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استفاده از قندهای حاصل از هيدروليز تركيبات ليگنوسلولزی 
این  در  است.  مخمری  بيودیزل  توليد  براي  مناسبی  راهکار 
از  چربی  مولد  مخمری  سویه های  شناسایی  براي  تحقيق 
رنگ آميزی با سودان سياه و رنگ فلورسنت نایل رد استفاده 
نيز  و  زایلوز  گلوكز،  از  استفاده  با  ليپيد  توليد  و  رشد  شد. 
سویه   11 در  كربنی  منبع  عنوان  به  زایلوز  و  گلوكز  مخلوط 
مخمری منتخب بومی و 2 سویه مخمری از كلکسيون ميکروبی 
نشان داد سویه های  نتایج  قرار گرفت.  بررسی  DSMZ مورد 

بومی توانایی توليد مقادیر بالایي از ليپيد را دارا مي باشد، در 
نتيجه می توان از آن براي توليد این محصول استفاده كرد. در 
این تحقيق براساس نوع سویه و منبع كربن، ميزان توليد ليپيد 
بين gr/lit 0/21 تا 6/95، ميزان زی توده خشک سلولی بين

g/lit 0/73 تا 10/9، محتوای ليپيدی بين 26/4% تا 81/4% و 

كارآیی توليد ليپيد بين 6/41% تا 21/95% متغير بود. بيشترین 
 )%21/95( ليپيد  توليد  كارآیی  و   )%  81/4( ليپيدی  محتوای 
توليد  ميزان  بيشترین  آمد.  دست  به   UIMC65 سویه  توسط 
ليپيد )gr/lit 6/95( مربوط به سویه های UIMC35 )در حضور 
گلوكز(  )درحضور   UIMC74 و  زایلوز(  و  گلوكز  مخلوط 
بود. از تکنيک های TLC و FT-IR spectroscopy به منظور 

ارزیابی كيفی روغن تک یاخته توليدی استفاده گردید.

مقدمه
سوخت های  جایگزینی  نفتی،  منابع  محدودیت  دلیل   به 
فسیلی با سوخت های جدید همچون سوخت های زیستی 
بالاي  قیمت  حاضر  حال  در  مي باشد.  ضروری  و  لازم 
سوخت های زیستی استفاده از آنها را محدود کرده است. 
اولیه  منابع  از  را  بتوان سوخت های زیستی  در صورتی که 
اقتصادی  نظر  از  آنها  تولید  آورد،  دست  به  قیمت  ارزان 
توجیه پذیر خواهد شد. از جمله ترکیبات فراوان و ارزان 
قابلیت  لیگنوسلولزی است که  قیمت در طبیعت، زائدات 
تبدیل به محصولات بیوتکنولوژیک مخصوصاً سوخت های 
زیستی را دارا مي باشد. قسمت اعظم ساختار لیگنوسلولز 
از  که  مي دهد  تشکیل  سلولز  و همی  سلولز  پلیمرهای  را 
و  گلوکز  به خصوص  مونومریک  قندهای  شدن  پلیمریزه 
زایلوز به وجود می آید ]1[. اکثر ترکیبات لیگنوسلولزی به 
عنوان مواد زائد سوزانده شده و در اثر سوختن، ترکیبات 
آلاینده زیست محیطی تولید می شود، در صورتی که می توان 

از این زائدات، سوخت تولید کرد.
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25تأثیر گلوکز و زایلوز روي...

براي این منظور، لازم است از میکروارگانیسم هایی استفاده 
شود که با دارا بودن قابلیت رشد بر روی قندهای حاصل از 
هیدرولیز ترکیبات لیگنوسلولزی، از این قندها، روغن تک 
یاخته تولید کنند. میکروارگانیسم های محدودی در طبیعت 
قادر به تجمع لیپید در درون خود می باشند که به آنها مولد 
چربی گفته می شود. این مواد قادر به تجمع لیپید تا بیش 
از 20% وزن خشک خود هستند ]1[. برخی از سویه های 
و  رودوتورولا2  رودوسپوریدیوم1،  گونه های  مثل  مخمری 
لیپومایسس3 می توانند حتی بیش از 70% وزن خشک سلولی 
اعظم  قسمت   .]2[ دهند  تجمع  سلول  درون  لیپید  خود 
ترکیبات لیپیدی تجمع یافته توسط این میکروارگانیسم ها، 
استر  استریل  محدودتری،  مقدار  و  گلیسرول  آسیل  تری 

می باشد ]1[.

نام  به  فرآیندی  طي  بیودیزل  به  شده  تولید  چربی  تبدیل 
فرآیند  این  در  می شود.  انجام  استریفیکاسیون  ترانس 
گلیسرول  آسیل  تری  در ساختار  موجود  اسیدهای چرب 
توسط یک الکل مثل متانول، متیل استره شده و به اسیدهای 

چرب متیل استره4 تبدیل می شود ]3[.

در حال حاضر، روغن های گیاهی مهم ترین منبع اسیدهای 
فضای  همچون  مشکلاتی  با  آنها  تولید  که  هستند  چرب 
پروسه  و  مناسب  اقلیمی  و  هوایی  و  آب  شرایط  لازم، 
نیز  دامی  چربی های  تولید  است.  همراه  طولانی  تولید 
طولانی  زمان  و  دام  تغذیه  هزینه  همچون  مشکلاتی  با 
تولید روبرو است. همچنین منابع گیاهی و دامی به دلیل 
تولید  در  محدودي  استفاده  انسان ها،  خوراک  در  کاربرد 
مشابه  چرب  اسیدهای  تولید  دارند.  زیستی  سوخت های 
فوق  مشکلات  چربی،  مولد  میکروارگانیسم های  توسط 
را بر طرف مي نماید ]4[. از بین میکروارگانیسم های مولد 
چربی، مخمرها مزایاي بیشتری نسبت به باکتری ها، قار چ ها 
با سرعت رشد  دارند. مخمرهای تک سلولی  و جلبک ها 
نسبتاً بالا، توانایی انباشتن سریع لیپیدها را در اجسام لیپیدی 
دارند. آنها همچنین می توانند از محیط های تخمیری ارزان 
قیمت مثل پس مانده غذایی محصولات زراعی و صنعتی 

به عنوان مواد خام اولیه استفاده کنند ]5[. 

