
 1396 آذر ،14 دوره ،70 شماره                                                                               يي         غذا عيصنا و علوم

 123

  

 آئورانتيوكيتريوم سويه  توسطترشح ليپاز و توليد دوكوزاهگزانوئيك اسيد

   روغن كتاندررشد يافته 

  

  4، احمد شاكري3، محمود ملكي∗2، شهريار شاكري1ندا آموزيان
  

  

تكميلي كارشناس ارشد، رشته بيوتكنولوژي كشاورزي، پژوهشگاه علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي،  دانشگاه تحصيلات  -1

   صنعتي و فناوري پيشرفته، كرمان، ايران

استاديار، دكتراي ميكروبيولوژي صنعتي، پژوهشگاه علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي، دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و  -2

 ، كرمان، ايران   پيشرفتهفناوري

وژي پيشرفته و علوم محيطي، دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و استاديار، دكتراي بيوتكنولوژي كشاورزي، پژوهشگاه علوم و تكنول -3

 فناوري پيشرفته، كرمان، ايران

  ، دانشگاه علوم پزشكي ايران، تهران، ايران ي، تحقيقاتي و درماني قلب و عروق شهيد رجاييش، مركز آموزقلب و عروقرزيدنت  -4

 )23/12/95: رشيخ پذي  تار22/04/95: افتيخ دريتار(

 

 دهيچك

باشد كه اثرات  ، دوكوزاهگزانوئيك اسيد مي3چرب امگا ترين اسيد مهم. باشند  گروه بزرگي از اسيدهاي چرب غير اشباع مي3اسيدهاي چرب امگا 

 نيكلنوليد سياو  DHA غني از 3به روغن امگا آئورانتيوكيتريومتوسط سويه بومي تبديل روغن كتان هدف اين تحقيق،  .مفيدي بر سلامتي انسان دارد

 در محيط حاوي مقادير متفاوت 3سپس توليد بيومس و روغن امگا. توليد آنزيم ليپاز در اين سويه و فعاليت آن در محيط مايع سنجش شد ابتدا، .بود

 48از گذشت  بعد آئورانتيوكيتريومسويه . مقدار اسيدهاي چرب اشباع و غيراشباع، توسط كروماتوگرافي گازي تعيين شدند. روغن كتان تعيين شدند

 واحد 150 درصد روغن كتان 1فعاليت ليپاز توليدي در محيط حاوي .  ايجاد كرديمتر  ميلي6ساعت در محيط اختصاصي توليد ليپاز، يك هاله رسوبي 

، C14 ،C15 ،C16 ،C17 ،C18 ،C18:1پروفايل اسيدهاي چرب توليد شده در محيط فاقد روغن كتان شامل . ليتر اندازه گيري شد در ميلي

DPA وDHA بيشترين مقدار .  گرم در ليتر افزايش يافت7/15با افزودن روغن كتان به محيط كشت، بيومس تا . بود DHA)388گرم در ليتر  ميلي (

 اسيدهاي چرب اشباع توليد  مقداربا افزايش غلظت روغن كتان در محيط كشت،. روغن كتان بدست آمد% 6/0در محيط حاوي %) 25/53(و روغن 

پروفايل اسيدهاي چرب توليد شده در محيط حاوي روغن كتان .  كاهش و اسيدهاي چرب غيراشباع با يك يا چند پيوند دوگانه افزايش يافتندشده

تواند در   مي اولئيك بود كه اسيد لينولنيك و اسيد،DHA توليد شده شامل 3در نهايت روغن امگا .بودDHA و  C18:3 ،DPAو  C18:2شامل 

  .اد غذايي و لبنيات مورد استفاده قرار گيردسازي مو غني
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  مقدمه - 1
سم، سوخت و ي در متابوليدي نقش كلي چرب دارايدهاياس

