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در شرايط بهينه توليد روغن و ينا پمورتيرلا آل قارچ سوخت و سازبررسي 

  آراشيدونيك اسيد با استفاده از روش سطح پاسخ
  

                  ،4سحري علي محمد ،3علوي مهدي سيد ،∗ 2حميدي زهره ،1صمدلوييحميد رضا 
  2عباسي سليمان

  
 .غذايي صنايع و علوم گروه كشاورزي، دانشكده مدرس، تربيت شگاهدان غذايي صنايع و علوم ارشد كارشناسي دانشجوي -1

 .غذايي صنايع و علوم گروه كشاورزي، دانشكده مدرس، تربيت دانشگاه  دانشيار،-2

  ، گروه فيزيولوژي گياهيپژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناورياستاديار،  -3
  .غذايي صنايع و علوم گروه كشاورزي، دانشكده مدرس، تربيت دانشگاه استاد،  -4

)8/10/89: رشيخ پذي  تار23/5/89: افتيخ دريتار(  

  
  چكيده

در پـنج  ) گلـوكز ( از نظـر ميـزان كـربن    CBS 754.68 ينـا پمـورتيرلا آل در اين تحقيق شرايط بهينه توليد روغن و آراشيدونيك اسيد توسط گونـه قـارچي   
بـه روش آمـاري سـطح    )  گـرم درليتـر  07/22، 20، 15، 10، 92/7(در پنج سطح ) پودر سويا (ژني  نيترو، منبع   ) گرم در ليتر   14/74 و   70،  60،  50،  8/45(سطح

 باشد و براي توليد بهينـه        گرم در ليتر   10 و پودر سويا   70 ، گلوكز بايد  )%50(نتايج نشان داد كه براي توليد حداكثري روغن         . پاسخ مورد بررسي قرار گرفت    
 در مرحله بعد تغييرات تركيبات محيط كشت و توده زيستي در حين فرايند . باشد گرم در ليتر30/18  و پودر سويا35/50 گلوكز%)40/56 (آراشيدونيك اسيد

افزايش  ذخيره روغن     رشد ريزسازواره و    با توقف   به ترتيب  راشيدونيك اسيد آ ونتايج نشان داد كه توليد روغن       . بررسي شد بهينه  تخمير در دو محيط كشت      
   . ارتباط مستقيم داردريزسازواره تركيبات فنوليك با رشد سلول و ميزان روغنمي يابد و قابل توجه اي 

  
   روش آماري سطح پاسخ، روغن،تخمير، آراشيدونيك اسيد ،آلپينامورتيرلا :كليد واژگان

  
  
  

                                                            
  hamidy_z@modares.ac.ir : مسئول مكاتبات ∗
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  مقدمه -1
. دارد افزايـشي  بـه  رو رونـد  فراسـودمند  غـذاهاي  مصرف امروزه

ــيدهاي ــرب اس ــروري چ ــر از ض ــل ينمهمت ــاي مكم ــذايي ه  غ
 سـلامتي  در ملاحظه اي  قابل تاثير كه رود مي شمار به فراسودمند

ــسان ــ ].1 [دارد ان ــربي دهاياس ــرور چ ــه در ،يض ــاچرخ ي ه
 ـبا و شوند ينم ساخته زنده موجوديي  ايميوشيب  ـطر از دي  ـرژ قي  مي

اي همه اين اسيدهاي چرب جزء گروه اسيده       .گردند نيتاميي  غذا
  ].2[  تقسيم بندي مي شوند1غيراشباعيچرب بلند زنجيره چند

 بـا  اسـيد  آراشيدونيك ، ضروري راشباعيغ چرب اسيدهاي نيب در
 توجـه  مـورد  شتريب بينايي قدرت و مغز رشد در آن، تاثير به توجه
 تغذيـه  دريي  غـذا  مكمـل  عنوان به آن مصرف و است گرفته قرار

  ]. 3 [است شيافزا به رو كودكان و نوزادان
 كـه  شـود  تـصور  چنـين  اگـر  چرب، اسيد اين يتاهم به توجه با
 قـرار  استفاده مورد مكمل عنوان به وسيعي بطور اسيد راشيدونيكآ
 ايـن  نمـودن  بـرآورده  بـراي  آن فعلـي  سـاليانه  توليد ميزان رند،يگ

 تـلاش  نكتـه  نيا گرفتن نظر در با .]4[ بود خواهد غيركافي تقاضا
 در حـال    چـرب  دياس ـ نيا ديتول مناسب بعامن آوردن بدستي  برا

  .انجام است
 هـاي  روغـن  و سـنتي  كـشاورزي  كـه  هداد نـشان  قاتيتحق جينتا

 بلنـد  راشـباع يغ چـرب ي  دهاياس ـ بـودن  نييپا به توجه با حيواني
ي ضرور ماده نيا به افزون روز نياز بهيي  گو پاسخيي  توانا رهيزنج
 جـدا  امـا . اسـت  ماهي روغن PUFA اصلي منبع .]5 [باشدي  نم

  .]6. [است وپيچيده مشكل آن از هاPUFA  وتخليص سازي
 و جلبـك  پروتـزوا،  كـه ند  بردي  پ دانشمندان قيتحقي  اندك از بعد
 چنـد  چـرب ي  دهاياس ـ بـا  روغـن  دي ـتولي  براي  مناسب منبع قارچ

 PUFA منـشاء  عنوان به هازسازوارهير بنابراين .استي  راشباعيغ
   .گرفتند قرار توجه مورد غذايي زنجيره در

 خشك وزن% 20 از شتريب توانندي  م كهي  ا زوارهزسايري  ها گونه
 يهـا  ربزسـازواره  بـه  معروف كنند ديتول روغن شاني  ستيز توده

