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 چکیده

لیپید میکروبی از نظر نوع و ترکیب به روغن حاصل از گیاهان و حیوانات شباهت دارد. در ابتدا به منظور تولید                            :سابقه و هدف  

بیودیزل از روغن های گیاهی استفاده می شد. اما به دلیل هزینه تولید بسیار بالا، امروزه دیدگاه جدیدی در مورد تولید بیودیزل از                          

منابع میکروبی به وجود آمده است. این مطالعه با هدف جداسازی و شناسایی مخمر مولد چربی با پتانسیل بالای تولید لیپید، بهینه                         

 سازی و استخراج چربی تولید شده و آنالیز و تبدیل آن به بیودیزل انجام شده است.

در این پژوهش پس از جداسازی مخمر، تولید بالای لیپید میکروبی در محیط فقر ازت، پوشال گندم و برنج                          مواد و روش ها:    

اسپکترومتری توده ای انجام گردید. همچنین        -هیدرولیز شده برررسی شد. آنالیز روغن تولید شده با تکنیک کروماتوگرافی گازی               

بهینه سازی تولید لیپید، با دو روش تک عاملی و روش تاگوچی انجام و نتایج حاصل از آن ها مقایسه گردید. در نهایت سویه مخمر                     

 شناسایی شد. ITS با استفاده از  پرایمر های اختصاصی

معرفی گردید. این سویه در شرایط بهینه به        ردوتورولا موسیلاژینوزا   سویه مخمری جداسازی شده در این مطالعه به عنوان             یافته ها: 

توده زیستی خشک رسید. بیشترین اسیدهای چرب تولید شده نیز شامل               g/l  18/89لیپید و     g/l  13/41میزان بالای تولید معادل      

 %( بود.91/24%( و اولئیک اسید )18/01پالمیتیک اسید )

در کشور است که می توان از آن ها           نتایج به دست آمده در این پژوهش نشان دهنده وجود سویه های بومی با ارزش                 نتیجه گیری: 

 در بخش های مختلف صنعتی به ویژه در تولید سوخت زیستی استفاده نمود.

 .رودوتورولا موسیلاژینوزااسپکترومتری توده ای،  -لیپید میکروبی، کروماتوگرافی گازی  واژگان کلیدی:
 

 42 فروردین ماهپذیرش برای چاپ:    41دی ماه  دریافت مقاله:

 م دمه     

تجمع لیپید خنثی، که بیشتر شامل تری آسیـل گـلـیـسـرول و          

استریل استرها می باشد، یک پاسخ القا شده به واسطـه تـنـش      

محیطی است که در آن روغن به عنوان یک ذخیره درون سلولی  

 (. تشکیل ذرات لیپیدی در اواخـر  1در مخمرها تجمع می یابد )

(. آنـزیـ        2فاز لگاریتمی شروع و تا فاز سکون ادامه می یابد )   

سیترات لیاز در تجمع لیپید نقش اصلـی و      ATPهای مالیک و 

(. دلیل ذخیره مقادیر متفاوت لیپید درون     9و  0مهمی را دارند ) 

سلولی در میکروارگانیس  های مولد چربی، به فعالیـت آنـزیـ       

فـعـالـیـت      سیترات لیاز وابسته است.   ATPمالیک در مقایسه با 

 آنزی  مالیک به واسطه ساختار ژنتیکی سلول کنترل می گــردد.
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در سلول هایی که لیپید با مقادیر قابل توجهی تجمع می یابـد،  

ژن مربوط به سنتز آنزی  مالیک در تمامی مواقع روشـن مـی       

باشد. در حالی که در سلول های با میزان لیپید ک ، ژن پس از    

مصرف نیتروژن خاموش شده و به دنبال آن فعالـیـت آنـزیـ        

(. امـروزه      0مالیک و تجمع لیپید نیز متـوقـف مـی گـردد )           

میکروارگانیس  های مولد چربی به دلیل سرعت رشـد بـالا،       

چرخه زندگی کوتاه، عدم تأثیرپذیری از فصول و آب و هـوا،    

امکان افزایش مقیاس و نیز توانایی در جذب منابـع کـربـنـی       

(.  9متفاوت وارزان قیمت مورد توجه قـرار گـرفـتـه انـد )              

پارامترهای مانند هزینه سوبسترا، سرعت تولید و غلظت نهایـی  

 محصول در قیمت روغن های میکروبی نقش اصلی را دارنـد    

(. از میکروارگانیس  هایی که دارای قابلیت تولید و تجـمـع     1) 

لیپید به میزان بالا در سلول های خود می باشند، می تـوان بـه     

(. از طرف دیگر جلبـک    8-13مخمرها و قارچ ها اشاره نمود ) 

