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چکیده
سابقه و هدف: میکروارگانیسم هایی که قابلیت تجمع لیپید به میزان بیش از 20% بیومس خود را دارند، تحت عنوان میکروارگانیسم 
های مولد چربی نامیده می شوند. روغن های میکروبی شباهت زیادی با روغن های گیاهی دارند، اندک تفاوت بین آن ها غنی بودن روغن 
میکروبی از اسیدهای چرب غیر اشباع است. لیپیدهای سنتز شده توسط مخمرها قابلیت استفاده در صنایع دارویی جهت مقاصد تکنیکی 
و یا به عنوان مکمل غذایی را دارند. اهمیت تری آسیل گلیسرول های میکروبی بالا بودن اسیدهای چرب غیر اشباع با 16 و 18 اتم کربن 

در آن هاست که از نظر غذایی بسیار با اهمیت است.
مواد وروش: در این تحقیق توانایی تولید لیپید در سویه های استاندارد و بومی  بر روی منابع کربنی متفاوت نظیر گلوکز، زایلوز و 
گلیسرول بررسی شد. پس از انتخاب نوع منبع کربن، اثر سولفات منیزیم نیز به روش تک فاکتوره بر میزان تولید لیپید بررسی شد. بعد 
از این مراحل با کمک طراحی تاگوچی بهینه سازی سایر عوامل از قبیل غلظت منبع کربن و نیتروژن، دما، هوادهی، pH و مدت زمان 

انکوباسیون انجام پذیرفت . در این پژوهش جهت آنالیز و تایید روغن تولید شده از تکنیک FTIR Spectroscopy استفاده گردید.
یافته ها: مخمرهای یارویا لیپولیتیکا DSM70562  و ژئوتریکوم BL پس از بهینه سازی شرایط به میزان تولید لیپید به ترتیب معادل 
g/L 7/35 و g/L 5/35 رسیدند. موثرترین عامل در روند بهینه سازی در مخمرهای مورد بررسی غلظت منبع کربن بود. این عامل در 

مورد مخمر استاندارد و بومی مورد بررسی به ترتیب دارای میزان تاثیر 41/37% و  63/57% بود. نتایج حاصل از آنالیز لیپید با تکنیک 
FTIR Spectroscopy تشابه قابل توجهی را بین روغن جداسازی شده از سویه های مخمری و استاندارد مربوطه )تری اولئین( نشان داد.

 نتیجه گیری: با توجه به نتایج به دست آمده با استفاده از طراحی تاگوچی میزان تولید لیپید در مخمرهای استاندارد و بومی مورد 
بررسی پس از بهینه سازی شرایط به ترتیب به میزان g/L 2/94 و g/L 1/22 افزایش یافت که نشان دهنده ی کارایی بالای طراحی 
تاگوچی در زمینه بهینه سازی شرایط محیط کشت می باشد. بدین ترتیب با کمک طراحی تاگوچی می توان فرایند بهینه سازی را که 
مرحله ی لازم و موثر در تمامی پروسه های صنعتی جهت افزایش بازدهی تولید و کاهش هزینه هاست؛ به بهترین شکل ممکن انجام داد.

   FTIR Spectroscopy،واژه های کلیدی: میکروارگانیسم های مولد چربی، روغن میکروبی، طراحی تاگوچی
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مقدمه 

کمتر از 5% مخمرهای مولد چربی گزارش شده اند که توانایی 
 تجمع لیپید به میزان بیش از 25% را دارند )12(. این جنس ها 