ي هـا  زسـازواره ير نيب در .باشندي  م 3يروغن گونه يا 2اوليگونوس
 ديتوليي  توانا است گرفته قراري  بررس مورد شتريب هاكپك ،يروغن

 عاتيضــا از اســتفاده، چــربي دهاياســ ازي تــرعيوســ محــدوده
                                                            
1. Poly Unsaturated Fatty Acid ( PUFA) 
2. Oleagious species 
3. single cell oil 

پايين  pH بايي  هاطيمح در و رشد  محصول ديتولي  براي  كشاورز
  .]7[ از ويژگي هاي مثبت قارچ ها مي باشد

  4 مـورتيرلا  ايرشـته  قـارچ  از هاييگونه ،يقارچي  ها گونه نيب در
% 40 از بيشتر كه كنند ذخيره خود در چربي% 40از بيش توانند مي
  .]8-10 [دهدمي تشكيل اسيد آراشيدونيك را ميزان اين
ي بـالا  دي ـتول علـت  بـه  5مـورتيرلا آلپينـا    قارچ تياهم به توجه با

 طيشـرا ي  بررس ـ نـه يزم دري  عيوس ـ قـات يتحق دياس ـ كيدونيآراش
 است آمده عمل به دياس كيدونيآراش ديتول در موثر كشت مناسب

 شـود ي  م ـ جـه ينت نيچن شده انجام مقالات بهي  مرور با. ]16-11[
 ـم كـشت، يي  ايميكوش ـيزيف طيشـرا  كـردن  نـه يبه با كه  دي ـلتو زاني

 ـا از. ابـد ي ي م ـ شيافزا روغن و دياس كيدونيآراش  ـا در رو ني  ني
 6گوهرمايـه  دو ريتـاث  پاسخ سطحي  آمار روش از استفاده با تحقيق

 دي ـتول در مـوثر ) ايسـو  پـودر  (تـروژن ين و) گلـوكز  (كربني  ديكل
 آمـدن  بدست با تينها در و. شد نهيبه دياس كيدونيآراش و روغن
 ـم نظـر  از كشت طيمح راتييتغ نهيبه كشت شرايط  و گلـوكز  زاني

 ـز تـوده  راتيي ـتغ و تروژنين  و روغـن  ك،ي ـفنول بـات يترك ،يستي
  .شدي بررس 10 و 8 ،6 ،4 ،3 ،2ي روزها در دياس كيدونيآراش

  

  ها روش و مواد -2
   مواد -2-1
 مجموعـه  از 68/7547CBS آلپينـا  مـورتيرلا  قـارچ  تحقيق اين در

 نـا يپآل رلايمـورت  قـارچ  نمونه. شدي  داريخر 8هلند كشور ميكروبي
 9دار بيش آگار آزمايش لوله در ميسليوم صورت به شدهي  داريخر
 لولـه  و 10بـشقابك  در آگـار  مالـت  كـشت  محـيط  روي بر كه بود

 7 زمـان  مـدت  و C˚22 حـرارت  درجه در دار بيش آگار آزمايش
 درجه 4 يخچال در ها نمونه آزمون انجام تا و شد داده كشت روز
 در استفاده مورد شيميايي مواد نيهمچن شدي  ارد نگه گرادي  سانت
   .شدي داريخر آلمان مرك شركت از همگي قيتحق اين
  

                                                            
4.  Mortierella  
5. Mortierella alpine 
6 Substrate 
7. Mortierella alpina CBS 754.68 
8. Centraalbureau voor Schimmelcultures 
9 Slant agar 
4 Petri dish 
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  اصلي هاي كشت و تلقيح مايه -2-2
 محـصول  دي ـتول هاي كشت تلقيح براي ميسليومي سوسپانسيون از

 ميلـي  100 ميـسليومي،  سوسپانسيون تهيه براي. ]18 [شد  استفاده
 عـصاره  و) g/L 30 ( آبـه  تـك  زگلـوك  شـامل  كـشت  محيط ليتر

 در شـد،  تهيـه  ليتـري  ميلـي  500 ارلـن  يـك  در) g/L 10 (مخمر
 بوسـيله  سـپس . ديگرد سترون دقيقه 15 و C˚121 حرارت درجه
 به C˚26 حرارت درجه در و شده تلقيح زسازوارهير سترون آنس
 .]19[ شـد  گذاري گرمخانه 1دقيقه بر دور 170 و ساعت 72 مدت

 طيمح ـ به تلقيح مايه عنوان به حيتلق توسعه هاي كشت از% 10 تا 3
 محيط كشت توليد محـصول بـا        .افزوده شد  محصول ديتول كشت

 بـا   محـيط كـشت   كربنـي و نيتروژنـي     گوهرمايه  ميزان بهينه كردن 
 21( در اين تحقيق دما      . به دست آمد   استفاده از روش سطح پاسخ    

 از  )دقيقه دور در    185 ( و دورهمزن  ) 6( pH،  )درجه سانتي گراد  
  .ثابت هاي آزمون مي باشد

  يستيز توده خشك وزني ريگ اندازه -2-3
 بـر  ،41 شـماره  واتمن صافي كاغذ ازي  ستيز توده جداسازيي  برا
 بـراي  سـپس . شـد  اسـتفاده  خلاء پمپ به مجهز بوخنر قيفي  رو

 ساعت هاي شيشه روي بر را آنها 2سلولي خشك وزن گيري اندازه
 C˚105 حـرارت  درجـه  بـا  آون در اعتس 2 مدت به و داده قرار

  .]20 [شد  خشك

  يچرب استخراج -2-4
ي ن ـيچ هاون در شده خشكي  ستيز توده هاي  چرب استخراج براي
 دسـتگاه  در هگـزان نرمـال    حلال با حاصله پودري  چرب. شد خرد

   .]21 [ديگرد استخراج سوكسله

  چرب اسيدهاي اندازه گيري -2-5
 عـدم  بـه  توجـه  بـا  چـرب،  هاياسـيد  گيـري  اندازه و تعيين براي