 ژن يمظها و تن  غشاي اصلي، اجزايره و انتقال انرژيساز، ذخ

 چرب يدهاياز دسته اس 3 چرب امگايدهاي اس.]1[ باشند مي

وند ي با چند پلي طوي كربنيها رهيباشند و زنج يراشباع ميغ

 چرب يدهاي، اس6 چرب امگايدهاياس. دوگانه دارند

 يدهاياس .اهان و جانوران هستنديغالب در گراشباع يچندغ

ها  توپلانكتوني و فيياي دري، معمولا در غذاها3 امگاچرب

، 3 امگا چربيدهاين اسيدر ب. ]2[ شوند يافت مي

وند ي پ6 اتم كربن و 22از (DHA) د يك اسيدوكوزاهگزانوئ

 ي بر روياديامروزه مطالعات ز. ]3[ ل شده استيدوگانه تشك

 ي هايماري ب ويينايبر سلامت، بDHA رات مثبت مصرف يتاث

 از ي برخي سلوليغشاها.  صورت گرفته استي و عروقيقلب

صورت خاص وكارد قلب به يه، مغز و ميها مانند شبك بافت

در دوران DHA مصرف . باشند يد چرب مين اسي از ايغن

 7ر ي و تكامل مغز در كودكان ز رشدي براي و نوزاديباردار

 را يط قوارتبا DHAن رو كمبود ي است و از ايسال ضرور

ها، گروه  جلبك زير .]5, 4[ دهد ي نشان ميريادگيبا عدم 

ها و  وتيپروكارشامل  كه باشند يم ها سميكرو ارگاني از ميبزرگ

ها  زجلبكين ري از ايبعض. هستند يوتيوكاري يها يتك سلول

دها و ييكاروتنو(ها  گماني مانند پيتوانند محصولات با ارزش يم

ها  نيتاميها و و اشباع، استرولري چرب غيدهاي اس،)ها نيليكوبيف

 سهد كه شامل يتري ترائوستوكيها زجلبكي ر.د كننديرا تول

 و Thraustochytrium، Schizochytriumياصل جنس

Aurantiochytrium يها د روغني تولييد، توانانباش يم 

.  دارندي را به مقدار قابل توجه3 چرب امگايدهاي اسيحاو

 به منابع  رشد خودي و برا جنس، هتروتروف هستندسهن يا

. ]2[ كنند يع رشد مي سريلياز دارند و خين نتروژيكربن و ن

سرول و ي، گل چربيدهاين اسيد اي تولي بران منابع كربنيبهتر

. دنباش يتروژن، عصاره مخمر و پپتون مين منابع نيگلوكز و بهتر

ش يسرول باعث افزايومس و گليد بيش توليگلوكز باعث افزا

 يازي دريها ستين پروتين ايهمچن. شود ي م3د روغن امگايتول

د يتول.  دارندپاز، سلولاز و پروتئاز راي ليها مي ترشح آنزييتوانا

ها را به  وغن استفاده از رييها توانا ها به آن هين سويپاز در ايل

 يها اده از روغناستفن رو ياز ا. دهد يعنوان منبع كربن م

و  3 چرب امگايدهاي فاقد اسيها روغنا يمصرف شده و 

ن يتوسط ا DHAي حاو3 امگايها ها به روغن ل آنيتبد

 يها گر از روغني ديكي .باشد يار با ارزش ميها بس هيسو

 روغن كتان از .باشد يشباع مورد استفاده، روغن كتان ماريغ

بر، ين، في پروتئي حاوها ن دانهيا. ديآ ي كتان بدست ميها دانه

ن يهمچن. باشند ي مي گروه ب و عناصر معدنيها نيتاميو

روغن . ]6[ م و فسفر هستنديزين، منيامي از تي كتان غنيها دانه

% 18، كينولنياشباع آلفا لريرب غد چياس% 54 يز حاويكتان ن

و ك ينولئي ل6د چرب امگا ياس% 6، كي اولئ9گا د چرب امياس

 يدهاياز اس% 72حدود . باشد يك ميتيد چرب پالمياس% 5

 چرب يدهايتان وجود دارند، اس كه در روغن كيچرب

ك است كه ينولني از آلفا ليروغن كتان غن .اشباع هستندريغ

 .]7, 6[  باشدي مييم غذاي چرب مهم در رژيدهاي از اسيكي

 3 خانواده امگاي اصل يكي ازاسيدهاي چربد،يك اسينولنيآلفا ل

ساز بسياري از  چرب مي تواند به عنوان پيشاين اسيد. است

، )EPA 20:5 n-3( اسيدهاي چرب ايكوزاپنتانوئيك اسيد 

 و )DPA, 22:5 n-3( د يك اسيدوكوزاپنتانوئ

مورد استفاده )DHA, 22:6 n-3( د يك اسيكوزاهگزانوئود

استفاده از اند كه   نشان دادهياديقات زي تحق.]9, 8[قرار گيرد 

 موثر است و سطح روغن كتان در هضم و كاركرد كبد

ن ي همچن.دهد  يمرا كاهش  و فشار خون كلسترول خون

 پستان، ي سزطان هاي رو بريرات ضد سرطانيروغن كتان، تاث

سكته  ،زي ترومبوزما،يسيگلارپي هاپروستات و روده دارد و از

ن يالبته ا .]10, 6[ كند ي ميريجلوگ  قلبييها يماري و بيقلب

باشد اما  ي م3 چرب امگايهادينكه جزو اسي با اد چربياس

 نسبت به يار كمتري بسيي و غذاييخواص دارو

ر ي كه در مورد تاثيقي تنها تحق.داردد يك اسيدوكوزاهگزانوئ

د ي بر تولوميتريزوكيشه يط كشت سويمحروغن كتان در 

DHA 11[  باشدي م1و همكارانگافني  گزارش شده، توسط[. 

 درصد 05/0ق ذكر شده نشان دادند كه افزودن يج تحقينتا

ط كشت ياز روغن كتان به مح (v/v %) ي به حجميحجم

د چرب آلفا ي، سبب ورود اس3نده روغن امگا د كنيه توليسو

 يه مي در سويدي چرب توليدهاي به پروفابل اسديك اسينولنيل

 و يدانتي اكسيت آنتي، ظرفDHAد ين، توليعلاوه بر ا. شود

نكته مهم  .افته بوديش ي افزاي داريه بطور معنين سوي در ايفنل

ه، يسوپاز توسط ي ليميت آنزيق ذكر شده، فعالينكه در تحقيا

ه مورد يا سوي قرار نگرفته و مشخص نشده كه آيمورد بررس

م، ين آنزيد ايرا تولير؟ زيا خي كند يد ميپاز توليم لي، آنزيبررس

                                                           

1. Gaffney et al. 
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ط كشت و استفاده از يه روغن در محي بر تجزير قابل توجهيتاث

ق حاضر، ين رو در تحقياز ا.  گذارديآن به عنوان منبع كربن م

د كننده روغن ي توليه بومي در سويپازيم ليت آنزيدر ابتدا فعال

 اثر يز قرار گرفت و سپس به بررسي و آنالي مورد بررس3امگا 

ومس، يد بيط كشت بر تولير متفاوت از روغن كتان در محيمقاد

 هدف . پرداخته شديدي چرب توليدهايل اسيروغن و پروفا

  ازي غن3روغن امگاك يبه ل روغن كتان يق تبدين تحقيا

ك يد و اولئيك اسينولنيد به همراه آلفا ليك اسيانوئدوكوزاهگز

  .دبو پازيرشح كننده ل توميتريوكيآئورانت يه هاي توسط سودياس

  

  ها مواد و روش - 2

  وميتريكويآئورانته يسو -2- 1
 دانشگاه يكروبيون مي از كلكسوميتريكويآئورانت يه بوميسو

 نيا. ه شديشرفته تهي پي و فناوري صنعتيليلات تكميتحص

. است شده يي شناساي مولكوليزهايه قبلا با استفاده از آناليسو

ن يا. انجام گرفت GYP1ط ي محيه بر روي سويفعال ساز

تر ي گرم بر ل1تر گلوكز، ي گرم بر ل20، يط كشت حاويمح

ن، يليس يتر پني گرم بر ل3/0تر عصاره مخمر، ي گرم بر ل1پپتون، 

% 50تر آگار و ي بر ل گرم20ن، يسيتر استرپتوماي گرم بر ل3/0

  يه در بانك ژنين سويرش ايشماره پذ. باشد يا ميآب در

NCBI بصورتAurantiochytrium sp qe-4 

(KR091914) باشد يم.  

