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در تخمير alpina Mortierellaتوليد آراشيدونيك اسيد توسطبررسي
 حالت جامد با استفاده از تفاله خرما

d حسين باخدا،cكيانوش خسروي داراني،bهوشنگ نيكوپور،*aسيده زينب اسدي

aگروه،دانشگاه آزاد اسلاميكارشناسي ارشد آموختهشدان و تحقيقات تهران، و صنايع غذايي،علواحد علوم  ايران تهران، وم
b،و تحقيقات تهران و صنايع غذايي،گروه دانشيار دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم  ايران تهران، علوم

cو خدمات درماني و صنايع غذايي كشور، گروه تحقيقات صنايع شهيد بهشتي، انستيتو تحقيقات تغذيه دانشيار دانشگاه علوم پزشكي اي
 هران، ايرانت، غذايي

d،و تحقيقات تهران، گروه مكانيزاسيون كشاورزي  ايران تهران،استاديار دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم

 10/6/1392 تاريخ پذيرش مقاله: 10/2/1392تاريخ دريافت مقاله:

هچكيد
مي اسيد: آراشيدونيك مقدمه مياز اسيدهاي چرب ضروري چند غير اشباع در سلامت انسان ايفا از كنـد. گونـه باشد كه نقش مهمي هـايي

از اسيدهايقادر به توليد گستره Mortierellaجنس قارچ  و تحقيقـات به ويژه آراشـيدونيك اسـيد چرب چند غيراشباعي وسيعي بـوده
بر توليد آنهنشان داده مياند عوامل متعددي .M امروزه توليد ميكروبي آراشيدونيك اسيد توسط قارچ.باشندا موثر alpina بـا بكـارگيري

 تخمير حالت جامد مورد توجه قرار گرفته است.
و روش در تخمير حالـت تفالهبر Mortierella alpina CBS 528.72 جدايه كشت توسط اسيدآراشيدونيك توليد ها:مواد خرما

اجامد  متغيـر شـامل انـدازه يـازده به منظور تامين منبع نيتروژن، كنجاله سويا اضافه شد. تـاثير. گرفتز طرح پلاكت برمن انجامبا استفاده
و مدت زمان گرمخانـه هاينسبت كربن به نيتروژن سوبسترا، مكمل، اوليهpHذرات، ميزان رطوبت،  و سويا، سن تلقيح، دما -روغن بزرك

ح،گذاري بر ميزان توليد آراشيدونيك رارتيمدت زمان پيش تيمار در دو سطح بررسي گرديد. اسيدو مكمل نيتروژن
%هايافته در اين تحقيق، رطوبت اوليه در محدوده مورد بررسي متغيرها :75-70) روغـن بـزرك، انـدازهw.w-1 %(10سوبسترا، افـزودن

(،متر ذرات سوبستراميلي7/1-2/1 در افزايش توليـد آراشـيدونيك96و سن تلقيح مكمل نيتروژنw.w-1 %(4افزودن اسـيد تـاثير ساعت
در اين تحقيق، دارمعني در گرم سوبستراي تخمير شده خشك بود.ميلي66/4داشتند. بيشترين مقدار آراشيدونيك اسيد توليد شده  گرم
مي گيري:نتيجه يبا اصلاح تفاله خرما توسط عوامل ذكر شده،  اسيد توسطآراشيدونيكاخته حاوي بيشترين مقدار توان به توليد روغن تك
.M قارچ alpina دست يافت.

 Mortierella alpina،تفاله خرما،تخمير حالت جامد،اسيدك آراشيدوني:هاي كليديواژه

 email: s.z.asadi@gmail.com مكاتبات مسئول نويسنده*
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 مقدمه
بدست1هاي روغني گونه ميكروبي منابعازروغني كه

3يا روغن تك سلولي2روغن ميكروبي عنوان به آيدمي

 هايچربيوهاروغن ديگر همانند است، شده شناخته
 آسيل تري دسته از حيوانيو گياهي منابع در موجود

و به عنوان (Fidler et al., 1999)باشد مي4گليسرول
از جمله5روغن حاوي اسيدهاي چرب چند غيراشباع

، مورد توجه خاص محققين قرار گرفته6آراشيدونيك اسيد
,.Fakas et al( است 2009b.( اسيد آراشيدونيك 
چرب چند غيراشباع در انسان است كه در ترين اسيدعمده
خواندام و بافت ماهيچهها، بان و همراه اي وجود دارد

فسفوليپيدها داراي نقش اساسي به عنوان ليپيد ساختاري 
موجود در بافت مغز6ترين اسيد چرب امگاباشد، اصليمي

(Ratledge, 2004) ساز بسياري از ايكوزانوئيدهاو پيش
و8ها، لوكوترين7هااز جمله ترومبوكسان

باشد. عملكردهاي مي29هاي سري پروستاگلاندين
، 10فيزيولوژي متنوعي از جمله حفاظت از مخاط معده

، درمان 12اي، از بين بردن سلولهاي غده11كاهش چربي كبد
در 13پسوريازيس پوستي و ساز چربي و بهبود سوخت
براي آراشيدونيك اسيد گزارش شده 14بيماران سيروزي

)  & Higashiama et al.,2002; Dyalاست
Narine, 2005.( اخيرا توليد ميكروبي آراشيدونيك اسيد
كه مقادير Mortierella alpinaاي توسط قارچ رشته

قابل توجهي از اين اسيد چرب را تحت شرايط مختلف 
بسمحيط كشت توليد مي تر جامد مورد توجه قرار كند، در