 تهيـه  را آنها استر متيل هاي مشتق بايستي چرب اسيدهاي فراريت
 گـاز  دسـتگاه  بـه   متيلـه  چربي  دهاياس ،يساز مشتق از بعد. نمود

 اسـتفاده از دسـتگاه گـاز         سپس با  .]22 [شد تزريق كروماتوگرافي
 چـرب  اسـيد  نوع ،(Unicam 4600, England)كرماتوگرافي

 اســتاندارد بــازداري زمــان بــا 3بــازداري زمــان مقايــسه براســاس
                                                            
1. Revolution per minute (rpm) 
2. Dry cell weight (DCW) 
3. Retention time 

 براسـاس  آنهااسيدچرب   مقدار. ديگرد تعيين اسيد پنتادوكونوئيك
  ]. 22 [شد  گيري اندازه داخلي استاندارد روش

  DNS4 روش به اياح قندي ريگ اندازه -2-6
 برداشت ريتخم 10و 8 ،6 ،4 ،3 ،2ي درروزها كشت طيمح نمونه
 8000 در كردن فوژيسانتر با كشت طيمح ازي ستيز توده ،شده
 زانيم و شده جدا كشت طيمح از قهيدق 5 مدت به قهيدق در دور
  .]23[ شدي ريگ اندازه DNS روش به كشت طيمح قند

 گيري تركيبات فنوليك   اندازه-2-7
ي روزها در رلايمورتي قارچ يستيز توده  حاوييها نمونه ابتدا

 فوژيسانتر باي ستيز توده ،دهش برداشت ريتخم 10و 8 ،6 ،4 ،3 ،2
 كشت طيمح از قهيدق 5 مدت به قهيدق در دور 8000 در كردن
 استفاده با شده خشكي ها نمونه سپس شد، خشك و شده جدا
ك گرم نمونه توزين شد به آن يسپس . ديگرد خردي نيچ هاون از

هشتاد قسمت متانول به بيست قسمت (چهار ميلي ليتر حلال 
 ساعت در دستگاه فراصوت 3مدت اضافه شد به ) آب

)Transsonic Tp 690/H, Germany( درجه 20  در دماي 
نمونه ها سانتريفيوژ شده و محلول . قرار گرفت سانتي گراد

. شفاف رويي براي اندازه گيري تركيبات فنوليك برداشته شد
در سال  5واترهوسبراي اندازه گيري تركيبات فنوليك از روش 

  .]24[ استفاده شد 2002
  آزمايشي طرح -2-8
 عوامـل  مرحله اين در. شد انجام6پاسخ سطح روش به سازي بهينه 
 5 در) ايسـو  پـودر  (نيتروژنـي  منبع و) گلوكز (كربني منبعي  ديكل

 10 با 7مركزي مركب طرح از). 1 جدول (شد گرفته نظر در سطح
 از هـدف  (اسـت  مركـزي  نقطـه  در آزمـايش  2 شامل كه آزمايش
) اسـت  طـرح  در شيآزمـا ي  خطـا ي  بررس ،يمركز نقطه در تكرار

). 2 جـدول  (گرفـت  انجـام  تكـرار  دو در هـا  آزمون. شد استفاده
 توسـط  كنتـور  و پاسـخ  سطح هاي منحني و رگرسيون هاي ضريب

  .شد  رسم و محاسبه (Design expert, USA) افزار نرم
  

                                                            
4. Dinitrosalicylic acid 
5. Waterhouse 
6. Response surface methodology (RSM) 
7. Central composite design (CCD) 
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  بحث و جهينت -3
  ي سطح پاسخآمار روش بهي ساز نهيبه -3-1

ي بـرا ي  اض ـير مدل يك آوردن بدست ،يساز نهيبهي  ها شيآزما
 ازي  سـاز  نـه يبهي  ها طرح .]25[ باشدي  م نديفرا رفتاري  نيب شيپ

 گـذار  ريتـاث  دايشـد  عوامل نياي  ول بوده برخورداري  كمتر عوامل
 ـم شيافزا قيتحق مرحله نيا از هدف كهي  آنجائ از. باشندي  م  زاني

 كـربن ي  دي ـكل بي ـترك دو باشـد، ي  م روغن و دياس كيدونيآراش
ي كارهـا  و مطالعـات  بـه  توجه با) ايسو پودر (تروژنين و) گلوكز(

 ـا زاني ـم و ديگرد انتخاب شده انجامي  قاتيتحق  بـه  بي ـترك دو ني
  يآمـار  روش به دياس كيدونيآراش و روغن ديتول شيافزا منظور

RSMطرح مركب مركزي روش سطح پاسخ به همـراه         . شد نهيبه
 شـده  گـزارش  2 جدول در  داده ها  هشدي  نيب شيپ وي  واقع زانيم

   .است
 مقـــدار روغـــن ومـــدل رگرســـيون را بـــراي ) 1 و 2(معادلــه  

 پس از تجزيـه و تحليـل نتـايج          توده زيستي آراشيدونيك اسيد در    
مقـدار عـددي   . دهـد   نشان مـي Desing expertافزار  توسط نرم

 و روغـن   براي دو فرمول آراشـيدونيك اسـيد       (R2)ضريب تعيين   
هـا از مـدل       دهنده ميزان انحراف داده     نشان 97/0 و   95/0به ترتيب   

هـاي    توان چنين نتيجـه گرفـت كـه مـدل           باشد و مي    رگرسيون مي 
 و  گلـوكز (اند رابطه بين شـرايط كـشت          رگرسيون بخوبي توانسته  

  را توده زيستي  در    و روغن  آراشيدونيك اسيد ميزان  و  ) پودر سويا 
هـايي داراي عـدم      همچنـين مـدل ن     .بينـي كننـد     نشان داده و پيش   