ه يسودر  پازي لمي آنزدي توليبررس -2- 2

  وميتريوكيآئورانت

م يت آنزي حاصل از فعالي هاله رسوبيبررس -2-2- 1

  ط جامديپاز در محيل

ط ي، محي خارج سلوليپازهايد لي تولي بررسيبرا در ابتدا

 در ه شد و پس از اتوكلاوي تهروغن كتان يكشت جامد حاو

 البته مي توان روغن .ع شديها توز تينار در پليلامهود ر يز

كتان را نيز بعد از فرآيند اتوكلاو به محيط كشت افزود، 

 روغن موجود در محيط كشت درحين اتوكلاو، نيهمچن

. تغيير نشده و اسيدهاي چرب آن آزاد نمي شونددستخوش 

رها سازي اسيدهاي چرب در محيط با مشاهده رسوب سفيد 

، )gr/lit 15(آگار ط شامل ين محيا. رنگ قابل رديابي هستند

                                                           

1.  Glucose-Yeast extract-Peptone medium 

 به روغن كتانو ) gr/lit 1 (پپتون ،)gr/lit 1( مخمر ي عصاره

ط ين محين ايهمچن.  باشدي مايدر آب% 50 وv/v1% زانيم

 CaCl2 مولار يلي م10 و 80ن ي قطره تو2 تا 1 يوحا

  و صورت گرفتجامد يها تيپل يها رو هيكشت سو .باشد يم

 يها  هالهي  مشاهده.شدند يگذارگرمخانه درجه 30 يدر دما

 ي و آزادسازيديپي ليسوبسترا هي تجز و حاصل ازيرسوب

 قرار ي ساعت مورد بررس48 و 24 پس از  چربيدهاياس

  شديري متر اندازه گيلير هاله ها بر حسب مو قط. گرفت

]12[.  

  عيط مايپاز در محيد ليتول -2-2- 2

پاز يم ليت آنزيع جهت سنجش فعاليط ماي محي هيبه منظور ته

 gr/lit(، پپتون %)v/v1  (روغن كتانط كشت شامل يابتدا مح

  و80ن يك تا دو قطره توئي ،)gr/lit 1( مخمر ي عصاره ،)1

 به يها تر در ارلنيل يلي م50ه شد و سپس ي  تهايدر آب% 50

 121 يها سپس در دما ارلن. ع شديتر توزيل يلي م250حجم 

پس از . دقه اتوكلاو شدني دق20گراد به مدت   سانتي درجه

ع با ي مايها ح كشتيتلق  كشت،يها طياتوكلاو و سرد شدن مح

ورد نظر در  مي هيك لوپ از سوي. نظرانجام شده مورد يسو

كرآنكوباتور در يح شده در شي تلقيها ح شد و ارلنيط تلقيمح

 4، به مدت يكي و در تارrpm 150 درجه، سرعت 30 يدما

 پس از.  قرار داده شدندي خارج سلوليپازهايد ليروز جهت تول

ومس ي و ب2ييع روي مايجداساز، ونياتمام مدت زمان آنكوباس

  .]13[  صورت گرفت3يسلول

 با استفاده از يخارج سلولپاز ي لديولت -2-2- 3

 كي كروموژنيها تيپل

ط كشت يناتانت، مح سوپر دريپازيت لي فعاليبه منظور بررس

 20مدت  به rpm 4000افته با دور ي رشد ي هي سويع حاويما

  ازپس شد ووژ يفيسانترگراد  يدرجه سانت4 يقه و دمايدق

در  ي كاغذيها سكي ديومس سلولي سوپرناتانت از بيجداساز

قه غوطه ور شده و پس از ي دق10 به مدت يسوپر ناتانت سلول

قرار داده  ك فنول ردي كروموژنيها  تي پلي روخشك شدن

، )gr/lit 15(، آگار %)1(ط شامل فنول رد ين محي ا.شدند

 به 80ن يو توئ% 1 روغن كتان، ) مولاريلي م10(م يدكلسيكلر

 قابل ذكر است .باشد ي مايدر آب% 50وك تا دو قطره يزان يم

در فنول رد . قبل از افزودن فنول رد انجام شد pHم يكه تنظ

                                                           

2. Supernatant  
3. Biomass  
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 و در باشد  ي مبه رنگ قرمز 4/7تا  3/7 ن يب pHي محدوده

