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دو فرشته ي زندگی ام که همیشه تمام کاستی هایم را بخشیدند و  تقدیم به پدر و مادرم

هرگز از من ناامید نشدند و خوب می دانم هیچ گاه نمی توانم عشق بی حدشان را پاسخ 

  گویم.

ت در میان ی اسی ام هستند و آرامش لطف کوچکیبه خانواده ام که ارزشمندترین دارا

  لطافشان.ا

به استاد فرزانه ام جناب آقاي دکتر صمدلوئی که راهنماي علمی و اخلاقی من در به ثمر 

رساندن این پایان نامه بودند و کمال تشکر را از کمک هاي بی دریغ و بی شائبه ي این استاد 

  گرانقدر دارم.
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دانشگاه  شیمی مواد غذایی ندسی کشاورزي گرایشارشد رشته مه یکارشناسدانشجوي دوره  سارا حسینعلی زادهاینجانب 

با استفاده ازمنبع کربنی  Mortierella alpineبررسی میزان تولید روغن از گونه قارچی صنعتی شاهرود نویسنده پایان نامه (

  آب پنیر

  شوم:می متعهد لوییرضا صمددکتر حمیددکتر  جنابتحت راهنمایی 

 ینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است.تحقیقات در این پایان نامه توسط ا  

 هاي محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است.در استفاده از نتایج پژوهش  

  مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگري براي دریافت هیچ نوع مدرك یا امتیازي در هیچ جا ارائه

  نشده است.

 دانشگاه صنعتی ق معنوي این اثر متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود است و مقالات مستخرج با نام کلیه حقو

  به چاپ خواهد رسید. Shahrood University of Technologyو یا شاهرود 

 یان حقوق معنوي تمام افرادي که در به دست آمدن نتایج اصلی پایان نامه تأثیرگذار بوده اند در مقالات مستخرج از پا

  گردد.نامه رعایت می

 ها) استفاده شده است ضوابط و هاي آندر کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردي که از موجود زنده( یا بافت

  اصول اخلاقی رعایت شده است.

 ه شده در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردي که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا استفاد

  است اصل رازداري، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است.

   تاریخ :

  ضاء دانشجوام

 مالکیت نتایج و حق نشر

افزارها و تجهیزات هاي رایانه اي، نرمکلیه حقوق معنوي این اثر و محصولات آن(مقالات، مستخرج، کتاب، برنامه

باشد. این مطلب باید یه نحو مقتضی در تولیدات علمی مربوطه هرود میساخته شده) متعلق به دانشگاه صنعتی شا

 ذکر شود.

باشداستفاده از اطلاعات  نتایج موجود در پایان نامه بدون ذکر مرجع مجاز نمی. 

 تعھدنامھ
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  چکیده 

نیاز روزافزونی به  ،با توجه به معایب استفاده از روغن هاي اشباع و اثرات منفی آن بر روي سلامتی

ساس می شود. یکی از یافتن منابع ارزان تولید روغن هاي غیر اشباع بویژه اسیدهاي چرب ضروري اح

تأثیر می باشند. در این تحقیق،  مورتیرلابهترین منابع مناسب براي تولید آراشیدونیک اسید قارچ 

ي متفاوت از قبیل پودر آب پنیر و گلوکز به عنوان منبع کربنی و اثر نانو ذرات منیزیم در هاسوبسترا

ذره حضور نانو در بررسی شد. 68/7541اس  مورتیرلا آلپینا سی بیقارچ   تولید روغن و توده زیستی از

به نمونه شاهد افزایش قابل توجهی بت سرشد و در عین حال سرعت تخریب توده زیستی ن سرعت

شرایط تولید  %30ن کاهش توده زیستی به سطح در شرایط تخریب توده زیستی میزابه طوري  یافت

به طوري  بودبه نمونه فاقد نانو ذره  روند تجمع روغن نسبت دهنده تقویتنتایج نشان  .کاهش یافت

 %22داکثر تجمع روغن به میزان در روز دوم رشد ح محیط کشت فرموله شده حاوي گلوکزدر  که

وزن خشک توده زیستی مشاهده شد و از روز دوم به بعد روند تجزیه روغن تجمعی مشاهده گردید که 

 را ذره سرعت تجمع روغن در این گونه قارچینشان دهنده این واقعیت بود که در عین حال اینکه نانو 

زان روغن در محیط کشت فرموله شده آب می تقویت کرده سرعت تخریب روغن نیز تقویت شده است.

یزان روغن تا روز چهارم ثابت و این م % توده زیستی رسید15پنیر تا روز دوم افزایش یافت و به سطح 

یستی چنین تحلیل می شود که روغن همواره در حال در واقع با در نظر گرفتن افزایش توده ز بود

در محیط کشت آّب پنیر داراي نانو ذره روند افزایش تولید روغن . تولید و تجمع در داخل سلول بود

ن سطح روغن به طوري که در روز دوم رشد به بالاتری یط کشت ساده بسیار قابل توجه بودمانند مح

بالاتر بود. نکته قابل توجه روند کاهش  %5مونه بدون نانوذره سبت به نکه نتوده زیستی)  20رسید (%

دوم روند مصرف بعد از روز  و کاهش روغن در این نمونه بالا بودروغن می باشد به طوري که روند 

توده زیستی در فاز  اندكتوده زیستی رسید. کاهش  %8روغن شدت پیدا کرد و در روز هفتم به سطح 

                                                             
1- Mortierella alpina CBS 754.68 
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 نانو مین کننده انرژي ریزسازواره می باشد.رف روغن ذخیره اي باشد که تأاز مصمرگ می تواند ناشی 

لینولنیک بوده و میزان این اسید چرب نسبت به اسید ذره در محیط کشت آب پنیر محرك تولید 

نمونه شاهد فاقد نانو ذره بالاتر بدست آمد در حالیکه نانو ذره اثر کاهشی در تولید آراشیدونیک اسید 

داشت. افزایش تجمع اولئیک در روغن حاوي نانو  ینامورتیرلا آلپروغن در گونه قارچی  معحاصل از تج

ذره نشان می دهدکه فعالیت آنزیم هاي غیراشباع ساز در این تیمار کاهش یافته که با تجمع روغن 

  ارتباط مستقیم دارد.

  پودر آب پنیرکلمات کلیدي : قارچ هاي میسلیومی، روغن تک یاخته، گلوکز، عصاره مخمر، 
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  فصل اول: کلیات

  مقدمه -1-1

بنی آن ها خطی و یا دوگانه باشد به ترتیب اشباع و غیراشباع اسیدهاي چربی که پیوندهاي بین کر

ند سبب بیماري هاي قلبی و عروقی شود. در مصرف زیاد روغن هاي اشباع می تواد. ننامیده می شو

می گذارد.  تعداد پیوند دوگانه و  ی بر سلامتی انسانثیر قابل توجهي چرب غیراشباع تأحالیکه اسیدها

.  افزایش پیوند هاي دوگانه ی هاي تغذیه اي و عملکردي روغن تأثیر داردویژگمحل قرار گیري آن بر 

 2ی یابد که به آن اسیدهاي چرب چند غیراشباعتغذیه اي روغن افزایش قابل توجهباعث شده ارزش 

)PUFA.آراشیدونیک اسید ( ) گویند(ARA: 5,8,11,14-cis-eicosatetraenoic acid از مهمترین ،

ی در ویژگی هاي عملکردي غشاء ت که نقش قابل توجهیراشباع بلند زنجیره اساسید هاي چرب غ

سلولی انسان دارد. پس از تحقیقات اولیه دانشمندان پی بردند که پروتزوا، جلبک و قارچ منبع مناسبی 

ها به عنوان منشاء بنابراین ریزسازواره براي تولید روغن و اسیدهاي چرب چند غیراشباعی است.

PUFA  زنجیره غذایی مورد توجه قرار گرفتند و بهره برداري تجاري از روغن تک یاخته و اختصاص در

  آن به مصرف انسان آغاز گردید.

  روغن تک یاخته

استفاده از ریزسازواره ها به منظور تولید محصول به دوران باستان باز می گردد. قارچ ها اولین 

محصول از آن ها استفاده کرد و تولید الکل توسط گونه  ریزسازواره هایی بودند که بشر به منظور تولید

 توسط ). در تحقیقی کهHayes and Nair, 1978هاي قارچی اولین فعالیت بیوتکنولوژي بشر بود. (

Roland  که روغن منبع انرژي مورد استفاده از انجام شد نشان داد  2003در سال و همکاران

ه عنوان مثال می توان به تجزیه روغن در اسپور به منظور ریزسازواره در مواقع کمبود انرژي است ب

% وزن خشک توده زیستی 20ی که می توانند بیشتر از یرشد و جوانه زنی ریسه اشاره کرد. گونه ها

 ,Dyal and Narvineمی باشند. ( oleaginous شان روغن تولید کنند معروف به ریزسازواره هاي

                                                             
2- Polyunsaturated fatty acids 



٣ 
 

2005; Ratledge, 2004اي بدلیل عملکردهاي رب غیراشباع روغن هاي ریزسازواره ). اسیدهاي چ

  ارزشمندشان مورد توجه زیادي قرار گرفته اند. 

با توجه به اهمیت آراشیدونیک اسـید در چرخـه تغذیـه اي انسـان و بـا توجـه بـه اینکـه تولیـد ایـن           

دانشـمندان   ،به علت کمبود منابع مناسب تولید، با مشکل جدي مواجه است 6اسیدچرب ضروري امگا 

آراشیدونیک اسـید   زیاديتولید مقادیر جدا کردند که توانایی  را Mortierella از کپک پست یهایگونه

هـایی از قـارچ   گیـرد. بطـوري کـه گونـه    مورد توجه قـرار  ، می تواند به عنوان منبع مناسبی را داشته و

% این میـزان  40که بیشتر از % چربی در خود ذخیره کنند 40توانند بیش از  می Mortierellaاي رشته

). از Kavadia et al., 2001; Kawashima et al., 2000دهـد  ( تشـکیل مـی   آراشـیدونیک اسـید  را 

مهمترین نکات مورد توجه براي تولید محصول روغنی از گونه هاي قارچی، ارزان و در دسـترس بـودن   

از آب پنیـر بـه     و در ایـن تحقیـق  از ایـن ر  منابع کربنی می باشد تا قیمت نهایی محصول کاهش یابد.

بررسی مـی   Mortierella alpineعنوان منبع کربنی استفاده شده و میزان تولید روغن از گونه قارچی 

  شود.

  تاریخچه تولید روغن تک یاخته -1-2

عنـوان    برداري از آنهـا بـه   سال گذشته و بهره 125علاقه زیادي براي تولید لیپیدهاي میکروبی در طی 

هاي اولیه قرن بیستم وجود داشـته   ها براي مصرف بشر احتمالا از سال ها و چربی جایگزین روغنمنابع 

کرد اولین کسی باشد که یـک فرآینـد    که در برلین آلمان فعالیت می 3رسد پول لیندر است. به نظر می

ال حاضـر  که در ح 4اندومایسس ورنالیسدر مقیاس کوچک براي تولید چربی با استفاده از گونه مخمر 

  .(Ratledge, 2005)شود، توسعه داده باشد  شناخته می 5تریکوسپورون پولولانسعنوان  به

                                                             
3- Paul Linder 
4- Endomyces vernalis 
5- Trichosporon pullulans 
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دهـه اول   4ها در طی  ها و چربی عنوان منابع جایگزین روغن  ها به تحقیقات براي استفاده از ریزسازواره

د تولید زیسـتی لیپیـد   سر دنیا ادامه یافت و نه تنها فرآین هاي مختلف در سرتا قرن بیستم توسط گروه

  .بررسی کردندهم ثیرگذار بر تجمع لیپید را مطالعه قرار دادند بلکه عوامل تأ را مورد

هاي میکروبی بدلیل نبود فرمانتورهاي بزرگ مناسب بـراي   توسعه تولید کارآمد و در مقیاس زیاد روغن

. فرمانتورهـاي آزمایشـگاهی   ) محـدود شـد  گرم بر لیتـر  50تولید توده زیستی با دانسیته زیاد (بیش از 

نیـز بسـیار کـم     6میلادي ساخته نشده بودند و فرمانتورهاي صنعتی داراي همـزن  1950تقریبا تا دهه 

 1950در اواخر دهـه   7وري براي تولید پروتئین تک یاخته هاي تخمیر غوطه بودند. پس از اینکه فرآیند

هـاي   دار شد، بار دیگر تولیـد روغـن   همزن میلادي توسعه داده شد و موجب تولید فرمانتورهاي صنعتی

میلادي مورد توجه قرار گرفـت. اگرچـه اشـتیاق بـراي تولیـد اینگونـه        1960میکروبی در اواسط دهه 

هاي گیاهی بسـیار ارزان شـده بودنـد، بـه مقـدار زیـادي از بـین رفـت و          محصولات بدلیل اینکه روغن

هاي تولیـدي از سـایر منـابع کـه      وبی براي روغنخ رفت که بتوان هر گونه چشم انداز کمی می احتمال

رسـد کـه    هاي گیاهی از لحاظ قیمت رقابت کنند، تصور کرد. با این حـال بـه نظـر مـی     با روغن ندبتوان

هاي میکروبی کـه بسـادگی از طریـق منـابع متـداول گیـاهی        انداز خوبی براي تولید برخی روغن چشم

  .(Ratledge, 2005)آید، وجود دارد  بدست نمی

میلادي بـراي تعیـین    1960ها توسط روبرت شاو در اوایل دهه  سی ریزسازوارهرکه بر شایان ذکر است

عنـوان مـاده معطـر گوشـت       منابع ممکن تولید آراشیدونیک اسید البته نه براي مصرف انسانی بلکه به

یبـات  صورت گرفت. بعد از انجام تحقیق مشخص شد که ماده معطر گوشت مـرغ مربـوط بـه ترک    8مرغ

باشد. تحقیق شاو بسیار بـا ارزش بـود زیـرا کـه موجـب مشـخص        دیگري غیر از آراشیدونیک اسید می

 شـباع بـا چنـد پیونـد دوگانـه     ابراي تولید اسیدهاي چرب غیر بودهایی شد که ممکن  ریزسازوارهشدن 

ت مـیلادي صـور   1960پیشرفت بزرگ دیگـري کـه در اوایـل دهـه      د.نمختلف مورد استفاده قرار گیر

                                                             
6- Industrial-scale stirred tank fermenters 
7- Single cell protein (SCP) 
8- Chicken-flavor material 
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هاي میکروبی بسیار اهمیت داشت، توسعه دستگاه گـاز کرومـاتوگرافی بـود     گرفت و براي مطالعه روغن

زیرا تجزیه اسیدهاي چرب تا قبل از توسعه دستگاه گاز کروماتوگرافی بسیار سخت و نیازمنـد اسـتفاده   

گشـت. بـدین   از مقادیر زیاد مواد بود. دستگاه گاز کروماتوگرافی موجب برطرف شـدن ایـن مشـکلات    

پذیر شد و علاوه بر ایـن، تنهـا     هاي روغن و چربی به سرعت انجام صورت که تجزیه تعداد زیادي نمونه

  .(Ratledge, 2005)گرم) مورد نیاز بود  مقادیر کم (در حد میلی

در مقیـاس صـنعتی وجـود دارد بایسـتی از      9هایی که براي توسعه فرآیند تولید روغن تک یاخته برنامه

هـاي   اي که براي تولید صنعتی پروتئین تک یاخته بدست آمده اسـت، اسـتفاده کننـد. در سـال     تجربه

میلادي فعالیت اساسی براي توسعه و اقتصـادي کـردن فرآینـدهاي     1980میلادي تا نیمه دهه  1960

ولیـد  عنوان منبع غذایی انسان و خوراك حیوانات انجام شـد. برنامـه ت   ها به تولید پروتئین از ریزسازواره

هـاي گیـاهی، ثبـات بیشـتر      پروتئین تک یاخته توسط عملیات تخمیر به علت هزینـه کمتـر پـروتئین   

هـاي   هاي صنعتی و ارزش پایین پروتئین غذایی و بویژه پـروتئین  هاي کشاورزي نسبت به قیمت قیمت

د سف باري شکست خورد. استفاده از مواد هیـدروکربنی در محـیط کشـت تولی ـ   خوراك دام، بصورت تأ

هـا   تري براي جداسازي پروتئین همچنین مسئله ساز بود زیرا که منجر به عملیات پایین دستی پیچیده

  .(Ward and Singh, 2005)شد  از مواد آلوده کننده هیدروکربنی باقیمانده سمی می

مورد بررسـی قـرار    10میلادي براي تولید معادل هاي کره کاکائو 1980تولید روغن تک یاخته در دهه 

. مخمرهاي انتخاب شـده کـه   (Ratledge, 1993; 2005)رفت زیرا که مقدار تولید کره کاکائو کم بود گ

داراي ترکیب اسید چرب مشابه با کره کاکائو بودنـد (تـري آسـیل گلیسـرول بـا مقـادیر جزئـی برابـر         

