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چکیده

(گیـاهی، حیـوانی، میکروارگانیسـمی)، روغـن میکروبـی توجـه بسـیاري از        هـا  در میان منـابع روغـن  

درصـد 80تـا 20تجمـع بهقادرروغنیهايمیکروارگانیسمرا به خود جلب کرده است.پژوهشگران

ها،لبکمیکروجها، کتريهاي مختلف (باهستند. در میان میکروارگانیسمخشکتودهزیستهردرلیپید

تولیـد روغـن در نظـر گرفتـه     برترمنبععنوانها بهمخمربرخی از) مخمرهای از جملهقارچهايگونه

تولید چربی يروغنی با بازده بالاهاياي عالی از میکروارگانیسمنمونهYarrowia lipolytica. نداشده

هزینه توانمیعنوان بستر تولید، بهدسترس،در ارزان، بومی وکشیروغنهايبا استفاده از تفالهاست.

و غذایی، داروییاستفادهبراي ش داد. روغن میکروبی تولیديکاهمخمرها را وسیلهبهشدهروغن تولید

Yarrowia lipolytica (ATCC 18942)پلئومورفیسم، در این مطالعه. کاربرد داردبهداشتی -یآرایش

هـاي  ررسی شد. پس از کشت مخمر در محـیط بیمیکروسکوپصورتبههاي کشت مختلفمحیطدر

اسـیدهاي چـرب  بـاز نیمـه شـرایط کشـت   در، کشی زیتون، کنجد و آفتابگردانغنهاي روحاوي تفاله

ازپـس زیتـون تفالـه محـیط حـاوي  .دشدنبررسی FTIRو GC-MSروشبا استفاده از، شدهتولید

وزن خشـک شـد. سـپس  اسـتخراج در این محـیط تولیديمیکروبیو لیپید شدانتخابنتایجبررسی

شدهجرب استخرااسیدهاي چنتایج حاصل نشان داد که گیري شد.و چربی میکروبی اندازهتودهزیست

که اسید و استئاریک اسید بودلئیکاسید، لینوشامل اولئیک اسید، پالمیتیکزیتون،تفالهمحیط حاوي از

و وزن چربـی میکروبـی  مقدار . ها داشتاسیدهاي چرب را در بین تفالهلید بهترین میزان تواین محیط

درصد به دست آمد.97/51میکروبی لیتر و بازده تولید چربی/گرم83/7و 07/4ترتیب بهخشک

سـنجی طیـف ،گـازي کروماتوگرافی،اولئیک اسیدکشی، تفاله روغن، یاروویا لیپولیتیکا: کلید واژگان

.جرمی
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مقدمه

هـایی  اسیدهاي چرب و مشتقات آنهـا از جملـه مولکـول   

هستند که در صنایع مختلف غذایی، دارویـی، بهداشـتی و   

سـلولی  هـاي تـک  چربـی .]1[ز اهمیت هستندیانرژي حا

(SCOs)2[هاي لیپیـدي داخـل سـلولی هسـتند    ذخیره[ .

اي هـاي چـرب بلنـد زنجیـره    ها اسیدتري آسیل گلیسرول

شـده  هـاي ذخیـره  اصـلی چربـی  هاياز ترکیبهستند که

گروهیوسیلهبهسلولی هاي تکچربی.]3[اندتشکیل شده

روغنی نامیـده  هايها که میکروارگانیسماز میکروارگانیسم

وزن درصـد 20لیپیـد بـیش از   شوند و قادر به تجمـع می

از هاي روغنی میکروارگانیسمشوند.تولید می،خود هستند

راي تولید روغن زیسـتی محسـوب   ها بترین گزینهمناسب

تعـدادي از  وسـیله بـه سلولی هاي تکچربی.]4[ندشومی

هـا، مخمـر هـا، بـاکتري هاي روغنی ماننـد میکروارگانیسم

چشمگیريمقادیر بهقارچیهايگونهیاوهامیکروجلبک

ــرزمــاندر  ــر ب ــابع تجدیدپــذیر مختلــف تولیــد متخمی ن

بـراي  هـا استفاده از میکروارگانیسمأمنش.]6؛5[ندشومی

گـردد.  برمـی 20سـلولی بـه اوایـل قـرن     تولید روغن تک

سـلولی، بایـد از  چربی تکمنظور صرفه اقتصادي تولیدبه

ــم  ــه ک ــواد اولی ــود م ــتفاده ش ــه اس ــتفاده از . ]6[هزین اس

ــراي تولزیســت ــوده ب ــد  ت ــد محصــولات متشــتق از لیپی ی

گزینـه  توانـد یـک   مـی هـا ماننـد هیـدروکربن  پذیرتجدید

ز گرچه منابع سنتی روغن، هنوجایگزین براي آینده باشد. 