pHون يپس از آنكوباس. دكن ير رنگ ميي به رنگ زرد تغيدياس

 زرد رنگ يها گراد هاله ي سانتي  درجه30 يها در دما تيپل

 ي كه نشان دهنده شدند يري اندازه گي كاغذيها سكيداطراف 

 روغن كتانه ي و تجزط كشتيون محيدر سوسپانسپاز يد ليتول

 ساعت 48 و 24 ،2 زماني فواصل در ها هاله اين. باشند يم

  .]14[ شد گيري اندازه ها آن قطر و شده مشاهده

  پازيم ليت آنزيفعالسنجش  -2-2- 4

 rpm 10000 با دور يون سلولي، سوسپانسيبعد از نمونه بردار

. وژ شديفيگراد سانتر يدرجه سانت4 يقه و دماي دق5 مدت به

 سوبستراي ليتر ازميلي 5  به از سوپرناتانت ليترميلي يك سپس

 مولار ليپاز شامل روغن زيتون و يكدهم فعاليت سنجش

 4 همراه به درصد دو وينيل الكل پلي و سديم هيدروكسيد

  اضافه7برابر با  pHبا  مولار دهم يك فسفات بافرتر يل ميلي

 37 دماي با دار شيكر بنماري در  دقيقه15مدت  به سپس. شد

  5 كردن واكنش، متوقف براي. شد گراد آنكوبهسانتي درجه

) v/v 1/1 (واستون  كننده شامل الكل متوقف محلول تريلميلي

درصد  دو فتالئين فنل محلول از قطره 3سپس . اضافه شد

ون ياسمولار تيتر ميلي 50 سديم هيدروكسيد با و هشد اضافه

تر يل ميلي در واحد صورت بليپاز فعاليتت يدر نها. انجام شد

 آنزيمي معادل مقدار آنزيمي، فعاليت واحد يك .محاسبه شد

 آزاد دقيقه در يك را چرب اسيد ميكرومول يك كه است

  .]15[ كند يم

ط يومس و روغن در محيد بي توليبررس -2- 3

  روغن كتان ي حاويها
 1 گرم، پپتون 1 گرم، عصاره مخمر 10 شامل گلوكز هي پاطيمح

ط يبه مح.  باشديم 80ن ي قطره توئ1- 2ا و يآب در% 50گرم، 

% 1 و %8/0، 6/0% ،4/0% ،2/0%ر ي با مقادروغن كتان ،هيپا

 ي در دما،فعاله ي توسط سوحي بعد از تلقها طي مح.اضافه شد

آنكوبه )  روز4( ساعت 96 به مدت rpm150 درجه و 30

 يبرا. ها صورت گرفت طي ازمحيسپس نمونه بردار. شدند

 و به rpm 5000 در دور ريفيوژ سانتليومس سلوبي يجداساز

 انجام ي برايومس سلوليت بيدر نها. قه انجام شدي دق10مدت 

  .]16[  مورد استفاده قرار گرفتي بعديزهايآنال

  تعيين وزن خشك سلولي -2- 4

ليتر از محيط كشت  ميلي10، يجهت سنجش وزن خشك سلول

 دقيقه سانتريفيوژ شد، 15 و به مدت rpm 10000در 

سوپرناتانت دور ريخته شد و سپس پلت سلولي جهت خشك 

درجه تا رسيدن به وزن  105ر آب در آون با دماي يشدن و تبخ

  .ثابت قرار داده شد

 يومس سلوليز باستخراج روغن ا -2- 5

 را يومس سلولي از بي ابتدا مقدار مشخص، استخراج روغنيبرا

 2داده شد، سپس به آن مقدار وزن كرده و به فالكون انتقال 

 توسط يومس سلوليتر آب مقطر افزوده شد، پس از آن بيليليم

سپس مقدار . قه هموژن شدي دق5ك به مدت يدستگاه آلتراسون

تر از محلول متانول يليلي م5لروفرم و تر از محلول كيليلي م5/2

ك يز و آلتراسونيبه آن اضافه شد و توسط دستگاه هموژنا

نجام قه اي دق5 به مدت يواره سلوليپخش شدن و خرد شدن د

تر آب يليلي م5/2تر كلروفرم و يليلي م5/2مجددا مقدار . گرفت

ز و يقه هموژناي دق2مقطر اضافه شد و به دنبال آن به مدت 

 به rpm 4000ون را در يسپس سوسپانس. كس انجام شدورت

ل يوژ كرده كه به دنبال آن سه فاز تشكيفيقه سانتري دق15مدت 

باشد  يومس مي مربوط به متانول بوده، فاز وسط بييفاز بالا. شد

ها را در خود  ين مربوط به كلروفرم است كه چربيريو فاز ز

را برداشته و به ) يفاز آل(ن يرين فاز زيبنابرا. كند يحل م

گر انتقال داده و سپس عمل يز از قبل وزن شده ديفالكون تم

  .]17[ ر هود انجام شدير حلال كلروفرم در زيتبخ

ن يي جهت تعي گازيز كروماتوگرافيآنال -2- 6

ك ينولنيد، آلفاليك اسيزاهگزانوئ دوكومقدار

  ديك اسيد و اولئياس
 چرب اشباع و يد هاي اسق جهت محاسبه مقدارين تحقيدر ا

 توسط يدي چرب توليدهاي اسليپروفان ي و همچناشباعريغ

د شده توسط يد چرب تولي اسيل استرهايز متي، آناليه بوميسو

  . صورت گرفتي گازيكروماتوگراف

  ونيكاسيفي ترانس استره محلوليروش ته -6-2- 1

 استخراج يها ل روغنيمحلول واكنش مورد استفاده جهت تبد

د سيك اري، سولفود چربيل استر اسي به فرم متشده 

 را  از روغن استخراج شدهصيمقدار مشخ. باشد مي% 4يلمتانو

ل كرده و سپس به آن ش منتقيوزن كرده و آن را به لوله آزما

اضافه كرده و % 4 ي متانولديسك ايسولفور تريليلي م3مقدار 

 و يسپس نمونه در بن مار. ش محكم بسته شديدرب لوله آزما
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 .قه قرار داده شدقي د90گراد به مدت  ي درجه سانت80 يدر دما