.  (Sakuradani & Shimizu, 2009)تگرفته اس
ك 15بستر جامد تخمير در شت ريزسازواره بر سوبستراي جامد يعني

و يا تقريباً نبودن آب آزاد  به علت مزاياي آن در مقايسه در غياب
باشد؛ از مزاياي اين، قابل توجه مي16وري با تخمير غوطه

دستي، تكنيكي فرآيندهاي پايين روش، كاهش هزينه
از ساده و در دسترس، تر، استفاده منابع كربني ارزان قيمت

ميكاهش انر و خروجي كم فاضلاب (ژي  & Pengباشد
Chen, 2008a.( نسبت كربن به نيتروژن در سوبستراي

 
3 Unicellular oils/ Single cell oil (SCO) 4 Triacylglycerol 
Acid (AA)/ (ARA); (20:4 cis, 5, 8, 11, 14. ω-6) 
9 Series 2 Prostaglandins                    10 Gastric Mucosa 
13 Skin Psoriasis                               14 Cirrhotic Patients 
Fermentation (SmF) 17 Plackett-Burman Design(PBD) 
 

,.Sajbidor et al)جامد براي رشد ميكروبي مناسب بوده
نيز به رشد اسيدهاي چرب چند غيراشباعو توليد  (1990

,.Jang et al)باشد ميكروبي وابسته مي برخي از . (2000
م و نيتروژن سوبسترا در محققين اهميت غلظت نابع كربن

و كميت توليد ليپيد توسط  را Mortierellaكيفيت
) ,.Jang et alگزارش كردند 2000; Jang et al.,

2005; Sajbidor et al., و ). 1990 طراحي معين
و ضروري  مناسب براي آزمايشات فرآيند تخمير، مهم

17طرح پلاكت برمن باشد. مي
لي هاي عام يكي از طرح3

هاي كسري دو سطحي بوده كه براي بررسي اثر متغير
شود. مفيد بودن فرآيندهاي تخميري به وفور استفاده مي

اين طراحي در واقع به دليل معين كردن اثر تعداد متغير 
باشد. نوعي از اينمي مستقل زياد بر پاسخ سيستم بطور

آزمايشNفاكتور دو سطحي باKطراحي براي بررسي 
م (يمناسب 4مضربي ازN)، كه در آن K=N-1باشد

و درجه آزادي ،11است. با داشتن يازده متغير در دو سطح
 p نياز به انجام دوازده آزمايش خواهد بود. با توجه به مقدار

بودن دار معنيمحاسبه شده براي هر متغير مستقل، ميزان 
(پاسخ) مشخص خواهد شد  اثر آن متغير روي متغير وابسته

)Plackett & Burman, 1946(.
 M. alpinaتـاكنون، بيشـتر تحقيقـاتي كـه بـر روي

ور انجام شده است، توليد آراشيدونيك اسيد در تخمير غوطه
و تحقيقات بر روي كشت آن در را مورد ارزيابي قرار داده اند

باشــد. برخــي محـيط جامــد، اخيـرا در حــال گســترش مـي 
شباع توسـط جدايـه چرب چند غيرا محققين توليد اسيدهاي

ATCC 32222 M. alpina بـا تخميـر در سوبسـتراي
ي بـادام جامد از جمله سبوس برنج، سبوس گنـدم، كنجالـه 

و سيب زميني شيرين را مـورد بررسـي قـرار دادنـد. 4زميني

چـرب چنـد غيراشـباع، بهترين شرايط براي توليد اسيدهاي
م5تا3/2سبوس برنج اضافه شده با  قـدار درصد نيتـروژن،

و محدوده68تا65رطوبت اوليه  5بـا7تـاpH 6ي درصد

(12تا8گرمخانه گذاري ,.Jang et alروز بـود 2000(.
همچنين در پژوهش ديگري شـرايط بهينـه توسـط همـان

 
1 Oleaginous Species                        2 Microbial Oils      
5 Polyunsaturated Fatty Acids (PUFAs) 6Arachidonic 
7 Thromboxanes (TX)           8 Leukotrienes (LT) 
11 Reduction of Fatty Liver    12 Killing of Tumor Cells 
15 Solid State Fermentation (SSF)   16 Submerged 
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و بستر جامد سبوس بـرنج در راكتـور سـتوني بـراي1قارچ
درصـد75/3چرب چند غيراشباع با افزودن توليد اسيدهاي

درصـد،57وزني منبع نيتروژن، مقدار رطوبـت اوليـه وزني 
pH خانــه ليتــر در دقيقــه، گــرم2/1، هــوادهي6-7اوليــه

و سـپس در دمـاي5به مـدتCº20گذاري در دماي  روز
Cº127بـه مـدت)  ,Jang & Yangروز فـراهم شـد

گـردان، آفتـاب ). تحقيـق ديگـري بـر روي كنجالـه 2008
و كنجاله كنجالـه زيتـون بـراي توليـد سويا، كنجالـه كلـزا

 M. alpina CBS آراشيدونيك اسيد توسط جدايـه قـارچ 
 در بستر جامد انجام گرفت. در اين تحقيق كنجاله754.68

آفتــاب گــردان بــه عنــوان بهتــرين سوبســترا بــراي توليــد
گـرم در هرگـرم ميلـي14/1آراشيدونيك اسـيد بـه ميـزان 

در6گـذاري بـه مـدت بـا گرمخانـه سوبستراي خشك روز
Cº12روز ديگر در دمـاي6و سپس به مدتCº20دماي

