
 

 

 
  

 ژنتيک نوين

 9314 زمستان ،4، شماره دهم دوره

 444-484صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 جهش

 مخمر مولد چربي 

 روغن ميكروبي

 رودوتورولا موسيلاژینوزا

 چكيده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

و روش  UVجداسازی، شناسایی و افزایش تولید لیپید با استفاده از اشعه 

 رپلیکاپرینتینگ در مخمر رودوتورولا موسیلاژینوزا

Isolation, identification and increasing of lipid production by using UV 

radiation and replica-printing method in Rhodotorula musilaginosa 

 2، ايرج نحوي1، آزاده عبدلی1، محبوبه مدنی1*مرجان انشاييه

  دانشگاه آزاد اسلامی اصفهان استادیار و دانشجوی کارشناسی ارشد، کارشناسی ارشد، یبه ترتیب دانشجو-1

 ، دانشگاه اصفهاناستاد -2

 

Enshaeieh
 
M

*1
, Madani M

2
, Abdoli A

1
, Nahvi I

2 

 

1.MSc Student, Assistant Professor, MSc Student, Islamic Azad University, Isfahan, Iran 
2.Professor, Esfahan University, Esfahan, Iran 

 

 

 m_enshaeieh@yahoo.com :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (03/7/20:پذیرش تاریخ -22/4/22:تاریخ دریافت)

 

 
های علاوه بر اين از روغن. های ميکروبی به دليل غنی بودن از اسيدهای چرب غير اشباع اهميت زيادی دارندروغن

بنابراين جداسازی مخمرهای با قابليت بالای توليد ليپيد و . ميکروبی می توان در جهت توليد بيوديزل استفاده کرد

هدف از اين پژوهش، افزايش ميزان . ها از اهميت زيادی برخوردار استآن تلاش برای افزايش توليد چربی در

برای اين منظور در . باشدمی UVتوليد ليپيد در مخمر رودوتورولا موسيلاژينوزا با استفاده از موتاسيون با کمک اشعه 

 FTIRروغن توليد شده نيز با تکنيک تجزيه. ابتدا مخمر بومی مولد چربی رودوتورولا موسيلاژينوزا جداسازی شد

Spectroscopy ای اسپکترومتری توده -و کروماتوگرافی گازی(GC-MS) اين مخمر با استفاده از . انجام شد

تکثير شده  ITSهای آغازگرکه با استفاده از  28S rRNAو  5.8S rRNAيابی قسمتی از و توالی PCRتکنيک 

بر روی ميزان توليد ليپيد در اين مخمر مورد بررسی  UVزايی تصادفی جهششناسايی شده و پس از آن اثر  بودند،

 رپليکا پرينتينگيافته با قابليت توليد بيشتر ليپيد از تکنيک غربالگری های جهشجهت غربالگری کلنی. قرار گرفت

افزايش توليد ليپيد از های غربال شده با اين تکنيک دارای های مختلف يکی از کلنیطی موتاسيون. استفاده شد

اين نتايج نويد . باشدگرم بر ليتر افزايش توليد ليپيد می 78/3بوده که معادل  درصد 46/88به  درصد 47/33ميزان 

های مختلف صنعتی از جمله های بومی با ارزش با پتانسيل بالای توليد ليپيد، جهت کاربرد در زمينهبخش وجود سويه

