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  چکیده

های های زیستی، صنایع دارویی و غذایی دارند. تولید و كاربرد این چربیهای میکروبی قابلیت استفاده در سوختچربی

های گیاهی در حال افزایش است. هدف این تحقیق تولید چربی میکروبی توسط مخمر یارروویا میکروبی در مقایسه با روغن

زیستی بود. بیشترین مقدار تولید  رخ اسیدهای چرب آن برای تعیین قابلیت سوختاز گلوكز و بررسی نیم CBS6303لیپولیتیکا 

روز بدست آمد. چربی تولید شده توسط یارروویا  گرم در لیتر پس از سه 7و  42/1چربی و وزن خشك به ترتیب با مقدار 

 71/34باشد كه شامل اسید اولئیك )لیپولیتیکا از گلوكز دارای اسیدهای چرب با قابلیت استفاده به عنوان سوخت زیستی می

تیك درصد( و اسید میریس 12/6درصد(، اسید استئاریك ) 05/17درصد(، اسید پالمیتیك ) 45/19درصد(، اسید لینولئیك )

 درصد( بود. 82/0)

 رخ.چربی، روغن، میکروبی، نیمواژه های كلیدی: 

 مقدمه

 های فسیلی مانند ذغالصنعتی شدن دنیای كنونی، بحران انرژی و افزایش تقاضای انرژی موجب كاهش منابع سوخت

كمبود منابع سوختی،  ها مشکلاتی متعدد مانندی فراگیر از این سوختسنگ،  نفت و گازهای طبیعی شده است. استفاده

ی بالای از ی ازون دارد. تجدیدناپذیر بودن و هزینهای، سوراخ شدن لایهها و مسائل زیست محیطی مانند اثرات گلخانهآلودگی

های اخیر، توجهات زیادی به سمت استفاده از باشد. در همین راستا و در سالها میدیگر مشکلات استفاده از این سوخت

 Christophe et al., 2012; Ghaly)  های فسیلی، معطوف شده استتی پاک به عنوان جایگزینی برای سوختهای زیسسوخت

et al., 2010; Katre et al., 2012; Huang et al., 2010; Matsakas et al., 2015; Tchakouteu et al., 2015 .) 

باشد كه در مقیاس صنعتی گلیسیریدها میاستریفیکاسیون ترینسل اول سوخت زیستی شامل تولید آن از طریق ترانس

های روغنی مانند آفتابگردان، های حیوانی، ضایعات روغن و دانهدر حال تولید است. وابستگی این نسل سوخت زیستی به چربی
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 25/11/1396تاریخ دریافت: 
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ز مواد خام لیگنوسلولزی های زیستی شده است كه اكلزا و سویا و بحران جهانی غذا موجب تحقیقات برای تولید نسل دوم سوخت

های اخیر تحقیقات بر روی تولید بیودیزل از چربی میکروبی صورت گرفته است كه شوند. در سالهای صنایع تولید میو پساب

 (. Koutinas & Papanikolaou, 2011باشد )از نظر اقتصادی بسیار كارآمدتر می

شوند كه به علت های روغنی تولید میمیکروبی، لیپیدهایی هستند كه توسط میکروارگانیسمها یا لیپیدهای چربی

 ,.Christophe et alباشند )هایی مناسب برای تولید سوخت زیستی میهای گیاهی، جایگزینتركیب اسید چرب مشابه با روغن

2012; Huang et al., 2010; Huang et al., 2013; Papanikolaou et al., 2004.) ی لیپید هایی كه توانایی ذخیرهمیکروارگانیسم

( شناخته Oleaginous microorganismsدرصد وزن خشك خود را دارا هستند، به عنوان میکروارگانیسم روغنی ) 20بیشتر از 

این  .برسددرصد وزن زیست توده یا بیشتر نیز  70تواند به حدود شوند كه در شرایط كمبود نیتروژن مقدار آن میمی

