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 در مخمر غير اشباع ضروريافزايش توليد روغن غني از اسيدهاي چرب 

  با موتاسيون و روش غربالگري سرولنينيارويا ليپوليتيكامولد چربي 

  
   2، محبوبه مدني1، آزاده عبدلي1مرجان انشاييه

  

  ان باشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان، واحد فلاورجان، دانشگاه آزاد اسلامي، اصفهان، اير -1
  ايران اصفهان، اسلامي، آزاد فلاورجان، دانشگاه واحد ميكروبيولوژي،  گروه-2

)29/9/93: رشيپذ خيتار  31/3/93: افتيدر خيتار(  

  
  چكيده

 در اين روغن ها.  غني بودن روغن ميكروبي از اسيدهاي چرب غيراشباع استتنها تفاوت موجود ؛ روغن گياهي دارده شباهت زيادي بميكروبيروغن 
هدف از اين مطالعه افزايش توليد ليپيد و ميزان اسيد . هستند استفاده در صنايع غذايي به عنوان روغن خوراكي قابل دارويي جهت مقاصد تكنيكي و ايعصن

 با استفاده از تيكايارويا ليپوليدر اين پژوهش بهينه سازي توليد ليپيد در مخمر  .چرب غير اشباع با كمك موتاسيون در مخمر مولد چربي مي باشدهاي 
موتانت . گرديد انجام شد و از سرولنين كه داراي اثر ممانعت كننده بر توليد ليپيد است جهت غربالگري استفاده  با اشعه ماوراي بنفشموتاسيون تصادفي

 موتانت و توليد ليپيد در سويه هاي. هايي كه داراي رشد طبيعي در حضور سرولنين بودند به عنوان سويه هاي برتر جهت مطالعات بعدي انتخاب شدند
 .گرديدانتخاب بدين ترتيب سويه ي موتانتي كه داراي افزايش قابل توجهي در توليد ليپيد بود .  مقايسه شد مدت زمان انكوباسيونوحشي پس از گذشت
 .پس از موتاسيون افزايش يافتزان لينولئيك اسيد نيز  مي.بود بازده رشد و توليد ليپيددر  درصدي به ترتيب 30 درصدي و 50افزايش  بهترين موتانت داراي

ميزان اسيدهاي چرب غير اشباع افزايش البته . بود تغيير زيادي نكرده  پس از موتاسيون، پروفايل ليپيدي مخمر مورد بررسيتركيب اسيدهاي چرب موجود در
ز سرولنين به عنوان يك تكنيك غربالگري موثر در اين پژوهش راه را براي جداسازي استفاده ا. بود  بسيار موثر توليد ليپيدبهبوداين تكنيك جهت  لذا ،يافته

  . موتانت هاي برتر هموار نمود
 

 ، موتاسيونيارويا ليپوليتيكا روغن ميكروبي، اسيدهاي چرب غير اشباع، : واژگانكليد
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  مقدمه -1
ميكروارگانيسم هاي مولد چربي داراي توانايي توليد و تجمع 

بين  در . به صورت تري آسيل گليسرول مي باشندروغن
 مخمرها و قارچ ها توجه زيادي ميكروارگانيسم هاي مولد چربي،

چربي در مورد توجه  نكته جالب. ]1-3[را به خود جلب كرده اند
 ميكروبي، بالا بودن ميزان اسيدهاي چرب غير اشباع با هاي
 سيدهاي چرباين ا.  است)ω(  امگاسرياز  اتم كربن 18و16

 شامل  غير اشباعاسيدهاي چرب. داراي اهميت غذايي هستند
ئيك اسيد، اولئيك لينولئيك اسيد، آلفا لينولئيك اسيد، گاما لينول

ك اسيد، آراشيدونيك اسيد، ولئيك اسيد، ميريستولئيپالميتاسيد، 
ايكوزاپنتانوئيك اسيد، دوكوزاپنتانوئيك اسيد ودوكوزاهگزانوئيك 

ي ميكروبي غني از اسيدهاي  ها روغن.]4-6[داسيد مي باشن
اين چربي . هستند به صورت ذاتي ايمن چرب غير اشباع بوده و

 كه نشان مي دهند  راپايداري ويژه اينيز، در برابر اكسيداسيون ها 
مي  آنها موجود در آنتي اكسيدان هاي طبيعي دليلاين موضوع به 

 .باشد
 سيترات -ATPاليك آنزيم و  م،دو آنزيم مهم موثر بر تجمع ليپيد

به طور كلي ماليك آنزيم مهم ترين تنظيم كننده . ]7 ،8[هستندلياز 
سنتز اسيدهاي چرب .  استNADPHتجمع ليپيد از طريق توليد 

 صورت مي β3 و α3در مخمر توسط هگزامري از زير واحدهاي 
 كد مي Fas2و  Fas1  ژن هايتوسطبه ترتيب گيرد كه 

