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  كيدهچ

ترين  جزو مهم اسيد دوكوزاهگزانوئيك. كنند در سلامتي انسان نقش مهمي را بازي مي 3 امگا اسيدهاي چرب :مقدمه
 ه علـت در نتيجه ب ـ. شود كه از طريق مصرف روغن ماهي تامين مي است اسيدهاي چرب غير اشباع با چند پيوند دوگانه

تـك سـلولي   هـاي   نياز به منابع جايگزين جديد مثـل روغـن  ، هاي فلزات سنگين در روغن ماهي احتمال وجود آلودگي
    .   وجود دارد

هـاي   سـويه . شـد  بـرداري  مانگرو در خليج فارس و درياي عمان نمونههاي  از جنگل پژوهشدر اين  :ها  و روشمواد 
توليد كننده روغن توسـط ميكروسـكوپ   هاي  سويه گري غربال. جداسازي شد پروتيست دريازي در محيط اختصاصي

شناسايي و پروفايل اسيدهاي چرب غيـر اشـباع    18S rRNAسويه منتخب از طريق تعيين توالي ژن . فلورسانت انجام شد
     . با چند پيوند دوگانه توسط كروماتوگرافي گازي تعيين شد

بـا رنـگ    TA4تـري آسـيل گليسـرول در سـويه     هاي  گرانول. سويه پروتيست دريازي جداسازي شد 20بيش از  :نتايج
. وسپورها در سيكل سلولي مشاهده شـد تايي و زئ چهارتايي و هشت، دوتاييهاي  سلول. فلورسانت نارنجي شناسايي شد

شـماره  ( مشـابهت داشـت   آئورانتيوكيتريـوم درصـد بـا سـويه     97بـيش از   )1730bp(ايـن سـويه    18S rRNAتـوالي ژن  
ــن ســويه  . )KJ938302 :دسترســي ــات روغــن در اي اســيدهاي چــرب . اســت درصــد وزن خشــك ســلولي  46محتوي

گـرم در ليتـر    ميلـي  26و  46، 105بـه مقـدار    ايكوزاپنتانوئيك اسيددوكوزاپنتانوئيك اسيد و ، اسيد دوكوزاهگزانوئيك
     . استدرصد از كل اسيدهاي چرب  4و  7، 16ها به ترتيب برابر با  محتويات آن .توليد شد

بـه فـرد در توليـد اسـيدهاي چـرب       داشتن توانايي منحصر به علت ترائوستوكيتريدها هاي سويه :گيري بحث و نتيجه
با توجه بـه پتانسـيل   . توانند جايگزين مناسبي براي اين تركيبات با ارزش باشند مي اسيد غيراشباع و دوكوزاهگزانوئيك

 3امگاهاي  توانند براي توليد روغن ها مي اين سويه، اسيد در توليد دوكوزاهگزانوئيك ترائوستوكيتريدهابوميهاي  سويه
     . ندشواستفاده 

ــدي واژه ــوميهــاي  ســويه، دوكوزاهگزانوئيــك اســيد، 3 امگــا اســيدهاي چــرب :هــاي كلي ، ترائوســتوكيتريدها ب
  آئورانتيوكيتريوم
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  مقدمه.
 3كشف شد كه اسيدهاي چـرب امگـا   1930از دهه   

ارزش . هستندبراي رشد طبيعي و سلامتي انسان ضروري 
 بــا مطالعــه و  1970در دهــه  3اســيدهاي چــرب امگــا  

هـــاي  كـــه بـــر روي قبايـــل و جمعيـــت هـــايي  بررســـي
ايـن    .بـه اثبـات رسـيد   ، اسكيموهاي گرينلنـد انجـام شـد   

مصرف مقدار زيادي از روغـن مـاهي     علتبه ها  جمعيت
عروقـي در    -قلبـي هـاي   م بيمـاري ي ـاي از علا هيچ نشـانه 

و ايــن ســطح بــالاي مصــرف ، هــا مشــاهده نشــده بــود آن
حملـه  ، گليسـريد  ن تـري از ميـزا ، 3چـرب امگـا  هاي  اسيد

قلبــي و فشـــار خـــون و بيمـــاري آترواســـكلروزيس در  
شــيوع پــايين ، همچنــين. )1(هــا كاســته بــود  جمعيــت آن

هـا   مانند نوروژي هايي  قلبي در ديگر جمعيتهاي  بيماري
كننـد؛   كـه غـذاي مـاهي زيـادي مصـرف مـي      ها  و ژاپني

ويــژه و مهمــي بــر روي  هــاي پــژوهشكمــك كــرد كــه 
و نقش مهـم   يدهفا. )2(انجام شود  3چرب امگاهاي  اسيد
 1دوكوزاهگزانوئيك اسيد ويژهبه  3چرب امگا يدهاياس
)DHA: C22: 6 n-3(  ــيد و    2ايكوزاپنتانوئيـــك اسـ
)EPA: C20:5 n-3 (يـن كـه در ا  يا با مطالعات گسترده 
اسـيدهاي چـرب    .رسـيده اسـت  اثبات  به انجام شد ينهزم

ــا   3امگــا گــروه بزرگــي از اســيدهاي چــرب غيراشــباع ب
 3زنجيره كربني بلند و چندين باند دوگانه در ساختارشان 

)PUFAs( هستند )اين اسـيدهاي چـرب موجـب    . )3و  1
ــه فــرد ســياليت هــاي ويژگــي پــذيري و  نفــوذ، منحصــر ب

گياهـان  .)4( شوند ميانعطاف پذيري در غشاهاي سلولي 
توانايي سنتز ايكوزاپنتانوئيك اسيدو دوكوزاهگزانوئيك 

تركيبات تنها از طريق منابع دريـايي   اسيد را ندارند و اين
 يبـرا اين اسيدهاي چـرب   اينكه  علتبه . شوند مي تامين
هـا را   آن، هسـتند  يو ضرور ياتيح، بدن نرمال يسممتابول

 .)5و  2( گيرنـد  ميدر نظر  يچرب ضرور يدبه عنوان اس

ــافي از     ــدار ك ــامين مق ــراي ت ــات ب ــاير حيوان ــان و س انس
چـرب غيـر   هـاي   ير اسـيد دوكوزاهگزانوئيك اسيد و سـا 

دو مسـير را طـي   ، از قبيـل ايكوزاپنتانوئيـك اسـيد   ، اشباع
ها را بـه طـور مسـتقيم از طريـق      كه آن يكي اين. كنند مي

دسـت   هرژيم غذايي خـود و بـا مصـرف منـابع دريـايي ب ـ     
از طريق مصرف رژيم غـذايي  را ها  آنكه  آورند و يا اين

 4گيـــاهي حـــاوي پـــيش مـــاده آلفـــا لينولنيـــك اســـيد 
)ALA:C18:3 n-3(    و تبـــــديل نـــــاچيز آن بـــــه

 مينأايكوزاپنتانوئيك اسيد و دوكوزاهگزانوئيك اسيد ت ـ
 ويـــژهبـــه  3چـــرب امگـــاهـــاي  يداســـ. ) 3(كننـــد  مـــي

توسعه ، رشد، انسان يدر سلامت دوكوزاهگزانوئيك اسيد
تجمــع  .) 6( دارنــدنقــش مهمــي و تكامــل مغــز و چشــم 
 يعصـب هـاي   سلول يدر غشاها دوكوزاهگزانوئيك اسيد