ها و میکرو جلبک ها نیز به دلیل بازده فتوسنتزی بالا، تـولـیـد    

مقادیر زیاد از زیست توده و رشد سریع کاندید منـاسـبـی در      

تولید سوخت زیستی می باشند. اما نیاز به مساحت زیاد بـرای   

کشت و مدت زمان تخمیر بیشتر نسبت مخمرها اسـتـفـاده از      

آنها را با محدودیت مواجه ساخته است. روغن میکروجلـبـک    

ها نسبت به روغن های گیاهی، از اسیدهای چرب غیر اشـبـاع   

و یا تعداد بیشتری پیوند دو گانه برخوردار می باشد. ایـن    9با 

مساله موجب افزایش احتمال اکسیداسیون شان درهنگام ذخیره 

سازی می شود و از این رو پذیرش آن ها برای اسـتـفـاده در      

(. روغن های مخمری به   9سوخت زیستی را کاهش می دهد ) 

دلیل مشابهت در ساختار و ترکیب اسیدهای چرب خـود بـا       

روغن های گیاهی، پتانسیل کاربرد در تولید سوخت زیستی را 

(. علاوه بر آن، امکان استفاده از مخمرها در   11دارا می باشند ) 

تبدیل مواد لیگنوسلولزی موجود در طـبـیـعـت بـه روغـن             

میکروبی، اهمیت موضوع را دو چندان می نمـایـد. زیـرا بـا          

استفاده از این مواد فراوان و بی ارزش نیاز مخمرها به مـنـبـع    

(. بحران ناشـی    12کربنی برای تولید لیپید، بر طرف می گردد ) 

در اثـر مصـرف زیـاد          CO2از گرم شدن زمین به دلیل تولید 

سوخت های فسیلی، تقاضا برای تولید سوخت های زیستی را 

افزایش داده است. روش سنتی برای تولید سـوخـت زیسـتـی،        

ترانس استریفیه سازی روغن های گیاهی با متانول می بـاشـد.     

امروزه با توجه به محدودیت توسعه گیاهان، تـولـیـد روغـن         

میکروبی توجه بیشتری را به خود جلـب نـمـوده اسـت. بـه             

کارگیری میکروارگانیس  های دارای توانایی استفاده از مـنـابـع      

ارزان قیمت مانند پوشال برنج، ساقه ذرت و سایر بقایای گیاهی 

و جنگل کاری به منظور تولید روغن میکروبی و نهایتاً سوخـت  

(. از   19و  10زیستی، از نظر اقتصادی بسیار ارزشمند می باشد ) 

مه  ترین اسیدهای چرب تولید شده توسط میکروارگـانـیـسـ      

های مولد چربی می توان به میریستیک اسید، پالمیتیک اسـیـد،     

استئاریک اسید، اولئیک اسید، لینولئیک اسید و لینولنیک اسـیـد     

اشاره نمود. این اسیدهای چرب از اجـزای اصـلـی سـوخـت           

(. هـدف از ایـن پـژوهـش،               10زیستی به شمار می روند )   

جداسازی و شناسایی مخمر مولد چربی با پتانسیل بالای تولیـد  

لیپید، بهینه سازی و استخراج چربی تولید شده و آنالیز و تبدیل 

 آن به بیودیزل بود.

 

 ها    مواد و رو           

بـرای ایـن        الف( جداسازی و انتخاب مخمرهای مولد چربی:  

منظور ابتدا نمونه هایی مانند برگ درختان، گل ها و میوه ها بـه  

درجه سانتی گراد در آب خیسـانـده    20مدت سه روز در دمای 

میلی لیتر از محلول یاد شده به ارلـن حـاوی      3/1شدند. سپس  

 g/l  1گلیسرول،  g/l  133میلی لیتر محیط غنی کننده شامل  03

(NH4)2SO4  ،g/l 1  KH2PO4 ،g/l 1  MgSO4.7H2O     وg/l  1 

در    Cº  03ساعت در دمای  49عصاره مخمر اضافه و به مدت 

میلی لیتر از  3/1نگهداری شد. در ادامه   rpm  183شیکر با دور 

  g/l  2گـلـوکـز،         g/l  23این محیط به محیط جامد حـاوی      

(NH4)2SO4     ،g/l  3/0  KH2PO4   ،g/l  2MgSO4.7H2O    ،g/l 

3/1 CaCl2   ساعـت در دمـای       98% آگار اضافه و به مدت  2و 

Cº28     قرار داده شد. سپس کلنی های جدا شده بر روی پلـیـت

بر اساس مورفولوژی متفاوت خالص سازی گردیدند. کـلـنـی       

 YPD  (Yeast extract peptoneهای خالص بر روی محـیـط     

dextrose agar)           نگهداری شدند و هر یک تا دو مـاه کشـت
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مجدد از آنها انجام شد. پس از آن با استفاده از رنـ  سـودان      

سیاه، کلنی های خالص شده بررسی گردیدند. کلنی هایی کـه     

پس از رن  آمیزی و مشاهده در زیر میکروسـکـوپ نـوری،      

دارای گرانول های سیاه رن  درون سلولی بودند، بـه عـنـوان      

کلنی های مولد چربی انتخاب و تولید روغن در آن ها با روش 

TLC ( 19به صورت کیفی مورد تأیید قرار گرفت.) 