، امـا  شـوند منبع اصلی روغن تجدیدپـذیر محسـوب مـی   

کـه زیـرا ،بیشتري برخوردار هستندها از اهمیت میکروب

هاي زراعی وابسته به زمین؛تر استچرخه عمر آنها کوتاه

بـا تولیـد مـواد غـذایی انسـانی یـا       لـزوم طور بهنیستند و 

بسته به نوع میکروارگانیسـم  .]7[کنندحیوانی رقابت نمی

هـاي  هـا و یـا گونـه   هـا، مخمرهـا، میکروجلبـک   باکتري(

ده ش ـهاي چرب میکروبی تولیـد قارچی) مشخصات اسید

شود که این ماده براي میتوانند متفاوت باشند و سببمی

در میـان  .]3[هـاي متنـوع صـنعتی مناسـب باشـد     کاربرد

هاي روغنی، مخمرهـاي روغنـی بـه دلیـل     میکروارگانیسم

درصـد وزن  70تـا  (توانایی بالا در تجمـع مقـدار چربـی   

بـالاي قنـد و   هـاي  خود)، سرعت رشد بالا، تحمل غلظت

ــربن،     ــابع کــ ــیعی از منــ ــف وســ ــتفاده از طیــ اســ

. شـوند هاي صنعتی مطلوبی محسـوب مـی  وارگانیسممیکر

سلولی عنوان تولیدکنندگان روغن تکمخمرهاي روغنی به

Yarrowiaمخمر .]6؛ 4[شونددر نظر گرفته می،طبیعی

lipolyticaــه ــت نمون ــی اس ــاي روغن .]8[اي از مخمره

سـلولی، عـاري از اندوتوکسـین و    مخمرهاي روغنی تـک 

که بـه دلیـل   مناسب براي تخمیر در مقیاس بزرگ هستند

.]9[باشندر بیوتکنولوژي بسیار جذاب میها داین ویژگی

در قیمت و آلی صنعتی ارزانتوانند محصولات مخمرها می

دسترس را به پروتئین و لیپیدهاي بـا کیفیـت بـالا تبـدیل     

ي مصرف انسـان  همچنین براکنند که براي خوراك دام و

هـاي  عنوان یک گـروه از قـارچ  مخمرها بهکارآمد هستند.

شـک نقـش مهمـی در کاربردهـاي     کـه بـدون  سلولیتک

ینـد تخمیـر، غـذا، دارو و مـواد    اکی ماننـد فر بیوتکنولوژی

توانند اند. مخمرها میخوبی شناخته شدهشیمیایی دارند، به

] 10لیپیـدها [ ،نوئیدهامهم مانند کارتهايترکیببرخی از

هاي مهم صنعتی مانند لیپاز، فیتاز، پروتئاز و برخیآنزیمو

را تولیـد کننـد  هـاي اکسـیداز و پراکسـیداز   آنزیمانواع از

یک میزبان صـنعتی  Yarrowia lipolyticaمخمر .]11[

شـود و در  ها و لیپیدها محسوب مـی براي تولید کارتنوئید

سلول میکروبی تبـدیل شـده   به یک کارخانه حال حاضر

طـور  بهمعمول، هوازي و دیمورفیک است. این مخمر غیر

هاي داراي سوبستراهاي آبگریز، غنـی از  در محیطلمعمو

تـوان از  این مخمر را میشود.میدیدهها ها و چربیآلکان

سویا سس، گوشت و سالاد میگو ، کفیر،انواع پنیر، ماست

وغـذا سـازمان سـوي ازمخمـر این. ]6[جداسازي کرد

ــیFDAدارو Generally Reconized As)خطــرب

Save(GRAS))هـاي پـژوهش بیشتر.استشدهشناخته

دهـد مینشانYarrowia lipolyticaمخمربرشدهانجام
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مـایکوبیوم  .]13؛12[اسـت  زابیمـاري غیرمخمراینکه

کـه  شده استهاي قارچی شناساییانسان شامل تمام گونه

. ]14[استیشده از میکروبیوتاي انسانفراموشءیک جز

در میکروبیوتاي مختلف قارچیگونه390در حال حاضر 

آسکومایکوتا، بازیدیومایکوتا و هايانسانی متعلق به شاخه

Yarrowia. ]15[زیگومایکوتــا شناســایی شــده اســت

lipolytica 16[یک میکروبیوتاي انسانی است[.

