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 Rhodotoru� دبررسی تولید روغن تک یاخته در مراحل مختلف رشد
la Mvsylvzhynvza سویه UIMC35  توسط فلوسایتومتری 

حسين قنواتي*1 ، ايرج نحوي2

چکیده
Rhodotoru�  در تحقي�ـق حاض�ـر مخم�ـر بوم�ـي مول�ـد چرب�ـي ب�ـه ن�ـام 
la mucilaginosa   ســويه UIMC35 جهــت توليــد روغــن تــک ياخته 
جداســازي و شناســايي گرديــد. تکنيــک فلوســايتومتري جهت بررســي 
ــلولي  ــدازه س ــال FL2(، ان ــلولي )در کان ــنت س ــدت فلورس ــزان ش مي
)بــا پارامتــر FSC( و تراکــم درون ســلولي )بــا پارامتــر SSC( بــه کار 
گرفتــه شــد. رابطــه بيــن شــدت فلورســنت و محتــواي ليپيــدي، جهــت 
ــد.  ــه گردي ــدي ارائ ــواي ليپي ــزان محت ــان مي ــريع و آس ــبه س محاس
تغييــرات فاکتورهــاي مختلــف همچــون ميــزان توليــد ليپيــد و تــوده 
ــد و  ــد ليپي ــي تولي ــدي، کاراي ــواي ليپي ــوده، محت ــت ت ــتی زیس زیس
 pH تــوده زیســتی، ميــزان قنــد، ميــزان ازت، نســبت کربــن بــه ازت و
در مراحــل مختلــف رشــد مخمــر در کشــت بســته مــورد بررســي قــرار 
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ــد، محتــواي ليپيــدي و کارايــي  ــد ليپي گرفــت. بيشــترين ميــزان تولي
توليــد ليپيــد بــه ترتيــب 6/57 گــرم در ليتــر، 67/04 درصــد و 21/13 
درصــد بدســت آمــد. کاهــش نســبت C/N در مراحــل انتهايــي کشــت از 
عوامــل تاثيــر گــذار در کاهــش ميــزان توليــد ليپيــد بــه شــمار مــي رود.

ــدی: ردوتــرولا موســیلوژینوزا، روغــن تــک یاختــه،     ــای کلی واژه ه
شــدت فلورســنت، فلوســایتومری، محتــوای لیپیــدی

مقدمه
بيودــيزل يکــي از ســوخت هــاي زيســتي اســت 
کــه بــه دلــيل تجدــيد پذــيري، تجزــيه پذــيري 
و آلايندگــي کمتــر محــيط زيســت در ســالهاي 
اخــير مــورد توجــه بسيــاري قــرار گرفته اســت. 
منابعــي کــه هــم اکنــون جهــت تولــيد بيودــيزل 
اســتفاده مــي شــوند شــامل دانــه هــاي گياهــان 
روغنــي، چربــي هــاي حيوانــي و پســماند روغن 
هــاي خوراکــي اســت که جوابگــوي نــياز جوامع 
 .Andrade et al. (2012( بشــري نمــي باشــند
هزينــه تولــيد بيودــيزل ،کــه بيشــتر آن مربــوط 
بــه مــواد خــام اولــيه مــي باشــد، يکــي از چالــش 
هــاي اســت کــه تولــيد اــين محصــول را محــدود 
کــرده اســت. يافتــن راه حلــي بــه منظــور کاهش 
قيمــت اــين محصــول توســط محققــين بسيــاري 

.Dai et al. (2007( در حــال بررســي اســت
روغــن هــاي ميکروبــي قابلــيت تبدــيل شــدن بــه 
بيودــيزل را دارنــد و بــه دلــيل وجــود مزاياــيي 
همچــون چرخــه زمانــي کوتــاه تولــيد و عــدم 
تاثــير پذــيري از فصــول و شــرايط آب و هوايي 

و نــيز آســان بــودن تولــيد صنعتــي آن مــورد 
 Lopes da silva et توجــه قــرار گرفتــه اســت

.al. (2011)

از مــيان ميکروارگانيســم هــا، مخمرهــا بــه 
دلــيل وجــود مزاياــيي از جملــه ســرعت رشــد 
و محتــواي ليپــيدي بــالا، کاندــيداي مناســبي 
 He et al. جهــت تولــيد صنعتــي بيودــيزل اســت
(2010). بــه ميکروارگانيســم هاــيي کــه قــدرت 

تجمــع ليپــيد را بــيش از 20 درصــد وزن خشــک 
ســلولي خــود داشــته باشــند، مولــد چربــي 
اطاــق مــي گــردد )Li et al. (2007. تعــدادي از 
گونــه هــاي مخمــري مولــد چربــي کــه تــا کنــون 
  Cryptococcus:شناســايي شــده انــد شــامل
albidus، Lipomyces lipofera، Rhodospo�
 ridium toruloides، Rhodotorula glutinis،
 Yarrowia lipo�وTrichosporon pullulan  

lytica مــي باشــند )Li et al. (2008. شناســايي 
ســويه هــاي ميکروبــي بــا قابلــيت تولــيد روغــن 
تــک ياختــه بــالا، مــي توانــد بــه توجــيه پذــير 
شــدن بيشــتر تولــيد اــين محصــول کمــک کنــد 
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 .)Lopes da silva et al. 2012(
بــه کار گــيري روش هاــيي کــه بتــوان بــه 
صــورت ســريع و آســان شــرايط تولــيد و رشــد 
ميکروارگانيســم هــا را در محــيط هــاي کشــت 
بررســي کنــد، جهــت کنتــرل تولــيد محصــولات 
بيوتکنولوژــيک ضــروري اســت. يکــي از اــين 
روش هــا فلوســايتومتري مــي باشــد کــه قابلــيت 
خصوصــيات  مــورد  در  اطلاعــات  گــزارش 
فلورســانتي، انــدازه و تراکــم ســلولي را دارد 
تــا گذشــته   .Lopes da silva et al. (2012(
اي نزدــيک کنتــرل فراينــد تولــيد ســوخت هــاي 
زيســتي بــا روش هــاي ســنتي همچــون انــدازه 
گــيري وزن خشــک ســلولي و روش اســتخراج با 
حاــل انجــام مــي گرفتــه اســت کــه اســتفاده از 
اــين روشــها پــر هزينــه بــوده و نــياز بــه مقــدار 
 Lopes( زــيادي زیســت توده ســلولي مــي باشــد
روشــهاي  همچنــين   .da silva et al. (2012

ســنتي اطلاعاتــي را در مــورد خصوصــيات 
فيزيولوژــيک ســلول هــا را ارائــه نمــي دهــد 
روش  کارگــيري  بــه   .Dai et al. (2007(
فلوســايتومتري و نــيز رنــگ فلورســنت ناــيل رد 
جهــت رنــگ آمــيزي چربــي درون ســلول هــا 
بــه منظــور انــدازه گــيري محتــواي ســلولي ،کــه 
بــا دقــت بسيــار بــالا قابــل انــدازه گــيري اســت، 
کنتــرل فراينــد تولــيد را بسيــار آســان خواهــد 