و تـوان   ياتيبرد عمل، يدارياز پا يبه عنوان شاخص مهم
 يغن ـ ييغـذا  يمبا رژ ينيكيكل هاي يشآزما. ي استمغز

 يشكه افزااند دادهنشان  دوكوزاهگزانوئيك اسيدشده از 
 يندر سـن ها  بچه يت يادگيريدر سطح و ظرف يريچشمگ

ــه  ــاهده مدرســـ ــمشـــ ــود يمـــ ــ. ) 4( شـــ ، ينهمچنـــ
 ينسـر  يديلدر سـاختار فسـفات   دوكوزاهگزانوئيك اسـيد 

حضـور  ، اسـت مغـز   يو مهم بـرا  ياز مواد مغذ يكيكه 
ــا. دارد ــلول يغش ــا س ــورون يه ــدار ز يدارا ين ــادمق  ي
در  ينقش مهم ـ  ينسر  يديلفسفات .است ينسر يديلفسفات
 يفادارند ا يادبه هوش ز يازكه ن هايي  و عملكردها  يتفعال
 يمثبـت در خلـق و خـو    آثـار  يدارا و از اين رو كند يم

 ينهمچن ـ. ) 4( استاسترس افراد  يريتكنترل و مد، افراد
اشـباع   يرچرب غ يهايدكه اس وجود دارد ياديشواهد ز

تمام دوران زندگي فرد و مكمل در  يغذا يمبه عنوان رژ
 يسـال  و كهن كودكي، يده يرش، يدوران باردار ويژهبه 

 ينا شودكه مييادي زهاي  يهامروزه توص. است يازمورد ن
 ييغـذا  يمدر رژ) DHAبه ويژه  و EPA(چرب  يددو اس
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دوكوزاهگزانوئيـك  همچنـين،   .انسان وجود داشته باشند
هــاي  آپوپتــوز در ســلول ينــدآكننــده فر يــكتحر  اســيد
لازم است تـا بـه دنبـال     اين روز ا. ) 4و  2(است  يسرطان

در اوايل . آن بود ينتام يبرا مناسبسالم و ، يدمنابع جد
تنها منبع مصرفي دوكوزاهگزانوئيك اسيد كه  1990دهه 

روغـن مـاهي   ، توسط متخصصين تغذيه معرفي شده بـود 
اما روغن ماهي داراي معايبي چون مـزه و بـوي   . ) 1(بود 

اسـتفاده از   .هسـتند  پايداري اكسيداتيو پـايين  و نامطلوب
كــم بــودن منــابع ، آن شــيميايي در اســتخراجهــاي  روش

درياهـا بـا فلـزات     صيد زيـاد و آلـودگي    علتبه  توليدي
سنگين چون جيـوه و بـه دنبـال آن احتمـال حضـور ايـن       

اسـتخراج شـده    3هاي چرب امگا تركيبات سمي در اسيد
 پژوهشگراناز ديگر معايب آن بوده و از اين رو  از ماهي

 .)5و  3، 1( انـد  بودهبه دنبال منابع جايگزين روغن ماهي 
ــژوهش ــاي پ ــدج ه ــان دا دي ــه  دهنش ــد ك از  يتعــداد ان

 يخـوراك هـاي   روغـن  يـد تول ييتوانـا هـا   يكروارگانيسمم
 يريرا بـه مقـدار چشـمگ    3چـرب امگـا   يهـا  يدشامل اس
، 5ژاپونوكيتريـوم هـاي   شـامل جـنس  هـا   اين سـويه . دارند

، 8شـــــــيزوكيتريوم، 7اولكنيـــــــا، 6آئورانتوكيتريـــــــوم
ــتوكيتريوم ــوهني و  9ترائوس ــوم ك ــوده و  10كريپتكوديني ب

ــه خــانواده  بيشــتر  .هســتند 11ترائوســتوكيتريدهامربــوط ب
 شـان  درصد وزن خشك 50ها بيش از  محتوي روغن آن

بــوده و تركيــب بــا ارزش دوكوزاهگزانوئيــك اســيد در  
ها بـيش   هاي توليدي توسط آن ميان كل محتويات روغن

روغــن تــك  يگــرد يــدهو فا يــتمز. اســت درصــد 30از 
بـه طـور مشـخص شـامل      عمـولا است كه م يناها  يسلول

ــادمقـــدار ز ــ يـ ــ يآنتـ  يـــلاز قب يعـــيطبهـــاي  يداناكسـ
 كــه هســتندهــا  و توكــوفرول ينآســتازانت، يــدهاكاروتنوئ

 يداسـيون از اكس 3چرب امگـا  يهايدمحافظت اس ييتوانا
از ايــن رو بــا توجــه بــه ارزش بــالاي ايــن   .) 7( را دارنــد

 چـرب هـاي   اسـيد  هاي ميكروارگانيسـمي در توليـد   سويه
هدف از انجام ، دوكوزاهگزانوئيك اسيد به ويژهو  3 امگا
هاي  جنگل يستماز اكوس يعوس يبردار نمونه پژوهش اين

 گـري  غربال و يجداساز، يرانا يجنوب يمانگرو در نواح
ــو ــاي يهســـ ــتپروت  هـــ ــانواده  در يســـ ــازي از خـــ يـــ

 3 امگــا ترائوســتوكيتريدها و بررســي توليــد اســيد چــرب
ــار در ايــران   دوكوزاهگزانوئيــك اســيد بــراي نخســتين ب

   .است
  

  ها مواد و روش.  
تركيبات مورد استفاده در محيط : مواد مورد استفاده

پپتـون و آگـار از   ، عصـاره مخمـر  ، كشت شامل گلـوگز 
رنـگ فلوروسـنت   . خريداري شد 12شركت مرك آلمان

تمـامي  . خريداري شد 13نايل رد از شركت سيگما امريكا
مـورد اسـتفاده نيـز از شـركت مـرك آلمـان       هـاي   حلال

  .خريداري شد
در طي چنـد مرحلـه و از   برداري  نمونه: برداري نمونه

مـانگرو در  هـاي   جنگـل هـاي   مناطق مختلـف اكوسيسـتم  
در سـواحل خلـيج فـارس و دريـاي     ، مناطق جنوبي ايران
 .چابهـار و بوشـهر انجـام شـد    ، كـيش ، عمان شـامل قشـم  

كـه   15و چنـدل   14درختـان حـرا  هـاي   سري از بـرگ  يك
تازه و پوسيده و در حال فسـاد و تجزيـه   هاي  شامل برگ

ــع  ــد جم ــد بودن ــه   . آوري ش ــد نمون ــز چن ــا ني از آب دري
تـا  ، بعد از انتقـال بـه آزمايشـگاه   ها  نمونه .آوري شد جمع

گـراد و در يخچـال    درجه سانتي 4زمان استفاده در دماي 
  .نگه داري شد

در : ها كشت مستقيم نمونه با روشها  جداسازي سويه
از بـين   بـه منظـور  بـرگ  هـاي   اين روش تعدادي از نمونه

دقيقه توسط الكـل   1سطحي به مدت هاي  بردن آلودگي
ــته و توســط    ،درصــد ضــدعفوني  70 ــر شس ــا آب مقط ب
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ها  سپس آن  .) 8( اسكارپل به قطعات كوچكي تقسيم شد
پپتـون و  ، عصـاره مخمـر  ، بر روي محيط كشـت گلـوگز  