به منظور ارزیـابـی      : TLCب( آنالیز روغن تولید شده با روش  

تولید تری آسیل گلیسرول در سلول های مخـمـری از روش       

Bligh & Dyer           استفاده گردید. در این مطالعه از صـفـحـات

همراه با تری اولئین به عنـوان اسـتـانـدارد        F254  60سیلیکاژل 

هـگـزان،   -nحاوی   TLCاستفاده شد. محلول مورد استفاده در  

می باشد. باندهـا    43:13:2دی اتیل اتر و استیک اسید با نسبت 

پس از رن  آمیزی صفحات با بخارات یـد قـابـل مشـاهـده          

هستند. در نهایت سویه برتر با استفاده از معیار های، مشـاهـده    

میکروسکوپی گرانول های بزرگتر و بیشتر، تایید روغن تولـیـد   

و وزن بیشتر لیپید در مرحلـه اسـتـخـراج         TLCشده با روش 

 (. 18و  11درون سلولی شناسایی و انتخاب گردید )

بـرای ایـن     ج( محیط کشت های فعال سازی و تولید لیپـیـد:      

منظور در ابتدا سویه مورد نظر به محیط پیش تولید یا مـحـیـط    

 g/l   0NH4)2SO4     ،)g/l  1گلوکـز،  g/l   10فعال سازی حاوی

KH2PO4  ،g/l 3/0 MgSO4.7H2O   وg/l  3/0  عصاره مخمر با

0  pH    سـاعـت در دمـای        98انتقال داده شد. سپس به مدت 

C  º28  در شیکر با دورrpm  183      نگهداری گردید. در ادامـه

 گـلـوکـز،    g/l  00  سویه مورد بررسی به محیط تولید که دارای

g/l 2 NH4)2SO4 ( ،g/L 1KH2PO4      ،g/l  2NaH2PO4 ،  g/l 

1/0  MgSO4.7H2O  و  g/l  1  9عصاره مخمر با  pH   بود، انتقال

بـا دور       C  º28ساعت در دمای  12داده شد. سپس به مدت   

rpm 183 ( 14قرار گرفت.) 

 Blighبرای این منظور از روش اصلاح شده  د( استخراج لیپید:

& Dyer    میلی لیتر از نـمـونـه     03استفاده گردید. در این روش

بـه     rpm  0333کشت داده شده بر روی محیط تولید در دور   

دقیقه سانتریفوژ و با آب مقطر استریل شست و شـو     10مدت 

مـولار   9میلی لیتر اسید کلریدریک  13داده شد. در مرحله بعد  

قرار  ºC93ساعت در دمای  1به توده زیستی اضافه و به مدت 

بـه     1:1کـلـروفـرم         -میلی لیتر متانول 23گرفت. پس از آن  

 0تـا       2محصول هیدرولیز شده با اسید افزوده شد و به مدت 

دقیقه  0به مدت   rpm 0333ساعت مخلوط گردید. سپس در  

سانتریفوژ گردید تا فازهای آبی )در بالا( و آلی )در پایین( جدا     

شوند. فاز پایینی با پیپت پاستور جداسازی و در خلأ با دستگاه  

دسیکاتور خشک گردید. وزن حاصله نشان دهنده چربی تولیـد   

 (. 19شده توسط سویه مورد نظر می باشد )

-GCاسپکترومتری توده ای )  -ه( آنالیز با کروماتوگرافی گازی 

MS :)   در ابتدا ترانس استریفیکاسیون با استفاده از سولفوریـک

% وزن روغـن مـورد          83اسید به عنوان کاتالیزور با نسبـت    

 0/0به مدت  C °  00در دمای  03: 1استفاده و متانول با نسبت 

صورت گرفت. بیودیزل تولید شده در فاز   rpm  93ساعت در 

(. سـپـس     21و  23بالایی با کمک پترولیوم اتر جداسازی شد ) 

 GC-MS (HP 5972 mass selectiveآنالیز با استفاده از روش 

detector, serie II gas chromatography, Hp  ) .انجام گردید 

ترانس استریفیکاسیون در فلاسـک حـاوی      و( تولید بیودیزل:  

 03:1سولفوریک اسید به عنوان کاتالیزور، با نسبـت مـولـی        

 0  -0/0متانول به روغن استخراج شده از مخمرها، به مـدت      

( صورت گرفت. پس از آن دو لایـه          rpm  113ساعت )در  

تشکیل شد. لایه بالایی که حاوی سوخت زیستی می باشد بـه   

 (.  19واسطه پترولیوم اتر جداسازی گردید )

به منظور تعیین درصد تولید لیپـیـد    ز( تعیین میزان تولید لیپید:  

 از فرمول زیر استفاده شد: 

 
 

 بیومس خشک/ وزن روغن استخراجی = درصد تولید لیپید )محتوای لیپیدی(× 100

  
به منظور اندازه گیری میزان روغن تـولـیـدی، ابـتـدا روغـن           

استخراج شده توزین گردید. شایان یاد آوری است که چنانچـه   

میلی لیتـر   03میزان روغن استخراج شده در نمونه ای با حج  

لـیـتـر       1مد نظر باشد، این میزان  باید با استفاده از تناسب در 

محاسبه گردد. به منظور ارزیابی توده زیستی خشک ) بیوماس(  

دقیقـه   13به مدت  rpm0333میلی لیتر از محیط تولید در  0، 



 . مرجان انشاییه و همکارانو پتانسیل کاربرد آن در تولید سوخت زیستی رودوتورولا موسیلاژینوزاجداسازی و شناسایی مولکولی  .1042ها، سال شش ، شماره دوم تابستان  دنیای میکروب

