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 Rhodotoru� دبررسی تولید روغن تک ياخته در مراحل مختلف رش
la Mvsylvzhynvza سويه UIMC35  توسط فلوسايتومتری 

حسین قنواتي*1 ، ايرج نحوي2

چکیده
Rhodotoru�  در تحقیــق حاضــر مخمــر بومــي مولــد چربــي بــه نــام
la mucilaginosa   ســويه UIMC35 جهــت تولیــد روغــن تــک ياخته 
جداســازي و شناســايي گرديــد. تکنیــک فلوســايتومتري جهت بررســي 
ــلولي  ــدازه س ــال FL2(، ان ــلولي )در كان ــنت س ــدت فلورس ــزان ش می
)بــا پارامتــر FSC( و تراكــم درون ســلولي )بــا پارامتــر SSC( بــه كار 
گرفتــه شــد. رابطــه بیــن شــدت فلورســنت و محتــواي لیپیــدي، جهــت 
ــد.  ــه گردي ــدي ارائ ــواي لیپی ــزان محت ــان می ــريع و آس ــبه س محاس
تغییــرات فاكتورهــاي مختلــف همچــون میــزان تولیــد لیپیــد و تــوده 
ــد و  ــد لیپی ــي تولی ــدي، كاراي ــواي لیپی ــوده، محت ــت ت ــتی زيس زيس
 pH تــوده زيســتی، میــزان قنــد، میــزان ازت، نســبت كربــن بــه ازت و
در مراحــل مختلــف رشــد مخمــر در كشــت بســته مــورد بررســي قــرار 
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ــد، محتــواي لیپیــدي و كارايــي  ــد لیپی گرفــت. بیشــترين میــزان تولی
تولیــد لیپیــد بــه ترتیــب 6/57 گــرم در لیتــر، 67/04 درصــد و 21/13 
درصــد بدســت آمــد. كاهــش نســبت C/N در مراحــل انتهايــي كشــت از 
عوامــل تاثیــر گــذار در كاهــش میــزان تولیــد لیپیــد بــه شــمار مــي رود.

ــدی: ردوتــرولا موســیلوژينوزا، روغــن تــک ياختــه،     ــای کلی واژه ه
شــدت فلورســنت، فلوســايتومری، محتــوای لیپیــدی

مقدمه
بیودی��زل یک��ي از س��وخت ه��اي زیس��تي اس��ت 
ک��ه ب��ه دلی��ل تجدی��د پذی��ري، تجزی��ه پذی��ري 
و آلایندگ��ي کمت��ر محی��ط زیس��ت در س��الهاي 
اخی��ر م��ورد توج��ه بس��یاري ق��رار گرفته اس��ت. 
منابع��ي ک��ه ه��م اکن��ون جه��ت تولی��د بیودی��زل 
اس��تفاده م��ي ش��وند ش��امل دان��ه ه��اي گیاه��ان 
روغن��ي، چرب��ي ه��اي حیوان��ي و پس��ماند روغن 
ه��اي خوراک��ي اس��ت که جوابگ��وي نی��از جوامع 
 .Andrade et al. (2012( بش��ري نم��ي باش��ند
هزین��ه تولی��د بیودی��زل ،ک��ه بیش��تر آن مرب��وط 
ب��ه م��واد خ��ام اولی��ه م��ي باش��د، یک��ي از چال��ش 
ه��اي اس��ت ک��ه تولی��د ای��ن محص��ول را مح��دود 
ک��رده اس��ت. یافت��ن راه حل��ي ب��ه منظ��ور کاهش 
قیم��ت ای��ن محص��ول توس��ط محققی��ن بس��یاري 

.Dai et al. (2007( در ح��ال بررس��ي اس��ت
روغ��ن ه��اي میکروب��ي قابلی��ت تبدی��ل ش��دن ب��ه 
بیودی��زل را دارن��د و ب��ه دلی��ل وج��ود مزایای��ي 
همچ��ون چرخ��ه زمان��ي کوت��اه تولی��د و ع��دم 
تاثی��ر پذی��ري از فص��ول و ش��رایط آب و هوایي 

و نی��ز آس��ان ب��ودن تولی��د صنعت��ي آن م��ورد 
 Lopes da silva et توج��ه ق��رار گرفت��ه اس��ت

.al. (2011)

از می��ان میکروارگانیس��م ه��ا، مخمره��ا ب��ه 
دلی��ل وج��ود مزایای��ي از جمل��ه س��رعت رش��د 
و محت��واي لیپی��دي ب��الا، کاندی��داي مناس��بي 
 He et al. جه��ت تولی��د صنعت��ي بیودی��زل اس��ت
(2010). ب��ه میکروارگانیس��م های��ي ک��ه ق��درت 

تجم��ع لیپی��د را بی��ش از 20 درص��د وزن خش��ک 
س��لولي خ��ود داش��ته باش��ند، مول��د چرب��ي 
اط��لاق م��ي گ��ردد )Li et al. (2007. تع��دادي از 
گون��ه ه��اي مخم��ري مول��د چرب��ي ک��ه ت��ا کن��ون 
  Cryptococcus:شناس��ایي ش��ده ان��د ش��امل
albidus، Lipomyces lipofera، Rhodospo�
 ridium toruloides، Rhodotorula glutinis،
 Yarrowia lipo�وTrichosporon pullulan 

lytica م��ي باش��ند )Li et al. (2008. شناس��ایي 
س��ویه ه��اي میکروب��ي ب��ا قابلی��ت تولی��د روغ��ن 
ت��ک یاخت��ه ب��الا، م��ي توان��د ب��ه توجی��ه پذی��ر 
ش��دن بیش��تر تولی��د ای��ن محص��ول کم��ک کن��د 
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 .)Lopes da silva et al. 2012(
ب��ه کار گی��ري روش های��ي ک��ه بت��وان ب��ه 
ص��ورت س��ریع و آس��ان ش��رایط تولی��د و رش��د 
میکروارگانیس��م ه��ا را در محی��ط ه��اي کش��ت 
بررس��ي کن��د، جه��ت کنت��رل تولی��د محص��ولات 
بیوتکنولوژی��ک ض��روري اس��ت. یک��ي از ای��ن 
روش ه��ا فلوس��ایتومتري م��ي باش��د ک��ه قابلی��ت 
خصوصی��ات  م��ورد  در  اطلاع��ات  گ��زارش 
فلورس��انتي، ان��دازه و تراک��م س��لولي را دارد 
ت��ا گذش��ته   .Lopes da silva et al. (2012(
اي نزدی��ک کنت��رل فراین��د تولی��د س��وخت ه��اي 
زیس��تي ب��ا روش ه��اي س��نتي همچ��ون ان��دازه 
گی��ري وزن خش��ک س��لولي و روش اس��تخراج با 
ح��لال انج��ام م��ي گرفت��ه اس��ت ک��ه اس��تفاده از 
ای��ن روش��ها پ��ر هزین��ه ب��وده و نی��از ب��ه مق��دار 
 Lopes( زی��ادي زیس��ت توده س��لولي م��ي باش��د
روش��هاي  همچنی��ن   .da silva et al. (2012

س��نتي اطلاعات��ي را در م��ورد خصوصی��ات 
فیزیولوژی��ک س��لول ه��ا را ارائ��ه نم��ي ده��د 
روش  کارگی��ري  ب��ه   .Dai et al. (2007(
فلوس��ایتومتري و نی��ز رن��گ فلورس��نت نای��ل رد 
جه��ت رن��گ آمی��زي چرب��ي درون س��لول ه��ا 
ب��ه منظ��ور ان��دازه گی��ري محت��واي س��لولي ،ک��ه 
ب��ا دق��ت بس��یار ب��الا قاب��ل ان��دازه گی��ري اس��ت، 
کنت��رل فراین��د تولی��د را بس��یار آس��ان خواه��د 