تركيبات اين . قرار داده شد  ،16آگار حاوي آنتي بيوتيك
عصـاره  ، گرم بر ليتـر  ميلي 15 گلوگز  محيط كشت شامل

گـرم   15 آگار، 1 پپتون گرم بر ليتر، گرم بر ليتر 1 مخمر
سـلين و استرپتومايسـين هـر     پنيهاي  بيوتيك آنتي ، بر ليتر
 درصـد از آب دريـا   50گرم بر ليتر و با نسـبت  3/0كدام 
ــد ــت. بودن ــاي  پلي ــاي   ه ــده در دم ــيح ش ــه  30تلق درج
در مـدت  . ندروز انكوبـه شـد   7تـا   3گراد به مدت  سانتي

در حاشـيه   ترائوسـتوكيتريد  هـاي  سويه، زمان انكوباسيون
محــيط جامـد آگــاردار رشــد  بــر روي هـا   قطعـات بــرگ 

ها توسط لوپ اسـتريل بـه يـك محـيط      سپس آن .ندكرد
 دوبارهانتقال داده و دار  آنتي بيوتيك GYP كشت جديد

ــه مــدت  گــراد  درجــه ســانتي 30ســاعت در دمــاي  48ب
سازي  ها و خالص از رشد مناسب سويه پس. انكوبه شدند

 4خـالص اسـلنت تهيـه و در دمـاي     هـاي   از سـويه ، ها آن
آن كـه    علـت بـه  . داري شـد  درجه به مدت يك ماه نگـه 

سـلين و   پنـي هاي  بيوتيك داراي آنتي GYPمحيط كشت 
باكتريـايي  هـاي   مـانع رشـد آلـودگي   ، استرپتومايسين بود

تـر   شده و جداسازي سويه پروتيسـت مـورد نظـر راحـت    
  .) 9( شدانجام 

: بـا اسـتفاده از دانـه گـرده    هـا   روش جداسازي سويه
پوسيده به هاي  دو گروه آب دريا و برگاز هر  هايي  نمونه
هــا مقــداري دانــه  بــه آن ،كوچــك انتقــال دادههــاي  ارلــن

بـا پنبـه بسـته و بـه     ها  درب ارلن، استريل گرده كاج افزوده
 rpm  150گــراد و در   ســانتي درجــه  30روز در 7مــدت 

گـرده از روي  هـاي   پس از آن مقداري از دانـه . انكوبه شد
استريك  شكلبه  ،برداشتهسطح محيط كشت توسط لوپ 

انتقـال داده و بـه     آنتي بيوتيـك دار  GYP كشتبه محيط 
  .) 1( گراد انكوبـه شـد   درجه سانتي 30روز در  7تا  3مدت 

هـاي   كشـت ، هـا  سـازي آن  و خـالص هـا   بعد از رشد سـويه 
  .داري شد درجه يخچال نگه 4در دماي ها  خالص از سويه

: شـده  گـري  غربـال سـويه   شناسـي  ريخـت شناسايي 
شــده براســاس  گــري هــاي غربــال شناســايي اوليــه ســويه

شـكل و  ، اوليـه شـامل شـكل ميكروسـكوپي    هاي  آزمون
ني و مشاهده مراحل مختلـف چرخـه زنـدگي    ورنگ كل

تـرين   اي كـه بـيش   هـا سـويه   سويه انجام شد و از بـين آن 
 انتخـاب شـد  ، را داشـت  ترائوسـتوكيتريدها شباهت را به 

)11 (.  
ترائوستوكيتريدها و تعيـين تـوالي   شناسايي مولكولي .
ــل  18S rRNA :DNA ژن ــا اســتفاده از روش فن ــومي ب  /ژن

 PCRبا استفاده از  18S rRNAژن  .كلروفرم استخراج شد
 T18S1F پرايمر رفتي. تكثير شد 1و بر طبق برنامه جدول 

(5'-CAACCTGGTTGATCCTGCCAGTA-3') 
  T18S5R و پرايمر برگشتي 

(5'-TCACTACGGAAACCTTGTTACGAC-3') 
ــراي ــر ژن ب  PCRمحصــول  ،ســپس. اســتفاده شــد، تكثي

  .)22و  8( تخليص و تعيين توالي شد
محصول تكثير شده   ،PCRپس از انجام شدن واكنش 

و بـا   TAEدرصد در شرايط بـافري   1ز وبر روي ژل آگار
در ايـن  . الكتروفـورز شـد  دقيقه  60ولت به مدت  80ولتاژ 

واكنش بتائين و دي متيل سولفوكسايد بـه عنـوان افـزايش    
  .شداستفاده  PCRدهنده كارآيي در واكنش 

  
و  T18S1Fبراي جفت پرايمرهاي  PCRبرنامه  -1جدول 

T18S5R  
   دما  )ثانيه(زمان   ها سيكل

  فازها  )گراد درجه سانتي(

1 180  94  P1  

30  
45 

30 

120  

94 

64 

72  
P2  

  P3  72  دقيقه 10 1
Hold Hold  4  Hold  
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  TA4   13آئورانتيوكيتريوم غني از دوكوزاهگزانوئيك اسيد توسط سويه بومي  3بررسي و توليد روغن امگا
 

 

محــيط كشــت توليــد دوكوزاهگزانوئيــك اســيد و .
يك كشـت تـازه از   : اي ذخيرههاي  آسيل گليسرول تري

شده بـر روي محـيط كشـت     گري غربالسويه پروتيست 
GYP گــرم بــر ليتــر15 آگــار دار جامــد شــامل گلــوگز،  

آگـار    ،گرم بـر ليتـر   1پپتون ، گرم بر ليتر 1  عصاره مخمر
درصـد از آب دريـا تهيـه     50گرم بر ليتر و بـا نسـبت    15
سـپس معـادل نصـف لـوپ از كشـت برداشـته و بـه        . شد

محـيط كشـت مـايع فـوق بـدون      (محيط كشت توليـدي  
هـاي تلقـيح شـده در دمـاي      ارلن. انجام شدتلقيح ) آگار 

  .نكوبه شداساعت  72به مدت  rpm  150درجه و  30
ــال. ــري غرب ــويه گ ــاي  س ــده ــري   تولي ــده ت كنن

ــيل ــرول آس ــنت  گليس ــكوپ فلورس ــط ميكروس از : توس
عصاره مخمر و پپتون  ، هايي كه روي محيط گلوگز سويه

ــته و در روي لام     ــوپ برداش ــك ل ــدند ي كشــت داده ش
چند قطره از رنگ ، اي پخش و بعد از خشك شدن شيشه

ليتـر در حـلال    ميلـي  ميكروگـرم در 5/0نايل رد با غلظـت 
تثبيت شده بـر روي  هاي  به سلول 17متيل سولفوكسايد دي

توســط ميكروســكوپ هــا  ســلولســپس  .لام افــزوده شــد
ــنت ــد  Axioplan2 Imagingمدل فلورسـ ــاهده شـ . مشـ

ه ب ـ 18گليسرول در معرض نـور يـووي   آسيل تريهاي  دانه
  .) 10( مشاهده شدها  نارنجي در داخل سلول شكل

، سنجش بيوماس به منظور: تعيين وزن خشك سلولي
و بـه مـدت    rpm 4000  ليتر از محـيط كشـت در   ميلي 25 