108 

ساعت در  29سانتریفوژ گردید. سپس محلول حاصل به مدت  

درجه سانتی گراد قرار داده شد. از اختلاف وزن لوله   93دمای 

مـیـلـی       0آزمایش ثانویه و اولیه، توده زیستـی خشـک در         

لیترمحاسبه گردید. از طرفی می توان میزان توده زیستی را بـا     

 لیتر محاسبه نمود. 1کمک تناسب در 

در ابتدا پوشال برنج  ح( هیدرولیز پوشال برنج و سبوس گندم:  

و سبوس گندم خشک و الک گردید. سپس به منظور هیدرولیز  

% بـا     0مولار رقیق شده تا مـیـزان      9آنها از سولفوریک اسید 

ساعت استفاده شد. پـس از        8به مدت  13به  1نسبت وزنی 

درجه سانتی گراد، برای بر  120بار و دمای  1اتوکلاو در فشار 

دقیقه  13طرف نمودن توده هیدرولیز نشده سانتریفوژ به مدت 

(. به منظور تهیه محیط تولید،   19انجام گرفت )  rpm  9333در 

 % به عنوان منبع کربن و مـیـزان     23از عصاره حاصله به میزان 

g/l 1 .عصاره مخمر به عنوان منبع نیتروژن استفاده شد 

 ط( بهینه سازی تولید لیپید به روش یک عامل در یک زمـان:    

برای این منظور در ابتدا منبع نیتروژن آلی و مـعـدنـی مـورد       

آزمایش قرار گرفت. از بین منابع آلی، عصاره مخمر و پپتون و  

از بین منابع معدنی سولفات آمونیوم و کلرید آمونیوم بررسـی  

در نـظـر        g/l  1گردید. میزان هر یک از منابع آلی و معدنی  

گرفته شد. پس از آن بهینه سازی تک عاملـی بـرای مـیـزان          

، 00گرم بر لیتر، میزان گلوکز    1/0و  1، 3/0سولفات آمونیوم 

و    rpm  233گرم بر لیتر، میزان هوادهی  110و  40،  10، 00

و مدت زمان گرما گـذاری     pH  0  ،0/0 ،9 ،9/0، میزان 103

ساعت انجام گرفت. برای این منظور ابـتـدا     49و  12، 98، 29

میزان بهینه برای نیتروژن انتخاب  و پس از آن میزان کـربـن     

بررسی گردید و به همین ترتیب ادامه داده شد. ایـن بـدیـن         

معنی است که میزان بهینه هر عامل در هر مرحله انتخاب شده 

و در مرحله بعدی مورد استفاده قرار می گیرد، تا در نـهـایـت    

 بهترین میزان برای تمامی پارامترها به دست آید. 

در این روش بـا   ی( بهینه سازی تولید لیپید به روش تاگوچی:  

در ابتدا برنامه ریزی برای طراحی   Qualitek-4کمک نرم افزار 

سـطـ ، مـیـزان        2صورت گرفت. برای میزان دما و هوادهی  

و مدت زمان انکوباسیون  pHسط  و میزان گلوکز،  0نیتروژن 

تـوسـط     L16سط  در نظر گرفته شد. بر این اساس طراحی   9

آزمایش برنـامـه    19نرم افزار انتخاب گردید. بدین معنی که با  

ریزی شده و با مشخص بودن برنامه کار تا پایـان، بـهـتـریـن        

 19حالت به دست می آید. چنانچه حالت بهیـنـه در بـیـن            

آزمایش انجام شده نباشد باز ه  توسط نرم افزار بهترین حالت 

انتخاب می شود و مقدار تولید در شرایط بهینه توسط نرم افزار 

 را نشان می دهد.  L16طراحی  1پیش بینی می گردد. جدول 

 ریـبـوزومـی:      RNAک( شناسایی مخمرها توسط تعیین توالی 

سویه مخمر مولد چربی، به کمک تعیین توالی قطعه ای از ژنوم 

ریبوزومی شناسایی گردید. پرایمرهای مورد استفـاده در ایـن        

 پژوهش مربوط به نواحی بینابینی درونی نسخه بـرداری شـده    

(ITS=Internal Transcribed Spacer  )            بـودنـد. بـه مـنـظـور

 -ابتدا مخمر مورد نظر در محیط عصاره مخمر، DNAاستخراج 

( کشت داده شد. سپس سـلـول هـا        YPDگلوکز مایع )  -پپتون

جداسازی و با استفاده از آب مقطر شستشو گردیدند. در ادامـه   

 920-933سلول ها با بافر لیز کننده، دانه های شـیـشـه ای )          