.)Lopes da silva et al. 2011) کــرد
در اــين پژوهــش مخمــر بومــي مولــد چربــي 
ســويه    Rhodotrula muciloginosa 
UIMC35، بــه منظــور تولــيد مقادــير بالاــيي از 

روغــن تــک ياخته، جداســازي و شناســايي شــد. 
اــين تحقــيق اولــين گزارشــي اســت کــه تولــيد 
ليپــيد توســط اــين گونــه مخمــري را معرفــي مي 
کنــد. محتــواي ليپــيدي، انــدازه و تراکــم ســلول 
هــاي مخمــر در مراحــل مختلــف رشــد توســط 
دســتگاه فلوســايتومتري مــورد ارزيابــي قــرار 
گرفــت. مقايســه و تبدــيل معــادلات روشــهاي 
ســنتي و روش فلوســايتومتري بــه منظــور 
دســتيابي ســريع بــه نتايج مــورد نــياز در کنترل 
فراينــد تولــيد ارائــه گردــيد. بــه دلیــل اینکــه 
روش هــای ســنتی بســیار وقــت گیــر و نیــاز 
بــه زمــان زیــاد بــرای دســتیابی بــه اطلاعــات 
صحیــح صحــت انجــام فراینــد دارنــد، از روش 
فلوســایتومتری جهــت بررســی ســریع شــرایط 

تخمیــر اســتفاده شــد.

مواد و روش ها
جداسازي و شناسايي سويه مخمري

ردوتــرولا  مخــر  ســويه  جداســازي 
موسيــلاژينوزا از خــاک هــاي اطــراف شــهر 
اصفهــان و بر اســاس روش ارائه شــده توســط 
Pan et al., (2009) انجــام گرفــت. شناســايي 

مورفولوژــيک و بيوشيــميايي بــر اســاس روش 
 Kurtzman and Fell توســط  ارائــه شــده 
 18S (2000) انجــام پذيرفــت. توالــي ژنــي

rRNA جهــت شناســايي مولکولــي اســتفاده 

 DNA اســتخراج .White et al. (1990) گرديد
جهــت انجــام عملــيات PCR، بــا تکنــيک تخرــيب 
 Yamada( بــا دانــه هــاي شيشــه اي انجــام شــد
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ITS1(5’TC� پرايمرهاي عمومي .)et al. 20022

 CGTAGGTGAACCTGCGG3’) وITS4

 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’)

جهــت تکثــير ناحــيه rDNA اســتفاده شــدند. 
از دســتگاه توالــي ــياب اتوماتــيک و بــه شــکل 
قرائــت توالــي از دو جهــت )دو بــار خوانــش( بــه 
منظــور تعــيين توالــي محصــول PCR اســتفاده 
شــد. جهــت شناســايي ســويه مــورد بررســي، 
همولــوژي توالــي بدســت آمــده بــا توالــي هــاي 
 NCBI (http://www.ســايت در  موجــود 

انجــام  بــا  (ncbi.nlm.nih.gov/BLAST و 

عملــيات BLAST مــورد بررســي قــرار گرفــت.

شرايط کشت
جهــت بررســي تولــيد روغــن تــک ياختــه 
توســط ســويه مخمــري از ــيک فراينــد 3 مرحله 
اي اســتفاده گردــيد کــه شــامل مراحــل” فعــال 
ســازي اوليه”،”پــيش تولــيد” و”تولــيد” بــود. در 
مرحلــه فعــال ســازي ســويه مخمــري در محيط   
 Yeast Peptone Dextrose (YPD)آگار در 

پتــري دــيش کشــت داده و بــه مــدت زمــان 48 
ســاعت در دمــاي C° 28 قــرار گرفــت. بعــد از 
اــين مرحلــه ــيک لــوپ از مخمــر خالــص فعــال 
شــده بــه محــيط “پــيش تولــيد” تلقــيح گردــيد. 
(NH4)� ،)20( گلوکــز :)g/L )اـي�ن محـي�ط ش�ـامل)
 2SO4 (3)، KH2PO4 (1)، MgSO4.7H2O

)0/5(، عصــاره مخمــر )1( و پپتــون )1( در 5/5 
pH بــود. نمونــه هــا در دمــاي C° 110 در 

 28 °C 10 دقيقــه اتــوکلاو شــده و در دمــاي

و دور rpm 180 در مــدت زمــان 48 ســاعت 
سوسپانسيــوني  شــدند.  گــذاري  گرمخانــه 
معــادل 5 درصــد محــيط تولــيد، از محــيط 
پــيش تولــيد در شــرايط آســپتيک ســانتريفيوژ 
شــد و پلــت ميکروبــي بدســت آمــده بــه محــيط 
کشــت” تولــيد” کــه حــاوي)g/L(: گلوکــز ،(40) 
 (NH4)2SO4 (2)، KH2PO4 (4)، K2HPO4

 MgSO4.7H2O (5/0) ،(1)و عصــاره مخمــر 

 110 °C بــود و در دمــاي pH 5/5 0/5( در(
بــه مــدت 10 دقيقــه اتــوکلاو شــده بــود، تلقــيح 
 180 rpm 28 و دور °C گردــيد و در دمــاي
در مــدت زمــان 4 روز گرمخانــه گــذاري شــد. 
بــراي تمامــي مراحــل قــيد شــده از نمونه شــاهد 
بــدون تلقــيح ميکروارگانيســم در کنــار نمونه ها 
اســتفاده شــد. در محــيط کشــت توليد نســبت به 
محــيط کشــت پــيش تولــيد، مقادير کربــن و ازت 
بــه ترتــيب افزاــيش و کاهــش يافتــه اســت و اين 
امــر بــه دلــيل ايجــاد شــرايط C/N بالاتــر در 
محــيط کشــت تولــيد مــي باشــد چــون در اــين 
شــرايط اســت کــه ذخــيره ترکيبــات ليپــيد درون 
.Zhao et al. (2008) ســلولي اتفــاق مــي افتــد

ــا  ــي ب ــا و بررس ــلول ه ــازي س ــاده س آم
فلوســايتومتري دســتگاه 

بــراي رنــگ آمــيزي ســلول هــا بــا ناــيل رد مقــدار 
 rpm 1 ميلــي ليتــر از سوسپانســون ســلولي در
5000 و بــه مــدت 5 دقيقــه ســانتريفيوژ شــد و دو 
بــار بــا 1 ميلــي ليتــر محلــول بافــر فســفات نمکي 
شستشــو داده شــد و مجــدداً يک ميلي ليتــر از اين 
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بافــر بــه آن اضافــه شــد و بعــد از همگــن ســازي، 
رقــيق ســازي بــا بافــر بــراي بدســت آوردن 106 
ســلول در ميلــي ليتــر انجــام گرفــت. براي بدســت 
آوردن بيشــترين شــدت فلورســنت، مقــدار اضافه 
شــده از محلــول ناــيل رد جهــت رنــگ آمــيزي و 
زمــان انکوباسيــون بعــد از رنــگ آمــيزي بهينــه 
شــد. بــر اســاس نتاــيج حاصــل از بهينــه ســازي 
شــدت فلورســنت، مقدار بهينــه از محلــول نايل رد 
کــه باــيد بــه سوسپانسيــون رقــيق شــده اضافــه 
گــردد  µl 20 )محلــول 0/033 گــرم در ميلــي 
ليتــر در حاــل اســتون(  بــود. همچنــين بهينــه 
مــدت زمــان انکوباسيــون 4 دقيقــه در دمــاي 37 
درجــه ســانتيگراد در تاريکي بدســت آمد. ســپس 
سوسپانســون به دستگاه فلوســايتومتري تزريق 
گردــيد. روش فلوســايتومتري جهــت بررســي 
ذرات ليپــيد درون ســلولي، تراکــم ترکيبــات درون 
ســلولي و انــدازه ســلولي مــورد اســتفاده قــرار 
 Lopes da silva et al. (2011); Lopes( گرفــت
 da silva et al. (2010); Raschke & Knorr.