 كه نشان دهنده برازش خوب مدل مـي         دار است  غير معني  1تطابق
ــراي Pهــاي رگرســيون و مقــادير   ضــريب3 جــدول .باشــد  را ب
  .دهد هاي رگرسيون نشان مي مدل

پودر سويا و اثرات خطي  مشخص است 3همانطور كه از جدول 
گلوكز در ميزان روغن و آراشيدونيك اسيد در محيط كشت، 

پودر سويا -اثرات متقابل گلوكز. (P<0.01)باشند  دار مي معني
دار  براي مقدار آراشيدونيك اسيد و روغن در توده زيستي معني

 در مورد اثرات درجه دوم بر توليد روغن .(P>0.01)باشند  نمي
ولي اثر درجه دوم . (P>0.01)باشد  دار نمي تمام عوامل معني

باشند  دار مي سيد معني براي توليد آراشيدونيك اكربنيمنبع 

                                                            
1. Lack of fit 

(P<0.05). هيتجز از پس دوم درجهي ا جمله چند مدل بيضرا 
 توسط داري رمعنيغي هاعبارت حذف و افزار نرم توسط ليتحل و

 معادله حاصل جهينت و آمد بدست افزار نرم در Forward روش
   .باشدي م )2(و ) 1(

Y1 = 78.49318 – 6.67638 × A - 0.13588×B + 
0.030000 A×B+ 0.088571 × A2          (1) 

Y2 = 25.71204+ 4.64248× A -0.059987× B -
0.025000 A× B -0.084286× A2           (2)  

 وزن در روغن درصد به مربوط بيترت به Y2 و Y1 زانيم
 A. باشدي م روغن در دياس كيدونيآراش درصد وي سلول خشك

 گرم حسب بر ايوپودرس و وكزلگ زانيم به مربوط بيترت به B و
  . تراستيل در
  نتايج ميزان روغن -3-2

ميزان  تاثير سطوح مختلف گلوكز و پودر سويا را بر روي 1شكل 
شود كه نمودار كنتور روغن   مشاهده مي.دهد نشان ميروغن 

 و شكل سطح پاسخ آن بصورت صفحه 2بصورت ماكزيمم ساده
 ي صفحهبالابنابراين بيشترين مقدار روغن در . اي مي باشد

كنيم، روغن كاهش  آيد و هرچه به سمت پائين حركت  بدست مي
 در واقع كنتور نشان مي دهد كه هر چه ميزان كربن .يابد مي

. افزايش و پودر سويا كاهش مي يابد ميزان روغن افزايش مي يابد
و پودر ) g/L 60 -70(بيشترين مقدار روغن در غلظت گلوكز 

  .آيد بدست مي) g/L 10(سويا 
   نتايج ميزان آراشيدونيك اسيد-3-3

 تاثير سطوح مختلف گلوكز و پودر سويا را بر روي 2شكل 
 منحني كنتور آراشيدونيك اسيد .دهد آراشيدونيك نشان مي
همانطور كه در كنتور مشاهده مي . است3بصورت لبه بالارونده

شود افزايش ميزان نيتروژن تاثير قابل توجه اي در توليد 
به طوري كه افزايش ميزان پودر سويا . د داردآراشيدونيك اسي

) g/L 50 -45(و كاهش غلظت گلوكز )  گرم در ليتر15-20(
  . شود موجب افزايش آراشيدونيك اسيد مي

  
  

                                                            
2. Simple maximum 
3. Rising ridge 
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  RSMميزان واقعي و كد شده متغييرهاي غيروابسته در روش آماري  1جدول
    سطح   عامل

  شدهكد

 4142/1- 1- 0 1 4142/1 

 واقعي

 07/22 20 15 10 93/7  )گرم در ليتر(يا پودر سو

 14/74 70 60 50 85/45 )گرم در ليتر(گلوكز 

  
  RSM واقعي و پيش بيني شده از دو متغيير اعمال شده بر روي پاسخ در روش آماري جدول طراحي آزمايش ها و نتايج 2جدول

)درصد (روغن ميزان  )درصد (آراشيدونيك اسيد       ميزان 

 نمونه )B(پودر سويا   )A (گلوكز مشاهده شدهپاسخ  پاسخ پيش بيني شده مشاهده شدهپاسخ  شدهپاسخ پيش بيني 

42/17 5/0±17 67/56 1/0±56 1- 1 1 

50/32 4/0±33 99/50 1/0±51 0 0 2 

13/32 56/0±30 47/45 2/±46 1 1 3 

50/32 6/0±32 99/50 15/0±51 0 0 4 

84/25 3/0±24 90/55 13/0±56 41/1- 0 5 

41/42 5/0±43 60/43 1/0±42 41/1 0 6 

93/21 4/0±24 59/50 2/0±51 0 41/1 7 

33/51 6/0±53 83/41 14/0±44 1 1- 8 

31/53 6/0±50 91/41 1/0±40 0 41/1- 9 

61/42 5/±46 03/48 16/0±49 1- 1- 10 

  
  )سويا پودر B گلوكز و A ( براي مدل آراشيدونيك اسيد و روغنANOVA پارامترهاي 3جدول 

 F P ميانگين مربع درجه آزادي مجموع مربعات 

 آراشيدونيك روغن آراشيدونيك روغن آراشيدونيك روغن آراشيدونيك روغن آراشيدونيك روغن 
 0022/0 0006/0 22/17 39 47/64 02/324 4 4 86/257 06/1296 مدل

A 985 38/75 1 1 985 38/75 57/118 92/25 0001/0 0038/0 

B 60/274 37/151 1 1 60/274 37/151 05/33 06/52 0022/0 0008/0 

AB 9 25/6 1 1 9 25/6 08/1 15/2 3456/0 2025/0 

A2 46/27 86/24 1 1 46/27 89/24 31/3 55/8 128/0 0328/0 

ماندهباقي  54/41 54/14 5 5 31/8 91/2     
  1639/0  52/20 63/3 26/10 4  4 54/14 04/41 عدم تطابق