دارای قابلیت استفاده از منابع کربنی مختلف موجود در محیط 
اسیدهای چرب  با جایگزین کردن  توانند  و می  کشت هستند 
تغییر دهند. مخمرها  را  موجود در محیط، ترکیب چربی خود 
دارای فوایدی نسبت به سایر منابع زیستی مولد چربی هستند: 
برای مثال مدت زمان دو برابر شدن آن ها معمولاً کمتر از یک
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ساعت است، نسبت به گیاهان کمتر تحت تاثیر فصل و یا شرایط 
آب و هوایی قرار می گیرند و کشت آن ها نسبت به جلبک ها 
به راحتی افزایش می یابد. با توجه به تنوع میکروارگانیسم ها 
منابع خوبی  توانند  می  مولد چربی  مخمرهای  رشد،  شرایط  و 
اسیدهای  یا  و  ها  سورفاکتانت  گلیسریدها،  تری  تولید  ی  برا 
چرب غیر اشباع باشند)20(. این امر در تولید اسیدهای چرب 
غذایی  مواد  سازی  غنی  یا  و  دارویی  مصارف  برای  اشباع  غیر 
از  یک  هر   .)4،1،21( دارد  اهمیت  نوزادان  خشک  شیر  نظیر 
بر  مهمی  بسیار  اثرات  دارای  اشباع  غیر  چرب  اسیدهای  این 
باعث  اسید  لینولنیک  مثال  عنوان  به  هستند.  انسان  سلامتی 
کاهش شیوع بیماری های قلبی، بهبود سرطان، چاقی، دیابت 
و  بوده  استخوان  تشکیل  محرک  شده،  آرترواسکلروزیس  و 
اسید  ایکوزاهگزانوئیک  دهد)4(.  می  کاهش  را  خون  کلسترول 
نیز پیش ساز مولکول های سیگنال مهمی مثل پروستاگلاندین 
ها و ایکوزانوئیدها می باشد)18(. تجمع لیپید در میکروارگانیسم 
های مولد چربی با گرسنگی سلول در زمینه ی نیتروژن یا ماده 
غذایی دیگری غیر از کربن نظیر فسفر، روی، آهن یا منگنز اتفاق 
می افتد. تشکیل ذرات لیپیدی در اواخر فاز لگاریتمی شروع و 
منبع کربن محیط  زمانی که  تا  یابد  ادامه می  فاز سکون  طی 
شروع به کاهش کند. به این ترتیب تولید لیپید در محیط غنی 
از کربن طی یک فرایند دو مرحله ای اتفاق می افتد. در مرحله 
اول سلول ها افزایش یافته و با مصرف مواد غذایی و کاهش آن 
)به غیر از کربن( این مرحله به پایان می رسد. طی فاز دوم مقدار 
اضافی منبع کربنی به ذخایر لیپیدی داخل سلولی تبدیل می 
شود)1(. طی فقر نیتروژن سویه های مولد و غیر مولد چربی به 
جذب کربن ادامه می دهند ولی تنها ارگانیسم های مولد چربی 
افزایش  را  سلولی   ATP/AMP نسبت  و  کرده  متابولیزه  را  آن 
تر  بزرگ  لیپیدی  ذرات  رشد  با  موجود  های  سلول  دهند.  می 
بدون  اضافه  کربن  مولد،  غیر  مخمرهای  در  شوند)7،18(.  می 
در  شود  می  تبدیل  ساکارید  پلی  به  یا  ماند  می  باقی  استفاده 
تبدیل می گردد  لیپید  به  مولد چربی  حالی که در گونه های 
لیپیدی  اجسام  در   )Tri acyl glycerol(    TAG صورت  به  و 
نیزمی  فسفر  محدودیت  یابد)13،1(.  می  تجمع  سلولی  داخل 
باشد)9،8(. زمانی که  لیپید نقش داشته  تولید بیشتر  تواند در 
آدنین دی  آمید  نیکوتین  فعالیت  باشد  نیتروژن در محیط کم 

نوکلئوتید ایزوسیترات دهیدروژناز کاهش می یابد و یا حتی از 
میتوکندری مخمرهای مولد چربی حذف می شود، سپس چرخه 
تری کربوکسیلیک اسید تحت تاثیر قرار گرفته، مسیر متابولیسم 
تغییر یافته، سنتز پروتئین متوقف شده و تجمع لیپید فعال می 
گردد. یارویا لیپیولیتیکا از مخمرهای مولد چربی با کاربردهای 
به  میکروارگانیسم  این  است.  متفاوت  بیوتکنولوژی  و  بیولوژی 
عنوان مدل در مطالعه فیزیولوژی، ژنتیک، دی مورفیسم، دست 
کاری ژنی، بیان ژن و تجمع لیپید شناخته شده است)3(. این 
مخمر از لحاظ توانایی رشد بر روی انواع متفاوتی از سوبستراهای 
غنی از لیپید نظیر محصولات لبنی و گوشتی متفاوت است)16(. 
 SCO این توانایی منجر به استفاده از این مخمر در تولید صنعتی
اسیدهای  از  تولید مکمل غذایی غنی  یا  و   )Cell Oil Single(