و انتخاب گرديد. سـپس متغيرهـايي از جملـه انـدازه ذرات
و دماي گـرم  گـذاري، خانـه محتواي رطوبت سوبسترا، زمان

و مكمل گلوتامات مورد  مكمل عصاره مخمر، مكمل گلوكز
ــد  ــراي تولي ــوثرترين متغيرهــا ب و م ــد ــرار گرفتن مطالعــه ق

روز،12گـذاري يدونيك اسيد به ترتيب، زمان گرمخانهآراش
ــدازه ذرات سوبســترا  و دمــاي ميلــي1-4/1ان Cº20متــر

)  ).Ghobadi et al., 2011گزارش شدند
اهـا، تـرين سوبسـتر با توجه به اينكه مقرون بـه صـرفه

ــتند  ــذايي هس ضــايعات حاصــل از كارخانجــات صــنايع غ
)Certik & Shimizu, 1999تحقيق از تفالـه)، در اين

براي اولـين بـار بـه خرما شيره توليد جانبي محصولخرما، 
و منبع كربن براي توليد روغن تك  عنوان سوبستراي جامد

و  بـه منظـور ياخته حاوي آراشيدونيك اسـيد اسـتفاده شـد
با توجه بـه مطالعـه سـاير محققـين از تامين منبع نيتروژن 

توجـه بـه عوامـل كنجاله سويا استفاده گرديد. همچنين بـا 
 بررسي شده توسط ساير پژوهشگران، يازده متغيـر در توليـد 

 .CBS 528.72  Mآراشــيدونيك اســيد توســط جدايــه
alpina .با طراحي پلاكت برمن مورد مطالعه قـرار گرفـت
 مـواد به خرما ضايعات تبديل صنعت توسعه كه است بديهي

 ضـايعات مشكلات حل جهت مهمي بسيار كمك ارزش، با
.كندمي كشورايخرم

و روش هامواد

4 Mycelial Fragments 

 مواد مصرفي-
از شـركت تحقيـق مواد شيميايي استفاده شده در ايـن
از شـركت صـنعتي مرك آلمان خريداري شد. روغـن سـويا 

،، روغن بزرك از شـركت داروسـازي بـاريج اسـانس بهشهر
از تفاله خرما (محصول جانبي توليـد شـيره خرمـا متشـكل

ش ركت خرما بن جنـوب بـه صـورت ارقام مختلف خرما) از
و كنجالـه سـويا از شـركت پـروتئين سـوياي  آسياب شـده

 سبحان خريداري گرديد.-بهپاك

 ريزسازواره-
 CBSريزسازواره مورد استفاده در ايـن تحقيـق قـارچ

528.72  Mortierella alpina بود. پس از خريـداري
از مجموعه ميكروبي كشـور هلنـد توسـط دانشـگاه تربيـت 

2س به منظور نگهداري آن، از مالت آگارمدر
استفاده گرديد.2

هر دو ماه يكبار، كشت مجدد بر روي محيط كشـت مالـت 
,.Rocky Salimi et al( گرفتآگار انجام  2011.( 

 تهيه سوسپانسيون ميسليوم-
گـرم در ليتـر10قارچ مورد نظـر روي محـيط حـاوي

و5گلوكز،  رم در ليتر آگـارگ20گرم در ليتر عصاره مخمر
ساعت با توجـه 192و96، در مدت زمانpH 1/0±5/6با 

(جدول شـماره  و دمـاي4و1به طراحي آزمايش (ºC 23
آب انكوبه شد. سپس ميسليوم استريل به منظـور مقطر ها با
تعـداد قطعـات هموژن گرديد،3توليد سوسپانسيون ميسليوم

بـرآورد شـد5/1-2×106ليتر از آن در هر ميلي4ميسليوم
)Jang et al., 2000; Jang & Yang, 2008(.

 آناليزهاي شيميايي-
كـردن در آون تحـت خـلا تـا رطوبت با خشـك ميزان

و توسط آب ديونيزه   pHتنظـيم شـد. رسيدن به وزن ثابت
 گرديـدو سـپس تنظـيم گيـري متر انـدازه pHسوبسترا با

)Jang et al., 2000; Jang & Yang, 2008.( 
 با مرطوب اكسيداسيون با استفاده از روشدرصد كربن آلي

سولفات فرو نيم آمونيوم با كردن تيترو كرومات پتاسيمدي
( مـولار  .)Nelson & Sommers, 1982بـرآورد شـد

درصد نيتروژن كل با استفاده از دسـتگاه اتوماتيـك كلـدال
Kjel.TecTM 8400 استخراج روغـن از گيري شد. اندازه

 
1 Column Reactor  2 Malt agar 3 Mycelial Suspension 
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و دسـتگاه1هگـزان-بـا حـلال ان اي خشك شده سوبستر
) .)et al., 2011Ghobadiاولتراسونيك انجـام گرفـت

گيـري درصـد روغـن بـا روش سوكسـله انجـام شـد اندازه
)Jacobs et al., 2010چرب بـه سازي اسيدهاي). مشتق

( Metcalfروش   Metcalf etو همكاران، انجام گرفـت
al., 1996 ي اسـيدهاي چـرب از گيـر ). به منظـور انـدازه

ساخت كشور Unicam 4600دستگاه گاز كروماتوگرافي
انگلستان در آزمايشـگاه علـوم دامـي دانشـكده كشـاورزي 

2/0ها بـه ميـزان دانشگاه تربيت مدرس استفاده شد. نمونه
ميكروليتر به دستگاه گازكروماتوگرافي تزريق شد. گاز حامل