ط ي محيبعد از اتمام زمان فوق، نمونه را برداشته و در دما

تر آب يليلي م1 به آن سپس. جهت سرد شدن قرار داده شد

تر يليليم1پس از آن . ه ورتكس انجام شدي ثان30 اضافه كرده و

 ي مدتيبرا. ه ورتكس انجام شدي ثان30هگزان افزوده و مجددا 

ل دهد، پس از آن فاز ينمونه را ثابت گذاشته تا دو فاز تشك

 موجود در هگزان يل استرهايكه شامل فاز مت) يفاز آل (ييبالا

ل داده شد و به ز انتقايك اپندورف تميبوده را برداشته و به 

جهت جذب  Na2SO4از نمك ) ك اسپاتولينوك (مقدار كم 

ه ورتكس انجام ي ثان30سپس . د در محلول اضافه شديا اسيآب 

ز انتقال يك اپندورف تمي را برداشته و به يشد و دوباره فاز آل

 آن را يق نمونه به دستگاه كروماتوگرافي تزريبرا. داده شد

تر از نمونه را ي ماكرول500ه ن صورت كيق كرده، به ايرق

تر حلال هگزان به آن ي ماكرول500گر يبرداشته و در اپندورف د

ه ورتكس انجام شد و نمونه ي ثان30افزوده و سپس مجددا 

ق به دستگاه در ي آماده و تا زمان تزريز كروماتوگرافيجهت آنال

ق نمونه به دستگاه يپس از تزر.  شدي درجه نگهدار4خچال ي

 - 20زر ي استوك، نمونه در فريز، جهت نگهداريآنالو اتمام 

ن ي چرب از استاندارد ايدهاي اسيي شناسايبرا.  شدينگهدار

  .دها استفاده شدياس

  يز آماري آنال-2- 7
همچنين . تمام داده ها حاصل سه تكرار از آزمايشات مي باشند

 SPSS (version 16)آناليز آماري نتايج توسط نرم افزار 

  . (P<0.05)انجام شد 

   و بحثجينتا -3

 يپاز خارج سلوليد لي توليبررس -3- 1

پاز يد لي توليط اختصاصي محي رو بروميتريوكيآئورانت هيسو

 نشان يكلنل شده در اطراف يتشكهاله . كشت داده شد

از ي به عنوان منبع كربن مورد نروغن كتان مصرف ي دهنده

 48و 24 پس از ي هاله اطراف كلني مشاهده. ه استيسو

 يريمتر اندازه گيلي قطر هاله بر حسب م وساعت انجام شد

 ي قطر هاله رسوبج نشان داد، كهيانت. )A قسمت 1شكل  (شد

 يدهاي اسيو آزادسازه روغن يپاز و تجزيحاصل از ترشح ل

به  .باشديمتر ميلي م6 ون،ي ساعت از انكوباس48 در چرب

، پرناتانته در سوي سويپازيت لي فعالديي وتايمنظور بررس

ط كشت آغشته و خشك ي با سوپرناتانت محي كاغذيهاسكيد

 يحاوط جامد ي محه بفوق يهاسكيح ديو سپس، تلقشدند 

 يپاز خارج سلولي ليسوپر ناتانت حاو. فنل رد صورت گرفت

ط ي در مح موجودروغن كتان يهي با تجزمورد نظره يسو

 چرب منجر به كاهش  يهادي اسيرهاساز  وكيكروموژن

pHبر اساس .  از قرمز به رنگ زرد شدر رنگ فنول ردييو تغ

شكل (متر محاسبه شد يلي م4زرد رنگ  هاله اندازه مشاهدات،

 ي م8 تا 5/7ن ي بpHم در ين آنزيت اينه فعالي به.)B قسمت 1

  .باشد

  

  
Fig 1 A) Formation of precipitated halo zone by lipase activity around the colony of Aurantiochytrium strain. B) 
Yellowish halo caused by lipase activity and subsequently reduction in pH on chromogenic medium containing 
phenol red and flaxseed oil. C) Cellular morphology of Aurantiochytrium strain in lipase production medium, 

intracellular oil granules was observed as bright spots. 
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ط يوم از محيتريوكيه آئورانتي سويپازيت ليجهت سنجش فعال

، عصاره مخمر و پپتون روغن كتان يپاز حاويد ليكشت تول

ط ين محي به عنوان تنها منبع كربن در اروغن كتان. استفاده شد

 4پاز به مدت يد ليه و توليمورد استفاده قرار گرفت و رشد سو

ن مدت يبعد از از پايت ليفعال.  قرار گرفتيروز مورد بررس

 C قسمت 1 شكل . شديريتر اندازه گيليلي واحد در م150

ط ين محي را در اوميتريوكيآئورانته ي سوي سلوليمورفولوژ

ره شده در داخل سلول ي ذخيذرات چرب.  دهدينشان م

  . شفاف قابل مشاهده هستنديبصورت گرانول ها

 چرب يدهايومس، روغن و اسيد بيتول -3- 2

  روغن كتان بدون هيط پايدر مح
تر ي گرم در ل10 ي حاوقين تحقي مورد استفاده در اهيط پايمح

مس و ويط بين محيدر ا. باشدي مروغن كتانو فاقد گلوكز 

درصد . د شدنديتر تولي گرم در ل23/1 و 73/1ب يروغن به ترت

 بدست %09/71 ي نسبت به وزن خشك سلوليديروغن تول

تر يگرم در ليلي م9/88ط ي محني در ايديتول DHAمقدار . آمد

 برابر يديل چرب تويدهاين مقدار كل اسيمحاسبه شد و همچن

ل و كروماتوگرام ياپروف. باشديتر ميگرم در ليلي م9/710با 

 نشان داده 2ط در شكل ين محي در ايدي چرب توليدهاياس

 از دستگاه خارج 82/14قه ي كه در دقيد چربياسك يپ. اندشده

د با يك اسيستيا مري C14د چرب يط به اسشده است مربو

د ي چرب توليدهاي از كل اس43/4%تر و يگرم بر ل يلي م48/54

د چرب ي مربوط به اسيبعدك پي. باشد يه ميشده توسط سو

C15 از 83/15قه قيباشد كه در د يد ميك اسيا پنتادكانوئي 

د چرب سين اايمقدار و درصد . ستون دستگاه خارج شده است

ك يپ. باشند ي م39/6%تر و يگرم بر ل يلي م59/78 بتيبه تر

قه ي در دق،ديك اسيتيا همان پالمي  C16د چرب يمربوط به اس

د چرب برابر با ين اسيمقدار و درصد ا.  مشاهده شد14/17

د در يك اسيتيپالم. باشد ي م30/69%تر و يگرم بر ل يلي م39/852

شاخص بوده ب يك تركي به عنوان دهاريتكي ترائوستويها هيسو

ن مقدار يشتريب  نيزيه سويندر ا. شود يد مياد توليو به مقدار ز

ك يپ .باشديمد يك اسيتي مربوط به پالميدي چرب توليدهاياس

 18 ين زمان هايب C18:1و C17 ،C18 چرب يدهاي اسيها

ب مربوط به تي به تر آخر كيپدو . قه مشاهده شدندي دق21تا 

DPA  وDHA از ستون 29 و 28 هدقيقباشد كه در  يم 

ب ي چرب به ترتيدهاين اسي مقدار ا.اند دستگاه خارج شده

دها ين اسيتر و درصد ايگرم بر ل يلي م92/88 و 44/26برابر با 

  .باشد ي م23/7% و 15/2%برابر با 

  