.)Lopes da silva et al. 2011) ک��رد
در ای��ن پژوه��ش مخم��ر بوم��ي مول��د چرب��ي 
س��ویه    Rhodotrula muciloginosa 
UIMC35، ب��ه منظ��ور تولی��د مقادی��ر بالای��ي از 

روغ��ن ت��ک یاخته، جداس��ازي و شناس��ایي ش��د. 
ای��ن تحقی��ق اولی��ن گزارش��ي اس��ت ک��ه تولی��د 
لیپی��د توس��ط ای��ن گون��ه مخم��ري را معرف��ي مي 
کن��د. محت��واي لیپی��دي، ان��دازه و تراک��م س��لول 
ه��اي مخم��ر در مراح��ل مختل��ف رش��د توس��ط 
دس��تگاه فلوس��ایتومتري م��ورد ارزیاب��ي ق��رار 
گرف��ت. مقایس��ه و تبدی��ل مع��ادلات روش��هاي 
س��نتي و روش فلوس��ایتومتري ب��ه منظ��ور 
دس��تیابي س��ریع ب��ه نتایج م��ورد نی��از در کنترل 
فراین��د تولی��د ارائ��ه گردی��د. ب��ه دلی��ل اینک��ه 
روش ه��ای س��نتی بس��یار وق��ت گی��ر و نی��از 
ب��ه زم��ان زی��اد ب��رای دس��تیابی ب��ه اطلاع��ات 
صحی��ح صح��ت انج��ام فراین��د دارن��د، از روش 
فلوس��ایتومتری جه��ت بررس��ی س��ریع ش��رایط 

تخمی��ر اس��تفاده ش��د.

مواد و روش ها
جداسازي و شناسايي سويه مخمري

ردوت��رولا  مخ��ر  س��ویه  جداس��ازي 
موس��یلاژینوزا از خ��اک ه��اي اط��راف ش��هر 
اصفه��ان و بر اس��اس روش ارائه ش��ده توس��ط 
Pan et al., (2009) انج��ام گرف��ت. شناس��ایي 

مورفولوژی��ک و بیوش��یمیایي ب��ر اس��اس روش 
 Kurtzman and Fell توس��ط  ارائ��ه ش��ده 
 18S (2000) انج��ام پذیرف��ت. توال��ي ژن��ي

rRNA جه��ت شناس��ایي مولکول��ي اس��تفاده 

 DNA اس��تخراج .White et al. (1990) گردید
جه��ت انج��ام عملی��ات PCR، ب��ا تکنی��ک تخری��ب 
 Yamada( ب��ا دان��ه ه��اي شیش��ه اي انج��ام ش��د
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ITS1(5’TC- پرایمرهاي عمومي .)et al. 2002

 CGTAGGTGAACCTGCGG3’) وITS4

 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’)

جه��ت تکثی��ر ناحی��ه rDNA اس��تفاده ش��دند. 
از دس��تگاه توال��ي ی��اب اتوماتی��ک و ب��ه ش��کل 
قرائ��ت توال��ي از دو جه��ت )دو ب��ار خوان��ش( ب��ه 
منظ��ور تعیی��ن توال��ي محص��ول PCR اس��تفاده 
ش��د. جه��ت شناس��ایي س��ویه م��ورد بررس��ي، 
همول��وژي توال��ي بدس��ت آم��ده ب��ا توال��ي ه��اي 
 NCBI (http://www.س��ایت در  موج��ود 

انج��ام  ب��ا  (ncbi.nlm.nih.gov/BLAST و 

عملی��ات BLAST م��ورد بررس��ي ق��رار گرف��ت.

شرايط كشت
جه��ت بررس��ي تولی��د روغ��ن ت��ک یاخت��ه 
توس��ط س��ویه مخم��ري از ی��ک فراین��د 3 مرحله 
اي اس��تفاده گردی��د ک��ه ش��امل مراح��ل” فع��ال 
س��ازي اولیه”،”پی��ش تولی��د” و”تولی��د” ب��ود. در 
مرحل��ه فع��ال س��ازي س��ویه مخم��ري در محیط   
 Yeast Peptone Dextrose (YPD)آگار در 

پت��ري دی��ش کش��ت داده و ب��ه م��دت زم��ان 48 
س��اعت در دم��اي C° 28 ق��رار گرف��ت. بع��د از 
ای��ن مرحل��ه ی��ک ل��وپ از مخم��ر خال��ص فع��ال 
ش��ده ب��ه محی��ط ”پی��ش تولی��د” تلقی��ح گردی��د. 
(NH4)- ،)20( گلوک��ز :)g/L )ای��ن محی��ط ش��امل
 2SO4 (3)، KH2PO4 (1)، MgSO4.7H2O

)0/5(، عص��اره مخم��ر )1( و پپت��ون )1( در 5/5 
pH ب��ود. نمون��ه ه��ا در دم��اي C° 110 در 

 28 °C 10 دقیق��ه ات��وکلاو ش��ده و در دم��اي

و دور rpm 180 در م��دت زم��ان 48 س��اعت 
سوسپانس��یوني  ش��دند.  گ��ذاري  گرمخان��ه 
مع��ادل 5 درص��د محی��ط تولی��د، از محی��ط 
پی��ش تولی��د در ش��رایط آس��پتیک س��انتریفیوژ 
ش��د و پل��ت میکروب��ي بدس��ت آم��ده ب��ه محی��ط 
کش��ت” تولی��د” ک��ه ح��اوي)g/L(: گلوک��ز ،(40) 
 (NH4)2SO4 (2)، KH2PO4 (4)، K2HPO4

 MgSO4.7H2O (5/0) ،(1)و عص��اره مخم��ر 

 110 °C ب��ود و در دم��اي pH 5/5 0/5( در(
ب��ه م��دت 10 دقیق��ه ات��وکلاو ش��ده ب��ود، تلقی��ح 
 180 rpm 28 و دور °C گردی��د و در دم��اي
در م��دت زم��ان 4 روز گرمخان��ه گ��ذاري ش��د. 
ب��راي تمام��ي مراح��ل قی��د ش��ده از نمونه ش��اهد 
ب��دون تلقی��ح میکروارگانیس��م در کن��ار نمونه ها 
اس��تفاده ش��د. در محی��ط کش��ت تولید نس��بت به 
محی��ط کش��ت پی��ش تولی��د، مقادیر کرب��ن و ازت 
ب��ه ترتی��ب افزای��ش و کاه��ش یافت��ه اس��ت و این 
ام��ر ب��ه دلی��ل ایج��اد ش��رایط C/N بالات��ر در 
محی��ط کش��ت تولی��د م��ي باش��د چ��ون در ای��ن 
ش��رایط اس��ت ک��ه ذخی��ره ترکیب��ات لیپی��د درون 
.Zhao et al. (2008) س��لولي اتف��اق م��ي افت��د