و آشكارســاز وع يونيزاســيون مــورد اســتفاده از نــ2نيتــروژن
و سـتون ºC 250، دماي تزريق ºC 300با دماي3ايشعله

25/0متر، قطـر خـارجي30دستگاه از نوع مويين به طول
و از جـنس22/0متر، قطر داخلي ميلي  Fusedميكرومتـر

Silica .بود 

انجام عمليات تخمير با توجه به طراحي آماري-
هاآزمايش
مقدار مشخصـي از تفالـه ليتري،ميلي 500هاي در ارلن

خرما با مقدار مشخصي از كنجاله سـويا بـا رعايـت نسـبت 
و با اندازه ذرات سوبسترا، درصد رطوبـت، كربن به نيتروژن

pH و بـزرك بـا توجـه بـه طراحـي و افزودن روغن سـويا
و مخلـوط4و1هـاي بـر اسـاس جـدول آزمـايش تنظـيم

د  و پيش تيمـار حرارتـي توسـط اتـوكلاو ر دمـاي گرديدند
Cº121 دقيقه با توجه به طراحي آزمايش60و20به مدت

ليتر سوسپانسيون ميسليوم بـا ميلي2انجام گرفت. سپس با 

و در درجه حرارت ساعت 192و96هاي سن ºC 23تلقيح
گـذاري شـدند، كـه در روز چهـارم روز گرمخانـه5به مدت
و گرمخانه  گذاري مكمـل نيتـروژن شـامل نيتـرات پتاسـيم

.شدها اضافه به برخي از ارلن1به2عصاره مخمر با نسبت
درºC 5/0±12وºC 5/0±20تغيير دما به در روز ششم
روز ديگر با توجـه بـه طراحـي آزمـايش7و4مدت زمان

كـن خشـك توسـط شـده سوبستراي تخميـر انجام گرفت.
و توسط هـاون آزمايشـگاهي پـودر شـدند  انجمادي خشك

)Jang et al., 2000; Jang & Yang., 2008; 
Asadi et al., 2013.( 

و تحليل آماري-  تجزيه
ها در سه تكرار انجام گرفت. در اين تحقيق، كليه آزمون

از موثرعوامل  براي توليد آراشيدونيك اسيد با استفاده
( تحليل آماري طرح پلاكت برمن و-در دو سطح كم (

شدند.س انتخاب سطح زياد (+)، بر مبناي تجزيه واريان
8نسخه  Design-Expertبدين منظور از نرم افزار

)  ).Plackett & Burman, 1946استفاده شد

هايافته
برخي تركيبات اصلي سوبستراي استفاده شـده در ايـن

و2تحقيق، در جدول  و درصـد اسـيدهاي چـرب سوبسـترا
نشـان داده3هاي افزوده شده به سوبسترا در جـدول روغن
 است.شده 

هاي طرح پلاكت برمن براي نتايج آزمايش4در جدول
 آراشيدونيك اسيد آورده شده است.

آن-1جدول و سطوح 1هامتغيرهاي اوليه

∗∗-1∗+1متغيرنماد

: Aميلي اندازه) 1/0-2/16/0-7/1 متر)ذرات سوبسترا
: B) % w.w-1(10 1مكمل روغن سويا
: C) % w.w-1(10 1مكمل روغن بزرك
: D% 60-7065-75 رطوبت اوليه سوبسترا
: EpH 6±71/0±1/0 اوليه سوبسترا
: F6020(دقيقه)حرارتي پيش تيمارمدت زمان
: G(ساعت) 96 192 سن تلقيح
: H2117 نسبت كربن به نيتروژن سوبسترا
: Jروز5دماي گرمخانه گذاري پس ازC)˚(5/0±205/0±12
: K74(روز)روز5زمان گرمخانه گذاري پس از
: Lدر روز چه (افزودن مكمل نيتروژن % w.w-1(40ارم

؛ سطح كم متغير-1 ∗∗+؛ سطح زياد متغير،1∗

1 N- hexane              2 Detector               3 Flame ionization 
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آراشيدونيك اسيد متغيرها براي توليد1، پارتو1شكل در
از بزرگترين تا كوچكترين بصورت گرافيكي نشان داده شده 

و در  ضرايب عوامل تاثير گذار آورده شده5جدول است
گر نسبت مستقيم بين است كه در آن ضرايب مثبت نمايان

و ضرايب  و مقدار آراشيدونيك اسيد توليد شده مقدار متغير
منفي ارتباطي معكوس بين مقدار آراشيدونيك اسيد توليد 

و مقدار متغير را نشان مي  دهند.شده

 بحث
ا تركيبات اصلي سوبستر-

و نياز با توجه به كم بودن ميزان نيتروژن تفاله خرما
به Mortierellaقارچ  و همچنين به نيتروژن براي رشد

منظور ايجاد نسبت مناسبي از كربن به نيتروژن، از كنجاله 
شدسويا به  نسبت كربن آلي.عنوان منبع نيتروژن استفاده

بنا به محاسبه شد.86/35±8/0به نيتروژن كل تفاله خرما 

با Koikeگزارش  .Mو همكاران، در رابطه alpina 
گزارش شده15-20بهترين نسبت كربن به نيتروژن

) Koike atاست al., 2001.( 
به Jangبا توجه به گزارشات و همكاران، نسبت كربن

براي توليد ايكوزاپنتاانوئيك5/18و5/14نيتروژن بين
و نسبت كربن به نيتروژن بين  براي توليد21و5/19اسيد

) ,.Jang et alآراشيدونيك اسيد مطلوب است 2000.(
لذا در اين تحقيق با استفاده از كنجاله سويا نسبت كربن به 