( بـه   1:29:20ایزوآمیل الکل )  -کلروفرم -میکرون(، محلول فنل 

( شدند. در این مطالعه بافر   Vortexدقیقه مخلوط )  0تا  0مدت 

(، سـدیـ  دودسـیـل          ml  2)   X-100لیز کننده حاوی تریتون   

اسـیـد      -(، تـریـس     g  3/9(، کلرید سـدیـ  )        g  1سولفات ) 

 ml( و اتیلن دی آمین تترا استیک اسـیـد )        ml  1کلریدریک )

رسـانـده شـد.         ml  133( بود که با آب دیونیزه به حج   3/2

 TE (Tris-EDTA buffer)از بافر   DNAسپس به منظور انحلال

دور در      13333استفاده گردید. پس از سانتریفیوژ با سرعـت     

دقیقه، به محلول بالایی جدا شده به میزان دو  13دقیقه به مدت 

برابر حج  آن ایزوپروپانول سرد اضافه و به آرامـی مـخـلـوط       

گردید.پس از سانتریفوژ مجدد، محلول روماند دور ریخته شـد   

و پس از تبخیر شدن ایزوپروپانول در زیر هود به رسوب باقـی  

درجـه     -23اضافه و در دمـای       TEمیکرولیتر بافر  133مانده 

(.  قطعه مورد نظر با استفـاده از      22سانتی گراد نگه داری شد ) 

  ITS1 (5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG3')پرایمـرهـای     

ــو و                          ــل ــه ج ــر رو ب ــم ــرای ــوان پ ــن ــه ع  ITS4ب

(5'TCCTCCGCTTATTGATATGC3')       به عنوان پـرایـمـر

 (.20برگشتی انجام شد )
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دقیقه واسرشت ابـتـدایـی در       0با شرایط دمایی   PCRواکنش 

چـرخـه شـامـل          03درجه سانتی گراد و در ادامه    40دمای 

 03درجه سانتی گراد به مـدت       40واسرشت سازی در دمای 

ثانیـه،   03درجه سانتی گراد به مدت  00در دمای   ثانیه، اتصال

دقیقه و  1درجه سانتی گراد به مدت  12طویل سازی در دمای 

درجه سانتی گراد بـه    12 در نهایت طویل شدن نهایی در دمای

دقیقه انجام شد. درجه خلـو  و انـدازه نسـبـی             13مدت 

درصد تعیین گـردیـد.     1/0بر روی ژل آگاروز   PCRمحصول 

سپس توسط شرکت فزا پژوه تعیین توالی شد. در نهایت توالی  

جستجو گردید تا نام جنس و   NCBIبه دست آمده در سایت 

 گونه مخمر مورد نظر مشخص شود. 

 

 یا ته ها        

تولید لیپیـد   الف( بهینه سازی تولید لیپید با طرح تک فاکتوره:  

در سویه مخمری مورد بررسی در شرایط اولیه )قبل از انجـام   

 g/l  11/82لیپـیـد،      g/l 9/11مراحل بهینه سازی( به صورت 

 (. 2% بود )جدول 09/92توده زیستی خشک و 

نتایج حاصل از  ب( بهینه سازی تولید لیپید به روش تاگوچی:  

نشان داده شـده اسـت.          0در جدول   L16تولید در طراحی 

درصد تأثـیـر    1مشاهده گردید. شکل   9بهترین حالت در آرایه 

عوامل مختلف بر میزان تولید لیپید را به صورت نمودار ستونـی  

نمایش دهنده فاکتورهای مختـلـف و      Xنشان می دهد. محور  

مربوط به درصد تأثیر هریک از عوامل می باشـد کـه      Yمحور 

% )اثر عوامل محـیـطـی( و       2/1مقدار آن بین حداقل تاثیر یعنی 

% )اثر مدت زمان( تنظی  شده است. همـان       23/98حداکثر تاثیر 

طور که مشخص است مدت زمان و منبع کربن دارای بیشتریـن  

%( بر روی تولید لیپید می باشند. کمترین تأثیر نـیـز      23/0تأثیر ) 

 مربوط به خطای آزمایش می باشد.

نتایج آنالیز واریانس نشان می دهد که مدت زمان، میزان کربـن،  

و میزان نیتروژن به ترتیب دارای بیشترین اثر بـر روی        pHدما، 

(. همان گونه که مشـاهـده     9میزان تولید لیپید می باشند )جدول  

می گردد پارامترهایی چون مدت زمان و منـبـع کـربـن دارای         

هستند. اما میزان هوادهی،    (´S)بیشترین مجموع خالص مربعات 

کمترین اثر را نسبت به سایر فاکتورهای مورد بررسی نشان مـی  

 دهد. خطـای آزمـایـش نـیـز هـمـان طـور کـه مشـاهـده                        

 می شود بسیار ناچیز و نزدیک به صفر است.