چرب شده است. یارویا به عنوان یک ارگانیسم الگو برای مطالعه 
مصرف لیپید داخل آدیپوسیت هاست زیرا نه تنها توانایی تجمع 
لیپید در ذرات لیپیدی را دارد بلکه ساختمان این سلول مخمری 
مشابه آدیپوسیت های یوکاریوت های عالی است)14(. این مخمر 
تمایل به تجزیه تجمع لیپیدی خود دارد. حتی در شرایطی که 
سوبستراهای چرب غنی از استئاریک اسید در محیط باشد بازهم 
تمایل به تجزیه ی تجمع لیپیدی خود دارد)15(. زمانی که از 
با استئارین استفاده  گلیسرول به عنوان کمک سوبسترا همراه 
شود غلظت اسیدهای چرب غیر اشباع در لیپید های ذخیره ای 
لیپید  پیش سازهای سنتز  از  یکی  گلیسرول  یابد.  می  افزایش 
در مخمرهای مولد چربی است که استفاده از آن سرعت تولید 
چربی را بالا می برد)2،19(.  با توسعه ی فرایندهای تکنیکی- 
اقتصادی و شناسایی سوبستراهای ارزان قیمت می توان تولید 
کرد)17(.  تامین  آینده  در  را  بالا  مقیاس  در  میکروبی  لیپید 
هدف از این مطالعه بررسی تولید روغن میکروبی در سویه های 
در   Bligh & Dyer روش  بررسی  بومی،  و  استاندارد  مخمری 
استخراج لیپید مخمری و همچنین ارزیابی میزان تاثیر عوامل 
روغن  تولید  سازی  بهینه  روند  بر  فیزیکی  و  شیمیایی  مختلف 
تاگوچی  روش  از  استفاده  مطالعه  این  در  است.  بوده  میکروبی 
برای بهینه سازی به عنوان نقطه ی عطفی جهت ارتقای بازدهی 
فرایندهای تولیدی مطرح شده است. در این مطالعه تولید روغن 

تک یاخته نیز با تکنیک Spectroscopy FTIR تایید گردید.

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دوازدهم، پاییز 1392، تولید و بهینه سازی...
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مواد و روش ها

سویه های مخمری 	 

یارویا  تحقیق شامل  این  در  استفاده  سویه های مخمری مورد 
 BL و  استاندارد  ی  سویه  عنوان  به    DSM70562 لیپولیتیکا 
ذرت  ی  مزرعه  خاک  از  شده  جدا  بومی  ی  سویه  عنوان  به 

وآفتابگردان بودند. 

آماده سازی مایه تلقیح 	 

محیط       روی  بر  ابتدا  در  مخمری  های  سویه  منظور  این  برای 
مدت  به   YPD  )Yeast Extract Peptone Dextrose Agar(

میلی  مایر 100  ارلن  به  آن  از  داده شدند. پس  روز کشت  دو 
لیتری که حاوی ml20 محیط پیش تولید بود، منتقل گردیدند. 
  g/L1  ،  )NH4(2SO4   g/L5 گلوکز،   15  g/L دارای  محیط  این 
MgSO4.7H2O 0/ g/L5 ، KH2PO4 و g/L 0/5 عصاره مخمر با 

 rpm150 و ºC28 بوده و به مدت 48 ساعت در دمای pH= 5
قرار گرفت)14(.

تهیه محیط تولید 	 

تولید  محیط  از  لیتر  میلی   45 به  تلقیح  مایه  از  لیتر  میلی   5
محیط  این  شد،  داده  انتقال  لیتری  میلی   250 مایر  ارلن  در 
g/ ،KH2PO4 g/L7 ،(NH4)2SO4 g/L1 ،30 گلوکز g/L دارای

 MgSO4.7H2O 1/ g/L 5، L2NaH2PO4 و g/L 1 عصاره مخمر 

 rpm180 و ºC28 بوده و به مدت 96 ساعت در دمای pH= 6 با
کشت داده شد)14(.

تعیین میزان لیپید و بیومس سلولی 	 

Bligh & Dyer صورت  روش  به  سلولی  درون  لیپید  استخراج 
گرفت )14(. برای این منظور ml 50 از نمونه محیط تولید در 
آن  از  پس  گردید.  سانتریفوژ  دقیقه   10 مدت  به   5000 rpm

بیومس به دست آمده دو مرتبه با آب مقطر شستشو داده شد. 
سپس به میزان HCL 10 ml 4 مولار به نمونه مورد نظر اضافه 
کرده و به مدت 2 ساعت در دمای ºC 60 قرار داده شد. سپس 
متانول-   ml20 میزان  به  اسید،  با  شده  هیدرولیز  ی  توده  به 
کلروفرم )1:1( اضافه گردید و به مدت 2 الی 3 ساعت در شیکر 