و Park تنظيم شد.21و17نيتروژن سوبسترا در دو سطح 
همكاران، تاثير برخي از منابع نيتروژني را بر توليد

سي نمودند، نتايج برر M. alpinaآراشيدونيك اسيد توسط 
نشان داد با استفاده از كنجاله سويا در نسبت كربن به 

، آراشيدونيك اسيد به مقدار بيشتري توليد53/5نيتروژن 
(مي ,.Park et alگردد 1999.( 

 برخي تركيبات اصلي سوبسترا-2جدول
(%)روغنpH(%)رطوبتنسبت كربن آلي به نيتروژن كلنيتروژن كل (%)كربن آلي (%)نوع سوبسترا

32/1±3/427/0±36/2302/0±86/3518/0±26/18/0±28/4504/0±61/0ه خرماتفال
35/1±66/62/0±69/603/0±53/504/0±95/715/0±95/4321/0±05/0 كنجاله سويا

 ميانگين آورده شده است.±اعداد بصورت انحراف معيار

و روغن سويااز اسيدهاي چرب موجود در مقادير برخي-3جدول  تفاله خرما، كنجاله سويا، روغن بزرك

 سوبسترا
اسيدهاي چرب

 C18:1 واحد
(n-6) 

C18:2 
(n-6)

C18:3 
(n-3) 

C20:4 
(n-6)

در گرم سوبستراي خشكميلي08/00±63/003/0±55/106/0±26/0 تفاله خرما  گرم
سميلي3/00±39/202/0±8/017/0±12/0 كنجاله سويا در گرم  وبستراي خشكگرم
در گرم روغنميلي14/450±63/0 01/384±51/16661/0±57/0 روغن سويا  گرم
 گرم در گرم روغنميلي0 53/383±67/0 58/116±98/1505/0±22/0 روغن بزرك

 ميانگين آورده شده است.±اعداد بصورت انحراف استاندارد

آز-4جدول و ميزان آراشيدونيك اسيدطرح پلاكت برمن براي يازده متغير، دوازده 1مايش

شماره
 آزمايش

C20:4(n-6) متغير
گرم در گرم سوبستراي ميلي

ABCDEFGHJKL تخمير شده خشك

1++-+++---+-08/0±95/2
2-++-+++---+01/0±73/0
3+-++-+++---11/0±46/2
4-+-++-+++--01/0±12/0
5--+-++-+++-04/0±39/0
6---+-++-+++06/0±59/0
7+---+-++-++06/0±68/0
8++---+-++-+04/0±39/1
9+++---+-++-01/0±24/1
10-+++---+-++4/0±38/4
11 +-+++---+-+47/0±66/4
12 -----------15/0±19/0

و ميانگين آورده شده است، علامت±اعداد بصورت انحراف استاندارد + مي–هاي و كم متغيرها  باشند.به ترتيب نمايانگر سطح زياد

1 Parto 
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ازـبا توجه به اينكه در اين تحقيق روغن است خراجي
و كنجاله سويا داراي آراشيدونيك اسيد نبودند، فالهـت خرما
ميبن توان به تغيير سطوح ابراين توليد اين اسيد چرب را

و كنجاله سويا همچنين  متغيرها نسبت داد. البته تفاله خرما
هاي روغني حاوي مقاديري از اسيدهاي چرب غير مكمل

و آلفالينولنيك2، لينولئيك اسيد1اشباع از جمله اولئيك اسيد
(جدول شماره مي3اسيد توليد)، كه سبب تحريك3باشند

چرب چند غيراشباع به ويژه آراشيدونيك اسيد در اسيدهاي
گردند مي M. alpinaمانند Mortierellaهاي گونه

)Weber & Tribe, 2003(.

بررسي عوامل موثر در توليد آراشيدونيك اسيد-
 M. alpinaتوسط 

 مكمل نيتروژن-
افزودن مكمل نيتروژن در روز چهارم يكي از عوامل

 به عبارتي دار در توليد آراشيدونيك اسيد بود،معنيموثر 

) مكمل نيتروژن به سوبسترا باعثw.w-1 %(4افزودن
. نتايج حاصله افزايش ميزان آراشيدونيك اسيد گرديد

و همكاران بود، آنها چند Jangهمراستا با مطالعات 
با منابع M. alpinaسوبستراي جامد تخمير شده توسط

و نيترات مكملنيتروژن شامل عصاره و مخمر سازي كردند
دريافتند كه اسيدهاي چرب چند غيراشباع توليد شده به 

)  ).Jang et al., 2000مقدار مكمل نيتروژن وابسته است

 مكمل روغن-
نتايج حاصل از اين تحقيق افزودن روغن بزرك به سوبسترا

و معني دار با اثر مثبت در توليد را به عنوان عامل موثر
) )w.w-1آراشيدونيك اسيد نشان داد، كه به ميزان

 باعث افزايش توليد آراشيدونيك اسيد توسط%10
M. alpina محققين گرديد، اين نتيجه با گزارش برخي

در سوبستراي جامد همخواني داشت. طبق گزارش آنها 
) روغن بزرك باعث افزايشw.w-1 %(10افزودن
هاي مورد چرب چند غيراشباع در اغلب سويه اسيدهاي
(مي Mortierellaمطالعه از   ;Jang et al., 2000شود

Jang & Yang, 2008; Jacobs et al., 2009; 
2010.( 

بههمچنين نت دست آمده در اين مطالعه بـا تحقيـق ايج
Jang همو همكاران در تخمير غوطه راستا بـود. ايـن وري