(2009(. بررســي شــدت فلورســنت نســبي ايجاد 

شــده در اثــر رنــگ آمــيزي ســلول هــا بــا رنــگ 
 PAS/Dako ناــيل رد با دســتگاه فلوســايتومتري
flow cytometer (Partec, Denmark)  مجهــز 

بــه لــيزر آرگــون بــا طــول مــوج 488 نانــو متــر 
انجــام گرفــت. ناــيل رد در اثــر برانگيختگــي بــا 
اــين طــول مــوج رنــگ زرد طلاــيي در حضــور 
چربــي هــاي خنثــي از خــود نشــان مــي دهــد 
کــه توســط کانــال FL2 دســتگاه انــدازه گــيري 
مــي شــود. ســلولهاي رنــگ نشــده جهــت انــدازه 

autoflu� )گيري فلورس�ـنت خودبخ�ـودي س�ـلولها) 
orescent( مــورد اســتفاده قــرار گرفــت. انــدازه 

  FSC (Forwardســلولها بــا پارامتــري بــه نــام
بــا  ســلولي  درون  تراکــم  و    )Scatter light

پارامتــر SSC (Side Scatter light) اندازه گيري 
مــي شــود. قرائــت اــين دو پارامتــر بــدون نــياز به 
رنگ فلورســنت توســط دســتگاه فلوســايتومتري 
انجــام مــي گــيرد. بــراي نماــيش نتاــيج از دو نــوع 
 Density و Histogram گــراف بــه نــام هــاي
plot اســتفاده شــد. تعــداد ســلول آنالــيز شــده 

در هــر بــار قرائــت بــا دســتگاه بــيش از ده هــزار 
ســلول بــود. تمامــي نتاــيج ارائــه شــده در بخــش 
فلوســايتومتري اــين مقالــه ســه بــار تکــرار شــده 
انــد. تمامــي منحنــي هــاي ارائــه شــده در قســمت 
نتاــيج يکــي از ســه تکــرار مســتقل مــي باشــد. 
نــرم افــزار Flow Max 2.4e جهــت ارائــه نتاــيج 
بــا دســتگاه فلوســايتومتري مــورد اســتفاده قرار 

گرفــت.

روش هاي اندازه گيري
اســتخراج روغــن با اســتفاده از روش باــي و داير 
 .Pan et al. (2009) اصاــح شــده انجــام پذيرفــت
در اــين روش 50 ميلــي ليتــر از “محــيط کشــت 
تولــيد” در دور rpm 5000 ســانتريفيوژ و دو بــار 
بــا محلــول بافــر فســفات نمکــي )PBS( شستشــو 
داده شــد. بــه تــوده ميکروبــي بدســت آمــده مقــدار 
10 ميلــي ليتــر اسيــد کلريدرــيک 4 مــولار اضافــه 
شــد و بــراي مــدت زمان يک ســاعت در حمــام آب 
دمــاي 60 درجــه ســانتيگراد قــرار گرفــت. ســپس 
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مقــدار 20 ميلــي ليتــر محلــول متانل:کلرفــرم بــه 
نســبت )V:V( 2:1 بــه آن افــزوده شــد و بــراي 2 تا 
 )250 rpm( 3 ســاعت در شيــکر رفــت و برگشــتي
قــرار گرفــت. ســپس بــا اســتفاده از ســانتريفيوژ 
)rpm 5000( جداســازي لاــيه هــا تســهيل گرديد و 
بــه کمــک پيپــت پاســتور لاــيه زيرــين جداســازي 
شــد. لاــيه زيرــين جداســازي شــده جهــت تبخــير 
زودتــر حاــل، در اتاقــک خاــء قــرار داده شــد و 
روغــن تولــيد شــده بعــد از تبخــير کامــل حاــل 

وزن گردــيد. 
انــدازه گيري قند از معرف دي نيتروساليسيــليک 
اسيــد )DNS( و بــا اســتفاده از روش ارائــه 
شــده توســطMiller et al. (1959)  اســتفاده 
گردــيد. مــيزان نيتــروژن باقــي مانــده در محــيط 
کشــت بــا اســتفاده از روش کجلــدال انجــام 

.Clesceri et al. (1999( گرفــت
بــراي بدســت آوردن مــيزان زیســت تــوده 
خشــک ســلولي مقــدار 5 ميلــي ليتــر از محيطــي 
کــه مخمــر در آن رشــد يافتــه بــود، در دور 
rpm 5000 ســانتريفيوژ و بــا PBS شستشــو 

داده شــد، ســپس تــوده ميکربــي در دمــاي 60 
درجــه ســانتيگراد تــا زمــان ثابــت شــدن وزن 
قــرار داده شــد و زیســت تــوده خشــک شــده 
 Pan et al. بــا تــرازوي دقــيق وزن گردــيد
(2009(. مــيزان دانسيــته نــوري ســلول هــا بــا 

 nm دســتگاه اســپکتروفتومتر و در طــول مــوج
 .Li et al. (2007( 600 انجــام گرفــت

رنــگ آمــيزي بــا محلــول متيلــن بلــو بــه منظــور 
افتــراق ســلولهاي مــرده از زنــده مورد اســتفاده 
قــرار گرفــت. مــاده متيلــن بلــو بــا غلظــت 

فســفات  بافــر  محلــول  در   mmol/L 05/0

نمکــي)PBS( حــل گردــيد و pH محلــول نهاــيي 
روي 7/2  تنظــيم شــد. بــراي رنــگ آمــيزي، 
مقــدار هــم حجــم از محلــول آمــاده متيلــن بلــو 
بــه مقــدار مســاوي از سوسپانسيــون ســلولي 
اضافــه و بــه مــدت 10 دقيقــه در دمــاي محــيط 
گرمخانــه گــذاري شــد. رنــگ متيلــن بلــو بــه 
درون ســلولهاي مــرده نفــوذ مــي کنــد و آنهــا را 
بــه رنــگ آبــي در مــي آورد. اــين در حاليســت 
کــه ســلول هــاي زنــده بــي رنــگ باقــي خواهنــد 
مانــد. جهــت شــمارش ســلول هــاي رنــگ 
آمــيزي شــده در مراحــل مختلــف رشــد، از لام 

تومــا اســتفاده گردــيد. 