روغن استخراج شده          :  GC-MSج( آنالیز اسیدهای چرب با        

 مورد آنالیز قرار    GC-MSاز مخمرها پس از متیلاسیون با روش 

  تاگوچی برای بهینه سازی تولید لیپید L16طراحی  :1جدول 

 pH rpm(round/min) (h)مدت زمان (C°)دما (g/l)کربن (g/lنیتروژن ) آرایه ها

5 0/1 11 11 12 1 510 

1 0/1 51 11 24 1/1 100 

9 0/1 31 91 51 1 510 

2 0/1 551 91 31 1/1 100 

1 5 11 11 31 1 100 

1 5 51 11 51 1/1 510 

5 5 31 91 24 1 100 

4 5 551 91 12 1/1 510 

3 5/1 11 91 24 1/1 510 

50 5/1 51 91 12 1 100 

55 5/1 31 11 31 1/1 510 

51 5/1 551 11 51 1 100 

59 0/1 11 91 51 1/1 100 

52 0/1 51 91 31 1 510 

51 0/1 31 11 12 1/1 100 

51 0/1 551 11 24 1 510 
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 درصد تولید لیپید به وزن خشک (g/l(بیومس خشک  (g/l(م دار لیپید تولیدی  شرایط

       (g/l)منبع نیتروژن 

 00/18 11/01 9/24 (1عصاره مخمر و سولفات آمونیوم )

 09/00 11/4 9/10 (1عصاره مخمر و کلرید آمونیوم )

 09/01 11/98 9/11 (1پپتون و سولفات آمونیوم )

 09/00 11/88 9/18 (1پپتون و کلرید آمونیوم )

        (g/l)منبع کربن

 09/1 11/90 9/0 (03گلوکز )

 03 11/19 0/10 (03زایلوز )

       (g/l)غلظت سولفات آمونیوم 

3/0 9/4 12/09 00/8 

1 1/2 12/18 09/0 

1/0 9/1 12/9 09 

        (g/l)غلظت گلوکز

00 9/00 12/92 00 

11 9/02 19/21 93/2 

10 1/10 12/13 09/1 

40 0/89 13/41 00/2 

110 0/11 11/92 03 

       (ºC دما )

20 1/20 12/89 09/2 

00 9/00 11/10 09/1 

       (rpm)هوادهی

103 1/09 10/39 09/28 

233 9/80 12/99 09 

       (h)مدت زمان گرماگذاری 

29 9/9 4/08 98 

98 9/30 11/04 02 

12 8/80 10/04 01/0 

49 1/40 19/19 09/2 

pH       

0 8/80 10/94 01 

0/0 8/00 19/09 01/9 

9 8/08 19/89 01/8 

9/0 8/4 10/24 08/2 

 نتایج حاصل از تولید لیپید به روش تک عاملی : 2جدول 
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% پالمیتیک اسید،   18/01گرفت. ترکیب به دست آمده شامل:         

% 1/20% میریستیک اسید،        1/11% اولئیک اسید،        91/24

% لینولئیک اسید و غلظت پایینی از سایر         9/19استئاریک اسید،   

 متیل استرها بود. 

در این مطالعه تولید      د( تولید سوخت زیستی از لیپید میکروبی:      

سوخت زیستی به واسطه ترانس استریفیکاسیون با متانول              

 % بود. 81صورت گرفت و بازده آن 

نتایـج   ریبوزومی:  RNAه( شناسایی مخمرها توسط تعیین توالی 

به دست آمده از تعیین توالی نشان داد که طول قـطـعـات بـه       

در   ITS2و     ITS1دست آمده با استفـاده از پـرایـمـرهـای            

مخمرهای مختلف متفاوت بوده و در صورت خوانده شدن از   

 ،   28S rRNA    ،ITS2دارای توالی به صورت  0΄به  0΄انتهای 

5.8S rRNA ،ITS1  18  وS rRNA    تصـویـر      2می باشد. شکل

مخمر جداسازی شده در     PCR  حاصل از الکتروفورز محصول

این بررسی را نشان می دهد. پس از تعیین توالی و مقایسه در    

 ردوتورولا موسیلاژینوزابه عنوان  9ایزوله شماره، NCBIسایت 

(Rhodotorula mucilaginosa  )      مشخص گردید. همچنـیـن از

  PDAنظر مورفولوژیکی این سویه مخمری بر روی مـحـیـط      

 (Potato Dextrose Agar  )        ،به شکل کلنی هـای نـرم، صـاف

  نارنجی مشاهده شد. -موکوئیدی و به رن  قرمز

 
 بح    

امروزه میکروارگانیس  های مولد چربی به دلیل سرعت رشد            

بالا، چرخه زندگی کوتاه و توانایی در جذب منابع کربنی                

متفاوت مورد توجه بسیاری از محققین قرار گرفته اند. در ادامه           

به منظور مقایسه مخمر بومی جداسازی شده و نیز میزان لیپید            

 g/l) بیومس خشک ) (g/l)میزان تولید لیپید آرایه ها

1 9/10 10/11 

2 0/48 19/48 

0 0/12 19/88 

9 9/80 10 

0 0/82 19/92 

9 13/41 18/89 

1 9/10 10/12 

8 0/19 19/40 

4 0/1 19/89 

13 9/31 12/40 

11 9/09 19/82 

12 9/19 19/04 

10 9/30 12/40 

19 0/84 19/82 

10 0/09 10/09 

19 9/11 19/91 

 نتایج تولید لیپید در طراحی تاگوچی: 0جدول 

درصد تأثیر پارامترهای مختلف بر میزان تولید لیپید: 1شکل   
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  ( سویه  Torulaspora globasa)  تورولاسپورا گلوبوسا عنوان  

YU5/2               معرفی نمودند. میزان تولید لیپید در این سویهg/l 

 g/l  83در محیط دارای محدودیت نیتروژن و میزان              9/19

(. نتایج به دست آمده در پژوهش         29)  گلوکز گزارش گردید  

حاضر نیز نشان داد که سویه مخمر جداسازی شده قادر به                

توده   g/l  18/89و    g/l  13/41تولید میزان بالای لیپید معادل       

 زیستی خشک در شرایط بهینه می باشد.