بقایاي کشت ضایعات کشاورزي وانه هزاران تنیسال

شود. تبدیل زیستی این بقایا براي تولید صنعت تولید میو

هاي چرب و همچنین سایر محصولات بااسید،آنزیم لیپاز

کند. در تحـولات آینـده   موقعیت مناسبی ایجاد می،ارزش

هاي دانههاي حاصل از استخراج روغنتفالهکنولوژي، بیوت

تولیـد لیپازهـا و   ،بـراي تخمیـر  بستري مناسـب  مختلف، 

ي اها به دلیل محتـو هاي چرب خواهند بود. این تفالهاسید

عنوان القاکننده تولید لیپاز عمل در آنها، بهروغنی باقیمانده

عنوان مواد اولیـه تجدیدپـذیر،   بههاي روغنیتفالهکنند.می

کـاربرد  ،فراوان و ارزان براي تولیـد محصـولات سـودمند   

زیست را نیز کاهش سان بر محیطثیر انأتدارند و همچنین

اسـید  تولیـد برايشدهاستفادهبسترهاياز. ]17[دهندمی

تفالـه  بـه توانمیYarrowia lipolyticaکمکبهچرب

آفتـابگردان تخمهوزیتونکنجد،کشیروغنکارخانجات

هـا  قـارچ مورفیسم، توانایی بعضـی از  دی.]18[کرداشاره

اي را نشـان  ن سلول مخمـري یـا رشـته   عنوابراي رشد به

انـواع  ،هاي به اصطلاح دیمورفیک. بعضی از قارچدهدمی

واقـع پلئومورفیـک   درکننـد و سلول را تولید مـی مختلف 

ها موجوداتی هستند که توانایی بـالایی  . قارچ]19[هستند

هـاي مختلـف بـراي سـازگاري بـا      در اتخاذ مورفولـوژي 

یک ویژگی مورفولوژیکی مشترك .هاي جدید دارندمحیط

توانایی تغییر از حالت مخمري به حالت ،هابرخی از قارچ

این پدیـده  هاي محیطی است واي در پاسخ به نشانهرشته

Yarrowia.]20[شودر دیمورفیسم نامیده میپذیبرگشت

lipolyticaمطالعـات بـراي مناسـب الگويیکعنوانبه

باعـث زیـرا استشدهگرفتهنظردرمخمرهادیمورفیسم

ازتمحـدود شـرایط درکـاذب هیـف هـاي رشـته تولید

راهایـن مخمـر در شـرایط طبیعـی از     .]13؛12[شـود می

در امـا  ،کندرشد میهاي کوتاهزنی و تشکیل سلولوانهج

شرایط خاص ممکن اسـت ایجـاد هیـف کـاذب کنـد. از      

Yarrowiaوسـیله بـه عواملی که در ایجاد هیف کـاذب  

lipolytica نیتـروژن  توان به منبع کـربن و می، داردنقش

ــرد  ــاره ک ــاد  Yarrowia lipolytica. ]20[اش ــا ایج ب

را مانـدن  تواند حـداقل شـرایط زنـده   هاي کاذب میهیف

ــود ــراي خ ــدب ــراهم کن ــوژیکی ]17[ف ــابی مورفول . ارزی

زیسـتی  هاي مخمر در طـی تخمیـر در راکتورهـاي    سلول

ماننـد  هـایی ها در معرض استرسکه سلولصنعتی، زمانی

قـرار  هـاي اکسـیژن و آسـیب مکـانیکی     فشار، محدودیت

،دنشـو مـی منجر بـه تغییـرات مورفولـوژیکی   گیرند و می

.]21[ز اهمیت است یبسیار حا

هامواد و روش

مخمرتهیه 

از مرکــز ملــی ذخــایر ژنتیکــی و زیســتی ایــران، مخمــر 

Yarrowia lipolytica (ATCC 18942)ــداري خری

شـده از مرکـز  دریافتپروتکلبراساسسویه مخمرشد.

(مرك،PDAدر محیطایرانزیستیوژنتیکیذخایرملی

(ممـرت؛  کشـت داده شـد و سـپس در انکوبـاتور    آلمان) 

،زمـان رشـد  شـدن  درجه سـانتیگراد تـا کامـل   25آلمان)

گراد نگهـداري درجه سانتی4دماي در وشد گرماگذاري

.]22[دش

تهیه مایه تلقیح

PDAسازي مخمر از محـیط  براي تهیه کشت تازه و فعال

25در دمـاي  سویه مخمـر پـس از کشـت   د وشاستفاده 

بـه شد. سپسساعت، انکوبه24به مدت سانتیگراددرجه 

گـرم بـر   15(حاوي گلوکز تولیدلیتر محیط پیشمیلی20
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گرم بر لیتـر،  5/0گرم بر لیتر، عصاره مخمر 1لیتر، پپتون 

گـرم بـر لیتـر و سـولفات     1پتاسیم دي هیدروژن فسفات 

لیتـري  میلی100ایر در ارلن مگرم بر لیتر) که 5/0منیزیم 

25ساعت با دماي 24د و به مدت شمنتقل تهیه شده بود، 

در انکوبــاتور  دور در دقیقــه 200درجــه ســانتیگراد و  

.]23[گـذاري شـد  گرماشیکردار (ایران خودساز؛ ایـران)  

مواد شـیمیایی و ترکیبـات محـیط از شـرکت مـرك      تمام

(آلمان) خریداري شدند.

هـاي  در محـیط Yarrowia lipolyticaبررسی مخمـر  

کشت مختلف

ــر  ــايدر محــیطYarrowia lipolyticaمخم ــت ه کش

گـرم  30محیط ترکیبی مایع (شامل مختلف که عبارتند از

گـرم  1گرم در لیتر، عصاره مخمر 1گلوکز در لیتر، پپتون 

ــزیم   ــولفات منی ــر، س ــفات  5/1در لیت ــر، فس ــرم در لیت گ

هیـدروژن  گرم در لیتر، فسـفات دي 7هیدروژن پتاسیم دي

ــدیم  ــر)،  2س ــرم در لیت ، SDA ،SDB ،PDA ،PDBگ

YEA وYEBروز پیــاپی از 3شــت داده شــده و طــی ک

تغییر شکل آمیزي گرم انجام شد و تهیه و رنگکدام لامهر

ــر میکپلئومورفیســم درمخمــر و ، 2YSروســکوپ ( زی

هـاي کشـت از   تمـامی محـیط  بررسی شـد. نیکون؛ ژاپن) 

شرکت مرك (آلمان) خریداري شدند.

آنزیم لیپازبررسی کیفی

80بر محـیط واجـد سوبسـترا تـوئین     از کشت تازه قارچ

روز5تا2ها به مدت داده شد. پلیتکشت (مرك؛ آلمان) 

شـدند. پـس از   انکوبه درجه سانتیگراد 30تا25در دماي

دهنده مشاهده هاله شفاف در اطراف کلنی نشان،این مدت

سی شت براي بررترکیبات محیط ک.نزیم لیپاز بودحضور آ

گرم در لیتر، کلریـد  10پپتون عبارتند ازوجود آنزیم لیپاز 

گرم در لیتر، آگار 5گرم در لیتر، کلرید سدیم 1/0کلسیم 

لیتـر در لیتـر بعـد از    میلـی 10، 80توئین گرم در لیتر،15

(ممبـران  مترکـرو می45/0شـدن بـا فیلتـر غشـایی     استریل

pHبه محیط پایه استریل افـزوده شـد،   سولوشن؛ آمریکا)