از  این تحقیق، مخمرهای مولد چربی جداسازی شده  در 

1. Rhodosporidium
2. Rhodotorula
3. Lipomyces
4. Fatty Acid Methyl Esters

خاک با قدرت مصرف زایلوز و گلوکز به عنوان منبع کربن، 
جهت تولید روغن تک یاخته قابل تبدیل به بیودیزل مورد 
استفاده قرار گرفت و میزان تولید آنها در شرایط مختلف از 

نظر نوع منبع کربن بررسی گردید.
روغن  کیفی  بررسی  براي   FT-IR spectroscopy تکنیک 

تک یاخته تولیدی مخمرها به کار گرفته شد.

مواد و روش ها

انتخاب سویه های مخمری

از میان سویه های مخمری بومی موجود در بانک میکروبی 
تولید  که  9 سویه  اصفهان،  دانشگاه  میکروبیولوژی  بخش 
لیپید بیشتری را داشتند، انتخاب شده و آزمایشات تکمیلی 
بر روی آنها انجام پذیرفت. جهت مقایسه میزان تولید روغن 
با  استاندارد  با سویه های  توسط مخمرهای جداسازی شده 
قابلیت تولید روغن تک یاخته، 2 سویه از کلکسیون میکروبی 
کنار  در   )Yarrowia lipolytica 70562 & 3286) DSMZ

سویه های بومی مورد بررسی قرار گرفت. 

غربال گری و نگه داری سویه های مخمری مولد چربی

جهت غربال گری سویه های جداسازی شده، از دو روش 
رنگ آمیزی با سودان سیاه B ]3[ و رنگ آمیزی با رنگ 
فلورسنت نایل رد ]6 و 7[ استفاده شد. آماده سازی رنگ 
                                                                                        100 ml 0/3 از پودر سودان در gr سودان سیاه با حل کردن
از  اسمیر  تهیه  از  پس  آمد.  دست  به  اتانل   %70 محلول 
سویه های مخمری، نمونه ها به مدت 15 دقیقه در محلول 
زایلول  و  مقطر  آب  با  سپس  و  گرفته  قرار  سیاه  سودان 
مشاهده  نوری  میکروسکوپ  زیر  و  شدند  داده  شستشو 

گردیدند ]3[. 

 0/033 gr/lit برای تهیه محلول نایل رد جهت رنگ آمیزی، محلول
در حلال استون این ماده تهیه گردید. برای رنگ آمیزی با 
 rpm 1 از سوسپانسون سلولی در دور ml نایل رد مقدار
5000 سانتریفیوژ شده و دو بار با ml 1 محلول بافر فسفات 

نمکی شستشو داده شد. 
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از  پس  و  شد  اضافه  آن  به  بافر  محلول   1  ml مجدداً 
همگن سازی، مقدار µl 10 از محلول نایل رد به آن اضافه 
گردید ]6 و 7[. سوسپانسیون حاصل به مدت min 5 در 
دمای C° 37 در تاریکی قرار داده شد و سپس از آن گستره 
تهیه گردید و با میکروسکوپ فلورسنت مشاهده شد. جهت 
 1YPD نگه داری سویه های خالص شده از محیط کشت جامد
                                                                                                       20 gr/lit آگار حاوی گلوکز، عصاره مخمر، پپتون و آگار با غلظت

در لوله های اسلنت C° 4 استفاده گردید.
توليد روغن تک یاخته

مخمری  سویه های  توسط  یاخته  تک  روغن  تولید  برای 
مراحل  شامل  که  شد  استفاده  مرحله ای   3 فرآیند  یک  از 
فعال سازی، پیش تولید و تولید بود. پس از این مرحله یک 
تولید"  پیش  "محیط  به  شده  فعال  خالص  مخمر  از  لوپ 
 MgSO4.7H2O ،)1( تلقیح گردید. محیط پیش تولید شامل
گلوکز)یا   :)gr/lit)  )1( پپتون  و   )1( مخمر  عصاره   ،)0/5(
زایلوز( )KH2PO4 ،)3( )NH4)2SO4 ،)20 در pH برابر 5/5 
بود.پس از این مرحله یک لوپ از مخمر خالص فعال شده 
به "محیط پیش تولید" در ارلن 100 میلی لیتری حاوی 20 
میلی لیتر محیط کشت تلقیح گردید و در دمای C° 28 و 
دور rpm 180 در مدت زمان 48 ساعت گرماخانه گذاری 
زایلوز(  )یا  گلوکز   :)g/L) شامل  تولید  پیش  محیط  شد.  
 MgSO4.7H2O  ،)1(  KH2PO4  ،)3(  )NH4)2SO4  ،)20(
)0/5(، عصاره مخمر )1( و پپتون )1( در pH 5/5 می باشد. 