 نتايج و بحث
ــلولي  ــبي س ــنت نس ــدت فلورس ــي ش بررس
در مراحــل رشــد با دســتگاه فلوســايتومتري

شــدت فلورســنت نســبي ســلول هــا در کانــال 
FL2 کــه در اثــر اتصــال رنــگ فلورســنت ناــيل 

رد بــه چربــي هــاي خنثــي درون ســلولي ايجــاد 
شــده اســت، در طــي مراحــل رشــد در زمــان 
هــاي 12،24، 36، 48، 60، 72، 96 و 120 ســاعت 
توســط دســتگاه فلوســايتومتري انــدازه گــيري 
شــد. گــراف هــاي هيســتوگرام مربوطه در شــکل 
1 نشــان داده شــده اســت. محــدوده مشــخص 
شــده توســط واحــد RN2 )بــين 1 تــا 1000 در 
محــور X( محــدوده بــا شــدت فلورســنت در اثــر 
اتصــال رنــگ ناــيل رد بــه چربــي خنثــي درون 
ســلولي اســت. محــدوده بــين 0/1 تــا 1 در محــور 
X مربــوط بــه اتوفلورســنت ســلول هــا پــيش از 
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رنــگ آمــيزي بــا نايل رد اســت کــه قبــل از تزريق 
نمونــه رنــگ شــده، بــا ســلول هــاي رنــگ نشــده 
مربــوط بــه همــان نمونــه تنظــيم شــده اســت تــا 

شــدت فلورســنت انــدازه گــيري شــده در نمونــه 
مربــوط بــه تجمــع چربــي درون ســلولي باشــد.  
همانطــور کــه در شــکل ــيک مشــخص مي باشــد. 

شــکل 1 : هيســتوگرام هــاي مربــوط بــه شــدت فلورســنت در نقــاط زمانــي مختلــف )12، 24، 36، 48، 60، 72، 96 و 
120 ســاعت( مربــوط بــه ســلول هــاي مخمــري R. muciloginosa ســويه UIMC35. شــدت فلورســنت در کانــال 
FL2 دســتگاه فلوســايتومتر انــدازه گــيري شــده اســت. محــور  عمــودي مربــوط بــه تعــداد ســلولهاي قرائــت شــده و 

محــور افقــي مربــوط بــه شــدت فلورســنت FL2 مــي باشــد. گــراف هــا بــه صــورت نيمــه لگاريتمــي رســم شــده انــد. 



حسین قنواتی و همکاران بررسی تولید روغن تک یاخته در مراحل مختلف رشد ردوترولا موسیلوژینوزا سویه - 180

شــدت فلورســنت نســبي از زمــان 12 تــا 96 دقيقه 
افزاــيش يافته و ســپس در زمان 120 دقيقه کاهش 
يافتــه اســت کــه علــت آن کاهــش مــيزان چربــي 
درون ســلولي در اثــر مصــرف آن مــي باشــد. 
همانطــور کــه در گراف هاي هيســتوگرام شــکل 1 
نشــان داده شــده است، ســلولها در ســاعات اوليه 
کشــت )تــا ســاعت h 36( داراي شــدت فلورســنت 
ناهمگــن و پراکنــده اي هســتند کــه نشــان مي دهد 
در فــاز لگاريتمــي رشــد مــيزان محتــواي ليپــيدي 
ســلول هــا بــا يکديگــر متفــاوت اســت و اــين بــه 
دلــيل ايجــاد شــدن ســلولهاي تــازه در اثــر جوانــه 
زنــي مــي باشــد و بــه همــين دلــيل ســلولهاي بــا 
مقادــير متفاوتــي از ذرات ليپــيدي درون ســلولي 
در جمعــيت ميکروبــي مــورد بررســي قــرار دارد. 
بررســي شــدت فلورســت حاصــل از اتصــال 
رنــگ ناــيل رد بــه ترکيبــات چربــي در تحقيقــات 
انجام شــده توســط  Shakeri et al. (2011)روي 
پلــي بتــا هيدروکســي بوتــيرات در ســويه هــاي 
باکترياــيي تولــيد کننــده اــين بــيو پليمــر انجــام 
گرفتــه اســت. اــين در حالــي اســت کــه در تحقــيق 
حاضــر از مخمــر هــاي مولــد چربــي از نــوع تري 

آسيــل گليســرول اســتفاده شــده اســت.

رابطــه بيــن شــدت فلورســنت نســبي و 
ــري ــاي مخم ــلول ه ــدي در س ــواي ليپي محت

ســويه هــاي مخمــري کــه محتــواي ليپــيدي 
بالاتــري داشــته باشــند از نظــر صنعتــي ارزش 
بالاتــري دارند چــون از وزن کمتري زیســت توده 
ســلولي مــي تــوان روغــن بيشــتري اســتخراج 

کــرد و بــه اــين ترتــيب هزينــه هــاي مربــوط بــه 
اســتخراج و نــيز هزينــه سوبســتراي اوليه کاهش 
مــي يابــد و بــه اــين ترتــيب ميکروارگانيســم 
بيشــترين انــرژي خــود را صــرف تولــيد و ذخيره 

ليپــيد درون ســلول مــي کنــد.
بــه منظــور دســتيابي بــه روشــي کــه بتــوان بــا 
ســرعت و در هــر لحظــه مــيزان محتــواي ليپيدي 
ســلولها را انــدازه گــيري کــرد، رابطــه بــين 
شــدت فلورســنت نســبي ســلول هــا بــا دســتگاه 
فلوســايتومتري و محتــواي ليپــيدي )ماحصــل 
تقسيــم مــيزان ليپــيد اســتخراج شــده بــر مــيزان 
وزن خشــک ســلولي کــه بــه صــورت درصــد 
گــزارش مــي شــود( در زمــان هــاي مختلــف بــه 
صــورت ــيک معادلــه خطــي بدســت آمــد. مقادير 
محتــواي ليپــيدي و شــدت فلورســنت در مراحــل 
مختلــف رشــد در جــدول 1 آورده شــده اســت. 
معادلــه خطــي مربــوط بــه محتــواي ليپــيدي 
و شــدت فلورســنت ســلولها  بدســت آمــد. بــر 
اســاس نتاــيج بدســت آمــده، R2 معادلــه خطــي 
0/818 بدســت آمــد. بنابراــين بــا انــدازه گــيري 
شــدت فلورســنت نســبي ــيک نمونــه و قــرار 
دادن آن در فرمــول مربوطــه مــي تــوان محتــواي 

ليپــيدي ســلول را بــه راحتــي محاســبه کــرد.

