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 SAGSGC  Candidaجداسازي و تشخيص گونه هاي مخمر روغني

Orthopsilosi  با استفاده از ژن ريبوزومي از ماهي سوف و بهينه سازي

 توليد روغن و توده زيستي از آن

  

  4 ، شاهرخ قرنجيك3، حسين جلالي∗2، حميدرضا صمدلوئي1ليلا قاسمي

  شاورزي دانشگاه آزاد واحد دامغاندانش آموخته گروه علوم و صنايع غذايي دانشكده ك -1

   صنعتي شاهرود استاديار گروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي،  دانشگاه -2

  استاديار گروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد دامغان-3

  صنعتي شاهروداستاديار گروه پژوهشي بيوتكنولوژي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه -4

 )12/03/95: رشيخ پذي  تار22/12/94: افتيخ دريتار(

  

  چكيده
با توجه به نياز بشر به غذاي فراسودمند و با توجه به اهميت اسيدهاي چرب غير اشباع بلند زنجيره به عنوان غذاي فراسودمند شناخت منابع غني توليد 

نتايج تحقيقات نشان داده كه ريزسازواره ها بويزه گونه هاي مخمري منبع غني از . ته استكننده اين اسيدهاي چرب مورد توجه دانشمندان قرار گرف

 از اي ريبوزمي گونهDNA جداسازي شد در مرحله بعد  سوفماهيمخمري از  در اين تحقيق نمونه هاي .اين اسيدهاي چرب غيراشباع مي باشند

با توجه به درختچه فيلوژنيكي پي برده شد گونه . اي تشخيص گونه مخمري استفاده شدبر را داشتروغن  درصد 20مخمر كه توانايي توليد بالاي 

بيشترين مقدار طرح آماري سطح پاسخ نشان داد كه . مي باشد SAGSGC  candida orthopsilosi  سوفمخمر جداسازي شده از آبشش ماهي 

مقادير متغيير هاي گلوكز و عصاره مخمر به منظور توليد حداكثري . مد بدست آ)g/L 5(و عصاره مخمر ) g/L 50(در غلظت گلوكز ) 26,3(روغن 

بلندزنجيره تا سطح  غيراشباع  اسيد چربكاهش دما باعث افزايش . گرم در ليتر بدست آمد19,67 گرم در ليتر و 46,16به ترتيب %) 1,16(توده زيستي 

بلند غير اشباع اسيدهاي چرب  ،فت كاهش يا تخميرطي كه دما در انتهاي فراينددر شراينتايج نشان داد . در روغن اين گونه ميكروبي شد درصد 24

 افزايش غيراشباعيت در اسيدهاي چرب ساختاري مانند لينولئيك و  باعث دما از ابتداي فرايندكاهش در حاليكه  افزايش مي يابد كربن20زنجيره بالاي 

  . شدلينولنيك 

 

 سيدهاي چرب چند غيراشباع، جداسازي،  بهينه سازي و سطح پاسخ مخمر، روغن تك ياخته، ا: واژگانكليد
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  مقدمه - 1