 .باشدتوليد سوخت زيستی می

 هاي کليدي‬واژه
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  مقدمه

از نظر نوع و ترکیب به روغن  (Single cell oil) یاختهروغن تک

حاصل از گیاهان و حیوانات شباهت داشته و به عنوان روغن 

(. Karatay and Donmez 2010) تواند تعریف شودمیکروبی، می

هایی وجود دارند که دارای قابلیت تولید و تجمع ریزسازواره

-های خود میدر سلول( تری آسیل گلیسرول)بالای لیپید خنثی 

ها توجه زیادی را به خود باشند که در این بین مخمرها و قارچ

 .Ratledge 2002; Katre et al. 2012; Khot et al) اندجلب کرده

لیپید تجمع یافته در داخل مخمرها به صورت لیپید خنثی (. 2012

 توسطکه پاسخ القاشده  بودهبوده و شامل تری آسیل گلیسرول 

بسیاری از مخمرهای (. Ratledge 2005) باشدمیتنش محیطی 

زیست  درصد 23مولد چربی توانایی تجمع لیپید به میزان بیش از 

 (.Daum et al. 2009; Kraisintu et al. 2010) توده خود را دارند

یاروویا، کاندیدا، های های مخمری مولد لیپید شامل جنسگونه

رودوسپوریدیوم، کریپتوکوکوس، تریکوسپورون و  رودوتورولا،

 و هاجلبک. (Manuel et al. 2011) باشندمی لیپومایسس

 ادیز ومسیب دیتول بالا، کیفتوسنتت بازده دارای زین هاکروجلبکیم

مولد چربی  موجوداتها را به عنوان هستند که آن یعیسر رشد و

 ادیز مساحت به کند، اما نیازبرای تولید سوخت زیستی مطرح می

استفاده از  ،مخمرها نسبت بیشتر ریتخم زمان مدت و کشتی برا

 روغناست؛ علاوه بر آن آنها را با محدودیت مواجه ساخته

دارای تعداد بیشتری  ،یاهیگی هاروغن به نسبت هاکروجلبکیم

ی ط هاآن ونیداسیاکس احتمالپیوند دوگانه بوده که این ویژگی 

 در استفادهی برا هاآن رشیپذبنابراین  و دهدمی شیافزا را رهیذخ

ترکیبات لیپیدی ذخیره . دهدیم کاهش رای ستیز سوختتولید 

ها نیز از نوع روغن خنثی نبوده و پلی هیدروکسی شده در باکتری

. های گیاهی شباهت ندارندباشند که به روغنآلکانوات می

(Meng et al. 2009). های مخمری قابلیت تولید در مقیاس روغن

بالا داشته و به عنوان سوبسترای سوخت زیستی قابل استفاده 

مخمرها به علت چرخه زندگی کوتاه، (. Pan et al. 2009) هستند

استفاده از منابع مختلف به عنوان امکان افزایش مقیاس و توانایی 

 .Li et al) منابع مناسبی برای تولید روغن میکروبی مطرح هستند

2010 Amaretti et al. 2008;.)  

تشکیل ذرات لیپیدی در اواخر مرحله لگاریتمی شروع شده و طی 

دو (. Raschke and Knorr 2009) یابدسکون ادامه می مرحله

 -ATPآنزیم مهم موثر بر تجمع لیپید شامل مالیک آنزیم و 

(.  ;Meng et al. 2009 Fidler et al.1999) باشندسیترات لیاز می

سلول به ایجاد انرژی خاتمه ، تحت شرایط محدودیت نیتروژن

 و دهد زیرا آنزیم کلیدی موجود در چرخه سیتریک اسیدمی

-قدان نیتروژن غیر فعال میایزوسیترات دهیدروژناز، به محض ف

علاوه بر آن بین فعالیت  ؛(Wynn and Ratledge 2005) دنشو

ATP- های مخمری سیترات لیاز و توانایی تجمع لیپید در سلول

(. ; Meng et al. 2009 Fidler et al. 1999) رابطه قوی وجود دارد

 ترینمهم ،NADPHآنزیم موثر دیگر مالیک آنزیم بوده که با تولید 

طی محدودیت نیتروژن آنزیم از . باشدکننده تجمع لیپید میتنظیم

را برای تجمع  NADPHشود و تبدیل می Eبه ایزوفرم  Dایزوفرم 

سنتز اسیدهای چرب در مخمر توسط . کندلیپید تامین می

گیرد که به ترتیب صورت می β0و  α0هگزامری از زیر واحدهای 

(. Kosa and Ragauskas 2010) شوندکد می Fas2و  Fas1توسط 

-میکروبی شباهت ساختاری و ترکیبی زیادی به روغن هایروغن

ها های گیاهی دارند که این موضوع منجر به افزایش پتانسیل آن

 Karatay and Donmez) شودجهت کاربرد در تولید بیودیزل می

2010; Zheng et al. 2012).  بیودیزل، اسید چرب متیل استریفیه

 باشد که قابل تجدید، قابل تجزیه و غیرسمی استشده می

(Karatay and Donmez 2010; Liu et al. 2010 .) 

های بومی با پتانسیل تولید لیپید به میزان بالا، دست یافتن به سویه

استفاده از موتاسیون جهت . از نظر صنعتی بسیار ارزشمند است

ن پارامترهای دکربالا بردن ظرفیت تولیدی مخمر به همراه بهینه 

های با فیزیکی و شیمیایی، گامی موثر برای دست یافتن به سویه

زا نظیر توان از عوامل جهشبرای ایجاد موتاسیون می. ارزش است

در این مسیر ممکن است با ایجاد جهش . استفاده کرد UVاشعه 

این موضوع با . های مربوطه، تولید لیپید افزایش یابددر آنزیم

-تولید لیپید در آنیافته و بررسی های جهشکلنی کمک غربالگری

مخمری  هدف از این پژوهش جداسازی سویه .دشومیها ارزیابی 

سازی تولید و بهینه PCRمولد لیپید، شناسایی آن با کمک روش 

 .استلیپید با استفاده از جهش تصادفی بوده
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  هامواد و روش

 جداسازی و انتخاب مخمرهای مولد چربی  

هایی مانند به منظور جداسازی مخمرهای مورد نظر ابتدا نمونه

به ... های روغنی نظیر گردو، بادام وها و میوهبرگ درختان، گل

. در آب خیسانده شد گرادسانتیدرجه  22مدت سه روز در دمای 

-میلی 23های حاوی لیتر از محلول فوق به ارلنمیلی 1/3سپس 

گرم بر  یکگرم بر لیتر گلیسرول،  صدکننده شامل محیط غنیلیتر 

 گرم بر لیتر یک، KH2PO4 گرم بر لیتر یک، 2SO4(NH4)لیتر 
MgSO4.7H2O  عصاره مخمر در ارلن مایر  گرم بر لیتر یکو

درجه  03ساعت در  29لیتری اضافه شد و به مدت میلی 223

 .قرار گرفت( rpm 183)در شیکر  گرادسانتی

 23از محیط قبلی به محیط جامد حاوی  میلی لیتر 1/3پس از آن 

 گرم بر لیتر 2SO4  ،2/3(NH4) گرم بر لیتر دوگلوکز،  گرم بر لیتر

KH2PO4 ،گرم بر لیتر دوMgSO4.7H2O  ،1/3 گرم بر لیتر CaCl2 

درجه  28ساعت در  48د و به مدت شآگار اضافه  دو درصدو 

روی پلیت های به دست آمده بر کلنی. قرار داده شد گرادسانتی

 Pan et) سازی شدندها خالصبر اساس مورفولوژی متفاوت آن

al. 2009 .) 