بررســي شــدت فلورســنت نســبي و انــدازه 
ســلولي در مراحــل مختلــف رشــد:

يکــي از ويژگــي هــاي ســلولي کــه بــا دســتگاه 
فلوســايتومتري قابــل انــدازه گــيري مــي باشــد 
انــدازه ســلولي اســت کــه بــه صــورت پارامتــر 
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FSC نشــان داده مــي شــود و بــدون وابســتگي 

بــه رنــگ فلورســنت قابــل رديابــي اســت. شــدت 
فلورســنت نــيز از ديگــر پارامترهاــيي اســت کــه 
بــر اســاس مــيزان رنــگ فلورســنت ) در اينجــا 
ناــيل رد( متصــل شــده بــه سوبســتراي خــاص 
در ســلول رديابــي مــي شــود و هــر چــه مــيزان 
رنــگ متصــل شــده بــه سوبســترا بيشــتر باشــد 
نشــان دهنــده حضــور بيشــتر ترکــيب مــورد 
نظــر در ســلول و در نتيجــه افزاــيش شــدت 
فلورســنت مــورد بررســي خواهــد بود. شــکل 2 
شــدت فلورســنت نســبي و انــدازه ســلولي را در 
زمــان هــاي 12، 36، 60 و 96 دقيقــه نشــان مــي 
دهــد )گــراف مربــوط بــه ديگــر زمــان هــا در 
اينجــا نشــان داده نشــده اســت(. در اــين گــراف 

هــا محــور Y مربــوط بــه شــدت فلورســنت 
نســبي اســت کــه بــا FL2 نشــان داده شــده و 
محــور X مربــوط بــه FSC اســت کــه نمــادي 
از انــدازه ســلولي اســت. ســطح زــير دو منحنــي 
بــه چهــار قســمت تقسيــم بنــدي شــده کــه اــين 
نواحــي بــه صــورت QB1 )فلورســنت زــياد و 
انــدازه کوچک(، QB2 )فلورســنت زــياد و اندازه 
بــزرگ(، QB3 )فلورســنت کــم و انــدازه کوچک( 
و QB4 )فلورســنت کــم و انــدازه بــزرگ( نــام 
گــذاري شــده انــد. بــه دســته ســلولهايي کــه در 
هــر ناحــيه قــرار مــي گــيرد زــير جمعــيت گفتــه 
مــي شــود و بنابراــين هــر ناحــيه حــاوي زــير 
جمعيتــي اســت کــه از نظــر شــدت فلورســنت و 
FSC خصوصــيات متفاوتــي نســبت بــه ديگــر 

جــدول 1: مقاديــر محتوالــي ليپيــدي و شــدت فلورســنت نســبي ســلولي در مراحــل مختلــف 
ــت و  ــتقل اس ــرار مس ــن 3 تک ــده ميانگي ــه ش ــر ارائ ــويه UIMC35. مقادي ــر س ــد مخم رش

ميــزان خطــا کمتــر از 10 درصــد مــي باشــد.

محتواي ليپيدي شدت فلورسنت

  Oil Content (%) Fluorescent intensity

12 h 19.74 6

24 h 22.17 8.25

36 h 30.56 11.2

48 h 39.47 13.77

60 h 40.12 14.03

72 h 44.67 15.39

96 h 67.04 60.44

120 h 61.37 40.02
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نواحــي دارد. درصــد زــير جمعــيت ســلولي 
موجــود در هــر منطقــه از کل جمعــيت ســلولي 
بررســي شــده در آن ناحــيه آورده شــده اســت. 
همانطــور کــه در شــکل مشــخص اســت درصــد 
زــير جمعــيت در منطقــه QB2 بــا افزاــيش 
زمــان، افزاــيش يافتــه اســت و از 47/36 % 
در زمــان ســاعت 12 بــه 92/82 % درزمــان 
ســاعت 96 رسيــده اســت کــه نشــان دهنــده 
افزاــيش تــوام اندازه و شــدت فلورســنت نســبي 
در جمعــيت مخمــري مــورد بررســي اســت و 
بدــين معنــي اســت کــه در طــي زمــان ســلولها 
بزرگتــر شــده و تجمــع چربــي درون ســلولي 

آنهــا نــيز افزاــيش يافتــه اســت. در عــين حــال 
بــا دقــت بــه گــراف هــاي تراکمــي موجــود در 
شــکل 2 ، شــاهد دو دســته اي شــدن ســلول هــا 
تــا زمــان 72 ســاعت هســتيم و ســپس مجــدداً 
ســلول هــا بــه صــورت ــيک دســته بــا شــدت 
فلورســنت نســبي بــالا تبدــيل مــي شــوند. علــت 
اــين اتفــاق جوانــه زنــي در ســلول هــاي مخمري 
اســت کــه در نتيجــه آن ســلول هــاي کوچکــي 
بــا مقــدار چربــي درون ســلولي کــم تولــيد مــي 
شــود ولــي در ادامــه بــه دلــيل افزاــيش تراکــم 
جمعــيت مخمــري تکثــير بــه شــدت کاهــش 
مــي يابــد و بــا رشــد و افزاــيش چربــي درون 

شــکل 2: گــراف هــاي تراکمــي )density plots( مربــوط بــه شــدت فلورســنت )FL2( در مقابــل انــدازه ســلولي 
)FSC( در زمــان هــاي 12، 36، 60 و 96 ســاعت از ابتــداي کشــت. گرافهــا بــه صــورت نيمــه لگاريتمــي رســم 
شــده انــد. هــر کــدام از گــراف هــا بــه چهــار قســمت تقسيــم بنــدي شــده انــد )QB3 ،QB2 ،QB1 و QB4( کــه 

درصــد زــير جمعــيت در هــر کــدام از نواحــي درون آن ذکــر شــده اســت. 
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ســلول هــاي موجــود، تمامــي جمعــيت مخمــري 
يکدســت و بــا محتــواي ليپــيدي بــالا مي شــوند. 
در طــي زمــان انکوباسيــون از تراکــم ســلولي 
 QB4 و QB1، QB3 در زــير جمعــيت هــاي
کاســته شــده و بــه زــير جمعــيت QB2 افــزوده 
مــي شــود. اــين تغــييرات نشــان دهنــده تماــيل 
ســلولهاي مخمــري بــه تجمــع ليپــيد درون 
ســلولي و نــيز افزاــيش انــدازه اــين ســلولها بــا 

گذشــت زمــان اســت.