با رشد تكنولوژي و شناخت علمي تر نياز هاي غذايي انسان 

توجه دانشمندان در ساليان اخير به غذا هاي فراسودمند افزايش 

غذا هاي فراسودمند نقش مهمي در . چشمگيري يافته است

مله مي توان به اسيدهاي چرب سلامتي انسان داشته كه از آنج

شود و يا نميضروري اشاره كرد كه در بدن انسان يا ساخته 

اسيدهاي چرب  .]1[باشدمي توليد آن كمتر از نيازش ميزان

در بين اسيدهاي چرب نقش 1چند غيرشباعيبلند زنجيره 

مي توان به آنجمله فيزيولوژيكي مهمي در بدن داشته كه از 

 ،)ARA( آراشيدونيك اسيد ،)LA( يك اسيدئلينول

 پنتانوييك اسيدزا و ايكو)DHA( دوكوهگزانوييك اسيد

)EPA( در بين اسيدهاي شده انجام درمطالعات .اشاره كرد 

- بيماري درمان در  به علت اثرات مثبتلينولنيك اسيدچرب 

 فشارخون، آرتريت روماتوئيد، آترواسكلروزيس، مانند هايي

مورد  )شيزوفرنيوآلزايمر( رواني هايبيماري و هااسرطان برخي

  بدن انسان اسيد چرب).2(توجه بيشتري قرار گرفته است

 تبديل مي كند ولي EPAرا به ) ALA( آلفالينونيك اسيد

مهمترين معضل در توليد  ).3,4(ميزان آن بسيار پايين است 

باشد مياين اسيدهاي چرب ضروري منبع مناسب توليد 

ي در پي شناخت منبع مناسبي دانشمندان در تحقيقات وسيع

گياهان و  .]5[ باشندميتوليد اين نوع اسيدهاي چرب ضروري 

جانوران فاقد توانايي توليد اسيدهاي چرب بلند زنجيره 

 باشد،مي روغن ماهي PUFAمنبع اصلي . باشندميغيراشباع 

  از آن مشكل و پيچيده استPUFAاما جداسازي و تخليص 

تي خطر استفاده از اين منبع غذايي را هاي صنعآلايندهو وجود 

با اندكي تحقيق ). FDA, 2004 (افزايش داده است

 عنوان منشامي توانند به ها ريزسازواره كه ددانشمندان پي بردن

 انسان استفاده شوند از اين روغذايي در رژيم  PUFAغني از

 مصرف به منظور2بهره برداري تجارتي از روغن تك ياخته

كه توانايي توليد روغن  هايي ريزسازواره.گرديد آغاز يانسان

در شرايطي كه نيتروژن محيط كشت تخليه شده باشد و  3داشته

شروع به تجمع چربي مي با جذب آسان در حضور منبع كربني 

به خصوص قارچ  روغني، هايريزسازوارهبين در  ).6,7,8(كند 

                                                           
1. Poly unsaturated fatty acid (PUFA) 
2. Single Cell Oil ) SCO (  
3. Oleaginous 

 يد توانايي تول. قرار گرفته استتوجهبيشتر مورد مخمرها 

استفاده از ضايعات باتري از اسيدهاي چرب، وسيعمحدوده

 دامنه هايي باكشاورزي براي توليد محصول و رشد در محيط

 مي هاريزسازوارهاين نوع از  از ويژگي هاي مثبت  pHوسيع

نجايي كه محيط كشت براي رشد و توليد محصول آ از .باشد

وسيعي در تحقيقات  بسيار اهميت دارد ريزسازواره هاتوسط 

با  .]9-11[ جهت بهينه سازي اين عوامل انجام شده است

توجه به تحقيقات اخير انجام شده چنين به نظر مي رسد كه از 

مهمترين نكات مورد توجه براي توليد محصول روغني از 

 شرايط محيط  ميكروبي مولد روغن، بهينه سازيهايگونه

جداسازي با توجه به تحقيقات انجام شده . كشت مي باشد

هاي چرب غير اشباع اسيدهاي روغني واجد توانايي توليد گونه

مهم كه نقش زيادي در سلامتي انسان دارند گامي موثر در 

توليد جهت  هاريزسازوارهجهت صنعتي كردن طيف وسيعي از 

هاي گونهدر اين راستا در اين تحقيق . ها مي باشدآنتجاري 

سپس به روش مولكولي  جداسازي و كپورمخمري از ماهيان 

 تركيبات محيط كشت در شناسايي شد و با توجه به اهميت

رايط محيط كشت با استفاده از  شتوليد روغن و توده زيستي

ما روش سطح پاسخ بهينه سازي شد و در انتها تاثير كاهش د

 بر پروفايل اسيد چرب بررسي شد

  

  روشها و مواد - 2

   انتخاب گونه مناسب ماهي -1- 2

 سوف و قزل آلا ، گونه ماهي شامل كپور3 پژوهش در اين

. شستشو داده شد% 70سطح بدن ماهي با الكل . انتخاب شد

 گرم نمونه از آبشش ماهي جداسازي 1توسط چاقوي استريل 

 25در دماي  YGCنمونه هاي جدا شده در محيط كشت . شد

تك .  روز گرمخانه گذاري گرديد4گراد به مدت درجه سانتي

سازي شده پس از رشد براي مطالعه بعدي در كلني جدا

  .]12[گراد نگه داري شدسانتي درجه 4يخچال 

  اصلي هاي كشت و تلقيح  مايه-2- 2

 سوسپانسيونتك كلني بدست آمده از كشت خطي براي تهيه 

 ،مخمر سوسپانسيون آماده سازي براي. شد  مخمري استفاده
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 گرم 30 (1آبه تك گلوكز شامل كشت محيط ليتر ميلي 100

