال آلي )ميلي ليتر 0/6و

°C55 و   هاي مخمر اضافه كرده گرم شده بود  به سلول

  01/0يم فسـفات سـد   محلـول  ميلي ليتر 1/0سپس مقدار 
ميلــي ليتــر اتــر نفــت بــه منظــور اســتخراج  0/5و مــولار  

بعــد از عمـل همــزدن و ســانتريفوژ  . پيگمـان اضــافه شـد  
)g×4500  دقيقــه در دمــاي 10بــه مــدت °C 4( حــلال ،

حاوي پيگمان در يك دستگاه تحت خلا گردان خـارج  
و جذب ن اضافه آل به تانوميلي ليتر ا 10د و مقدار گردي

توسط اسپكتروفتو متري در طول شده   پيگمان استخراج
حـداكثر  تعيـين  بـه منظـور    . نانومتر قرائت شد 488موج 

زمايش ديگري با بكـارگيري  آ ،قدرت استخراج پيگمان
خشـك  مختلـف سـلول   و مقـادير    DMSO ميلي ليتر 5
در  )ميلي گـرم  50و  45، 40، 35، 30، 25، 20، 15، 10(

  بخــشمطــابق روش شــرح داده شــده در محــيط كشــت 
  .انجام گرفته و مورد اندازه گيري قرار گرفت، 2-3-1 

  
  روشهاي فيزيكي استخراج با -2-4
 بكارگيري سونيكاسيونبا استخراج  -2-4-1

هاي قبلي مقـدار   زمايشآدر اين روش مطابق 
و پس از شستشو،  شده  ميلي ليتر محيط كشت برداشته 5

سـاعت خشـك    12بـه مـدت    C60°هـا در دمـاي   سلول
ميلـي ليتـر اتـانول بـه داخـل يـك        5سپس مقدار . شدند

داخـل   ظرف كوچك شيشه اي حاوي سلول اضافه و به
انتقـال داده   ردستگاه سـونيكاتو در داخل  ذرات ريز يخ 

به منظور جلوگيري . (Labo-Moderne 40 KHz)شدند
عمـل سونيكاسـيون   ، هـا  از افزايش درجه حرارت سلول

 يـك صـل زمـاني   اوف هثانيه اي و ب 30بصورت ده سيكل 
پـس از سونيكاسـيون، سوسپانسـيون    . دقيقه انجام گرفت

مطــابق زده شــد و بدســت آمــده بــه شــدت بــه هــم     
 نمونـــه هـــا اســـتخراج و مـــورد   ،1-3-2دســـتورالعمل 

 . اندازه گيري قرار گرفتند

  



  

 .....مقايسه روشهای استخراج پيگمان  
 

 

استخراج پيگمان با استفاده از دستگاه  -2-4-2
  لوله ايگسايشي 

از عمل هاي مخمر پس  سلولميلي گرم از  25
و پـس   )مطابق روشهاي پيشين(سانتر يفوژ، شستشو شده 

ميلي ليتر اتانول به حالـت   10داخل  در از خشك كردن 
هاي مخمـر تحـت    سپس سلول. مد ندآسوسپانسيون در 

گلولـه هـاي ريـز    % 10بـه همـراه   سايش بسيار بـالا   لعم
 در داخل دستگاه )ترمميلي  50/0تا  45/0قطر ( شيشه اي
 عمـل سـايش در دمـاي   . قـرار گرفتنـد   ه ايلولگسايشي 

ºC20-    ســپس  و دقيقــه انجــام گرفــت 10بــه مــدت و
سـازي   هاي متا ثر از سايش توسط سانتريفوژ جدا سلول

عمل . ميلي ليتر اتانول منتقل شدند 10و مجددا به داخل 
ها بي رنـگ   تمامي سلول ا  زماني كهاستخراج پيگمان ت

اسـتخراجي انـدازه   رنـگ    سپس گرديد و كرار تشدند 
  .گيري شد

و  DMSOبه منظور مقايسه درصد استخراج با 
و  دستگاه سايشي گلولـه اي  با استفاده از روش فيزيكي 

ــت د ــتعر جه ــذب در   ي ــين ج ــه ب ــانومتر  488ين رابط ن
ميلي گرم (و مقدار توده سلولي  )پيگمان استخراج شده(

لـي  يم 10تـا   2هما نند روش قبلي مقادير ) سلول خشك
رم سلول گميلي  50تا  10كه حاوي  ر از محيط كشتليت

   .با اين روش مورد بررسي قرار گرفت دخشك بو
  
  ماريآروش تجزيه و تحليل  -5 -2

  تجزيه و تحليل داده ها با استفاده از نـرم افـزار  
  SPSSبا هاي استخراج پيگمان  روشمقايسه  .انجام شد

ــتفاده از ــانس   آروش  اس ــه واري ــاري تجزي ــهم  و مقايس
حـداقل اخـتلاف معنـي دار     ميانگين ها توسـط آزمـون   

(LSD) 1  مورد بررسي قرار گرفت %95در سطح .  
  