قرار داده شد. پس از آن با سانتریفوژ فاز آبی بالایی و آلی پایینی 
جدا گردید. فاز آلی پایینی با کمک پیپت پاستور جدا شده و 
در خلا با دستگاه دسیکاتور خشک گردید، وزن خشک به دست 
آمده میزان لیپید تولید شده را نشان می دهد. به منظور تعیین 
بیومس خشک سلولی نیز ml5 از محیط تولید در rpm5000 به 
مدت 15 دقیقه سانتریفوژ شد. پس از شستشو با آب برای دو 
مرتبه، در آون ºC 80 قرار داده تا به وزن ثابت رسیده و خشک 

شود. پس از آن بیومس خشک شده وزن گردید)14(.

بررسی سوپرناتانت برای محاسبه قند مصرف شده 	 

محاسبه قند مصرف شده برای به دست آوردن راندمان رشد و 
تولید لیپید اهمیت دارد: 

100 × )قند مصرف شده(/ )بیومس خشک سلولی( =راندمان رشد

100 × )قند مصرف شده(/ )وزن لیپید تولید شده( = راندمان تولید لیپید

)دی   DNS معرف  کمک  با  شده  مصرف  قند  میزان  بررسی 
نیتروسالیسیلات( صورت پذیرفت)4(.

بهینه سازی منبع کربن 	 

در ابتدا اثر منابع کربنی گلیسرول، گلوکز و زایلوز بر روی میزان 
تولید لیپید بررسی شد. پس از انتخاب منبع کربن بهینه سازی 

سایر فاکتورها با کمک روش تاگوچی انجام گرفت. 

بهینه سازی با کمک روش تاگوچی 	 

از  لیپید  تولید  بر میزان  فاکتورهای مختلف  تاثیر  بررسی  برای 
و  پارامترهای غلظت کربن)گلوکز(  استفاده شد.  تاگوچی  روش 
نیتروژن)سولفات آمونیوم(، pH، هوادهی، مدت زمان انکوباسیون 
گرفت.  قرار  استفاده  مورد  طرح  در  سازی  بهینه  جهت  دما  و 
و  3 سطح  در  نیتروژن  4 سطح،  در   pH و  زمان  مدت  گلوکز، 
هوادهی و دما در 2 سطح بررسی گردید. جدول 1 این سطوح را 
نشان می دهد. نرم افزار Qualitek-4 و مدل L16 در این گلوکز، 
مدت زمان و pH در 4 سطح، نیتروژن در 3 سطح و هوادهی 
و دما در 2 سطح بررسی گردید. جدول 1 این سطوح را نشان 
می دهد. نرم افزار Qualitek-4 و مدل L16 در این طرح به کار 
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گرفته شد. جدول 2 آرایه های  L16 را نشان می دهد. پس از 
انجام 16 آزمایش برای هر سویه و وارد کردن نتایج، نرم افزار 
بهترین حالت برای تولید بیشترین مقدار لیپید را برای هر سویه 

پیش بینی کرد. 

تکنیک 	  وسیله  به  یاخته  تک  روغن  تولید  بررسی 
FTIR spectroscopy

تکنیک  از  استفاده  با  روغنی  ترکیبات  حتمی  و  تکمیلی  تایید 
 JASCO FT/IR-6300, با دستگاه مدل FTIR Spectroscopy

یک  ترکیب  نوع  تایید  تکنیک جهت  این  گرفت.  انجام   Japan

محصول به کار گرفته می شود. اصول این روش ایجاد پیک در 
دامنه خاصی از طیف ایجاد شده بر اساس واحد Cm-1 می باشد که 
هر گروه شیمیایی در نقطه خاصی در گستره مشخص شده پیک 
 cm-1 400می دهد)5 ،6،11(. گستره مورد بررسی دستگاه از
تا cm-1 4000 تنظیم شد. استاندارد استفاده شده  تری اولئین ) 
خریداری شده از شرکت سیگما آلدریچ-آلمان( به عنوان شاهد و 
 جهت مقایسه با روغن تک یاخته تولیدی مورد استفاده قرار گرفت.