های بیوتکنولوژی بیشتر مورد توجه ی كوتاه رشد، محتوی لیپید بالا و راحتی تغییرات با روشها به دلیل چرخهمیکروارگانیسم

 (.Huang et al., 2013; Mattanna et al., 2014; Tsigie et al., 2011هستند )

 Yarrowia) یارروویا لیپولیتیکا یق حاضر از مخمرهای یوكاریوتی تك سلولی هستند كه در تحقمخمرها میکروارگانیسم

lipolyticaكاندیدا لیپولیتیکا است استفاده گردید كه در ابتدا با نام  مورف و نامتعارف( كه قارچی دی(Candida  lipolytica  )

بالای این قارچ در (، به دلیل توانایی Van der walt & Von Arxو آركس ) وان در والت  1980شد ولی در سال شناخته می

 ,Bankar et al., 2009; Darvishiرا برای این قارچ انتخاب كردند ) یارروویا لیپولیتیکاها اسم ها و روغنپارافین-ی انتجزیه

2014; Nicaud, 2012 .) 

مهم با درصد وزن خشك خود را دارد و میکروارگانیسمی  40ی لیپید تا حدود كه توانایی ذخیرهیارروویا لیپولیتیکا 

ها )پروتئازها، لیپازها، كاربردهای بیوتکنولوژیکی فراوان است. پروتئین تك سلولی، اسیدهای آلی مانند اسید سیتریك، آنزیم

 ,Nicaudهای اصلی دارای ارزش اقتصادی تولید شده توسط این مخمر است )استرازها و فسفاتازها( و چربی میکروبی از فرآورده

2012;; Darvishi et al., 2009; Darvishi et al., 2011; Darvishi, 2012; Darvishi, 2014 اسید لینولئیك از جمله اسیدهای .)

 ,.Choque et al., 2014; Gonçalves et alكه نقش مهمی در سلامتی دارد ) یارروویا لیپولیتیکاچرب ضروری ذخیره شده در 

2014 .) 

از گلوكز به عنوان منبع كربن و بررسی پروفایل  یارروویا لیپولیتیکاهدف این تحقیق تولید چربی میکروبی توسط مخمر 

 چربی تولید شده برای تعیین قابلیت مصرف آن به عنوان سوخت زیستی است. و اسید چرب 
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 هامواد و روش

 ی مخمرسویه

( استفاده گردید كه Yarrowia lipolytica CBS6303) CBS6303ی سویه یارروویا لیپولیتیکادر این تحقیق از مخمر 

 هلند خریداری شده بود.CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) )از كلکسیون 

 مواد شیمیایی

 ی مواد استفاده شده در این تحقیق از شركت مرک آلمان خریداری شد. همه

  ی مایه تلقیحتهیه

سازی مخمر استفاده گردید. ی كشت تازه و فعالتهیهبرای YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Agar )از محیط 

گذاری شد. سپس یك كلنی از ی سانتیگراد گرمخانهدرجه 29ساعت و در دمای  24ی مورد نظر پس از كشت، به مدت سویه

 5/0خمر گرم بر لیتر، عصاره م 1گرم بر لیتر، پپتون  15لیتر محیط پیش تولید كه حاوی گلوكز میلی 20مخمر فعال شده به 

میلی لیتری  100گرم بر لیتر بود و در ارلن مایر  5/0گرم بر لیتر و سولفات منیزیم  1هیدروژن فسفات گرم بر لیتر، پتاسیم دی

-Liگذاری شد )دور در دقیقه گرمخانه 200درجه سانتیگراد و  29ساعت در دمای  24تهیه شده بود منتقل گردید. ارلن به مدت 

Xia et al., 2009 .) 