قـرار  هـاي کـره کاکـائو مـورد اسـتفاده       ) براي تولید معادل13و پالمیتیک اسید 12، اولئیک11استئاریک

بودنـد. بهتـرین    15کریپتوکوکوس کورواتـوس و  14رودوسپریوم تورولوئیدسگرفتند. این مخمرها شامل 

                                                             
9- Single cell oil (SCO) 
10- Cocoa butter equivalent (CBE) 
11- Stearic acid (18:0) 
12- Oleic acid (18:1, ω-9) 
13- Palmitic acid (16:0) 
14- Rhodosporidium toruloides 
15- Cryptoccus curvatus 
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جزئی فعالیت آنزیم غیراشباع کننده  16روش براي افزایش مقدار استئاریک اسید، مستلزم متوقف کردن

کـوس  کریپتوکوزایـی   کنـد) بـود کـه توسـط جهـش      (که استئاریک را به اولئیک اسید تبدیل مـی  ∆9

گرفت. روغن تک یاخته بدست آمده شامل اولئیک، استئاریک و پالمیتیک اسـید   صورت می کورواتوس

) اسـت. امـا ایـن روغـن     35:35:28مشابه کره کاکائو ( (درصد وزنی) بود که نسبتاً 30:31:24به ترتیب 

دا کـرد. زیـرا   شد، سرگذشتی مشابه پروتئین تک یاختـه پی ـ  بسیار ارزشمند که در مقدار زیاد تولید می

دلار بـه ازاي هـر تـن     2500دلار به کمتر از  8000درست در همین زمان قیمت جهانی کره کاکائو از 

 .(Ward and Singh, 2005)رسید 

شوند در حال حاضر یک واقعیت اقتصادي  هاي میکروبی که روغن تک یاخته نیز نامیده می تولید روغن

هاي گیاهی و چربی حیوانی براي  هاي مناسب روغن یگزینعنوان جا ها به باشد. اگرچه وجود آن می

 1985مدت زمان طولانی پیشنهاد شده بود ولی اولین مرحله تولید صنعتی روغن تک یاخته در سال 

سال به فعالیت خود ادامه داد و سپس بدلیل اینکه  6میلادي در بریتانیا شروع شد که به مدت 

گیاهی رقابت کند، متوقف شد. این روغن با استفاده از قارچ  هاي توانست از لحاظ قیمت با روغن نمی

اي طراحی شده بود که غنی از اسید چرب غیراشباع  گونهه شد و ب تولید می 17موکور سیرسینللوئیدس

که بسیار گران  19عنوان جایگزین روغن پامچال باشد که به 18با چند پیوند دوگانه گاما لینولنیک اسید

متر  220ن فرآیند با استفاده از قارچی که در فرمانتورهاي داراي همزن با ظرفیت بود، استفاده شود. ای

کرد و مستلزم عملیات برداشت و خشک کردن توده زیستی، استخراج روغن تک  مکعب رشد می

 .(Ratledge, 2004; 2005)شد  یاخته، تصفیه و خالص سازي نهایی نیز بود، انجام می

تک یاخته براي چند سال بیشتر طول نکشید ولی موجب اثبات این  اگرچه فرآیند تولید این روغن

عنوان جایگزین مناسب و اقتصادي براي تولید بعضی از  ها به توان از ریزسازواره مدعا شد که می

هاي  توان توسط روش و همچنین روغن تک یاخته میکروبی را میاستفاده کرد هاي گیاهی  روغن

                                                             
16- Blocking 
17- Mucor circinelloides 
18- λ-Linolenic acid (GLA; 18:3, ω-6) 
19 - Evening primrose oil (Oenothera biennis) 
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قیمت و مخصوص استخراج  نمود و نیاز به تولید واحدهاي گرانسازي  استخراج و خالص ،متداول

باشند که براحتی بوسیله  هاي میکروبی داراي اسیدهاي چربی می باشد. علاوه بر این، روغن نمی

هاي میکروبی از ارزش افزوده  باشند. البته روغن کشاورزي قابل تولید نیستند و گران قیمت نیز می

آیند. اکنون مشخص شده است که این اسیدهاي  عهده هزینه تولید آن برمیزیادي برخوردار بوده و از 

زیادي براي نوزادان و مادران برخوردار بوده و بنابراین بازار بزرگی براي اي  چرب از ارزش تغذیه

  .(Ratledge, 2004; 2005)ها وجود دارد  اطمینان از فروش آن

  یکروارگانیسم هاي روغنیتولید اسیدهاي چرب توسط متجمع و مکانیسم  -1-3

 و زیاد کربن مقدار با کشتی محیط در روغنی میکروارگانیسم که است بهتر روغن تجمع منظور به

 مقدار کشت به محیط در غذایی مواد که زمانی رشد، ابتدایی فاز از پس شود، داده رشد کم نیتروژن

 دهد. پس می ادامه کربن منبع هضم به اما کند می تمام را نیتروژن منبع میکروارگانیسم هست، زیاد

 منبع جذب کند. ادامه ي می متوقف را خود رشد ادامه و خود تقسیم سلول نیتروژن، منبع اتمام از

 صورت به سلول داخل در گلیسرول آسیل تري و شود می هدایت لیپید سنتز سوي به مستقیماً کربن

 به شده وارد تنش به میکروارگانیسم پاسخ حقیقت در لیپید شود. تجمع می ساخته روغن هاي قطره

 تجمع شود. روند می سلولی درون اي ذخیره منبع یک عنوان به روغن تولید موجب که باشد می آن

نشان  1-1شکل  در شوند می داده کشت مداوم غیر بصورت که هنگامی روغنی گونه هاي در روغن

  ). Huang et al., 2013داده شده است (
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  ).Cohen and Ratledge, 2015ف منابع کربن و نیتروژن محیط توسط میکروارگانیسم و تجمع روغن (روند مصر -1-1شکل 

 و اسید پالمیتیک اشباع چرب اسیدهاي تشکیل سبب موجودات اکثر در چرب اسیدهاي بیوسنتز

 آنزیم توسط متوالی هاي واکنش سري یک توسط چرب اسیدهاي این سپس ،گردد می اسید استئاریک

 را اشباع غیر چند چرب اسیدها از وسیعی ي دسته و شده اصلاح کننده، طویل و ساز راشباعغی هاي

در میکروارگانیسم هاي روغنی، لیپید در فاز سکون از فازهاي چهارگانه رشد سلول  .کنند می تولید

یکروارگانیسم، شرایط کشت و ترکیب محیط تجمع یافته و بازده آن با توجه به خواص ژنتیکی م

. میکروارگانیسم هاي مولد روغن باید داراي دو ویژگی )Ratledge et al., 2005، متفاوت است (کشت

اولاً دارا بودن توانایی تولید و ذخیره مداوم استیل هت تبدیل به روغن تک یاخته باشند. ضروري ج

دوم، در سیتوسول سلول به عنوان پیش ماده ضروري براي سنتز اسیدهاي چرب و ویژگی  Aکوآنزیم 

به عنوان احیاکننده ضروري مورد استفاده در بیوسنتز اسید  NADPHتوانایی تولید و ذخیره کافی 

چرب. به منظور دست یابی به روغن تک یاخته، میکروارگانیسم مورد نظر ابتدا باید در یک محیط 

 ه شود.(معمولاً به شکل نمک آمونیوم) کشت داد کشت با کربن اضافی و نیتروژن محدود

یکروارگانیسم به هنگام رشد سریعاً نیتروژن موجود در محیط را به اتمام می رساند اما همچنان به م

ي جایگزین است، ادامه می دهد. این ل گلوکز و یا دیگر کربوهیدرات هامصرف منبع کربن که به شک
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وکز، نهایتاً ف گلمنبع کربن براي بیوسنتز لیپیدها استفاده می شود. با اتمام نیتروژن و ادامه مصر

. محدودیت نیتروژن باعث جلوگیري نمایدگلوکز را به تري آسیل گلیسرول تبدیل می میکروارگانیسم 

 ذخیره و میکروارگانیسم متورم می شودتولیدي درون سلول ها  و در نتیجه لیپید شدهاز تکثیر سلول 

)Ratledge et al., 2005(.  

روژن در محیط منجر به تولید روغن تک یاخته می که پس از محدودیت نیت متوالیطی واکنش هاي 

ر گونه هاي مع لیپید ضروري است. این آنزیم دج) براي تACL( لیاز ATPشود، حضور آنزیم سیترات 

این آنزیم ظرفیت هاي متفاوت گونه هاي روغنی در تجمع لیپید . به هر حال، غیر روغنی وجود ندارد

براي سنتز  NADPH) که منبع انحصاري ME( یم مالیکرا توجیه نمی کند. این موضوع توسط آنز

اسید چرب است، کنترل می شود. با ممانعت از فعالیت آنزیم مالیک یا غیر فعال شدن آن، منبع 

براي استفاده در سنتز اسید چرب وجود نخواهد داشت و تجمع لیپید متوقف خواهد شد.  دیگري

یک واکنش کلیدي براي بیوسنتز  Aکوآنزیم تحقیقات نشان داده است که واکنش ایجاد استیل 

چندانی تولید نمی  COAاسیدهاي چرب است و بدون حضور آنزیم سیترات لیاز، واحدهاي استیل 

  .)Ratledge et al., 2005( شود

 تجمع روغن ها بیوشیمی -1-4

قادر به ها اسیدهاي چرب مورد نیاز خود را تولید کرده و  فهمیدن این مطلب که چگونه ریزسازواره

هاي تولید روغن تک یاخته  از اهمیت حیاتی براي توسعه فرآیند باشند تجمع مقادیر زیادي روغن می

 اسیدهاي چرب غیراشباع با چند پیوند دوگانهکارآمد  یدتول .(Ratledge, 2004)باشد  برخوردار می

چرب در درون سلول  یداست که توسط آنها تولید زیستی اس هایی سازوکاردانستن  یازمندن یکروبیم

شناخته  اسیدهاي چرب غیراشباع با چند پیوند دوگانهتجمع  یاساس يها . اگرچه جنبهشود یانجام م

  .(Certik and Shimizu, 1999) اند شده ییشناسا یکم یزانبه م ها سازوکار ینا یاند ول شده

اسیدهاي چرب ید زیستی در فرآیند تول توانند یوجود دارد که م یکیمتابول يمجزا یرهايمس يتعداد

  :(Certik and Shimizu, 1999) نقش داشته باشند غیراشباع با چند پیوند دوگانه
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(مسیر متابولیکی طبیعی تولید اسیدهاي چرب در  چرب از گلوکز یدهاياس 20تولید مجدد )1

  تمام موجودات).

  یپیدي.ل يبه ساختارها یچرب خارج یدهاياس یماضافه شدن مستق یاالحاق  )2

  .یپیديمنابع ل یشدن متوال یلو طو ياع سازغیراشب )3

        یندر ا توان یرا م یکل یا یجزئ یه) و تجزيساز ع(اشبا یستیز یدروژناسیونه یندهايفرا ،ینعلاوه برا

  .گرفت نظر در فرآیند

دهد. علاوه بر این  می % توده زیستی آنها را تشکیل70ها میزان روغن بیشتر از  در بعضی از ریزسازواره

باشد که دقیقا به همان صورتی است که در  غن تجمع یافته بصورت تري آسیل گلیسرول میرو

هاي کلیدي  هایی که آنزیم هاي گیاهی وجود دارد. با توجه به این اطلاعات، اهمیت شناسایی ژن روغن

شود.  باشند، مشخص می در تولید اسید چرب و تجمع آن هستند و از اهمیت زیادي برخوردار می

ورزي نمود که منجر به افزایش لیپید آنها شود یا اینکه  اي دست ها را بگونه توان ریزسازواره راین میبناب

سطح اسیدهاي چرب غیراشباع با چند پیوند دوگانه عمده را در لیپید آنها افزایش داد. پذیرفته شده 

باشد. اما با توجه به  هاي غیراشباع استفاده از گیاهان می ترین روش براي تهیه روغن است که ارزان

کند،  کربن را تولید نمی 18اینکه هیچ گیاهی اسیدهاي چرب غیراشباع با چند پیوند دوگانه بلندتر از 

رسد. اما با  ورزي ژنتیکی گیاهان ضروري به نظر می گونه اسیدهاي چرب، دست بنابراین براي تولید این

ی شده، علاوه بر مدت زمان زیادي که براي توجه به اعتراض عمومی نسبت به گیاهان مهندسی ژنتیک

 ها وجود خواهد داشت تولید آنها لازم است، مدت زمان بیشتري براي اجازه و مقبولیت فروش آن

(Ratledge, 2004).  

هاي روغنی  ها مشخص شد که مسیر تولید زیستی اسید چرب در اغلب ریزسازواره در اولین بررسی

باشد، هر چند که تفاوت اساسی بین  می ساکارومایسس سرویزیهد هاي غیر روغنی مانن همانند گونه

یابی به تجمع روغن در یک  به منظور دست هاي روغنی و غیر روغنی وجود دارد. ریزسازواره

                                                             
20- de novo 
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ریزسازواره، نیاز به رشد آن در محیط کشتی است که مقادیر زیادي از منابع کربنی و مقدار محدودي 

عنوان عامل محدودکننده باشند  توانند به شد (اگرچه سایر مواد مغذي نیز میبا را دارا از منابع نیتروژنی

کند سریعا منبع نیتروژنی را  که ریزسازواره رشد می تر است). بنابراین هنگامی ولی نیتروژن معمول

دهد (معمولا گلوکز یا یک منبع کربوهیدراتی  کند ولی به جذب منبع کربنی ادامه می مصرف می

ر)، این پدیده منجر به هدایت شدن ریزسازواره به مسیر تولید لیپید شده، موجب تولید جایگزین دیگ

شود. تجمع روغن  هاي روغنی مجزا از یکدیگر می درون سلول بصورت قطره ها تري آسیل گلیسرول

 هاي روغنی اینگونه % توده زیستی سلولی باشد که البته در تمامی ریزسازواره70تواند تا بیشتر از  می

که در  گیرد. هنگامی صورت نمیهاي غیر روغنی  ریزسازوارهنیست. با توجه به تعریف، تجمع لیپید در 

شوند، تکثیر سلولی آنها متوقف  محیط کشتی مشابه از نظر نیتروژن محدود شده کشت داده می

گون مانند ها را به سایر پلی ساکاریدهاي گونا شود و اگر که به جذب منابع کربنی ادامه دهند آن می

کنند. تجمع روغن نیز مگر در مقادیر کم  ها و غیره تبدیل می هاي متفاوت، مانان گلیکوژن و گلوکان

توان نتیجه گرفت که توانایی  گیرد. بنابراین می % توده زیستی) صورت نمی10(معمولا کمتر از 

عنوان ماشین تولید  ه بهها براي تجمع روغن بایستی ماوراي مسیر تولید اسید چرب باشد ک ریزسازواره

  .(Ratledge, 2004) ها وجود دارد زیستی لیپید در سایر ریزسازواره

  :(Ratledge, 2002; 2004)توان به دو مورد زیر مربوط دانست  ها را می روغنی بودن ریزسازواره

از س عنوان پیش بهدر سیتوزول سلول A 21توانایی ایجاد جریان مداومی از استیل کوآنزیم  )1

  22کمپلکس اسید چرب سنتاز اصلی

عنوان احیاء  به 23توانایی تولید مقادیر کافی از نیکوتین آمید دي نوکلئوتید فسفات احیاء شده )2

  کننده ضروري مورد استفاده در تولید زیستی اسید چرب.