.]24[د شتنظیم 7محیط بر 

چرباسیدتهیه محیط تولید

آوري جمـع کشـی  ترکیبات محیط تولید شامل تفاله روغن

30، به مقدار گیري از سطح تهرانهاي روغنغازهاز مشده

برگرم1مخمرعصارهگرم در لیتر،1گرم در لیتر، پپتون 

ــر، ــولفاتلیت ــزیمس ــرم5/1منی ــرگ ــفات  ب ــر، فس لیت

هیـدروژن ، فسـفات دي لیتربرگرم7پتاسیم هیدروژندي

باشـد کـه در آب مقطـر حـل و     تر مـی گرم بر لی2پتاسیم

، ایـران تولیـد؛ ایـران)   21CS(اکتوتـک  اتوکلاووسیلهبه

بـا قبـل، مرحلهدرشدهتهیهتلقیحمایه.]25[استریل شد

بـا  مخمـر اسـتاندارد سوسپانسـیون وشـمارش نئوبارلام

بهوتهیه] 26لیتر محیط کشت [سلول در میلی107غلظت 

.شدتلقیحتولیدمحیط

استخراج لیپید میکروبی

72لیتر از مخلوط محیط کشـت و مخمـر پـس از    میلی5

15در شــرایط اســتریل بــه فــالکون ســاعت انکوباســیون

-KS3(دارلیتري منتقل شد و در سانتریفیوژ یخچالمیلی

4دماي در دقیقه، دور4000با سرعت آلمان) ، سیگما؛30

7د. ش ـسـانتریفیوژ  دقیقـه  10گراد و مـدت  سـانتی درجه 

60:80با نسبتاسید کلریدریک و آبلیتر از محلولمیلی

بعد از جوشیدن، رسوب حاصل اضافه و جوشانده شد. به

30ســپس .یــخ قــرار گرفــتآببلافاصــله ارلــن درون 

2:3نسـبت  متـانول بـا  -روفرملیتر محلول مخلوط کلمیلی

به مدت یک سـاعت در انکوبـاتور شـیکردار    د وشاضافه

شد. بعد از گذشت قرار داده گرادسانتیدرجه 37با دماي 

یک ساعت دو فاز شامل فاز بالایی آبی و فاز زیرین آلـی 

در آون و سازي گردیـد تشکیل شد که محلول زیرین جدا

وزن شدن تا رسیدن به منظور خشکبهسانتیگراددرجه 80
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. سپس اختلاف وزن ارلن، قبل و بعد از ثابت قرار داده شد

گیري شـد کـه مقـدار حاصـل،     شدن محلول اندازهخشک

.]27[دادمیزان چربی تولیدي را نشان 

ــا ا   ــرب ب ــید چ ــیم رخ اس ــین ن ــتفاده از روش تعی س

طیف سنجی جرمیکروماتوگرافی گازي 

میکروبیلیپیدسازندهچرببراي تعیین پروفایل اسیدهاي

سـنجی  طیف-گازيکروماتوگرافیروشاز آمده،دستبه

بنـزن درشـده میکروبی استخراجلیپید. شداستفادهجرمی

95(درصدپنجهیدروژنکلریدمتانولیکحل شد و به آن

و فهاضـا لیتر استیل کلرید)میلی5لیتر متانول سرد + میلی

.شـد رفلاکسساعتدومدتخوبی تکان داده شد. بهبه

اضـافه محلـول بـه درصدپنجسدیمکلریدمحلولسپس

اسـتخراج هگـزان باچرباسترهاي اسیدهايمتیلودش

کربنـات دو بـی پتاسـیم محلولباهگزانحاويلایه. شد

آب،بـی سـدیم سـولفات وسـیله بـه و هشـد شستهدرصد

تهیـه چرباسیداسترمتیلازمیکرولیتریک.دشخشک 

سـنجی طیـف -گـازي کرومـاتوگرافی دسـتگاه  بهوشد

بـا آمریکـا اجیلنـت  شـرکت ساخت7890Bمدلجرمی

-30m ˣ 0.25mm ˣ 0.50 μm+10 m EZ(سـتون 

Guard) VF-5msدتکتوروFIDتا130دماییبرنامهبا

. شـد تزریـق ºC/min3سـرعت بادرجه سانتیگراد180

ــايطیــف ــهه ــدهدســتب ــاآم ــرمازاســتفادهب ــزارن واف

ــه Wiley Registry® 10th Edition/NISTکتابخان

2014 MassSpectralــتانداردهايو ــرايلازماسـ بـ

.]28[شدتحلیلوچرب تجزیهاسیدهاي

تبـدیل قرمزمادونسنجیطیفبامیکروبیلیپیدبررسی

فوریه

FTIRدسـتگاه حاصـل بـا  میکروبـی لیپیدپیوندهاينوع

نتایجوشدبررسی)آمریکاپرکین المر؛،RXI(اسپکتروم

.]25[شدبررسیآمدهدستبه

تودهگیري وزن خشک زیستاندازه

5سنجی تعیین شـد.  توده با روش وزنوزن خشک زیست

از قبـل  هـاي آزمـایش  لیتر از محیط کشـت بـه لولـه   میلی

دور 4000دقیقه با چرخش 5شده منتقل و به مدت وزن

، سـانتریفیوژ شـد.   سـانتیگراد درجـه  4در دقیقه با دمـاي  

بار شستشو داده شدیکآمده با آب مقطر دسترسوب به

105(ایران خودسـاز؛ایران) در آونعتسا24و به مدت 

قـرار داده شـد.   تا رسیدن بـه وزن ثابـت  سانتیگراددرجه 

اخـتلاف  کـه وزن شـدند  دوباره ساعت 24بعد از ها لوله

توده بر حسـب  یستزدهنده مقدار آمده نشاندستوزن به

.]27[گرم در لیتر بود

هایافته

تهیه بانک میکروبی

تهیه Yarrowia lipolytica (ATCC 18942)مخمر از 

براسـاس شده از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران،

و در تهیـه انبوهکشتمرکزاینشده ازدریافتشیوه نامه 

.]22[درجه سانتیگراد نگهداري شد4دماي 

نتایج تهیه مایه تلقیح

سازي مایه تلقیح آمادهبالا، شده درروش کار ذکربراساس

شد و پس از شمارش با لام نئوبار سوسپانسیون استاندارد 

تهیـه کشتمحیطلیترمیلیدرسلول107غلظتمخمر با

سوسپانسیون و در تمام مراحل بعدي آزمایش از]26[شد

.دشاستاندارد استفاده 

Yarrowiaنتــایج بررســی پلئومورفیســم مخمــر 

lipolyticaهاي کشت مختلفدر محیط

شده بر ترکیبات موجـود در  هاي انجامبررسیبراساس

ترکیبیمحیطازعبارتندکه(شدههاي استفادهمحیط کشت

و )YEBوSDA،SDB،PDA،PDB،YEAمــــایع،

نظـر ازهاي مخمریکروسکوپی سلولطور بررسی مهمین
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کاذب، بهترین محیط تولید هیفیاومخمريشکلایجاد