ــم  ــبي و تراک ــنت نس ــدت فلورس ــي ش بررس
ــد ــف رش ــل مختل ــلولي در مراح درون س

از ديگــر خصوصــيات ســلولي کــه توســط 

دســتگاه فلوســايتومتري قابلــيت رديابــي دارد، 
تراکــم درون ســلولي )گرانولوسيــتي( اســت 
کــه بــا پارامتــر SSC نماــيش داده مــي شــود. 
بررســي شــدت فلورســت در مقابــل تراکــم 
درون ســلولي در تحقيقــات انجــام شــده توســط 
Shakeri et al. (2011) روي باکتــري هــاي 

تولــيد کننــده پلــي بتــا هيدروکســي بوتــيرات 
انجــام گرفتــه اســت. گــراف هــاي تراکمــي 
SSC در برابــر شــدت فلورســنت بــه صــورت 

نيمــه لگاريتمــي )شــدت فلورســنت بــه صــورت 
لگاريتمــي و SSC بــه صــورت خطــي( در زمان 
هاي 12، 36، 60 و 72 ســاعت در شــکل3 نشــان 
 Y داده شــده اســت. در اــين گــراف هــا محــور

شــکل 3: گــراف هــاي تراکمــي )density plots( مربــوط بــه شــدت فلورســنت )FL2( در مقابــل تراکــم درون 
ســلولي )SSC( در زمــان هــاي 12، 36، 60 و 96 ســاعت از ابتــداي کشــت. گرافهــا بــه صــورت نيمــه لگاريتمــي 
 )QA4 و QA3 ،QA2 ،QA1( رســم شــده انــد. هــر کــدام از گــراف هــا بــه چهــار قســمت تقسيــم بنــدي شــده انــد

کــه درصــد زــير جمعــيت در هــر کــدام از نواحــي درون آن ذکــر شــده اســت. 
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مربــوط بــه شــدت فلورســنت نســبي اســت کــه 
بــا FL2 نشــان داده شــده و محــور X مربــوط 
بــه تراکــم درون ســلولي اســت کــه بــا علامــت 
SSC نشــان داده شــده اســت. ســطح زــير دو 

منحنــي بــه چهــار قســمت تقسيــم بنــدي شــده 
و بــه صــورت QA1 )فلورســنت زــياد و تراکــم 
کــم(، QA2 )فلورســنت زــياد و تراکــم زــياد(، 
 QA4 فلورســنت کــم و تراکــم کــم( و( QA3

)فلورســنت کــم و تراکــم زــياد( نــام گــذاري 
شــده اســت. درصــد زــير جمعــيت ســلولي 
موجــود در هــر منطقــه از کل جمعــيت ســلولي 
بررســي شــده در کنــار آن آورده شــده اســت. 
 QA2 درصــد زــير جمعــيت ســلولي در ناحــيه
بــا افزاــيش زمــان زــياد شــده اســت و از 0/03 
درصــد در زمــان ســاعت 12  بــه 17/97 در 
زمــان ســاعت 96 رسيــده اســت و بــا توجــه 
بــه اينکــه اــين ناحــيه مربــوط بــه زــير جمعــيت 
هــاي بــا تراکــم بالا و شــدت فلورســنت بــالا مي 
باشــد، بنابراــين در طــي زمــان زــير جمعــيت 
حــاوي ترکيبــات ليپــيدي درون ســلولي افزاــيش 
يافتــه اســت. در مقابــل اــين زــير جمعــيت زــير 
جمعــيت QA3 قــرار دارد کــه مربــوط به ســلول 
هــاي بــا فلورســنت نســبي و تراکــم درون 
ســلولي پاــيين هســتند و در طــي گذشــت زمــان 
از ســاعت 12 بــه 96 درصــد ســلول هــا در 
اــين ناحــيه از 10/12 درصــد بــه 0/02 درصــد 
کاهــش يافتــه اســت کــه نشــان دهنــده کاهــش 
تعــداد ســلول هــاي بــا مــيزان ليپــيد پاــيين 
مــي باشــد. بيشــترين زــير جمعــيت ســلولي در 
ناحــيه QA1 قرارگرفتــه کــه در تمامــي مراحــل 

رشــد مخمــر جمعيتــي بــيش از 80 درصــد را 
بــه خــود اختصــاص داده اســت. البتــه از زمــان 
ســاعت 60 تــا 96، کاهــش 10/61 درصــدي در 
اــين ناحــيه، نشــان دهنــده افزاــيش تراکــم درون 
ســلولي ســلول هــا در فــاز ســکون اســت کــه 
منطبــق بــا مرحلــه افزاــيش مــيزان چربــي درون 
ســلولي اســت. بــه دلــيل اينکــه ســلول هــاي 
مخمــر مــورد بررســي از نــوع مولــد چربــي 
مــي باشــند، بنابراــين در تمامــي مراحــل رشــد 
درصــد ســلولهاي ناحــيه QA4، بــه دلــيل 
محدودــيت بسيــار کــم ســلولهايي بــا مــيزان 
پاــيين ذخائــر درون ســلولي چربــي و مــيزان 
بالاــيي از تراکــم ســلولي، نزدــيک بــه صفــر 
اســت. لازم بــه ذکــر اســت کــه نتاــيج بدســت 
آمــده از محتــواي ليپــيدي و شــدت فلورســنت 
نســبي ســلول هــا نــيز اــين مطلــب را تصدــيق 
مــي کننــد و نتاــيج بدســت آمــده بــا هــم انطبــاق 

دارنــد.

تــوده خشــک  زیســت  ميــزان  تغييــرات 
ســلولي، دانســيته نــوري و تعــداد ســلول هــا

مــيزان زیســت تــوده خشــک ســلولي در طــي 
رشــد مخمــر مــورد بررســي قــرار گرفــت اســت 
)شــکل 4(. بــر اســاس نتاــيج ارائــه شــده در اــين 
شــکل، از ســاعت 12 تــا 24 فــاز تاخــيري، از 
ســاعت 24 تــا 72 ســاعت فــاز رشــد نماــيي، از 
ســاعت 72 تــا 96 ســاعت فــاز تاخــيري رشــد 
نماــيي ــيا فــاز اولــيه ســکون و از ســاعت 96 تــا 
120 فــاز ســکون مــي باشــد. بيشــترين مــيزان 
زیســت تــوده خشــک ســلولي بــه مــيزان 9/8 



185دوره بیست و نهم ، شماره 2، پاییز و زمستان 1395مجله علمی - پژوهشی دانشگاه الزهرا )س( / زیست شناسی کاربردی

گــرم بــر ليتــر در فــاز ســکون رشــد مخمــر 
بدســت آمــد. 

بــه منظــور بدســت آوردن ســريع و آســان 
مــيزان زیســت تــوده خشــک ســلولي )بــدون 
مقادــير  کــردن(،  خشــک  عملــيات  انجــام 
دانسيــته نــوري و نــيز شــمارش ســلولي در 
مراحــل مختلــف رشــد ،همزمــان بــا انــدازه 
گــيري زیســت تــوده خشــک ســلولي، انجــام 
گرفــت کــه مقادــير بدســت آمــده در جــدول 
2 آورده شــده اســت. همچنــين معادلــه خطــي 
تــوده   زیســت  و  نــوري  دانسيــته  تبدــيل 
  R²=0.980 بــا )OD=3.339DCW+5.283(
 cell( و نــيز شــمارش ســلولي و زیســت تــوده
 R² = بــا   )count=3E+07DCW-1E+07

0.941 محاســبه شــده اســت. بدــين ترتــيب بــا 

انــدازه گيري آســان و ســريع دانسيــته نــوري و 
ــيا تعــداد ســلول هــا در هــر مرحلــه از رشــد و 
قــرار دادن اعــداد بدســت آمده در فرمــول مورد 
نظــر مــي تــوان زیســت تــوده خشــک ســلولي را 
محاســبه کــرد. اــين معــادلات در تولــيد صنعتي 
روغــن تــک ياختــه از مخمــر جهــت رسيــدن 
ســريع و آســان بــه مــيزان زیســت تــوده 
خشــک ســلولي کاربــرد دارد. تعــداد ســلولهاي 
مــرده و زنــده نــيز در هــر مرحلــه در جــدول2 
آورده شــده اســت. همانطــور کــه در نتاــيج 
مشــاهده مــي شــود بــا گذشــت زمــان درصــد 
ســلولهاي مــرده افزاــيش يافتــه کــه اــين مقــدار 
در فــاز ســکون بــه بيشــترين مــيزان خــود )% 