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

ب��راي رن��گ آمی��زي س��لول ه��ا ب��ا نای��ل رد مق��دار 
 rpm 1 میل��ي لیت��ر از سوسپانس��ون س��لولي در
5000 و ب��ه م��دت 5 دقیق��ه س��انتریفیوژ ش��د و دو 
ب��ار ب��ا 1 میل��ي لیت��ر محل��ول باف��ر فس��فات نمکي 
شستش��و داده ش��د و مج��دداً یک میلي لیت��ر از این 
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باف��ر ب��ه آن اضاف��ه ش��د و بع��د از همگ��ن س��ازي، 
رقی��ق س��ازي ب��ا باف��ر ب��راي بدس��ت آوردن 106 
س��لول در میل��ي لیت��ر انج��ام گرف��ت. براي بدس��ت 
آوردن بیش��ترین ش��دت فلورس��نت، مق��دار اضافه 
ش��ده از محل��ول نای��ل رد جه��ت رن��گ آمی��زي و 
زم��ان انکوباس��یون بع��د از رن��گ آمی��زي بهین��ه 
ش��د. ب��ر اس��اس نتای��ج حاص��ل از بهین��ه س��ازي 
ش��دت فلورس��نت، مقدار بهین��ه از محل��ول نایل رد 
ک��ه بای��د ب��ه سوسپانس��یون رقی��ق ش��ده اضاف��ه 
گ��ردد  µl 20 )محل��ول 0/033 گ��رم در میل��ي 
لیت��ر در ح��لال اس��تون(  ب��ود. همچنی��ن بهین��ه 
م��دت زم��ان انکوباس��یون 4 دقیق��ه در دم��اي 37 
درج��ه س��انتیگراد در تاریکي بدس��ت آمد. س��پس 
سوسپانس��ون به دستگاه فلوس��ایتومتري تزریق 
گردی��د. روش فلوس��ایتومتري جه��ت بررس��ي 
ذرات لیپی��د درون س��لولي، تراک��م ترکیب��ات درون 
س��لولي و ان��دازه س��لولي م��ورد اس��تفاده ق��رار 
 Lopes da silva et al. (2011); Lopes( گرف��ت
 da silva et al. (2010); Raschke & Knorr.

(2009(. بررس��ي ش��دت فلورس��نت نس��بي ایجاد 

ش��ده در اث��ر رن��گ آمی��زي س��لول ه��ا ب��ا رن��گ 
 PAS/Dako نای��ل رد با دس��تگاه فلوس��ایتومتري
flow cytometer (Partec, Denmark)  مجه��ز 

ب��ه لی��زر آرگ��ون ب��ا ط��ول م��وج 488 نان��و مت��ر 
انج��ام گرف��ت. نای��ل رد در اث��ر برانگیختگ��ي ب��ا 
ای��ن ط��ول م��وج رن��گ زرد طلای��ي در حض��ور 
چرب��ي ه��اي خنث��ي از خ��ود نش��ان م��ي ده��د 
ک��ه توس��ط کان��ال FL2 دس��تگاه ان��دازه گی��ري 
م��ي ش��ود. س��لولهاي رن��گ نش��ده جه��ت ان��دازه 

autoflu- )گیري فلورس��نت خودبخ��ودي س��لولها 
orescent( م��ورد اس��تفاده ق��رار گرف��ت. ان��دازه 

  FSC (Forwardس��لولها ب��ا پارامت��ري ب��ه ن��ام
ب��ا  س��لولي  درون  تراک��م  و    )Scatter light

پارامت��ر SSC (Side Scatter light) اندازه گیري 
م��ي ش��ود. قرائ��ت ای��ن دو پارامت��ر ب��دون نی��از به 
رنگ فلورس��نت توس��ط دس��تگاه فلوس��ایتومتري 
انج��ام م��ي گی��رد. ب��راي نمای��ش نتای��ج از دو ن��وع 
 Density و Histogram گ��راف ب��ه ن��ام ه��اي
plot اس��تفاده ش��د. تع��داد س��لول آنالی��ز ش��ده 

در ه��ر ب��ار قرائ��ت ب��ا دس��تگاه بی��ش از ده ه��زار 
س��لول ب��ود. تمام��ي نتای��ج ارائ��ه ش��ده در بخ��ش 
فلوس��ایتومتري ای��ن مقال��ه س��ه ب��ار تک��رار ش��ده 
ان��د. تمام��ي منحن��ي ه��اي ارائ��ه ش��ده در قس��مت 
نتای��ج یک��ي از س��ه تک��رار مس��تقل م��ي باش��د. 
ن��رم اف��زار Flow Max 2.4e جه��ت ارائ��ه نتای��ج 
ب��ا دس��تگاه فلوس��ایتومتري م��ورد اس��تفاده قرار 

گرف��ت.

روش هاي اندازه گیري
اس��تخراج روغ��ن با اس��تفاده از روش ب��لاي و دایر 
 .Pan et al. (2009) اص��لاح ش��ده انج��ام پذیرف��ت
در ای��ن روش 50 میل��ي لیت��ر از ”محی��ط کش��ت 
تولی��د” در دور rpm 5000 س��انتریفیوژ و دو ب��ار 
ب��ا محل��ول باف��ر فس��فات نمک��ي )PBS( شستش��و 
داده ش��د. ب��ه ت��وده میکروب��ي بدس��ت آم��ده مق��دار 
10 میل��ي لیت��ر اس��ید کلریدری��ک 4 م��ولار اضاف��ه 
ش��د و ب��راي م��دت زمان یک س��اعت در حم��ام آب 
دم��اي 60 درج��ه س��انتیگراد ق��رار گرف��ت. س��پس 
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مق��دار 20 میل��ي لیت��ر محل��ول متانل:کلرف��رم ب��ه 
نس��بت )V:V( 2:1 ب��ه آن اف��زوده ش��د و ب��راي 2 تا 
 )250 rpm( 3 س��اعت در ش��یکر رف��ت و برگش��تي
ق��رار گرف��ت. س��پس ب��ا اس��تفاده از س��انتریفیوژ 
)rpm 5000( جداس��ازي لای��ه ه��ا تس��هیل گردید و 
ب��ه کم��ک پیپ��ت پاس��تور لای��ه زیری��ن جداس��ازي 
ش��د. لای��ه زیری��ن جداس��ازي ش��ده جه��ت تبخی��ر 
زودت��ر ح��لال، در اتاق��ک خ��لاء ق��رار داده ش��د و 
روغ��ن تولی��د ش��ده بع��د از تبخی��ر کام��ل ح��لال 

وزن گردی��د. 
ان��دازه گیري قند از معرف دي نیتروسالیس��یلیک 
اس��ید )DNS( و ب��ا اس��تفاده از روش ارائ��ه 
ش��ده توس��طMiller et al. (1959)  اس��تفاده 
گردی��د. می��زان نیت��روژن باق��ي مان��ده در محی��ط 
کش��ت ب��ا اس��تفاده از روش کجل��دال انج��ام 

.Clesceri et al. (1999( گرف��ت
ب��راي بدس��ت آوردن می��زان زیس��ت ت��وده 
خش��ک س��لولي مق��دار 5 میل��ي لیت��ر از محیط��ي 
ک��ه مخم��ر در آن رش��د یافت��ه ب��ود، در دور 
rpm 5000 س��انتریفیوژ و ب��ا PBS شستش��و 

داده ش��د، س��پس ت��وده میکرب��ي در دم��اي 60 
درج��ه س��انتیگراد ت��ا زم��ان ثاب��ت ش��دن وزن 
ق��رار داده ش��د و زیس��ت ت��وده خش��ک ش��ده 
 Pan et al. ب��ا ت��رازوي دقی��ق وزن گردی��د
(2009(. می��زان دانس��یته ن��وري س��لول ه��ا ب��ا 

 nm دس��تگاه اس��پکتروفتومتر و در ط��ول م��وج
 .Li et al. (2007( 600 انج��ام گرف��ت

رن��گ آمی��زي ب��ا محل��ول متیل��ن بل��و ب��ه منظ��ور 
افت��راق س��لولهاي م��رده از زن��ده مورد اس��تفاده 
ق��رار گرف��ت. م��اده متیل��ن بل��و ب��ا غلظ��ت 

فس��فات  باف��ر  محل��ول  در   mmol/L 05/0

نمک��ي)PBS( ح��ل گردی��د و pH محل��ول نهای��ي 
روي 7/2  تنظی��م ش��د. ب��راي رن��گ آمی��زي، 
مق��دار ه��م حج��م از محل��ول آم��اده متیل��ن بل��و 
ب��ه مق��دار مس��اوي از سوسپانس��یون س��لولي 
اضاف��ه و ب��ه م��دت 10 دقیق��ه در دم��اي محی��ط 
گرمخان��ه گ��ذاري ش��د. رن��گ متیل��ن بل��و ب��ه 
درون س��لولهاي م��رده نف��وذ م��ي کن��د و آنه��ا را 
ب��ه رن��گ آب��ي در م��ي آورد. ای��ن در حالیس��ت 
ک��ه س��لول ه��اي زن��ده ب��ي رن��گ باق��ي خواهن��د 
مان��د. جه��ت ش��مارش س��لول ه��اي رن��گ 
آمی��زي ش��ده در مراح��ل مختل��ف رش��د، از لام 

توم��ا اس��تفاده گردی��د. 