که براي گام بعـدي  (Yarrowia lipolyticaبراي مخمر 

براسـاس زیـرا  ، محیط ترکیبی بـود )مناسب بودطرحاین

شــده در ایــن محــیط هــاي میکروســکوپی انجــامبررســی

هاي مخمر داراي نسـبت سـطح بـه حجـم مناسـبی      سلول

توان بـه جـاي گلـوکز    بودند و در ضمن در این محیط می

عنـوان  کشـی بـه  هاي روغـن از تفاله)که منبع کربن است(

و مقصود بودهترسودآورمنبع کربن استفاده کرد که بسیار 

7-1هـاي  نتایج حاصـل در شـکل  . استاصلی این پروژه 

ــت.  ــده اســـــــ ــایش داده شـــــــ نمـــــــ

ساعت بعد از کشت72)ج؛ساعت48ب)؛ساعت24)الف؛ PDA، محیط Yarrowia lipolyticaآمیزي گرم مخمر رنگ1شکل

ساعت بعد از کشت72) ج؛ساعت48ب)؛ساعت24) الف؛PDB، محیط Yarrowia lipolyticaآمیزي گرم مخمر رنگ2شکل

ساعت بعد از کشت72ج)؛ساعت48ب)؛ساعت24)لفا؛SDA، محیط Yarrowia lipolyticaآمیزي گرم مخمر رنگ3شکل

ساعت بعد از کشت72ج) ؛ساعت48ب)؛ساعت24الف)؛SDB، محیط Yarrowia lipolyticaآمیزي مخمر رنگ4شکل
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ساعت بعد از کشت72ج) ؛ساعت48ب)؛ساعت24الف) ؛ YEA، محیط Yarrowia lipolyticaآمیزي گرم مخمر رنگ5شکل

ساعت بعد از کشت72ج) ؛ساعت48ب)؛ساعت24الف) ؛ YEB، محیط Yarrowia lipolyticaآمیزي گرم مخمر رنگ6شکل

ساعت بعد از کشت72ج) ؛ساعت48ب)؛ساعت24الف) ؛، محیط ترکیبیYarrowia lipolyticaآمیزي گرم مخمر رنگ7شکل

الف بج

ج
الفب

الفبج
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آنزیم لیپازنتایج بررسی کیفی وجود 

حضـور دلیـل به. شدانجاملیپازآنزیمحضورکیفیبررسی

اسـیدهاي شـامل (محـیط درموجودهايچربیلیپاز،آنزیم

ــباعچــرب ــداش ــکمانن اســید،ســتیکیمیراســید،پالمیتی

چــرباســیدهايواســیدپنتادکانوئیــکاســید،اســتئاریک

لینولئیـک واسـید پالمیتولئیکاسید،اولئیکماننداشباعغیر

دنبـال بـه ؛ شدتولیدآزادچرباسیدهايوهیدرولیز) اسید

هاله مخمرکلنی اطرافدرنتیجهدرپیدا کرد. کاهشpHآن

.دشایجاد)8(شکلشفاف

مخمروسیلهبهایجاد هاله شفاف اطراف کلنی مخمر به دلیل تولید آنزیم لیپاز 8شکل 

نتایج تعیین نـیم رخ اسـید چـرب بـا اسـتفاده از روش      

سنجی جرمیطیف-گروماتوگرافی گازي

متیله،موجودچرباسیدهايبررسیبرايشدهتولیدچربی

ــد ــاوش ــتفادهب ــتگاهازاس ــاتوگرافیدس ــازيکروم –گ

9شـکل درحاصلنتایجکهشدبررسیجرمیسنجیطیف

. استشدهدادهنشان1جدولدرو

ابگردانآفتکشیروغنتفالهکروماتوگرام) ج؛کشی کنجدروغنتفالهکروماتوگرام)ب؛کروماتوگرام تفاله روغن کشی زیتون)الف9شکل 

شدهآورده1جدولدرالفقسمت ، 9شکل کروماتوگرامبررسیبراساسزیتونکشیروغنتفالهدرموجودچرباسیدهاي

.است

الف ب ج
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ابگردانتکشی زیتون، کنجد و آفتفاله روغناسیدهاي چرب موجود در 1جدول 

ترکیبات موجود

کشی زیتونتفاله روغن

نام عمومی اسید چربنام علمی اسید چرب

Hexadecanoic acid ethyl esterاسید پالمیتیک

9-octadcenoic acid methyl esterاسید اولئیک

9,12-Octadecadienoic acidاسید لینولئیک

Octadecanoic acidاسید استئاریک

Cis-2,3- methylenedioxy2اکسیسیس متیل دي-3و
کشی کنجدتفاله روغن

Squaleneاسکوآلن

9,12-Octadecadienoic acidاسید لینولئیک
کشیروغنتفاله

آفتابگردان

براسـاس کشـی کنجـد  موجود در تفاله روغـن ترکیبات 

2، اسکوآلن و 1و جدول بقسمت،9شکل کروماتوگرام

ترکیبات آلـی  هااسکوآلنباشد. میاکسیديمتیلسیس-3و

هاي گیاهی ماننـد کنجـد،   طبیعی هستند که در برخی روغن

و برخـی از  ، جوانه گندم و همچنین کبد کوسهسبوس برنج

اکسـی، متیـل دي ديسـیس  -3و2. ها موجـود هسـتند  ماهی

ضـروري موجـود در   هـاي  جزئی از ترکیبات اصلی روغـن 

.استبرخی گیاهان مانند مریم گلی و کنجد

آفتـابگردان کشـی روغـن تفالـه درموجـود چرباسید

اسـید 1و جدول جقسمت ،9شکل کروماتوگرامبراساس

.باشدمیلینولئیک

قرمـز مـادون سـنجی طیفبامیکروبیلیپیدنتایج بررسی

فوریهتبدیل

قرمـز مـادون سـنجی طیـف شده بـا استخراجمیکروبیلیپید

10شکل در آمدهدستبهنتایج .فوریه نیز بررسی شدتبدیل

آورده شده است.