خالصخطاي   50/0 000/0 1 1 50/0 000/0     
       9  9 40/272 60/1337 همبستگي 

  . مي باشد97/0 و 95/0 به ترتيب و روغن براي دو فرمول آراشيدونيك اسيد R2ميزان 
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  )C(و گلوكز ) N( با متغييرهاي پودر سويا  mortierella alpina براي توليد روغن به وسيله  قارچ RSM منحني 1شكل

   
  )C(و گلوكز ) N( با متغييرهاي پودر سويا  mortierella alpina براي توليد آراشيدونيك اسيد به وسيله  قارچ RSM منحني 2 شكل
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 مدل توسط شدهي نيب شيپ نهيبه ريمقاد -3-4
  رهاييمتغي برا دوم درجه

 Design افزار نرم از استفاده با شدهي نيب شيپ نهيبه ريمقاد

Expert گلوكزي اه رييمتغي برا) A (ايسو پودر و) B (به 
ي م تريل در گرم 10 و 70 بيترت به روغني حداكثر ديتول منظور
 ريمقاد كهيحال در. شدي نيب شيپ درصد 50 محصول زانيم باشد
 به ايسو پودر و گلوكزي ها رييمتغي برا شدهي نيب شيپ نهيبه

 بيترت به) %40/56 (دياس كيدونيآراشي حداكثر ديتول منظور
  .باشدي م تريل در گرم 30/18 و 35/50

 و روغن ديتول ارزيابي مدل رگرسيون -3-5
   دياس كيدونيآراش

 پيش طيشرا در آزمون هايي با دو تكرار ،مدلي ابيارز منظور به 
. ديگرد اعمال دياس كيدونياراش و روغن ديتول بيني شده مدل

 گرم 35/50ي حاو دياس كيدونيآراش ديتول مناسب كشت طيمح
 6 هياول pH بوده ايسو پودر تريل در گرم 30/18 و گلوكز تريل در
 70ي حاو  به ترتيبروغن ديتول مناسب كشت طيمح. شد ميتنظ
 ريتخم روز 10 از پس. بود ايسو پودر  گلوكز وتريل در گرم 10 و
 كه آمد بدست% 51 روغن زانيم و% 56 دياس كيدونيآراش زانيم
 و% 4/56 دياس كيدونيآراش كه فرمول از شدهي نيب شيپ جهينت با

ميزان خطا به . داردي ا توجه قابلي كينزد باشدي م% 50 روغن
 آراشيدونيك اسيد و  براي محيط بهينه02/0 و 007/0ترتيب 

  .روغن بدست آمد

ي ستيز تودهي وزن راتييتغ زانيمي بررس -3-6
  ريتخم نديفرا نيح در

 و كشت طيمحي مغذ مواد ريتاث تحتي ستيز توده رشد روند
 عوامل ازي مغذ مواد كاهش. باشدي م زسازوارهير رشد مرحله
ي م آن رفتن نيب ازي حت وي ستيز توده رشد كاهش در موثر
 مناسب كشت طيمح دري ستيز توده زانيم داد نشان جينتا. باشد
 ديتول مناسب كشت طيمح در و 4 روز تا دياس كيدونيآراش ديتول

 توده زانيم بعد به آن از و هكرد دايپ شيافزا 5 روز تا روغن
كاهش  روغن و دياس كيدونيآراش مناسب كشت طيمح در يستيز

ي ستيز توده زانيم رشد فاز در نكهيا توجه قابل نكته. مي يابد
 طيمح از شتريب دياس كيدونيآراش ديتول مناسب كشت طيمح

در  1راتلج در تحقيقي كه ).3شكل (باشدي م روغن ديتول كشت
ند كه منبع نيتروژني تاثير د نشان دا)26 (م شد انجا2002سال 

قابل توجه اي در افزايش اسيدهاي چرب غيراشباع و توده زيستي 
 . يج اين تحقيق هماهنگي داردادارد كه با نت

 و روغن ديتول مناسب طيمح دري ستيز توده زانيم راتييتغ 3شكل
  دياس كيدونيراشآ

  ريتخم نديفرا نيح در گلوكز مصرف -3-7
 اولا باشدي  م تياهم قابل لحاظ دو ازي  كربن منبع عنوان به وكزگل
ي ضرور زسازوارهيري  اتيح تيفعال منظور بهي  انرژ منبع عنوان به
ي م ـ روغن نجايا در كه محصول به ليتبد منظور به ايثان باشندي  م

 روغــن ديــتول مناســب كــشت طيمحــ در. اســتي ضــرور باشــد
ي م ـ 10 تـا  6ي  روزهـا  و 4 بـه  3 روز از گلـوكز  كاهش نيشتريب

 ـتول مناسـب  كـشت  طيمح در. باشد  رونـد  دياس ـ كيدونيآراش ـ دي
 باشـدت  زسـازواره ير 2 بـه  1ي  روزهـا  در. است متفاوت كاهش
 گلـوكز  مصرف نيشتريب كهيحال در كندي  م مصرف را قندي  كمتر
 قنـد  6 روز در. باشـد ي  م ـ 6 تـا  4ي  روزها و 3 به 2ي  روزها در
 آخـر  تـا  و رسـد ي  م خود سطح نيكمتر به كشت طيمح در اءياح
  .)4شكل. (ماندي مي باق سطح نيهم در نديفرا
  
  

                                                            
1. Ratledge 
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 و روغن ديتول مناسب طيمح در اءياح قند زانيم راتييتغ 4شكل

  دياس كيدونيراشآ

  ريتخم نديفرا نيح در پروتئين  مصرف-3-8
 منبع  سريعا در هر دو محيط كشتهمانطور كه مشاهده مي شود