به منظور بهینه سازی تولید لیپید توسط این مخمر، از دو روش            

تک عاملی و روش طراحی تاگوچی استفاده گردید. فاکتورهای         

مورد بررسی در هر دو روش شامل دما، هوادهی، منبع نیتروژن،    

و مدت زمان گرما گذاری بود. با توجه به این             pHمنبع کربن،   

که نوع منبع آلی تأثیر زیادی بر روی تولید لیپید نداشت، در               

طراحی تاگوچی این عامل حذف و تنها غلظت سولفات                

آمونیوم بهینه گردید. با توجه به آزمایشات صورت گرفته در             

روش تک عاملی، بیشترین میزان تولید در حالت منبع ازت              

(، دمای  g/l  43(، منبع کربن گلوکز )     g/l  1سولفات آمونیوم )  

ºC  20      هوادهی ،rpm  103       49، مدت زمان گرماگذاری 

به دست آمد. به طوری که که در این شرایط              pH  9ساعت و   

رسید. در پژوهش حاضر       g/l  8/4میزان لیپید تولید شده به        

و در    Qualitek-4برنامه ریزی تمامی آزمون ها توسط نرم افزار      

به روش تاگوچی انجام پذیرفت. شرایط           L16قالب طراحی 

بهینه پیش بینی شده توسط نرم افزار در حالت منبع ازت                 

تولید شده در پژوهش حاضر و نتایج به دست آمده در سایر               

مطالعات، به برخی از تحقیقات انجام شده در سراسر جهان              

به کمک    2334( و همکاران در سال      Panاشاره می گردد. پان )    

سویه مخمری    10رن  آمیزی سودان سیاه، موفق به جداسازی        

با توانایی جذب زایلوز و تولید لیپید شدند. بالاترین میزان               

 g/lبا بیومس     g/l  0/98تولید لیپید توسط یکی از این سویه ها         

گزارش گردید که در این حالت درصد تولید لیپید                 22/0

( و بوجان  هارن    Leesing(. لیزین  )  19% بوده است )   20/91

(Baojungharn       نیز در سال )مخمر مولد چربی را به         2311

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

 19/90 9/328 02/918 0/312 9/190 2 نیتروژن

 23/90 8/910 98/430 2/890 8/04 0 کربن

 18/41 1/181 100/841 1/89 1/89 1 دما

 23/989 8/90 98/484 2/898 8/930 0 مدت زمان

pH 0 9/928 2/234 01/102 9/902 10/98 

 1/981 0/190 00/320 0/221 0/221 1 هوادهی

 2/101 - - 3/308 3/119 2 اثرعوامل محیطی)خطا(

 133 - - - 91/194 10 مجموع

 نتایج آنالیز واریانس: 9جدول 

 سـویـه جـدا شـده.           PCRتصویر ژل الکتروفورز محصولات     :2شکل 

 L ( سایز مارکر )bp133  ،)-  ،باند نشان دهـنـده سـویـه        1( کنترل منفی )

 (bp 903) ردوتورولا موسیلاژینوزا
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(Rhodotorula minuta   سویه )IIP-33  ،    دریافتند که بر خلاف

ویژگی های تکثیر مخمرهای مولد چربی، نسبت کربن به              

% 98برای تجمع لیپید به میزان حداکثر            03نیتروژن معادل    

 (.  29کافی است )

( Liو لی )    2334( و همکاران در سال       Easterlingسترلین  ) 

در بررسی جداگانه ای گزارش         2330و همکاران در سال       

های مختلف     pHنمودند که توانایی تولید لیپید تحت تأثیر          

بهینه برای     pHمحیط کشت قرار می گیرد. به طوری که             

(. 28و    21می باشد )  9تا  0سلول های مخمری در محیط بین 

این یافته با نتایج به دست آمده در مطالعه حاضر ه  خوانی              

دارد. در مطالعه حاضر تولید سوخت زیستی به واسطه ترانس          

% 81استریفیکاسیون با متانول صورت گرفت و بازده آن               

به   2331( و همکاران نیز در سال        Daiگزارش گردید. دای )   

 رودوتورولا گلوتینیس منظور تولید سوخت زیستی از مخمر        

استفاده نمودند. میزان تجمع لیپید در این مخمر و همچنین             

 % 81/1% و    94/20بازده تولید سوخت زیستی به ترتیب            

 (. 19بود )

 

 نتیجه گیری          

سویه جداسازی شده در این پژوهش، با درصد تولید حـدود    

گرم بر لیتر در شرایط بهینه  13/41  % ، میزان تولید لیپید 08/22

 % قـابـلـیـت اسـتـفـاده            81و بازده تولید بیودیزل مـعـادل       

در زمینه های مختلف صنعتی را دارا می بـاشـد. جـداسـازی        

با پتانسیل بالای تولیـد   رودوتورولا موسیلا ژینوزاسویه بومی 

لیپید، نوید بخش جداسازی سایر سویه های مولد  چـربـی و     

نیز استفاده از این مخمر ها در صنایع مختلف است. این سویه  

با قابلیت تولید بالای لیپید می تواند سوبستـرای لازم بـرای       

  تولید سوخت زیستی را فراه  نماید.