روغـن بـر توليـد منبـع چنـد تـاثيريمقايسـه بـا محققين 
 عنـوان بـه بـزرك را روغـن،چرب چند غيراشباع اسيدهاي
و روغـن سـويا روغـن ترتيـب بـه آن از بعـدو بهتـرين
( آفتابگردان  ).Jang et al., 2005معرفي كردند

10و1در اين تحقيـق روغـن سـويا كـه در دو مقـدار
) استفاده شده بود كه در ميزان آراشيدونيك w.w(1-درصد

هماسيد توليد شده تاثير معني و راسـتا بـا نتـايج دار نداشت
Jang دادنـد بـا نشـان بود. آنها 2005و همكاران در سال
و يابدمي افزايشيسلوليتوده سويا روغن غلظت افزايش

مت-1شكل  اسيدك غيرها براي آراشيدونيپارتو

1ضرايب عوامل تاثيرگذار در توليد آراشيدونيك اسيد-5جدول

 متغيرها
رطوبت اوليه
 سوبسترا

 سن تلقيح
افزودن روغن

 بزرك
اندازه ذرات
 سوبسترا

افزودن مكمل نيتروژن در روز
 چهارم گرمخانه گذاري

42/0+58/0+66/0+68/0-88/0+ ضرايب

1 Oleic acid (OA; 18:1, ω-9)    2 Linoleic acid (LA; 18:2. ω-6)  3α -Linolenic acid (ALA; 18:3 cis, 9, 12, 15. ω-3) 
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مي%1 در  غيـرو آراشـيدونيك اسـيد مقـدار رسد، به ثبات
يابـد مـي كـاهش غلظـت سـويا بيشـتر افزايش با اشباعيت

)Jang et al., 2005.(Jang 2000و همكاران در سـال 
% %1نشان دادند افزودن و روغن بـزرك بـر1روغن سويا

چـرب چنـد بستر جامـد سـبوس بـرنج رانـدمان اسـيدهاي 
و  ــيد ــيدونيك اس ــيد، آراش ــك اس ــل، لينولئي ــباع ك غيراش

دهد. اين تفاوت احتمال ايكوزاپنتاانوئيك اسيد را افزايش مي
و شـرايط عمليـات  دارد ناشي از اختلاف در نـوع سوبسـترا

 ) ,.Jang et alتخميـر باشـد 2000; Asadi et al.,
2013.(1

رك تـا توان نتيجه گرفت افزودن روغن بـز بنابراين مي
ــد 10 ــيدw.w(1-درص ــيدونيك اس ــزايش آراش ــث اف  ) باع
دهد روغن بزرك توسـط كشـت اين امر نشان مي.شودمي

و در توليـد تواند به نحو موثري متابوليزه شـود اين قارچ مي
آراشيدونيك اسيد نقش مثبتي داشته باشد، احتمالا به علـت
، محتواي غني اين ماده از اولئيـك اسـيد، لينولئيـك اسـيد 

و اسـتفاده قـارچ از ايـن Mortierellaآلفالينولنيك اسيد
چرب چند غيراشباع باشـد. سازها براي توليد اسيدهايپيش
مييافته ، قـادر بـه M. alpinaكنند كه هاي مذكور، تاييد

استفاده از ليپيدهاي افزوده شده به محيط كشت براي توليد
و چرب چند غيراشباع، بوسيله غيـر اشـباع اسيدهاي سـازي
 ,.Certik et al)باشـند سازي اسيدهاي چرب مـي طويل

1998).

 رطوبت اوليه سوبسترا-
رط75يق،ـن تحقـاي در ثـسترا باعـيه سوبـوبت اولـ%

و تاثير معنـي دار مثبـت افزايش توليد آراشيدونيك اسيد شد
داشت. با نتايج گزارش شـده توسـط سـاير پژوهشـگران در 

 .Mدونيك اسيد بر سبوس برنج توسـط رابطه با توليد آراشي
alpina را بـراي توليـد75راستا بـود. آنهـا رطوبـت هم %

 )  Jang etآراشيدونيك اسيد مطلوب گزارش كـرده بودنـد
al., 2000; Jang and Yang, 2008 همچنــين .(

و Huو Zhangتحقيــــق  بــــر روي پوســــت ســــويا
Economou ــا ــر روي ســورگوم شــيرين ب و همكــاران ب

ا افزايش رطوبت اوليه به ترتيب M. isabellinaز استفاده
ــزان  ــه مي و75ب ــن%92 ــد روغ ــزايش تولي ــث اف % را باع

( ميكروبي گزارش  ;Economou et al., 2010كردنـد

1

Zhang & Hu, 2012 علت اين اختلاف تفاوت در نوع .(
و تفاوت در ميزان جذب رطوبت توسط آن مي تواند سوبسترا

، نشان دادنـد كـه رطوبـت Brunertو Zandrazilباشد. 
و تورم سوبسترا را كاهش پايين، حلاليت پذيري مواد مغذي

دهد. در مقابل، رطوبت بالا، موجب از بين رفتن تخلخل مي
1و ايجاد چسبندگي

گردد، همچنين مبادله سوبسترا مي ذرات2
(گــاز اكســيژن را كــاهش مــي  Zandrazil andدهــد

Brunert., 1981و بسـيار ). بنابراين رطوبت بسـيار زيـاد
 ) ,.Jang et alكم براي توليد متابوليـت مناسـب نيسـت