 ميكروبي شباهت ساختاري و تركيبي زيادي روغن هاي. ]9[شوند
ي گياهان و جلبك ها .]10، 11[ به روغن هاي گياهي دارند

 داراي آنزيم هاي دلتاو مخمرها قارچ ها از فيتوپلانكتون و بعضي 
گاما  و لينولئيك اسيد كه در توليد  دسچوراز هستند15دلتا  و12

 دو آنزيم در  عدم حضور ايندليلبه .  موثر هستندلينولئيك اسيد
، اسيدهاي چرب لينولئيك اسيد و لينولنيك  و حيواناتانسان ها

اهميت غذايي روغن . ]8[اسيد براي انسان وحيوان ضروري اند
هاي مخمري وجود اسيدهاي چرب غير اشباع چند زنجيره و بلند 

 منجر به استفاده از اين  ويژگياين. زنجيره مي باشد
و   (SCO)  روغن تك ياختهعتيميكروارگانيسم ها در توليد صن

 مي ،يا توليد مكمل هاي غذايي كه غني از اسيدهاي چرب هستند
 ها اخيراً اهميت روغنميكروارگانيسم هاي مولد اين . ]12[شود

زيادي يافته اند زيرا منبع توليد اين اسيد هاي چرب غير اشباع 
  . ]13[محسوب مي شوند

ولوژي تبديل مواد هاي بيوتكنمسئله مهم در زمينه درخواست
براي اين منظور . ليپيدي ارزان و زياد به محصولات با ارزش است

توان از مخمرهاي مولد چربي جهت تبديل تركيبات ليپيدي به مي
- استرهاي مختلف، تركيبات مشتق از ايزوپرنوئيد، كاروتنوئيد، پلي

ي آزاد هاي چرب هيدروكسيلهآلكانوات و اسيدهيدروكسي
هايي كه به صورت وسيع مزيت ميكروارگانيسم. ]14[استفاده كرد
گيرند شامل هاي بيوتكنولوژي مورد استفاده قرار ميدر سيستم

توليد طيف وسيعي از محصولات، سرعت رشد بالا و امكان ايجاد 
-ها ميآن. باشد ميتوليدها جهت افزايش جهش تصادفي در آن

ها  آنت و محصولاتري داشته باشندتر و ايمنتوانند توليد سريع
- داراي كيفيت تضمين شده بوده و در طول سال به نوسانات آب

ي هاي كنترل شده بهترين سيستمبنابراين. ديي بستگي نداروهوا
روغن هاي ميكروبي مي توانند در مقياس بسيار زياد،  .زنده هستند

 خاصيمشكل علاوه بر آن  . متر مكعب، توليد شوند220بيش از 
تخراج روغن وجود ندارد و با استفاده از روش هاي در زمينه اس

 .]13[  قابل خالص سازي استمختلف

يكي از راه هاي بهبود ژنتيكي مخمرهاي مولد چربي افزايش نرخ 
، UVموتاسيون در آن ها با استفاده از موتاژن هايي نظير اشعه ي 

اشعه هاي يونيزه كننده و يا ساير فاكتورهاي موتاسيون زا مي 
مهم ترين موضوع در زمينه ي دست يابي به سويه  .]15- 21[باشد
ي برتر به واسطه موتاسيون تصادفي، توسعه ي روش هاي ها

 سويه هاي برتر در ميان موتانت ها مي يغربالگري براي جداساز
در زمينه ي مخمرهاي مولد چربي روش هاي متفاوتي تا . باشد

ظير اندازه گيري در اين بين روش هايي ن. كنون استفاده شده است
و يا ) B )22ميزان جذب نوري پس از رنگ آميزي با سودان سياه 

 - فسفو- استفاده از روش رنگ سنجي بر اساس واكنش سولفو
اما در اين . مي باشد ]24[  و يا روش رپليكاپرينتينگ]23[ وانيلين

ادي از يروش ها لازم است كه اندازه گيري در مورد تعداد ز
  .گيرد تا موتانت برتر شناسايي گرددموتانت ها انجام 

سفالوسپوريوم سرولنين مولكولي است كه به طور طبيعي از قارچ 
 و  جداسازي شده(Cephalosporium caerulens) سرولنس

داراي خاصيت ضد قارچي است علاوه بر آن داراي خاصيت مهار 
كنندگي در بيوسنتز ليپيد مي باشد كه اين اثر مهاري به علت تاثير 



 1395 بهمن ،13 دوره ،60 شماره                                                                                  ييغذا عياصن و علوم فصلنامه

 

 
 

127

 و داراي اثر مهاري بر ]25[ر روي آنزيم فتي اسيد سنتاز استب
روي فتي اسيد سنتاز كه يك آنزيم مهم در بيوسنتز ليپيدهاست، 

 مي توان از اين ماده به منظور غربالگري سويه بنابراين. مي باشد
بيوسنتز ليپيد به عنوان يك متابوليسم . هاي موتانت استفاده كرد