 نتايج در محيط باقي مي ماند 6ه و تا روز پروتئيني تخليه نشد
  مي باشد2006و همكاران در سال  1زو بدست آمد مشابه نتايج

 مصرف پروتئين و توليد روغن چنين  روند با مقايسه.)27(
 روغن در ، روند توليداستنباط مي شود كه با كاهش پروتئين

ينه  در محيط بهافزايش يافته نكته قابل توجه اينكهريزسازواره 
در كمترين سطح پروتئين و در شرايطي كه رشد توليد روغن 

 روغن افزايش قابل توجه اي مي ريزسازواره متوقف شده توليد
 2002و همكاران در سال  2راتلجج ينتايج بدست آمده با نتا .يابد

 محيط پروتئين  كاهش كه گزارش كرده بودند)26 (هماهنگي دارد
 اشدكشت عامل اصلي توليد روغن مي ب
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 و روغن ديتول مناسب طيمح در پروتئين زانيم راتييتغ 5شكل

  دياس كيدونيآراش

                                                            
1. Zhu 
2. Ratlage 

 نديفرا نيح در روغن راتييتغي بررس - 3-8
  ريتخم

 زسازوارهير واقع در باشدي م روغن رلايمورت قارچي اصل محصول
 مواد كاهش طيشرا در كند،ي م ليتبد روغن به راي كربن منبع
 در. ]26 [كندي م استفادهي انرژ منبع روغن به عنوان ازي مغذ
 4 به 3 روز از روغن شيافزا نيشتريب روغن ديتول مناسب طيمح
 8 و 3 به 2ي روزها در شيافزا نيا روند. باشدي م 8 به 6 روز و
 كشت طيمح در روغن كه داد نشان جينتا. باشدي م تر كند 10 به

 را شيافزا نيشتريب 6 به 4 روز از دياس كيدونيآراش ديتول مناسب
  ). 6 شكل (يابدي م كاهش روغن بعد به 6 روز از و داشته

 

  
 و روغن ديتول مناسب طيمح در روغن زانيم راتييتغ 6 شكل

  دياس كيدونيراشآ

 نيح در دياس كيدونيآراش راتييتغي بررس -3-9
 ريتخم نديفرا
 دي ـتول مناسـب  طيمح ـ در دياس ـ كيدونيآراش ـ كـه  داد نشان جينتا

 در ايـن شـرايط      داشـته را   3 روز تـا  تند يشيافزا ندرو يك روغن
 در ديواره سـلولي غـشائي بـراي          را ريزسازواره آراشيدونيك اسيد  

 ـافزا رونـد  آن از بعـد  و ذخيره مي كند  حفظ سياليت غشائي     ي شي
 اين روند تند شده در ايـن شـرايط          10 به   8 و در انتها از روز       كند

 در تحقيقـي  ي يابـد  آراشيدونيك اسيد روغن ذخيره اي افزايش م ـ      
 )29 ( انجـام شـد    2008و همكاران در سال      3يوني–سز  كه توسط   
 آراشــيدونيك اســيد  ميــزان ، رشــديدر ابتــدانــد نــشان داد

آراشيدونيك اسـيد   درفسفوليپيدها بالا بوده و با افزايش سن ميزان         

                                                            
3. Sze-Yuen 
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. در فــسفوليپيدها كــاهش و در چربــي خنثــي افــزايش مــي يابــد 
 70(در چربي خنثـي ذخيـره اي        اسيد  آراشيدونيك  بيشترين ميزان   

 برابــر 10 برابــر فــسفوليپيدها و 2اســت كــه در حــدود %) 80تــا 
 .گليكوليپيد مي باشد-اسفنگوليپيد

 ديتول مناسب طيمح در  روند توليد آراشيدونيك اسيد
ي وقت مخصوصا است شيافزا به رو همواره دياس كيدونيآراش
  ). 7-لشك (شودي م متوقف كشت طيمح در روغن ديتول
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 و روغن ديتول مناسب كشت طيمح در دياس كيدونياراش زانيم راتييتغ 7شكل

  دياس كيدونيراشآ

 نيح در كيفنول باتيترك راتييتغي بررس -3-10
  ريتخم نديفرا
 داشتهيي بالا روغن ديتوليي تواناي قارچ گونه نيا كهيي نجا آاز
 بيترك نيا از محافظت منظور به سازو كار كه شد استنباط نيچن
 نيهم در. باشد داشته را باشدي م رشدش ازين مورد كهي اتيح

 زسازوارهير رشد نديفرا نيح در كيفنول باتيترك زانيم راستا
 ديتول مناسب كشت طيمح در كه داد نشان جينتا. شدي ريگ اندازه
 كشت طيمح از شتريب كيفنول باتيترك شيافزا روند روغن
 روز تا كيفنول باتيترك. باشدي م دياس كيدونيآراش ديتول مناسب

 بعد به آن از و ابدي يم شيافزا روغن ديتول مناسب طيمح در 6
 كيدونيآراش ديتول مناسب طيمح در. كندي م كاهش به شروع

 بعد به آن از و ابدي يم شيافزا 4 روز تا كيفنول باتيترك دياس
ي م هماهنگي ستيز توده رشد ندرو با روند نيا. ابدي يم كاهش
 ). 8شكل (باشد

 
 روغن ديتول مناسب طيمح در كيفنول باتيترك زانيم راتييتغ 8شكل

  دياس كيدونيراشآو

  بحث -3-11
 نتايج حاصل از بهينه سازي به روش سطح پاسخ نشان داد كه

 شده باعث نيپروتئ منبع عنوان به ايسو  پودرمصرف شيافزا
 كهيحال در يابد شيافزا دياس كيدونيآراش و كاهش روغن زانيم