                                                             
21- Acetyl-CoA 
22- Fatty acid synthase (FAS) 
23- Nicotine amine dinucleotide phosphate (NADPH) 
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سیترات -هاي روغنی به وجود آنزیم آدنوزین تري فسفات در ریزسازواره Aاستیل کوآنزیم  تشکیل

 ).1افتد (واکنش شماره  هاي غیر روغنی این پدیده اتفاق نمی باشد که در اکثر گونه ط میمربو 24لیاز

براي فعالیت کارآمد این واکنش بایستی سوبستراي آن یعنی سیتریک اسید براحتی در دسترس باشد، 

  دهد، حضور داشته باشد. که تولید اسید چرب رخ می یئمچنین بایستی در سیتوزول سلول جاه

  

Citrate + CoA + ATP          acetyl-CoA + oxaloacetate + ADP + Pi        واکنش شماره)

1(  

داخل میتوکندري سلول تولید  25عنوان جزئی از چرخه تري کربوکسیلیک اسید سیتریک اسید به

هاي روغنی یوکاریوت هستند و بنابراین  شود (همانطور که در بالا اشاره شد تمامی ریزسازواره می

هاي روغنی منحصربفرد است و به آنها اجازه  باشند). ویژگی که در ریزسازواره راي میتوکندري میدا

عنوان یک جزء چرخه تري  به 26دهد، فعالیت آنزیم ایزوسیترات دهیدروژناز تجمع سیتریک اسید می

غیر کربوکسیلیک اسید وابسته به حضور آدنوزین منو فسفات است که این وابستگی در ریزسازواره 

. میزان آدنوزین منو فسفات نیز (Kim, 1997; Ratledge, 2002 and 2004)روغنی دیده نشده است 

  ).2شود (واکنش شماره  تنظیم می 27دآمیناز -توسط آدنوزین منو فسفات

  

AMP           inosine 5׳ – monophosphate + NH3                     2(واکنش شماره(  

 

هاي روغنی  ر ابتداي شروع محدودیت منبع نیتروژنی در محیط کشت ریزسازوارهفعالیت این آنزیم د

  سلولی است.  هاي آمونیوم اضافی از مواد درون دام انداختن یونه اي براي ب شود که وسیله تشدید می

                                                             
24- ATP-citrate lyase (ACL) 
25- Tricarboxylic acid (TCA) 
26- Isocitrate dehydrogenase (IDH) 
27- AMP-deaminase 
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هایی  موجب القاء یک سري واکنش هاي روغنی ریزسازوارهمحدودیت منبع نیتروژنی در محیط کشت 

  :(Ratledge, 2004)شود  می Aاستیل کوآنزیم نجر به تولید شود که م می

 آدنوزین منو فسفاتهاي روغنی فعالیت بیشتر  در ابتداي کاهش منبع نیتروژنی، سلول- 

ها در شرایط محدودیت  برابر زمانی است که سلول 5دهند که  دآمیناز از خود نشان می

  باشند. نیتروژنی نمی

 کاهش مقدار سلولی آدنوزین منو فسفاتدآمیناز موجب  -فاتفعالیت آدنوزین منو فس افزایش 

  شود. شود که شامل مقادیر موجود در میتوکندري نیز می می

  مقدار کاهش یافته آدنوزین منو فسفات در میتوکندري باعث متوقف شدن فعالیت آنزیم

ه آدنوزین هاي روغنی کاملا وابسته ب شود که فعالیت آن در سلول ایزوسیترات دهیدروژناز می

  منو فسفات است.

 یابد و به سهولت با سیترات به  شود، بنابراین تجمع می در نتیجه ایزوسیترات متابولیزه نمی

  ).28رسد (توسط آنزیم آکونیتاز تعادل می

 .بنابراین سیترات در میتوکندري تجمع می یابد  

 رج از میتوکندري بوسیله سامانه کارآمدي که در غشاي میتوکندري وجود دارد، سیترات به خا

  شود (در تبادل با مالات). فرستاده می

 به  سیترات لیاز-آدنوزین تري فسفات شود و توسط آنزیم سیترات وارد سیتوزول می

  شود.  تجزیه می Aاستیل کوآنزیم اگزالواستات و 

  استیل کوآنزیمA رود. براي تولید زیستی اسید چرب بکار می  

 در  30عنوان یون مخالف شود که به به مالات تبدیل می 29ازاگزالواستات توسط مالات دهیدروژن

  سامانه انتقال سیترات استفاده می شود.

                                                             
28- Aconitase 
29- Malate dehydrogenase 
30- Counter ion 
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  نشان داده شده است. 2-1ها بصورت نمودار در شکل  توالی انجام این واکنش

  

 
ر کافی مین مقادیترانس هیدروژناز سیتوزولی براي تأنمودار چگونگی فعالیت چرخه سیترات/مالات و چرخه  -2-1شکل 

هاي روغنی.  و نیکوتین آمین آدنین فسفات احیاء شده براي تولید زیستی لیپید در ریزسازواره Aسازهاي استیل کوآنزیم  پیش

. سیترات سینتاز 5. پیروات دهیدروژناز 4. آنزیم مالیک 3. مالات دهیدروژناز 2. پیروات دکربوکسیلاز 1ها عبارتند از:  آنزیم

(Ratledge, 2004).  

توان براي جریان سوبستراي کربنی  را می Aچه این روند سوخت و ساز گلوگز به استیل کوآنزیم اگر

براي استفاده در تولید زیستی اسید چرب تحت شرایط محدودیت نیتروژنی در نظر گرفت ولی این 

 در سیترات لیاز- آدنوزین تري فسفات تمام ماجرا نیست. مشاهده شده است که هر چند فعالیت آنزیم

ها قابلیت تجمع لیپید را ندارند. البته عکس   ها مشاهده شده است ولی این سلول بعضی از ریزسازواره

این حالت مشاهده نشده است یعنی اینکه هیچ ریزسازواره روغنی تاکنون گزارش نشده است که فاقد 

دیگري نیز براي هاي  باشد. بنابراین بایستی آنزیم سیترات لیاز- آدنوزین تري فسفاتفعالیت آنزیم 

  .(Kim, 1997; Ratledge, 2002; 2004)اطمینان از تجمع لیپید وجود داشته باشند 

ها وجود ذخیره  شایان ذکر است که اسیدهاي چرب موادي بسیار احیاء شده بوده و براي تولید آن

ضروري  کافی از یک ماده احیاء کننده مانند نیکوتین آمید دي نوکلئوتید فسفات احیاء شده بسیار

مول نیکوتین آمید دي نوکلئوتید فسفات احیاء  16است. براي تولید یک مولکول اسید چرب نیاز به 
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 - کتو - 3باشد که دو مول نیکوتین آمید دي نوکلئوتید فسفات احیاء شده براي احیاء گروه  شده می

 A32 آنزیمکو و مالونیل A، نیاز است که در طی هر واکنش تراکمی استیل کوآنزیم 31آسیل چرب

باشد که به زنجیره آسیل  عنوان بخش مهمی از کمپلکس اسید چرب سنتاز می شود و به ایجاد می

 ,Ratledge)نماید  چرب اشباع کمپلکس شده که بعدا چرخه هاي طولانی شدن زنجیر را طی می

2004).  

ء شده براي مین کننده نیکوتین آمید دي نوکلئوتید فسفات احیاترین منبع تأ در حال حاضر عمده

 :(Ratledge, 2002; 2004)) 3تولید زیستی اسید چرب، آنزیم مالیک است (واکنش شماره 

  

Malate + NADP+            Pyruvate + CO2 + NADPH                         3(واکنش شماره(  

  

رسد که به  ر میهاي روغنی مشاهده شده است و به نظ فعالیت آنزیم مالیک در بسیاري از ریزسازواره 

و کمپلکس اسید چرب سنتاز تشکیل یک مجموعه  سیترات لیاز-آنزیم آدنوزین تري فسفاتهمراه 

به  Aسوخت و سازي یکپارچه را براي اطمینان از هدایت یافتن و تبدیل شدن استیل کوآنزیم 

رول دهد که این اسیدهاي چرب نهایتا توسط گلیسرول بصورت تري آسیل گلیس اسیدهاي چرب می

شوند  هاي اسید چرب تشکیل می استریفیه شده و بوسیله دستگاه رتیکولوم اندوپلاسمی به شکل قطره

  . (Wynn and Ratledge, 1997; Wynn et al., 2001)) 3-1(شکل 

  

                                                             
31- 3-Keto-fatty acyl group 
32- Malonyl-CoA 
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  .(Ratledge, 2004)نمودار روند پیشنهادي براي تولید زیستی لیپیدهاي میکروبی  -3-1شکل 

هاي روغنی دیده نشده و حتی ممکن است در بعضی از  در تمام ریزسازواره ولی فعالیت آنزیم مالیک

وجود نداشته باشد. در این  34کاندیداهاي  و برخی گونه 33لیپومایسس هاي مخمرهاي روغنی مانند گونه

حالت این احتمال وجود دارد که یک آنزیم جایگزین تولیدکننده نیکوتین آمید دي نوکلئوتید فسفات 

انند ایزوسیترات دهیدروژناز وابسته به نیکوتین آمید دي نوکلئوتید فسفات احیاء شده احیاء شده م

، هر چند که وجود آنزیم هاي دیگري نیز محتمل است، یافت شود که به تولید زیستی 35سیتوزولی

اسید چرب در همان مسیري که مانند آنزیم مالیک بصورت عملکردي با متابولیت اسید چرب مرتبط 

 .(Ratledge, 2004; Kim, 2007)صاص داشته باشد است، اخت

  میکروارگانیسم ها براي تولید روغن تک یاخته -1-5

 و ساختمانی هاي نقش سایر و غشاها براي چربی مقداري حداقل باید زنده هاي رگانیسما تمام

 در که محصولی هر تولید توانایی میکروارگانیسم ها از نظر تئوریکی تولید نمایند. شان عملکردي

 حیوانات و گیاهان از تر سالم و تر سریع را ها آن و می باشند دارا را شود می یافت زنده هاي سلول

 به وابستگی بدون سال طول تمام در توان می را محصولات تولید روند نمایند. همچنین می تولید

 می تولید لیپید یگر،د زنده سلولی سیستم هر مانند آن ها داد. انجام هوایی و آب و اقلیمی تغییرات

                                                             
33- Lipomyces 
34- Candida 
35- NADPH-dependent isocitrate dehydrogenase 
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. اند شده احاطه دارند، ازین چرباسیدهاي  سنتز به که لیپیدي غشاهاي توسط ها سلول تمام و کنند

. اند شده شناخته یروغن هاي گونه عنوان تحت میکروارگانیسم ها از یکم نسبتاً تعداد تنها البته

 و ها قارچ در تنها نبوده و وغناین نوع ر براي یخوب دکنندگانیتول یروغن مخمرهاي و هاي باکتر

را تشکیل می  چرب دهايیاس کل% 22 از شیب راشباعیغ چند چرب دهايیاس مقدار ها کروجلبکیم

 کروجلبکیم. کنندی م دیتول را اشباع ریغ چند چرب دهايیاس مقدار نیشتریب تجاري نظر از و دهد

 و Schizochytrium هاي ونهگ هستند، 3 امگا اشباع ریغ چند چرب دهايیاس بالقوه منابع ها

Crypthecodinium مانند ییها کروجلبکیم و بوده دیاس کیدوکوزاهگزانوئ از یغن منابع 

Phaeodactylum و Monodus دنباشی م دیاس کیکوزاپنتانوئیا از یمناسب منبع )Ratledge et al., 

2005.(  

ن تولید کننده هاي اسید هاي در استفاده از کپک ها به عنوا ريیچشمگ شیافزا ریاخ هاي سال در

 چرب دهايیاس باتیترک ها، کپک از یبرخ چرب ضروري در مقیاس صنعتی صورت گرفته است.

 نیا در. دنباشی م اشباع ریغ چند چرب دهايیاس بالاي نسبتا ریمقاد حاوي که دارند فردي به منحصر

 دهايیاس از یعیوس فیط دیتول تیقابل علت به Mortierella قارچ جنس به متعلق هاي گونه عرصه،

 کینولنیهموگامال دي د،یاس کینولنیگامال د،یاس کیکوزاپنتاانوئیا د،یاس کیدونیآراش جمله از چرب

  است. کرده جلب خود به را اريیبس توجه کشت، طیمح مختلف عوامل ریثأت تحت دیاس

  باکتري ها -1-5-1

هاي  کنند. جنس یپید قابل استخراج میهاي کمی وجود دارد که تولید ل ها، گونه در مورد باکتري

دهند که مقادیر قابل توجهی  ها را تشکیل می باکتریا و نوکاردیا گروهی از باکتري مایکوباکتریا، کرینه

باشند. درحقیقت  زا می کنند ولی این لیپیدها در ارتباط با عوامل سمی و حساسیت لیپید تولید می

ها تشکیل  هاي گیاهی از تري آسیل گلیسرول نند روغنلیپیدهاي تولید شده کمپلکس بوده و هما

توان آن ها را براي تولید  ها سرعت رشد کمی دارند. بنابراین نمی ریزسازوارهشوند. همچنین این  نمی

البته نشان داده  .(Ratledge, 1982)هاي میکروبی براي مصرف انسان و حیوانات در نظر گرفت  روغن
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ها جداسازي شده  ریزسازوارهکه از این  36پید، دي مایکولیل تري هالوزتوان گلیکولی شده است که می

کربنه است که به  88اسید چرب کمپلکس  2عنوان سورفکتانت بکار برد. این ترکیب شامل  است را به

باشد  ها می ساکارید تري هالوز متصل شده و فرآورده لیپیدي مشخصه این گروه از باکتري دي

(Ratledge, 1984).  

% توده زیستی خود را 80تواند تا بیش از  گزارش شده که می 37اي از آرتروباکتر این وجود، گونهبا 

که بصورت  38که بر روي گلوکز یا دي اکسید کربن تولید شده توسط ارگانیسم نورتولیدي هنگامی

این باکتري با سرعت نسبتا کمی رشد  .د، لیپید تجمع کندنک با این باکتري رشد می 39همزیستی

کند. این  روز تولید می 7و  4% لیپید را به ترتیب پس از 70کند و بیشترین مقدار توده زیستی و  یم

% فسفولیپید 5% مونو آسیل گلیسرول و کمتر از 30-56% تري آسیل گلیسرول، 28- 50لیپید شامل 

اکسید عنوان سوخت و امکان استفاده از دي  است. هدف اساسی تولید این لیپید استفاده از آن به

  .(Ratledge, 1982)عنوان سوبسترا است   کربن اتمسفر به

  جلبک ها -1-5-2

% از توده زیستی آنها را لیپید تشکیل 50% و تعداد کمتري از آنها 30هاي مختلفی که بیش از  جلبک

 هاي گرم و نور زیاد استفاده از آن ها مانند نیاز به محیط اند. شرایط رشد جلبک دهد، شناخته شده می

  .(Ratledge, 1981; 1982; 1984)کرد  هاي میکروبی محدود می ها را براي تولید روغن

ها مانند  موجب برطرف شدن این مشکل شده است. از جلبک 40البته اکنون وجود فرمانتورهاي نوري

 45و گونه پورفیریدیوم 44، گونه فائوداستیلوم43، گونه ناویکولا42، گونه نانوکلروپسیس41هاي نیتزشیا گونه

                                                             
36- Dimycolyltrehalose 
37- Arthrobacter 
38- Photosynthetic 
39- Symbiotic 
40- Photobioreactors 
41- Nitzschia 
42- Nannochloropsis 
43- Navicula 
44- Phaeodactylum 
45- Porphyridium 
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 ;Ward and Singh, 2005)شود  اي براي تولید ایکوزاپنتانوئیک اسید استفاده می بطور گسترده

Barclay et al., 2005; Cohen and Khozin-Goldberg, 2005).  

  قارچ ها -1-5-3

 شاخه  ، Mucoralesراسته ، Mortierellaceaeخانواده از عضوي عنوان به Mortierella قارچ

Zygomycota جنس زیر دو داراي و است شده نديب طبقه Mortierella و Micromucor  .می باشد

 .M و M. elongata ، M. alpinaگونه هاي جمله از Mortierella جنس زیر به متعلق گونه هاي

hyalina  دي هموگامالینولنیک اسید جمله از کربنی 22 غیراشباع چند چرب اسیدهاي سنتز به قادر 

 M. vinaceaجمله از Micromucor زیرجنس به متعلق گونه هاي اما باشند، می اسید آراشیدونیک و

، M. isabellina و M. ramanniana کربنی هجده غیراشباع چند چرب اسیدهاي سنتز به قادر 

 براي شده بررسی میکروارگانیسم هاي بهترین از M. alpina قارچ ).Muniglia et al., 2004( هستند

نبودن،  بیماري زا شامل آن مزایاي است. برخی شده معرفی اشباع غیر دچن چرب اسیدهاي تولید

 کشت، محیط در موجود چرب اسیدهاي از استفاده در توانایی منظم، و ساده بالا، روغن زایی توانایی

می باشد و  ، M. alpinaرشته اي قارچ در ساز و غیراشباع طویل کننده آنزیم هاي از انواعی وجود

 شود. به می اشباع غیر چند چرب اسیدهاي از انواعی تولید به منجر آن کشت خاص شرایط تحت

 کشت، محیط به آلفالینولنیک اسید هم زمان افزودن با C  22°رشد به زیر دماي کاهش مثال عنوان

 ).Muniglia et al., 2004شود ( می اسید ایکوزاپنتاانوئیک تولید به منجر

 تهتخمیر براي تولید روغن تک یاخ - 1-6

. جامد بستر در ریتخم و وري غوطه ریتخم: است شده ارائه یکروبیم روغن دیتول براي ریتخم نوع دو

 در جامد سوبستراي روي بر هامیکروارگانیسم کشت یعنی جامد بستر در ریتخم گذشته، هده یط در

 یم توجه قابل وري غوطه ریتخم با سهیمقا در آن ايیمزا علت به آزاد، آب نبودن باًیتقر ای و ابیغ

 ،یدست نییپا ندهايیفرآ ي نهیهز کاهش وراکتور،یب کوچکتر حجم روش، نیا ايیمزا جمله از. باشد

 توان یم ریتخم روش نیا با نیهمچن باشد،ی م فاضلاب کم یخروج و انرژي کاهش تر، ساده کیتکن
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 فرآورده و یزراع تمحصولا کشاورزي، هاي ماندهیباق مانند ریدپذیتجد و نهیهز کم یعیطب منابع از