 آماده سازی مایه تلقیح 

سازی های مخمری خالصبرای این منظور یک لوپ پر از سویه

 23لیتری که حاوی میلی صدقبل، به ارلن مایر  شده در مرحله

این محیط دارای . شدمحیط پیش تولید است، انتقال داده لیترمیلی

گرم بر ، یک 2SO4(NH4) گرم بر لیتر 2گلوکز،  رم بر لیترگ 12

گرم بر  2/3و  MgSO4.7H2O گرم بر لیتر KH2PO4 ،2/3 لیتر

ساعت در دمای  48بوده و به مدت  =2pHعصاره مخمر با  لیتر

 (.Pan et al. 2009) قرار گرفت rpm123  و  گرادسانتیدرجه  28

 تهیه محیط تولید 

لیتر از محیط تولید در ارلن میلی 42میلی لیتر از مایه تلقیح به  2

گرم بر  03میلی لیتری انتقال داده شد، این محیط دارای  223مایر 

 گرم بر لیتر 2SO4 ،7(NH4) گرم بر لیترگلوکز، یک  لیتر
KH2PO4 گرم بر لیتر، دوNaH2PO4  ،2/1  گرم بر لیتر

MgSO4.7H2O  9عصاره مخمر با  گرم بر لیترو یک pH=  بوده و

 rpm183 و  گرادسانتیدرجه  28ساعت در دمای  29به مدت 

 (.Pan et al. 2009) کشت داده شد

 تعیین میزان لیپید و زیست توده سلولی 

به منظور تعیین میزان لیپید، استخراج لیپید درون سلولی به روش 

Bligh and Dyer اصلاح شده صورت گرفت (Pan et al. 2009 .)

از محیط  لیترمیلی 2خشک سلول نیز  زیست تودهجهت تعیین 

دقیقه در دمای اتاق سانتریفوژ  12به مدت  g ×2333 تولید، در

درجه  83پس از شستشو با آب مقطر برای دو مرتبه، در آون . دش

. قرار داده شد تا به وزن ثابت رسیده و خشک شود گرادسانتی

 (.Kraisintu et al. 2010) پس از آن بیومس خشک شده وزن شد

جدا  مخمر ریبوزومی RNAتوالیشناسایی مخمرها توسط تعیین 

ای از ژنوم ریبوزومی توالی قطعهتعیین  از طریقشده از طبیعت 

فضا  از نوع هشدر این پژو کار رفتهه های بآغازگر. شد شناسایی

با   PCRطول قطعات حاصل از . بودند  برداریساز نسخه

در مخمرهای مختلف متفاوت بوده و  ITS4و  ITS1های آغازگر

پس از . است 28S rRNAو  5.8S rRNAاز شامل  قسمتی 

قطعه مورد   PCR،(Hoffman1997)ها مخمراز  DNAاستخراج 

5  با توالی  ITS1هایآغازگربا استفاده از  نظر
'
-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3
 وپیشرو  آغازگرعنوان ه ب '

ITS4 5
'
-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' آغازگرعنوان ه ب 

ابتدا درجه خلوص و  .(Deak et al. 2000)برگشتی انجام شد 

 2/1)بر روی ژل آگارز دست آمده ه ب PCRمحصول اندازه نسبی 

تعیین  تکاپو زیست توسط شرکتتعیین شد و سپس ( درصد

مورد بررسی  NCBI  در سایتدست آمده ه توالی ب و شد توالی

 . قرار گرفت

FTIR بررسی تولید روغن مخمری با تکنیک
 
 spectroscopy  

-این روش جهت تایید نوع ترکیب یک محصول به کار گرفته می

شود و اصول آن ایجاد پیک در دامنه خاصی از طیف ایجاد شده 

cmبر اساس واحد 
باشد که هر گروه شیمیایی در نقطه می 1-

تولید لیپید در سویه . دهدخاصی در گستره مشخص شده پیک می

، با FTIR spectroscopyمخمری جداسازی شده با کمک تکنیک 

 .بررسی شد JASCO FT/IR-6300, Japanاستفاده از دستگاه مدل 

cmگستره مورد بررسی دستگاه از
cm 4000تا  400 1-

. تنظیم شد 1-

-خریداری شده از شرکت سیگما آلدریچ)استاندارد تری اولئین 

                                                           
1
 Internal transcribed spacer (ITS) 

2 Fourier transform infrared 
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به عنوان شاهد و برای مقایسه با روغن مخمری مورد ( آلمان