ــانتريفيوژ   15 ــه س ــد   ودقيق ــه ش ــوپرناتانت دور ريخت  .س
خشك شـدن در آون بـا دمـاي     ، پلت سلولي برايسپس
) سـاعت  24مـدت  (درجه تا رسـيدن بـه وزن ثابـت     105

  .) 9( قرار داده شد
ــزان  . ــين مي اســتخراج روغــن از وزن خشــك و تعي

ــري ــرول  ت ــاي  آســيل گليس ــره اي بــه روش  ه ذخي
استخراج روغن از بيومس خشك سلولي بـر    :سنجي وزن

با كمي تغييرات  19بلايت و داير طبق پروتكل استخراجي
در ايـن روش ابتـدا مقـدار مشخصـي از     . ) 12( انجام شـد 

بيومس خشك سلولي وزن كرده و به فالكون انتقال داده 
 .ليتر آب مقطر افزوده شـد  ميلي 2سپس به آن مقدار  .شد

پس از آن خورد كردن بيـومس خشـك سـلولي توسـط     
دقيقــه  5بــه مــدت  UP200Sدســتگاه التراســونيك مــدل 

ليتــر از محلــول  ميلــي 5/2مقــدار  ،ســپس. انجــام گرفــت
ليتر از محلول متانول به آن اضافه شد و  ميلي 5كلروفرم و 

توسط دستگاه هموژنيزر و التراسونيك خرد شدن ديواره 
 5/2مقـدار   دوبـاره . نجام گرفتدقيقه ا 4سلولي به مدت 

ليتر آب مقطر اضافه شـد و   ميلي 5/2ليتر كلروفرم و  ميلي
دقيقه هموژنيزر و ورتكـس شـدن    2به دنبال آن به مدت 

دقيقـه   15به مدت  rpm 4000در  ها آن ،سپس. انجام شد
لايـه   .و به دنبـال آن دو فـاز تشـكيل شـد     شدهسانتريفيوژ

فـالكون تميـز از قبـل وزن     بـه برداشـته و  ) فاز آلي(پايين 
عمـل تبخيـر حـلال     ،سـپس  .شـد  شده ديگـر انتقـال داده  

 پـس از آن . )14و  13(كلروفرم در زير هـود انجـام شـد    
اپندورف انجـام شـده و از اخـتلاف آن بـا      دوبارهتوزين 

وزن روغن توليـدي توسـط سـويه    ، وزن اپندورف خالي
 بـراي روغـن توليـدي   . پروتيست مورد نظر محاسـبه شـد  

 20به فريـز منفـي   ، هاي ديگر تحليلداري براي انجام  نگه
  .)15و  13( منتقل شد

ــاده. ــه  روش آم ــازي نمون ــرايس ــام  ب ــل انج تحلي
اي  ذخيـره هاي  براي آن كه روغن: كروماتوگرافي گازي

توسط دستگاه كروماتوگرافي گازي  تحليلسويه قابليت 
را داشته باشند بايد به فرم متيل استر اسـيد چـرب تبـديل    

زماني كه اسيدهاي چرب به فرم متيل استر تبـديل  . شوند
تـر و از قابليـت    شوند اطلاعات كروماتوگرافي محكم مي

ر مقــدا. ) 16( تكــرار پــذيري بــالاتري برخــوردار هســتند
به يك لولـه   شدهوزن ، مشخصي از روغن استخراج شده
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 3ســپس بــه آن مقــدار  .شــدآزمــايش درپــيچ دار منتقــل 
و  درصـد اضـافه   4وليك سـولفوريك اسـيد   ليتر متان ميلي

توســط  ،ســپس. درب لولــه آزمــايش محكــم بســته شــد 
 40دقيقه در دماي  10دستگاه حمام التراسونيك به مدت 

نمونـه   ،پـس از آن . دش ـدرجه التراسونيك بيومس انجام 
دقيقه قـرار   90درجه به مدت  80در بن ماري و در دماي 

نمونـه برداشـته و در    ،بعـد از اتمـام زمـان فـوق    . داده شد
زمـاني كـه   . سرد شـدن قـرار داده شـد    برايدماي محيط 

ليتـر آب   ميلـي  1به مقـدار كـافي سـرد شـد بـه آن       نمونه
 30افزوده و به دنبال آن عمـل ورتكـس شـدن بـه مـدت      

ليتـر هگـزان اضـافه شـده و      ميلي 1 ،سپس .ثانيه انجام شد
ثابـت   براي مـدتي نمونـه را  . ثانيه ورتكس شد 30 دوباره

فـاز  (پس از آن فاز رويـي  . گذاشته تا دو فاز تشكيل شد
موجود در هگزان بوده هاي  متيل استركه شامل فاز ) آلي

به . برداشته و به لوله آزمايش تميز ديگري انتقال داده شد
ــدار كــم   ــپاتول  (مق ــك اس ــوك ي ــديم  ) ن ــك س از نم

، شد جذب آب يا اسيد در محلول اضافه براي 20سولفات
پس . ) 13( آسيبي وارد نكند GCتا آب به ستون دستگاه 

ثانيه عمل ورتكس انجام  30 دوبارهاز افزودن نمك فوق 
. فاز آلي برداشته و به اپندورف تميز ديگري منتقل شـد  ،

به . شدبراي تزريق به دستگاه كروماتوگرافي رقيق نمونه 
ماكروليتر از آن برداشـته و در اپنـدرف    50كه  شكلاين 

ماكروليتر حلال هگزان به آن افزوده و پس از  950ديگر 
نمونـه   .ثانيه عمل ورتكس شدن انجام شـد  30 دوبارهآن 
كروماتوگرافي آماده شده و تا زمـان تزريـق    تحليل براي

داري  درجـه نگـه   4به دستگاه كروماتوگرافي در يخچال 
 بـراي  تحليـل نمونه به دستگاه و اتمـام   پس از تزريق. شد
، 9( منتقل شـد  20نمونه به فريز منفي ، داري استوك نگه
  .)17و  15

تعيـين توليـد    بـراي كرومـاتوگرافي گـازي    تحليل.
DHA :يــــد تول يبررســــ بــــراي پــــژوهش يــــندر ا

 ينمحاسبه مقـدار آن و همچن ـ ، دوكوزاهگزانوئيك اسيد
، يسـت پروت يهتوسـط سـو   يـدي چرب تولهاي  يداس يفط

شـــده توســـط  يـــدچـــرب تول ياســـترها يـــلمت تحليـــل
ــاتوگراف ــاز يكرومـ ــد  يگـ ــام شـ ــتگاه  .) 17( انجـ دسـ

 مدل پژوهشكروماتوگرافي گازي مورد استفاده در اين 
N, Agilent 6890     سـتون . وسـاخت كشـور امريكـا بـود 

 32/0متـر طـول و    30بـوده كـه    DB-23دستگاه از نـوع  
 يانوپروپيلاز س ـ يدهستون پوش ينا .متر عرض داشت ميلي

 ينخــوب و تخمــ يبــود و جداســاز يينــهبــا فــاز ثابــت مو
و همچنين،  .را انجام داد 3چرب امگاهاي  يدمناسب از اس

يبــــــات ترك يو جداســــــاز يصتشــــــخ يــــــتقابل
 ارارا د ايكوزاپنتانوئيك اسيدو  دوكوزاهگزانوئيك اسيد

تنظيمات دستگاه شامل دمـاي دتكتـور و اينجكتـور    . بود
 5/0حجـم تزريـق نمونـه    ، گـراد  سانتي درجه 300هر دو 

برنامـه دمـايي و   گـاز نيتـروژن گـاز حامـل و     ، ميكرو ليتر
 2بـه مـدت   گـراد   درجـه سـانتي   50 شـكل زماني آون به 

در هـر دقيقـه تـا رسـيدن بـه      گراد  درجه سانتي 10دقيقه، 
و دقيقــه  5بــا زمــان مانــدگاري گــراد  درجــه ســانتي 180
 240در هر دقيقه تا رسيدن به گراد  درجه سانتي 5 ،سپس

  .شدتنظيم دقيقه  7با زمان ماندگاري  گراد درجه سانتي
  
 نتايج.