 روغن زانيم تر،يل در گرم 50ي بالا سطح در كربن زانيم شيافزا
 در واقع .دهدي م كاهش و شيافزا بيترت به را كيدونيآراش و

راشيدونيك اسيد و روغن به ترتيب كليدي در افزايش آ گوهرمايه
 جينتا مشابه آمده بدست جينتا. منبع نيتروژني و كربني مي باشد

 كرده گزارش كه باشدي م ]30[ 2001  و همكاران در سال1كوكي
 روغن زانيم تروژنين سطح كاهش وي كربن منبع شيافزا با بودند
 در تحقيقاتي كه .ابدي يم كاهش دياس كيدونيآراش و شيافزا

انجام شد گزارش كردند كاهش ] 16[توسط راكي و همكاران 
دن منبع نيتروژني تاثير مثبتي در توليد ميزان منبع قندي با ثابت مان

آراشيدونيك اسيد دارد كه با نتايج بدست آمده از اين تحقيق 
  اعلام كردند2000و همكاران در سال  2رتلج .هماهنگي دارد

ژن در محيط كشت توليد روغن   با افزايش ميزان نيترو]28[
مي  اخير را تاييد  كه نتايج بدست آمده گزارشهايكاهش مي يابد

  مختلف برايدو محيط بهينه انجام شده آزمون بهينه سازي .كند
 كه در مرحله بعد .پيش بيني كردتوليد روغن و آراشيدونيك اسيد 

تغييرات تركيبات محيط كشت و محصول در حين فرايند تخمير 
  .در اين دو محيط بررسي شد

 در محيط كشت مناسب توليد آراشيدونيك يستيز تودهميزان 
 روند افزايشي داشته در حاليكه در محيط كشت 4 روز اسيد تا

 مي باشد و از 5مناسب توليد روغن افزايش توده زيستي تا روز 
                                                            
1. Koike 
2. Ratlage 
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 .كاهش مي يابدآن به بعد توده زيستي در هر دو محيط 
ريزسازواره به علت كاهش مواد مغذي محيط و توليد محصولات 

 قارچ كه در اين مرحله. ثانويه، وارد فاز سكون و مرگ مي شود
 از هم گسيخته و شروع به ،در محيط به صورت گويچه مي باشد

 و خرد شدن ريسه به  اندازهكاهش. خرد و شكسته شدن مي كند
علت تجزيه آنزيمي داخل سلولي مي باشد در عين حال 
ريزسازواره به نيروي مكانيكي حساس تر مي شود و تحت تاثير 

تحقيقات نشان . ندنيروي مكانيكي همزن شروع به تخريب مي ك
محيط كشت از عوامل اصلي و نيتروژن داده كه كاهش گلوكز 

ضعيف شدن ديواره سلولي بوده و باعث شده تا ريسه ها تحت 
 از اين رو چنين تحليل مي ).30(تاثير نيروي همزدن آسيب ببينند 

  و نيتروژنشود كه در اواخر فاز رشد به علت كاهش گلوكز
انيكي ناشي ازهمزدن حساس شده و ريزسازواره به نيروي مك

 .شروع به تخريب و كاهش وزن مي كند

در محيط كشت مناسب توليد آراشيدونيك اسـيد بعـد از توقـف              
 مصرف گلوكز شدت يافته و ميزان قابـل توجـه           ،رشد ريزسازواره 

روند كاهش گلـوكز بـا       .اي روغن در ريزسازواره ذخيره مي شود      
زسـازواره متوقـف شـده      افزايش روغـن در مرحلـه كـه رشـد ري          

در حاليكه در مرحله رشد ريزسـازواره ميـزان         . هماهنگ مي باشد  
در محـيط   . كاهش گلوكز با ميـزان توليـد روغـن مطابقـت نـدارد            

 كـاهش شـديد     3 بـه    2 از روز    ،مناسب توليد آراشـيدونيك اسـيد     
گلوكز با افزايش همزمان روغن و توده زيستي همـراه مـي باشـد              

 كـاهش شـديد قنـد بـا         ، رشد متوقف شده    كه 6درحاليكه در روز    
در مـورد محـيط كـشت       . افزايش شديد روغن همراه بـوده اسـت       

 كـه   6مناسب توليد روغـن نيـز بـه همـين شـكل اسـت تـا روز                  
ريزسازواره رشد كرده توليد روغن روند افزايشي كندي داشـته از           

 به بعد كه رشد متوقف شده است روند توليد روغن شديدا            6روز  
 و همكـاران در     1زو .مصرف گلوكز افـزايش مـي يابـد       تحت تاثير   

 تجمع اصلي روغن بـا توقـف         كه دگزارش كردن  ]27[ 2006سال  
 ـهمچنين  .رشد ريزسازواره صورت مي پذيرد     د كـه كـه   نشان دادن

 اسـت و    رشد ريزسازواره تحت تاثير ميزان گلوكز محـيط كـشت         
ي  در تحقيق  .مقداري از گلوكز صرف افزايش توده زيستي مي شود        

نـشان داده شـده      ]32[  انجام دادند  1997و همكاران در سال      2كيم

                                                            
1. Zhu 
2. Kim 

كه معمولا رابطه عكسي بين سرعت رشد و نرخ تجمع روغـن در             
مـده  آتحقيقات انجام شده نتايج بدست      . ها وجود دارد    ريزسازواره

  .  را تاييد مي كند تحقيقاز اين
 از پـروتئين آراشيدونيك اسيد رونـد كـاهش    در محيط بهينه توليد     

 شديد بوده در اين روزها روند افـزايش تـوده زيـستي    3 به   1روز  
 3 بـه    2نيز افزايش يافتـه اسـت نكتـه قابـل توجـه اينكـه از روز                 

مصرف گلوكز بالاست همزمان در اين روز مـصرف پـروتئين نيـز        
بالاست اين افزايش مصرف با افـزايش همزمـان تـوده زيـستي و              