 Elumalai et al. 2011; European Standard) استفاده قرار گرفت

EN 14078; Lin-Vien 19991 .)  
 (GC-MS)   ایاسپکترومتری توده -کروماتوگرافی گازیبا  تجزیه

در ابتدا ترانس استریفیکاسیون با استفاده از سولفوریک اسید به 

وزن روغن مورد استفاده و  درصد 83نسبت عنوان کاتالیزور با 

 2/2به مدت گراد درجه سانتی 22در دمای  03: 1متانول با نسبت 

بیودیزل تولید شده در . گرفت دور در دقیقه صورت 93ساعت در 

 .Liu et al) فاز بالایی بوده که با کمک پترولیوم اتر جداسازی شد

2004; Wu et al. 2006 .) با استفاده از  تجزیهپس از آنGC-MS 

(HP 5972 mass selective detector, serie II gas 

chromatography, Hp )انجام گرفت . 

 تولید بیودیزل 

ترانس استریفیکاسیون در فلاسک حاوی سولفوریک اسید به 

متانول به روغن استخراج  03:1عنوان کاتالیزور با نسبت مولی 

ساعت صورت  2 -2/2به مدت  rpm 173شده از مخمرها در 

لایه بالایی که حاوی . پس از آن دو لایه تشکیل شد. گرفت

 Dai et) دجداسازی شسوخت زیستی بود به واسطه پترولیوم اتر 

al. 2007 .) 

سوازی تولیود لیپیود بوا     امکان سنجی ایجاد جهش به منظوور بهینوه  

 UVاستفاده از اشعه 

. سازی انتقال داده شدمورد بررسی به محیط فعال در ابتدا سویه

دقیقه در  13لیتر از محیط به مدت میلی 1/3ساعت  48پس از 

 2/3به میزان بعد از این مرحله . سانتریفوژ شد g× 2333 دور 

 2/3پس از آن . لیتر بافر فسفات، جهت رقیق شدن اضافه شدمیلی

لیتر از سوسپانسیون مخمری، کف یک پلیت استریل ریخته میلی

های در نظر مدت زمان. قرار داده شد UVشده و داخل دستگاه 

. ثانیه بودند 93و 42، 03، 12گرفته شده جهت موتاسیون شامل 

یافته به پلیت حاوی یتر از سوسپانسیون جهشلمیلی 1/3پس از آن 

تنها . محیط فقر ازت انتقال و به صورت چمنی کشت داده شد

های قبل، اضافه ازت در این بخش با قسمت تفاوت محیط فقر

 4تا  0انکوباسیون به مدت . کردن آگار به میزان دو درصد است

(. Evans 1985) گراد انجام گرفتدرجه سانتی 03روز در دمای 

  Replica-printingیافته با روش های جهشغربالگری کلنی

من متر رسیدند، کاغذ واتمیلی 2-0 ها به قطرزمانی که کلنی

این کار به منظور ایجاد . شماره یک بر روی پلیت قرار داده شد

دقیقه در  23پس از آن کاغذ به مدت . باشدرپلیکا پرینتینگ می

در مرحله . گراد قرار داده شد تا خشک شوددرجه سانتی 23آون 

درصد سودان در اتانول  38/3)بعد فیلتر کاغذی در سودان سیاه 

پس از آن کاغذ به . دشدقیقه غوطه ور  23به مدت ( درصد 22

دقیقه  سهدرصد منتقل شد و به مدت  22پتری دیش حاوی اتانول 

تا به یک نهای. های اضافی شسته شوددر آن قرار داده شد تا رنگ

. دقیقه منتقل شد 2درصد برای  22پتری دیش دیگر حاوی اتانول 

. پس از خشک شدن کاغذ، جهت یافتن کلنی موتانت، بررسی شد

های های موتانت که دارای تولید لیپید بیشتری هستند لکهکلنی

 (. Evans 1985) کنندتر ایجاد میبزرگتر و پررنگ

 ید چربیبررسی سایر فاکتورهای موثر بر تول

سازی تولید لیپید در مخمر جداسازی شده با در این مرحله بهینه

برای این منظور اثر . استفاده از روش آماری تاگوچی انجام گرفت

. فاکتور مهم بر تولید روغن مخمری مورد بررسی قرار گرفت 4

، غلظت کربن و غلظت pHاین فاکتورها شامل مدت زمان جهش، 

جهت  pHدر بین پارامترهای فیزیکی نیز . نیتروژن معدنی بودند

سطوح مختلف پارامترهای مورد  1 جدول. دشبررسی انتخاب 

انتخاب سطوح پارامترهای مورد بررسی . دهدبررسی را نشان می

 برای مثال . شودهای مخمر مورد نظر انجام میبا توجه به ویژگی

ر مورد این مخمر نشان داد که مدت زمان جهش بررسی اولیه د

برد لذا بررسی این ها را از بین میثانیه بیشتر کلنی 12بیش از 

ی تاگوچی نیز به انتخاب برنامه. عامل در همین محدوده انجام شد

 .کندها کمک میسطوح متغیر
 

 

 سطوح متغیرهای موثر بر تولید لیپید -1جدول

 سطح سوم سطح دوم سطح اول متغیرها

 13 12 23 (s)مدت زمان جهش 
pH 2 9 7 

 43 93 83 (g/l)غلظت گلوکز 

 2/3 1 2/1  (g/l)غلظت سولفات آمونیوم
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  نتایج و بحث