کشیروغنتفالهFTIRگراف)ج؛کنجدکشیروغنتفالهFTIRگراف)ب؛زیتونکشیروغنتفالهFTIRگراف) الف10شکل

آفتابگردان

الف ب ج
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مخمـر  وسـیله بـه شـده  هـاي تولیـد  چربـی FTIRنتایج 

Yarrowia lipolyticaکشی زیتـون  در حضور تفاله روغن

cm-1بانـد در آورده شـده اسـت.  الفقسمت ، 10در شکل 

در اسـیدهاي  دهنده گروه عاملی کربوکسـیل  نشان34/2922

C=Cبه پیوند دوگانه cm-196/1745درچرب است. باند

در اسیدهاي چرب لینولئیک اسید و اولئیک اسید است. باند 

در زنجیره کربنـی  C-Cمربوط به پیوند cm-114/1168در 

آمـده در  دسـت اسیدهاي چرب است. با توجه بـه نتـایج بـه   

GC-MSــت ت ــدي أ، تس ــانFTIRیی ــور  نش ــده حض دهن

-شده در نتایج کرومـاتوگرافی گـازي  اسیدهاي چرب عنوان

باشد.میجرمیسنجیطیف

مخمـر  وسـیله بـه شـده  هـاي تولیـد  چربـی FTIRنتایج 

Yarrowia lipolyticaکشی کنجـد  در حضور تفاله روغن

بانـد در  .آورده شده اسـت بقسمت ،10شکل در نمودار

cm-107/2931 به پیوندC-H کـه  کنـد پیدا مـی اختصاص

به cm-103/2923است. باند در اسکوآلن مربوط به ساختار 

که مربـوط بـه   کندپیدا میاختصاص CH2ارتعاش کششی 

ــد  ــکوآلندر CH2پیون ــه در   اس ــد دوگان ــت. بان cm-1اس

سـیس  -3و 2در ساختارC=Cمربوط به پیوند 18/1728

cm-1وcm-135/1458در اسـت. بانـدها  متیل دي اکسـی 

و اسـکوآلن در ساختار C-Hمربوط به پیوندهاي65/1123

اسـت. بانـد   اکسـی سیس متیل دي-3و 2همچنین ساختار 

cm-197/1267 مربوط به پیوندCH2 اسـکوآلن در ساختار

در CH3مربـوط بـه پیونـد    cm-117/1072می باشد. بانـد  

مربوط به پیونـد  cm-191/743است. باند اسکوآلنساختار

C-Cاست. اکسیسیس متیل دي-3و 2حلقه بنزنی ساختار

ییـدي  أ، تسـت ت GC-MSآمـده در  دستبا توجه به نتایج به

FTIRشـده در نتـایج   دهنده حضـور ترکیبـات عنـوان   نشان

باشد.میجرمیسنجیطیف-کروماتوگرافی گازي

مخمـر  وسـیله بـه شـده  هـاي تولیـد  چربـی FTIRنتایج 

Yarrowia lipolytica ــه رو ــور تفال ــندر حض ــی غ کش

آورده شده است.جقسمت ،10شکل آفتابگردان در نمودار 

گروه عاملی کربوکسـیل  دهنده نشانcm-165/2919باند در 

-Cبه پیوند cm-132/2854است. باند در اسیددر لینولئیک

H    در لینولئیـک اسـید اشـاره دارد. بانــد درcm-111/1741

در لینولئیک اسید است. باندها C=Cمربوط به پیوند دوگانه 

درC-Hبه پیوندهاي cm-178/1271 وcm-162/1457در 

مربـوط بـه   cm-120/722اسید چرب ارتباط دارد. بانـد در  

در زنجیره کربنی لینولئیک اسید است. با توجـه  C-Cپیوند 

FTIRییـدي  أ، تسـت ت GC-MSآمـده در  دستبه نتایج به

شـده در نتـایج   عنـوان اسـید دهنـده حضـور لینولئیـک   نشان

باشد.میجرمیسنجیطیف-گازيکروماتوگرافی 

ــالا ذکــر شــدهمــان ــا بررســی نتــایج ، طــور کــه در ب ب

کشی زیتون براي ادامه آمده محیط حاوي تفاله روغندستبه

این پژوهش انتخاب شد.

چربـی مقـدار توده،زیستخشکوزنگیرياندازهنتایج

میکروبیبازدهمحاسبهوتولیديمیکروبی

ــدار ــکوزنمق ــتخش ــرکش (ATCC 18942)مخم

Yarrowia lipolyticaکشـی روغـن تفالهحاويمحیطدر

تولیـد مقـدار . به دسـت آمـد  گرم در لیتر 83/7برابرزیتون

زیتـون کشـی روغـن تفالهحاويمحیطدرمیکروبیچربی

یـا تولیدبازدهمقداروشدهتعیین لیتردرگرم07/4بابرابر

.شدمحاسبهزیررابطهازاستفادهبامیکروبیچربیمحتوي

محتوي چربی(وزن خشک/وزن چربی میکروبی)=×100

تفالـه حـاوي محـیط درمیکروبـی چربـی تولیـد بازده

کـه  شـد بـرآورد درصـد 97/51بـا برابرزیتونکشیروغن

Yarrowia lipolyticaمخمـر بـالاي توانـایی دهنـده نشان

ــراي ــدب ــیتولی ــیچرب ــیطدرمیکروب ــاويمح ــهح تفال

.استزیتونکشیروغن

بحث

دسترس قیمت و در، ارزانبی مصرفاستفاده از سوبستراهاي

منظور ایجاد ترکیبات مفید و کـاربردي از اصـول مهـم در    به
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کشـی  هاي روغـن ز تفالهمنظور ایناهباشد. ببیوتکنولوژي می