از بـين  : نتايج حاصل از جداسازي با كشـت مسـتقيم  
جمـع آوري شـده از   هـاي   هـاي مربـوط بـه نمونـه     كشت

هـاي   بـرگ ، پوسيدههاي  درختان مانگرو كه شامل برگ
ــازه و قســمت ــود  هــاي  ت ــان ب ــن درخت ، ســاقه و ريشــه اي

هـاي   ها مربـوط بـه بـرگ    ترين رشد ميكروارگانيسم بيش
هـا   اي بـرگ  هـا از نـواحي حاشـيه    نيوپوسيده بود كه كل ـ
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جداسـازي و  ، هاي رشـد يافتـه   ني سويهوكل. رشد كردند
ــر روي  ــيط كشــت ب ــي  GYPمح ــد آنت ــك جام  دار بيوتي
 ســلين و پنــيهــاي  بيوتيــك آنتــي .ســازي شــدند خــالص

جلوگيري كرده ها  باكتري  كلونياسترپتومايسين از رشد 
هـاي تـك سـلولي      كلـوني سـازي   و جداسازي و خـالص 

بـا گذشـت زمـان    . تر انجام شـد  راحت ترائوستوكيتريدها
ــارچ ــاي  يكســري از ق ــار   ريســهه ــا انتش ــلولي ب اي و پرس

هاي خود با سرعت زيادي رشد كرده و تمام سطح  هاگ
ــانع ديـــده شـــدن   پليـــت را مـــي ــانند و مـ   كلـــونيپوشـ

هـاي    كلـوني اما از آنجـا كـه    .شوند مي ترائوستوكيتريدها
ريسـه  هـاي   زودتر از قارچ ترائوستوكيتريدهاتك سلولي 

كننـد زودتـر جداسـازي شـدند كـه مـانع از        مي دار رشد
 يندر ا. اي شد ريسههاي  ها توسط قارچ پوشيده شدن آن

ــژوهش ــ ،پ ــو 20از  يشب ــتيه س ــه پروتيس ــاي  از نمون ه
هــاي  يهســو ،ســپس .شــد يجداســاز ،شــده يآور جمــع

 يبـر رو  يشـات آزمايرو انجام سا يدار خالص جهت نگه
 4 يبا دما يخچالو در كشت اسلنت  GYP كشت يطمح

  . شد يدار درجه به نگه
هــاي  ســويه شناســي ريخــت هــاي ويژگــيبررســي .

 24خـالص كشـت تـازه     يهـا  يهاز سـو : شده .گري غربال
، شـكل ،  كلـوني  ها از نظر رنگ يهسو ينا. شد يهساعته ته

و نحـوه رشـد در    يزانجامد و م يطمح يرو  كلونيظاهر 
بـا   هـا  بـين آن از  و قرار گرفتنـد  يمورد بررس يعكشت ما
 يكروسكوپمهاي  يو بررس يظاهر هاي ويژگيتوجه به 

هــاي  يهســو ت بيشــتري بــهكــه مشــابه TA4يه ســو ينــور
 ترائوستوكيتريدهاخانواده  يازيدر يتك سلول يستپروت
اندازه سـلولي   .انتخاب شد يبعد يشاتآزما يبرا، داشته

ميكرومتر بوده و در سيكل زندگي  20تا  5 اين سويه بين
هشـــت تـــايي و ، چهارتـــايي، دوتـــاييهـــاي  آن ســـلول

توليـد   ،همچنـين . مشاهده شـد  21نامنظم آميبيهاي  شكل
زئوسپورها در اين سويه مشاهده شد كه براي تكثيـر غيـر   

بر  TA4 سويه  كلونيرنگ . كند جنسي از آن استفاده مي
روشـن و داراي سـطح    نارنجي، روي محيط كشت جامد

ايـن سـويه در محـيط كشـت      ،همچنين .براق و لعابي بود
  ژن .مــــايع بــــه صــــورت كلامــــپ رشــــد كــــرد     

18S rRNA (1780 bp)  و توالي آن) 1شكل (تكثير شد 
 22بانـك ژنـي و بـا اسـتفاده از برنامـه بلسـت      هـاي   با داده

ــه شــد ــتفاده از روش  . مقايس ــا اس ــوژنتيكي ب درخــت فيل
Neighbor-joining  ــرم افــزار مگــا ــا اســتفاده از ن  423و ب

درصـد بـا    97بـيش از   TA4سـويه  ). 2 شكل(ترسيم شد 
ــويه جــــــنس  ــومســــ ــانواده  آئورانتيوكيتريــــ از خــــ

شـماره دسترسـي ايـن    . مشابهت داشت ترائوستوكيتريدها
قابل دسترسـي   KJ938302با كد  NCBIسويه در سايت 

  .است
  

  
ميزي شده با اتيديوم برمايد براي آ ير ژل رنگوتص -1 شكل

  جفت باز 1700با  PCRمحصول 
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  . تكرار ترسيم شد 1000با   و Neighbor-joiningدرخت فيلوژنتيكي با استفاده از روش . TA4فيلوژنتيكي سويه  تحليل -2شكل 

  .محاسبه شد Kimura 2 parameterفاصله تكاملي با استفاده از 
  

  
  . ها عكس ميكروسكوپ فلورسانت از سلول: Bو  TA4عكس ميكروسكوپ نوري سويه  A -3 شكل

  .با فلورسانت زرد مشاهده شد هايي دانهبه شكل گليسرول  آسيل ذخيره اي تريهاي  دانه
  

 Aurantiochytrium sp. SEK 218 (AB290573.1

 Aurantiochytrium sp. 9W-4a (AB810993.1)

 Thraustochytriidae sp. MBIC11087 (AB2905

 Aurantiochytrium sp. 18W-6a (AB811026.1)

 Thraustochytrium sp. BL14 (FJ821492.1)

 Thraustochytrium sp. BL9 (FJ821491.1)

 Thraustochytrium sp. BL6 (FJ821490.1)

 Aurantiochytrium sp. 6W-18a (AB810988.1)

 Aurantiochytrium sp.15A-8a (AB811004.1)

 Schizochytrium sp. KH105 (AB052555.1)

 Schizochytrium sp. PJ10.4 (DQ525181.1)

 Thraustochytrium sp. PJA10.2 (DQ834734.1

 Thraustochytrium sp. TRR2 (DQ834735.1)

 Schizochytrium sp. ATCC 20888 (DQ367050.