 ی محیط تولیدتهیه

كه به مقدار  ی مخمر در محیط پیش تولید در شرایط استریل به محیط تولیدساعته سویه 24كشت  میکرولیتر از 500

گذاری مشابه محیط لیتری تهیه شده بود منتقل گردید و به مدت چهار روز در شرایط گرمخانهمیلی 250لیتر، در ارلن میلی 50

گرم  1گرم در لیتر، عصاره مخمر  1گرم در لیتر، پپتون  30ری شد. تركیبات محیط تولید شامل گلوكز گذاپیش تولید گرمخانه

گرم در  2گرم در لیتر، فسفات دی هیدروژن سدیم  7گرم در لیتر، فسفات دی هیدروژن پتاسیم  5/1در لیتر، سولفات منیزیم 

 (.Pan et al., 2009لیتر بود كه پس از حل كردن در آب مقطر استریل شد )

 گیری وزن خشک زیست تودهاندازه

لیتر از محیط كشت به ویال از قبل وزن شده منتقل با ی تولیدی، یك میلیگیری وزن خشك زیست تودهبرای اندازه

دور در دقیقه و به مدت پنج دقیقه سانتریفیوژ شد. رسوب به دست آمده بعد از دو بار شستشو با آب مقطر به  4000چرخش 

ی مخمری ی سانتیگراد قرار داده شد كه در این مدت تودهدرجه 80ساعت تا رسیدن به وزن ثابت در آون با دمای  24مدت 
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ی مقدار زیست دهندهها مجدداً وزن شدند كه اختلاف وزن حاصل نشانساعت ویال 24كاملا خشك و بدون آب گردید. بعد از 

 (.Chi et al., 2007توده بر حسب گرم در لیتر بود )

 سنجش میزان تولید چربی میکروبی

(. Nambou et al., 2014( به كار رفت )Bligh & dyerبرای سنجش میزان چربی تولیدی روش اصلاح شده بلیق و دایر )

میلی لیتری منتقل  15میلی لیتر از محیط كشت در شرایط استریل به فالکون  5ابتدا برای به دست آوردن رسوب مخمری، مقدار 

دقیقه سانتریفیوژ گردید. هفت  10دور در دقیقه و با دمای چهار درجه سانتیگراد به مدت  4000دار در سانتریفیوژ یخچالشده و 

( به رسوب حاصل اضافه و جوشانده شد و بعد از جوشیدن، بلافاصله 60:80لیتر از محلولی شامل اسید كلریدریك و آب )میلی

اضافه و به مدت یك ساعت  2: 3متانول با نسبت -یلی لیتر محلول مخلوط كلروفرمم 30ارلن درون آب یخ قرار گرفت و سپس 

شود درجه قرار داده شد. با گذشت یك ساعت دو فاز،  فاز بالایی آبی و فاز زیرین آلی تشکیل می 37در انکوباتور شیکردار با دمای 

تا خشك شده و به وزن ثابت برسد. اختلاف وزن  قبل  ی سانتیگراد قرار داده شددرجه 80كه محلول زیرین جدا شده و در آون 

 .(Nambou et al., 2014)دهد و بعد از خشك شدن محلول، میزان لیپید تولیدی را نشان می

 سنجی جرمی طیف -رخ اسید چرب با استفاده از روش كروماتوگرافی گازیتعیین نیم

جرمی  سنجیطیف -گازی كروماتوگرافی حاصل روشی چربی میکروبی برای تعیین پروفایل اسیدهای چرب سازنده

مورد استفاده قرار گرفت. ابتدا چربی میکروبی در بنزن و متانولیك كلرید هیدروژن پنج درصد حل گردید و به مدت دو ساعت 

اج رفلاكس شد. سپس محلول كلرید سدیم پنج درصد به محلول اضافه گردید و متیل استرهای اسیدهای چرب با هگزان استخر

آب، آبگیری آن انجام شد كربنات پنج درصد شسته شد و توسط سولفات سدیم بیی حاوی هگزان با محلول پتاسیم بیشد. لایه

(Ranga et al., 2007یك میکرولیتر از متیل استر اسید چرب تهیه شده به دستگاه كروماتوگرافی گازی .)- سنجی جرمی طیف

 EZ-Guard TM: Capillary colum VF-5ms, (30m ˣ 0.25mm ˣ 0.50آمریکا، با ستون Agilentساخت شركت  7890Bمدل 

μm  +10m) درجه سانتیگراد با سرعت  180تا  130ی دمایی و برنامهmin/ºC 3 های بدست آمده جهت تزریق شد و طیف

 بررسی اسیدهای چرب موجود، مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند.