شــکل 4: تغــييرات مــيزان زیســت تــوده خشــک ســلولي، تولــيد ليپــيد، کاراــيي تولــيد ليپــيد و کاراــيي تولــيد 
زیســت تــوده در مراحــل مختلــف رشــد مخمــر ســويه UIMC35. تمامــي نتاــيج ميانگــين 3 تکــرار مســتقل بــوده 

و مــيزان خطــا کمتــر از 10 درصــد بــوده اســت.
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85/4 در ســاعت 120( رسيــده اســت. از روي 
تعــداد ســلولهاي مــرده مــي تــوان بــه فــاز 
رشــدي مخمــر پــي بــرد و در تولــيد صنعتــي 
بــه تشــخيص زمــان مناســب جهــت تولــيد کمک 

قابــل توجهــي خواهــد کــرد.
 

ــد،  ــد ليپي ــزان تولي ــرات مي ــي تغيي بررس
کارايــي توليــد ليپيــد و کارايــي توليــد 
زیســت تــوده در مراحــل مختلــف رشــد 

ــر مخم
مــيزان تولــيد ليپــيد، کاراــيي تولــيد ليپــيد و 
کاراــيي تولــيد زیســت تــوده در مراحــل مختلف 
رشــد مخمــر مــورد ارزيابــي قــرار گرفت اســت. 
نتاــيج مربــوط بــه تولــيد ليپــيد در طــي رشــد 
مخمــر در طــي 120 ســاعت در شــکل 4 نشــان 

داده شــده اســت. بيشــترين مــيزان تولــيد ليپــيد 
در ســاعت 96 بدســت آمــد )g/L 6/57( کــه بعــد 
از آن اــين مقــدار بــه g/L 6/02 در ســاعت 120 
کاهــش پــيدا کــرد. در واقــع بعــد از زمــان 96 
ســاعت ســلول هــا شــروع بــه مصــرف چربــي 

هــاي ذخــيره اي خــود کــرده انــد. 
کاراــيي تولــيد ليپــيد از حاصــل تقسيــم مــيزان 
ليپــيد تولــيدي )g/L( بــر مــيزان قنــد مصرفــي 
)g/L( بدســت مــي آــيد و بــه صــورت درصــد 
گــزارش مــي شــود. هــر چــه اــين نســبت بالاتــر 
باشــد نشــان مــي دهــد در سيســتم متابوليســمي 
ســويه مــورد بررســي، قنــد مصرفــي بــه جــاي 
اينکــه صــرف ديگــر تولــيدات متابوليتــي اولــيه يا 
ثانوــيه شــود، بيشــتر صــرف تولــيد ليپــيد شــده 
اســت. اســتوکيومتري گلوکــز و قندهــاي مشــابه 

جــدول 2: تغييــرات ميــزان دانســيته نــوري، تعــداد ســلولها و ســلولهاي مــرده و زنــده در 
مراحــل مختلــف رشــد مخمــر ســويه UIMC35. نتايــج ارائــه شــده ميانگيــن ســه تکــرار 

مســتقل مــي باشــد و ميــزان خطــا در آزمايشــات کمتــر از 10 درصــد بــوده اســت.

  وزن خشک 
سلولي جذب نوري کل سلول ها سلول هاي 

زنده
سلول هاي 

مرده

 
 Dry cell

weight 
 (g/L)

Optical 
 density

 Cell count
(millions)

Live cells 
(millions)

Dead cells 
(millions)

12 h 3/8 17 63 63 0
24 h 4/5 20/8 100 98/7 1.3
36 h 6 27/2 162 157 5
48 h 7/2 29 185 173/8 11.2
60 h 8/2 31 190 102/3 87.7
72 h 9 34/9 222 109/5 112.5
96 h 9/8 38/3 225 38 187

120 h 9/81 38/8 224 32/8 191.2
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مثــل لاکتــوز و فروکتــوز نشــان مــي دهــد کــه 
از هــر 100 گــرم )معــادل تقريبــاً 0/56 مــول(، 
مقــدار 1/1 مــول Acetyl CoA تولــيد مي شــود. 
بنابراــين اگــر تمامــي  Acetyl CoAجهــت توليد 
ليپــيد مصــرف شــود، بيشــترين مقــدار روغــن 
تــک ياختــه تولــيدي نســبت بــه گلوکــز مصرفــي 
برابــر بــا  g/g 0/32 و در مــورد زايلــوز اــين 
نســبت بــه g/g 0/34 خواهــد بــود. بــا اــين وجود 
حتــي در شــرايط اپتيمــم مــيزان تولــيد روغــن 
  g/g  تــک ياختــه بــه نــدرت بــه مقــدار بالاتــر از
Papanikolaou & Agge� 0/222 خواهــد رسيــد

lis (2011). طبــق نتاــيج بدســت آمــده در تحقيق 

حاضــر بيشــترين کارايي تولــيد ليپــيد % 21/13 
در ســاعت 96 بدســت آمــده و تغــييرات اــين 
پارامتــر در طــي رشــد در شــکل 4 نشــان داده 
Pa� رش�ـده اس�ـت. در مقايس�ـه ب�ـا تحقيق�ـات ديگرـ
 panikolaou & Aggelis (2011); Dai et al.

 (2007); He et al. (2010); Li et al. (2007);

 ،Pan et al. (2009); Zhao et al. (2008)

ســويه ردوتــرولا موسيــلوژينوزا UIMC35 از 
ســويه هاــيي اســت کــه SCO را بــا کاراــيي بــالا 

تولــيد مــي کنــد.
کاراــيي تولــيد زیســت تــوده بــه منظور مقايســه 
بــا کاراــيي تولــيد ليپــيد در اــين تحقــيق مــورد 
بررســي قــرار گرفتــه و انــدازه گــيري شــده 
اســت. نتاــيج مربــوط به اــين فاکتور در شــکل 4 
نشــان داده شــده اســت و بــر اســاس نتاــيج ذکر 
شــده بيشــترين کاراــيي تولــيد زیســت تــوده در 
ســاعت 12 و بــه مقــدار% 69/09 بــوده اســت. 

کاراــيي تولــيد زیســت تــوده برعکــس کاراــيي 
تولــيد ليپــيد در مراحــل اولــيه رشــد بالاتــر از 
مراحــل انتهاــيي اســت و اــين نشــان مــي دهــد 
کــه انــرژي ســلولي ابتــدا جهــت تولــيد زیســت 
تــوده مصرف شــده و ســپس بــه ذخــيره درون 

ســلول شيــفت پــيدا کــرده اســت.