 Strain TA4

 Thraustochytrium sp. LY-2012 (JX847371.1

 Thraustochytrium sp. ATCC 26185 (FJ82148

 Thraustochytrium sp. LY-2012 (JX847372.186

100
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 از: توسط ميكروسكوپ فلوروسنت TA4بررسي سويه .
عصـاره   ، گلـوگز كه بـر روي محـيط كشـت     TA4  سويه
پپتون و آگار رشد كـرده بـود لام تهيـه و توسـط     ، مخمر

سپس لام ميكروسكوپي  .انجام شدميزي آ نايل رد رنگ
 .)3 شـكل (توسط ميكروسكوپ فلوروسنت مشاهده شد 

هـاي داخـل سـلول     رنگ نايل رد به تري آسيل گليسرول
 شــكلبــه  UVدر معــرض نــور هــا  متصــل شــده و ســلول

هاي زرد و يا نارنجي فلورسانت  هاي حاوي گرانول سلول
هرچــــه ســــويه توانــــايي توليــــد    . مشــــاهده شــــد 

اي بيشـتري داشـته باشـد     ذخيـره هـاي   گليسرول آسيل تري
  .كند فلورسانت زرد بيشتري از خود ساطع مي

: TA4بررسي رشد سلولي و توليـد روغـن در سـويه    .
نشـان داده   2 نتايج رشد سلولي و توليد روغن در جـدول 

گـرم بـر    37/1 سـاعت  48بعـد از   TA4سويه . شده است
درصـد آن را روغـن   6/46ليتر بيـومس توليـد كـرده كـه     

گرم بر ليتر  642/0در اين سويه مقدار . داده استتشكيل 
  .روغن توليد شد

  

 روغن توليدي و درصد آن، مقدار بيومس -2جدول 

درصد روغن در وزن خشك 
 سلولي

گرم روغن در يك گرم وزن 
 خشك سلولي

  روغن
 )گرم بر ليتر(

وزن خشك سلولي 
 )گرم برليتر(

 سويه

6/46  462/0 642/0 37/1 TA4 

  
ــل . ــترهاي   تحلي ــل اس ــازي متي ــاتوگرافي گ كروم
 بـه منظـور  : TA4 چرب توليد شده توسط سويه هاي اسيد

هـاي   چرب و تعيـين نـوع اسـيد   هاي  بررسي پروفايل اسيد
ييد نهايي توليد تركيب أچرب توليد شده توسط سويه و ت

محاسـبه   ،دوكوزاهگزانوئيك اسـيد و همچنـين  ارزشمند 
چرب توليدي و ترسيم هاي  مقدار آن و مقدار ساير اسيد

ــدي  ــل محصــولات تولي ــل ، پروفاي ــاتوگرافي تحلي كروم
بـا توجـه بـه      .دش ـچرب انجام هاي  گازي متيل استر اسيد

گرومـاتوگرافي   تحليـل از به دست آمده بررسي دياگرام 
و زمـان خـروج متيـل    ؛ پيك )4 شكل( TA4گازي سويه 

استرها از دستگاه كروماتوگرافي گازي و نوع اسـيدهاي  
مشـخص  ، چرب اصلي كه توسط سويه توليـد شـده بـود   

مهم و شاخص كه توسط سويه توليد شده هاي  پيك. دش
ــا     ــارج و ب ــتگاه خ ــان مشخصــي از دس ــدام در زم ــر ك ه

پيـك  . استاندارد متيل استر اسيدهاي چرب مقايسه شدند
بـوده كـه در    C14:0(24(ه مريسـتيك اسـيد  اول مربوط ب ـ

پيك دوم و سـوم  . از ستون خارج شد دقيقه 95/12زمان 
ــب  ــه تركي ــوط ب ــيد  مرب ــك اس و  C15:0(25( پنتادكانوئي

ــيد  ــك اس ــتند )C16:0( 26پالميتي ــب در   هس ــه ترتي ــه ب ك
دقيقـه از سـتون خـارج     58/14دقيقـه و   78/13هاي  زمان
چـرب  هـاي   هر سه ايـن تركيبـات از گـروه اسـيد    . شدند

 DPA پيـك دوكوزاپنتانوئيـك اسـيد   . باشـند  مـي  اشـباع 

(C22:5 n-6)27 در زمـان   6از گروه اسيدهاي چرب امگا
 كــه DHA و EPA .دقيقــه از ســتون خــارج شــد  46/24

 هسـتند  3مربوط به اسيدهاي چرب مهم و بـا ارزش امگـا  
دقيقـه از سـتون    41/25و  97/21هـاي   به ترتيب در زمـان 

   .خارج شدند
 

Archive of SID

www.SID.ir



  
  

 1394 ، تابستان14 شماره   ، چهارمسال    ، ها شناسي ميكروارگانيسمزيستپژوهشي-فصلنامه علمي 18

  

  
  پروفايل متيل استر اسيدهاي چرب توليد شده -4 شكل

  
  TA4 آئورانتيوكيتريوم ها در سويه درصد اسيدهاي چرب و مقدار آن -3جدول 

گرم اسيد چرب در  ميلي
  يك گرم روغن

گرم در ليتر  ميلي
 اسيدچرب

 انواع اسيد چرب  چرب درصد كلي اسيد

  C14 درصد 08/7  49/45  80/70
  C15 درصد 30/8  33/53  94/82
 C16  درصد 86/56  38/365  47/568

  EPA)3امگا (  درصد 12/4  47/26 19/41
  DPA )6امگا ( درصد 26/7  65/46  59/72

  DHA) 3امگا ( درصد 38/16  2/105  7/163
  Total Saturated Fatty Acids درصد 24/72 2/464 21/722

---- ---- ---- Total Muno Unsaturated Fatty Acids  
  Total Poly Unsaturated Fatty Acids درصد76/27 32/178 48/277

  
 )C16:0(تركيـب پالميتـك اسـيد     4 با توجه به شكل

 ترائوستوكيتريدهااز خانواده  28آئورانتيوكيتريوم  در سويه
بـوده و بـه مقـدار زيـاد توليـد      به عنوان تركيبي شـاخص  

با در نظر گرفتن زمان جداسازي پيك اسيدهاي  .شود مي
اسـيدهاي چـرب موجـود در نمونـه     هـاي   چرب بـا پيـك  

تركيـب  . نوع آن اسيدهاي چرب شناسايي شد، استاندارد
 DB-23دقيقــه در ســتون  41/25در زمــان  DHAاصــلي 

 32/178قـادر بـه توليـد     TA4سويه .جداسازي شده است
گـرم در گـرم روغـن     ميلـي  48/277گـرم در ليتـر و    ميلي

اسيد چـرب غيـر اشـباع بـا چنـدين بانـد دوگانـه از نـوع         
DHA ،EPA  وDPA ايـن   ).5 و شـكل  3جـدول  ( است

 درصد 28اسيدهاي چرب غيراشباع با چند پيوند دوگانه 
ــه    ــويه را ب ــط س ــده توس ــد ش ــن تولي ــل روغ ــود   از ك خ

  ).6شكل (اند  اختصاص داده
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غيراشباع با يك پيوند ، مقدار اسيدهاي چرب اشباع -5 شكل

  TA4  آئورانتيوكيتريوم دوگانه و يا چند پيوند دوگانه در سويه
 

 
غيراشـباع بـا يـك پيونـد     ، درصد اسـيدهاي چـرب اشـباع    -6 شكل

اسـيدهاي  . آئورانتيوكيتريومدوگانه و يا چند پيوند دوگانه در سويه 
درصـد از كـل    28چرب غير اشباع با چند پيوند دوگانه نزديك بـه  

  .آئورانتيوكيتريوم را تشكيل داده اند توليدي در سويههاي  روغن
  
مقدار و تركيب اسيدهاي چرب توليد شده توسـط  .
گـرم بـر ليتـر     ميلي 38/365  مقدار  TA4 سويه: TA4 سويه