ت بنابراين ممانعت به واسطه ي ضروري براي رشد سلول اس
لذا . سرولنين باعث كاهش قابل توجهي در رشد كلني ها مي گردد

موتانت هايي كه در حضور سرولنين رشد معمولي دارند، داراي 
پتانسيل بالايي جهت توليد ليپيد بوده اند كه توانسته اند بر اين اثر 

  .]26[مهاري فايق آيند
ن تصادفي با استفاده از اشعه در اين پژوهش از روش موتاسيو

UV يارويا ليپوليتيكا براي ايجاد جهش در مخمر DSM8218 
 سرولنين بود ،تكنيك مورد استفاده جهت غربالگري. استفاده شد

 سويه ي موتانت 8. كه از تكنيك رپليكا پرينتينگ موثرتر عمل كرد
 با توانايي بالاي توليد بيومس و ليپيد جداسازي شدند كه در بين

آن ها يكي از موتانت ها داراي بيشترين توانايي در زمينه ي توليد 
اسپكترومتري  - از تكنيك كروماتوگرافي گازي. ليپيد ميكروبي بود

. توده اي براي آناليز پروفايل اسيد چرب توليد شده استفاده گرديد
علاوه بر اين اثر موتاسيون به همراه سه فاكتور مهم و موثر بر 

ري تاگوچي مورد بررسي مري با كمك روش آماتوليد چربي مخ
  .قرار گرفت

 

  مواد و روش ها -2
 ي مخمري سويه 

 يارويا ليپوليتيكاسويه ي مخمري مورد استفاده در اين تحقيق 
DSM8218   بودمولد چربي به عنوان سويه ي استاندارد.  

 و تهيه محيط توليدآماده سازي مايه تلقيح 

 Yeast Extract)ي محيط سويه ي مخمري در ابتدا بر رو

Peptone Dextrose Agar) YPD  به مدت دو روز كشت
 ml20 ميلي ليتري كه حاوي 100پس از آن به ارلن ماير . داده شد

 g/L 20اين محيط داراي . حيط پيش توليد بود، منتقل گرديدم
 گلوكز،  g/L4 (NH4)2SO4 ،   g/L2 KH2PO4  ،  g/L1 

MgSO4.7H2O  وg/L 15  با عصاره مخمر pH=بوده و به  

 

 پس از . قرار گرفتrpm150 و ºC25 ساعت در دماي 48 مدت 
 ميلي ليتر از محيط توليد در 45 ميلي ليتر از مايه تلقيح به 5آن 

 g/L ميلي ليتري انتقال داده شد، اين محيط داراي 250ارلن ماير 
، g/L1 (NH4)2SO4 ،g/L7 KH2PO4 گلوكز، 30

g/L2NaH2PO4 ،  g/L 5/1 MgSO4.7H2O و g/L 1 
 ساعت در دماي 96 بوده و به مدت =pH 6عصاره مخمر با 

ºC25 و rpm15027[ كشت داده شد[.  
 UV اشعه ي  باموتاسيون

در ابتدا سويه ي مورد بررسي به محيط فعال سازي انتقال داده 
   دقيقه5 ميلي ليتر از محيط به مدت 2/0 ساعت 48پس از . شد

پس از آن دو مرتبه با بافر فسفات . )rpm 6000(سانتريفوژ گرديد
بعد از اين مرحله به ميزان لازم جهت رقيق . شستشو داده شد

 ميلي ليتر از 2/0پس از آن . شدن بافر فسفات اضافه شد
سوسپانسيون مخمري، كف يك پليت استريل ريخته شده و داخل 

مدت زمان هاي در نظر گرفته شده .  قرار داده شدUVدستگاه 
   .]28[ بود دقيقه20 و 15، 10، 5موتاسيون شامل جهت 

 غربالگري سويه هاي موتانت 

پس از انجام موتاسيون سلول ها بر روي پليت آگار دار حاوي 
 L  µg 10/محيط فقر ازت كشت داده شدند اين محيط داراي

يك كشت از سلول هاي موتاسيون نيافته نيز در ). 20(بودسرولنين 
رولنين و بدون سرولنين جهت بررسي اثر محيط آگار دار حاوي س

مهاري سرولنين بر سويه هاي وحشي به عنوان كنترل استفاده 
 روز انكوبه شده تا كلني هاي 8 تا 5پليت ها براي مدت . گرديد

  . قابل رويت ايجاد شوند
 Fourier)بررسي توليد روغن مخمري با تكنيك

Transform Infrared) FTIR 
Spectroscopy   

ليپيد در سويه مخمري جداسازي شده با كمك تكنيك توليد 
FTIR Spectroscopy با استفاده از دستگاه مدل ،JASCO 

FT/IR-6300, Japanگستره مورد بررسي دستگاه .  آناليزگرديد
استاندارد تري اولئين .  تنظيم شدcm-1 4000 تا cm-1 400از
اهد و به عنوان ش) آلمان-خريداري شده از شركت سيگما آلدريچ(