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

ش��دت فلورس��نت نس��بي س��لول ه��ا در کان��ال 
FL2 ک��ه در اث��ر اتص��ال رن��گ فلورس��نت نای��ل 

رد ب��ه چرب��ي ه��اي خنث��ي درون س��لولي ایج��اد 
ش��ده اس��ت، در ط��ي مراح��ل رش��د در زم��ان 
ه��اي 12،24، 36، 48، 60، 72، 96 و 120 س��اعت 
توس��ط دس��تگاه فلوس��ایتومتري ان��دازه گی��ري 
ش��د. گ��راف ه��اي هیس��توگرام مربوطه در ش��کل 
1 نش��ان داده ش��ده اس��ت. مح��دوده مش��خص 
ش��ده توس��ط واح��د RN2 )بی��ن 1 ت��ا 1000 در 
مح��ور X( مح��دوده ب��ا ش��دت فلورس��نت در اث��ر 
اتص��ال رن��گ نای��ل رد ب��ه چرب��ي خنث��ي درون 
س��لولي اس��ت. مح��دوده بی��ن 0/1 ت��ا 1 در مح��ور 
X مرب��وط ب��ه اتوفلورس��نت س��لول ه��ا پی��ش از 
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رن��گ آمی��زي ب��ا نایل رد اس��ت ک��ه قب��ل از تزریق 
نمون��ه رن��گ ش��ده، ب��ا س��لول ه��اي رن��گ نش��ده 
مرب��وط ب��ه هم��ان نمون��ه تنظی��م ش��ده اس��ت ت��ا 

ش��دت فلورس��نت ان��دازه گی��ري ش��ده در نمون��ه 
مرب��وط ب��ه تجم��ع چرب��ي درون س��لولي باش��د.  
همانط��ور ک��ه در ش��کل ی��ک مش��خص مي باش��د. 

ش��کل 1 : هیس��توگرام ه��اي مرب��وط ب��ه ش��دت فلورس��نت در نق��اط زمان��ي مختل��ف )12، 24، 36، 48، 60، 72، 96 و 
120 س��اعت( مرب��وط ب��ه س��لول ه��اي مخم��ري R. muciloginosa س��ویه UIMC35. ش��دت فلورس��نت در کان��ال 
FL2 دس��تگاه فلوس��ایتومتر ان��دازه گی��ري ش��ده اس��ت. مح��ور  عم��ودي مرب��وط ب��ه تع��داد س��لولهاي قرائ��ت ش��ده و 

مح��ور افق��ي مرب��وط ب��ه ش��دت فلورس��نت FL2 م��ي باش��د. گ��راف ه��ا ب��ه ص��ورت نیم��ه لگاریتم��ي رس��م ش��ده ان��د. 
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ش��دت فلورس��نت نس��بي از زم��ان 12 ت��ا 96 دقیقه 
افزای��ش یافته و س��پس در زمان 120 دقیقه کاهش 
یافت��ه اس��ت ک��ه عل��ت آن کاه��ش می��زان چرب��ي 
درون س��لولي در اث��ر مص��رف آن م��ي باش��د. 
همانط��ور ک��ه در گراف هاي هیس��توگرام ش��کل 1 
نش��ان داده ش��ده است، س��لولها در س��اعات اولیه 
کش��ت )ت��ا س��اعت h 36( داراي ش��دت فلورس��نت 
ناهمگ��ن و پراکن��ده اي هس��تند ک��ه نش��ان مي دهد 
در ف��از لگاریتم��ي رش��د می��زان محت��واي لیپی��دي 
س��لول ه��ا ب��ا یکدیگ��ر متف��اوت اس��ت و ای��ن ب��ه 
دلی��ل ایج��اد ش��دن س��لولهاي ت��ازه در اث��ر جوان��ه 
زن��ي م��ي باش��د و ب��ه همی��ن دلی��ل س��لولهاي ب��ا 
مقادی��ر متفاوت��ي از ذرات لیپی��دي درون س��لولي 
در جمعی��ت میکروب��ي م��ورد بررس��ي ق��رار دارد. 
بررس��ي ش��دت فلورس��ت حاص��ل از اتص��ال 
رن��گ نای��ل رد ب��ه ترکیب��ات چرب��ي در تحقیق��ات 
انجام ش��ده توس��ط  Shakeri et al. (2011)روي 
پل��ي بت��ا هیدروکس��ي بوتی��رات در س��ویه ه��اي 
باکتریای��ي تولی��د کنن��ده ای��ن بی��و پلیم��ر انج��ام 
گرفت��ه اس��ت. ای��ن در حال��ي اس��ت ک��ه در تحقی��ق 
حاض��ر از مخم��ر ه��اي مول��د چرب��ي از ن��وع تري 

آس��یل گلیس��رول اس��تفاده ش��ده اس��ت.

رابطــه بیــن شــدت فلورســنت نســبي و 
ــري ــاي مخم ــلول ه ــدي در س ــواي لیپی محت

س��ویه ه��اي مخم��ري ک��ه محت��واي لیپی��دي 
بالات��ري داش��ته باش��ند از نظ��ر صنعت��ي ارزش 
بالات��ري دارند چ��ون از وزن کمتري زیس��ت توده 
س��لولي م��ي ت��وان روغ��ن بیش��تري اس��تخراج 

ک��رد و ب��ه ای��ن ترتی��ب هزین��ه ه��اي مرب��وط ب��ه 
اس��تخراج و نی��ز هزین��ه سوبس��تراي اولیه کاهش 
م��ي یاب��د و ب��ه ای��ن ترتی��ب میکروارگانیس��م 
بیش��ترین ان��رژي خ��ود را ص��رف تولی��د و ذخیره 

لیپی��د درون س��لول م��ي کن��د.
ب��ه منظ��ور دس��تیابي ب��ه روش��ي ک��ه بت��وان ب��ا 
س��رعت و در ه��ر لحظ��ه می��زان محت��واي لیپیدي 
س��لولها را ان��دازه گی��ري ک��رد، رابط��ه بی��ن 
ش��دت فلورس��نت نس��بي س��لول ه��ا ب��ا دس��تگاه 
فلوس��ایتومتري و محت��واي لیپی��دي )ماحص��ل 
تقس��یم می��زان لیپی��د اس��تخراج ش��ده ب��ر می��زان 
وزن خش��ک س��لولي ک��ه ب��ه ص��ورت درص��د 
گ��زارش م��ي ش��ود( در زم��ان ه��اي مختل��ف ب��ه 
ص��ورت ی��ک معادل��ه خط��ي بدس��ت آم��د. مقادیر 
محت��واي لیپی��دي و ش��دت فلورس��نت در مراح��ل 
مختل��ف رش��د در ج��دول 1 آورده ش��ده اس��ت. 
معادل��ه خط��ي مرب��وط ب��ه محت��واي لیپی��دي 
و ش��دت فلورس��نت س��لولها  بدس��ت آم��د. ب��ر 
اس��اس نتای��ج بدس��ت آم��ده، R2 معادل��ه خط��ي 
0/818 بدس��ت آم��د. بنابرای��ن ب��ا ان��دازه گی��ري 
ش��دت فلورس��نت نس��بي ی��ک نمون��ه و ق��رار 
دادن آن در فرم��ول مربوط��ه م��ي ت��وان محت��واي 

لیپی��دي س��لول را ب��ه راحت��ي محاس��به ک��رد.