 تک روغن متیق در رگذاریثأت پارامترهاي نیتری اصل از یکی. کرد استفاده ییغذا عیصنا یجانب هاي

. شود استفاده متیق ارزان هیاول مواد ست،یبای م دیتول متیق کاهش براي. است خام مواد اختهی

 اگر ژهیبو باشند، یم اقتصادي صرفه لحاظ از هیاول مواد نیتر مناسب ،ییغذا مواد کارخانجات عاتیضا

 نقش ها قارچ جامد، حالت ریتخم در .میکن استفاده یانسان مصارف جهت میبخواه را ديیتول روغن

 شده محصور آب از توانندیم سوبسترا درون به نفوذ و ومیسلیم گسترش با رایز کنند،ی م فایا ديیکل

 باتیترک کاهش موجب ها قارچ نکهیا لیبدل. کنند رشد آزاد آب ابیغ در و استفاده سوبسترا در

 از توان یم شوند،ی م سوبسترا یستیز مرهايیپل یجزئ آبکافت و کیتیف دیاس مانند اي هیضدتغذ

 انسان یخوراک مکمل عنوان به دارد راشباعیغ چند چرب دهايیاس اديیز مقدار که شده ریتخم توده

 ماریت بدون مایمستق توانی م را جامد حالت ريیتخم محصول نیبنابرا. نمود استفاده وانیح ای

 اسیمق در ژهیبو جامد، بستر در ریتخم هاي تیمحدود از .کرد مصرف و خشک ،یاضاف استخراج

 یم ریتخم واکنش یط در شده دیتول گرماي حذف و مغذي مواد انتقال جمله از مهم فاکتور دو بزرگ،

 تواندی م جامد حالت ریتخم توسط شباعا ریغ چند چرب دهايیاس دیتول مشکلات نیا وجود با باشد،

 و گذاري هیسرما نهیهز رودی م انتظار رایز باشد، بازار به محصول نیا ارائه و دیتول براي يدیمف روش

  ).Huang et al., 2013د (باش کم دکنندگانیتول براي آن خطر

روغن  تجدیدپذیر و اقتصادي جهت تولیدمنابع ضایعات غذایی و کشاورزي به عنوان  -1-7

  تک یاخته

گرچه هزینه هاي تولید روغن تک یاخته هنوز بالاست اما اخیراً تلاش هاي زیادي صورت گرفته است 

تا این هزینه ها به حداقل برسد. مهم ترین و رایج ترین تمهیدي که به این منظور اندیشیده می شود، 

ي) به عنوان سوبسترا چه در (اغلب ضایعات کشاورز استفاده از ضایعات با ارزش صفر یا حتی منفی

. در )Papanikolaou et al., 2004( می باشد و چه سیستم هاي جامد تخمیر سیستم هاي غوطه وري

این قسمت به برخی از تلاش هاي صورت گرفته در زمینه استفاده از ضایعات کشاورزي به منظور 
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اي ضایعات غذایی و کشاورزي در ادامه به برخی از کاربرده تولید روغن تک یاخته اشاره می شود.

  براي تولید روغن تک یاخته اشاره می گردد. 

  ملاس -1-7-1

مدت زیادي تخمیر روي قندهاي مختلفی انجام شده است. به طور کلی مواد ارزان قیمت حاوي 

قندهاي متفاوت می توانند جهت تولید روغن تک یاخته مورد استفاده قرار گیرند. ملاس چغندرقند یا 

بنابراین  فروکتوز، ساکارز و گلوکز می باشد،یک محصول جانبی صنعت است، که عمدتاً حاوي نیشکر 

ملاس می تواند بعنوان یک ماده خام ارزان قیمت ایده آل جهت فرمولاسیون محیط کشت مورد 

 محتواي قند مناسب آن، بعنوان پیش ساز تولید روغن براي راستفاده قرار گیرد. اخیراً از ملاس به خاط

میکروب هاي روغنی استفاده شده است. البته میزان نیتروژن موجود در ملاس زیاد بوده و این امر در 

  ). Fadaly et al., 2009( مسیر تولید روغن مطلوب نبوده و باید مورد توجه قرار گیرد

  مواد خام صنعت غذا -1-7-2

وجود دارند که به جهت  در بسیاري از محصولات جانبی صنعت غذا، قندهاي مختلف قابل تخمیر

اهمیت بالاي منبع کربن موجود در محیط براي تولید روغن، پیش ساز مناسبی براي میکروارگانیسم 

 Mortierellaد. بعنوان مثال راندمان تولید آراشیدونیک اسید توسط قارچ نهاي روغنی می باش

alpine   گرم در لیتر می باشد ( 47/1در محیط نشاسته هیدرولیز شدهEconomou et al., 2010 از .(

موارد دیگري که امکان استفاده به عنوان سوبسترا را دارند می توان به ضایعات گوجه فرنگی، موز، 

روغن زیتون و ... اشاره نمود. بعنوان مورد دیگر، از پسماند مونوسدیم گلوتامات جهت تولید روغن 

  ). Shinmen et al., 1989باشد (بیودیزل می استفاده شده است که این روغن به عنوان پیش ساز تولید

  گلیسرول -1-7-3

به وسیله تخمیر میکروبی و یا سنتز شیمیایی تولید می شود. در طول فرآیند   گلیسرول به طور سنتی

و در  و استرهاي اسیدچرب تولید می شوند،بیودیزل، روغن با متانول و کاتالیست قلیایی مخلوط شده 
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اولین محصول جانبی می باشد. نهایتاً اینکه مقدار زیادي گلیسرول در صنعت  این فرآیند، گلیسرول

بیودیزل تولید می شود که گزینه ارزان و ایده آلی جهت تخمیر می باشد که نقش گلیسرول به عنوان 

منبع کربن در بسیاري از منابع ذکر شده است. به عنوان مثال از این ماده می توان به عنوان پیش ساز 

و همچنین تحقیقات گسترده تري در  کرداستفاده  Yarrowia lipoliticaد روغن تک یاخته براي تولی

 Mortierellپروپان دي ال و اسید سیتریک به وسیله  -3رابطه با تولید روغن تک یاخته، ا و 

isabellina صورت گرفته است )Armenta et al., 2013 .(  

  مواد لیگنوسلولزي -1-7-4

ن است که مواد سلولزي به عنوان ماده خام داراي پتانسیل خوب جهت تولید سوخت بیش از نیم قر

هاي زیستی شناخته شده اند و به دلیل در دسترس بودن زیاد این مواد، قیمت کمتر و نیز داشتن 

نقش هاي رقابتی کمتر نسبت به سوبستراهاي دیگر بسیار مورد توجه می باشند. در تحقیقات زیادي 

تلف این مواد مانند کاه گندم، پوسته برنج، ضایعات ذرت و ... استفاده شده است. نکته حائز از انواع مخ

اهمیت در این رابطه پیچیده بودن ساختار شیمیایی این مواد می باشد که جهت مصرف توسط 

میکروارگانیسم ها باید به نحوي به ترکیبات ساده تر تجزیه شوند. تیمار اسیدي همراه با حرارت در 

بسیاري از موارد استفاده شده و پلی ساکاریدهاي مذکور از این طریق به قندهاي ساده جهت مصرف 

م با حرارت، کاه برنج را هیدرولیز أمیکروارگانیسم تبدیل شده اند. در یک پژوهش با استفاده از اسید تو

ز تولید روغن کرده و پس از سم زدایی و جداکردن مواد سمی حاصل از هیدرولیز به عنوان پیش سا

مورد استفاده قرار گرفت. در جدول زیر چند  Trichosporon fermentansبراي میکروب روغنی 

  ).Fadaly et al., 2009پژوهش بر روي سوبستراهاي لیگنوسلولزي آورده شده است (
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  مختلف تولید روغن میکروبی با استفاده از عصاره هیدرولیز شده مواد لیگنوسلولزي -1-1 جدول

  میکروب مورد استفاده  یش ماده مورد استفادهپ

  تریکوسپورون فرمنتانس  کاه گندم

  کریپتوکوکوس کارواتوس  کاه برنج

  تریکوسپورون درماتیس  چوب ذرت

  مورتیرلا ایزابلینا  پوسته برنج

  

  آب پنیر -1-7-5

وغن تک یکی از محصولات جانبی صنعت غذا که می توان از آن به عنوان یک منبع براي تولید ر

  یاخته استفاده نمود آب پنیر می باشد که در ادامه توضیحاتی در ارتباط با آن ارائه می گردد. 

پنیـر بـه خـود    شود کـه بیشـترین سـهم آن را آب   در صنعت لبنیات مواد مایع دورریز زیادي تولید می

اي پنیرسـازي  پنیر محصول جانبی حاصل از فرآیندهآب ).Dragon et al., 2009( اختصاص داده است

بنـدي  پنیر شیرین و اسیدي دستهباشد که بر اساس چگونگی تشکیل، به دو نوع آبو تولید کازئین می

به عنوان جزئـی از   46هاي رنتی همچون پنیر چدار و سوییسی، افزودن مایه پنیردر تولید پنیر .شودمی

هـا   ها شـده، بـین آن  انسیونی کازئینکازئین در حفظ حالت سوسپفرآیند، منجر به از بین رفتن اثر کاپا

زاي شـیر بـه درون   اي از چربی و بخش کوچکی از سایر اجشود که بخش عمدهشبکه میسلی ایجاد می

هـاي  گویند. در فرآیندپنیر شیرین میلخته تشکیل شده را پنیر و مایع باقیمانده را آب ،یابندآن راه می

تا رسیدن بـه   pHهاي آلی یا معدنی جهت کاهش درجه اسیدهایی مثل کاتیج، از تولید کازئین یا پنیر

هـاي  شود کـه ایـن امـر منجـر بـه رسـوب پـروتئین       ) استفاده می6/4ها (کازئین 47نقطه ایزوالکتریک 

  ).Smithers, 2008( پنیر اسیدي نام داردکازئینی شده، مایع برجاي مانده آب

                                                             
46- Rennet 
47- Isoelectric Point 
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پنیـر بـر   شـود بـه صـورت آب   ستفاده میدرصد حجم شیري که براي پنیرسازي ا 85-90چیزي حدود 

اي از اجـزاي  دهد ولی با این حال بخش عمدهآن را آب تشکیل می %90ماند که البته بیش از می جاي

هاي محلول در آب، مـواد معـدنی، بخـش    هاي محلول در آب، ویتامیناصلی شیر مثل لاکتوز، پروتئین

) کـه  Pescuma et al., 2010( یابندپنیر راه میبهاي محلول در چربی به آکوچکی از چربی و ویتامین

 قابل مشاهده است. زیرجزئیات آن در جدول 

 
  .)Smithers, 2008(پنیر از اجزاي شیر سهم آب - 2-1جدول

 اجزا مقادیر(وزن بر حجم %)

 شیر آب پنیر

1/0کمتر از   8/2  کازئین 

7/0  7/0  پروتئین آب پنیر 

1/0  7/3  چربی 

5/0  7/0  خاکستر 
9/4  9/4  لاکتوز 

3/6  8/12  ماده جامد کل 

  

ي قبل به عنـوان مـایعی دور   شود که تا چند دههپنیر تولید میتن آب 108سالانه در دنیا چیزي حدود 

محیطـی کـه در اثـر تخلیـه آن بـه      هاي زیستشد ولی با روشن شدن آلودگیریز به طبیعت تخلیه می

پنیر تیمار نشـده بـه محـیط زیسـت     محدودیت یا منع دفع آبافتد بسیاري از قوانین طبیعت اتفاق می

-شکل گرفته است. با این حال هنوز هم در بسیاري از کشورهاي در حـال توسـعه، کارخانجـات تولیـد    

هاي مناسب تیمار بـه دنبـال راهـی ارزان جهـت دورریخـتن آن      پنیر به دلیل نداشتن سامانهکننده آب

  :)Dragon et al., 2009گیرد (صورت می هاي زیرباشندکه معمولا به روشمی

پنیر در اواخر قرن بیستم ناموجه بودن و فراهم شدن امکان شناسایی اجزاي آب آوريفنبا پیشرفت 

که مشخص شد بخش بزرگی از مواد مغذي شیر به تر شد چرا پنیر به محیط زیست واضحتخلیه آب

رفت حجم وسیعی از ر به محیط زیست به معناي هدرپنییابند و از این نظر تخلیه آبپنیر راه میآب
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هاي بسیاري در جهت شناسایی هر چه این رو و در این راستا پژوهش. باشدمواد ارزشمند غذایی می

ها در زنجیره غذایی انسان صورت گرفته است و پنیر و بررسی امکان استفاده از آنبیشتر اجزاي آب

داسازي و خشک کردن حرکت در این مسیر را شتاب بخشیده هایی مانند تغلیظ، جآوريتوسعه فن

پنیر، اسید هاي آبپنیر مثل لاکتوز، پروتئینآن جداسازي اجزاي مختلف آبي است که نتیجه 

)، WPC( 48پنیرپنیر، پودر افشره پروتئین آبهایی مثل پودر آبلاکتیک و مواد معدنی و تولید فرآورده

ها ). تمامی این تلاشDjuric et al., 2004) و ... بوده است (WPI(  49پنیرپودر جدایه پروتئین آب

اي باید نگریست که مایعی دورریز که به زیر فرآورده پنیر را نه به دیدم هستند که آبگر این مهنشان

  .باشدقابلیت بالایی را در جهت استفاده در زنجیره غذایی انسان دارا می

یزان مواد مغذي مناسب بویژه منبع کربن (که در تولید روغن بسیار به دلیل در دسترس بودن زیاد و م

مهم است) آب پنیر یک پیش ماده مناسب براي تولید روغن تک یاخته می باشد. در این رابطه نیز 

 تحقیقات زیادي صورت گرفته است که به عنوان نمونه از آب پنیر به عنوان پیش ساز تولید روغن از

Mortierella isabellina   ،و سویه هایی از قارچ موکور استفاده شده است که نهایتاً از این ماده

گامالینولنیک اسید تولید شد. لاکتوز موجود، منبع کربن بوده و منبع ازت، پروتئین هاي باقیمانده و 

  ). Fadaly et al., 2009ازت غیرپروتئینی می باشد (

  اهمیت روغن تک یاخته از منظر تغذیه اي -1-8

از مسائل مهم در ارتباط با روغن تک یاخته که اهمیت آن را در بحث هاي تغذیه و رژیم هاي  یکی

غذایی دو چندان می کند، ترکیب اسیدهاي چرب آن است. یکی از مهم ترین موارد، اسیدهاي چرب 

 کربن دارند و به دلیل کمبود آنزیم 18) هستند که در زنجیر کربنی، بیش از PUFA( غیر اشباع چند

اهمیت روز افزون بحث  .هاي مورد نیاز به طور قابل توجهی توسط گیاهان پیشرفته سنتز نمی شوند

سلامتی و رژیم غذایی و نقش مهم اسیدهاي چرب چند غیر اشباع، لزوم شناخت و بکارگیري 

                                                             
48- Whey Protein Concentrate  
49- Whey Protein Isolate 



٢٦ 
 

ژي و تکنولوژي ها و منابع جدید را توجیه می کند که یکی از مهم ترین موارد در این مقوله، بیوتکنولو

میکروارگانیسم هاي مفید به صورت روغن تک یاخته می باشد. این روغن ها به عنوان مکمل هاي 

نوزاد به کار روند. یکی از مباحث مهم که در جوامع پزشکی و غذاي رژیمی می توانند در فرمول 

تی نوزاد حغذاي صنعت غذا داراي اهمیت قابل توجهی است، بحث لزوم این موضوع است که فرمول 

الامکان ترکیبی مشابه شیر مادر را در خود داشته باشد. مهم ترین اسیدهاي چرب در این خصوص 

) هستند که هر دو فواید کاربردي و DHA) و دکوزاهگزانوئیک اسید(ARA( آراشیدونیک اسید

کربنی از خانواده امگا سه است که  22اسید چرب  DHAبیوشیمیایی مهمی در بحث سلامتی دارند. 

مهمی در رشد و کارکرد مناسب مغز و چشم نوزاد دارد و در بزرگسالان نیز فواید زیادي در  نقش

کربنی و از خانواده امگا  20نیز اسید چربی  ARAکارکرد عروق و رگ هاي قلبی و سلامت مغز دارد. 