  
Fig 2 Gas chromatogram of extracted fatty acids 
from basal medium containing glucose as sole 

carbon source 
ن ي در ايديدر روغن تول DHAد و يك اسيتيات پالميمحتو

 ي چرب ميدهاياز كل اس%  2/7و %  3/69ط برابر با يمح

 رشد ي براي و ضروريتروژن، مواد مغذيمنابع كربن و ن .باشند

. باشند ميها يه سوين در ا3 امگايهاد روغنليها و تو سلول

 از منابع كربن را سيعف ويط يكتوانند  ميها يدتركيترائوستو

البته گلوكز و . ]17[مورد استفاده قرار دهند  DHAد لي تويبرا

 را ين بازدهيشتري هستند كه بين منابعيسرول دو تا از بهتريگل

 نوع و مقدار منابع اگرچه. د روغن دارنديومس و توليد بيدر تول

د و يپي لشتري مقدار بافتن بهي دست يكربن استفاده شده برا

DHA  ز از يتروژن ني، نسبت مقدار كربن به ن باشديممهم

تروژن ي كربن به نينسبت بالا. ار است برخورديت خاصياهم

. شود يح داده ميه ترجيد توسط سويپيره لي دخي برايبه طور كل

 يها هيكه سو ي بردند، زماني پ1998 در سال 1 و هونداچيكويو

كنند، مي  گلوكز استفاده يسرول به جالي از گميوتركيوتيآئوران

. ]19[كند  ميدا ايشپيها افز  چرب در آنيدهاسيد اليتو

 يا رهخي ذيها  چرب و سنتز دانهيدهايسرول در ساختار اسيگل

 مورد استفاده قرار بي چريها ا همان دانهيسرول يگل ليآس يتر

 يشتري، روغن بكيتريوموتيآئورانه يرو سو اين و از مي گيرد

سرول اسكلت يقت گليدر حق. كند يد ميومس تولينسبت به ب

د چرب ي اسيهاولباشد كه مولكيها مها و روغني چربياصل

 .]20[اند به آن متصل شده

                                                           

1. Yocochi and Honda 
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 چرب يدهايومس، روغن و اسيد بيتول -3- 3

روغن ر متفاوت از ي مقاديه حاويط پايدر مح

  كتان
 ي متفاوتيهاتر مقداري گرم بر ل10 گلوكز يحاوه يط پايبه مح

طور كه در همان.  درصد اضافه شد1 تا 2/0ن ي بروغن كتاناز 

، ش مقدار روغن كتانيبا افزا نشان داده شده است 3شكل 

 يومس سلولي ب.دا كرده استيش پيز افزاي ني سلولومسيبد يتول

روغن ش مقدار يتر بوده كه با افزاي گرم بر ل73/1ه يط پايدر مح

د شده است كه يومس توليتر بي گرم بر ل7/15 درصد، 1 به كتان

 روغن دلي صورت تو به همين.باشدي ميامقدار قابل ملاحظه

 كشت، يط در محروغن كتان مقدار يش با افزانيز يه سويندر ا

 تا يشين روند افزااي. دهدمي را نشان يش روند رو به افزايك

باشد و بعد از آن مقدار  ميروغن كتان 6/0 %ي حاوطحيم

 64/5 محيط يندر ا. دا كرده استپي كاهش يروغن تا حدود

مقدار روغن بر . د شده استلي تو3تر روغن امگا ليگرم بر 

 را ي كاهشك رونديبا ي تقريدرصد وزن خشك سلولحسب 

روغن  %6/0 يط حاوي در محيدي درصد روغن تول.نشان داد

ش يومس با افزايد بيزان تولي م. بدست آمد%25/53 برابر با كتان

د روغن توسط يشت نسبت به تولط كي در محروغن كتان

زان روغن بر ينكه ميباشد و با توجه به ايشتر ميار بيها بسهيسو

 داشته اما درصد آن يشيزاك روند افيز يتر نيحسب گرم در ل

  .دهدي كاهش نشان ميومس سلوليسبت به بن

  
Fig 3 Production of biomass and oil in basal 

medium and media containing 0.2-1% of flaxseed 
oil. Maximum production of biomass was observed 

in medium containing 1% of flaxseed oil and 
highest amount of oil was produced in medium 
containing 0.6% flaxseed oil. (CDW: Cell dry 

weight). 
 

ك يدوكوزاهگزانوئد چرب يد اسيتول -3- 4

  روغن كتان ي حاويط هايدر محد ياس

 ، درصد ط كشتي در مح6/0% تا ش مقدار روغن كتانيبا افزا

DHAنشان  يشيك روند افزاي يدي چرب توليدهاياز كل اس

 يديتولDHA درصد . دا كرده استي و پس از آن كاهش پداده

ب برابر ي به ترتروغن كتان %6/0 يط حاويه و محيط پايدر مح

 يديتول DHAمقدار . )4شكل  ( باشنديم% 89/6 و 23/7با 

ش مقدار روغن كتان،  يز با افزاين تريگرم در ليليبر حسب م

ط ي در محيديتولDHA ن مقدار يشتريب. افته استيش يافزا

- يتر ميگرم در ليلي م388قدار آن برابر با  و مان شدهي نما%6/0

گرم يلي م9/88ه ي پاطيد شده در محيتولDHA مقدار . باشد

روغن  %6/0 يط حاويسه با محيتر محاسبه شد كه در مقايدر ل

  .باشدي كمتر مكتان

  
Fig 4 The amount of DHA in basal medium and 
media containing flaxseed oil. High amount of 

DHA was produced in 0.6% flaxseed oil medium. 
 

در اين تحقيق از روغن كتان به عنوان يك سوبسترا و منبع 

 استفاده DHA غني از 3كربن مناسب براي توليد روغن امگا 

د ي، سرشار از اسDHAد شده علاوه بر يالبته روغن تول. شد

 وميتريوكيآئورانت يهاهيسو. ز بوديد نيك اسيولنني ل3چرب امگا

 چرب آزاد و يدهاي به اسيه چربيپاز و تجزيبا ترشح ل

 ي سبب جذب آسان آن ها به سلول  مسرول،ين گليهمچن

سرول جذب شده سبب يطور كه گفته شد گل همان.شوند

 شده و در وميتريوكيآئورانت يهاهيد روغن در سويش توليافزا

شود كه يد مي تولي چرب، روغنيدهايش سنتز اسياجه با افزينت

 .]22, 21[باشد يز ميد نيك اسينولني ليحاو DHAعلاوه بر 

 گرم در يليد شده بر حسب مي چرب توليدهايمقدار كل اس
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 گرم در يلي بر حسب مDHA و شدهديلومس توي ب ازگرمهر 

با .  نشان داده شده اند5در شكل  شده ديگرم روغن تولهر 

ومس يه، مقدار بيط كشت سوي در محروغن كتانش مقدار يافزا

ن رو مقدار ي داشته اند، از ايريش چشمگي افزايديو روغن تول

 گرم در يلي بر حسب ميدي تولDHA چرب و يدهايكل اس

 يدهايزان كل اسيم. روغن كاهش داشتندا يومس و يگرم ب

 ي ها  طيد شده در محيومس تولي بر حسب بيديچرب تول

ن ين ابيدر .  داشته استشي روند كاهيكروغن كتان  يحاو

 يدهايكل اسزان ين مين و كمتريشتريب بيط ها به ترتيمح

روغن كتان % 1 و 2/0 %ي حاوطي مربوط به محيديچرب تول

زان روغن ي بر حسب مDHA ليدر تودر مورد مقدا. باشد يم

 تفاوت كه با اين.  حاصل شدنديج مشابهيد شده، نتايتول

ن ي و كمتر6/0%ط ي مربوط به محDHAد ليزان توميينشتربي

  .باشد يم% 1ط يد آن مربوط به محيتول

  
Fig 5 Content of total fatty acids (TFA) (mg/g 

biomass) and DHA (mg/g TFA)in basal medium 
and media containing different concentrations of 

flaxseed oil. 