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

یک��ي از ویژگ��ي ه��اي س��لولي ک��ه ب��ا دس��تگاه 
فلوس��ایتومتري قاب��ل ان��دازه گی��ري م��ي باش��د 
ان��دازه س��لولي اس��ت ک��ه ب��ه ص��ورت پارامت��ر 
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FSC نش��ان داده م��ي ش��ود و ب��دون وابس��تگي 

ب��ه رن��گ فلورس��نت قاب��ل ردیاب��ي اس��ت. ش��دت 
فلورس��نت نی��ز از دیگ��ر پارامترهای��ي اس��ت ک��ه 
ب��ر اس��اس می��زان رن��گ فلورس��نت ) در اینج��ا 
نای��ل رد( متص��ل ش��ده ب��ه سوبس��تراي خ��اص 
در س��لول ردیاب��ي م��ي ش��ود و ه��ر چ��ه می��زان 
رن��گ متص��ل ش��ده ب��ه سوبس��ترا بیش��تر باش��د 
نش��ان دهن��ده حض��ور بیش��تر ترکی��ب م��ورد 
نظ��ر در س��لول و در نتیج��ه افزای��ش ش��دت 
فلورس��نت م��ورد بررس��ي خواه��د بود. ش��کل 2 
ش��دت فلورس��نت نس��بي و ان��دازه س��لولي را در 
زم��ان ه��اي 12، 36، 60 و 96 دقیق��ه نش��ان م��ي 
ده��د )گ��راف مرب��وط ب��ه دیگ��ر زم��ان ه��ا در 
اینج��ا نش��ان داده نش��ده اس��ت(. در ای��ن گ��راف 

ه��ا مح��ور Y مرب��وط ب��ه ش��دت فلورس��نت 
نس��بي اس��ت ک��ه ب��ا FL2 نش��ان داده ش��ده و 
مح��ور X مرب��وط ب��ه FSC اس��ت ک��ه نم��ادي 
از ان��دازه س��لولي اس��ت. س��طح زی��ر دو منحن��ي 
ب��ه چه��ار قس��مت تقس��یم بن��دي ش��ده ک��ه ای��ن 
نواح��ي ب��ه ص��ورت QB1 )فلورس��نت زی��اد و 
ان��دازه کوچک(، QB2 )فلورس��نت زی��اد و اندازه 
ب��زرگ(، QB3 )فلورس��نت ک��م و ان��دازه کوچک( 
و QB4 )فلورس��نت ک��م و ان��دازه ب��زرگ( ن��ام 
گ��ذاري ش��ده ان��د. ب��ه دس��ته س��لولهایي ک��ه در 
ه��ر ناحی��ه ق��رار م��ي گی��رد زی��ر جمعی��ت گفت��ه 
م��ي ش��ود و بنابرای��ن ه��ر ناحی��ه ح��اوي زی��ر 
جمعیت��ي اس��ت ک��ه از نظ��ر ش��دت فلورس��نت و 
FSC خصوصی��ات متفاوت��ي نس��بت ب��ه دیگ��ر 

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

میــزان خطــا كمتــر از 10 درصــد مــي باشــد.

محتواي لیپیدي 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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نواح��ي دارد. درص��د زی��ر جمعی��ت س��لولي 
موج��ود در ه��ر منطق��ه از کل جمعی��ت س��لولي 
بررس��ي ش��ده در آن ناحی��ه آورده ش��ده اس��ت. 
همانط��ور ک��ه در ش��کل مش��خص اس��ت درص��د 
زی��ر جمعی��ت در منطق��ه QB2 ب��ا افزای��ش 
زم��ان، افزای��ش یافت��ه اس��ت و از 47/36 % 
در زم��ان س��اعت 12 ب��ه 92/82 % درزم��ان 
س��اعت 96 رس��یده اس��ت ک��ه نش��ان دهن��ده 
افزای��ش ت��وام اندازه و ش��دت فلورس��نت نس��بي 
در جمعی��ت مخم��ري م��ورد بررس��ي اس��ت و 
بدی��ن معن��ي اس��ت ک��ه در ط��ي زم��ان س��لولها 
بزرگت��ر ش��ده و تجم��ع چرب��ي درون س��لولي 

آنه��ا نی��ز افزای��ش یافت��ه اس��ت. در عی��ن ح��ال 
ب��ا دق��ت ب��ه گ��راف ه��اي تراکم��ي موج��ود در 
ش��کل 2 ، ش��اهد دو دس��ته اي ش��دن س��لول ه��ا 
ت��ا زم��ان 72 س��اعت هس��تیم و س��پس مج��دداً 
س��لول ه��ا ب��ه ص��ورت ی��ک دس��ته ب��ا ش��دت 
فلورس��نت نس��بي ب��الا تبدی��ل م��ي ش��وند. عل��ت 
ای��ن اتف��اق جوان��ه زن��ي در س��لول ه��اي مخمري 
اس��ت ک��ه در نتیج��ه آن س��لول ه��اي کوچک��ي 
ب��ا مق��دار چرب��ي درون س��لولي ک��م تولی��د م��ي 
ش��ود ول��ي در ادام��ه ب��ه دلی��ل افزای��ش تراک��م 
جمعی��ت مخم��ري تکثی��ر ب��ه ش��دت کاه��ش 
م��ي یاب��د و ب��ا رش��د و افزای��ش چرب��ي درون 

ش��کل 2: گ��راف ه��اي تراکم��ي )density plots( مرب��وط ب��ه ش��دت فلورس��نت )FL2( در مقاب��ل ان��دازه س��لولي 
)FSC( در زم��ان ه��اي 12، 36، 60 و 96 س��اعت از ابت��داي کش��ت. گرافه��ا ب��ه ص��ورت نیم��ه لگاریتم��ي رس��م 
ش��ده ان��د. ه��ر ک��دام از گ��راف ه��ا ب��ه چه��ار قس��مت تقس��یم بن��دي ش��ده ان��د )QB3 ،QB2 ،QB1 و QB4( ک��ه 

درص��د زی��ر جمعی��ت در ه��ر ک��دام از نواح��ي درون آن ذک��ر ش��ده اس��ت. 
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س��لول ه��اي موج��ود، تمام��ي جمعی��ت مخم��ري 
یکدس��ت و ب��ا محت��واي لیپی��دي ب��الا مي ش��وند. 
در ط��ي زم��ان انکوباس��یون از تراک��م س��لولي 
 QB4 و QB1، QB3 در زی��ر جمعی��ت ه��اي
کاس��ته ش��ده و ب��ه زی��ر جمعی��ت QB2 اف��زوده 
م��ي ش��ود. ای��ن تغیی��رات نش��ان دهن��ده تمای��ل 
س��لولهاي مخم��ري ب��ه تجم��ع لیپی��د درون 
س��لولي و نی��ز افزای��ش ان��دازه ای��ن س��لولها ب��ا 

گذش��ت زم��ان اس��ت.