. ها مولد چربی بودندعدد از آن 12مخمر جدا شده  20از بین 

دان سیاه دارای آمیزی با سومخمرهای مولد چربی پس از رنگ

رنگ بوده که در زیر میکروسکوپ نوری های چربی سیاه گرانول

و ها برای استخراج چربی انتخاب شدند این سویه. مشاهده شدند

با توجه به نتایج . ها انجام گرفتمراحل استخراج لیپید بر روی آن

به دلیل داشتن بیشترین میزان تولید لیپید در  4 ، نمونه 2جدول

ی انتخاب بین سایر مخمرهای جداسازی شده، برای مراحل بعد

 FTIRلیپید تولید شده با استفاده از تکنیک تجزیه .دش

Spectroscopy  های حاصل از روغن گراف. انجام داده گرفت

الف ) 1در شکل ( استاندارد)و تری اولئین  مخمری استخراج شده

مقایسه دو گراف تشابه قابل توجهی  .استنشان داده شده( وب

در نقاط . دهدمربوطه، نشان میبین روغن مخمری و استاندارد 

cmبین 
cmتا  1973 1-

cm نوک پیک در  ) 1823 1-
پیک ( 11742-

های کربونیل دهنده حضور گروهکه نشان قابل توجهی ایجاد شده

cmدر حد فاصل بین  .است
cm تا  2823 1-

های نیز پیک 2222 1-

ها در تمامی پیک. باشدهای متیلن میدهنده گروهمشخص نشان

. کننده نوع روغن قابل تبدیل به بیودیزل استنقاط قید شده اثبات

شناسایی در  روشبررسی و تایید ترکیب بیودیزل به صورت یک 

است آورده شده EN 14078استاندارد اروپایی به شماره 

(Elumalai et al. 2011; European Standard EN 14078; Lin-

Vien 19991.)  

 
 

 
 روغن سویه و( الف) مربوط به استاندارد تری اولئین FTIRگراف  -1شکل

 E (ب) 

علاوه بر آن روغن استخراج شده از مخمر مورد نظر پس از 

ترکیب به . قرار گرفت تجزیهمورد  GC-MSمتیلاسیون با کمک 

 درصد 22/97پالمیتیک اسید،  درصد 98/18 دست آمده شامل 

 درصد 22/1میریستیک اسید،  درصد 10/1اولئیک اسید، 

لینولئیک اسید و غلظت پایینی از  درصد 79/4استئاریک اسید، 

تولید سوخت زیستی به واسطه ترانس . سایر متیل استرها بود

. بود درصد 81استریفیکاسیون با متانول صورت گرفت و بازده آن 

طور که گفته شد دلیل امکان استفاده از روغن میکروبی برای همان

های گیاهی انس استریفیکاسیون مشابهت ساختاری آن به روغنتر

 RNA توالیتوسط تعیین  مورد بررسی شناسایی مخمر .است

مورد بررسی مخمر از دست آمده هقطعات ب. انجام شد ریبوزومی

تا خالص بودن و اندازه  انتقال بر روی ژل آگارز PCRبعد از 

در  تطابقو  توالیبعد از تعیین  که ها مشخص شودنسبی آن

 درصد 28همولوژی و میزان  صددرصددارای میزان  NCBIسایت 

؛ گونه رودوتورولا موسیلاژینوزا بوداز  YSC2پوشانی با سویه هم

موسیلاژینوزا  عنوان ردوتورولاایزوله موردنظر، به به این ترتیب 

شماره ثبت توالی مربوط به این سویه . دشناسایی ش YSC2 سویه

لاژینوزا رودوتورولا موسی. باشدمی KF953903.1در بانک ژن 

نارنجی  -به رنگ قرمز صاف، موکوئیدی وهای نرم، ارای کلنید

زایی نشان داد که نتیجه موتاسیون .باشدمی PDAبر روی محیط 

بر زنده ماندن و قابلیت رشد  UV مدت زمان تیمار تحت اشعه

ثانیه باعث عدم  93و  42، 03داری داشت و در زمان تاثیر معنی

ثانیه، سویه مورد نظر  12رشد سویه مورد تیمار شد اما در زمان 

رشد کرده و کلنی برتر از نظر تولید لیپید با روش رپلیکا پرینتینگ 

پس از انتخاب این کلنی آن را در پلیت کشت داده و . دشانتخاب 

ساعت  48پس از . تقال داده شدسازی انپس از آن به محیط فعال

نتایج   0جدول. مخمر مورد نظر به محیط فقر ازت انتقال داده شد

های با قابلیت بالاتر تولید لیپید در مدت مربوط به غربالگری کلنی

ها با توجه به میزان و این کلنی. دهدثانیه را نشان می 12زمان 

شده و پس من انتخاب شدت رنگ ایجاد شده بر روی کاغذ وات

ها به صورت میزان چربی آن از طی مراحل مربوط به تولید لیپید،

تمامی آزمایشات با سه بار تکرار . کمی مورد ارزیابی قرار گرفت

  .انجام شده است
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 نتایج میزان چربی تولیدی در مخمرهای جداسازی شده -2جدول