 

 تشکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از معاون محترم تحقیقات و فناوری              

دانشگاه فلاورجان به دلیل همکاری صمیمانه در اجرای این           

 پژوهش کمال امتنان را دارند.

(، g/l  10(، منبع کربن گلوکز )       g/l  1سولفات آمونیوم )   

 12، مدت زمان انکوباسیون     rpm  103، هوادهی     ºC 20دمای

بوده است. در این شرایط میزان          9/0معادل     pHساعت و 

پیش بینی گردید.     g/l    11/302تولید لیپید توسط نرم افزار     

 g/l% پیش بینی تاگوچی )     40این میزان در حالت عملی تا         

 ( به دست آمد. 13/94

بنابراین می توان چنین نتیجه گرفت که با کمک طراحی                

آزمایش ها مانند روش تاگوچی، می توان بهینه سازی را به              

صورت هدف دار تنظی  نمود و به نتایج بهتر و صحی  تری              

دست یافت. زیرا در این روش امکان بررسی عوامل موثر بر             

 تولید لیپید به صورت ه  زمان وجود دارد. مطالعات نشان             

می دهد که ترکیبات آلی برای تجمع لیپید مناسب هستند، اما            

برای رشد مناسب نمی باشند. برعکس ترکیبات معدنی برای           

 رشد مناسب هستند، اما برای تجمع لیپید مناسب نمی باشند           

(. یافته های ما در این پژوهش نشان می دهد که بهترین              19)

گرم بر لیتر     1غلظت نیتروژن برای تولید بیشترین میزان لیپید،        

 2313( و همکاران در سال       Kraistintaمی باشد. کرایستینتا )   

اثر عوامل مختلفی مانند غلظت گلوکز، عصاره مخمر،                

را بر روی تولید لیپید       pHسولفات آمونیوم، سولفات منیزی  و      

 Rhodosporidium)رودوسپوریدیوم تورولوئیدس   در مخمر   

toruloides  )  سویهDMKU3-TK16      بررسی نمودند. میزان

 g/l   13تولید لیپید در این مخمر در شرایط بهینه شامل             

عصاره مخمر و     g/l  3/10سولفات آمونیوم،     g/l  3/00گلوکز،  

g/l  2     ، از وزن خشک آن بوده است )       11/0سولفات منیزی %

(. همچنین تأثیر منابع مختلف کربنی مانند گلوکز، فروکتوز         14

رودوتورولا و سوکروز نیز بر روی میزان تولید لیپید در مخمر           
( بررسی شده است. از        Rhodotorula glutinis)گلوتینیس  

میان منابع کربنی، گلوکز بیشترین توده زیستی و محتوای              

لیپیدی را ایجاد می نماید. میزان تولید لیپید، بیومس و درصد            

 g/lتولید نسبت به وزن خشک در این مخمر به صورت                

2/90،  g/l  13/21    (. 20% گزارش شده است )       20/18و

با بهینه سازی     1448( و همکاران در سال       Saxenaساکسنا ) 

  ماینوتا  رودوتورولاشرایط تولید لیپید در مخمر                  
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Ab tra t 

Background and Objectives: Microbial lipid composition is similar to the oil obtained from plants 

and animals. Although vegetable oils were originally used for producing biodiesel, high costs of 

the process encouraged industries to use  microbial lipids as biodiesel sources. This study was 

conducted to isolate yeast strains with high lipid productivity, to optimize the extraction process 

of produced lipid and to convert the lipids to biodiesel.  

Materials and Methods: In this study, after isolation of the yeast Rhodotorula, the productivity of 

microbial lipid in nitrogen limited condition, rice straw and wheat bran hydrolyzate was  

evaluated. The products were analyzed based on Gas Chromatography-Mass Spectrometry  

technique (GC-MS). The lipid production was optimized by two techniques (one factorial and  

Taguchi method) and the results were compared. At the end, the yeast strain was identified using 

polymerase chain reaction (PCR) techniques.  

Results: The strain isolated from this study was identified as Rhodotorula musilaginosa.  

The strain had high lipid production and dry biomass of 10.97 g/l and 18.84 g/l in optimized  

conditions, respectively. The highest fatty acids were Palmitic acid (18.51%) and Oleic acid 

(67.29%).  

Conclusion: The results obtained in this study indicate that there are valuable native strains in our 

country that they can be used in different industries , especially biodiesel production.  

Keywords: Microbial lipids, Gas Chromatography-Mass Spectrometry, Rhodotorula musilaginosa. 
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