توليدي شرك مرك )  گرم در ليتر10 (مخمر عصاره و) درليتر

 121 حرارت درجه در شد، تهيه ليتري ميلي 500 ارلن يك در

 سپس. ديگرد سترون دقيقه 15 درجه سانتي گراد به مدت

- سانتيدرجه  26 حرارت درجه در و شده تلقيح ريزسازواره

اينكوباتور در  2دقيقه بر دور 170 و ساعت 72 مدت گراد به

 هاي كشت ازدرصد 10 تا 3. شد گذاري گرمخانهشيكردار 

 محصول ديتول كشت طيمح به تلقيح مايه عنوان به حيتلق توسعه

  گرم در ليتر2براي رشد حداكثري مخمر . افزوده شد

(NH4)2SO4  ،3 گرم در ليتر KH2PO4 ،1,5 گرم در ليتر 

MgSO4 استفاده  از شركت مركر معدنيبه عنوان عناص 

 كه در اين پژوهش محيط كشت توليد محصول. )13(شد

پس از استريل و سطوح كربن و نيتروژن آن بهينه سازي شده 

در دماي  روز 5به مدت در انكوباتور شيكر دار تلقيح مخمر 

دور در دقيقه به  180 درجه سانتيگراد و با دور همزن  28

  .قرار گرفتي نوع اسيد چرب منظور توليد روغن و بررس

    تشخيص گونه-3- 2

به منظور تشخيص گونه مخمري كه حداكثر روغن را توليد 

 ساعت در محيط كشت 48كرده ابتدا نمونه مخمري به مدت 

كيت  با استفاده از DNAسپس . توسعه تلقيح انكوبه شد

.  استخراج شد),K721, Thermoامريكا (DNAاستخراج 

  با استفاده از پرايمر اختصاصي رفت  استخراجيDNAنمونه 

(5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 
 و پرايمر برگشتي (3-

(5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’)  جهت

در  Non Transcribed Spacer 2منطقه ريبوزوميتكثير 

 با PCRت  محصولا).14( قرار داده شد  PCRدستگاه

ج و  جفت باز از روي ژل استخرا680 به طول خوانش دوطرفه

تكاپوزيست فرستاده  براي تعيين توالي نوكلئوتيدي به شركت

 توالي ها NCBIپس از تعيين توالي با استفاده از سايت . شد

BLAST و با استفاده از نرم افزار Mega5 درختچه 

  .فيلوژنيكي آن رسم گرديد

  

  

                                                           
1. Glucose monohydrate 
2. Revolution per minute (rpm) 

  يستيز توده خشك وزني ريگ  اندازه-4- 2

 ،41 شماره واتمن صافي كاغذ ازي ستيز توده جداسازيي برا

 سپس. شد استفاده خلاء پمپ به مجهز بوخنر قيفي رو بر

 هاي شيشه روي بر را آنها 3سلولي خشك وزن گيري اندازه براي

 حرارت درجه با آون در ساعت 2 مدت به و داده قرار ساعت

  .]15[شدند   درجه سانتي گراد خشك 105

  روغن استخراج -5- 2

ي نيچ هاون در شده خشكي تسيز توده روغن، استخراج براي

 دستگاه در نرمال هگزان حلال با حاصله پودر روغن. شد خرد

 EV16 گرم كن مدل مجهز به آلمان كه Isolab (شيشه اي سوكسله

  .]15[ ديگرد  استخراج) آلمانGerhardtساخت شركت 

  چرب اسيدهاي اندازه گيري -6- 2 

 عدم به توجه با چرب، اسيدهاي گيري اندازه و تعيين براي

 را آنها استر متيل هاي مشتق بايستي چرب اسيدهاي فراريت

 ميكروليتر 5/0 پس از متيلاسيون نمونه هاي روغن، .نمود تهيه

، )system  Gc-qoa78(  جرمينمونه به دستگاه گاز كرماتوگرافي

 ميليمتر و 25/0 متر، قطر 30كاپيلاري، طول  (MS5-HPستون 

 Mass Selective Detectorو دتكتور )  ميكرومتر25/0قطر فاز ساكن 

)MSD(5975 مدلC شركتAgilent Technology  كشور 

 999/99گاز استفاده شده هليوم به خلوص . تزريق شدآمريكا 

دماي .  ميليمتر در دقيقه استفاده شد1درصد با شدت جريان 

 درجه 5 درجه سانتي گراد به مدت ده دقيقه با شيب 50آون از 

 درجه سانتي گراد افزايش يافت و 250قيقه به سانتي گراد در د

  .]16[ند به مدت ده دقيقه در اين دما باقي ما

  طراحي آزمايشات -7- 2

در مرحله اول تحقيق گونه مخمري روغني به روش مولكولي 

تشخيص داده شد و به منظور افزايش ميزان توده زيستي و 

روژن و نيت) گلوكز(اي از دو تركيب كليدي كربن روغن بازه

با توجه به مطالعات و كارهاي تحقيقاتي انجام ) عصاره مخمر(

و ميزان اين دو تركيب به ) 1- 4جدول (شده انتخاب گرديد 

منظور افزايش توليد روغن و توده زيستي به روش آماري 

RSMبهينه شد  .  

                                                           
3. Dry cell weight (DCW) 
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Table 1 coded and actual independent variation in RSM methods 
level factor 

1.4142 1  0  -1 -1.4142   

23.1 20 12.5 5 1.8 Yeast extract 
56.2 50 35 20 13.79 glucose 

      
 

در انتها با بررسي پروفابل نمونه هاي اعمالي در شرايطي كه 

ميزان لينولنيك در پروفايل اسيد چرب حداكثري بود تحت 

تاثير متغيير كاهش دما تغييرات اسيدهاي چرب روغن گونه 

 .زوله شده بررسي شداي

  

  نتايج - 3
ي جدا شده از هامخمرحاصل از   روغنپروفايل اسيد چرب

 10 گرم در ليتر و عصاره مخمر 70در سطح گلوكز ماهي كه 

شد نشان داد توليد  درجه سانتي گراد28 دماي درگرم در ليتر 

پروفايل مخمر جدا شده داراي   ماهي، در اين سه نمونهكه

  .)1شكل  (اسيد چرب مشابه است

  
Fig 1 profile of fatty acids of lipid of various 

caspian fishes  
  

 ديده مي شود اسيد چرب غالب در هر 1 همانطور كه در شكل

- اسيد ، سه نمونه پرفايل از در هر.سه نمونه اولئيك مي باشد

هاي چرب بلند زنجيره در مشاهده شد و با توجه به بالا بودن 

لينولنيك در گونه مخمري كپور اين گونه ميزان اسيد چرب 

  .ميكروبي براي بررسي هاي بيشتر انتخاب شد

  