و ، زرده تخم مرغ ARAاست که نقش بسزایی در کارکرد سیستم عصبی مرکزي دارد. منابع متداول  6

. تلاش هایی در )Ratledge et al., 2005( ، روغن ماهیان استDHAجگر حیوانات و منبع متداول 

موجود در شیر مادر با روغن هاي تک یاخته قارچی و جلبکی که  ARAو  DHAزمینه جایگزینی 

ابی به روغن تک یاخته حاوي حاوي این دو اسیدچرب هستند صورت گرفته است. جهت دستی

ابتدا  Crypthecodinum cohniiنیسم هایی نظیر ا) میکروارگDHASCO( ئیک اسیدنوکوزاهگزاود

تحت شرایط بسیار کنترل شده تخمیر، در محیطی شامل گلوکز و عصاره مخمر رشد کرده و پس از 

جداسازي، روغن حاصل به وسیله مخلوط کردن جلبک خشک با هگزان استخراج شده و سپس هگزان 

. روغن تک یاخته حاوي دکنیک هاي تقطیر، جداسازي و حذف می شوبه طور کامل به وسیله ت

 Mortierelleیا  Pythium insidiosum) نیز از گونه هاي قارچی مانند ARASCO( آراشیدونیک اسید

alpine  طی فرآیندي مشابه تولیدDHASCO تولید می شود )Wen et al., 2003.( 

ز این است که مطالعات انجام گرفته حاکی ا یکی از چالش هایی که در این خصوص وجود دارد،

نسبت به نمونه  DHASCOو  ARASCOنوزاد حاوي غذاي  درصدي قیمت فرمول 15افزایش 

استاندارد آن است. مورد دیگر لزوم بررسی همه جانبه این فرمول ها جهت حاصل شدن اطمینان 



٢٧ 
 

ان اغلب داراي عطر و طعم هاي کامل از ایمنی و سلامت آن ها بر نوزادان است. همچنین روغن ماهی

نه چندان مطلوب و کیفیت به شدت متغیر هستند. بعلاوه حاوي کلسترول و مقادیر کمی ناخاصی 

هاي احتمالاً سمی دي اکسین ها و فلزات سنگین مانند مس هستند که باید حذف شوند. این عوامل 

از . دنو جایگزین کردن آن باشد توجیه دیگري از لزوم پرداختن به بحث روغن تک یاخته نمی توان

ندغیر اشباع بلندزنجیر به واکنش هاي اکسیداسیون حساس بوده که می طرف دیگر اسیدهاي چرب چ

انبارداري پودرهاي حاوي آن ها شود. در یک بررسی،  تواند عامل اصلی فساد محصول طی فرآیند و

کمل هاي فسفولیپید زرده ، داراي مARAو  DHAپایداري پودرهاي شیر نوزادي که جهت تامین 

سنتز شده به صورت روغن تک یاخته بودند، مورد مطالعه قرار گرفت.   ARAو  DHAتخم مرغ و 

پایداري لیپید در هر دو مورد در سطح قابل قبولی بود اما نتایج مطلوب تري براي پودرهاي داراي 

  .)Ratledge et al., 2005مکمل روغن تک یاخته حاصل شده است (

  فرآیندهاي تجاري براي تولید روغن تک یاخته -1-9

هاي متفاوتی براي تولید  امروزه حداقل سه فرآیند تخمیري گوناگون که هر کدام از ریزسازواره

هاي مختلفی  کنند، وجود دارد. براي تولید آراشیدونیک اسید سویه استفاده مینوئیک اسید دوکوزاهگزا

شود. این  اي در اروپا، چین و احتمالا ژاپن استفاده می انههاي جداگ در فرآیند مورتیرلا آلپینااز 

  .آورده شده است 3- 1شود در جدول همراه میکروارگانیسم هایی که در آن ها بکار برده می  به  ها فرآیند
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 شوند هاي تک یاخته که اکنون تولید می ترکیب اسیدهاي چرب (درصد وزنی/وزنی) روغن-3-1جدول 

(Ratledge, 2004).  

  

 a  فرآیندDSM  اکنون در کشور ایتالیا در فرمانتورهاي با ظرفیتm3 100 شود. مقدار  تولید می

 Martekباشد. این روغن منحصرا به شرکت  % وزنی سلول می40روغن تولیدي بیش از 

Bioscience Corp. (حجمی) با  1:2شود و در نسبت  فروخته میDHASCOTM شود  مخلوط می

میلادي  2003رود. در سال  بکار می Formulaidکودکان تحت نام تجاري و در فرمول شیر خشک 

  تن از این روغن تولید شده است. 480

 b  این فرآیند در کشور چین در فرمانتورهایی با ظرفیتm3 100 -50  توسط شرکتWuhan 

Alking Engineering Co. Ltd. شود. تولید می  

 c  کند،  % توده زیستی خود را روغن تولید می40از که بیش  50کریپتوکونیدیوم کوهنیاز جلبک

در تعدادي فرمانتور با  .Martek Bioscience Corpشود. این فرآیند توسط شرکت  استفاده می

مراه آراشیدونیک اسید منحصرا در فرمول شیر خشک ه شود. این روغن به انجام می m3 100ظرفیت 

  تن از آن تولید شده است. 240میلادي  2003شود. در سال  کودکان استفاده می

                                                             
50- Cryptoconidium cohnii 
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 d شود. این روغن قبلا به نام  استفاده می 51شیزوکیتریوم از جلبک گونهDHAGold شد  شناخته می

تن  10باشد.  می Martekشد و اکنون جزو شرکت  تولید می .OmegaTech Incکه توسط شرکت 

  میلادي تولید شده است. 2003از این روغن در سال 

 e که در فرمانتورهاي  52کمیااز جلبک گونه آلm3 80 شود. این روغن در  کند، استفاده می رشد می

 DHAActiveشود و تحت نام تجاري  تولید می Nutrinova GmbHکشور آلمان توسط شرکت 

  رسد. به فروش می

با یکدیگر  1:2با نسبت  DHASCOTMو  ARASCOTMهاي غذاي کودکان  براي استفاده در فرمول

کشور در  60شوند. این فرآورده در بیش از  فروخته می Formulaidنام تجاري  مخلوط شده و تحت

تن از این مخلوط روغنی در  700شود. حدود  هاي غذاي کودکان استفاده می سرتاسر دنیا در فرمول

میلادي برسد  2004تن در سال  1000رود که به بیش از  میلادي تولید شده و انتظار می 2003سال 

(Ratledge, 2004).  

هایی که براي تولید روغن تک یاخته  این نکته مهم بایستی مد نظر قرار داده شود که ریزسازواره

کنند. مثلا  ترین اسید چرب خود تولید می عنوان اصلی  شوند، اسید چرب مورد نظر را به استفاده می

- 50کند که  نی میشود، تولید روغ استفاده می Martekکه در فرآیند  کوهنی کریپتوکونیدیومجلبک 

است که تنها اسید چرب غیراشباع با چند پیوند دوکوزاهگزانوئیک اسید % تمام اسیدهاي چرب آن 40

باشد و در حقیقت تنها اسید چرب غیراشباع دیگر موجود در آن درصد کمی از اولئیک  دوگانه نیز می

هاي بدست آمده از  کاملا با روغنهاي منحصربفرد داشته و  ها ویژگی باشد. بنابراین این روغن اسید می

باشند،  گیاهان و جانوران که معمولا شامل هر دو دسته از اسیدهاي چرب اشباع و غیراشباع می

که نیاز به مکمل غذایی یک اسید چرب غیراشباع با چند پیوند دوگانه  متفاوت است. بنابراین هنگامی

. موفقیت نسبی در (Ratledge, 2004)باشد  میداشته باشیم تنها از طریق منابع میکروبی قابل تهیه 

تولید اسیدهاي چرب غیراشباع با چند پیوند دوگانه میکروبی منجر به افزایش علاقه براي 

                                                             
51- Schizochytrium sp. 
52- Ulkemia sp. 
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ها به تولید  هاي تخمیري شده است و موجب شده برخی از فرآیند گذاري و توسعه فرآیند سرمایه

. با این حال هنوز هم دو مشکل (Gill and Valivety, 1997; Yuan et al., 2002)تجاري برسند 

میکروبی نسبت به   اساسی یعنی موانع اقتصادي و بازاریابی، وجود دارند. از طرف دیگر هزینه روغن

تواند در درجه دوم اهمیت قرار  اي و درمانی) می مزایاي سلامتی بخش آن (از لحاظ عملکردي، تغذیه

ترین محصولات اقتصادي را تولید  ی با بهترین و با ارزشهاي میکروب بگیرد. با این حال بایستی روغن

  پذیري داشته باشند. کنند و زمینه وسیع تولید در مقایسه با کالاهاي دیگر از لحاظ رقابت

هاي کاربردي بسرعت درحال رشد  ورزي ترکیب روغن میکروبی یکی از زمینه اگرچه دست

باشد.  ي برطرف نمودن تقاضاي صنعتی ناکافی میباشد ولی منابع روغن میکروبی برا بیوتکنولوژي می

هاي مهندسی مولکولی، استفاده از  زایی، تکنیک هاي جهش هاي دیگري (مانند روش از اینرو روش

هاي کلاسیک  ) بایستی با روشها ها، تغییر ترکیب اسید چرب میکروبی با استفاده از آنزیم بازدارنده

 ,Certik and Shimizu, 1999; Sperling et al., 2003; Kendrick and Ratledge)همراه شوند 

1992a) .کنند در جدول  هایی که در زمینه تولید روغن میکروبی فعالیت می نام برخی از شرکت

  زیرنشان داده شده است.

ی از هاي فعال در زمینه تحقیق، توسعه، تولید و بازاریابی روغن تک یاخته و محصولات غن اسامی برخی شرکت -4-1جدول 

  .(Ward and Singh, 2005)اسیدهاي چرب غیراشباع با چند پیوند دوگانه 

 



٣١ 
 

 

 

 

  

  دومفصل 

  

  

  مروري بر مطالعات پیشین
  

   



٣٢ 
 

  فصل دوم: مروري بر مطالعات پیشین

  در ادامه به طور مختصر به مطالعات انجام شده در زمینه تولید روغن تک یاخته اشاره گردیده است. 

پرداختند. در  مورتیرلا آلپینا) به بررسی تولید روغن میکروبی به وسیله 1391حسینی و همکاران (

 پس. گردید استفاده ناپیوسته روش به مایع محیط در کشت از توده زیست افزایش جهتاین تحقیق 

 استخراج آن روغن و گشته جدا مایع محیط از شده تولید توده زیست ،تخمیر زمان مدت طی از

این محققین با توجه به  .گرفت قرار بررسی مورد جایگزین محیط در روغن یدتول و رشد روند. گردید

 چربی هاي میکروارگانیسم در روغن تولیدکه  نتایج به دست آمده از پژوهش خود نتیجه گیري نمودند

 مواد ساخت به قادر ارگانیسم که شود می آغاز زمانی که است اي مرحله دو فرآیند یک در واقع زا

 و کربن از غیر به اصلی ضروري ماده یک و باشد نمی...  و نوکلئیک اسید پروتئین، مثل سلول ضروري

 باید بنابراین. است نیتروژن منبع ماده این معمولا که. ندارد وجود کافی ي اندازه به محیط در اکسیژن

 روغن تولید براي شرایط مناسب جمعیت به رسیدن از بعد که گرفت نظر در حدي در را نیتروژن منبع

 بهترین عنوان به توان می را روز 12 محصول شده تمام قیمت و روغن تولید به توجه با. گردد مناسب

  .گرفت نظر در انکوباسیون زمان

به بررسی تولید روغن تک یاخته و گاما لینولنیک اسید توسط  1391آب سالان و همکاران در سال 

قیق تولید توده زیستی، روغن و گاما  لینولنیک اسید از پرداختند. در این تح کونینگاملا اشینولاتاقارچ 

 در سویا پودر و گلوکز با شده بهینه کشت محیط از پاسخ سطح آماري روشقارچ روغنی با استفاده از 

 5 در) سویا پودر( نیتروژنی منبع و) گلوکز( کربنی منبع. گرفت قرار مطالعه مورد وري غوطه تخمیر

 در آزمایش 2 شامل که تکرار 2 و آزمایش 13 با مرکزي مرکب طرح از و شد گرفته نظر در سطح

گرم بر لیتر و پودر  60گلوکز  غلظت در روغن تولید مقدار بیشترین. شد استفاده است، مرکزي نقطه

گرم بر  80گلوکز  غلظت در زیستی توده تولید مقدار بیشترین و% 25گرم بر لیتر به مقدار  31/4سویا 

 افزایش با که داد نشان پاسخ سطحدرصد بدست آمد.  53/2گرم بر لیتر به مقدار  20 لیتر و پودر سویا
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 می افزایش روغن تولید میزان نیتروژنی، منبع کاهشگرم بر لیتر و  60میزان منبع کربنی تا سطح 

 ولیدت شده، ایجاد اسمزي فشار علت به بالا، به لیتر بر گرم 60 سطح از کربنی منبع افزایش با اما. یابد

 افزایش زیستی توده تولید میزان نیتروژنی، و کربنی منابع میزانافزایش  با. کند می پیدا کاهش روغن

 5/13گرم بر لیتر و پودر سویا  72/31گلوکز  سطح در اسید لینولنیک گاما میزان بیشترین. یابد می

  درصد به دست آمد.  5/6گرم بر لیتر به میزان 

به تولید و بهینه سازي روغن میکروبی در مخمرهاي مولد چربی  1392انشاییه و همکاران در سال 

پرداختند. این محققین عنوان نمودند که روغن جداسازي  ژئوتریکومو مخمر بومی  یارویا لیپولیتیکا

  شده از این مخمرها تشابه قابل توجهی با استاندارد مربوطه (تري اولئین) داشته است. 

پرداختند.  رودوترولا موسیلوژینوزابه بررسی تولید روغن تک یاخته از  1395قنواتی و نحوي در سال 

این محققین عنوان نمودند که جدایه بومی مخمري مورد استفاده در تحقیقشان داراي توانایی مناسبی 

  جهت تولید روغن تک یاخته بوده است. 

وسط مخمرهاي امگا ت غنی از اسیدهاي چرب سري یبه تولید روغن 1395عبدلی و همکاران در سال 

 ي سویه دو پژوهش این درثیر پارامترهاي مختلف بر فرآیند تولید پرداختند. مولد چربی و میزان تأ

 بهینه. گرفتند قرار ارزیابی مورد لیپید تولید پتانسیل نظر از بومی ي سویه چهار و استاندارد مخمري

 موثر عوامل و گرفت صورت ها آزمایش حیطرا روش از استفاده با ها سویه این در لیپید تولید سازي

سویه ها مورد مقایسه قرار گرفتند. آنالیز روغن به دست آمده با استفاده از روش  این در لیپید تولید بر

و در  یارویا لیپولیتیکا ،اسپکترومتري توده اي انجام شد. بین سویه هاي استاندارد-کروماتوگرافی گازي

داراي بیشترین میزان تولید لیپید بودند. این محققین  وس آلبیدوسکریپتوکوک ،بین سویه هاي بومی

با آنالیز ترکیب لیپیدي به دست آمده عنوان نمودند که روغن تولیدي داراي شباهت زیادي به روغن 

  دهد.   یید قرار میبرد آن را در صنایع غذایی مورد تأگیاهی بوده که پتانسیل کار
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را بر بازدهی  20و  C 30 ،25°هاي  ثیر درجه حرارت) تأDostalek )1988و  Hanssonدر تحقیقی 

مورتیرلا و  54آ مورتیرلا ویناسه، 53مورتیرلا رامانیاناتوده زیستی و ترکیب اسیدهاي چرب در دو سویه 

بهترین دما براي تولید بیشترین مقدار  C 25°بررسی کردند. مشاهده شد که درجه حرارت  55ایزابلینا

. همچنین نشان داده شد که با توجه به درجه حرارت و مدت زمان تخمیر، باشد توده زیستی می

کند. بطور کلی درجه غیر اشباعیت با افزایش درجه حرارت، کاهش  ترکیب اسیدهاي چرب تغییر می

باشد که با کاهش  یابد. درحقیقت درجه غیر اشباعیت تحت تاثیر میزان گاما لینولئیک اسید می می

  یابد. میدرجه حرارت افزایش 

مورتیرلا وري  )، از پپتون و سبوس گندم در محیط کشت غوطه1992و همکاران ( Totaniدر تحقیقی 

را بدست آورند. تنها گرم بر لیتر  11 یعنی استفاده کردند و بازدهی آراشیدونیک اسید زیاد آلپینا

استات آمونیوم یا هایی که شامل نیترات آمونیوم، نیترات سدیم،  مقدار کمی توده زیستی در کشت

باشند، بدست آمده است که موجب این پیشنهاد شده  سولفات آمونیوم به عنوان منبع نیتروژنی می

است که قارچ مورتیرلا منبع نیتروژنی معدنی را به سختی جذب نموده و به آمینو اسید و پروتئین 

  .(Totani et al., 2000)براي بدست آوردن مقدار مناسبی توده زیستی نیاز دارند 

) براي افزایش تولید آراشیدونیک اسید 1998و همکاران ( Higashiyamaاي که توسط  در مطالعه

صورت گرفت، مشخص شد که محیط کشت داراي عصاره مخمر  1S-4 مورتیرلا آلپیناتوسط قارچ 

ح به که برخی املا تر است ولی هنگامی باشد، مناسب نسبت به محیط کشتی که داراي کنجاله سویا می

محیط کشت پایه افزوده شد، محیط کشت داراي کنجاله سویا نسبت به محیط کشتی که داراي 

  تر است. عصاره مخمر است، مناسب

را مورد بررسی قرار  مورتیرلا آلپینا)، املاح مورد نیاز در کشت 2000و همکاران ( Totaniدر تحقیقی 

باشند و آهن و  ز براي رشد سلولی ضروري میدادند. آن ها دریافتند که فسفر، پتاسیم، آهن و منگن

                                                             
53- Mortierella ramanniana 
54- Mortierella vinacea 
55- Mortierella isabellina 
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کنند. اثر منفی بدلیل افزودن تنها آهن یا تنها منگنز نیز  منگنز نقش مهمی در تولید لیپید ایفاء می

  مشاهده شد.