جدول 1- فاکتورهای مختلف و سطوح آن ها جهت طراحی تاگوچی

سطح متغیرها 
اول 

سطح 
دوم 

سطح 
سوم 

سطح 
چهارم 

557595115گلوکز 
-0/511/5سولفات آمونیوم 

24487296مدت زمان 
--2535دما 
pH55/566/5
rpm150200--

جدول 2- طراحی L16 در روش تاگوچی

مدت دماکربننیتروژنآرایه ها
زمان

pHrpm

0/55525245150آرایه ی 1
0/57525485/5200آرایه ی 2
0/59535726150آرایه ی 3
0/511535966/5200آرایه ی 4
15525966200آرایه ی 5
17525726/5150آرایه ی 6
19535485200آرایه ی 7
111535245/5150آرایه ی 8
1/55535486/5150آرایه ی 9
1/57535246200آرایه ی10
1/59525965/5150آرایه ی11
1/511525725200آرایه ی12
0/55535725/5200آرایه ی13
0/57535965150آرایه ی14
0/59525246/5200آرایه ی15
0/511525486150آرایه ی16

 نتایج 

منابع 	  با  نیتروژن  فقیر  محیط  در  لیپید  تولید  میزان 
کربن گلوکز، گلیسرول و زایلوز

لیپید تولید شده از دو سویه ی مورد بررسی در محیط های 
با منبع کربنی مختلف در جداول 3 و 4 و 5 نشان داده شده 

است.

جدول 3- میزان لیپید)g/L(  ، بیومس خشک )g/L( و در صد تولید 

لیپید در منبع گلوکز

بیومس)g/L(لیپید)g/L(سویه ها
درصد 
تولید 
لیپید

یارویا لیپولیتیکا 
DSM  705624/4113/8631/81

BL 4/1316/2425/43سویه

جدول 4- لیپید)g/L(  ، بیومس خشک )g/L( و در صد تولید لیپید در 

منبع گلیسرول

درصد تولید لیپیدبیومس)g/L(لیپید)g/L(سویه ها
یارویا 

لیپولیتیکا 
  70562

DSM

4/4914/4531/07

BL 3/9816/1224/68سویه

جدول 5- لیپید)g/L(  ، بیومس خشک )g/L( و در صد تولید لیپید در 

منبع زایلوز

بیومس لیپید )g/L(سویه ها
)g/L(

درصد 
تولید 
لیپید

یارویا لیپولیتیکا 70562 
DSM4/0113/6529/37

BL 3/8916/0224/28سویه
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با انتخاب گلوکز به عنوان منبع کربن، طراحی L16 را برای سویه 
ها اجرا کردیم. نتایج این آزمایشات در جداول 6 و 7 برای دو 
سویه نشان داده شده است. بهترین آزمایشات برای این سویه ها، 
آزمایش 7 برای یارویا لیپولیتیکا DSM 70562 با میزان تولید 
 g/L با میزان BL 7/35 و آزمایش 11  برای سویه ی g/L لیپید
5/35 می باشد. ستون آخر در جدول ANOVA )آنالیز واریانس( 
درصد تاثیر عوامل مختلف را بر روی میزان تولید لیپید نشان 

می دهد.  

برای سویه یارویا لیپولیتیکا غلظت گلوکز دارای بیشترین تاثیر 
)41/372%( می باشد. پس از آن عوامل غلظت نیتروژن و مدت 
مجموع  بیشترین  بودند.  تاثیر  بیشترین  دارای  ترتیب  به  زمان 
خالص مربعات نیز مربوط به منبع کربن است. در این بین عوامل 
تاثیر هستند. در  به ترتیب دارای کمترین  pH، دما و هوادهی 

بیشترین  و   %63/572 با  کربن  غلظت   BL بومی  سویه  مورد 
مجموع خالص دارای بیشترین تاثیر بر روی تولید لیپید است. 

DSM  70562 برای سویه یارویا لیپولیتیکا L16 جدول 6- نتایج

تولید آزمایش ها 
لیپید 

 )g/L(

بیومس 
خشک 
  )g/L(

درصدتولید 
لیپید 

راندمان 
رشد

راندمان 
تولید 
لیپید 

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

4/25
4/89
7/35
3/25
2/69
4/41
4/62
2/51
2/48
3/78
4/15
3/69
5/25
4/65
5/12
3/81

12/95
13/93
15/9
10/76
9/27
13/65
13/83
8/83
9/1

12/03
11/78
11/84
15/35
13/88
14/75
11/85

32/8
35/1
46/21
30/2
29

32/3
33/4
28/4
27/25
31/4
35/2
31/14
34/18
33/5
34/7
32/15

25/97
25/49
19/12
29/19
29/28
27/2
26/68
30/09
32/15
27/75
24/54
27/85
25/79
26/28
25/6