  

  

   تشخيص گونه ميكروبي-1- 3

 Non Transcribedدر اين مرحله از تحقيق شباهت توالي 

Spacer 2 گونه مخمري جدا شده با توالي ريبوزومي ساير 

 درختچه .  بررسي شدNCBIگونه هاي مشابه در سايت 

 
  تاييد مي كند كه گونه جدا شده2ژنيكي شكل فيلو

از اينرو اين . شباهت زيادي دارد Candida orthopsilosiبه

 SAGSG Candida orthopsilosi گونه به عنوان

  )2شكل (نامگذاري شد 

  

  
Fig 2 The phylogenetic of the isolated yeast strain 
unknown with 8 similar species based on Nearest 

neighbor interchange analysis of the Non 
Transcribed Spacer 2 region (The bootstrap level : 

1000 pseudo-replications) 
 

 Candida orthopsilosiگونه ميكروبي درباره توانايي اين 

SAGSGو پروفايل اسيد چرب اين گونه  در توليد روغن 

و همكاران در  Kanti .محدودي وجود دارد گزارشي ميكروبي

  درجه و زمان30گه در دماي  ]17[ ندد اشاره كر2013سال 

 Candida orthopsilosisInaCC Y-302 روز 5 تخمير

 اخيرتحقيقات  در همچنين .توانايي بالايي در توليد روغن دارد

 توانايي Candida orthopsilosis  كه گونهه شدنشان داد
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نشان نيز  نتايج اين تحقيق .بالايي در توليد روغن داشته است