 نتایج

 CBS6303 (Yarrowiaی سویه یارروویا لیپولیتیکان خشك و تولید چربی میکروبی در مخمر نتایج حاصل از وز

lipolytica CBS6303( نشان داده شده است. 2( و )1های )( در محیط حاوی گلوكز به ترتیب در شکل 
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بعد از  CBS6303 (Yarrowia lipolytica CBS6303)سویه یارروویا لیپولیتیکا ی مخمر : نمودار وزن خشک زیست توده1شکل 

 درجه سانتیگراد در محیط تولید چربی میکروبی حاوی گلوكز در چهار روز 80خشک شدن در آون با دمای 
 

 
در محیط CBS6303 (Yarrowia lipolytica CBS6303 )سویه  یارروویا لیپولیتیکا: نمودار تولید چربی میکروبی توسط 2شکل 

 وزتولید حاوی گلوكز طی چهار ر

گرم در لیتر بدست آمد و وزن خشك زیست  42/1در روز سوم بعد از تلقیح بیشترین تولید چربی میکروبی با میزان 

ی اوج تولید چربی میکروبی در مخمر گرم بود. بعد از به دست آوردن میزان تولید و نقطه 7ی حاصل در همان روز برابر با توده

در حضور گلوكز به عنوان منبع كربن، چربی تولید شده جهت بررسی اسیدهای چرب موجود با استفاده از  یارروویا لیپولیتیکا

( نشان داده 1( و نتایج حاصل در جدول )3سنجی جرمی متیله شد كه دیاگرام آن در شکل )طیف-دستگاه كروماتوگرافی گازی

 شده است. 

 



  
 

           55            1398 ، تابستان2، شماره 32دوره                                                             پژوهشی دانشگاه الزهرا)س(/زیست شناسی كاربردی-مجله علمی

                                                                                                                                                                                                                                   

 

 
یارروویا طیف سنجی جرمی چربی میکروبی تولید شده توسط  -: دیاگرام نتایج حاصل از كروماتوگرافی گازی3شکل

 CBS6303 (Yarrowia lipolytica CBS6303)سویه  لیپولیتیکا

 

در محیط  CBS6303  (Yarrowia lipolytica CBS6303)  یارروویا لیپولیتیکا: اسیدهای چرب تولید شده توسط مخمر 1جدول

 كشت حاوی گلوكز
 درصد ی )دقیقه(زمان بازدار تعداد كربن نام عمومی اسید چرب نام علمی اسید چرب شماره

1 Tetradecanoic acid 82/0 10/13 14:0 اسید میریستیك 

2 Pentadecanoic acid 8/0 59/16 15:0 اسید پنتادكانوئیك 

3 Hexadecanoic acid 05/17 33/18 16:0 اسید پالمیتیك 

4 9-Hexadecanoic acid 64/12 53/18 16:1 اسید پالمیتولئیك 

5 Heptadacanoic acid 42/0 28/20 17:0 اسید مارگاریك 

6 9,12-Octadecadienoic acid 45/19 14/24 18:2 اسید لینولئیك 

7 9-Octadecenoic acid  71/34 58/24 18:1 اسید اولئیك 

8 Octadecanoic acid  12/6 15/25 18:0 استئاریكاسید 

9 Eicosanoic acid 45/0 57/30 20:0 اسید آراشیدیك 

10 Docosanoic acid 59/0 09/35 22:0 اسید بهنیك 

11 Tetracosanoic acid 05/2 56/40 24:0 اسید لیگنوسریك 

12 Hexacosanoic acid 47/0 40/45 26:0 اسید سروتیك 

13 Nonahexacontanoic acid 42/4 07/51 69:0 نوناهگزاكونتانوئیك اسید 

 درصد 15/78             درصد كل اسیدهای چرب با قابلیت سوخت زیستی                                                                                     

 گرم در لیتر 11/1                                                            مقدار كل اسیدهای چرب با قابلیت سوخت زیستی بر حسب گرم                 