بعد از گذشت گرماخانه گذاری و رشد مخمرها درون محیط 
پیش تولید، مقدار 5 میلی لیتر از آن به 55 میلی لیتر "محیط 
 )NH4)2SO4 ،)40( )(: گلوکز )یا زایلوزg/L) تولید" حاوی
)1( K2HPO4 ،)4( KH2PO4 ،)2(، MgSO4.7H2O )0/5( و 
عصاره مخمر )0/5( در pH 5/5 اضافه گردید و در دمای 
C° 28 و دور rpm 180 در مدت زمان 4 روز گرماخانه 

گذاری شد. در حالت بررسی همزمان رشد روی گلوکز و 
زایلوز مقدار مساوی از دو قند یعنی 20 گرم گلوکز و 20 
محیط  در  شده  اشاره  ترکیبات  بقیه  همراه  به  زایلوز  گرم 
تولید مورد استفاده قرار گرفت. با توجه به اینکه قندها به 
دمای بالا )C° 121( حساس می باشند و از بین می روند، 
عملیات استریلیزاسیون تمامی محیط های کشت ذکر شده 
انجام  C° 110به مدت 10 دقیقه  پایین تر و در  در دمای 

گرفت.
استخراج روغن توليد شده

اصلاح  دایر  و  بلای  روش  از  استفاده  با  روغن  استخراج 
شده انجام پذیرفت ]1[. برای این منظور ml 40 از محیط 
کشت تولید در دور rpm 5000 سانتریفیوژ شده و دو مرتبه 
با محلول بافر فسفات نمکی (PBS( شستشو داده شد. به 
توده میکروبی به دست آمده مقدار ml 10 اسید کلریدریک 
4 مولار اضافه شد و برای مدت زمان یک ساعت در حمام 
آب با دمای C° 60 قرار گرفت. سپس مقدار ml 20 محلول 
متانل: کلرفرم به نسبت حجمي 1:1 به آن افزوده شد و برای 
 250 rpm2 تا 3 ساعت در شیکر رفت و برگشتی با دور
 5000 rpm قرار گرفت. سپس با استفاده از سانتریفیوژ دور
جداسازی لایه ها تسهیل شده و به کمک پیپت پاستور لایه 
زیرین جداسازی گردید. لایه زیرین جداسازی شده جهت 
تبخیر زودتر حلال، در اتاقک خلاء قرار داده شد و روغن 

تولید شده پس از تبخیر کامل حلال وزن گردید ]1[.

اندازه گيری ميزان قند، ازت و زی توده خشک سلولی

نیتروسالیسیلیک  دی  معرف  از  قند  اندازه گیری  برای 
دستگاه  با  نمونه ها  قرائت   .]3[ شد  استفاده   )DNS) اسید 
اسپکتروفتومتر nm 570 انجام گرفت. برای این منظور در ابتدا 
با مقادیر مشخص از قند )گلوکز یا زایلوز( منحنی استاندارد 
قرائت  میزان جذب  تبدیل  معادله  و  گردید  رسم  مربوطه 
شده به قند موجود در محلول تعیین شد. اندازه گیری میزان 
و  آنها  اندازه گیری جذب  با  بررسی  تحت  نمونه های  قند 
قرار دادن عدد قرائت شده در معادله مذکور انجام پذیرفت. 
از  استفاده  با  کشت  محیط  در  مانده  باقی  نیتروژن  میزان 
روش کجلدال و در سوپرناتانت نمونه ها تعیین گردید ]8[. 

برای به دست آوردن میزان زی توده خشک سلولی مقدار 
 rpm 5 از محیطی که مخمر در آن رشد یافته بود، در دور ml

5000 سانتریفیوژ شده و با PBS شستشو داده شد، سپس توده 
میکروبی تا زمان ثابت شدن وزن، در دمای C° 80 قرار داده 

شد و زی توده خشک شده با ترازوی دقیق وزن گردید.

1. Yeast Peptone Dextrose )YPD)
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بررسی توليد روغن تک یاخته با تكنيک کروماتوگرافی لایه 
نازک1

سویه های  توسط  روغن  تولید  کیفی  بررسی  منظور  به 
مخمری از تکنیک کروماتوگرافی لایه نازک استفاده گردید. 
 F254 60 مدل سیلیکا ژل TLC برای این منظور ورق های
حلال  گرفت.  قرار  استفاده  مورد  آلمان(  مرک  )شرکت 
معرفي شامل n هگزان، دی اتیل اتر و استیک اسید با نسبت 
حجمی 80، 20 و 1 بود. نمونه های روغن استخراج شده بر 
روی کاغذ TLC نقطه گذاری شد و در تانک مخصوص در 
مدت زمان 2 تا 3 ساعت قرار گرفت. پس از خشک شدن 
کاغذ با استفاده از بخار ید، ترکیبات روغنی در سطح کاغذ 

به صورت لکه های قهوه ای رنگ نمایان شد ]9[.

بررسی توليد روغن تک یاخته با تكنيک طيف سنجی مادون 

قرمز تبدیل فوریه1 
یکی از تکینیک های مناسب جـهت اثبات تولید روغن های 
 FT-IR spectroscopy قابـل تبدیـل به بیودیــزل تکـنیک
JASCO FT/IR- از دستگاه مدل  این تحقیق  مي باشد. در 
Japan ,6300 استفاده گردید. گستره مورد بررسی دستگاه 

در بازه cm-1 400 تا cm-1 4000 تنظیم شد. استاندارد تری 
اولئین )شرکت سیگما آلدریچ-آلمان( به عنوان شاهد براي 

مقایسه با روغن های تولیدی مورد استفاده قرار گرفت.