 (%) درصد تولید لیپید نسبت به وزن خشک (لیترگرم بر ) وزن بیومس خشک (بر لیترگرم ) میزان لیپید نمونه

1 fgh  20/2 e 70/2 ab 13/29 

2 h 22/1 f 99/8 b 34/22 

0 efg  87/2 d 37/11 b 72/22 

4 
a 32/9 a  84/17 a 73/00 

2 
efg  23/2 d 83/11 b 77/24 

9 
def 30/0 d 33/12 b 40/22 

7 
ab  18/2 a  23/17 ab 27/28 

8 
bc 02/4 b 31/19 ab 22/29 

2 
gh  32/2 f 90/8 b 42/20 

13 
cd  82/0 c 08/10 ab 80/28 

11 
b 88/4 ab 21/19 ab 28/28 

12 
cde 73/0 c 27/14 ab 33/29 

 .باشندمی 32/3دهنده عدم اختلاف در سطح دار و حروف یکسان نشانحروف کوچک انگلیسی متفاوت، نشانگر اختلاف معنی *

 
 های غربال شده با روش رپلیکاپرینتینگنتایج تولید لیپید مربوط به کلنی -0جدول

 درصد تولید لیپید به وزن خشک (گرم بر لیتر)بیومس خشک  (گرم بر لیتر)میانگین مقدار لیپید  شرایط

 e 03/9 a 94/19 e 89/07 1کلنی 

 e 02/9 bc 88/14 d 42/42 2کلنی

 d 22/9 c 20/14 c32/48 0کلنی 

 c 92/7 bc20/14 bc 32/21 4کلنی 

 bc 12/8 bc12/12 b 92/20 2کلنی 

 ab 23/8 b 99/12 b 01/24 9کلنی 

 a 37/2 bc 48/12 a 92/28 7کلنی 

 باشندمی 32/3دهنده عدم اختلاف در سطح دار و حروف یکسان نشانحروف کوچک انگلیسی متفاوت، نشانگر اختلاف معنی *

 

شده در این سویه دارای با توجه به نتیجه تولید لیپید، جهش ایجاد 

 32/0به میزان حدود  آن در باعث افزایش تولید و اثر مثبت بوده

میزان تولید، قبل از ایجاد جهش معادل  .شده است گرم بر لیتر

ن موتانت، بوده و پس از ایجاد جهش در بهتری گرم بر لیتر 32/9

سازی آماری و بهینه تجزیه .استرسیده گرم بر لیتر 37/2به میزان 

نتایج حاصل  4جدول . با استفاده از روش تاگوچی انجام داده شد

-برنامه. دهدسازی با استفاده از روش تاگوچی را نشان میاز بهینه

آرایه  2را پیشنهاد داد که در آن  L9ریزی تاگوچی روش 

 4جدول . برای رسیدن به بهترین حالت انجام داده شد( آزمایش)

میزان لیپید . دهدشرایط هر آزمایش به همراه نتیجه آن را نشان می

برنامه . استتولید شده بر اساس میانگین سه تکرار گزارش شده

تایج را تاگوچی بر اساس میانگین حداقل سه تکرار آزمایش، ن

واریانس را نشان  تجزیهنتایج  2جدول  .دهدمورد بررسی قرار می

در این جدول درصد تاثیر پارامترهای مختلف بر میزان . دهدمی

کاربرد . استتولید لیپید در مخمر مورد بررسی مقایسه شده

روش تاگوچی منجر به افزایش میزان  مانندها طراحی آزمایش

 .شودمی ترنتایج دقیقبازدهی، کاهش هزینه، صرف زمان کمتر و 

میزان تاثیر فاکتورهای مختلف را که از برنامه تاگوچی به  0شکل 

 دهندهنشان شکلدر این  Yمحور . دهددست آمده، نشان می

ف نیز متغیرهای مختل Xدرصد تاثیر عوامل مختلف است و محور 

 . دهدبررسی شده را نشان می
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 و نتایج حاصل از تولید لیپید L9شرایط آرایه های  -4جدول 

 (گرم بر لیتر) تولید لیپید (گرم بر لیتر)غلظت سولفات آمونیوم  (گرم بر لیتر)غلظت گلوکز  pH (s)مدت زمان جهش  آرایه ها

 2/3 43 2 13 1آرایه 
bc 22/8 

 1 93 9 13 2آرایه 
b 07/2 

 2/1 83 7 13 0آرایه 
e 23/2 

 2/1 93 2 12 4آرایه 
bc 72/8 

 2/3 83 9 12 2آرایه 
a 82/13 

 1 43 7 12 9آرایه 
c 38/8 

 1 83 2 23 7آرایه 
d 78/9 

 2/1 43 9 23 8آرایه 
d 81/9 

 2/3 93 7 23 2آرایه 
bc 72/8 

 .باشندمی 32/3دهنده عدم اختلاف در سطح دار و حروف یکسان نشانحروف کوچک انگلیسی متفاوت، نشانگر اختلاف معنی *
 