27/05

9/8
8/95
8/83
8/81
8/49
8/79
8/91
8/55
8/76
8/72
8/64
8/68
8/82
8/8
8/88
8/69

BL برای سویه L16 جدول 7- نتایج

تولید آزمایش ها 
لیپید 
)g/L(

بیومس 
خشک 
)g/L(

درصد 
تولید 
لیپید 

راندمان 
رشد

راندمان 
تولید 
لیپید 

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

1/78
3/93
3/78
2/18
0/5
1/01
3/98
3/04
0/78
1/02
5/35
1/15
1/67
1/11
4/13
3/08

8/09
15/84
15/42
9/68
2/5
4/8

15/98
12/66
3/82
4/85
20/57
5/32
7/66
5/16
16/52
12/78

22
24/8
24/5
22/5
20
21

24/9
24

20/4
21
26

21/6
21/8
21/5
25

24/1

27/42
23/92
24/71
24/01

25
28/07
24/51
25/23
22/08
26/35
23/24
28/04
26/87
26/46
23/76
24/34

6/03
5/93
6/05
5/4
5

5/9
6/1
6/06
4/5
5/54
6/04
6/06
5/85
5/69
5/94
5/86

نتایج ANOVA )آنالیز واریانس( در جدول 8 و 9 برای هر دو 
سویه نشان داده شده است. ستون آخر در جدول آنالیز واریانس 
درصد تاثیر هر یک از عوامل را بر روی میزان تولید لیپید نشان 
می دهد. نتایج آنالیز واریانس در مورد یارویا لیپولیتیکا 70562 
DSM نشان می دهد که کربن، نیتروژن و پس از آن مدت زمان 

همین  به  دارند.  لیپید  تولید  میزان  روی  بر  را  تاثیر  بیشترین 
ترتیب کربن و نیتروژن دارای بیشترین مجموع مربعات خالص 
هستند. خطای آزمایش نیز بسیار ناچیز است.  با توجه به جدول 
آنالیز واریانس و جدول اثر متقابل در کنار هم متوجه می شویم 
عاملی که به تنهایی می تواند اثر کمی داشته باشد، در رابطه با 

سایر عوامل می تواند دارای اثر قابل توجهی باشد. 

DSM  70562برای سویه یارویا لیپولیتیکا ANOVA جدول 8- نتایج

درجه عامل 
آزادی 

مجموع 
مربعات 

)S(

نسبت واریانس 
F

مجموع 
خالص 
مربعات 

)S´(

درصد 
تاثیر 
عامل

26/5553/27762/5856/4528/856نیتروژن
39/4063/13559/8649/24841/372کربن 

10/0480/0480/92400دما
مدت 
زمان 

35/4321/8134/5765/27523/598

pH30/8010/2675/1010/6442/882
10/0060/0060/12200هوادهی 
اثرعوامل 
محیطی 

)خطا(

20/1040/052----------3/292

100---------------1522/355مجموع
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BL برای سویه ANOVA جدول 9- نتایج

درجه عامل 
آزادی 

مجموع 
مربعات 

)S(

مجموع نسبت Fواریانس 
خالص 
مربعات 

)S´(

درصد 
تاثیر 
عامل

21/4640/7322/80/9412/805نیتروژن
322/1267/37528/20821/34263/572کربن 

10/7090/7092/7140/4481/335دما
مدت 
زمان 

32/2530/7512/8731/4694/377

pH36/3762/1258/1285/59116/656
10/1170/1170/44800هوادهی 
اثرعوامل 
محیطی 

)خطا(

20/5220/261----------11/255

100---------------1533/571مجموع

را محدود می کند،  آزمایشات  تعداد  تاگوچی  این که  بر  علاوه 
و  عوامل  بین  متقابل  تاثیر  بررسی  مثل  دیگری  های  مزیت 
فاکتور  عنوان  تحت  خطا  واریانس  دارد.  را   خطا  واریانس 
از  کمتر  تاثیر  دارای  که  فاکتورهایی  و  شود  می  مطرح   pool