نتایج و بحث

رنگ آميزی مخمرها به منظور بررسی اوليه توليد روغن تک یاخته

درون  لیپید  تولید  بررسی  منظور  به  سیاه  سودان  رنگ 
سلولی مورد استفاده قرار گرفت. این روش غربال گری در 
تحقیقات دیگر نیز استفاده شده است ]1[. تصاویر مربوط به 
 UIMC35 و UIMC1 رنگ آمیزی با سودان سیاه در دو سویه
که مشاهده  است. همان گونه  داده شده  نشان   1 در شکل 
مي شود، نقاط سیاه رنگ که با فلش مشخص گردیده، نشان 
دهنده حضور روغن درون سلولی است. تصاویر مربوط به 
رنگ آمیزی با سودان سیاه در بقیه سویه ها در این شکل 
شده  انجام  کار  مشابه  تحقیق،  این  در  است.  نشده  رسم 
توسط Kraisintu و همکارانش رنگ آمیزی با رنگ نایل رد نیز 
براي بررسی تولید روغن درون سلولی در میکروارگانیسم ها 
به کار رفته است ]7[. تصاویر گرفته شده با میکروسکوپ 
فلورسنت براي سویه های UIMC35 و UIMC43 در شکل 
2 رسم شده است. بررسی فلش ها در این شکل نشان دهنده 
محل تجمع لیپید درون سلولی است که با رنگ فلورسنت زرد 
طلایی مشخص گردیده و ناشی از ساطع شدن نور از رنگ 
فلورسنت نایل رد بعد از اتصال به ترکیبات روغنی تولید شده 

درون سلول های مخمری مولد چربی می باشد.

بررسي ميزان توليد ليپيد و محتوای ليپيدی

میزان تولید لیپید و محتوای لیپیدی در سویه های مخمری 
رشد داده شده روی گلوکز، زایلوز و توام گلوکز و زایلوز، 
به ترتیب در شکل های 3 تا 5 رسم شده است. همان گونه 
که در شکل 3 نشان داده شده، تمامی سویه های مولد چربی 
مورد بررسی از جمله سویه های استاندارد، در حضور گلوکز، 

میزان تولید لیپید بالاتر از gr/lit 3 از خود نشان دادند. 

شکل 1- رنگ آمیزی با رنگ سودان سیاه مربوط به دو سویه UIMC1 )تصویر سمت راست( و UIMC35 )تصویر سمت چپ(. 
تصویر گرفته شده با میکروسکوپ نوری با بزرگ نمایی 1000 برابر می باشد. برای رنگ زمینه سلول های مخمری از رنگ فوشین 

اسیدی استفاده شده است. 
1. Thin Layer Chromatography )TLC)

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

شماره 76 28

UIMC43 شکل 2- رنگ آمیزی با رنگ فلورسنت نایل رد مربوط به دو سویه
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شکل 3- بررسی میزان تولید لیپید، زی توده خشک سلولی و محتوای لیپیدی درحضور گلوکز در سویه های مخمری مولد چربی. 
)نتایج میانگین سه تکرار می باشد(.
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شکل 4- بررسی میزان تولید لیپید، زی توده خشک سلولی و محتوای لیپیدی درحضور زایلوز در سویه های مخمری مولد چربی 
)نتایج میانگین سه تکرار می باشد(.
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شکل 5- بررسی میزان تولید لیپید، زی توده خشک سلولی و محتوای لیپیدی درحضور توام زایلوز و گلوکز در 
سویه های مخمری مولد چربی )نتایج میانگین سه تکرار می باشد(.

با توجه به نسبت حاصل از میزان لیپید به زی توده خشک 
ارائه شده است، در  لیپیدی  نام محتوای  سلولی که تحت 
می باشد.   %35 از  بالاتر  عدد  این  بررسی  مورد  سویه های 
                                                                          95/6 gr/lit در حضور گلوکز بیشترین میزان لیپید تولیدی
بیشترین  در حالی که  می باشد،   UIMC74 به سویه  مربوط 
محتوای لیپیدی مربوط به سویه UIMC65 برابر با %81/4 
 5 gr/lit است. سویه های استاندارد با تولید لیپید در حدود
و محتوای لیپیدی در حدود 68%، از تولید کنندگان خوب 
 Dai توسط  گرفته  تحقیق صورت  در  می آیند.  به حساب 
حضور  در  گلوتینیس1  ردوترولا  برروی  همکارانش  و 
گلوکز به عنوان منبع کربن در شرایط بهینه، میزان تولید لیپید 
لیپیدی بالاتر از 49/25% به دست  gr/lit 14/66 و محتوای 

لیپیدی  محتوای  براي  مقدار گزارش شده  آمده است ]3[. 
به دست آمده در تحقیق مي باشد، ولی  از مقادیر  پایین تر 
مقدار تولید لیپید بالاتر بوده است. در تحقیق انجام گرفته 
مورد  مخمرهای  در  همکارانش  و   VijayaKumar توسط 
بررسی بر روی ماده گلوکز، مقدار تولید لیپید gr/lit 2/43 و 
 Johnson .]10[ محتوای لیپیدی 23/8% گزارش شده است
گلوتینیس   ردوترولا  مخمر  کارگیری  به  با  همکارانش  و 
عنوان  به  گلوکز  از  استفاده  با  و  بسته  راکتور  سیستم  در 
 gr/lit لیپید در شرایط بهینه را منبع کربن، بیشترین مقدار 
18 و محتوای لیپیدی را برابر 66% گزارش نمودند ]11[. 