2000.( 

 اندازه ذرات سوبسترا-
) -7/1در اين تحقيق، اندازه ذرات سوبسـتراي درشـت

(ميلي2/1 متـر) ميلـي1/0-6/0متر) در مقايسه با ذرات ريز
و تاثير مثبت معني  دار بر توليد آراشيدونيك اسـيد نشـان داد

و همكـاران باعـث افـزايش توليـد Ghobadiمانند نتايج
) ,.Ghobadi et alآراشـيدونيك اسـيد گرديـد 2011.(

ــدازه ذرات درشــت ــر، از كلوخــه شــدن ذرات سوبســترا ان ت
و سبب جريان آزادانه و نفـوذ بهتـر پيشگيري كرده تـر هـوا

و توليد بيشـتر محصـول توسـط  ميسليوم كپك در سوبسترا
(كپك مي ,.Pandey et alگردد ). بنابراين كنجاله 2000

متراكم شده با ذرات كوچكتر سوبسترا، عامل بازدارنده براي 
و توليد اسـيدهاي  و رشد مناسب قارچ چـرب چنـد هوادهي

غيراشباع بوده كه با بزرگ كردن انـدازه ذرات، ايـن عامـل 
و داراي بازدارنده كاهش مي يابد. بنابراين، بافـت متخلخـل

فـخ و د كردـج امكان هوادهي مطلوب را فراهم خواهرـلل
)Ghobadi et al., 2011 .( 

 سن تلقيح-
و يا به عبارت ديگر سن ميسـليوم هـا بـراي سن تلقيح

هـا قبـل از گـذاري ميسـليوم تلقيح كه مدت زمان گرمخانه
و تاثيرگذار با اثـر  تلقيح است، در اين مطالعه از عوامل مهم

و معني آراشيدونيك اسيد برآورد شـد. بـه دار بر توليدمنفي
ساعت سـبب96هاي جوان با سن عبارتي تلقيح با ميسليوم

ــا تلقــيح  ــد آراشــيدونيك اســيد در مقايســه ب افــزايش تولي
به 192هاي ميسليوم دسـت آمـده ساعت گرديد، كه با نتايج

آنها دريافتنـدو همكاران مطابقت داشت. Fakasاز تحقيق 

 
1 Stickiness 
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هاي جـوان غيراشباع در ميسليومچرب چند اسيدهايميزان
و با افزايش سـن كـاهش مـي زياد مي يابـد. بيوسـنتز باشد
هاي جوان با رشد چرب چند غيراشباع در ميسليوم اسيدهاي

كـه سـنتز آنهـا در گيـرد، در حـالي سريع بهتر صورت مـي 
كنـد هاي پير به طور قابل توجهي كاهش پيدا مـي ميسليوم

(Fakas et al., 2009a) . 

 سوبسترا حرارتيمدت زمان پيش تيمار-
سوبسترا بـر حرارتيتيمار كنون تاثير مدت زمان پيشتا

ها بررسـي روي اسيدهاي چرب توليد شده توسط ريزسازواره
و رهاسـازي مـواد  نشده بود، بلكه به منظور سترون كـردن

دقيقـه اتـوكلاو اسـتفاده30و20مغذي سوبسترا از اعمال 
بررسي، اين عامل بـر آراشـيدونيك اسـيد شده بود. در اين

داري را نشان نداد كه احتمال دارد تغييرات ايجاد تاثير معني
هاي غير اشباع ساز مربوط شده در سوبسترا در فعاليت آنزيم

به آراشيدونيك اسيد تـاثيري نداشـته باشـد. بـه هـر حـال 
و رهاسـازي مـواد  سوبستراي جامد به علت استريل كـردن

و همكـاران از هيـدروليز مغذي نياز  به تيمار دارد كه قبادي
دقيقه استفاده كـرده30به مدت ºC121سوبسترا در دماي 

) ــد ,.Ghobadi et alبودن ــابراين توصــيه 2011  ). بن
 شود به منظور صـرفه جـويي در انـرژي از مـدت زمـان مي
دقيقه جهت اتوكلاوكردن در ارتبـاط بـا ايـن قـارچ30-20

 استفاده گردد.

-pHاوليه سوبسترا 
pH اوليه سوبسترا از جملـه عوامـل مهـم بـراي رشـد
( كپك مي و تاثير كم در نوع اسـيدچرب دارد  Asadiباشد

et al., 2013 در ايـن بررسـي، بـا توجـه بـه محـدوده .(
كه نقاط بهينـه بـراي توليـد اسـيدهاي7وpH  ،6مناسب

دار چرب چند غير اشباع در بستر جامد هستند، عامـل معنـي 
و  Jangبــراي توليــد آراشــيدونيك اســيد شــناخته نشــد، 

بهينه براي توليد اسيدهاي چرب pHهمكاران نيز دريافتند
M. alpina ،6چند غير اشباع در بستر جامد توسط قـارچ 

در7تا و از pHاست از8بيشتر توليد اسيدهاي5يا كمتر
( چرب چنـد غيـر اشـباع كـاهش مـي  ,.Jang et alيابـد

2000.( 

 گذاريدماي گرمخانه-
 توليـد دار بـر فاكتور دمـا در ايـن تحقيـق تـاثير معنـي

از آراشيدونيك اسيد نداشت، در حاليكه توسط ساير محققين
و پروفايل اسيدهاي چـرب  عوامل موثر بر توليد زيست توده

گـزارش شـده بـود M. alpinaهاي روغني به ويژه گونه
)Jang et al., 2000; Jang & Yang, 2008; 

Ghobadi et al., انتخـاب، احتمال دارد بخـاطر)2011
و اختلاف در ديگـر شـرايط  محدوده مورد بررسي براي دما