توليـد كـرده كـه ايـن مقـدار برابـر بـا         C16اسيد چـرب  
). 7شـكل  ( اسـت  درصد از كـل روغـن توليـدي    86/56

گرم بر ليتر و  ميلي 2/105توليدي اين سويه  DHAمقدار 

EPA  26/47 16/ 38گرم بر ليتر است كه به ترتيب ميلي 
). 8شـكل  (درصد از كل روغن توليد شده است  12/4و 

گرم  ميلي 67/131يه اين سو 3امگاهاي  ميزان توليد روغن
درصد از كل روغن توليدي توسـط  5/20بر ليتر بوده كه 

  .است سويه
  

  
مقدار و تركيب اسيدهاي چرب توليد شده توسط سويه  -7 شكل

  TA4آئورانتيوكيتريوم 
  

  
 محتويات پروفايل اسيدهاي چرب توليد شده توسط -8 شكل

  TA4آئورانتيوكيتريوم سويه  
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  گيري  بحث و نتيجه.
 چـرب  اسيدهاي وجود ضرورت و اهميت به توجه با
 درهــا  آن مهــم نقــش و انســان غــذايي رژيــم در  3 امگــا

 شـده  مشـخص  ،عروقـي   -قلبي هاي بيماري از جلوگيري
، گـرم  ميلـي  430 زنـان  و 610 روزانه مصرف با مردان كه

. )3( يابـد  مي كاهش ها آن در بيماري اين به ابتلا ريسك
 وعـده  يك حداقل مصرف با كه شده مشخص، همچنين
 ناگهـاني  مـرگ  ريسك درصد 52 ،هفته در ماهي غذاي

 كـاهش ) قلبـي  سـكته ( عروقـي  -قلبـي  بيماريهـاي  اثـر  بر
ــي ــد م ــزا .)18( ياب  ــ يشاف ــاي  يمصــرف چرب ــباع و ه اش
نسبت بـه    6چرب امگا يدهايمصرف اس يشافزا ينهمچن
. شود مي يسآترواسكلروز يماريب يشموجب افزا  3امگا

نسـبت   يشموجب افزا دوكوزاهگزانوئيك اسيدمصرف 
كـاهش كلسـترول    و 30به كلسترول بد 29كلسترول خوب

 يهـا  يماريبه ب يابتلا يسكشده و ر  HDLكل به نسبت 
ــ ــ -يقلب  ــ يعروق ــاهش م ــد يرا ك ــن . )18و  4( ده روغ
در كنار  ينو سارد يشاه ماه، قزل آلا يلاز قب هايي يماه
دوكوزاهگزانوئيك از منابع بزرگ مصرف ها  يماه يرسا

منابع معمول  يگراز د. است ايكوزاپنتانوئيك اسيدو  اسيد
 يونـد اشـباع بـا چنـد پ    يـر چـرب غ  يدهاياس ـ ينتـام  يبرا

هـاي   امـا روغـن  ، هسـتند  ياهيانسان منابع گ برايدوگانه 
ــاهيگ ــ يدارا ي داراي و  يســتندن 3چــرب امگــا يدهاياس

مصـرف  . هسـتند   6 امگـا  غيراشـباع  چرب اسيدهاي گروه
 يدارا يـايي منـابع در نسبت بـه   6امگا يدارا ياهيمنابع گ
 يهايداز حـد اس ـ  يشب ـتوانـد سـبب افـزايش     مـي  ، 3امگا

، ابتلا به سـرطان  شده و خطر 3نسبت به امگا 6چرب امگا
هـا و   رفـتن نـورون   يـل و تحل يمغـز  يهـا  يمـاري ب، يابتد
. ) 19( دهــد مــي را افــزايش يو عروقــ يقلبــ يهــا يمــاريب

و كـاهش   فلـزات سـنگين  هـاي   يآلـودگ احتمال وجـود  
مصـرف   يا بـرا روز افـزون تقاض ـ  يشو افزا يماه يرذخا

هـاي   پژوهش در زمينه يشموجب افزا، 3امگاهاي  مكمل

بـه   )هـا  مخمرها و قـارچ ( ها ياستفاده از روغن تك سلول
چــرب  يدهايدر اســتفاده از اســ يگزينعنــوان منــابع جــا

چنـدين گونـه بـاكتري     ،همچنـين  .) 7( شده اسـت  3امگا
اما بـه عنـوان منـابع     ،) 7( باشند مي داراي تركيبات روغني

در نظر گرفته نمي شوند زيرا  3 امگا هاي جايگزين روغن
و  )درصـد  20تـا   5(هـا   مقدار كـم محتويـات روغـن آن   

ــن آن   ــامطلوب در روغ ــات ن ــال حضــور تركيب ــا احتم  ه
ــيد و    ــه دوكوزاهگزانوئيــــك اســ ــده كــ موجــــب شــ

ــاكتري درجــه از كيفيــت و هــا  ايكوزاپنتانوئيــك اســيد ب
 هـــاي ســـويه.) 3( دنخلـــوص مناســـب برخـــوردار نباشـــ

 دريــازيهــاي  كــه جــزو يوكــاريوت ترائوســتوكيتريدها
توانند جايگزين مناسـبي بـراي تـامين منـابع      مي ،باشند مي
باشند و داراي توانايي منحصر بـه فـردي در توليـد     3امگا

دوكوزاهگزانوئيـك   بـه ويـژه  اسيدهاي چرب غيراشـباع  
 درصـد  50از  يشب ـهـا   يهسـو  يـن ا .)20و  1( اسيد هستند

ــلولي وزن  ــن   خشــك س ــان روغ ــرده خودش ــد ك و  تولي
از نـــوع  گســـتردهبـــه طـــور  هـــا آن چـــرب يدهاياســـ

 .اسـت  ايكوزاپنتانوئيك اسيدو   دوكوزاهگزانوئيك اسيد
 يـــرغ هـــاي يوكـــاريوتبـــه گـــروه  ترائوســـتوكيتريدها

تـك   هاي يستو از پروتمتعلق فتوسنتزكننده هتروتروف 
 ترائوسـتوكيتريدها  سـلولي  ديواره .هستند يازيدر يسلول
 32گـالاكتوز -Lاز گسـترده   طـور  وبه بوده 31سلولز بدون

قـرار   يـر گـروه ز  3از  يكيدر  و بيشتر است شده تشكيل
داراي پراكنش وسيعي در سراسر دنيـا  ها  اين سويه. دارند

ــا  تجمــع آن .هســتند ــاط ســاحلي درياه ــا بيشــتر در نق ، ه
و  اسـت  مـانگرو هـاي   جنگلهاي  ها و اكوسيستم اقيانوس

در كل با توجه به اقليم آب و هـوايي درياهـا در سراسـر    
يـا سـاكن آب و هـواي معتدلـه و سـرد      ها  اين سويه، دنيا

ــا ســاكن اقلــيم آب و هــوايي  ) اقلــيم معتــدل(شــمال  و ي
كشور ايران در  .هستند) اقليم استوايي(ساحلي گرمسيري 

حوضه اقليم آب و هوايي گرمسيري اسـتوايي قـرار دارد   
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از ايـن   ترائوسـتوكيتريدها  هاي ون جداسازي سويهاما تا كن
بـراي   ،پـژوهش در ايـن  . داده نشـده اسـت  گزارش مناطق 