Papapnikolaou  مورتیرلا به بررسی تولید روغن تک یاخته با استفاده از  2004و همکاران در سال

اوي شکر بالا پرداختند. در این مطالعه به ازاي هر لیتر از محیط کشت، در محیط کشت ح ایزابلینا

روغن میکروبی تولید شده حاوي این محققین عنوان نمودند که گرم روغن تولید گردید.  1/18

  درصد وزنی وزنی بوده است.  5/3) در غلظت GLAگامالینولنیک اسید (

Li  ه از هیدرولیزات نشاسته کاساوا با استفاده از به تولید روغن تک یاخت 2010و همکاران در سال

پرداختند. در واقع در این مطالعه، محققین مخمر را از سطح  رودوتورلا میوسیلاجینوزامخمر دریایی 

تجمع لیپید از هیدرولیزات نشاسته را دارا می باشد. مقدار  تیقابلماهی دریایی جمع آوري نمودند که 

درصد بوده  9/52درصد و در طی روش نیمه پیوسته  9/47یوسته روغن در سلول ها در روش غیر پ

است. اسیدهاي چرب روغن تولیدي نیز شامل پالمیتیک اسید، پالمیتولئیک اسید، استئاریک اسید، 

  اولئیک اسید و لینولنیک اسید بوده است. 

ب غیراشـباع  ثیر شرایط مختلف کشت را بر تولید اسیدهاي چر) تأ2005و همکاران ( Jangدر تحقیقی 

بررسی کردند. نشـان داده شـد کـه وزن خشـک سـلولی بـا        مورتیرلا آلپینابا چند پیوند دوگانه توسط 

ترتیب به  % به6% و غلظت گلوکز 10یابد. در غلظت نشاسته  افزایش غلظت نشاسته و گلوکز افزایش می

ولی به آرامـی در غلظـت   رسد. وزن خشک سل میگرم بر لیتر  9/14و گرم بر لیتر  4/18بیشترین مقدار 

  یابد. % کاهش می8% و بسرعت در غلظت گلوکز بیشتر از 12نشاسته بیشتر از 

 M6 مورتیرلا آلپیناسازي تولید آراشیدونیک اسید توسط  ) بهینه2006و همکاران ( Zhuدر تحقیقی 

بسرعت  را مورد بررسی قرار دادند. نشان داده شد که گلوکز 56دهی شده در کشت غیر مداوم خوراك

گیرد. این قارچ  رامی صورت میشود و در اواخر کشت این عمل به آ در روزهاي اولیه کشت مصرف می

باشد با سرعت گرم بر لیتر  50و گرم بر لیتر  30که غلظت گلوکز  روز اول کشت هنگامی در دو

                                                             
56- Fed-batch cult ure 
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باشد، ر لیتر گرم ب 120و گرم بر لیتر  100، گرم بر لیتر 80که غلظت گلوکز  بیشتري نسبت به زمانی

که غلظت  کند و هر چه غلظت گلوکز اولیه بیشتر باشد، سرعت رشد قارچ کمتر است. هنگامی رشد می

باشد، تولید توده زیستی به بیشترین مقدار گرم بر لیتر  80و گرم بر لیتر  50 ،گرم بر لیتر 30گلوکز 

 که غلظت گلوکز یابد. هنگامی یش مرسد و پس از آن کاه می سوم، چهارم و نهم در روزترتیب   خود به

است، مقدار کافی از گلوکز در محیط کشت وجود دارد و بنابراین گرم بر لیتر  120و گرم بر لیتر  100

یابد که در اوایل کشت با سرعت زیاد و در اواخرکشت با  توده زیستی در تمام دوره کشت افزایش می

اي گلوکز کم با سرعت بیشتري در اوایل دوره ه گیرد. اگرچه این قارچ در غلظت سرعت کم صورت می

) در غلظت گلوکز اولیه گرم بر لیتر 5/22کند، با این حال بیشترین میزان توده زیستی ( کشت رشد می

  آید. بدست میگرم بر لیتر  120

Economou ) به تولید روغن تک یاخته از سورگوم شیرین با استفاده از تخمیر با 2010و همکاران (

بوده است  ایزابلینا مورتیرلامه جامد پرداختند. میکروارگانیسم مورد استفاده در این مطالعه، حالت نی

که قادر به تبدیل قند به لیپید ذخیره اي بوده است. میکروارگانیسم مد نظر به طور همزمان قند و 

س کامل نیتروژن موجود در سورگوم را مصرف نموده و بعد از تمام شدن منبع نیتروژن، رشد بیوم

بوده که برابر  %92رایی تشکیل روغن در رطوبت شده و تجمع روغن شروع گردیده است. بالاترین کا

گرم ماده خشک سوبسترا می باشد. این محققین اعلام نمودند که  100گرم روغن به ازاي  11با 

زایایی بوده و تخمیر در حالت نیمه جامد در مقایسه با روش مایع یا روش تخمیر کاملاً جامد داراي م

  روغنی با کیفیت بالاتر را تولید می نماید. 

Matsaks  به تولید روغن تک یاخته با استفاده از میکروارگانیسم  2015و همکاران در سال

و ساقه هاي سورگوم خشک شده پرداختند. در این مطالعه سورگوم با  تورولوئیدس رودوسپیریدوم

که میزان تولید روغن تک یاخته از  تبدیل به شربت مایع شد فیکاسیوناستفاده از آنزیم هاي ساکاری

گرم در لیتر بوده است. که این محققین اعلام نمودند که این میزان از تولید روغن تک  77/13آن ها 

  یاخته از یک ماده خام تجدیدپذیر استفاده شده، یکی از بالاترین میزان هاي گزارش شده بوده است. 
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Enshaeieh نیز به تولید روغن تک یاخته با استفاده از میکروارگانیسم  2015در سال  و همکاران

جدایه از مخمر مورد بررسی قرار  138پرداختند. در این مطالعه ابتدا از  موسیلاژینوزا رودوتورولا

تاي آن ها قادر به تولید لیپید بوده اند. بعد از استخراج لیپید، بهترین گونه انتخاب  35گرفتند که 

بود. میزان روغن در  رودتورولا موسیلاژینوزشناسایی شد که گونه  PCRید که با استفاده از روش گرد

درصد  8/41و  9/36این گونه در محیط هاي کشت شامل ساقه ذرت و ساقه گندم به ترتیب نیز برابر 

  بوده است.
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  فصل سوم
  

  

  

  ها مواد و روش
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 : مواد و روش هافصل سوم

  مواد شیمیایی و تجهیزات -3-1

پودر آب از: ند عبارت ، از شرکت مرك آلمان تهیه شدندکه مواد شیمیایی مورد استفاده در این تحقیق 

گلوکز تک آبه، لاکتوز تک آبه، عصاره مخمر، )، 20nm+%،99،MgOپنیر، نانو پودر اکسید منیزیم (

آبه،  7آبه، سولفات منیزیم  2آبه، کلرید کلسیم  3ژن فسفات پپتون، مالت آگار، دي پتاسیم هیدرو

، ساکاروز،  PDAهگزان، متانول، سود، سولفوریک اسید، محیط کشت - نرمال، ان 1/0اسید کلریدریک 

   K2SO4،MgSO4 ،KH2PO4 ،(NH4)2SO4 ، .NaH2PO4%، 90لاکتیک پپتون، اسید

تهیه شد و پس از خرد و الک ح شهر تهران در سطسویاي سبحان بدون چربی از فروشگاهی همچنین 

  کردن مورد استفاده قرار گرفت.

  تجهیزات مورد استفاده عبارتند از:

  ساخت شرکت آلمانMemmert ) آون مدل 1

  ساخت کشور ایرانPars Azma co(1597) ) انکوباتور مجهز به سامانه همزن ساخت شرکت 2

  یحان طب کشور ایرانلیتري) ساخت شرکت ر 75(RT-21 ) اتوکلاو مدل 3

  ساخت کشور آلمان Elmasonic E 30/H) دستگاه اولتراسوند 4

  ساخت کشور انگلستان Unicam 4600) دستگاه کروماتوگرافی گازي 5

  ساخت کشور ژاپنJewelry balnce FX300 GD ) ترازو 6

  یسئساخت کشور سو Metrohmمتر  pH) دستگاه 7

  ر انگلستانساخت کشو Black & Deckerکن  ) مخلوط8
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  ساخت کشور آلمانEppendorf 5810 ) سانتریفیوژ 9

  ) هاون آزمایشگاهی10

 هامیکروارگانیسم روش نگهداري -3-2

استفاده شد. پس از خریداري از مجموعه  CBS 754.68  Mortierella alpine در این تحقیق از قارچ

، روي محیط کشت مالت آگار 58دار بصورت میسلیوم در لوله آزمایش آگار شیب 57میکروبی کشور هلند

 شدروز کشت داده  7و مدت زمان  C˚22دار در درجه حرارت  و لوله آزمایش آگار شیب 59در بشقابک

. کشت مجدد ریزسازواره هر شش ماه یک بار گردیدنگهداري  C˚3و سپس در یخچال با درجه حرارت 

  .حفظ فعالیت آن انجام شدبراي 

  صلیهاي ا مایه تلقیح و کشت -3-3

براي تهیه  .(Zhu et al., 2003)شد  هاي اصلی استفاده  از سوسپانسیون میسلیومی براي تلقیح کشت

و  گرم بر لیتر) 30میلی لیتر محیط کشت شامل گلوکز تک آبه ( 100سوسپانسیون میسلیومی، 

و  C˚121در درجه حرارت میلی لیتري تهیه شده و  250یک ارلن ) در گرم بر لیتر 10عصاره مخمر (

 48به مدت  C˚30وسیله آنس سترون تلقیح و در درجه حرارت ه دقیقه سترون گردید. سپس ب 15

پس از  .(Singh and Ward, 1997) گذاري گردید گرمخانه 60دور بر دقیقه 150ساعت و 

میلی لیتري  500در یک بشر  ،اي بود که شامل تعدادي کلونی گویچه ،گذاري، محتویات ارلن گرمخانه

راحتی ه دقیقه مخلوط کرده تا ب 5کن، به مدت  تخلیه کرده و توسط تیغه سترون مخلوط سترون

عنوان   هاي اصلی به میلی لیتر) از حجم کشت 5% (5میلی لیتري قابل انتقال باشند.  10توسط پیپت 

 میلی لیتر محیط 100میلی لیتري که شامل  500هاي  . از ارلنمورد استفاده قرار گرفتمایه تلقیح 

گرم بر  5/0آبه ( 7هاي اصلی، املاح سولفات منیزیم  پس از تهیه کشتکشت اصلی بود، استفاده شد. 

                                                             
57- Centraalbureau voor Schimmelcultures 
58- Slant agar 
59- Petri dish 
60- Revolution per minute (rpm) 
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گرم بر لیتر) به  4آبه ( 3گرم بر لیتر) و دي پتاسیم هیدروژن سولفات  1/0آبه ( 2لیتر)، کلرید کلسیم 

ط اسید کلریدریک محیط کشت توس pHقبل از سترون کردن در اتوکلاو،  شد. ها افزوده  تمامی ارلن

  .(Zhu et al., 2002; 2003)  شد رسانده   7نرمال به  1/0

  تهیه محیط کشت توسعه تلقیح -3-4

گرم  K2SO4،0/2گرم بر لیتر  2/5، گرم بر لیتر عصاره مخمر 10 گرم بر لیتر گلوکز، 30محیطی شامل 

دار انتقال یافت و پس از  تهیه شد. محیط به ارلن بافل ،KH2PO4 گرم بر لیتر MgSO4، 2/5بر لیتر 

 4بمدت  rpm 4000و با دور همزن  C25°دار در دماي در انکوباتور شیکراستریل شدن در اتوکلاو، 

پس از دو روز توسط لوپ استریل از پلیت هاي حاوي مخمر نمونه در محیط تلقیح  روز قرار گرفت.

  داده شد.

  تهیه محیط کشت تولید محصول -3-5

گرم  2SO4  ،3(NH4) گرم بر لیتر 2عصاره مخمر، گرم بر لیتر  5گلوکز، بر لیترگرم  70محیطی شامل 

و پس از  منتقلتهیه شد. محیط به ارلن بافل دار  MgSO4گرم بر لیتر  1/5و  KH2PO4 بر لیتر

درصد حجم محیط کشت به محیط تولید محصول اضافه  3-10 به میزان استریل شدن در اتوکلاو،

روز قرار  4مدت ه ب rpm 4000و با دور همزن  C28°دار در دماي اتور شیکردر انکوبسپس  گردید،

  گرفت.

  استخراج توده زیستی -3-6

روز از انکوباتور شیکردار خارج و به لوله فالکون منتقل  4ارلن هاي حاوي توده زیستی پس از 

  . سانتریفوژ توده زیستی از آب حاوي محیط کشت جداسازي شد . سپس به وسیلهگردیدند
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  گیري وزن خشک سلولی اندازه -3-7

ساعت قرار داده و به مدت   را بر روي شیشه، توده هاي سلولی  61گیري وزن خشک سلولی جهت اندازه

  .(Sakuradani et al., 2004) گردید خشک  C˚105ساعت در آون با درجه حرارت  2

  استخراج لیپید -3-8

. بنابراین با استفاده از هاون الزامی استلیپیدها  براي استخراجکوچک شدن اندازه ذرات میسلیوم 

 3، یک لوله آزمایش اضافه کرده و در نهایتآزمایشگاهی توده میسلیومی خشک شده را آسیاب و به 

  .(Folsch et al., 1957) به آن افزوده شدهگزان -میلی لیتر حلال ان

ساعت قرار  3اولتراسوند به مدت هاي آزمایش در دستگاه  ، لولهبه منظور حداکثر بازده استخراج

   ندگرفت 

(Jang et al., 2005)  در مرحله بعد . نددور بر دقیقه) شد 4000دقیقه سانتریفیوژ ( 5سپس به مدت و

 ،و توسط گاز نیتروژن تخلیه شدهیک لوله آزمایش  بههگزان -شامل لیپید و حلال ان سوپرناتانت

  کند. اثر بوده و از اکسیداسیون لیپید جلوگیري می  بی . گاز نیتروژن یک گازگردید حلال آن تبخیر 

  سازي اسیدهاي چرب مشتق -3-9

چربی به اسیدهاي چرب و گلیسرول تجزیه شود. ابتدا باید گیري اسیدهاي چرب،  براي تعیین و اندازه

. با توجه به ستگاه گاز کروماتوگرافی تزریق گرددمتیله شده و به د  سازي، سپس توسط عمل مشتق

سازي اسیدهاي  ها را تهیه نمود. مشتق هاي متیل استر آن عدم فراریت اسیدهاي چرب بایستی مشتق

میلی لیتر محلول سود متانولی  5، بدین منظورشد.  ) انجام 1996و همکاران ( Metcalfچرب به روش 

) به لیترمیلی گرم بر میلی  2% به همراه یک میلی لیتر استاندارد داخلی پنتادوکونوئیک اسید (2

دقیقه در آب جوش قرار  10 ط به مدتپس از اختلاافزوده و  درب دار حاوي لیپیدهاي آزمایش  لوله

میلی لیتر محلول  175/2در مرحله بعد، . ندشد خنک  به وسیله آبهاي آزمایش  داده شد. سپس لوله

                                                             
61- Dry cell weight (DCW) 
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یقه در آب در حال دق 3افزوده و پس از مخلوط سازي به مدت هاي آزمایش  تري فلور بورات به لوله

میلی لیتر محلول  1هگزان و -میلی لیتر حلال ان 1ها،  . پس از خنک شدن لولهندجوش قرار داده شد

. پس از گذشت چند ثانیه، محلول ه شدت مخلوط شدندهاي آزمایش اضافه و ب نمک اشباع به لوله

یدهاي چرب متیله شده و دو فاز تفکیک شد. فاز بالایی که شامل اسبه هاي آزمایش  لولهموجود در 

به منظور تغلیظ  ل آن، توسط سمپلر در یک میکروتیوب تخلیه گردید و مقداري از حلابودحلال 

ها تا زمان تزریق به دستگاه کروماتوگرافی گازي در  گردید. میکروتیوبتوسط گاز نیتروژن تبخیر 

  .نگهداري شدند) C˚ 4یخچال (

  ربگیري اسیدهاي چ تعیین و اندازه - 3-10

   62اي یونیزاسیون شعلهمتصل به آشکارساز دستگاه کروماتوگرافی گازي یک از بدین منظور، 

(Unicam 4600, England)  و روشMetcalf ) شد. نوع اسید چرب  ) استفاده 2002و همکاران

آن با زمان بازداري استاندارد پنتادوکونوئیک اسید تعیین گردید.  63براساس مقایسه زمان بازداري

عنوان  شد. گاز نیتروژن به گیري  براساس روش استاندارد داخلی اندازه هر اسید چربمقدار نین همچ

 25/0متر، قطر خارجی  30به طول  64ستون مورد استفاده از نوع موئین شده وگاز حامل استفاده 

با  برابرحجم تزریق نمونه بوده است.  Fused Silicaمیکرومتر و جنس  22/0متر، قطر داخلی  میلی

  :ه استصورت زیر بوده بنیز برنامه دمایی اعمال شده  میکرولیتر بوده و 2/0

  دماي اولیه ستونC˚160  دقیقه، 6به مدت  

  افزایش دماي ستون با سرعتC˚20  در دقیقه تا رسیدن به دمايC˚180  دقیقه، 9به مدت  

  افزایش دماي ستون با سرعتC˚20  در دقیقه تا رسیدن به دمايC˚190 دقیقه، 25دت به م  

  دماي آشکارسازC˚300  و دماي محل تزریقC˚250. 