ی تولید اسیدهای چرب با قابلیت استفاده در سوخت های گاز كروماتوگرافی جرمی نشان دهندهداده تحلیلتجزیه و 

گرم در لیتر  11/1توجهی بوده و برابر درصد از كل اسید چرب تولید شده است كه مقدار قابل  15/78زیستی است كه مقدار آن 

( نشان داده شده است كه بیشترین آن اسید 5( و )4) هایاز كل اسید چرب تولید شده است. مقدار این اسیدهای چرب در شکل

 گرم در لیتر با احتساب كل اسیدهای چرب تولید شده است.49/0اولئیك با مقدار 



 
 
   ناهیده سلمانی و رشاد درویشیف                                                                  …تولید اسیدهای چرب با قابلیت سوخت زیستی توسط مخمر                     56  

 

                                                                                                                                                                                                                                

 

 
 CBS6303 (Yarrowia lipolytica یارروویا لیپولیتیکالئیک و لینولئیک توسط : نمودار تولید اسیدهای چرب او4شکل 

CBS6303) 
 

  
 CBS6303 یارروویا لیپولیتیکا: نمودار اسیدهای چرب پالمیتیک، اسید استئاریک و اسید میریستیک توسط 5شکل

(Yarrowia lipolytica CBS6303) 

 گیریبحث و نتیجه

( توانایی تولید چربی میکروبی در حضور Yarrowia lipolytica CBS6303) CBS6303سویه  یارروویا لیپولیتیکامخمر 

درصد در  28/20گرم در لیتر و محتوی لیپیدی  42/1باشد كه بالاترین تولید  آن با میزان به عنوان منبع كربن دارا می گلوكز

تجمع مقادیر بالایی از چربی به عنوان مخمر روغنی شناخته دست آمد. این مخمر به دلیل توانایی در روز سوم پس از كشت، به

 (. Beopoulos et al., 2009شود )می
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ی مورد را مطالعه و مشاهده نمودند كه هر پنج سویه یارروویا لیپولیتیکاو همکارانش پنج سویه از مخمر  (Katre) كاتر

 ,.Katre et alباشند )درصد وزن خشك سلولی می 20بیشتر از  استفاده در آزمایش دارای توانایی تولید چربی میکروبی به میزان

با  استفاده از ملاس و گلیسرول خام كه  JMY4086ی سویه یارروویا لیپولیتیکاو همکارانش با مخمر ( Rakicka)(. راكیکا 2012

درصد وزن  31مقدار آن تا باشند و تحت شرایط كشت مختلف، چربی میکروبی تولید نمودند كه از محصولات جانبی صنایع می

ی مخمر بر روی چربی و همکارانش با كشت سویه( Papanikolaou)(. پاپانیکولائو Rakicka et al., 2015خشك نیز رسید )

و دمای محیط بوده و مقدار زیست توده به  pHصنعتی شامل اسیدهای چرب اشباع مشاهده نمودند كه تجمع چربی تحت تاثیر 

 ,.Papanikolaou et alگرم در هر گرم از زیست توده رسید ) 44/0-54/0مقدار چربی میکروبی حاصل به  گرم در لیتر و 12-9

2002 .) 