  

  نتايج وبحث -3
  )لتانوا(استخراج مستقيم با حلال  -3-1

امكان بكارگيري الكل به تنهايي بدون استفاده 
بررسـي   به منظور استخراج ديگر تكميلي هاي از روش 

 ، ارت بكارگرفتـه شـده  حـر درجه  صرف نظر از. ديگرد
بــر روي ميــزان معنــي داري زمــان گرمخانــه گــذاري اثر

ــد  ــان ن ــتخراج پيگم ــه در داراس ــه   بطوريك ــر دو درج ه
ــد از     ــان بع ــدار پيگم ــترين مق ــرارت بيش ــاعت  18ح س

نقش دما در  ،همچنين. يدآبدست مي ي گرمخانه گذار
  جذببود بطوريكه مقدار ضعيف بسيار مقدار استخراج 
 ºC 75و  ºC 55تخراج شـده در دو دمـاي   نمونه هاي اس

به دست آمد كه اختلاف آنها  175/0و  165/0ترتيب به 
  .معني دار نيست

  
 هاي مختلف اسيد كلريـد ريـك   غلظت -3-2

اسـتخراج بـا    در مقدماتي يك مرحلهبه عنوان 
  تانولا

اثــر تخريــب كننــدگي ديــواره ســلولي بــا اســتفاده از دو 
بـه منظـور   ) نرمـال  5/0و  2/0(غلظت اسيد كلريد ريك 

ــف در     ــرارت مختل ــه ح ــان در دو درج ــتخراج پيگم   اس
هـاي مختلـف گرمخانـه گـذاري مـورد بررسـي و        زمان

  بــا افــزايش زمــان    .)1شــكل (تحقيــق قــرار گرفــت   
گرمخانه گذاري، ميـزان اسـتخراج نيـز افـزايش يافتـه و      

رسيد كـه   خودبيشترين مقدار به  ساعت 18پس از نهايتا 
در امـا  . يكسـان بـود   هر دو غلظـت اسـيد   اياين زمان بر

ميزان استخراج ) بدون حضور اسيد(مقايسه با روش قبل 
دهد ولي اثرغلظـت برميـزان اسـتخراج     افزايش نشان مي
درجـه حـرارت در كنـار     كـه  در حالي.  معني دار نيست

يـك اثـر كـاملا معنـي دار بـر روي ميـزان         فاكتور اسيد
  .ا دو برابر گرديدحدود C75° داشت و در   استخراج

  
1-  Least Significance Difference 
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 استخراج پيگمان  برو دما  اثر زمان گرمخانه گذاري  - 1شكل 
با   Sporobolomyces ruberrimus H110مخمر از

 b (5/0و  اسيد  نرمال a (2/0اسيد كلريد ريك استفاده از 
  اسيد نرمال

ر در دماي ثابت، اثر غلظت اسيد كلريد ريك تنها د -
ساعت از شروع گرمخانه گذاري بر  3تا  1زمان هاي 

در سطح (روي ميزان استخراج پيگمان معني دار بود 
95.(%  

در هر غلظت از اسيد كلريدريك، به جز ساعت دوم  -
 %).95در سطح (اثر دما معني دار بود ) (bاز شكل 

  
يـك مرحلـه   از  پـس  لتانواستخراج با ا -3-3

   DMSO حلال مقدماتي بكارگيري
كـه در   DMSOحـلال آلـي   از  قسمت در اين

  بـراي  حال حاضـر بمنظـور اسـتخراج پيگمـان خصوصـا      
  

كارگرفتــه ميشــود  ه بــ Phaffia rhodozymaمخمــر 
 )6(براي اولـين بـار سـدماك وهمكـارانش    . شداستفاده 

اين ماده را بـراي اسـتخراج آسـتاگزانتين مـورد اسـتفاده      
هــاي  محجــاز بكــارگيري  نتــايج حاصــل. قــرار دادنــد
ــف ــلال    مختل ــتخراج     DMSOح ــزان اس ــر روي مي ب

در ايـن روش   .نشان داده شده است ،2پيگمان در شكل 
زمان اسـتخراج   نيتر يهاي قبلي طولان بر خلاف روش

 روشدو  ايسـه بـا  باشـد كـه در مق   دقيقـه مـي   15حدودا 
زمان استخراج بطور قابل ملاحظـه اي  ذكر شده در بالا، 

ايـن  عمده وجه تمايز به تنهايي  كه اين مهمفته كاهش يا
  از ديگـر مزايـاي ايـن روش    . را آشكار مي سـازد روش 