عنـوان  خوراك دام و طیور ندارند، بـه که کاربردي به غیر از

عنـوان منبـع   دسترس بهو درقیمتارزانسوبستراي طبیعی، 

Yarrowiaوسـیله بـه کربن براي تولیـد اسـیدهاي چـرب    

lipolyticaشـده هـاي انجـام  ررسـی ببراساس . استفاده شد

توانـایی درصد مخمرهاي مولـد چربـی،   5کمتر از، تاکنون

. در ]29[را دارنـد درصـد  25تجمع لیپید به میزان بـیش از 

Yarrowiaحاضر بـازده تولیـد چربـی میکروبـی    پژوهش

lipolytica،97/51به دست آمـد کـه بـازده بسـیار     درصد

باشد.مناسبی براي تولید چربی میکروبی می

Yarrowia lipolytica   داراي قابلیت اسـتفاده از منـابع

توانـد بـا   کربنی مختلف موجود در محیط کشت است و می

کردن اسیدهاي چرب موجـود در محـیط، ترکیـب    جایگزین

یـک  Yarrowia lipolyticaچربـی خـود را تغییـر دهـد.     

وش بومی است که قابلیـت جداسـازي از محـیط را دارد.    س

مخمرها داراي فوایدي نسبت به سایر منـابع زیسـتی مولـد    

طور بهشدن آنها براي مثال مدت زمان دو برابر، چربی هستند

ساعت است، نسبت بـه گیاهـان کمتـر    کمتر از یکلمعمو

گیرنـد و  هوایی قـرار مـی  وثیر فصل و یا شرایط آبأتحت ت

. کنـد پیدا میراحتی افزایش ها بهکشت آنها نسبت به جلبک

مین لیپیـد مـورد   أبخش ت، نویداین سویهوسیلهبهتولید لیپید 

بـا  . استمولد چربی صنعتی از مخمرهاياستفادهنیاز براي 

ــو ــه م ــه در توجــه ب ــالااردي ک ــد، ب ــر ش Yarrowiaذک

lipolyticaســازي دارد و ایــن مســئله در قابلیــت تجــاري

. بنــابراین اســتفاده از ز اهمیــت اســتیحــاصــنعت بســیار 

تنها از قیمت نههاي ارزاناهاي بومی، سوبسترمیکروارگانیسم

نظر اقتصادي در جامعه بسیار اهمیت دارد، بلکه نیاز کشـور 

سازد. میبرآوردهما را نسبت به کشورهاي دیگر 

، در محیط کشـت مـایع   2003و همکاران سال دومینگز

Yarrowia lipolyticaهاي زیتـون و آفتـابگردان   از روغن

دهنـده  عنوان منبع کربن استفاده کردند. نتایج حاصل نشانبه

هـا در مقایسـه بـا    افزایش فعالیت آنزیم لیپاز در این محـیط 

يکشت شاهد حاوي گلوکز بود و میزان چربی تولیدمحیط 

حاضـر نیـز از تفالـه    پژوهش. در ]30[پیدا کردنیز افزایش 

عنوان منبع کـربن اسـتفاده   کشی زیتون و آفتابگردان بهروغن

. درصدي تولید چربی را به همراه داشت97/51بازده شد و

د.ندو پژوهش باهم تطابق داربنابراین نتایج هر

هاي مخمر ، توانایی سویه2012سال همکارانشکاتره و

Yarrowia lipolytica ــی ــراي تولیــد چربــی میکروب را ب

توانـایی تولیـد چربـی    بـا . آنهـا پـنج سـویه    کردندارزیابی 

وزن خشک را گزارش درصد20میکروبی به میزان بیشتر از 

تایج کاتره و . نتایج حاصل از این مطالعه نیز با ن]31[کردند

.همکارانش مطابقت دارد

Yarrowia، با مخمـر  2015راکیکا و همکارانش سال 

lipolytica (JMY4086)اسـتفاده از  شـرایط مختلـف،   در

عنوان محصولات جـانبی صـنایع  ام بهملاس و گلیسرول خ

ند که بیشترین مقـدار آن کردچربی میکروبی تولید مختلف، 

از . نتـایج حاصـل  ]32[دگزارش شوزن خشک درصد31

این مطالعه نیز با نتایج راکیکا و همکارانش همخوانی دارد.

Yarrowia lipolyticaمناسـب الگـوي یـک عنوانبه

گرفتـه نظردرمخمرهامورفیسمپلیمورددرمطالعاتبراي

درکـاذب هیـف هـاي رشـته تولیـد باعـث زیرا، استشده

این مخمر در شرایط .]13؛ 12[شودمیازتمحدودشرایط

هـاي کوتـاه رشـد    زنی و تشـکیل سـلول  جوانهراهطبیعی از 

شرایط خاص ممکن است ایجاد هیف کاذب درکند، اما می

ــاذب    ــف ک ــاد هی ــه در ایج ــواملی ک ــد. از ع ــهکن ــیلهب وس

Yarrowia lipolyticaو توان به منبع کربنمی، نقش دارد

مختلـف  هـاي پـژوهش نتایج .]20[منبع نیتروژن اشاره کرد

پلئومورفیسـم دهد که چندین محرك مختلـف بـر   نشان می

Yarrowia lipolyticaدهنده پاسخ گذارند و نشانتاثیر می

برداري بهتـر از  منظور بهرههاي طبیعی بهاین مخمر در محیط

از فوایـد بررسـی   . ]33[باشـد محیطی میزیستهر جایگاه

ــه مــواردي مورفیســم در صــنعت مــیپلئو ــوان ب همچــون ت

ــراهم ــردنف ــات   ک ــه حی ــرایط ادام ــداقل ش ــهح ــیلهب وس
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. ]17[اشـاره کـرد  هاي کـاذب یسم با ایجاد هیفمیکروارگان

ر در هـاي مخمـر در طـی تخمیـ    مورد دیگـر اینکـه سـلول   

هـا در معـرض   کـه سـلول  راکتورهاي زیستی صنعتی، زمانی

هـاي  هاي اکسـیژن و آسـیب  استرس مانند فشار، محدودیت

د، منجـر بـه تغییـرات مورفولـوژیکی     نگیرمیمکانیکی قرار 

هاي مخمر در شود. ارزیابی مورفولوژیکی سلولها میسلول

منظـور بررسـی   بهطی تخمیر در راکتورهاي زیستی صنعتی، 

ز اهمیـت یحابسیار ها و روند پیشرفت تخمیر شرایط سلول

Yarrowiaدر این پـژوهش تغییـرات شـکلی    .]21[است

lipolytica کشت با منابع کربن مختلف نشان داده بر محیط

عوامل مختلفی مانند دما، میزان اکسیژن، غلظت محـیط  شد.