  روغن همراه است
 توليد روغن نيز بر همين ترتيب مـي باشـد            در محيط كشت بهينه   

در شرايطي كه مصرف گلـوكز بـالا اسـت مـصرف پـروتئين نيـز                
بـالا   گلوكز   و كه مصرف پروتئين     4 به   3در روز   . افزايش مي يابد  

 قابـل توجـه اي مـي يابنـد     توده زيستي و روغن افزايش       مي باشد 
ر  ميزان مصرف قنـد احيـاء بـالا اسـت د           8 به   6درحاليكه در روز    

 رشـد تـوده    وحاليكه پروتئين به پـايين تـرين حـد خـود رسـيده       
 افزايش روغن قابل توجه      شده است در اين شرايط     زيستي متوقف 

در محيط كشت بهينه توليد روغن كاهش پروتئين عامل         . مي باشد 
  .باشد اصلي توقف رشد مي

روند توليد آراشيدونيك اسيد نيز بـا       نتايج آزمايشات نشان داد كه      
وليد روغن در محيط كشت مناسـب توليـد آراشـيدونيك           توقف ت 

 در حاليكه در محـيط كـشت        .اسيد افزايش قابل توجه اي مي يابد      
، مناسب توليد روغن همواره گلوكز مورد نياز براي توليـد روغـن           

 و تا انتهاي رشد تغيير منبع انـرژي          ريزسازواره مي باشد   در اختيار 
ره توليـد آراشـيدونيك   براي ريزسازواره بوجود نمي آيـد و همـوا       

تري نسبت به محـيط كـشت بهينـه توليـد           اسيد روند افزايشي كند   
  . داردآراشيدونيك اسيد

 انجام شـده    2010و همكاران در سال      3پنگدر تحقيقي كه توسط     
بـا تخليـه     نشان دادند كه ميزان توليد آراشيدونيك اسـيد          ]33[ بود

قابل توجـه   افزايش   در محيط     و توقف ذخيره سازي روغن     گلوكز
 هماهنـگ مـي   از اين تحقيـق  مدهآاي مي يابد كه با نتايج بدست 

هاكي  ]17[ 2000 و همكاران در سال      4تحقيق اروشين   نتايج .باشد
 افزايش رشد با افزايش توليد روغن همراه مي باشـد            كه از آن بود  

در حاليكه آراشيدونيك اسيد در فاز ساكن افزايش يافتـه در واقـع             

                                                            
3. Peng 
4. Eroshin 
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له تبديل اسيدهاي چرب اشباع به غيراشباع مـي        مرحله ساكن مرح  
  .باشد

  انجـام شـد  2006و همكـاران در سـال      1زودر تحقيق كه توسـط      
 چنين گزارش كردند كه هنگامي كـه ذخيـره سـازي روغـن              ]27[

متوقف مي شود ميزان قابل توجه اي آراشيدونيك اسـيد افـزايش            
 34 و   17 نتـايج مرجـع      ، همچنين در گزارشات مشابه اي     .مي يابد 

در فاز مرگ ريزسازواره از منبع روغني بـراي توليـد            ، كه نشان داد 
  . هايي مانند آراشيدونيك اسيد استفاده مي كندحصول م

با توجه به نتايج بدست آمده از تحقيقات انجام شده چنين تحليل            
مي شود كه هنگامي ريزسازواره با كمبـود گلـوكز و مـواد مغـذي               

وان منبـع انـرژي اسـتفاده كـرده در      مواجه مي شود از روغن به عن      
واقع منبع كربني از گلوكز به روغن تغيير مي يابد و بـا توجـه بـه                 
اينكه روغن در اثر تجزيه، اسيدهاي چرب بلند زنجيره در اختيـار            
ريزسازواره قرار مي دهد با انرژي كمتري نسبت بـه منبـع كربنـي              

اخـر  گلوكزي آراشيدونيك اسـيد بوجـود مـي آيـد از اينـرو دراو             
  .فرايند، توليد آراشيدونيك اسيد افزايش مي يابد

ميزان تركيبات فنوليك توده زيستي در محيط كشت توليد روغن 
به صورت قابل توجه اي بيشتر از محيط كشت مناسب 

با افزايش رشد توده زيستي ميزان . آراشيدونيك اسيد مي باشد
 توجه با. ابدي يم كاهش رشد كاهش با و شيافزاتركيبات فنوليك 

ي م شمار به هياولي ها دانياكسي آنت از كيفنول باتيترك نكهيا به
 زانيم روغن شيافزا با كه كرد ليتحل تواني م نيچن روند
 شيافزا روغن ويداتياكس فساد ازي ريجلوگي برا كيفنول باتيترك
   .ابدي يم
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condition for oil and arachidonic acid production using response 
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In this reasearch, optimal condition on oil and arachidonic acid production by mortierella alpina CBS 
754.68 was investigated using response surface methodology. Tow factors which influencing arachidonic 
acid and oil production; including carbon source (glucose) in five levels (45.8, 50, 60, 70 and 74.14 g\l) 
and nitrogen source (soybean meal) in five levels (7.92, 10, 15, 20 and 22.07 g\l) were studied. 
Arachidonic acid and oil yield varied msignificantly in response to changes in concentration of soybean 
meal and glucose. The model predicted that, maximum production of AA (that is, up to %56.40) and oil 
(that is, up to %50.13) could be achieved using the medium containing (glucose 50.35 and soybean 18.30 
g\l) and (glucose 70 and soybean 10 g\l), respectively. In the next stage change the medium composition 
and biomass during fermentation was investigated in two medium optimized. The results showed that oil 
and arachidonic acid production significant increase with fungi and storage oil stopped respectively. 
Phenolic compounds are directly related with cell growth rate and the amount of fungi oil. 
 
Keyword: Mortierella alpine, Fermentation, Arachidonic acid, Oil, Response surface methodology    
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