اقتصادی  لحاظ  از  این موضوع  10% هستند، حذف می شوند. 
تاثیر متقابل فاکتورهای مختلف برای  اهمیت دارد. جدول 10 
می  نشان  را   DSM  70562 لیپولیتیکا  یارویا  یعنی  بهتر  سویه 
به  مختلف  فاکتورهای  متقابل  تاثیر  جدول  در  دقت  با  دهد.  
نتایج قابل توجهی دست می یابیم. فاکتور pH به تنهایی دارای 
منبع  با  رابطه  در  فاکتور  این  اما  نیست)%2/88(  زیادی  تاثیر 
هوادهی  فاکتور  همچنین  است.  تاثیر  بیشترین  دارای  نیتروژن 
بدون تاثیر است اما این فاکتور در رابطه با pH 43/39% موثر 
است. فاکتور دما نیز به همین ترتیب در رابطه با سایر فاکتور 
ها دارای درصد تاثیر قابل توجهی شده است. بنابر این چنانچه 
باشد  نظر  مورد  سازی  بهینه  روند  در  عامل  یک  ی  مطالعه 
 توجه به تاثیر متقابل آن با سایر فاکتورها دارای اهمیت است.        

جدول 10- تاثیر متقابل عوامل مختلف

OptSI)%(Interacting Factor Pairs
44/03Nitrogen ×pH)3و1(
43/39pH ×Rpm)1و3(
32Nitrogen ×Time)3و1(
29/56Carbon ×Time)3و3(
24/16Temperature × pH)3و2(
22/63Nitrogen ×Carbon)3و1(
20/63Time ×pH)3و3(
17/13Nitrogen ×Rpm)1و1(
15/44Rpm×Carbon)1و3(
14/84Nitrogen× Temperature)2و1(
13/36Carbon× Temperature)2و3(
11/72Temperature ×Time)3و2(
11/66Temperature ×Rpm)1و2(

 SI= شاخص شدت اینتراکشن برای پارامترهای مختلف

Opt = نشان دهنده ی سطوح مطلوب فاکتور ها برای شرایط بهینه سازی

:FTIR Spectroscopy بررسی و تایید روغن تک یاخته با تکنیک
گراف های حاصل از نمونه روغن شاهد )تری اولئین استاندارد(، 
روغن تولیدی مخمر یارویا لیپولیتیکا DSM 70562 و ژئوتریکوم 
است.  شده  داده  نشان   3 ،2و   1 شماره  های  شکل  در    BL

همانطور که مقایسه دو گراف نشان می دهد، تشابه قابل توجهی 
بین روغن جداسازی شده از سویه مخمری و استاندارد مربوطه 
)نوک   1820 cm-1 تا   1670 بین  نقاط  در  گردد.  می  مشاهده 
که  است  شده  ایجاد  توجهی  قابل  پیک   )1745 cm-1 در  پیک 
فاصل  حد  در  است.  کربونیل  های  گروه  حضور  دهنده  نشان 
cm-1 2929 نیز پیک های مشخص نشان دهنده  تا   2850 بین 
گروه های متیلن می باشد. تمامی پیک ها در نقاط قید شده 
اثبات کننده نوع روغن قابل تبدیل به بیودیزل است)5 ،6،11(. 
بررسی و تایید ترکیب بیودیزل به صورت یک متود شناسایی در 
استاندارد اروپایی به شماره EN 14078 آورده شده است )6(. از 
تکنیک FTIR جهت بررسی و تایید بیودیزل تولید شده توسط 
میکروجلبک Chlorella vulgaris و .Senedesmis sp استفاده 

شده است )5(.

شکل 1- گراف FTIR مربوط به استاندارد تری اولئین

مخمر  توسط  تولیدی  یاخته  تک  روغن  به  مربوط   FTIR گراف   -2 شکل 

یارویا لیپولیتیکا      
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شکل 3- گراف FTIR مربوط به روغن تک یاخته تولیدی توسط مخمر 

Bl ژئوتریکوم

بحث

بر  مختلف  عوامل  اثر   2010 سال  در  همکارانش  و   Kraisintu

روی میزان تولید لیپید در مخمر رودوسپوریدیوم تورولوئیدس 
را به صورت روش یک عامل در یک زمان )روش تک فاکتوره( 
بررسی کردند. میزان بهینه برای تولید لیپید در این مخمر به 
 0/55  g/L مخمر،  عصاره   0/75  g/L گلوکز،   70  g/L صورت 
 g/L 0/4 فسفات دی هیدروژن پتاسیم و g/L ،سولفات آمونیوم
این حالت میزان  بوده که در   pH 2 سولفات منیزیم در 5/5= 
تک  روش   .)10( است  رسیده   9/26  g/L به  تولید شده  لیپید 
بیشتری  وقت  صرف  و  آزمایشات  تعداد  افزایش  باعث  فاکتوره 
می گردد. در صورتی که با به کارگیری روش تاگوچی علاوه بر 
غلبه بر این مشکلات نتایج دقیق تری نیز حاصل می گردد؛ به 
همین دلیل ما در این مطالعه از روش تاگوچی استفاده کردیم. 
یارویا  کشت  با   2001 سال  در  همکارانش  و   Papanikoluou