مقدار تولید لیپید و محتوای لیپیدی در شرایط بهینه با منبع 
 Amaretti 19 و 68% توسط gr/lit کربن گلوکز به ترتیب
که  است  ذکر  به  لازم   .]12[ آمد  دست  به  همکارانش  و 
شرایط  در  محققین  این  توسط  شده  گزارش  مقادیر  اکثر 
در  است،  شده  حاصل  رآکتوری  سیستم های  در  و  بهینه 
حالی که مقادیر به دست آمده در تحقیق حاضر درون ارلن 
پژوهش،  این  در  است.  بوده  بهینه  شرایط  ایجاد  بدون  و 
شرایط یکسان برای همگی سویه ها در نظر گرفته شده و 
هدف مقایسه تولید بین سویه ها در شرایط یکسان مي باشد. 
این  در  بررسی  مورد  سویه های  بعضی  لیپیدی  محتوای 
تحقیق، بسیار بالاتر از تحقیقات قبلي مي باشد نکته مهم در 
مورد تولید روغن تک یاخته محتوای لیپیدی بالاتر سویه ها 
است که نشان دهنده قابلیت تجمع روغن در درون سلول 

مي باشد.

به کارگیری زایلوز به عنوان منبع کربن نیز در این تحقیق 
مورد بررسی قرار گرفت. سویه های مخمری مولد چربی 
ثابت شده  این منبع کربن  این رشدشان روی  از  که پیش 
بود، جهت تولید لیپید بررسی گردید. میزان لیپید تولیدی، 
زی توده خشک سلولی و محتوای لیپیدی در شکل شماره 

4 رسم شده است.

1. Rhodotorula glutinis
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تولید  میزان  بررسی  مورد  مخمری  مختلف  سویه های 
میزان  داشتند.   4/09  gr/lit تا   3/1  gr/lit بین  لیپیدی 
آمد.  دست  به   %74/2 تا   %42/3 بین  نیز  لیپیدی  محتوای 
 UIMC 1, 44, سویه های  در  حاصل،  نتایج  به  توجه  با 
منبع  عنوان  به  زایلوز  حضور  در  لیپید  تولید   55, 62, 80

قرار  استفاده  مورد  گلوکز  که  بود  زمانی  از  بیشتر  کربن، 
زی                                                                             UIMC 18, 43, 55, 62, 80سویه های گرفت. 
گلوکز  با حضور  مقایسه  در  بیشتری  سلولی  توده خشک 
 UIMC از خود نشان دادند. محتوای لیپیدی در سویه های
منبع  عنوان  به  گلوکز  حضور  حالت  از  بیش   1, 44, 80

کربن بود. تنها سویه ای که در هر سه پارامتر مورد بررسی 
مقادیر بالاتری در حضور زایلوز نسبت به حضور گلوکز 
از خود نشان داد، سویه UIMC 80 بود. نتایج فوق نشان 
دارند،  بالایی  لیپیدی  محتوای  که  سویه هایی  که  می دهد 
لیپید  لیپید بالایی نداشته و میزان تولید  لزوماً مقدار تولید 
میکروارگانیسم  توسط  شده  تولید  لیپید  مقدار  به  بستگی 
مورد  سویه های  در  دارد.  کشت  محیط  حجم  واحد  در 
زایلوز  حضور  در  همکارانش  و   Pan توسط  بررسی 
                                                                                   5/68  gr/lit لیپید  تولید  میزان  کربن،  منبع  عنوان  به 
و محتوای لیپید 38/94% گزارش شده است ]1[. در تحقیق 
با  He و همکارانش 16 سویه مخمری  انجام شده توسط 
قابلیت جذب زایلوز جهت تولید روغن تک یاخته مورد 
میزان  و  لیپیدی  محتوای  بیشترین  که  گرفت  قرار  بررسی 
تولید لیپید به ترتیب 51/43% و gr/lit 0/155 به دست آمده 
است ]13[. مقایسه این تحقیقات با تحقیق موجود، نشان 
دهنده محتوای لیپیدی بالاتر در سویه های جداسازی شده 

در این تحقیق است.

حاصل هیدرولیز ترکیبات ارزان قیمت همچون لیگنوسلولز، 
آزاد شدن قندهای مونوساکاریدی است که قسمت اعظم آن 
را گلوکز و زایلوز تشکیل می دهد. گلوکز از تجزیه سلولز و 
زایلوز از تجزیه همی سلولز تولید می شود. به همین دلیل، 
حضور همزمان گلوکز و زایلوز درمحیط کشت به منظور 
گرفت.  قرار  بررسی  مورد  هیدرولیز  شرایط  شبیه سازی 
بررسی تولید لیپید بر روی ترکیبات لیگنوسلولزی هیدرولیز 
شده هم اکنون در حال بررسی و انجام است. نتایج حاصل 
در  که  می دهد  نشان  زایلوز  و  گلوکز  همزمان  استفاده  از 

بیشتر سویه ها میزان تولید در این حالت کمتر از استفاده از 
منبع کربنی واحد می باشد. البته در بعضی سویه ها همچون 
بیش  این حالت  تولید در  میزان   UIMC 44 UIMC 35 و 

از زمانی است که منبع کربن گلوکز یا زایلوز به صورت 
همچون  سویه هایی  در  است.  شده  برده  کار  به  خالص 
UIMC 65 و UIMC 74، میزان تولید در این حالت نسبت 

به تولید در حضور زایلوز تنها، بیشتر و نسبت به حضور 
مورد  مختلف  سویه های  مقایسه  است.  کمتر  تنها،  گلوکز 
بررسی در این تحقیق نشان دهنده رفتار متفاوت سویه های 
جهت  کربن  مختلف  منابع  از  استفاده  به  نسبت  مختلف 
تولید لیپید می باشد. در مورد میزان زی توده خشک سلولی 
و محتوای لیپیدی در سویه های مختلف نیز نتایج مشابهی 
یافت و  تنوع در رفتار سویه های مختلف می توان  از نظر 

مقایسه نتایج در شکل شماره 5 رسم شده است. 