 
تك  چرب اشباع، يدهايد اسي توليبررس -3- 5

 يط حاوي در محراشباعيچندغ و راشباعيغ

  روغن كتان

ك ي، پنتادكانوئ(C14)ك يستيري چرب اشباع شامل ميدهاياس

(C15)ك يتي، پالم(C16)د يك اسي و استئار(C18) يم 

ن يد ايتول. اندد شدهي تولوميتريوكيآئورانته يسو كه توسط باشند

ش مقدار روغن ي با افزاهي سوني ا توسط چرب اشباعيدهاياس

ن صورت كه يبد. افته استي، كاهش ط كشتي در محكتان

ه و يط پاي مربوط به مح%)84 (د چرب اشباعيد اسين توليشتريب

روغن كتان % 1 ي حاوطي مربوط به مح%)33 (د آنين توليكمتر

  .)6شكل  (باشد يم

  
Fig 6 Composition of saturated fatty acids (SFAs) 
in basal medium and media containing different 

concentrations of flaxseed oil. The amount of SFAs 
was decreased when concentration of flaxseed oil 

was increased in medium. 
 

د يك اسيوند دوگانه شامل اولئيك پياشباع با ري چرب غدياس

(C18:1) شده د ي تولوميتريوكيآئورانته يباشد كه توسط سويم

وند دوگانه با يك پياشباع با ريد چرب غين اسيد ايتول. است

. افته استيش يط كشت، افزايش مقدار روغن كتان در محيافزا

به  ك مربوطيد چرب اولئيد اسين توليشترين صورت كه بيبد

مربوط به  د آنين توليروغن كتان و كمتر% 1 يط حاويمح

  ).7شكل (باشد  يه مي پا كشتطيمح

 
Fig 7 Composition of mono-unsaturated fatty acids 
(MUFAs) in basal medium and media containing 

different concentrations of flaxseed oil. The 
amount of MUFAs was enhanced when 

concentration of flaxseed oil increased in medium. 
 

ك ينولئيوند دوگانه شامل لياشباع با چند پري چرب غيدهاياس

(C18:2)ك ينولني، ل(C18:3)ك ي، دوكوزاپنتانوئ(C22:5)  و
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باشند كه توسط يم(C22:6) د يد اسيك اسيدوكوزاهگزانوئ

 چرب يدهاين اسيد ايتول. اندد شدهي تولوميتريوكيآئورانته يسو

ش مقدار روغن كتان در يوند دوگانه با افزاياشباع با چند پريغ

ن يشترين صورت كه بيبد. افته استيش يط كشت، افزايمح

وند دوگانه مربوط ياشباع با چند پري چرب غيدهايد كل اسيتول

د آن مربوط به ين توليروغن كتان و كمتر% 1 يط حاويبه مح

% 46 از بيش). 8شكل (باشد  ين روغن كتان مه بدويط پايمح

ن كتان روغ% 1 يحاوط حيد شده در ملي چرب تويدهاسياز ا

- يوند دوگانه ميراشباع با چند پي چرب غيدهايمربوط به اس

  .باشند

  
Fig 8 Composition of poly-unsaturated fatty acids 
(PUFAs) in basal medium and media containing 

different concentrations of flaxseed oil. The 
amount of PUFAs was significantly enhanced 
when concentration of flaxseed oil increased in 

medium. 
  

چرب  يدهايومس، روغن و اسيد بيتول -3- 6

   روغن كتانيحاوه يط پايدر مح
وند يبا چند پاشباع ري چرب غيدهايد اسيط تولين محيتربه

. باشد يروغن كتان م% 6/0 ي حاوطيمح DHAشامل وگانه د

 گرم 64/5 و 59/10ب يومس و روغن به ترتيط بين محيدر ا

 نسبت به وزن خشك يديدرصد روغن تول. د شدنديتر توليدر ل

ط ين محي در ايديتولDHA مقدار . بدست آمد% 2/53يسلول

 ل و كروماتوگرامي پروفا.تر محاسبه شديگرم در ليليم 388

 نشان داده 9ط در شكل ين محي در ايدي چرب توليدهاياس

ك يستيا مريC14 د چرب ي مربوط به اسييابتداك يپ. اندشده

.  از ستون دستگاه خارج شد82/14قه يد است كه در دقياس

 از كل 29/2% گرم و يلي م15/129د چرب ين اسيمقدار ا

ا ي C15د چرب ي مربوط به اسدومك يپ.  چرب استيدهاياس

 از كل 85/2%گرم و  يلي م74/160د با مقدار يك اسينتادكانوئپ

د يا اسيC16 ك مربوط به يپ .باشد ي چرب ميدهاياس

.  از ستون دستگاه خارج شده است06/17قه يك در دقيتيپالم

 53/1846ب برابر با يد چرب، به ترتين اسيمقدار و درصد ا

، C17 چرب يدهاسي اي ها پيكباشد ي م74/32%گرم و  يليم

C18 ،C18:1  وC18:2 قه از ي دق21 تا 18 يدر زمان ها

د چرب آلفا يك مربوط به اسيپ. ستون دستگاه خارج شده اند

ن يا. قه از ستون خارج شده استي دق2/22ك در زمان ينولنيل

 توسط يدي چرب توليدهاياز كل اس % 1/26ز يد چرب نياس

 ايDPA مربوط به يبعدك پي. ل داده استيه را تشكيسو

 مشاهده شده 29قه قيباشد كه در د يد ميك اسيدوكوزاپنتاونئ

 گرم و درصد آن برابر با ميلي 31/95د سي ااينمقدار . است

 مربوط به آخر ك پي.  چرب استيدهاسي از كل ا%69/1

DHAينمقدار و درصد ا. باشد يد ميك اسيا دوكوزاهگزانوئي 

  .اشدب ي م89/6%گرم و  يلي م59/388د چرب برابر با ياس

  
Fig 9 Gas chromatogram of extracted fatty acids 
from medium containing 1% of flaxseed oil. This 
profile is including 10 different saturated, mono 

saturated and poly unsaturated fatty acids. 
  