 نتایج آنالیز واریانس در مورد شرایط بررسی شده -2جدول 

 درصد تاثیر عامل (´S) مجموع خالص مربعات واریانس (S) مجموع مربعات درجه آزادی عامل

 2 932/2 832/2 932/2 228/22 (s)مدت زمان جهش 

pH 2 040/0 971/1 040/0 420/17 

 227/14 702/2 092/1 702/2 2 (گرم بر لیتر)غلظت گلوکز 

 282/08 473/7 702/0 473/7 2 (گرم بر لیتر)غلظت سولفات آمونیوم 

 133 127/12 ---- 127/12 8 مجموع

 

سازی تولید لیپید در مخمرها بر مورد بهینه ها دربیشتر بررسی

سازی شرایط فیزیکی و شیمیایی محیط کشت متمرکز روی بهینه

سازی تحقیقات کمی در زمینه اثر جهش بر روند بهینه. استشده

ها اثر سوبستراهای مختلف بر شده و در اغلب پژوهشانجام داده

-آن. ه شده استتولید لیپید و میزان نیتروژن معدنی و آلی سنجید

چه در بین نتایج اکثر تحقیقات مشترک بود تاثیر منبع کربن و 

نیتروژن و یا به عبارتی نسبت کربن به نیتروژن موجود در محیط 

به . و سایر شرایط فیزیکی و شیمیایی حاکم بر محیط کشت بود

این ترتیب در پژوهش حاضر گامی در جهت ارتقای توانایی تولید 

با استفاده از جهش تصادفی برداشته شد تا در کنار لیپید در مخمر، 

سازی شرایط کشت، قابلیت تولید لیپید در مخمر را بالا برده بهینه

. ای برتر برای مصارف صنعتی در دست داشتو در نتیجه سویه

 درصد بر 22تواند به میزان دهد که جهش مینشان می 2جدول 

جه به این عامل در کنار تولید لیپید اثر داشته باشد بنابراین تو

 . تواند بازدهی تولید لیپید را افزایش دهدشرایط محیطی می

نوع منبع کربن و غلظت آن و علاوه بر آن میزان نیتروژن موجود 

در محیط کشت که در کنار هم تحت عنوان نسبت کربن به 

شوند تاثیر به سزایی بر تولید روغن مخمری نیتروژن مطرح می

نشان داده که غلظت گلوکز و نیتروژن و یا به  تحقیقات. دارند

ترین عامل در تولید روغن عبارتی نسبت کربن به نیتروژن مهم

 Enshaeieh et al. 2012; Enshaeieh et al. 2013) مخمری است

a, b; Enshaeieh et al. 2014 .) در پژوهش حاضر غلظت گلوکز

 2/08زان درصد و غلظت سولفات آمونیوم به می 2/14به میزان 

درصد بر تولید لیپید موثر بوده  1/20درصد یا به عبارتی مجموعا 

البته افزایش غلظت گلوکز تا میزان مشخصی منجر به افزایش . اند

د که این به نوع سویه مخمری و سایر شرایط شوتولید لیپید می

گزارش دادند که   .Syed et al (2006) .محیطی بستگی دارد

این . شودمنجر به کاهش بیومس خشک میافزایش غلظت گلوکز 

های مخمری به موضوع ممکن است به علت عدم تحمل سلول

بالای گلوکز باشد زیرا پتانسیل اسمزی محیط را افزایش غلظت 

به بیشترین میزان تولید لیپید در  .Leesing et al (2011) .دهدمی
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گلوکز گرم بر لیتر  83مخمر تورولاسپورا گلوبوسا در غلظت 