Zhao و همکارانش در سال 2008 با استفاده از مخمر مولد 

چربی لیپومایسس استارکه ای1 و به کارگیری همزمان گلوکز 
و زایلوز به عنوان منبع کربن و بهینه سازی با استفاده از مدل 
دست  به   %61/5 لیپیدی  محتــوای   ،Plackett–Burman

آوردند ]4[. استفاده از ترکیبات لیگنوسلولزی هیدرولیز شده 
به منظور آزاد شدن قندهای گلوکز و زایلوز توسط محققینی 
در   .]14[ گرفت  انجام  همکارانش  و   Galafassi همچون 
لیگنوسلولز  در  مینیس2  ردوترولاگرا  مخمر  آنها،  تحقیق 
هیدرولیز شده رشد داده شد و مقدار لیپید gr/lit/hr 0/15 و 
محتوای لیپیدی 54% گزارش شد ]14[. همچنین Liang و 
همکارانش با به کارگیری مخمر کریپتوکوکوس کورواتوس3 
بر روی سورگوم شیرین هیدرولیز شده با اسید سولفوریک 
                                                                                                 10/83  gr/lit میزان  به  لیپید  تولید  به  موفق  شده،  رقیق 

و محتوای لیپیدی 73/26% شدند ]15[.

با توجه به نتایج به دست آمده از سویه های مورد بررسی 
در این تحقیق، سویه UIMC 65 بیشترین محتوای لیپیدی 
را در هر سه حالت )بر اساس نوع قند مصرفی( از خود 
نشان داد که در حضور قندهای گلوکز، زایلوز و حضور 
و  74 /2  ،81 /4 ترتیب  به  یلوز  زا و  گلوکز  همزمان 

1. Lipomyces Starkeyi
2. Rhodotorula Graminis
3. Cryptococcus Curvatus
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81/4% بود. همچنین سویه UIMC 65 بیشترین میزان تولید 
 UIMC 4/09( را با مصرف قند زایلوز، سویه gr/lit(لیپید
74 بیشترین میزان تولید لیپید )gr/lit 6/95( را با مصرف قند 

                                                                                           )6/95 gr/lit( بیشترین میزان لیپید UIMC 35 گلوکز و سویه
را در حضور توام قندهای گلوکز و زایلوز از خود نشان 

دادند.

بررسی ميزان قند و ازت مصرفی و کارآیی توليد ليپيد

میزان کربن و ازت اولیه از جمله فاکتورهایی هستند که در 
تولید لیپید توسط میکروارگانیسم ها اهمیت فراوانی دارند 
و به صورت نسبت C/N اولیه نشان داده می شود. در اکثر 
در  بسزایی  اثر  نیتروژن  محدودیت  گرفته  انجام  مطالعات 
کاهش   .]19-16[ دارد  سلولی  درون  لیپید  تولید  افزایش 
 AMP AMP-دآمیناز،  آنزیم  تا  می شود  باعث  نیتروژن 
NH4 تبدیل کند. به دلیل اینکه 

درون سلولی را به IMP و +
نیتروژن در محیط وجود ندارد، یون های آمونیوم به عنوان 

منبع نیتروژن مورد استفاده قرار می گیرد ]20 و 21[. 

-NAD درون سلولی آنزیم AMP به این ترتیب با کاهش
ایزوسیترات دهیدروژناز فعالیت خود را از دست می دهد 
میتوکندری  درون  ایزوسیترات  دلیل  همین  به   .]24-22[
تجمع می یابد و وقتی که غلظت آن درون میتوکندری به 
حد بحرانی برسد، در حالت تبادل با مالات وارد سیتوپلاسم 
آنزیم  به وسیله  می شود ]21 و 25[ که درنهایت سیترات 
تقسیم  اگزالواستات  و   acetyl-CoA به  لیاز  سیترات   ATP

اولیه  ماده  شده،  تولید   acetyl-CoA ماده   .]25[ می شود 
ساخت اسیدهای چرب است و به این ترتیب تجمع روغن 

تک یاخته در دورن سلول آغاز می شود.

میزان C/N اولیه در آزمایشات انجام گرفته در این تحقیق 
در  ارائه شده  نتایج  به  توجه  با  است.  بوده  در حدود 40 
جدول 1 این نسبت در انتهای فرآیند در سویه های مختلف 
را   95/7 تا   0/003 بین  اعدادی  و  داشته  زیادی  تغییرات 

نشان می دهد.

تولید  لیپید  توجهی  قابل  مقدار  که  سویه هایی  اکثر  در 
کرده اند، نسبت C/N از 40 تا نزدیک 15 کاهش پیدا کرده 
است. این در حالی است که نسبت های خارج از این بازه، 
 C/N تغییرات  بررسی  نداشته اند.  قابل توجهی  لیپید  تولید 

مقاله  این  در  بار  اولین  رشد،  نهایی  فاز  در  کشت  محیط 
گزارش شده و می تواند به عنوان موضوع تحقیقات مرتبط 
با هدف تعریف شاخص، جهت بررسی کیفی تولید لیپید 

توسط سویه های مولد چربی مورد استفاده قرار گیرد.

کارآیی تولید لیپید نیز از فاکتورهایی است که درصد تبدیل 
بالاتر  نسبت  این  چه  هر  و  می دهد  نشان  را  لیپید  به  قند 
متابولیسمی  این مطلب است که در سیستم  بیان گر  باشد، 
سویه مورد بررسی، قند مصرفی به جای اینکه صرف سایر 
لیپید  تولید  ثانویه شود، صرف  یا  اولیه  متابولیتی  تولیدات 
مثل  مشابه  قندهای  و  گلوکز  استوکیومتری  است.  شده 
لاکتوز و فروکتوز نشان می دهد که از هر gr 100 )معادل 
تولید   acetyl CoA مول   1/1 مقدار  مول(،   0/56 تقریباً 
از طریق واکنش فسفوکتولاز که  می شود. زایلوز می تواند 
مؤثرترین مسیر می باشد، از هر gr 100 )تقریباً 0/66 مول( 

زایلوز، مقدار 1/2 مول acetyl CoA تولید شود ]26[.