                                                             
62- Flame ionization detector (FID) 
63- Retention time 
64- Capillary BPX70 
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  رابطه زیر محاسبه گردید: به وسیله )میلی گرم بر گرم(اسیدهاي چرب  در نهایت، میزان

D
C
BA

E









 

Aمساحت پیک مجهول =  

Bغلظت استاندارد داخلی =  

Cمساحت پیک استاندارد داخلی =  

D) گرم= وزن نمونه(  

Eار اسید چرب= مقد  
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 نتایج و بحث: چهارمفصل 

  ذرات منیزیم بر میزان تولید توده زیستی و روغن نانو تأثیر بررسی -4-1

ره ذ گرم در لیتر نانو 2رم در لیتر و گ Mortierella alpine 7/0در این مرحله از تولید روغن از گونه 

ذره  گرم در لیتر نانو 2در شرایطی که به محیط کشت فرموله شده اضافه شد. نتایج نشان داد   منیزیم

ماده خشک % 9درصد محیط کشت و میزان روغن  21/1استفاده شد میزان وزن خشک توده زیستی 

 ه خشکدرصد تود 5/1ید شد و از نمونه شاهد بدون نانو ذره کمتر بود در نمونه شاهد لتوده زیستی تو

گرم در  2توده زیستی بدست آمد. میزان بازدارندگی رشد در شرایطی که  %21زیستی و میزان روغن 

گرم در لیتر کاهش یافت  7/0بدست آمد. از این رو سطح نانو ذره به  %20ره استفاده شده ذیتر نانو ل

در  درصد محیط کشت بدست آمد. 3/18درصد محیط کشت و میزان روغن  3/1میزان توده زیستی 

ذره اثر بازدارندگی در  و همچنان نانو کاهش یافت %13ان بازدارندگی رشد به سطح این شرایط میز

  تولید روغن داشت. 

 

 ذره منیزیم میزان وزن خشک توده زیستی در نمونه هاي با سطوح مختلف نانو -1-4شکل 
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 ذره منیزیم میزان روغن در نمونه هاي با سطوح مختلف نانو -2-4شکل 

عناصر معدنی از محیط کشت حذف شد در این شرایط میزان روغن و توده  ،اي بررسی بیشتربر

درصد محیط کشت رسید در عین حال تولید  4/1زیستی در نمونه شاهد کاهش یافته و به سطح 

ثیر نانو ذره در محیط کشت % توده زیستی رسید. براي بررسی تأ16وغن نیز کاهش یافته و به سطح ر

ثیر مثبتی در تولید توده زیستی ر لیتر نانو ذره استفاده شد که تأگرم د 7/0معدنی سطح  فاقد عناصر

ی باعث گرم در لیتر به صورت قابل توجه 7/0نسبت به نمونه شاهد داشت. نانو ذره منیزیم در سطح 

م ذره منیزی شد. با توجه به موارد بیان شده می توان گفت که افزودن نانو %8کاهش روغن به سطح 

 Choi et al. (2008)می تواند سبب کاهش وزن خشک سلولی و روغن تولید شده گردد. در تحقیقی 

نیسم ذره نقره می تواند به طور معنی داري سبب کاهش رشد میکروارگا بیان داشتند که افزودن نانو

، یون هاي ذره نقره لی گردد. این محققین بیان داشتند که افزودن نانوهاي مختلف از جمله اشرشیا ک

درصد کاهش می دهد. این  66و  100، 55لی را به میزان قره کلرید به ترتیب رشد اشرشیا کنقره و ن

ذرات معمولا مانع تشکیل غشاي یکپارچه شده و از این طریق مانع رشد  محققین بیان داشتند که نانو

ات مختلف رذ ی اثر نانوبه بررس Williams et al. (2006)ارگانیسم ها می گردند. در تحقیقی دیگر 

لی پرداختند این محققین نتیجه مشابه با تحقیق حاضر را وزن خشک سلولی باکتري اشریشیا ک روي

ذرات نقره و آهن و طلا به طور معنی داري سبب  گزارش نمودند به طوري که بیان داشتند افزودن نانو
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اي یکپارچه را عامل کاهش کاهش وزن خشک سلولی می گردد که این محققین نیز عدم تشکیل غش

  رشد و در نتیجه کاهش وزن خشک سلولی گزارش نمودند.  

 

 میزان وزن خشک توده زیستی در محیط کشت فاقد عناصر معدنی با و بدون نانو ذره -3-4شکل 

  

 

 میزان وزن روغن تولیدي در محیط کشت فاقد عناصر معدنی با و بدون نانو ذره -4-4شکل 

  ذره بر تولید روغن و توده زیستی در محیط کشت تعریف شده ور و نانون اثر بررسی - 4-2

ساعت  12ساعت روشنایی و  12تحقیق محیط کشت بهینه تولید روغن در مجاورت  از در این مرحله

ثیر رسی شد. نتایج نشان داد که نور تأخاموشی قرار گرفته و میزان توده زیستی و روغن در نمونه ها بر
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 53/1 اي که در مجاورت نور قرار داشت به طوري که نمونه وغن و توده زیستی داشتدر تولید رمنفی 

درصد توده  84/1در شرایط تاریکی  این میزان در حالیکه د محیط کشت توده زیستی تولید کرددرص

ثیر را أمیلی گرم بیشترین ت 05/0. حضور نور در نمونه هاي حاوي نانو ذره منیزیم در سطح بودزیستی 

درصد محیط کشت  02/1به طوري که میزان توده زیستی به سطح  اهش توده زیستی داشتدر ک

که چنین نتیجه می  ارندگی در تولید توده زیستی داشتاثر بازد %44رسید که نسبت به نمونه شاهد 

نمونه هاي حاوي نانو ذره که  در شود اثر بازدارندگی نانو ذره در حضور نور به شدت افزایش می یابد.

میزان  مشاهده شد ور منفی در تولید توده زیستی ر تاریکی تخمیر شده نیز نسبت به نمونه شاهد اثد

. کاهش توده سلولی احتمالا به دلیل کاهش جذب سوبسترا در مقابل رسید %20 به سطح بازدارندگی

نور می  که مشاهدات در دیگر قارچ ها این فرضیه را حمایت می کند. در واقع پاسخ به می باشدنور 

تواند مسیر رشد را به سمتی منحرف کند که آنزیم ها و متابولیت هایی که براي محافظت قارچ در 

). فعالیت یا مقدار Herrera-Estrella and Horwitz, 2007مقابل آسیب ضروري است تولید شود (

فعالیت  بسیاري از آنزیم هاي تجزیه کننده داخل سلولی وابسته به نور گزارش شده است. مثلا

 5/2در معرض نور آسپرژیلوس نیجر در مقایسه با میسلیوم ها در تاریکی  يها گلوگزآمیلاز میسلیوم

  ). Tisch and Schmoll, 2010برابر افزایش می یابد (
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  ثیر واکنش نوريتحت تأ يبررسی میزان توده زیستی تولید -5-4شکل 

روغن در وزن خشک توده  %28ریکی بود حاوي یر نور و تاثان روغن در هر دو نمونه که تحت تأمیز

گونه قارچی نداشته است.  ثیري در تولید روغن در اینکه نور تأزیستی شد. چنین تحلیل می شود 

 ،شاهد ي نسبت به نمونه ه در تاریکی و روشنایی قرار داشتنمونه هاي حاوي نانو ذره منیزیم ک

به  داشتحاوي نانو ذره که در مجاورت نور قرار  داشت. میزان روغن در نمونه را میزان روغنکاهش 

ر نمونه اي که . در عین حال میزان روغن دبودکه کمترین میزان روغن در نمونه ها  رسید %10سطح 

روغن بود که نتایج اثر بازدارندگی نانو ذره در  %17حاوي نانو ذره بود و در تاریکی تخمیر شد حاوي 

ر را نشان می دهد. در حالی که در برخی تحقیقات نشان داده شده تولید روغن به ویژه در مجاورت نو

)، اما در Tisch and Schmoll, 2010است که با استفاده از نور میزان تولید روغن افزایش می یابد (

مطالعه حاضر نور سبب افزایش تولید روغن نشده است، که این می تواند مربوط به آغاز تغییر مسیر 

  ).    Benny, 2004ر اسپورزایی در حضور نور باشد (متابولیکی به منظو
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  ثیر واکنش نوريبررسی میزان روغن تولیدي تحت تأ -6-4شکل 

  بررسی پروفایل اسید چرب  -4-3

ثیر منفی داشته به طوریکه نور باعث یزان اسید چرب آراشیدونیک اسید تأنتایج نشان داد که نور بر م

 C20:3و همچنین  DHAکاهش یابد. نور محرك تولید  %4اسید شده میزان اسید چرب آراشیدونیک 

شد. همانطور که مشاهده می شود میزان آراشیدونیک اسید در حضور نور به طور معنی داري کاهش 

یافته است. با توجه به اینکه تولید لیپید در مرحله سکون اتفاق می افتد می توان بیان داشت که نور 

ه رشد رویشی به رشد زایشی و در نتیجه کاهش فاز سکون و تولید لیپید سبب تغییر فاز رشد از مرحل

 ). Lounds et al., 2007می گردد (

 

  پروفایل اسیدهاي چرب -7-4شکل 
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  ذره بر تولید روغن و توده زیستی در محیط کشت آب پنیر نور و نانو اثر بررسی -4-4

گرم در لیتر  100نی و نیتروژنی در سطح ر به عنوان منبع کربر این مرحله از تحقیق پودر آب پنید

روغن  %15درصد محیط کشت بدست آمد و  95/0ستی یاستفاده شد. میزان وزن خشک توده ز

گرم در لیتر  05/0تولیدي در این محیط کشت تخمیر شده در تاریکی بود. نمونه حاوي نانو در سطح 

درصد  05/0درصد رسید که  99/0طح محرك تولید توده زیستی و روغن بود. میزان توده زیستی به س

افزایش % 5که  محیط کشت افزایش یافت %20مشاهد شد. میزان روغن به سطح  افزایش توده زیستی

ساعت خاموشی قرار گرفت که  12ساعت روشنایی و  12روغن مشاهده شد. این دو نمونه در مجاورت 

 4/1 زیستی بوده که میزان توده زیستی نمونه حاوي نانو ذره، نور محرك تولید تودهدر در این شرایط 

% 15ی در تولید روغن داشت و میزان تولید روغن به ثیر منفرصد افزایش نشان داد در حالیکه تأد

. عامل نور در محیط کشت شاهد که فاقد نانو ذره می باشد باعث شد که هم تولید توده کاهش یافت

  وده زیستی) کاهش یابد.درصد ت 8درصد محیط کشت) و هم روغن ( 71/0زیستی (

 

  م ذره منیزی ثیر واکنش نوري و نانوأبررسی میزان توده زیستی تولیدي تحت ت -8-4شکل 
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  م ذره منیزی ثیر واکنش نوري و نانوأتحت ت تولید روغنبررسی میزان  -9-4شکل   

  بررسی تغییرات میزان توده زیستی در محیط کشت نیتروژن آلی - 4-5

 9/0تخمیر می باشد که میزان توده زیستی به سطح  زیستی تا روز سوم زایش تودهمیزان افبیشترین 

محیط کشت  %1روند رشد متوقف شد و به سطح سوم به چهارم درصد محیط کشت رسید از روز 

ی مبه بعد روند کاهشی توده زیستی مشاهده شد. روند کاهش گلوکز چنین نشان  رسید از روز چهارم

میلی گرم در لیتر کاهش می یابد روند کاهش گلوکز با تجمع  5به سطح  پنجم دهد که گلوکز در روز

توده زیستی همزمان می باشد. علاوه بر منابع کربنی که در بالا اشاره شد، ضایعات مختلفی مانند 

سبوس برنج، سبوس گندم، ضایعات سیب زمینی، تفاله سیب، ملاس، آب پنیر، نشاسته سیب زمینی، 

عنوان سوبسترا براي تولید لیپید استفاده شده است. اگرچه  بطور موفقیت آمیزي به کاه و کلش برنج

  کند اي بسته به نوع سوبسترا تغییر می ترکیب لیپید بصورت گسترده

 (Ahmed et al., 2006; Stredansky et al., 2000; Jang et al., 2000) در تحقیقی دیگر .Dyal 

and Narine (2005)  پنیر به عنوان محیط کشت براي تولید روغن توسط قارچ  از پروتئین آب

مورتیرلا استفاده کردند نتایج بررسی این محققین نشان داد که این محیط می تواند بعنوان یک 

  محیط بالقوه براي کشت و تولید روغن توسط این قارچ مطرح باشد. 
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       نیتروژن آلی در محیط کشت تخمیر میزان مصرف قند احیا در طی زمان -10-4شکل 

  

 

  در محیط کشت نیتروژن آلی تولید توده زیستی در طی زمان تخمیرمیزان  -11-4شکل   

  بررسی تغییرات میزان روغن در محیط کشت نیتروژن آلی -4-6

وکز به عنوان منبع کربنی و پودر سویا به لگیف شده حاوي ایج نشان داد که در محیط کشت تعرنت

که میزان روغن در وزن  بود از روز سوم به چهارمن افزایش روغن ، بیشترین میزاعنوان منبع پروتئینی

روند افزایش روغن  افزایش یافت. از روز دوم تخمیر تا روز سوم % 38به  %23خشک توده زیستی از 

 Park et al. (1999) . در تحقیقیدر این مدت میزان قابل توجهی توده زیستی تولید شد و ودهکند ب
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روتئین ، پ66، فارمامدیا65مختلف نیتروژنی مانند عصاره مخمر، کنجاله سویا، شربت ذرت خیساندهمنابع 

شناسی میسلیومی مورد  ثیر آنها را بر تولید آراشیدونیک اسید و ریختماهی و پروتئین گلوتن و تأ

ه از عصاره ک ) هنگامی68هاي کروي (یا گویچه 67هاي نرم و صاف بررسی قرار دادند. آنها دریافتند گویچه

(یا  69هاي کرکی آیند و گویچه مخمر، پروتئین گلوتن یا شربت ذرت خیسانده استفاده شود، بدست می

که از کنجاله سویا، فارمامدیا یا پروتئین ماهی  شناسی شعاعی) هنگامی هاي پر مانند، ریخت گویچه

تولید آراشیدونیک اسید و  ثر نتایج بدست آمده از ارتباط بینکآیند. در ا شود، بدست می استفاده می

اي کرکی براي تولید آراشیدونیک  شناسی گویچه شناسی، پیشنهاد شده است که ریخت نوع ریخت

تر است. همچنین در تحقیقی دیگر  اي نرم و صاف، مناسب شناسی گویچه اسید نسبت به ریخت

Parker et al. (2000) زش در تولید روغن توسط ار گزارش نمودند که پودر سویا یک منبع نیتروژنی با

قارچ ها می باشد. این نتیجه می تواند به این دلیل باشد که پروتئین سویا یک منبع نیتروژنی بوده و 

  به آهستگی توسط میکروارگانیسم مصرف می شود و در نتیجه سبب افزایش تولید روغن می گردد.