داد كه در روغن اين گونه ميكروبي پالمتيك، استئاريك، 

- لينولئيك و اولئيك وجود دارد و به عنوان سوخت زيستي مي

آن ها گزارش كردند كه اولئيك اسيد . توان از آن استفاده كرد

 و به عنوان اسيد چرب غالب)  ميزان روغن درصد28(

مي  در اين گونه ميكروبي  درصد3لينولنيك اسيد به ميزان 

 و همكاران در Olstorpeدر تحقيقي كه توسط  .]18[باشد

انجام شد با بررسي اسيدهاي چرب تشكيل  ]19[ 2014سال 

 اسيد دو 18C و 16C چرب اسيد دريايي دهنده گونه مخمري

 %3 ميزان به اسيد لينولنيك چرب اسيد همچنين و غالب چرب

با توجه به گزارشات چنين . شد ارشگز هاگونه اين روغن در

از گونه هاي وسيع مخمرهاي برداشت مي شود كه اين گونه 

  . شود مي  محسوب روغنمولد 

بهينه سازي به روش آماري سطح  -2- 3

 )RSM(پاسخ

بدست آوردن يك مدل رياضي جهت سازي، بهينههاي آزمايش

  .براي پيش بيني رفتار فرايند مي باشد

ي از عوامل كمتري نسبت به طرح هاي طرح هاي بهينه ساز

معمولي برخوردار هستند ولي اين عوامل شديدا تاثير گذار مي 

  .]20[باشند 

مشخص است اثرات خطي عصاره  2-4همانطور كه از جدول 

 اسيد در محيط توده زيستيمخمر و گلوكز در ميزان روغن و 

 - اثرات متقابل گلوكز. (P<0.05)باشند  دار مي كشت، معني

معني دار و  توده زيستي مقدارهاي پاسخصاره مخمر براي ع

اثر درجه دوم . (P>0.05)باشند  دار نمي معنيتوليدي روغن 

در مورد . گلوكز بر مقدار توده زيستي و روغن معني دار است

دار  اثر درجه دوم عصاره مخمر بر توليد توده زيستي اسيد معني

صاره مخمر براي ولي اثر درجه دوم ع. (P>0.05)باشد  نمي

 2 و 1معادله هاي . (P<0.05)باشد  دار مي توليد روغن معني

پس از توده زيستي مدل رگرسيون را براي روغن و مقدار 

   نشان Design expert افزار تجزيه و تحليل نتايج توسط نرم

 براي دو فرمول (R2)مقدار عددي ضريب تعيين . دهد  مي

دهنده ميزان  شانن درصد 0,98 و روغن 0,95توده زيستي 

توان چنين نتيجه  باشد و مي ها در مدل رگرسيون مي انطباق داده

اند رابطه بين  هاي رگرسيون بخوبي توانسته گرفت كه مدل

و توده زيستي و ميزان ) گلوكز و عصاره مخمر(شرايط كشت 

همچنين . بيني كنند روغن در توده زيستي را نشان داده و پيش

دار است كه نشان  غير معني1طابقمدل نهايي داراي عدم ت

  .دهنده برازش خوب مدل مي باشد

براي دو فرمول رگرسيون مربوط به توده زيستي و R2ميزان 

  . مي باشد0,98 و 0,95روغن به ترتيب 

طرح مركب مركزي روش سطح پاسخ به همراه ميزان واقعي و 

.  گزارش شده است3پيش بيني شده داده ها در جدول 

 ديده مي شود با ثابت ماندن سطح 3در جدول همانطور كه 

عصاره مخمر و با افزايش ميزان گلوكز روغن و توده زيستي  

بيشترين ميزان روغن در ). 6 و 2نمونه هاي (افزايش مي يابد 

كمترين سطح عصاره مخمر به عنوان منبع پروتئيني و سطوح 

حد واسط گلوكز بدست آمد كه نشان دهنده تاثير منفي منبع 

   مي باشد مخمري  گونه   اين  در روغن   در توليد  روتئينيپ

 ).8نمونه (

ضرايب مدل چند جمله اي درجه دوم پس از تجزيه و تحليل 

هاي غيرمعني دار توسط روش توسط نرم افزار و حذف عبارت

Forward در نرم افزار بدست آمد و نتيجه حاصل معادله 

)Y1 ( و)Y2 (مي باشد.  

  

Y1 =+11.66534+0.61928  × C-0.45944 × N-
4.44444E-003 × C × N-5.27778E-

003×C2+1.00000E-002×N2 

Y2 =-0.49007+0.046189 × C+0.025902 × 

N+9.51111E-004   × C × N-6.53333E-004 × C2-1.19111E-003 × N2 

 به ترتيب مربوط به درصد روغن در وزن Y2 و Y1ميزان 

ه ترتيب  بN و C. خشك توده زيستي  در روغن مي باشد

مربوط به ميزان گلوكز و عصاره مخمر بر حسب گرم در 

 .ليتراست

                                                           
1. Lack of fit 
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Table 1 ANOVA parameters for biomass and lipid production optimized by RSM method (A glucose 
and B yeast extract) 

 Sum of  Mean F p-value 
Source Squares df Square Value Prob > F 

 
 

Lipid biomass lipid biomass lipid biomass lipid biomass lipid biomass 

Model 141.76 0.80 5 5 28.35 0.161 60.96 18.869 0.0007 0.0069 
A-C 67.94 0.27 1 1 67.94 0.274 146.07 32.019 0.0003 0.0048 

B-N 59.94 0.38 1 1 59.94 0.389 128.89 45.443 0.0003 0.0025 

AB 1 0.04 1 1 1 0.045 2.15 5.345 0.2164 0.0818 

A^2 6.44 0.09 1 1 6.44 0.098 13.86 11.530 0.0204 0.0274 

B^2 1.44 0.02 1 1 1.44 0.020 3.10 2.3953 0.1526 0.1966 

Residual 1.86 0.034 4 4 0.46 0.008     

Lack of Fit 1.73 0.034 3 3 0.57 0.011 4.62 56.780 0.3263 0.0972 

Pure Error 0.12 0.0002 1 1 0.12 0.0002     

Core Total 143.62 0.84 9 9       

 
Table 2  The central composite design of the response surface method together with real and 

predicted data. 
Lipid (percentage of biomass) Biomass (percentage of media)    

Predicted Observed Predicted Observed Glucose (g/l) Yeast Extract (g/l) Sample 
20.75 21 0.88 0.89 35 12.5 1 

20.75 20.5 0.88 0.87 35 12.5 2 

25.74 25 0.434 0.48 35 1.893398 3 

18.00 18 1.058  1.1 35 23.1066 4 

19.44 20 1.18 1.088 50 20 5 

22.49 22 0.84 0.96 56.2132 12.5 6 

14.25  14 0.32 0.3 13.7868 12.5 7 

14.97 15 0.59 0.6 20 20 8 

20.75 20 0.36 0.37 20 5 9 

20.75 21 0.88 0.89 50 12.5 1 

  

ميزان وزن خشك توده زيستي نشان مي دهد كه در اين گونه 

ميكروبي همانند ساير گونه هاي روغني افزايش ميزان نيتروژن 

ه اي در ميزان وزن خشك توده زيستي داشته تاثير قابل توج

است به طوريكه حداكثر ميزان وزن خشك در نمونه كه 

بيشترين ميزان نيتروژن در محيط كشت آن بوده بدست آمده 

در سطوح پايين منبع كربني افزايش منبع كربني تاثير قابل .است

توجه اي در افزايش وزن خشك توده زيستي داشته است در 

سطوح بالاتر چندان افزايش منبع كربني تاثير قابل حاليكه در 

افزايش منبع . توجه اي در افزايش توده زيستي نداشته است

 گرم در ليتر 23 گرم در ليتر به 2 حدود نيتروژني از سطح

 برابري ميزان وزن خشك توده زيستي 3باعث افزايش حدودا 

  .شده است

  

  