 بنابراین اگر تمامی acetyl CoA جهت تولید لیپید مصرف 
به  نسبت  تولیدی  یاخته  تک  مقدار روغن  بیشترین  شود، 
بود. در مورد  gr/gr 0/32 خواهد  با  برابر  گلوکز مصرفی 
زایلوز زمانی که وارد واکنش فسفوکتولاز شود. این نسبت 
به gr/gr 0/34 خواهد رسید ]21[. با این وجود حتی در 
به  ندرت  به  یاخته  تک  روغن  تولید  میزان  بهینه  شرایط 

مقدار بالاتر از gr/gr 0/22 خواهد رسید ]17 و 19[.

در ستون آخر جدول 1 کارآیی تولید لیپید نشان داده شده 
است. با توجه به نتایج به دست آمده کارآیی تولید لیپید در 
بعضی از سویه ها بسیار قابل توجه بوده و به بالاتر از %20 
می رسد. بیشترین کارآیی در سویه UIMC65 با 21/95% در 
حالت استفاده همزمان از گلوکز و زایلوز می باشد که در 
مقایسه با مقادیر گزارش شده در تحقیقات دیگر، در زمره 
سویه هایی است که بیشترین درصد کارآیی تولید لیپید را 

از خود نشان داده  است ]4 و 14[. 
بررسی ليپيد توليد شده توسط سویه های مخمری با استفاده 

از تكنيک کروماتوگرافی لایه نازک

شکل 6، عکس TLC مربوط به ترکیبات روغنی جداسازی 
شده در برخی سویه های مخمری را در مقایسه با استاندارد 

تری اولئین نشان می دهد.
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جدول 1- بررسی میزان قند مصرف شده و باقی مانده، میزان ازت باقی مانده، نسبت C/N نهایی و کارآیی تولید لیپید در سویه های مخمری مولد چربی 
)نتایج میانگین سه تکرار می باشد(.

نوع سویه نوع قند محیط کشت میزان قند مصرف شده 
)gr/lit)

میزان قند باقی مانده 
)gr/lit)

میزان کربن باقی مانده 
)gr/lit)

میزان ازت باقی مانده )%( C/N نهایی
کارآیی تولید 

لیپید )%(

UIMC1

زایلوز 20/8 19/9 9/7 0/011 88/0 17/07

گلوکز 17/9 23/5 11/4 0/016 71/5 19/55

زایلوز+گلوکز 16/4 23/6 11/5 0/012 95/7 14/02

UIMC18

زایلوز 24/7 16 7/8 0/024 32/4 12/63

گلوکز 37/4 4 1/9 0/027 7/2 10/08

زایلوز+گلوکز 36/1 3/9 1/9 0/024 7/9 7/48

UIMC35

زایلوز 24/7 16 7/8 0/027 28/8 15/67

گلوکز 36/8 4/6 2/2 0/031 7/2 17/45

زایلوز+گلوکز 32/7 7/3 3/6 0/032 11/1 17/92

UIMC43

زایلوز 35/2 5/5 2/7 0/026 10/3 11/51

گلوکز 41/39 0/01 0/005 0/028 0/017 10/20

زایلوز+گلوکز 36/2 3/8 1/8 0/028 6/6 10/08

UIMC44

زایلوز 24/1 16/6 8/1 0/013 62/1 15/35

گلوکز 20/1 21/3 10/4 0/025 41/4 16/17

زایلوز+گلوکز 23/5 16/5 8/0 0/019 42/2 18/09

UIMC55

زایلوز 20/5 20/2 9/8 0/022 44/7 17/41

گلوکز 36/9 4/5 2/2 0/019 11/5 9/54

زایلوز+گلوکز 27/4 12/6 6/1 0/023 26/7 8/21

UIMC62

زایلوز 35 5/7 2/8 0/023 12/1 10/57

گلوکز 36/8 4/6 2/2 0/046 4/9 9/24

زایلوز+گلوکز 34/3 5/7 2/8 0/035 7/9 6/41

UIMC65

زایلوز 19/5 21/2 10/3 0/024 43/0 20/97

گلوکز 30/6 10/8 5/3 0/023 22/8 19/41

زایلوز+گلوکز 28/57 11/43 5/6 0/026 21/4 21/95

UIMC68

زایلوز 20/7 20 9/7 0/03 32/4 16/67

گلوکز 25/1 16/3 7/9 0/028 28/3 14/22

زایلوز+گلوکز 23/8 16/2 7/9 0/029 27/2 11/76

UIMC74

زایلوز 27/6 13/1 6/4 0/034 18/7 14/28

گلوکز 41/39 0/01 0/005 0/029 0/017 16/79

زایلوز+گلوکز 31/4 8/6 4/2 0/026 16/1 21/82

UIMC80

زایلوز 34/9 5/8 2/8 0/03 9/4 10/60

گلوکز 41/39 0/01 0/005 0/19 0/003 8/58

زایلوز+گلوکز 34/6 5/4 2/6 0/027 9/7 8/38

Y.lipolitica 
70562 

زایلوز 8/4 32/3 15/7 0/042 37/4 2/62

گلوکز 29/3 12/1 5/9 0/019 31/0 18/05

زایلوز+گلوکز 26/8 13/2 6.4 0/021 30/6 19/66

Y.lipolitica 
3286 

زایلوز 8/1 32/6 15/9 0/043 36/9 2/59

گلوکز 29/1 12/3 6/0 0/025 23/9 17/32

زایلوز+گلوکز 26/6 13/4 6/5 0/022 29/6 18/23
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شکل 6- عکس کروماتوگرافی لایه نازک (TLC( جهت بررسی نوع روغن تولید شده توسط سویه های مخمری )نمونه های مورد بررسی از 
چب به راست شامل استانداردتری اولئین، سویه UIMC35، سویه Y.lipolytica 3286، سویه UIMC44 و UIMC43 می باشد(.