براي مقايسه با روغن تك ياخته توليدي مورد استفاده قرار 
  .]29- 31[گرفت
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 اسپكترومتري توده -كروماتوگرافي گازيآناليز با 
 )GC-MS(اي 

در ابتدا ترانس استريفيكاسيون با استفاده از سولفوريك اسيد به 
وزن روغن مورد استفاده و متانول با % 80عنوان كاتاليزور با نسبت 

 rpm 60 ساعت در 5/5 به مدت C° 60 در دماي 30: 1ت نسب
 توليد شده در فاز بالايي بوده روغن استريفيه ي. صورت گرفت

پس از آن آناليز با استفاده . كه با كمك پتروليوم اتر جداسازي شد
 ,GC-MS) HP 5972 mass selective detectorاز 

serie  II  gas   chromatography,    Hp(   گرفت  انجام 

]34-32[ .  
 تعيين ميزان ليپيد و بيومس سلولي 

به منظور تعيين ميزان ليپيد، استخراج ليپيد درون سلولي به روش 
Bligh & Dyerاين روش در پژوهش هاي . صورت گرفت 

   .]15-17[پيشين به صورت كامل توضيح داده شده است
  از محيط توليد درml5به منظور تعيين بيومس خشك سلول نيز 

rpm5000 دو مرتبه پس از .  دقيقه سانتريفوژ گرديد15 به مدت
تا به وزن ثابت شد  قرار داده ºC 80شستشو با آب، در آون 

ن يوزتپس از آن بيومس خشك شده . رسيده و خشك شود
  . ]35، 17[گرديد
 ليپيد توليد ميزان تعيين

   :شد استفاده زير فرمول از ليپيد توليد درصد تعيين  به منظور
/ خشك ومسيب× 100 =  )يديپيلي محتوا (ديپيل ديتول صد در

  شده استخراج روغن وزن
 استخراج روغنابتدا  ،يديتول روغنميزان ي ريگ اندازه به منظور

  .]5[ گرديد نيتوز شده
 بررسي سوپرناتانت براي محاسبه قند مصرف شده 

محاسبه قند مصرف شده براي به دست آوردن راندمان رشد و 
  : يپيد اهميت داردتوليد ل

راندمان ) =بيومس خشك سلولي)/ (قند مصرف شده( × 100
  (Growth Yield Efficiency)رشد

راندمان توليد ) = وزن ليپيد توليد شده)/ (قند مصرف شده( × 100
   (SCO Yield Efficiency)ليپيد

دي  (DNSبررسي ميزان قند مصرف شده با كمك معرف 
  .]5[فتصورت پذير) نيتروساليسيلات

  فرمانتور آزمايشگاهيشبه توليد ليپيد در 
 ليتري استفاده شد كه ميزان محيط 3براي اين منظور از يك ارلن 

در نظر گرفته شد تا ميزان L 5/1كشت موجود در آن به صورت 
توليد ليپيد در مقياس بالاتر توسط سويه ي موتانت مورد بررسي 

 ساعت با دور 72دت به م ºC25انكوباسيون در دماي . قرار گيرد
rpm 150 6 و =pHغلظت مواد مطابق شرايط .  انجام گرفت

. بهينه ي به دست آمده در مرحله ي بعد، استفاده گرديد
، به عنوان مايه )از موتانت برتر (سوسپانسيون فعالسازي شده

  . محيط توليد اضافه شدبه % 5تلقيح به ميزان 
 يير فاكتورهاي موثر بر توليد چرببررسي سا

 فاكتور مهم بر توليد روغن مخمري مورد 4در اين مرحله اثر 
اين فاكتورها شامل مدت زمان جهش، مدت . بررسي قرار گرفت

. زمان انكوباسيون، غلظت گلوكز و غلظت سولفات آمونيوم بودند
 نشان دادند كه غلظت گلوكز ]15-17[تحقيقات قبلي انجام شده 

ن به نيتروژن مهم ترين عامل و نيتروژن و يا به عبارتي نسبت كرب
در بين پارامترهاي فيزيكي نيز . در توليد روغن مخمري است

لذا در اينجا اين سه . مدت زمان انكوباسيون سهم به سزايي دارد
 سطوح مختلف 1جدول . عامل به همراه جهش بررسي شدند

انتخاب سطوح . پارامترهاي مورد بررسي را نشان مي دهد
 نظررسي با توجه به ويژگي هاي مخمر مورد پارامترهاي مورد بر

يارويا براي مثال دانستن اين موضوع كه مخمرهاي . انجام مي شود
 ساعت چربي ذخيره اي خود را مصرف مي 72 پس از ليپوليتيكا

انجام آزمايشات . كنند به انتخاب طيف مورد بررسي كمك مي كند
 اوليه در بررسيبراي مثال يك . در اين مرحله موثر هستندنيز 