   نتايج ميزان روغن-3- 3
ختلف گلوكز و عصاره مخمر را بر ميزان  تاثير سطوح م3شكل 

سطح پاسخ نشان داد كه هر چه ميزان . دهد روغن نشان مي

كربن افزايش و عصاره مخمر كاهش يابد ميزان توليد روغن 

در غلظت ) 26,3(بيشترين مقدار روغن . افزايش مي يابد

شكل (بدست آمد ) g/L 5(و عصاره مخمر ) g/L 50(گلوكز 

 2009 و همكاران در سال Jin توسط در تحقيقي كه). 10

گزارش شد كه با افزايش ميزان نيتروژن  ]21[انجام گرفت 

آن ها ادعا كردند كه افزايش . ميزان روغن كاهش مي يابد

نيتروژن باعث شده است كه ميزان قابل توجهي از كربن به 

جاي تبديل به روغن وارد چرخه سيتريك اسيد و توليد انرژي 

ن و اسيدهاي چرب غير اشباع از گونه هاي توليد روغ. شود
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روغني توجه زيادي را در سالهاي اخير به خود معطوف كرده 

  . است
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Fig 3Three-dimensional response surface plots for 
lipid production showing the interactions effects 
of (A) glucose content g/l and (B) protein content 

g/l 
ايج تحقيق بر روي اين گونه ميكروبي نشان داد كه همانند نت

ميكروبي روغني، ميزان روغن توليدي آن تحت  ساير گونه هاي

ميزان توليد روغن در . تاثير شرايط محيطي كشت قرار مي گيرد

اين گونه مخمري در سطوح حد واسط گلوكز بيشترين ميزان 

  ]22[وغني بدست آمد كه همانند ساير گونه هاي ميكروبي ر

مي توان اين مشاهده را به تاثير فشار اسمزي و اثر بازدارندگي 

عصاره مخمر . سطوح بالايي گلوكز در توليد روغن نسبت داد

به عنوان منبع پروتئيني تاثير قابل توجهي در توليد روغن 

داشت به طوري اكثر تحقيقاتي اين منبع را به عنوان منبع 

ه ميكروبي روغن گزارش كرده پروتئيني توليد روغن در گون

  ).23(اند 

Design-Expert® Sof tware
LIPID
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 ratio of real and predict value of lipid 4 Fig

 obtaining from RSM formula 
 مشخص است ميزان انطباق داده هاي 4 همانطور كه در شكل

مشاهده شده و پيش بيني شده مربوط به توليد روغن، بالا بوده 

ها در  ميزان انطباق دادهكه نشان دهنده برازش خوب داده ها و 

  .باشد مدل رگرسيون مي

   نتايج ميزان توده زيستي- 4- 3
تاثير سطوح مختلف گلوكز و عصاره مخمر را روي  5شكل 

همانطور كه در كنتور . دهد يستي نشان ميدرصد توده ز

مشاهده مي شود افزايش ميزان نيتروژن تاثير قابل توجهي در 

به طوري كه افزايش ميزان عصاره . توليد توده زيستي دارد

مخمر و افزايش غلظت گلوكز  موجب افزايش درصدتوده 

  . شود زيستي در محيط كشت مي
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Fig 5 Three-dimensional response surface plots for 
biomass and showing the interactions effects of (A) 

glucose content g/l and (B) protein content g/l 
تغييرات تركيبات محيط كشت در توليد اين توده زيستي به 

روش سطح پاسخ بررسي شد كه نتايج نشان داد با افزايش 

  .ايش مي يابدميزان گلوكز ميزان اين توده زيستي افز
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 مشخص است ميزان انطباق داده هاي 6 همانطور كه در شكل

مشاهده شده و پيش بيني شده مربوط به توليد توده زيستي، بالا 

ميزان انطباق بوده كه نشان دهنده برازش خوب داده ها و 

  .باشد ها در مدل رگرسيون مي هداد

 مقادير بهينه پيش بيني شده توسط -5- 3

  مدل درجه دوم براي متغييرها
 Designمقادير بهينه پيش بيني شده با استفاده از نرم افزار 

Expert براي متغيير هاي گلوكز )A ( و عصاره مخمر)B ( به

 گرم در ليتر 5 و 50منظور توليد حداكثري روغن  به ترتيب 

در .  درصد پيش بيني شد12/27ميزان محصول . مي باشد

حاليكه مقادير بهينه پيش بيني شده براي متغيير هاي گلوكز و 

%) 1,16(عصاره مخمر به منظور توليد حداكثري توده زيستي 

  . گرم در ليتر بدست آمد19,67 گرم در ليتر و 46,16به ترتيب 

 ارزيابي مدل رگرسيون توليد روغن و -5- 3

  ه زيستيتود
شرايط پيش بيني شده مدل توليد روغن   به منظور ارزيابي مدل

محيط كشت مناسب توليد توده . و توده زيستي اعمال گرديد

 گرم در ليتر 19,67 گرم در ليتر گلوكز و 46,16زيستي حاوي  

محيط كشت .  تنظيم شد6 اوليه PHعصاره مخمر بود و 

 گرم در ليتر 5 و 50مناسب توليد روغن به ترتيب حاوي 

 روز تخمير ميزان توده 5پس از . گلوكز و عصاره مخمر بود

بدست آمد كه با نتيجه پيش % 28و ميزان روغن % 1,2زيستي 

مي % 27و روغن % 1,2بيني شده از فرمول كه توده زيستي 

  . باشد نزديكي قابل توجهي دارد

 اشباع در  بررسي پروفايل اسيد چرب-6- 3

 Candida orthopsilosiگونه مخمري 

SAGSG  
 كه در بهينه در اين مرحله چند نمونه از محيط هاي كشت

 براي بررسي اسيدهاي چرب تشكيل سازي اعمال شده بود

دهنده روغن بررسي شد نتايج نشان داد كه اسيد چرب غالب 

 مي باشد و اسيد چرب بعدي آن C16:0اشباع در اين روغن 

C18:07شكل ( است(.  