ــبت  ــن، ازت، نس ــد، کرب ــزان قن ــي مي بررس
C/N و pH در مراحــل مختلــف رشــد

مــيزان قنــد باقيمانــده در طــي رشــد کاهــش 
يافتــه اســت و مقــدار آن از 40 بــه 8/1 گــرم 
درليتــر در طــي مدت زمان 120 ســاعت رسيــده 
اســت.  مقــدار قنــد مصرفــي ســويه مخمــري در 
نقــاط زمانــي مــورد بررســي محاســبه شــده 
اســت )جــدول 3(. نکتــه قابــل توجــه اــين اســت 
کــه بــا توجــه بــه مقــدار باقيمانــده قنــد در 
محــيط کشــت و نــيز از آنجاــيي کــه در ســاعت 
96 )کــه از اــين زمــان بــه بعــد مــيزان چربــي 
کاهــش پــيدا کــرده اســت( مقــدار قنــد باقيمانــده 
8/9 گــرم در ليتــر بــوده اســت، محدودــيت قنــد 

عامــل توقــف تولــيد ليپــيد نبــوده اســت.
تغــييرات مــيزان ازت باقيمانــده در طــي زمــان 
رشــد مخمــر در جــدول 3 نشــان داده شــده 
اســت. مقــدار ازت اولــيه در محــيط کشــت 0/53 
گــرم در ليتــر بــوده اســت. نتاــيج نشــان مــي 
دهــد مقــدار ازت باقيمانــده در محــيط کشــت در 
انتهاي کشــت و بعد از 120 ســاعت انکوباسيون 
بــه 0/17 گــرم در ليتــر رسيــده اســت. بنابراــين 
مــي تــوان جهــت بهينــه ســازي تولــيد بــا اــين 
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ســويه مخمــري مقــدار ازت محــيط کشــت را تــا 
مقــدار پاــيين تــر بررســي کــرد. 

تغــييرات pH در طــي رشــد نشــان مــي دهــد 
کــه مقــدار اــين فاکتــور بــا گذشــت زمــان 
انکوباسيــون رونــد کاهشــي داشــته اســت کــه 
علــت آن تولــيد محصولاتــي همچــون اسيــدهاي 
آلــي حاصــل از مسيــرهاي متابولسيــمي مخمــر 
مــي باشــد. مــيزان pH بعــد از 24 ســاعت 
تــا زــير 3 رسيــده و بعــد از اــين مرحلــه نــيز 
رونــد نزولــي آن ادامــه داشــته و تــا نزدــيک 
2 کاهــش پــيدا کــره اســت. اــين در حاليســت 

کــه بيشــترين ليپــيد در pH پاــيين تولــيد شــده 
اســت. پــس کاهــش اسيــديته در محــيط کشــت 
از فاکتورهــاي اساســي متوقــف کــردن تولــيد 
ليپــيد نمــي باشــد البتــه مــي توانــد بــه عنــوان 
ــيک فاکتــور تاثــير گــذار در کاهــش تولــيد ليپــيد 

مطــرح باشــد.
نســبت C/N در ابتــداي کشــت تقريبــا 43 مــي 
باشــد کــه بــا گذشــت زمــان اــين نســبت در ابتــدا 
افزاــيش داشــته اســت و در مراحــل بــا بيشــترين 
مــيزان تولــيد ليپــيد بــه حــدود 60 رسيــده اســت 
ولــي بعــد از اــين مرحلــه اــين نســبت رونــدي 

جــدول 3: تغييــرات ميــزان قنــد باقيمانــده، قنــد مصــرف شــده، کربــن باقيمانــده، نيتــروژن 
 .UIMC35 ــويه ــر س ــت مخم ــف کش ــل مختل ــي مراح ــبت C/N و pH در ط ــده، نس باقيمان
نتايــج ميانگيــن 3 تکــرار مســتقل مــي باشــد و ميــزان خطــا کمتــر از 10 درصــد بــوده اســت.

قند باقيمانده
قند مصرف 

شده
کربن 

باقيمانده
نيتروژن 
باقيمانده

نسبت کربن 
به ازت

اسيديته

 Residual
sugar(g/L)

 Consumed
sugar(g/L)

Carbon 
(g/L)

 Residual
 nitrogen

(g/L)
C/N pH

12 h 34/5 5/5 16/78 0/39 43/04 2/95

24 h 31/1 8/9 15/13 0/31 48/81 2/58

36 h 26 14 12/65 0/23 54/99 2/32

48 h 24/9 15/1 12/11 0/2 60/57 2/28

60 h 23/9 16/1 11/63 0/19 61/19 2/21

72 h 20 20 9/73 0/17 57/23 2/17

96 h 8/9 31/1 4/33 0/16 27/06 2/11

120 h 8/1 31/9 3/94 0/17 23/18 2/09
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کاهشــي را از خــود نشــان داد و بــه 23/18 در 
ســاعت 120 رسيــد. بــا توجــه بــه نتاــيج بدســت 
آمــده همزمانــي بــين کاهــش ليپــيد تولــيد و 
کاهــش نســبت C/N مشــاهده مــي شــود. بــا 
توجــه بــه اينکــه بــالا بــودن نســبت C/N از 
مــوارد لازم بــراي تولــيد ليپــيد درون ســلولي 
اســت )Zhao et al. (2008، بنابراــين مــي تــوان 
توقــف و ســپس کاهــش تجمــع ليپــيد درون 
ســلولي را بــه کاهــش نســبت C/N در محــيط 
کشــت نســبت داد. البتــه عوامــل مهــم ديگــري از 
جملــه کاهــش مــيزان اکسيــژن محلــول در محيط 
کشــت نــيز تاثــير بســزايي در کاهش تجمــع ليپيد 
 .Andrade et al. (2012) درون ســلولي دارنــد
درصورتيکــه بتــوان نســبت C/N و نــيز مــيزان 
اکسيــژن محلــول را در ســطوح بالاــيي درون 
محــيط کشــت نگــه داشــت، مــي تــوان مــيزان 

تولــيد ليپــيد درون ســلولي را بــالا بــرد.

نتایج
جداــيه مخمــري بومــي مــورد بررســي در 
 ،)R. muciloginosa UIMC35( اــين تحقــيق
تواناــيي مناســبي جهــت تولــيد روغن تــک ياخته 
دارد. تکنــيک فلوســايتومتري کــه در اــين تحقــيق 
مــورد اســتفاده قــرار گرفــت روش مناســبي 
جهــت بررســي ســريع و آســان مــيزان محتــواي 
ليپــيدي اســت و در تولــيد صنعتــي بيودــيزل، 
کــه بررســي ســريع مــيزان ليپــيد تولــيدي جهــت 
راه بــري فراينــد تولــيد امــري ضــروري اســت، 

کاربــرد فراوانــي مــي توانــد داشــته باشــد. 

سپاسگزاري
فنــاوري  و  تحقيقــات  محتــرم  معاونــت  از 
دانشــگاه اصفهــان بــه دلــيل حماــيت از اــين 

تحقــيق تشكــر و قدردانــي مــي نمائــيم.
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