هم راستای  است،  مشخص  شکل  در  که  همان گونه 
به  مربوط  مشخص  باندهای  اولئین،  تری  به  مربوط  باند 
تولید  کننده  اثبات  که  دارد  وجود  نیز  مخمری  سویه های 
این سویه ها است  از نوع تری آسیل گلیسرول در  روغن 
و با توجه به پهنای باند ایجاد شده، می توان نتیجه گرفت 
توجه  قابل  سویه ها  این  در  ترکیب  این  تولید  مقدار  که 
است. باندهایی که در دیگر نقاط وجود دارد، نشان دهنده 
دیگر ترکیبات لیپیدی تولید شده از قبیل مونو و دی آسیل 
گلیسرول و نیز استریل استرها می باشد. استفاده از تکنیک 
در  لیپیدها  کیفی  بررسی  جهت  نازک  لایه  کروماتوگرافی 

تحقیقات دیگر نیز انجام شده است ]27 و 28[.
تكنيک  با  مخمری  سویه های  در  توليدی  ليپيد  بررسی 

طيف سنجی مادون قرمز تبدیل فوریه 

یکی از تکنیک های مطمئن که اخیراً جهت بررسی ترکیبات 
مختلف مورد استفاده قرار می گیرد، تکینیک طیف سنجی 
مادون قرمز تبدیل فوریه است. استفاده از این تکنیک جهت 
 ]29[ EN 14078 بررسی بیودیزل در استانداردهای اروپایی
و استاندارد ASTM D7371 method ]30[ ذکر شده است. 

در تحقیقات مختلفی از این تکنیک جهت بررسی و اثبات 
ترکیبات روغنی قابل تبدیل به بیودیزل استفاده شده است. 
ایجاد  می باشد.   cm-1 واحدهای  در  شده  ایجاد  پیک های 
پیک در هر نقطه خاص، نشان دهنده گروه عاملی خاصی 
است. جهت مقایسه، از تری اولئین به عنوان شاهد استفاده 
تولیدی  یاخته  تک  روغن های  به  مربوط  پیک های  و  شد 
توسط سویه ها با استاندارد مقایسه گردید. در شکل شماره 
                                                                            Y. lipolytica 3286، UIMC44 7 پیک مربوط به سویه های
)پیک  است  شده  داده  نشان  اولئین  تری  استاندارد  و 
است(.  نشده  داده  نشان  اینجا  در  سویه ها  بقیه  به  مربوط 
تا   2850 نیز  و   1820 تا   1670 در  شده  ایجاد  پیک های 
2929 نشان دهنده گروه های کربونیل استر و متیلن است که 
در ساختار اسیدهای چرب و تری آسیل گلیسرول وجود 
کننده  اثبات  قید شده،  نقاط  پیک ها در  تمامی  دارد ]31[. 
 FTIR نوع روغن قابل تبدیل به بیودیزل است. از تکنیک
جهت بررسی و تایید بیودیزل تولید شده توسط میکروجلبک 
است  شده  استفاده   Senedesmis sp و   Chlorella vulgaris

.]32[
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در  بیودیزل  تولید  برای  لازم  اولیه  مواد  اینکه  به  توجه  با 
می باشند،  اسیدهای چرب  استریفیکاسیون  ترانس  واکنش 
ترکیبات اسیدچرب و تری آسیل گلیسرول موجود در لیپید 
مناسب  بیودیزل  تولید  جهت  میکروارگانیسم ها  تولیدی 
می باشد ]1 و 3[. همچنین پروفیل اسیدهای چرب تولیدی 
روغن  ساختاری  شباهت  نشان دهنده  مخمرها  توسط 
تولیدی با روغن های گیاهی است که هم اکنون جهت تولید 

بیودیزل استفاده می شود ]4[.

نتيجه گيری
نتایج این تحقیق نشان می دهد که سویه های بومی با توانایی 
تولید لیپید قابل تبدیل به بیودیزل وجود دارد که می توان از 
آنها جهت تولید صنعتی بیودیزل استفاده کرد. غربال گری 
میکروارگانیسم های تولید کننده روغن تک یاخته با استفاده 
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شکل 7- گراف مربوط به تکنیک طیف سنجی مادون قرمز تبدیل فوریه، )سه گراف نشان داده شده در شکل مربوط به استاندارد تری 
اولئین و روغن استخراج شده از دو سویه Y.lipolitica 3286 و UIMC44 می باشد(.

)cm-1( عدد طول موج

از روش های رنگ آمیزی با سودان سیاه و رنگ فلورسنت 
می باشد. روش های  برخوردار  مناسبی  کارآیی  از  رد  نایل 
سریع  و  دقیق  ارزان،  روش های  عنوان  به   FTIR و   TLC

شناخته  شده  تولید  یاخته  تک  روغن  کیفی  آنالیز  جهت 
نیز  بررسی و  به رشد مخمرهای مورد  با توجه  مي شوند. 
می توان  زایلوز،  و  گلوکز  قندهای  حضور  در  لیپید  تولید 
از مواد خام اولیه ارزان قیمت جهت تولید لیپید و روغن 
تک یاخته استفاده کرد که ارزش بسیار بالایی از نظر تولید 

سوخت و تامین انرژی دارد.  
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