ــتين ــتم  نخس ــر و طبيعــي   هــاي  بــار از اكوسيس ــيار بك بس
بـرداري انجـام    مانگرو در جنـوب ايـران نمونـه   هاي  جنگل
تعـدادي   گـري  غربالپس از انجام مراحل جداسازي و .شد

هــاي  بــا توجــه بــه بررســي ،ســپس. ســويه جداســازي شــد
هــــاي  ويژگــــي، فلوروســــنت، ميكروســــكوپ نــــوري

هـاي رشـدي و ميـزان     مولكولي و شـاخص ، شناسي ريخت
ــيد   ــك اس ــن و دوكوزاهگزانوئي ــد روغ ــويه ، تولي  TA4س

 بـوده  يدريـاز  نظر مورد TA4 پروتيست سويه. شدانتخاب 
 تجزيـه  درحـال  هـاي  برگ روي بر آن هاي  كلوني بيشتر و

بسيار سريع رشـد كـرده و   ترائوستوكيتريدها. داشت وجود
. كننـد  در بازه زماني كوتاه بيومس قابل توجهي توليـد مـي  

توانايي منحصر بـه فـردي در توليـد اسـيدهاي      ها اين سويه
) DHA(دوكوزاهگزانوئيك اسيد  ويژهچرب غيراشباع به 

هاي  توان به بازده دارند و با كنترل شرايط محيط كشت مي
. دسـت يافـت   3بسيار بالايي در توليد اسيدهاي چرب امگا

ــا توجــه بــه  ،ينهمچنــ  يــزانانجــام شــده م هــاي پــژوهشب
ــديكلســترول تول در حــدود  ترائوســتوكيتريدهاتوســط  ي

 تـا  5( يكلسترول روغن مـاه  ميزان از كه بوده 04/0±3/1
توليـد   يـزان در ضـمن م  .اسـت  كمتـر  گرم در گرم ميلي )8

 در ترائوسـتوكيتريدها  يهـا  يهسو اسيددوكوزاهگزانوئيك 
ميــزان  بــا يســهكــه در مقا ، بــودهدرصــد  45تــا  20حــدود 

) 8تـا   2(ي روغن ماهموجود در  دوكوزاهگزانوئيك اسيد
بـا توجـه بـه اينكـه ايـن       ،همچنين. است درصد بسيار بيشتر

بــر خــلاف   ، هــا پروتيســت يوكــاريوتي هســتند    ســويه
 :ماننـد مواد و تركيبـات مضـري    ،هاي پروكاريوت باكتري

ساكاريدها را براي سلامتي انسـان   ها و ليپوپلي اندوتوكسين
توانـايي بـالايي در توليـد    هـا   ايـن سـويه   ،همچنـين . ندارند

توان از آن به عنوان منبع بسيار  پالميتيك اسيد دارند كه مي
ــب  ــرايمناس ــرد    ب ــتفاده ك ــتي اس ــوخت زيس ــن .) 7(س اي

 و 3امگـا  چـرب  هاي اسيد بر هاي با ارزش علاوه يستپروت
 هـاي  متابوليـت  توليـد  بـه  قـادر ، طبيعـي  هاي اكسيدان آنتي

 تركيب ، استروئيدها ، ها استرول قبيل از ديگري بسيار متنوع
 فعـال  زيست متنوع مواد و سورفاكتانت ، اسكوالن ارزش با
، هـا  آنزيم ، سولفاته سلولي خارج هاي ساكاريد پلي جمله از

آسـتازانتين   به ويـژه ها  و كاروتنوئيد مختلف هاي كوآنزيم 
با توجه به اينكه سويه آئورانتيوكيتريوم  .)21و  2( باشند مي

جداســازي شــده از اكوسيســتم مــانگرو ايــران در ســواحل 
خليج فارس و درياي عمان داراي توانـايي بـالقوه اي در   

 اسـت،  دوكوزاهگزانوئيك اسيد 3 امگا توليد اسيد چرب
توان از ايـن سـويه در توليـد صـنعتي ايـن تركيـب بـا         مي

يــك ســويه TA4آئورانتيوكيتريــوم  .اســتفاده كــرد ارزش
ايــن ســويه از . اســت 3 امگــا بــومي توليــد كننــده روغــن

مــانگرو خلــيج فــارس جداســازي شــد و در هــاي  جنگــل
ــع كــربن   ــوان منب ــه عن ــوكز ب ، محــيط كشــت حــاوي گل

درصـد وزن   50از  محتويات روغن توليدي آن بـه بـيش  
ــيد  ــلولي رس ــد   . خشــك س ــويه در تولي ــن س ــايي اي توان

درصـد از كـل    20دوكوزاهگزانوئيك اسـيد تـا بـيش از    
نشـان داده   پـژوهش در ايـن  . اسـت  مقدار روغن توليدي

 بــوميهــاي  شــد كــه بــا توجــه بــه پتانســيل بــالاي ســويه 
بـه  و  3 امگـا  در توليد اسيدهاي چـرب  ترائوستوكيتريدها

تواننـد   مـي هـا   ايـن سـويه  ، دوكوزاهگزانوئيك اسيد ويژه
و  3 امگــــا  هــــاي روغــــن  بــــراي توليــــد صــــنعتي  
، بــا همچنــين. اســتفاده شــونددوكوزاهگزانوئيــك اســيد 

انجـام  سـازي محـيط كشـت هنـوز      كـه بهينـه   توجه به اين
 3قابليت اين سويه در توليد اسيدهاي چـرب امگـا  ، نشده

  .است سازي بسيار مناسب بدون بهينه
  تشكر و قدرداني .

 از محــل اعتبــار پژوهشــي پــژوهشايــن هــاي  هزينــه
دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و فنـاوري  ) 1849/1(

   .تامين شدپيشرفته 
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Abstract 

Introduction: Omega 3 fatty acids play an important role in human health. Docosahexaenoic 
acid is the most important of polyunsaturated fatty acids that is supplied through the 
consumption of fish oil. Consequently, there is a need for new alternative sources like as single 
cell oils, because of possibility of heavy metal contamination in fish oil. 

Materials and methods: In this research, the samples were collected from mangrove forests in 
the Persian Gulf and Oman Sea. The strains of marine protist were isolated in GYP medium. 
Oil-producing strains were screened by fluorescence microscopy. Selected strain was identified 
by sequencing 18s rRNA gene and polyunsaturated fatty acids profile was determined by gas 
chromatography. 

Results: More than 20 marine protist strains were isolated. Triacylglycerol granules were 
detected in strain TA4 by orange fluorescent. Dyad, tetrad, octad cells and zoospore were 
observed in cell cycle. 18s rRNA gene sequence of this strain (1730 bp) was similar more than 
97 % to Aurantiochytrium strain (Accession number: KJ938302). Its oil content is 46 % of 
CDW. The quantity of DHA, DPA and EPA fatty acids was 105, 46 and 26 mg per liter, 
respectively. Their contents were 16, 7 and 4 % of the total fatty acids, respectively. 

Discussion and conclusion: Thraustochytrids strains have a unique ability to produce 
polyunsaturated fatty acids, especially DHA and can be an alternative to these valuable 
compounds. These strains can be used for production of omega 3 oils due to their potential for 
production of DHA. 

Key words: Omega 3 fatty acids, Docosahexaenoic acid, Native strains of Thraustochytrids, 
Aurantiochytrium 
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