ــه    ــتيا بــي ب ــدبيشــترين دس  در مقايســه بــا   پيگمانرامق

هاي پيشين مي باشد بطوريكه با بكارگيري مقدار  روش
نـانومتر   488مقدار جذب در  DMSO حلال ميلي ليتر 5

ر مقايسـه  اين رقـم د  .)2 شكل شماره( ديمي رس78/0به 
جـذب حـدود    اياستخراج با اتانول تنها كه دار با روش

ــس از ( 22/0 ــذاري  12پ ــه گ ــاعت گرمخان و روش ) س
تخريــب اســيد كلريــدريك كــه در -اســتخراج بــا پــيش

جـذب حـداكثر    ايدار C 75°نرمال و دماي 5/0غلظت 
بود به مقدار قابل توجهي افزايش نشان داد و ضمنا  50/0

از سـلول هـاي مخمـر ايـن      محو شدن كامل رنگ قرمـز 
ار تغييـرات ميـزان جـذب بـه     نمود .موضوع را تاييد كرد

بـا مقـدار مـاده خشـك سـلولي در شـكل       مذكور روش 
مطابق اين نمـودار، يـك   . رسم گرديده است، a3شماره 

رابطه خطي بين ميزان جذب و مقدار ماده خشك سلول 
ميلي گرم سلول مخمـر مشـاهده مـي     35تا سقف حدود 

البته پس از اين ميـزان مقـادير اسـتخراج شـده     گردد كه 
ــي      ــه خط ــراف از رابط ــا و انح ــنش آنه ــرهم ك ــبب ب   س
مي گردد كه ايـن موضـوع بـا رقيـق سـازي هـاي انجـام        

  .گرفته تاييد گرديد
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 .....مقايسه روشهای استخراج پيگمان  
 

 

ــكل  ــرحجم – 2ش ــلال اث ــر DMSO ح ــزان  ب روي مي
 ـگبا به كـار  استخراج كاروتنوئيدها   ميلـي گـرم   25ي ري

ــر ــا  Sporobolomyces ruberrimus H110مخم ب
  .كتروفتومتريپاستفاده از روش اس

  
   استخراج با استفاده از روش سونيكاسيون -3-4

ــه   جــا،در اين ــيون ب از روش فيزيكــي سونيكاس
نتـايج در   گرديـد كـه  منظور استخراج پيگمـان اسـتفاده   

گرمخانـه  در اثـر  . نشان داده شـده اسـت   ،4شكل شماره 
ان زمي  C75° و C 55°ماي دو د هر كدام از در  گذاري

يافتـه و  عمـل سونيكاسـيون افـزايش    با استخراج پيگمان 
 بدسـت  سـاعت  12بيشترين مقدار پيگمان بعـد از مـدت   

تـاثير معنـي داري    C75°بـه   C 55°از ما افزايش دو  آمد
در ريكـه  طوشت بندا هدش بر ميزان كاروتنوئيد استخراج

همچنـين، در  . بدست آمد 22/0هر دو دما جذب حدود 
ــتفاده از مقايســ ــا روش اس ــان، DMSOه ب اســتخراج  زم

و ) دقيقه 15ساعت در مقايسه با  12( طولاني تربمراتب 
  %).30حدود (پايين تر بود  راندمان استخراج نيز

  

استخراج بـا اسـتفاده از روش مكـانيكي     -3-5
  سايشي گلوله اي 

بعد از تخريب ديواره سـلولي توسـط دسـتگاه    
وئيــد اســتخراجي بــه ، جــذب كاروتنسايشــي گلولــه اي

 488در  95/0 مقــدار قابــل تــوجهي افــزايش يافتــه و بــه 
پس از مخمر ي ها ز، سلولني در اين روش. دينانومتر رس

بيـانگر يـك    كـه  دي ـگرد استخراج كاملا بي رنگعمل 
ايـن روش  بـا  اسـتخراج  . باشـد  كامل مـي نسبتا استخراج 

تكميــل دقيقــه  20 ظــرف مــدتوبــوده فيزيكــي ســريع 
ــ . گرديـــد ــا روش ايـ ــتخراج در مقايســـه بـ ن روش اسـ
كــه در آن در مــدت  DMSO توســط حــلال اســتخراج
دقيقه جذب محلول استخراج شده به حدود  15كمتر از 

رسيد، بهتر مي باشد بخصـوص كـه از يـك حـلال      8/0
ــز اســتفاده نمــي گــردد  نمــودار . شــيميايي خطرنــاك ني

تغييرات ميزان جذب نمونه هاي استخراج شده بـا روش  
كي سايشي گلوله اي با ميزان سـلول هـاي خشـك    مكاني

جـذب   نزديـك تـا  . نشان داده شده اسـت  ، b3در شكل 
گرم سلول خشك مي باشـد، ايـن    30كه مربوط به  1/1