گرم بر لیتر  83افزایش غلظت گلوکز به بیش از . نددست یافت

دهنده اثر که این نشان شدمنجر به کاهش غلظت لیپید و بیومس 

تحقیقات متعددی  .بود ممانعت کننده گلوکز در غلظت های بالا

سازی شرایط محیطی جهت افزایش تولید لیپید در در مورد بهینه

که  مطالعات نشان داده .استمخمرهای مولد چربی انجام شده

منبع نیتروژنی است که برای تجمع لیپید ترجیح  سولفات آمونیوم،

 Papanikolaou and Aggelis(2007) and;  (2002) .شودداده می

Li et al.  ;(2006) Yong-Karatay and Hong et al. تجمع زان می

های مخمری با افزایش غلظت سولفات آمونیوم به سلول در لیپید

 Karatay and Donmez).یابدکاهش میگرم بر لیتر  2/1یش از ب

دادند که میزان  گزارشSyed pH  (2006 )در مورد اثر  (2010

-کاهش میای به صورت بر جسته pH=4و  pH=8تولید لیپید در 

های مختلف pH درکه توانایی تولید لیپید  شدهگزارش . یابد

های بهینه برای سلول pHگیرد و تاثیر قرار میمحیط کشت تحت

 .Li et al ;(2005) باشدمی 9تا  2مخمری در محیط بین 

(2008)Easterling et al. (2008 )Zhu et al. سازی شرایط با بهینه

چربی محیط کشت در گزارشی میزان تولید لیپید در مخمر مولد 

درصد  2/28میزان  درصد به 92/04از  رودوتورولا موسیلاژینوزا

گزارشی دیگر از  (.Enshaeieh et al. 2013c) افزایش یافت

سازی شرایط محیطی در مورد مخمر افزایش تولید لیپید با بهینه

 درصد داده 21/49درصد به میزان  81/01از میزان  یارویا لیپولیتیکا

نتایج به دست آمده از این  (.Enshaeieh et al. 2013d) استشده

سازی حاضر تاثیر بهینه ها ضمن مطابقت با نتایج پژوهشپژوهش

این در حالی است  .دهدشرایط کشت بر تولید لیپید را نشان می

توان با صرف هزینه و زمان کمتر قابلیت که با انجام جهش می

تولید لیپید در مخمر را افزایش داد؛ علاوه بر آن، چنانچه 

سازی شرایط محیط همراه شود تاثیر به سزایی موتاسیون با بهینه

در پژوهش حاضر میزان تولید لیپید . ید لیپید خواهد داشتدر تول

گرم بر لیتر بود که پس از  17/9در مخمر جداسازی شده معادل 

 7گرم بر لیتر در کلنی  37/2انجام موتاسیون تصادفی به میزان 

این در حالی است که زمانی که با استفاده از روش  .افزایش یافت

تاگوچی اثر جهش و عوامل موثر محیطی بررسی شد میزان تولید 

همانطور که مشخص است جهش به . گرم بر لیتر رسید 22/13به 

؛ هر چند تنهایی عامل بسیار موثری در افزایش تولید لیپید بوده

موثر است ولی با  سازی تولید لیپیدشرایط محیط کشت بر بهینه

توان ظرفیت و قابلیت مخمر را جهت تولید کمک موتاسیون می

لیپید افزایش داد و بدین ترتیب موتاسیون و شرایط محیطی هر دو 

 . عواملی موثر در افزایش تولید روغن مخمری هستند

 
 نمودار میزان تاثیر متغیرهای مختلف بر میزان تولید لیپید -0شکل

 

استفاده شده نیز بسیار کاربردی است؛ چنانچه روش غربالگری 

های مورد بررسی شده جهش منجر به افزایش تولید لیپید در کلنی

-من افزایش میباشد شدت رنگ و اندازه آن بر روی کاغذ وات

های هیبریداسیون و موتاسیون جهت این روش در برنامه. یابد

سویه مورد بررسی کاملا قابل استفاده  یافزایش محتوای لیپید

های همچنین این روش برای بررسی محتوای لیپیدی کلنی. است

بررسی  به  Evans and Ratledge(1985) .کاربرد داردمنفرد 

  محتوای لیپیدی لیپومایسس استارکی، تریکوسپورون کوتانئوم،

کاندیدا کرواتا و ساکارومایسس سروزیه با استفاده از روش 

لیکاپرینتینگ پرداختند و نشان دادند که سه سویه اول از رپ

مخمرهای مولد چربی بوده و دارای محتوای لیپیدی بالاتری 

انجام جهش  علاوه بر. نسبت به ساکارومایسس سروزیه بودند

های موثر در مسیر و یا با استفاده از تصادفی، با دستکاری ژن

خمرهای مولد چربی متوان تولید لیپید در جهش های هدفمند می

در مقایسه ژنومی بین   .Beopoulos et al(2011). را افزایش داد

 ساکارومایسس سروزیه به این نتیجه رسیدند که یارویا لیپولیتیکا و

فسفات دهیدروژناز است  -0که کد کننده گلیسرول  GUT2ژن 

به این . دشوباعث هدایت مسیر کربن به سمت سنتز لیپید می

 توانهای موثر بر مسیر سنتز لیپید، میشناسایی آنزیمترتیب با 

-با کمک جهش ،UVهای تصادفی نظیر موتاسیون علاوه بر جهش
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مستقیما بر روی ژن مربوطه اثر  (Site directed)های هدفمند 

 .گذاشت و محتوای لیپیدی آن را افزایش داد

 گيري کلینتيجه 

موثر، منجر به افزایش میزان تولید لیپید  وشیموتاسیون به عنوان ر

های این روش در کنار سایر روش. دشوهای مخمری میدر سویه

شیمیایی موثر بر ن پارامترهای فیزیکی و کردسازی نظیر بهینه بهینه

های تواند منجر به افزایش بازدهی در پروسهتولید لیپید، می

توان پتانسیل کاری ژنتیکی میبا دست. دشوتولیدی و صنعتی 

یافته با این سویه جهش. تولید در سویه مورد نظر را بالاتر برد

های درصد، قابلیت استفاده در زمینه 92/28میزان تولید حدود 

بازده تولید بیودیزل در این پژوهش معادل . مختلف صنعتی را دارد

درصد بوده و بیشترین میزان اسید چرب موجود در آن اولئیک  81

این سویه با قابلیت بالای تولید لیپید می تواند . اسید بود

 .سوبسترای لازم برای تولید سوخت زیستی را فراهم نماید

 سپاسگزاري

مربوط به باشگاه ) 22392این مقاله از طرح پژوهشی به کد 

استخراج شده و از کلیه عزیزانی که ( پژوهشگران جوان و نخبگان

دادند، به ویژه مسئولین محترم در انجام این پژوهش ما را یاری 

باشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

 .نماییمفلاورجان، قدردانی و تشکر می
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