 دقيقه 5مدت زمان جهش بيش از ن داد كه مورد اين مخمر نشا
 كلني ها را از بين مي برد لذا بررسي اين عامل در همين بيشتر

علاوه بر آن برنامه ي تاگوچي نيز به انتخاب . محدوده انجام شد
  . درست محدوده ي بررسي كمك مي كند
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ليد روغن مخمري سطوح مرتبط با متغيرهاي موثر بر تو1جدول  

 
 سطح سوم سطح دوم سطح اول متغيرها

  min(  3  5  7(مدت زمان جهش 
  h(  48  72  96(مدت زمان انكوباسيون 

  g/L(  30  50  70(غلظت گلوكز 
  g/L(  5/0  1  5/1(غلظت سولفات آمونيوم

  

  نتايج  -3
	توليد ليپيد قبل از ايجاد موتاسيون 

 2در جدول  ايجاد موتاسيون ل ازبنتايج توليد ليپيد در اين سويه ق
  . نشان داده شده است

  
  نتايج توليد ليپيد در محيط توليد قبل از ايجاد موتاسيون 2جدول

مقدار ليپيد توليدي   شرايط
(g/L) 

بيومس خشك 
(g/L) 

درصد توليد ليپيد 
  به وزن خشك

SCO Yield 
Efficiency 

Growth Yield 
Efficiency 

محيط توليد قبل از بهينه 
  شدن

67/5  76/16  83/33  5/6  15/25  

 
 FTIRنــاليز ليپيــد توليــد شــده بــا اســتفاده از تكنيــك       آ

Spectroscopy 

گراف هاي حاصل از نمونه روغن توليدي و تري اولئين 
مقايسه  .نشان داده شده است) a,b (1در شكل شماره ) استاندارد(

دو گراف تشابه قابل توجهي بين روغن جداسازي شده از سويه 
 1670در نقاط بين . ري و استاندارد مربوطه را نشان مي دهدمخم

پيك قابل توجهي ) cm-1 1745نوك پيك در  (cm-1 1820تا 
 .ايجاد شده است كه نشان دهنده حضور گروه هاي كربونيل است

 نيز پيك هاي مشخص cm-1 2929 تا 2850در حد فاصل بين 
   .]31-29[نشان دهنده گروه هاي متيلن مي باشد

تخاب موتانت با استفاده از روش غربالگري ان
 سرولنين

 دقيقه كلني هاي بسيار 5در مدت زمان هاي موتاسيون بيش از 
كمتري رشد كردند كه نشان دهنده ي مرگ مخمرها در مدت 

  .زمان هاي موتاسيون بالاتر است
  

   مربوط به استاندارد تري اولئينFTIR گراف 1شكل    

  
يارويا ليپوليتيكا  ي   به روغن سويه مربوطFTIRگراف  2شكل 

DSM8218  
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سلول ها در محيط داراي سرولنين غربالگري ، پس از موتاسيون
 كلني هاي مخمر حدود ردر محيط هاي بدون سرولنين قط. شدند

 ميلي متر است در حالي كه در محيط هاي حاوي سرولنين 8/0
. ي مي ماند ميلي متر باق2/0 تا 1/0قطر كلني بسيار كوچكتر و بين 

ها در حضور سرولنين اما در مورد سويه هاي موتانت قطر كلني 
. بزرگتر شده و اين كلني هاي بزرگ جداسازي و غربالگري شدند

 مورد از اين كلني ها براي استخراج ليپيد انتخاب گرديدند و 8
يك مورد از بهترين آن ها به همراه سويه ي وحشي جهت آناليز 

 آن و تغييرات تركيب اسيدهاي چرب پروفايل اسيدهاي چرب
قبلاً از سرولنين جهت . قبل و بعد از موتاسيون بررسي شدند

مورتيرلا افزايش محتواي اسيدهاي چرب غير اشباع در قارچ 
 علاوه بر آن جهت شناسايي موتانت ).36( استفاده شده بودمارينا

نيز  رودوتورولا گلوتينسهاي با قدرت بالاي توليد ليپيد در مخمر 
   ).20(به كار رفته بود

 نتايج مربوط به غربالگري كلني هاي با قابليت بالاتر 3جدول 
مدت زمان .  را نشان مي دهد دقيقه5توليد ليپيد در مدت زمان 

هاي بيشتر موجب از بين رفتن مخمر شده و در نتيجه هيچ گونه 
كليه ي نتايج ارائه شده در جدول بر اساس . رشدي مشاهده نشد

  . گين سه بار تكرار آزمايشات گزارش شده استميان

    سرولنينغربال شده با روش موتانت نتايج توليد ليپيد مربوط به كلني هاي  3جدول 

مقدار ليپيد توليدي   شرايط
(g/L) 