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

از دیگ��ر خصوصی��ات س��لولي ک��ه توس��ط 

دس��تگاه فلوس��ایتومتري قابلی��ت ردیاب��ي دارد، 
تراک��م درون س��لولي )گرانولوس��یتي( اس��ت 
ک��ه ب��ا پارامت��ر SSC نمای��ش داده م��ي ش��ود. 
بررس��ي ش��دت فلورس��ت در مقاب��ل تراک��م 
درون س��لولي در تحقیق��ات انج��ام ش��ده توس��ط 
Shakeri et al. (2011) روي باکت��ري ه��اي 

تولی��د کنن��ده پل��ي بت��ا هیدروکس��ي بوتی��رات 
انج��ام گرفت��ه اس��ت. گ��راف ه��اي تراکم��ي 
SSC در براب��ر ش��دت فلورس��نت ب��ه ص��ورت 

نیم��ه لگاریتم��ي )ش��دت فلورس��نت ب��ه ص��ورت 
لگاریتم��ي و SSC ب��ه ص��ورت خط��ي( در زمان 
هاي 12، 36، 60 و 72 س��اعت در ش��کل3 نش��ان 
 Y داده ش��ده اس��ت. در ای��ن گ��راف ه��ا مح��ور

ش��کل 3: گ��راف ه��اي تراکم��ي )density plots( مرب��وط ب��ه ش��دت فلورس��نت )FL2( در مقاب��ل تراک��م درون 
س��لولي )SSC( در زم��ان ه��اي 12، 36، 60 و 96 س��اعت از ابت��داي کش��ت. گرافه��ا ب��ه ص��ورت نیم��ه لگاریتم��ي 
 )QA4 و QA3 ،QA2 ،QA1( رس��م ش��ده ان��د. ه��ر ک��دام از گ��راف ه��ا ب��ه چه��ار قس��مت تقس��یم بن��دي ش��ده ان��د

ک��ه درص��د زی��ر جمعی��ت در ه��ر ک��دام از نواح��ي درون آن ذک��ر ش��ده اس��ت. 
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مرب��وط ب��ه ش��دت فلورس��نت نس��بي اس��ت ک��ه 
ب��ا FL2 نش��ان داده ش��ده و مح��ور X مرب��وط 
ب��ه تراک��م درون س��لولي اس��ت ک��ه ب��ا علام��ت 
SSC نش��ان داده ش��ده اس��ت. س��طح زی��ر دو 

منحن��ي ب��ه چه��ار قس��مت تقس��یم بن��دي ش��ده 
و ب��ه ص��ورت QA1 )فلورس��نت زی��اد و تراک��م 
ک��م(، QA2 )فلورس��نت زی��اد و تراک��م زی��اد(، 
 QA4 فلورس��نت ک��م و تراک��م ک��م( و( QA3

)فلورس��نت ک��م و تراک��م زی��اد( ن��ام گ��ذاري 
ش��ده اس��ت. درص��د زی��ر جمعی��ت س��لولي 
موج��ود در ه��ر منطق��ه از کل جمعی��ت س��لولي 
بررس��ي ش��ده در کن��ار آن آورده ش��ده اس��ت. 
 QA2 درص��د زی��ر جمعی��ت س��لولي در ناحی��ه
ب��ا افزای��ش زم��ان زی��اد ش��ده اس��ت و از 0/03 
درص��د در زم��ان س��اعت 12  ب��ه 17/97 در 
زم��ان س��اعت 96 رس��یده اس��ت و ب��ا توج��ه 
ب��ه اینک��ه ای��ن ناحی��ه مرب��وط ب��ه زی��ر جمعی��ت 
ه��اي ب��ا تراک��م بالا و ش��دت فلورس��نت ب��الا مي 
باش��د، بنابرای��ن در ط��ي زم��ان زی��ر جمعی��ت 
ح��اوي ترکیب��ات لیپی��دي درون س��لولي افزای��ش 
یافت��ه اس��ت. در مقاب��ل ای��ن زی��ر جمعی��ت زی��ر 
جمعی��ت QA3 ق��رار دارد ک��ه مرب��وط به س��لول 
ه��اي ب��ا فلورس��نت نس��بي و تراک��م درون 
س��لولي پایی��ن هس��تند و در ط��ي گذش��ت زم��ان 
از س��اعت 12 ب��ه 96 درص��د س��لول ه��ا در 
ای��ن ناحی��ه از 10/12 درص��د ب��ه 0/02 درص��د 
کاه��ش یافت��ه اس��ت ک��ه نش��ان دهن��ده کاه��ش 
تع��داد س��لول ه��اي ب��ا می��زان لیپی��د پایی��ن 
م��ي باش��د. بیش��ترین زی��ر جمعی��ت س��لولي در 
ناحی��ه QA1 قرارگرفت��ه ک��ه در تمام��ي مراح��ل 

رش��د مخم��ر جمعیت��ي بی��ش از 80 درص��د را 
ب��ه خ��ود اختص��اص داده اس��ت. البت��ه از زم��ان 
س��اعت 60 ت��ا 96، کاه��ش 10/61 درص��دي در 
ای��ن ناحی��ه، نش��ان دهن��ده افزای��ش تراک��م درون 
س��لولي س��لول ه��ا در ف��از س��کون اس��ت ک��ه 
منطب��ق ب��ا مرحل��ه افزای��ش می��زان چرب��ي درون 
س��لولي اس��ت. ب��ه دلی��ل اینک��ه س��لول ه��اي 
مخم��ر م��ورد بررس��ي از ن��وع مول��د چرب��ي 
م��ي باش��ند، بنابرای��ن در تمام��ي مراح��ل رش��د 
درص��د س��لولهاي ناحی��ه QA4، ب��ه دلی��ل 
محدودی��ت بس��یار ک��م س��لولهایي ب��ا می��زان 
پایی��ن ذخائ��ر درون س��لولي چرب��ي و می��زان 
بالای��ي از تراک��م س��لولي، نزدی��ک ب��ه صف��ر 
اس��ت. لازم ب��ه ذک��ر اس��ت ک��ه نتای��ج بدس��ت 
آم��ده از محت��واي لیپی��دي و ش��دت فلورس��نت 
نس��بي س��لول ه��ا نی��ز ای��ن مطل��ب را تصدی��ق 
م��ي کنن��د و نتای��ج بدس��ت آم��ده ب��ا ه��م انطب��اق 

دارن��د.

تــوده خشــک  زيســت  میــزان  تغییــرات 
ســلولي، دانســیته نــوري و تعــداد ســلول هــا

می��زان زیس��ت ت��وده خش��ک س��لولي در ط��ي 
رش��د مخم��ر م��ورد بررس��ي ق��رار گرف��ت اس��ت 
)ش��کل 4(. ب��ر اس��اس نتای��ج ارائ��ه ش��ده در ای��ن 
ش��کل، از س��اعت 12 ت��ا 24 ف��از تاخی��ري، از 
س��اعت 24 ت��ا 72 س��اعت ف��از رش��د نمای��ي، از 
س��اعت 72 ت��ا 96 س��اعت ف��از تاخی��ري رش��د 
نمای��ي ی��ا ف��از اولی��ه س��کون و از س��اعت 96 ت��ا 
120 ف��از س��کون م��ي باش��د. بیش��ترین می��زان 
زیس��ت ت��وده خش��ک س��لولي ب��ه می��زان 9/8 



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

گ��رم ب��ر لیت��ر در ف��از س��کون رش��د مخم��ر 
بدس��ت آم��د. 