  

  

  نیتروژن آلی در محیط کشت وغن در طی زمان تخمیررتولید میزان  -12-4شکل 

                                                             
65- Corn steep liquor (CSL) 
66- Pharmamedia 
67- Smooth pellets 
68- Circullar pellets 
69- Fluffy pellets 
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ذره  محیط کشت نیتروژن آلی حاوي نانو بررسی تغییرات میزان توده زیستی در -4-7

  منیزیم

گرم در لیتر بر میزان تولید توده زیستی  05/0ذره منیزیم در سطح  تحقیق تأثیر نانو از در این مرحله

شد و ده زیستی روند افزایش تو کاهش سرعتذره باعث  خمیر بررسی شد. نانودر حین فرایند ت

% 1اتفاق افتاد به طوري که به سطح افزایش توده زیستی در اواخر فرایند تخمیر  ،برخلاف نمونه شاهد

. به میزان قابل توجهی افزایش یافتسوم به چهارم روز  و افزایش توده زیستی ازمحیط کشت رسید 

  بسیار کند بود.دوم به سوم روند این افزایش از روز 

 

  ذره منیزیم محیط کشت نیتروژن آلی حاوي نانو در تخمیر زان مصرف قند احیا در طی زمانمی -13-4شکل 
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 ذره منیزیم محیط کشت نیتروژن آلی حاوي نانو در میزان تولید توده زیستی در طی زمان تخمیر -14-4شکل 

  بررسی تغییرات میزان روغن در محیط کشت نیتروژن آلی حاوي نانو ذره منیزیم -4-8

بالا  ی از روز اول تخمیر تا روز سوماین محیط کشت به طور قابل توجه روغن در میزان د افزایشرون

ک توده زیستی رسید. از روز وزن خش %36بوده به طوري که میزان روغن در توده زیستی به سطح 

توده د توده زیستی رسید در این شرایط تولی %40بسیار کند بوده و به سطح  این روند سوم به چهارم

  ی افزایش یافت.زیستی به صورت قابل توجه

 

  در محیط کشت نیتروژن آلی حاوي نانو ذره منیزیم تولید روغن در طی زمان تخمیرمیزان  -15-4شکل 

  ذرهحیط کشت نیتروژن معدنی بدون نانو بررسی تغییرات توده زیستی در م - 4-9
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روند رشد رسید، سپس رصد محیط کشت د 75/1 تخمیر به حداکثر مقدار خود یعنی رشد در روز دوم

 دوم به سومروند کاهشی توده زیستی مشاهده شد. از روز متوقف شده و از روز سوم به چهارم 

 Jangتغییرات توده زیستی مشاهده نشد که نشان دهنده رسیدن به فاز سکون ریزسازواره می باشد. 

et al., (2005)  یط کشت روي تولید آراشیدونیک اسید ثیر محیط کشت و شرابررسی تأدر تحقیقی به

ع نیتروژنی معدنی در تولید محققین بیان داشتند که بهترین منببه وسیله قارچ مورتیرلا پرداختند این 

تولید روغن  در تحقیقی به بررسی Jin et al., (2009)روغن توسط این قارچ پتاسیم نیترات می باشد. 

روژن هاي معدنی بعنوان منبع ازت استفاده تن محققین از نیلپینا پرداختند. ایتوسط قارچ مورتیرلا آ

عکس با میزان توده  هرابط ءاحیا کردند. نتایج بررسی این محققین نشان داد که میزان مصرف قند

زیستی دارد به طوري که با افزایش مصرف قندهاي احیا مثل گلوکز میزان توده زیستی افزایش می 

ي احیا توده زیستی تغییري نمی کند که نشان دهنده ورود به فاز سکون یابد. اما با ادامه مصرف قندها

ء زمانی که غلظت مصرف قند هاي احیاو تولید روغن می باشد. همچنین نتایج این محققین نشان داد 

پس از طی چند روز به میزان خاصی کاهش می یابد غلظت توده سلولی نیز کاهش می یابد که نشان 

  به فاز مرگ می باشد.دهنده ورود سلول ها 

 

  در محیط کشت نیتروژن معدنی بدون نانو ذره تخمیر میزان مصرف قند احیا در طی زمان -16-4شکل 
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 در محیط کشت نیتروژن معدنی بدون نانو ذره میزان تولید توده زیستی در طی زمان تخمیر -17-4شکل 

  ی بدون نانو ذرهروغن در محیط کشت نیتروژن معدن میزان بررسی تغییرات -4-10

و زمان توقف رشد می باشد در این  غن در شرایطی است که از روز دوم به سومبیشترین افزایش رو

روز سوم مشاهده شد  روغن درمیزان و حداکثر  د روغن به حداکثر میزان خود رسیدشرایط میزان تولی

روند کاهشی روغن  سوم تا روز چهارمروغن در توده خشک قارچ رسید از روز  % 29که به سطح 

مشاهده شد که نشان دهنده مصرف روغن توسط گونه قارچی می باشد. با درنظر گرفتن کاهش توده 

زیستی و روغن از روز سوم به چهارم نشان دهنده این واقعیت است که گونه قارچی در فاز مرگ قرار 

در تحقیقات خود به نتایج نیز   Jin et al., (2009)داشته و مواد مغذي محیط کشت تخلیه شده است. 

مشابه دست یافتند این محققین نیز بیان داشتند که با ورود قارچ به فاز سکون (روز دوم به سوم در 

این تحقیق) میزان تولید روغن حداکثر خواهد شد که این امري طبیعی است چرا که روغن بعنوان 

  در فاز سکون تولید خواهد شد.  یک متابولیت ثانویه مطرح بوده و در نتیجه بیشترین مقدار آن
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  در محیط کشت نیتروژن معدنی بدون نانو ذره تولید روغن در طی زمان تخمیرمیزان  -18-4شکل 

  بررسی تغییرات توده زیستی در محیط کشت نیتروژن معدنی حاوي نانو ذره -4-11

ی باشد که قارچ در حداکثر رشد از روز دوم به سوم رشد مشاهده شد که نشان دهنده این واقعیت م

ی می یابد که یزان توده زیستی کاهش قابل توجهمرحله فاز رشد می باشد از روز سوم به چهارم م

رشد و  ذره نشان داد که سرعتنشان دهنده تجزیه بافت و فاز مرگ ریزسازواره می باشد. حضور نانو 

به طوري  ی یافتتوجه به نمونه شاهد افزایش قابلبت سدر عین حال سرعت تخریب توده زیستی ن

و همچنین  رسید درصد محیط کشت 2/2که در روز سوم بیشترین میزان توده زیستی به میزان 

به طوري که میزان توده زیستی به  تی به شدت در مرحله مرگ تقویت شدت تخریب توده زیسعسر

  .درصد محیط کشت کاهش یافت 6/1
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  در محیط کشت نیتروژن معدنی حاوي نانو ذره میرتخ میزان مصرف قند احیا در طی زمان -19-4شکل 

  

 

 در محیط کشت نیتروژن معدنی حاوي نانو ذره میزان تولید توده زیستی در طی زمان تخمیر -20-4شکل 

  بررسی تغییرات روغن در محیط کشت نیتروژن معدنی حاوي نانو ذره -4-12

به طوري که در روز دوم  نو ذره تقویت شدبه نمونه فاقد نانتایج نشان داد که روند تجمع روغن نسبت 

وزن خشک توده زیستی مشاهده شد و از روز دوم به بعد  %22داکثر تجمع روغن به میزان رشد ح

روند تجزیه روغن تجمعی مشاهده گردید که نشان دهنده این واقعیت بود که در عین حال اینکه نانو 

  ه سرعت تخریب روغن نیز تقویت شده است.ذره سرعت تجمع روغن در این گونه قارچی تقویت کرد
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  در محیط کشت نیتروژن معدنی حاوي نانو ذره تولید روغن در طی زمان تخمیرمیزان  -21-4شکل 

  بررسی تغییرات توده زیستی در محیط کشت آب پنیر فرموله شده -4-13

وند افزایشی داشته و روند تغییرات توده زیستی نشان می دهد که میزان توده زیستی تا روز چهارم ر

کمترین  ،بیشترین میزان افزایش از روز اول به دوم و در مرحله بعد از روز دوم به سوم می باشد

مغذي محیط کشت می باشد. در  کاهش از روز سوم به چهارم می باشد که نشان دهنده کاهش مواد

ی می باشد که ریزسازواره میزان توده زیستی کاهش یافته که نشان دهنده این واقعیت علم روز هفتم

  وارد فاز مرگ شده است.

 

 در محیط کشت آب پنیر فرموله شده میزان تولید توده زیستی در طی زمان تخمیر -22-4شکل 
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  بررسی تغییرات روغن در محیط کشت آب پنیر فرموله شده  -4-14

یزان روغن تا روز و این م % توده زیستی رسید15زان روغن تا روز دوم افزایش یافت و به سطح می

در واقع با در نظر گرفتن افزایش توده زیستی چنین تحلیل می شود که روغن همواره  چهارم ثابت بود

در حال تولید و تجمع در داخل سلول بوده با در نظر گرفتن افزایش توده زیستی میزان روغن در واحد 

هفتم میزان ز روز چهارم به روز وزنی توده خشک مورتیرلا در حین تخمیر ثابت باقی مانده است. ا

 که نشان دهنده مصرف روغن توسط این گونه قارچی می باشد. ی یافتروغن کاهش قابل توجه

 

  در محیط کشت آب پنیر فرموله شده تولید روغن در طی زمان تخمیرمیزان  -23-4شکل 

و ذره فرموله شده حاوي نان بررسی تغییرات توده زیستی در محیط کشت آب پنیر -4-15

  ممنیزی

به  نداردبا نمونه فاقد نانو ذره در مرحله اولیه رشد تفاوت چندانی روند رشد توده زیستی نشان داد که 

روند کاهش توده زیستی کند بود و در  ه بعد کاهش توده زیستی مشاهده شد،طوري که از روز سوم ب

یه رشد ه زیستی در روزهاي اولروز هفتم به کمترین سطح توده زیستی کاهش یافت. روند افزایش تود

 و از روز دوم به سوم این روند افزایشی کند شد.  تا روز دوم قابل توجه بود
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 مفرموله شده حاوي نانو ذره منیزی در محیط کشت آب پنیر میزان تولید توده زیستی در طی زمان تخمیر -24-4شکل 

  مده حاوي نانو ذره منیزیفرموله ش بررسی تغییرات روغن در محیط کشت آب پنیر -4-16

به طوري که در روز دوم رشد  یط کشت ساده بسیار قابل توجه بودروند افزایش تولید روغن مانند مح

بالاتر بود. نکته قابل توجه روند  %5سبت به نمونه بدون نانوذره که نن سطح روغن رسید به بالاتری

دوم روند بعد از روز  و مونه بالا بودکاهش روغن در این نکاهش روغن می باشد به طوري که روند 

توده زیستی رسید. کاهش کم توده زیستی  %8مصرف روغن شدت پیدا کرد و در روز هفتم به سطح 

در فاز مرگ می تواند ناشی از مصرف روغن ذخیره اي باشد که تامین کننده انرژي ریزسازواره می 

 باشد.

 

  مفرموله شده حاوي نانو ذره منیزی در محیط کشت آب پنیرر تولید روغن در طی زمان تخمیمیزان  -25-4شکل 
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له شده با و بدون بررسی پروفایل اسید چرب روغن در محیط کشت آب پنیر فرمو -4-17

  منانو ذره منیزی

لینولنیک بوده و میزان این اسید چرب اسید ذره محرك تولید  نشان می دهد که نانو 26-4شکل 

ی باشد در حالیکه نانو ذره اثر کاهشی در تولید آراشیدونیک اسید حاصل نسبت به نمونه شاهد بالاتر م

ذره  داشت. افزایش تجمع اولئیک در روغن حاوي نانو مورتیرلا آلپیناغن در گونه قارچی از تجمع رو

اسیدهاي چرب غیراشباع ساز در این تیمار می باشد که با تجمع روغن  نشان دهنده کاهش فعالیت

 ارد. ارتباط مستقیم د

 

  مله شده با و بدون نانو ذره منیزیپروفایل اسیدهاي چرب روغن در محیط کشت آب پنیر فرمو -26-4شکل 

  نتیجه گیري -4-18

 Mortierellaبا توجه به نتایج بدست آمده از تحقیق فوق چنین برداشت می شود که می توان از قارچ 

alpine ساعت  12نتایج نشان داد که  استفاده نمود. غیراشباع به عنوان منبع خوب تولید روغن هاي

ثیر منفی در تولید روغن و توده ي زیستی در محیط فرموله شده ساعت خاموشی تأ 12روشنایی و 

. نتایج نشان داد که یافت نور به طور قابل توجهی افزایش داشت و بازدارندگی نانو ذره در حضور

درصد در محیط کشت تأثیر منفی در رشد و تولید  05/0ر بالاي استفاده از نانو ذره منیزیم در مقادی

گرم در لیتر در  05/0این گونه داشت، در حالیکه که استفاده از نانو ذره منیزیم در سطح  درروغن 
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محیط کشت فرموله شده در محیط گلوکز و پودر آب پنیر محرك تولید توده زیستی و روغن می 

را  مورتیرلا آلپینازمان تولید روغن از گونه قارچی  ،و ذرهباشد. نتایج نشان داد که سطوح پایین نان

هزینه  ،کاهش می دهد. زمان از عوامل مهم در تولید محصول در فرایند تخمیر می باشد کاهش زمان

تخمیر را کاهش می دهد با توجه به کاهش زمان با استفاده از نانو ذره در محیط هاي فرموله شده 

نانو ذرات در محیط  از که اهمیت استفاده کاهش می یابدتولید صنعتی  هزینه هاي تخمیر در فرایند

نشان می دهد. سوبستراي آب پنیر به عنوان منبع کربنی در تولید روغن به عنوان یک منبع را کشت 

کربنی ارزان قیمت مورد توجه بود نتایج نشان داد که میزان تولید روغن در شرایط تخمیر اعمال شده 

 استفاده از نانو .ی توده زیستی از این منبع کربنی تولید شدحالیکه میزان قابل توجهبود در  پایین

گرم  05/0بود به طوري که سطح  تحقیقمحرك تولید روغن در این  ،ذرات منیزیم در محیط کشت

وز سوم میزان روغن به در لیتر نانو ذره باعث تحریک تولید روغن در این محیط کشت شد و در ر

ی ه روغن تجمعی به صورت قابل توجهده زیستی افزایش یافت. ادامه تخمیر نشان داد کتو %22سطح 

توسط این گونه میکروبی مصرف شد. مقایسه پروفایل اسید چرب نمونه آب پنیر حاوي نانو ذره و 

ثیر منفی در تولید آراشیدونیک اسید داشت. نتایج نانو ذره نشان داد که نانو ذره تأنمونه فاقد 

در تجمع تأثیر مثبت داشته باشد ت دانشمندان نشان داده که  هر شرایطی که در تولید روغن تحقیقا

ی از انرژي صرف تجمع روغن شده از چرا که میزان قابل توجه دارد تأثیر منفیآراشیدونیک اسید 

اع مانند آراشیدونیک اسید اینرو انرژي اندکی صرف فعال سازي مسیر تولید اسیدهاي چرب غیراشب

  .)samadlouie et al., 2014( ی شودم
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  پیشنهادات  -4-19

  با توجه به نتایج به دست آمده در این تحقیق پیشنهادهاي زیر ارائه می شود:

 در سطوح متفاوت در تولید روغن و آراشیدونیک اسید از این گونه قارچی  اثر دیگر نانو ذرات

 بررسی شود.

 فاده از ضایعات کشاورزي و کارخانجات لبنی در از محیط هاي کشت ارزان دیگر بویژه است

 توید محصول از این گونه قارچ تجاري استفاده شود.

  عوامل ژنتیکی موثر در کاهش زمان تخمیر در اثر استفاده نانو ذره منیزیم در محیط کشت

 آب پنیر بررسی شود.

 نجام شودثیر نانو ذرات بر محتوي اسیدهاي چرب غیر اشباع اتحقیقات وسیعتري در تأ.  
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   Abstract 

Regarding to the harmful effect of saturated fatty acids on human health, a great 

demand for a cheap and reliable source of polyunsaturated fatty acid seems to attract 

more attention of the producer. Appropriate source of the arachidonic acid is mortierella 

alpine. In this research, the effect of the various substrates including whey, glucose as 

carbon resources and nano magnesium particle on lipid and biomass production by 

mortierella alpine was investigated. Magnesium nano-particles caused the mortierella 

growth to induce while subsequently raised deterioration of the biomass compared to 

the free Magnesium nano-particles substrate. It indicated that the biomass decreased by 

30%. Like biomass production and deterioration after that in nano particle media, this 

component induced lipid production subsequently after reaching the maximum content 

of lipid in biomass it decrease dramatically after reaching to the tipping point. Lipid in 

biomass at the media content whey substrate was accumulated 15% lipid in dry biomass 

after 2 fermentation days, The lipid content reached to the stationery phase, regarding to 

the biomass production with constant amount of lipid content it could be said the 

organism produced lipid in more biomass content in this circumstances the lipid content 

seemed to reached to constant content while it produced more than past. Magnesium 

nano-particles in whey media induced lipid production, in this condition lipid reached to 

maximum content in the shorter time than whey media without nanoparticles. It reached 

to the 20% of biomass after 2 days. The deterioration step of lipid induced after that 

which it reached to the maximum content that was 8% of biomass. it seemed this 

reduction provide energy for hindering of the biomass reduction. Nanoparticle in this 

media caused more linoleic acid production while had deterred effect on arachidonic 

acid production. Accumulation of oleic in lipid indicated that nanoparticle repressed the 

unsaturated fatty acid enzyme involved in arachidonic acid production that caused to get 

the results.  

Keywords: Mycelium fungus, Single cell fat, Glucose, Yeast extract, Whey.    
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