د يوند دوگانه تولير اشباع با چند پي چرب غيدهايمقدار كل اس

زان كل يبا توجه به م .باشديم% 46ش از يط بين محيده در اش

 به 6/0%ط يدر محDHA  چرب موجود، مقدار يدهاياس

 DHA (mg/L)ن مقدار يهمچن. شتر بوديط بير محينسبت سا

د آن ين مقدار توليشتري داشت، كه بيشيك روند افزايز ين

ه يط پاي بود كه نسبت به مح6/0%ط روغن كتان يمربوط به مح

 يك روند كاهشي و پس از آن دوباره ه داشتيريش چشمگيافزا

 چرب ممكن يدهايدر كل اس DHAكاهش نسبت . داشت

ش غلظت يل ممانعت سوبسترا باشد كه باعث افزايدل  است به
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د يپيل كربن به ليموجب آن، باعث عدم تبد  كربن شده و به

 .]22[ شود يم

ط ي در محيدي چرب توليدهايسه اسيمقا -3- 7

 %6/0 يط حاويتان با محه بدون روغن كيپا

  روغن كتان
 يدهاي نشان داده شده است درصد اس1 در جدول همانگونه كه

روغن % 6/0 يط حاويشتر از محيه بيط پايچرب اشباع در مح

 چرب يدهايت در مورد اسين وضعياما ا. باشديكتان م

. باشديموند دوگانه برعكس يا چند پيك ياشباع با ريغ

 41ش از يوند دوگانه بياشباع با چند پري چرب غيدهاياس

 روغن كتان يط حاوي چرب را در محيدهايدرصد از كل اس

 است كه ين در حاليا. دهنديل ميكربن تشكبه عنوان منبع 

از كل % 38/9ه يط پاي چرب در محيدهاين اسيمقدار ا

ط ي در محيديتولDHA ن ي همچن.باشدي چرب ميدهاياس

- يشتر ميار بيه بسيط پايسه با محي روغن كتان در مقايحاو

  .باشد

  

Table 1 Comparison of saturated, mono unsaturated and poly unsaturated fatty acids production in 
basal medium and medium containing 0.6% flaxseed oil. 

DHA 
(mg/l)  

DHA 
(%) 

Polyunsaturated fatty 
acids (%) 

Monounsaturated 
fatty acids (%) 

Saturated fatty 
acids (%)  Medium  

88.92  7.23  9.38  6.24  84.34  Basal medium  

388.59  6.89  41.42  15.64  42.88  0.6% flaxseed oil 
medium   

  

نتيجه گيري - 4  

 استفاده شد كه وميتريوكيآئورانت ي بومهيق از سوين تحقيدر ا

 3 چرب امگا يدهايد اسي در توليه اظ قابل ملاحييتوانا

پاز، از روغن يل م يآنزد يه با تولين سويا.  داردDHAخصوصا 

 كند يد مي توليروغنكتان به عنوان منبع كربن استفاده كرده و 

 يد مي چرب مفيدهايل كامل از تمام اسيك پروفاي يكه دارا

ك ينولني آلفا لي چرب ضروريدهايش مقدار اسيافزا .باشد

ه ي چرب سويدهاي اسيلد در پروفايك اسينولئيد و لياس

 در روغن DHAش مقدار ين افزاي و همچنوميتريوكيآئورانت

 باشد كه افزودن روغن كتان ين موضوع ميانگر ايد شده، بيتول

د ي تولوميتريوكيآئورانته يط كشت سويبه عنوان مكمل به مح

ات ي را در بهبود خصوصي تواند نقش مهميپاز، ميكننده ل

  تواني منيد شده داشته باشد و همچني تول3 روغن امگا ييغذا

 يعدر صنا راشباع مهمغي چرب يهاسيد از اني غ روغننياز ا

  .نمودستفاده ا ني و لبييغذا

  

  يسپاسگزار - 5
ت ي جهت حمايليلات تكمي دانشگاه تحصياز معاونت پژوهش

  .دي آير به عمل مين پژوهش تقدياز ا
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Omega-3 fatty acids are a large group of polyunsaturated fatty acids. Docosahexaenoic acid, 
the most important omega-3 fatty acid, has beneficial effects on human health. The aim of 
this study was to convert flaxseed oil by native strain of Aurantiochytrium to omega-3 oil rich 
in DHA and linolenic acid.At first, lipase production and its activity was measured in broth 
medium. Production of biomass and oil in medium containing amounts of flaxseed oil were 
determined. Also, saturated and unsaturated fatty acids were determined by gas 
chromatography. Aurantiochytrium strain produced precipitated halozone after 48 hours 
incubation in lipase production medium with a diameter of 6 mm. Lipase activity of 150 units 
per ml was measured in medium containing 1% of flaxseed oil. atty acids oil in basal medium 
without flaxseed oil was including C14, C15, C16, C17, C18, C18:1, DPA and DHA. By 
adding flaxseed oil to the basal medium, biomass was increased to 15.7 g/l. The greatest 
amount of DHA (388 mg/l) and oil content (53.25%) was obtained in medium containing 
0.6% of flaxseed oil. In conclusion, by increasing the concentration of flaxseed oil in 
medium, the amount of saturated fatty acids was decreased and mono or polyunsaturated fatty 
acids were increased. Also, fatty acids profile of oil produced in flaxseed oil medium was 
including C18:2, C18:3, DPA and DHA. Finally, produced omega-3 oil was contained DHA, 
linolenic and oleic acid and can be used to enrichment foods and dairy products. 

 
Key words: Aurantiochytrium strain, Omega 3 oil, Docosahexaenoic acid, Flaxseed oil, 
Linolenic acid  
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