 (g/L)بيومس خشك 
درصد توليد ليپيد به 

  وزن خشك
SCO Yield 
Efficiency 

Growth Yield 
Efficiency 

  A  95/5  35/16  39/36  8/7  45/30كلني 
  B   64/6  35/14  25/46  9/7  43/40كلني 
  C  85/6  85/13  44/49  8/8  32/42كلني 
  D  56/7  84/13  62/54  2/9  12/50  كلني

  E  92/7  00/14  56/56  6/9  20/51كلني 
  F  42/8  81/14  83/56  1/10  45/52كلني 
  G   27/9  13/16  45/57  6/10  9/53كلني 
  H 63/10  61/17  34/60  3/11  55/56كلني 

  
  GC-MSآناليز اسيدهاي چرب با 

سويه ي وحشي و   پروفايل اسيدهاي چرب را در4جدول 
درصد ناچيزي از ساير اسيدهاي چرب نيز (موتانت نشان مي دهد

ميزان . )وجود دارد كه به علت جزئي بودن نشان داده نشده است
ود اسيد هاي چرب غير اشباع در سويه ي موتانت به ميزان حد

در مورد اولئيك اسيد و لينولئيك اسيد به ترتيب افزايش % 6و % 3
يد هاي چرب غير اشباع نيز افزايش در مورد ساير اس. يافته است

 اسيد پروفايلبه اين ترتيب .  در سويه ي موتانت مشاهده شدكمي
دست خوش تغييرات چرب در بين سويه ي وحشي و موتانت 

نظر حفظ پروفايل ليپيدي  اين موضوع از .زيادي نشده است
. مخمر كه غني از اسيدهاي چرب غير اشباع است، اهميت دارد

بنابراين با حفظ پروفايل و حتي افزايش اسيدهاي چرب غير 
 در مورد هر دو .اشباع، مي توان به توليد بالاتري دست يافت

سويه اولئيك اسيد بيشترين در صد اسيدهاي چرب غير اشباع را 
داده است كه نشان دهنده ي اين است كه به خود اختصاص 

. پروفايل اسيد چرب تاثير چنداني نداشته استتغيير موتاسيون بر 
تنها تفاوت موجود افزايش كمي در ميزان اسيد هاي چرب غير 

 نشان مي دهد كه همزمان با افزايش در 4جدول . اشباع مي باشد
.  شود استئاريك اسيد مشاهده ميدراولئيك اسيد كاهشي جزئي 

اين موضوع نشان مي دهد كه به دنبال ايجاد موتاسيون در ژن كد 
 فتي اسيد دسچوراز و ايجاد پيوند توسط 9 - كننده ي آنزيم دلتا

آنزيم مذكور استئاريك اسيد به اولئيك اسيد تبديل شده و ميزان 
از ديدگاه . )37(اسيدچرب غير اشباع افزايش يافته است

ب توجه است زيرا ميزان اشباع بودن بيوتكنولوژي اين نتايج جال
 شيميايي مهمي نظير –اسيدهاي چرب بر ويژگي هاي فيزيكي 

). 38 (ويسكوزيته، اكسيداسيون و نقطه ي ذوب تاثير مي گذارد
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Mlickova  نيز در يك بررسي به اين نتيجه و همكارانش 
موتاسيون باعث تغيير چندان زيادي در پروفايل رسيدند كه 

  . )39(مخمري نمي شوداسيدهاي چرب 

 پروفايل اسيدهاي چرب در سويه ي وحشي و استاندارد 4جدول 

C18:2   
(linoleic acid)  

C18:1 
(oleic 
acid)  

C18:0  
(Stearic 

acid)  
C16:1   

(palmitoleic acid)  
C16:0 

(palmitic 
acid)  

C14:0 
(myristic acid) 

  سويه ي مخمري

   وحشيسويه ي  86/0  2/8  8/13  1/1  7/63  3/4

  سويه ي موتانت  3/0  5/5  5/14  9/0  6/66  6/10

  
 توليد ليپيد در فرمانتور آزمايشگاهي

توليد ليپيد با استفاده از سويه ي موتانت در مقياس بالاتر با 
موفقيت انجام گرديد و سويه ي موتانت نسبت به سويه ي 

ميزان توليد در سويه ي موتانت .  داشتبيشتريوحشي توليد 
 توليد در سويه ي موتانت افزايش ظرفيتو  بود ر شدهبيشت% 50

اين ميزان افزايش كه توليد را تا دو برابر . را مورد تاييد قرار داد
بالا مي برد از نظر اقتصادي بسيار حائز اهميت مي باشد و ارزش 

هر چند با ساير روش هاي . اين تكنيك را دو چندان مي نمايد
ليپيد را افزايش داد، ليكن ظرفيت بهينه سازي نيز مي توان توليد 
اما با كمك موتاسيون مي توان . مخمر براي توليد تغيير نمي كند