تـوده، دماي لازم براي توليـد زيسـت عمليات تخمير باشد.
چـرب معمولاً بيش از دماي مورد نياز جهت توليد اسيدهاي
هـــاي چنـــد غيراشـــباع گـــزارش شـــده اســـت. گونـــه 

Mortierella ماننــد ،M. alpina در بهتــرين رشــد را
,.ºC 25-23)Jang et al دماي حدود و بهترين2000 (

 چرب چند غيراشـباع را در محـدوده ميزان توليد اسيدهاي
ºC 20-16اندنشان داده )Dyal & Narine., 2005.( 

 گذاري مدت زمان گرمخانه-
ليـد مانند ساير فرايندهاي تخميري، زمان بهينه براي تو

بهتـرين M. alpina هـاي متابوليـت اهميـت دارد. گونـه 
ميزان توليد اسيدهاي چرب چند غير اشباع را در مدت زمان 

مي15تا 10 دهند. آنچه اهميت دارد، ايـن اسـت روز نشان
كه افزايش بيش از اندازه زمان تخمير، از صـرفه اقتصـادي 

بـه كاهد. با توجـه محصول توليد شده توسط ريزسازواره مي
اي انتخـاب اين عامل بايستي مدت زمان تخميـر بـه گونـه 

دسـت گردد كه بيشترين راندمان در كمترين زمان ممكن به
Dyal & Narine., 2005; Asadi at( آيـد  al.,

و همكاران، عامل زمـان 2013 ). اگر چه در مطالعه قبادي
و منفـي بـراي با تاثير معنـي   توليـد آراشـيدونيك اسـيد دار
,.Ghobadi et al( گـزارش شـد امـا در ايـن)،2011

آراشـيدونيك دار بر توليـد تحقيق از جمله عوامل موثر معني
مي اسيد تواند ناشـي از تفـاوت در معرفي نشد. اين اختلاف

و بازه زماني انتخاب شده باشد. شـايد اگـر در  نوع سوبسترا
مورد بررسي قـرار آراشيدونيك اسيدمدت زماني ديگر توليد 

ميت، به عنوان عاملي با تاثير معنيگرفمي  شد.دار گزارش

به نيتروژن سوبسترا-  نسبت كربن
در اين مطالعه نسبت كـربن بـه نيتـروژن عامـل مـوثر

دار براي توليد آراشيدونيك اسيد نبود، هر چنـد برخـي معني
محققين گزارش كرده بودند كه نسبت كربن به نيتروژن در 

و توليد ليپيد اهم ( رشد كپك ,.Sajbidor et alيـت دارد
1990; Jang et al., ). احتمـال دارد بـه علـت 2005
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محدوده انتخاب شده براي اين متغير باشـد. گـزارش سـاير
پژوهشگران حـاكي از رعايـت نسـبت كـربن بـه نيتـروژن 

باشد كه بـراي رشـد قـارچمي15-20سوبسترا در محدوده 
M. alpina اس و نسبتو توليد ليپيد مطلوب بيان شده ت

و يا بسيار كم آن نمي تواند باعث توليـد مطلـوب بسيار زياد
Koike at(اسيدهاي چرب چنـد غيـر اشـباع شـود  al.,

2001; Asadi at al., 2013(

 گيري نتيجه
در اين تحقيق از بين يازده متغير مستقل، رطوبت اوليـه

و  سوبسترا، افـزودن روغـن بـزرك، انـدازه ذرات سوبسـترا
م و افزودن كمل نيتروژن در روز چهارم داراي تـاثير مثبـت

سن تلقيح داراي تاثير منفـي بـر توليـد آراشـيدونيك اسـيد 
بودند. همانطور كه مشاهده شد، محصول حاصل از آزمايش 

داراي بيشــترين مقــدار آراشــيدونيك اســيد11شــماره 
گرم در گـرم سوبسـتراي تخميـر شـده ميلي47/0±66/4(

آزمـايش بـود. در محـدوده مـورد خشك) در ميـان دوازده 
 % 70-75بررسي متغيرها در ايـن تحقيـق، رطوبـت اوليـه

) ــزودن ــترا، اف ــزرw.w-1 %(10سوبس ــن ب ــدازهگروغ ، ان
( ميلي7/1-2/1 و افـزودن w.w-1 %(4متر ذرات سوبسـترا

و سن تلقيح سـاعت در افـزايش توليـد96مكمل نيتروژن
تـوان بنـابراين مـي. دار داشتندآراشيدونيك اسيد تاثير معني

بسته به هدف مورد نظر با اصلاح تفاله خرما توسط عوامـل 
و كشت جدايـه  بـر M. alpina CBS 528.72ذكر شده
 را توليد كرد. آراشيدونيك اسيدروي آن بيشترين مقدار 

 سپاسگزاري
 وسيله از مسئولين دانشگاه تربيت مدرس به دليـل بدين

هايشان، مسئولينو حمايتاستفاده از امكانات آزمايشگاهي
انستيتو تحقيقات صنايع غذايي به دليل اسـتفاده بخشـي از 
امكانــات آزمايشــگاهي، همچنــين مســئولين دانشــگاه آزاد 
و مجتمــع  و تحقيقــات تهــران اســلامي واحــد علــوم
و  آزمايشگاهي واحد مربوطه به جهت تامين بخشي از مـواد

و ديگر عزيزان ي كه در انجـام وسايل آزمايشگاهي مورد نياز
و اين تحقيق ما را مورد حمايـت خـود قـرار دادنـد، تشـكر

 شود.قدرداني مي
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