از اسیدهای  لیپولیتیکا بر روی یک چربی صنعتی که متشکل 
 9-12 g/L چرب اشباع )استئارین( بود به میزان تولید معادل
بیومس خشک و g 0/54 – 0/44 لیپید به ازای هر گرم بیومس 
رسیدند )15(. میزان تولید بیومس خشک و لیپید در مورد یارویا 
 g/L بر روی منبع گلیسرول به ترتیب DSM 70562 لیپولیتیکا
14/45 و g/L 4/49 به دست آمد. این مخمر بر روی گلوکز در 
شرایط بهینه به میزان تولید لیپید معادل g/L 7/35 دست یافت 
مورد  در  متفاوتي  نتایج  تاکنون  است.  توجهی  قابل  مقدار  که 
بهینه سازي تولید لیپید توسط محققین مختلف گزارش شده 
است که در اکثر آن ها علت این تفاوت ها نوع سویه و یا منبع 
کربن مورد استفاده مطرح شده است. اما علاوه بر این میانکنش 
نتایج  در  تفاوت  باعث  تواند  مي  نیز  یکدیگر  با  مختلف  عوامل 

شود. به همین دلیل در این تحقیق از روش آماري تاگوچي بهره 
گرفته شد تا ضمن به حداقل رساندن اثر عوامل محیطي، بتوان 
میانکنش بین عوامل مختلف را نیز بررسي کرد. نکته بسیار مهم 
در مورد تاثیر میانکنش ها این است که عواملي مي توانند اثر 
خود را بیشتر نشان دهند که داراي کمترین برهمکنش با سایر 
عوامل باشند؛ یعني عواملي که کمترین تاثیر را نشان مي دهند 
با سایر عوامل هستند.  برهمکنش  بیشترین  داراي  اي  به گونه 
عوامل  اثر وجود  در  تغییر کیفیت  باعث کاهش  تاگوچي  روش 
این که عوامل غیر  این روش بدون  غیر قابل کنترل مي شود. 
سطوح  تنظیم  طریق  از  تواند  مي  کند،  حذف  را  کنترل  قابل 
بر  برساند. علاوه  به حداقل  را  ها  اثر آن  و کنترل سایر عوامل 
حد  تا  نیز  را  نیاز  مورد  هاي  آزمایش  تعداد  تاگوچي  روش  این 
زیادي محدود مي کند. مطرح شدن روش هاي آماري در طراحي 

آزمایش اولین بار توسط رونالد فیشر صورت پذیرفت که تحلیل 
واریانس را به عنوان یک روش اولیه تحلیل آماري توسعه داد. 
طراحي آزمایش ها در سال هاي اخیر در بسیاري از صنایع مورد 
توجه زیادي قرار گرفته است. کاربرد طراحي آزمایش ها مثل 
هزینه،  کاهش  بازدهي،  میزان  افزایش  به  منجر  تاگوچي  روش 
صرف زمان کمتر، کاهش قابلیت تغییر و انطباق بیشتر نسبت به 

مقادیر مورد انتظار مي شود.   

با  چربی  مولد  سویه  عنوان  به   DSM 70562 لیپولیتیکا  یارویا 
ترتیب  به  تولید  درصد  و  خشک  بیومس  لیپید،  تولید  میزان 
g/L ، 7/35 g/L 15/9 و 46/21% در شرایط بهینه می باشد. 

دارای  بهینه  شرایط  تحت  نیز   BL ژئوتریکوم  بومی  ی  سویه 
به  تولید  بیومس خشک و درصد  لیپید،  تولید  بیشترین میزان 
 FTIR 20/57 و 26% می باشد. آنالیز g/L ، 5/g/L35 ترتیب
تایید  را  شده  استخراج  روغنی  ترکیبات  وجود   Spectroscopy

نموده و طراحی تاگوچی نیز فرایند بهینه سازی را به بهترین 
شکل ممکن هدایت کرد. تولید لیپید توسط این سویه ها، نوید 
بخش تامین لیپید مورد نیاز برای مصارف صنعتی از مخمرهای 

مولد چربی می باشد.
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