بديهي است همگام شدن اين . ظرفيت مخمري را نيز افزايش داد

وب تر لروش با بهينه سازي شرايط نتيجه ي حاصله را بسيار مط
  . مي نمايد

 نتايج بهينه سازي با استفاده از روش تاگوچي

 نتايج حاصل از بهينه سازي با استفاده از روش تاگوچي 5دول ج
 را پيشنهاد داد L9برنامه ريزي تاگوچي روش . را نشان مي دهد

 آزمايش با شرايط متفاوت براي رسيدن به بهترين 9كه در آن 
 شرايط هر آزمايش به همراه 5در جدول  .حالت انجام داده شد

ن ليپيد توليد شده بر اساس ميزا. نتيجه ي آن قابل مشاهده است
به طور كلي برنامه ي . ميانگين سه تكرار گزارش شده است

تاگوچي بر اساس ميانگين حداقل سه تكرار آزمايش، نتايج را 
  . مورد بررسي قرار مي دهد

  
   و نتايج حاصل از توليد ليپيدL9 شرايط آزمون 5جدول 

غلظت سولفات آمونيوم   )g/L(غلظت گلوكز   )h (نمدت زمان انكوباسيو  )min(مدت زمان جهش  آرايه ها
)g/L(  

توليد 
 )g/L(ليپيد

 67/8 5/0 30 48 3 1آرايه ي 

 41/9 1 50 72 3 2آرايه ي 

 17/6 5/1 70 96 3 3آرايه ي 

 19/9 5/1 50 48 5 4آرايه ي 

 43/11 5/0 70 72 5 5آرايه ي 

 26/8 1 30 96 5 6آرايه ي 

 98/6 1 70 48 7 7آرايه ي 

 82/6 5/1 30 72 7 8آرايه ي 

 91/8 5/0 50 96 7 9آرايه ي 

 نتايج آناليز واريانس در مورد بهينه سازي توليد ليپيد را 6جدول 
در اين جدول درصد تاثير پارامترهاي مختلف بر . نشان مي دهد

همان طور كه . ميزان توليد ليپيد در اين مخمر مقايسه شده است

 از آن كه غلظت گلوكز و نيتروژن مهم نتايج نشان مي دهد بيش
چون هر چه . داراي اهميت است نسبت كربن به نيتروژن ،باشد

ان توليد ليپيد به دليل ميزان سولفات آمونيوم كاهش مي يابد ميز
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البته به دليل نياز . بت كربن به نيتروژن بيشتر مي شودافزايش نس
يد تا حدي مخمر به نيتروژن اين كاهش نيز محدوديت دارد و با

  . باشد كه نيازهاي مخمر را بر آورده سازد

   نتايج آناليز واريانس در مورد شرايط هيدروليز اسيدي6جدول 

  درصد تاثير عامل (´S)مجموع خالص مربعات  واريانس (S)مجموع مربعات  درجه آزادي  عامل

  min(  2  875/6  437/3  875/6  282/33(مدت زمان جهش 
  h(  2  207/3  603/1  207/3  526/15 (مدت زمان انكوباسيون

  g/L( 2  601/2  3/1  601/2  592/12(غلظت گلوكز 
  g/L( 2  973/7  986/3  973/7  598/38(غلظت سولفات آمونيوم 

  100  656/20  ----  656/20  8 مجموع
  

كاربرد طراحي آزمايش ها مثل روش تاگوچي منجر به افزايش 
كاهش قابليت ميزان بازدهي، كاهش هزينه، صرف زمان كمتر و 

 .تغيير و انطباق بيشتر نسبت به مقادير مورد انتظار مي شود
Leesing  به بيشترين ميزان توليد ليپيد در مخمر و همكارانش

. ند گلوكز دست يافتg/L80 غلظت با تورولاسپورا گلوبوسا
 منجر به كاهش غلظت g/L80افزايش غلظت گلوكز به بيش از 
نشان دهنده اثر ممانعت كننده ليپيد و بيومس مي شود كه اين 
 و همكارانش Karatay .)40(گلوكز در غلظت هاي بالاست

سلول هاي مخمري با افزايش در گزارش دادند كه ميزان ليپيد 
 .)10( كاهش مي يابدg/L 5/1غلظت سولفات آمونيوم به بيش از 

 72پس از چربي  ميزان توليد يارويا ليپوليتيكادر سويه هاي 
اهش مي رود كه اين موضوع با سويه مورد بررسي ساعت رو به ك

حتي در يارويا ليپوليتيكا قابل تطبيق است، زيرا سويه هاي مخمر 
 ساعت شروع به مصرف 80حضور منبع كربن پس از حدود 

اين نتايج با نتايج به دست ). 41(چربي ذخيره اي خود مي كند
 دهد كه تحليل نتايج نشان مي. آمده در اين پژوهش مطابقت دارد

 دقيقه باشد منجر به مرگ 5مدت زمان جهش چنانچه بيش از 
. و كلني هاي بسيار كمتري رشد خواهند كردمخمرها شده اكثر 
 دقيقه بهترين نتيجه را به 5 نشان مي دهد كه مدت زمان نتايج