ب��ه منظ��ور بدس��ت آوردن س��ریع و آس��ان 
می��زان زیس��ت ت��وده خش��ک س��لولي )ب��دون 
مقادی��ر  ک��ردن(،  خش��ک  عملی��ات  انج��ام 
دانس��یته ن��وري و نی��ز ش��مارش س��لولي در 
مراح��ل مختل��ف رش��د ،همزم��ان ب��ا ان��دازه 
گی��ري زیس��ت ت��وده خش��ک س��لولي، انج��ام 
گرف��ت ک��ه مقادی��ر بدس��ت آم��ده در ج��دول 
2 آورده ش��ده اس��ت. همچنی��ن معادل��ه خط��ي 
ت��وده   زیس��ت  و  ن��وري  دانس��یته  تبدی��ل 
  R²=0.980 ب��ا )OD=3.339DCW+5.283(
 cell( و نی��ز ش��مارش س��لولي و زیس��ت ت��وده
 R² = ب��ا   )count=3E+07DCW-1E+07

0.941 محاس��به ش��ده اس��ت. بدی��ن ترتی��ب ب��ا 

ان��دازه گیري آس��ان و س��ریع دانس��یته ن��وري و 
ی��ا تع��داد س��لول ه��ا در ه��ر مرحل��ه از رش��د و 
ق��رار دادن اع��داد بدس��ت آمده در فرم��ول مورد 
نظ��ر م��ي ت��وان زیس��ت ت��وده خش��ک س��لولي را 
محاس��به ک��رد. ای��ن مع��ادلات در تولی��د صنعتي 
روغ��ن ت��ک یاخت��ه از مخم��ر جه��ت رس��یدن 
س��ریع و آس��ان ب��ه می��زان زیس��ت ت��وده 
خش��ک س��لولي کارب��رد دارد. تع��داد س��لولهاي 
م��رده و زن��ده نی��ز در ه��ر مرحل��ه در ج��دول2 
آورده ش��ده اس��ت. همانط��ور ک��ه در نتای��ج 
مش��اهده م��ي ش��ود ب��ا گذش��ت زم��ان درص��د 
س��لولهاي م��رده افزای��ش یافت��ه ک��ه ای��ن مق��دار 
در ف��از س��کون ب��ه بیش��ترین می��زان خ��ود )% 

ش��کل 4: تغیی��رات می��زان زیس��ت ت��وده خش��ک س��لولي، تولی��د لیپی��د، کارای��ي تولی��د لیپی��د و کارای��ي تولی��د 
زیس��ت ت��وده در مراح��ل مختل��ف رش��د مخم��ر س��ویه UIMC35. تمام��ي نتای��ج میانگی��ن 3 تک��رار مس��تقل ب��وده 

و می��زان خط��ا کمت��ر از 10 درص��د ب��وده اس��ت.
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85/4 در س��اعت 120( رس��یده اس��ت. از روي 
تع��داد س��لولهاي م��رده م��ي ت��وان ب��ه ف��از 
رش��دي مخم��ر پ��ي ب��رد و در تولی��د صنعت��ي 
ب��ه تش��خیص زم��ان مناس��ب جه��ت تولی��د کمک 

قاب��ل توجه��ي خواه��د ک��رد.
 

ــد،  ــد لیپی ــزان تولی ــرات می ــي تغیی بررس
كارايــي تولیــد لیپیــد و كارايــي تولیــد 
زيســت تــوده در مراحــل مختلــف رشــد 

ــر مخم
می��زان تولی��د لیپی��د، کارای��ي تولی��د لیپی��د و 
کارای��ي تولی��د زیس��ت ت��وده در مراح��ل مختلف 
رش��د مخم��ر م��ورد ارزیاب��ي ق��رار گرفت اس��ت. 
نتای��ج مرب��وط ب��ه تولی��د لیپی��د در ط��ي رش��د 
مخم��ر در ط��ي 120 س��اعت در ش��کل 4 نش��ان 

داده ش��ده اس��ت. بیش��ترین می��زان تولی��د لیپی��د 
در س��اعت 96 بدس��ت آم��د )g/L 6/57( ک��ه بع��د 
از آن ای��ن مق��دار ب��ه g/L 6/02 در س��اعت 120 
کاه��ش پی��دا ک��رد. در واق��ع بع��د از زم��ان 96 
س��اعت س��لول ه��ا ش��روع ب��ه مص��رف چرب��ي 

ه��اي ذخی��ره اي خ��ود ک��رده ان��د. 
کارای��ي تولی��د لیپی��د از حاص��ل تقس��یم می��زان 
لیپی��د تولی��دي )g/L( ب��ر می��زان قن��د مصرف��ي 
)g/L( بدس��ت م��ي آی��د و ب��ه ص��ورت درص��د 
گ��زارش م��ي ش��ود. ه��ر چ��ه ای��ن نس��بت بالات��ر 
باش��د نش��ان م��ي ده��د در سیس��تم متابولیس��مي 
س��ویه م��ورد بررس��ي، قن��د مصرف��ي ب��ه ج��اي 
اینک��ه ص��رف دیگ��ر تولی��دات متابولیت��ي اولی��ه یا 
ثانوی��ه ش��ود، بیش��تر ص��رف تولی��د لیپی��د ش��ده 
اس��ت. اس��توکیومتري گلوک��ز و قنده��اي مش��ابه 

جــدول 2: تغییــرات میــزان دانســیته نــوري، تعــداد ســلولها و ســلولهاي مــرده و زنــده در 
مراحــل مختلــف رشــد مخمــر ســويه UIMC35. نتايــج ارائــه شــده میانگیــن ســه تکــرار 

مســتقل مــي باشــد و میــزان خطــا در آزمايشــات كمتــر 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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مث��ل لاکت��وز و فروکت��وز نش��ان م��ي ده��د ک��ه 
از ه��ر 100 گ��رم )مع��ادل تقریب��اً 0/56 م��ول(، 
مق��دار 1/1 م��ول Acetyl CoA تولی��د مي ش��ود. 
بنابرای��ن اگ��ر تمام��ي  Acetyl CoAجه��ت تولید 
لیپی��د مص��رف ش��ود، بیش��ترین مق��دار روغ��ن 
ت��ک یاخت��ه تولی��دي نس��بت ب��ه گلوک��ز مصرف��ي 
براب��ر ب��ا  g/g 0/32 و در م��ورد زایل��وز ای��ن 
نس��بت ب��ه g/g 0/34 خواه��د ب��ود. ب��ا ای��ن وجود 
حت��ي در ش��رایط اپتیم��م می��زان تولی��د روغ��ن 
  g/g  ت��ک یاخت��ه ب��ه ن��درت ب��ه مق��دار بالات��ر از
Papanikolaou & Agge- 0/22 خواه��د رس��ید

lis (2011). طب��ق نتای��ج بدس��ت آم��ده در تحقیق 

حاض��ر بیش��ترین کارایي تولی��د لیپی��د % 21/13 
در س��اعت 96 بدس��ت آم��ده و تغیی��رات ای��ن 
پارامت��ر در ط��ي رش��د در ش��کل 4 نش��ان داده 
Pa- رش��ده اس��ت. در مقایس��ه ب��ا تحقیق��ات دیگ��
 panikolaou & Aggelis (2011); Dai et al.

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

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

س��ویه ردوت��رولا موس��یلوژینوزا UIMC35 از 
س��ویه های��ي اس��ت ک��ه SCO را ب��ا کارای��ي ب��الا 

تولی��د م��ي کن��د.
کارای��ي تولی��د زیس��ت ت��وده ب��ه منظور مقایس��ه 
ب��ا کارای��ي تولی��د لیپی��د در ای��ن تحقی��ق م��ورد 
بررس��ي ق��رار گرفت��ه و ان��دازه گی��ري ش��ده 
اس��ت. نتای��ج مرب��وط به ای��ن فاکتور در ش��کل 4 
نش��ان داده ش��ده اس��ت و ب��ر اس��اس نتای��ج ذکر 
ش��ده بیش��ترین کارای��ي تولی��د زیس��ت ت��وده در 
س��اعت 12 و ب��ه مق��دار% 69/09 ب��وده اس��ت. 