در محـیط  شـده نیتروژن اسـتفاده نوع منابع کربن وکشت و

ایجـاد فراینـد پلئومورفیسـم    کشت در تغییر شکل مخمـر و 

شود، گیري میآنچه از تغییر شکل مخمر نتیجهدخالت دارد.

دلیل ایجاد پلئومورفیسم فراوان بر ه خمر باین است که این م

، توانـایی  اسـاس منـابع کـربن   اي کشت مختلف بـر همحیط

به دلیل تشکیل دارد. سازگاري بیشتري را در شرایط صنعتی 

تبدیل فـرم مخمـري   هاي مختلف وبر محیطايشکل رشته

هـا از  که به دلایـل مختلـف در برخـی از قـارچ    (ايبه رشته

نسـبت  )افتداتفاق میYarrowia lipolyticaجمله مخمر 

نتیجـه  دروپیـدا کـرده  افزایش در این مخمرسطح به حجم 

ایـن  کنـد. مقادیر بیشتري از اسیدهاي چـرب را تولیـد مـی   

پدیده در تولید محصولات صـنعتی بسـیار ارزشـمند اسـت    

. ]33؛21؛20؛17[

ماننـد  هـا  بسیاري از میکروارگانیسـم وسیلهبهآنزیم لیپاز 

. در ایـن میـان  شـود ها تولید مـی قارچو هاها، مخمرباکتري

هاي لایهدربه علت توانایی رشدYarrowia lipolyticaبه

نتیجه ظرفیت تولید آبگریز مانند روغن، اسیدهاي چرب و در

توجه گذستههاي در سال(لیپاز)کننده چربیهاي تجزیهآنزیم

منابع با بررسی2003است. فیکرز و همکاران در سال شده

مخمر وسیلهبهنی در تولید آنزیم لیپاز ژمختلف کربنی و نیترو

Yarrowia lipolytica،   محـیط  به این نتیجـه رسـیدند کـه

ها براي تولید آنزیم ترین محیطحاوي اولئیک اسید از مناسب

تفالـه  حاضر نیز، پژوهشدر . ]34[لیپاز خارج سلولی است

FTIRو GC-MSنتـایج  براسـاس کشی زیتون کـه  روغن

د مناسـب تـرین منبـع بـراي تولیـ     حاوي اولئیک اسید بـود، 

.اسیدهاي چرب و آنزیم لیپاز گزارش شد

گیرينتیجه

بـه روش  Yarrowia lipolyticaبا استفاده از مخمر بومی 

کشـی، هـاي روغـن  تفالـه تـوان از  بیولوژیک در صنعت مـی 

در و آنزیم لیپاز، تولید کرد که این ترکیباتاسیدهاي چرب

-صـنایع مختلـف نظیـر صـنایع غـذایی، دارویـی، آرایشـی       

اســتفاده از فــراوان دارد.بهداشــتی و شــیمیایی کــاربرد   

هـاي  ، باعث کـاهش هزینـه  مصرفبیسوبستراهاي ارزان و 

استفادهباتولید، حذف ضایعات و تولید ترکیبات باارزش و 

اقتصـاد و صـنعت   شـده در  شود که موارد ذکـر بردي میکار

است.ز اهمیتیحا

قدردانیوتشکر

دریافـت ازراخـود قـدرانی مراتـب مقالـه ایننویسندگان

اعـلام راشـمال تهـران واحداسلامیآزاددانشگاهازکمک

. نداردوجودمنافعیتعارضگونههیچ. داردمی

همکاريمیزان

وهـا دادهآنـالیز اصـلی، طـرح وایـده پورلاريمحدثه

نسـخه انتقـادي بـازنگري ونوشتنطراحیومفهوممطالعه

در صـدري مینـو وهلیـا رمضـانی  ونشده را ارائه دادچاپ

ها و نگارش متن کمک کردند.دادهو ارائهطرح انجام 
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Abstract
Among the sources of oils (vegetable, animal, microorganism), microbial oil
has attracted the attention of many researchers. Oily microorganisms are able to
accumulate 20 to 80% of lipids in each dry biomass. Among various
microorganisms (bacterias, microalgae, fungal species including yeasts), some
yeasts are considered to be the superior source of oil production. Yarrowia
lipolytica is an excellent example of oily microorganisms with high fat
production efficiency. By using cheap, native and available pulp as a production
medium, the cost of oil produced by yeasts can be reduced. The microbial oil
produced is used for medicinal, food and cosmetic purposes. In this study, the
pleomorphism of Yarrowia lipolytica (ATCC 18942) was examined
microscopically in different culture media. After culturing the  yeast in media
containing olive, sesame and sunflower pulp, in semi-open culture conditions,
the fatty acids produced were analyzed using GC-MS and FTIR techniques.
After reviewing the results, the medium containing olive pulp was selected and
the microbial lipid produced in this medium was extracted. Then dry weight of
biomass and microbial fat were measured. The results showed that the fatty
acids extracted from the medium containing olive oli cake included oleic acid,
palmitic acid, linoleic acid and stearic acid, which had the best production of
fatty acids among the pulp. The content of  microbial fat and dry weight were
4.07 and 7.83 g/l, respectively, and microbial fat production efficiency was
51.97%.

Keywords Yarrowia lipolytica; Pulp; Oleic acid; Gas Chromatography Mass
Spectrometry
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