تغييرات خطي است و با نتايج  بـه دسـت آمـده از روش     
DMSO   در روش امـا . نيـز مطابقـت دارد ،DMSO   ايـن

آمده بود كه ميلي گرم نمونه بدست  35جذب از مقدار 
پيگمـان در روش  نشان دهنـده از دسـت رفـتن مقـداري     

ميباشد زيرا در اثر استفاده از حـلال   )DMSO(شيميايي 
ــل      ــلال ح ــل ح ــان در داخ ــداري از پيگم ــيميايي مق   ش
مي شود كـه در روش اسـتخراج مـايع جـدا سـازي ايـن       

  .مقدار تقريبا غير ممكن مي باشد
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بطه بين جـذب پيگمـان اسـتخراج    ارزيابي را -  3شكل 
شده  و مقدار سلول مخمر بكار برده شده بـا اسـتفاده از   

و بـا اسـتفاده ازروش   ) DMSO  )aميلي ليتر حلال  0/5
 )b(سايشي 

 

 

 

 

 

 
  
 
 
 
  

  

  نتيجه گيري -4
هـــاي شـــيميايي  پـــس از انجـــام كليـــه روش

، نتـايج نشـان داد   پيگمان از سلول هاي خشك استخراج
 ــ ــه بـــ ــا توجـــ ــلولي  بـــ ــواره ســـ ــتحكام ديـــ ه اســـ

كـاربرد   ،Sporobolomyces ruberrimus H110مخمر
و  باشد مستقيم يك حلال آلي به تنهايي نمي تواند مفيد

كه شامل  در مرحله بعد. دگردعملا استخراج ميسر نمي 
بـود   )اسـيد كلريـد ريـك   ( كارگيري يك اسيد معدنيب

روش در  .بـود  تـر  پـايين % 50به ميزان راندمان استخراج 
ــا اســتفاده از  اســتخراج بــه رانــدمان  DMSOشــيميايي ب

اين روش مي تواند  ،بنابر اينافزايش يافت و % 80ان زمي
از  .بكـار رود  مـان يگپ بطور موثري به منظـور اسـتخراج  
و انجـام همزمـاني   سريع  ديگر محاسن اين روش اجراي

سميت بسيار بالاي متاسفانه به دليل اما . چندين نمونه بود
لال، در صورت باقيماندن مقادير بسيار انـدك در  اين ح

نمونه كاروتنوئيـد، خطـرات فاحشـي را بـدنبال خواهـد      
بودن بسـيار بـالاي نقطـه     بالا كه  قابل ذكر است. داشت

ــي در     ــازي آن را حت ــلا جداس ــلال، عم ــن ح جــوش اي
استفاده از دستگاه تقطير در خلا بسيار مشـكل و   صورت

ضـلاتي كـه بـا اسـتفاده از     از ديگر مع. طولاني مي نمايد
اين حلال پيش مي آيـد و بسـيار قابـل توجـه مـي باشـد       

در ايــن %) 20(انحـلال مقـادير نســبتا بـالاي كاروتنوئيـد     
حلال است كه عملا جداسازي اين مقدار ميسر نخواهـد  

  .بود
در ايـن  شـده  اولين روش فيزيكي بكار گرفتـه  

ايين پراندمان ضمن داشتن يعني سونيكاسيون نيز  مطالعه
 ،اام. بودمستلزم صرف وقت بسيار زيادي  ،%)25 دحدو(

بـا اسـتفاده از گلولـه هـاي ريـز      ) فيزيكي(روش سايشي 
  بـــر اســـاس نتـــايج    بـــالا، در دور بســـيار اي شيشـــه
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Comparison of pigment (carotenoid) extraction methods from 
Sporobolomyces ruberrimus H110 

 
H. Razavi1*, K. Rezaei1 and M. Ivan2 

 

Abstract 

 

 

In this study, the extraction of carotenoids from a new strain of yeast 

(Sporobolomyces ruberrimus H110) by different chemical and physical methods was 

investigated. For chemical pretreatment methods, HCl at two different concentrations 

(0.2 and 0.5 N) and two different temperatures (55 and 75°C), and DMSO solvent 

(also at two different temperatures, 55 and 75°C) were used. Sonication and bead 

beater were applied as physical methods. Results showed that the highest pigment 

extraction level (~100%) obtained by using bead beater. The second best method was 

the pretreatment by DMSO. Compared to chemical solvents used in this study, the 

use of a bead beater for the extraction of pigments is the best approach to avoid the 

toxicity risk(s) involved in the extraction process by DMSO. 

 

Key Words: Extraction, Pigment, Carotenoids,  Sporobolomyces ruberrimus, DMSO, Bead  

Beater 
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