کارای��ي تولی��د زیس��ت ت��وده برعک��س کارای��ي 
تولی��د لیپی��د در مراح��ل اولی��ه رش��د بالات��ر از 
مراح��ل انتهای��ي اس��ت و ای��ن نش��ان م��ي ده��د 
ک��ه ان��رژي س��لولي ابت��دا جه��ت تولی��د زیس��ت 
ت��وده مصرف ش��ده و س��پس ب��ه ذخی��ره درون 

س��لول ش��یفت پی��دا ک��رده اس��ت.

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

می��زان قن��د باقیمان��ده در ط��ي رش��د کاه��ش 
یافت��ه اس��ت و مق��دار آن از 40 ب��ه 8/1 گ��رم 
درلیت��ر در ط��ي مدت زمان 120 س��اعت رس��یده 
اس��ت.  مق��دار قن��د مصرف��ي س��ویه مخم��ري در 
نق��اط زمان��ي م��ورد بررس��ي محاس��به ش��ده 
اس��ت )ج��دول 3(. نکت��ه قاب��ل توج��ه ای��ن اس��ت 
ک��ه ب��ا توج��ه ب��ه مق��دار باقیمان��ده قن��د در 
محی��ط کش��ت و نی��ز از آنجای��ي ک��ه در س��اعت 
96 )ک��ه از ای��ن زم��ان ب��ه بع��د می��زان چرب��ي 
کاه��ش پی��دا ک��رده اس��ت( مق��دار قن��د باقیمان��ده 
8/9 گ��رم در لیت��ر ب��وده اس��ت، محدودی��ت قن��د 

عام��ل توق��ف تولی��د لیپی��د نب��وده اس��ت.
تغیی��رات می��زان ازت باقیمان��ده در ط��ي زم��ان 
رش��د مخم��ر در ج��دول 3 نش��ان داده ش��ده 
اس��ت. مق��دار ازت اولی��ه در محی��ط کش��ت 0/53 
گ��رم در لیت��ر ب��وده اس��ت. نتای��ج نش��ان م��ي 
ده��د مق��دار ازت باقیمان��ده در محی��ط کش��ت در 
انتهاي کش��ت و بعد از 120 س��اعت انکوباسیون 
ب��ه 0/17 گ��رم در لیت��ر رس��یده اس��ت. بنابرای��ن 
م��ي ت��وان جه��ت بهین��ه س��ازي تولی��د ب��ا ای��ن 
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س��ویه مخم��ري مق��دار ازت محی��ط کش��ت را ت��ا 
مق��دار پایی��ن ت��ر بررس��ي ک��رد. 

تغیی��رات pH در ط��ي رش��د نش��ان م��ي ده��د 
ک��ه مق��دار ای��ن فاکت��ور ب��ا گذش��ت زم��ان 
انکوباس��یون رون��د کاهش��ي داش��ته اس��ت ک��ه 
عل��ت آن تولی��د محصولات��ي همچ��ون اس��یدهاي 
آل��ي حاص��ل از مس��یرهاي متابولس��یمي مخم��ر 
م��ي باش��د. می��زان pH بع��د از 24 س��اعت 
ت��ا زی��ر 3 رس��یده و بع��د از ای��ن مرحل��ه نی��ز 
رون��د نزول��ي آن ادام��ه داش��ته و ت��ا نزدی��ک 
2 کاه��ش پی��دا ک��ره اس��ت. ای��ن در حالیس��ت 

ک��ه بیش��ترین لیپی��د در pH پایی��ن تولی��د ش��ده 
اس��ت. پ��س کاه��ش اس��یدیته در محی��ط کش��ت 
از فاکتوره��اي اساس��ي متوق��ف ک��ردن تولی��د 
لیپی��د نم��ي باش��د البت��ه م��ي توان��د ب��ه عن��وان 
ی��ک فاکت��ور تاثی��ر گ��ذار در کاه��ش تولی��د لیپی��د 

مط��رح باش��د.
نس��بت C/N در ابت��داي کش��ت تقریب��ا 43 م��ي 
باش��د ک��ه ب��ا گذش��ت زم��ان ای��ن نس��بت در ابت��دا 
افزای��ش داش��ته اس��ت و در مراح��ل ب��ا بیش��ترین 
می��زان تولی��د لیپی��د ب��ه ح��دود 60 رس��یده اس��ت 
ول��ي بع��د از ای��ن مرحل��ه ای��ن نس��بت رون��دي 

جــدول 3: تغییــرات میــزان قنــد باقیمانــده، قنــد مصــرف شــده، كربــن باقیمانــده، نیتــروژن 
 .UIMC35 ــويه ــر س ــت مخم ــف كش ــل مختل ــي مراح ــبت C/N و pH در ط ــده، نس باقیمان
نتايــج میانگیــن 3 تکــرار مســتقل مــي باشــد و میــزان خطــا كمتــر از 10 درصــد بــوده اســت.

قند باقیمانده
قند مصرف 

شده
کربن 

باقیمانده
نیتروژن 
باقیمانده

نسبت کربن 
به ازت

اسیدیته

 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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کاهش��ي را از خ��ود نش��ان داد و ب��ه 23/18 در 
س��اعت 120 رس��ید. ب��ا توج��ه ب��ه نتای��ج بدس��ت 
آم��ده همزمان��ي بی��ن کاه��ش لیپی��د تولی��د و 
کاه��ش نس��بت C/N مش��اهده م��ي ش��ود. ب��ا 
توج��ه ب��ه اینک��ه ب��الا ب��ودن نس��بت C/N از 
م��وارد لازم ب��راي تولی��د لیپی��د درون س��لولي 
اس��ت )Zhao et al. (2008، بنابرای��ن م��ي ت��وان 
توق��ف و س��پس کاه��ش تجم��ع لیپی��د درون 
س��لولي را ب��ه کاه��ش نس��بت C/N در محی��ط 
کش��ت نس��بت داد. البت��ه عوام��ل مه��م دیگ��ري از 
جمل��ه کاه��ش می��زان اکس��یژن محل��ول در محیط 
کش��ت نی��ز تاثی��ر بس��زایي در کاهش تجم��ع لیپید 
 .Andrade et al. (2012) درون س��لولي دارن��د
درصورتیک��ه بت��وان نس��بت C/N و نی��ز می��زان 
اکس��یژن محل��ول را در س��طوح بالای��ي درون 
محی��ط کش��ت نگ��ه داش��ت، م��ي ت��وان می��زان 

تولی��د لیپی��د درون س��لولي را ب��الا ب��رد.

نتايج
جدای��ه مخم��ري بوم��ي م��ورد بررس��ي در 
 ،)R. muciloginosa UIMC35( ای��ن تحقی��ق
توانای��ي مناس��بي جه��ت تولی��د روغن ت��ک یاخته 
دارد. تکنی��ک فلوس��ایتومتري ک��ه در ای��ن تحقی��ق 
م��ورد اس��تفاده ق��رار گرف��ت روش مناس��بي 
جه��ت بررس��ي س��ریع و آس��ان می��زان محت��واي 
لیپی��دي اس��ت و در تولی��د صنعت��ي بیودی��زل، 
ک��ه بررس��ي س��ریع می��زان لیپی��د تولی��دي جه��ت 
راه ب��ري فراین��د تولی��د ام��ري ض��روري اس��ت، 

کارب��رد فراوان��ي م��ي توان��د داش��ته باش��د. 

سپاسگزاري
فن��اوري  و  تحقیق��ات  محت��رم  معاون��ت  از 
دانش��گاه اصفه��ان ب��ه دلی��ل حمای��ت از ای��ن 

تحقی��ق تش��کر و قدردان��ي م��ي نمائی��م.
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