  
Fig 7 effect of different media on saturated fatty 
acid of yeast lipid (numbers of media were based 

table 4-3) 

  

 
Fig 8 effect of different media on unsaturated fatty 
acid of yeast lipid (numbers of media were based 

on table 4-3) 
ين ميزان اشباعيت  ديده مي شود بيشتر8همانطور كه در شكل 

 . مشاهده شد7مترين ميزان اشباعيت در نمونه  و ك6در نمونه 

اشباع در غيربررسي پروفايل اسيد چرب  -7- 3

 Candida orthopsilosiگونه مخمري 

SAGSG  
در اين مرحله چند نمونه از محيط هاي كشت كه در بهينه 

 استفاده شد براي بررسي اسيدهاي RSMسازي به روش 

اشباع تشكيل دهنده روغن بررسي شد نتايج نشان چرب غير 

داد كه اسيد چرب غالب غير اشباع در اين روغن اولئيك اسيد 

  .)9-4شكل  (و اسيد چرب بعدي آن لينولئيك است
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Fig 9 effect of media compostion on saturated fatty 

acid production 

  
Fig 10 effect of different media on unsaturated 
fatty acid of yeast lipid (numbers of media were 

based on table 4-3) 
  

 ديده مي شود بيشترين ميزان 10 همانطور كه در شكل

 مي كمترين سطح روغن با 7غيراشباعيت مربوط به نمونه 

با بررسي نمونه ها چنين برداشت شد كه بالاترين سطح  .باشد

 روغن بدست آمد و هر چه غيراشباعيت در كمترين سطح

سطح روغن افزايش مي يابد ميزان غيراشباعيت كاهش مي 

 2014   و همكاران در سالSamadlouie تحقيقات .يابد

 ژن ماليك  بيان چنين مي باشد كه با افزايش ميزان فعاليت)23(

آنزيم كه ژن اصلي توليد روغن مي باشد و ميزان توليد 

NADPHيت باعث كاهش سطح  افزايش يافته كه در نها

اكسيژن در سلول شده و از آنجائيكه آنزيم هاي موثر در فرايند 

غيراشباع سازي شديدا تحت تاثير سطح اكسيژن مي باشند 

از اين رو در اين تحقيق براي . ]22[ يابدمي كاهش انفعاليتش

شرايطي بايد فراهم شود كه ميزان روغن افزايش غيراشباعيت 

  .كاهش يابد

ي تاثير كاهش دما در پروفايل اسيد  بررس-8- 3

  چرب مخمر جدا شده از ماهي كپور
صد اسيد لينولنيك را ردر اين مرحله محيط كشتي كه بالاترين د

 دور در 170از دور همزن .  داشت مورد بررسي قرار گرفت

 6 درجه سانتي گراد به مدت زمان تخمير 26دقيقه با دماي 

 درجه 16 دما به 8 روز  تا به6روز  استفاده شد و از روز 

 دور در دقيقه افزايش 180سانتي گراد كاهش و دور همزن به 

  .يافت

 
 time on profile of fermentationeffect of  11 Fig

fatty acid profile 
شود اسيد چرب هاي مي مشاهده 11همانطور كه در شكل 

خمير پروفايل روغن تحت تاثير كاهش دما در انتهاي فرايند ت

اي داشته به طوري كه مقادير اندكي توجهتغييرات قابل 

 كربنه افزايش داشته و 22 و 20اسيدهاي چرب بلند زنجيره 

تغيير عمده اي در كاهش سه اسيد چرب اولئيك، لينولئيك و 

 1,1ميزان توده زيستي در روز ششم . لينولنيك مشاهده شد

  . درصد كاهش يافت0,9 به 8درصد و در روز 

 نشان ]17[2013 در سال Sudiana و Kantiيج تحقيقات نتا

 در روغن PUFAداد كه ميزان چند غيراشباعيت هاي 

Candida orthopsilosis 12,5 % مي باشد كه در بين گونه

  درصد مي باشد52 تا 14 بين PUFAهاي روغني كه ميزان 

از دماي   ]17[ Sudiana و Kanti در تحقيق. كم است]18[

تي گراد استفاده شده در حاليكه در تحقيق حاضر  درجه سان30

از متغيير دما به عنوان عامل موثر افزايش ميزان غيراشباعيت 

media 

media 

Fatty acid   
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 درجه 28 از  كه نتايج نشان داد با كاهش دماروغن استفاده شد