 نشان داده شده است مدت 6جدول همان طور كه در . دنبال دارد
. توليد ليپيد موثر بوده استبر % 28/33ن جهش به ميزان زما

چنانچه جهش منجر به افزايش توليد ليپيد در كلني هاي مورد 
و   Beopoulos. مي يابد افزايش اندازه كلنيبررسي شده باشد 

ساكارومايسس  و يارويا ليپوليتيكاهمكاران در مقايسه ژنومي بين 

 كه كد كننده GUT2 به اين نتيجه رسيدند كه ژن سروزيه
 فسفات دهيدروژناز است باعث هدايت مسير كربن به 3گليسرول 

به اين ترتيب با شناسايي آنزيم . )42(سمت سنتز ليپيد مي گردد
هاي موثر بر مسير سنتز ليپيد مي توان علاوه بر جهش هاي 

هدفمند،  با كمك جهش هاي UVتصادفي نظير موتاسيون 
 آن را مستقيماً بر روي ژن مربوطه اثر گذاشت و محتواي ليپيدي

عدم توانايي در دستكاري ژنتيكي سويه هاي مخمري  . افزايش داد
باعث وجود مشكل براي كاربرد صنعتي اين ميكروارگانيسم ها در 

در اين . )43(توليد بيوديزل و ساير محصولات بيولوژيكي مي شود
 به عنوان سويه اي با پتانسيل كاربردي يارويا ليپوليتيكاتحقيق از 

 و با موتاسيون اشعه  استفاده شدروغن ميكروبي بالا در توليد
در ميزان توليد ليپيد ماوراي بنفش و روش غربالگري سرولنين 

 در مطالعه ي سنتز و متابوليسم سرولنين. اين مخمر افزايش يافت
اسيدهاي چرب و استرول ها توسط ميكروارگانيسم ها استفاده مي 

تانسيل بالاي توليد شود كه از آن براي غربالگري سويه هاي با پ
   ).44-48( استفاده شده استرودوتورولا گلوتينيسليپيد در مورد 

  

  تيجه گيري كلين -4
به عنوان راهي موثر، منجر به و غربالگري با سرولنين موتاسيون 

بهينه .  مي گرددمخمرهاي مولد چربيافزايش توليد ليپيد در 
سويه ي سازي پارامترهاي فيزيكي و شيميايي تا حد ظرفيت 

را افزايش دهد در حالي كه با چربي مخمري مي تواند توليد 
پتانسيل توليد در گامي فراتر نهاده و دست كاري ژنتيكي مي توان 

بهينه سازي فاكتورهاي موثر بر . سويه ي مورد نظر را بالاتر برد
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توليد چربي در مخمرها سهم به سزايي در افزايش توليد روغن 
 بر آن با موتاسيون مي توان ميزان اسيدهاي علاوه .تك ياخته دارد

 مخمري افزايش چربيچرب غير اشباع مورد نظر را در تركيب 
 اين مطالعه نشان داد كه موتاسيون تصادفي به همراه روش .داد

غربالگري سرولنين براي افزايش ظرفيت توليد ليپيد در مخمرهاي 
وليد ليپيد در اين پژوهش ميزان ت. مولد چربي موثر عمل مي كند
افزايش يافته است كه عملكرد  % 50در سويه ي موتانت تا حدود

   .موثر اين روش را نشان مي دهد
  

  تقدير و تشكر -5
 استخراج شده و از كليه 92062اين مقاله از طرح پژوهشي به كد 

ي عزيزاني كه در انجام اين پژوهش ما را ياري دادند، به ويژه 
گران جوان واحد دانشگاه آزاد مسئولين محترم باشگاه پژوهش

  . اسلامي فلاورجان، قدرداني و تشكر مي نماييم
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Microbial oil has lots of similarity to the plant’s oil; the only difference between them is that microbial oil 
is rich in unsaturated fatty acids. This oil can be used in pharmaceutical industry for technical purposes or 
as edible oil in food industry. The purpose of this study was to increase lipid production and the amount of 
unsaturated fatty acids in oleaginous yeasts by mutagenesis. In this study, optimization of lipid production 
in the yeast ,Yarrowia lipolytica, was done using ultraviolet random mutation and screening was done 
with the inhibitory effect of cerulenin on lipid synthesis. Mutants that had normal growth in the presence 
of cerulenin were selected as superior strains for further investigations. Lipid production in mutants and 
wild strains were compared after incubation period. Then, the mutant with significant increase in lipid 
production was selected. The best mutant had increasing of 50% and 30% in lipid production and growth 
yield, respectively. Also, Linoleic acid was increased after mutation. The composition of fatty acids in the 
lipid profile of the evaluated yeast did not change a lot after mutation. Of course, unsaturated fatty acids 
were increased, so this technique was very effective to improve lipid production. Cerulenin used as an 
effective screening technique in this study and paved the way for the isolation of superior mutants. 
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