 در انتهاي فرايند تخمير  درجه سانتي گراد16سانتي گراد به 

 .فته است درصد افزايش يا24به  درصد 20 از PUFAميزان 

محيط كشت ايط رشدر اين تحقيق نشان داده شده است كه 

 در اين گونه  روغنPUFAتاثير قابل توجه اي در ميزان 

   داردميكروبي

  كاهش دما و بررسي پروفايل اسيد چرب -9- 3
صد اسيد لينولنيك را ردر اين مرحله محيط كشتي كه بالاترين د

 دقيقتر تاثير دما براي بررسي. داشت مورد بررسي قرار گرفت

نمونه مخمري كپور از ابتداي فرايند تا انتهاي فرايند در دو 

   درجه سانتي گراد قرار گرفت 16 و 26دماي 

 
 on temperatureeffect of fermentation  12 Fig

 perch fishisolated yeast of   
مشاهده مي شود با كاهش دما هيچ  12همانطوري كه در شكل 

 كربن 20در ميزان اسيدهاي چرب بلند زنجيره بالاي افزايشي 

ميزان اسيد هاي چرب اولئيك اسيد با كاهش دما . مشاهده نشد

كاهش و در حاليكه اسيدهاي چرب لينولئيك و لينولنيك اسيد 

با بررسي ميزان . در اثر كاهش دما افزايش قابل توجه اي يافت

 26 دماي توده زيستي مشاهده شد كه ميزان توده زيستي در

 درجه سانتي گراد 16 درصد و در دماي 1درجه سانتي گراد 

  . درصد كاهش يافته است0,8به 

 نكته بسيار مهم با توجه به نتايج تحقيقات دانشمندان نشان 

 غيراشباع در  بلندهاي چرب  زنجيرهاسيددهد كه مي

مرحله اول تبديل .  در دو مرحله توليد مي شودهاريزسازواه

باشد و در مرحله بعد اولئيك اسيد مي اولئيك اسيد استات به

هاي طويل ساز و غيراشباع ساز به اسيد چرب آنزيم بوسيله 

با در نظر گرفتن . ]13[بلند زنجيره غيراشباع تبديل مي شوند 

 توانميتحقيقات انجام شده و نتايج بدست آمده از اين تحقيق 

يژن را باعث از طريق افزايش حلاليت اكسرا  كاهش دما اثر

افزايش فعاليت آنزيم غيراشباع ساز در روغن اين گونه 

 دانست كه اين تاثير در شرايطي كه دما در شود ميميكروبي

انتهاي فرايند كاهش يافت با افزايش اندكي در ميزان 

 20غيراشباعيت روغن در اسيدهاي چرب بلند زنجيره بالاي 

هش دما از ابتداي كربن مشاهده گرديد در حاليكه در شرايط كا

فرايند افزايش غيراشباعيت در اسيدهاي چرب ساختاري مانند 

چنين برداشت مي شود كه . لينولئيك و لينولنيك مشاهده گرديد

افزايش دو اسيد چرب ساختاري  لينولئيك و لينولنيك در 

كاهش دما . حفظ سياليت غشاء در دماي پايين نقش داشته باشد

راشباعيت در روغن اين گونه در نهايت باعث افزايش غي

نكته قابل تامل زمان اين كاهش مي باشد كه شودميمخمري 

در نكته مهم ديگر . دانستمي تواند در نوع غيراشباعيت موثر

تنوع بالايي از اسيدهاي وجود در اين گونه مخمري مورد 

منبع به عنوان تواند ميچرب غيراشباع بلند زنجيره است كه 

محسوب بلند زنجيره و غيراشباع كننده مناسبي از ژن هاي 

كه در فرايند مهندسي ژنتيكي و انتقال ژن كاربرد هاي قابل شود

  . تواند داشته باشدمي توجه اي
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Isolation and identification of Candida Orthopsilosi SAGSGC as 
oleaginous yeast in perch fish by using ribosomal gene and 

optimization of oil and biomass production 
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With respect to the human need for functional food and the importance of long-chain polyunsaturated 
fatty acids as a functional food, identifying the rich resources of fatty acids greatly attract of interest 
of scientists. Based on this studies, it is found that microorganisms especially yeast species are rich 
resources of unsaturated fatty acids. In the present study, yeast samples of perch fish, which has the 
ability of oil production, were isolated and then their ribosomal DNA were used to identify the yeast 
species. According to the phylogenetic tree, it was known that the yeast species isolated from the gills 
of perch fish was Candida Orthopsilosi SAKSG. The response surface method showed that the highest 
oil content (26.3) was achived in media that had 50 g/L glucose and 5 g/L yeast extract. Moreover, 
maximum amount of biomass (1.16%) was obtained in medium with 46.16 g/L f glucose and 19.67 
g/L yeast extract. It is notable that reduction in temperature treatment was led to improve unsaturated 
oil increment in this microbial lipid up to 24 percentages. reduction of temperature at the end of the 
fermentation time concide with rising in unsaturated fatty acids with long fatty acid more than 20 
carbon, while when temperature was increased from the beginning of the process, structural 
unsaturated fatty acids such as linoleic and linolenic acid were increased. 
 
Key words: Yeast, Single cell oil, Poly unsaturated fatty acid isolation, Optimization and response 
surface method 
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