باشند ارشان میتاسیدهای چرب اشباع فاقد پیوند دوگانه بوده و اسیدهای چرب غیراشباع دارای پیوند دوگانه در ساخ

بندی ی چرب غیراشباع منفرد و اسیدهای چرب پلی غیراشباع تقسیمكه بر اساس تعداد این پیوندها در ساختارشان به اسیدها

عملکرد غشاهای سلولی، نقش  (. اسیدهای چرب غیراشباع به دلیل حضور در ساختار وSales-Campos et al., 2013شوند )می

 (. Choque et al., 2014اساسی در فرآیندهای زیستی دارند )

باشند. اگر چه لازم به ذكر های زیستی مناسب میاری برای كاربرد در سوختاسیدهای چرب اشباع نیز به دلیل پاید

ترین اسیدهای چرب تولید شده توان به عنوان سوخت زیستی استفاده كرد و مهماز اسیدهای چرب غیراشباع نیز می كه است

استئاریك، اسید اولئیك، اسید لینولئیك و های مولد چربی شامل اسید میریستیك، اسید پالمیتیك، اسید توسط میکروارگانیسم

باشد كه اجزای اصلی سوخت زیستی هستند كه این اسیدهای چرب با كاتالیز توسط لیپاز یا كاتالیست اسید لینولنیك می

 (. Katre et al., 2012; Li et al., 2008توانند به عنوان سوخت زیستی مصرف شوند )شیمیایی می

درصد است كه اسید چرب اشباع اسید  19/33دهد میزان كل اسیدهای چرب اشباع ن می( نشا1همانطور كه جدول )

درصد بوده كه اسید اولئیك با  8/66پالمیتیك دارای بیشترین مقدار است و درصد كل اسیدهای چرب غیراشباع تولید شده 

 pHشرایط محیط كشت مانند اكسیژن، درصد بیشترین مقدار را دارد. شایان ذكر است كه پروفایل اسید چرب بر حسب  71/34

  .(Mattanna et al., 2014تواند متغیر باشد )و دما می

اسید اولئیك در بین اسیدهای چرب تولید شده، علاوه بر قابلیت استفاده به عنوان سوخت زیستی جزء اسیدهای چرب 

های سرطان و ن اسید چرب در بیماریباشد. همچنین ایاست و در غشای سلولی دارای نقش ساختاری می 18:1C امگا نه

باشد و مشتقات آن با داشتن نقش تنظیمی بر عروقی، خودایمنی و التهابی و فشار خون بالا دارای نقش می -های قلبیبیماری

گیرد مورد استفاده قرار می ،شودو تفرق سلولی می روی غشای سلولی، به عنوان داروی ضد سرطان كه باعث القای آپوپتوز

(Choque et al., 2014; Funari et al., 2003; Sales-Campos et al., 2013  .) 
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 12/6ی اسید استئاریك با كربنه 18درصد همراه با اسید چرب  05/17با  C16:0(، اسید پالمیتیك 1بر اساس جدول )

لینولئیك  (. اسیدPapanikolaou et al., 2004خوبی مطالعه شدند )های زیستی بهدست آمد كه برای مصرف در سوختدرصد به

گیرد. این اسید ترین اسیدهای چرب غیر اشباع است كه در سوخت زیستی و در رژیم غذایی انسان مورد استفاده قرار میاز فراوان

دست آمد. همچنین این اسید چرب دارای درصد در این تحقیق به 45/19چرب از اسیدهای چرب امگا شش بوده و به مقدار 

 (. Choque et al., 2014ال در رشد و سلامت عمومی بدن انسان است )نقش فع

بر اساس تجزیه و تحلیل اسیدهای چرب تولید شده، اسیدهای چربی با كاربرد در مصارف سوخت زیستی توسط مخمر 

اساس نیاز و  ( در محیط حاوی گلوكز تولید شدند. برYarrowia lipolytica CBS6303) CBS6303سویه  یارروویا لیپولیتیکا

های پیشرفته مهندسی متابولیت های بهینه سازی محیط كشت و شرایط تخمیر و همچنین با روشتوان با روشكاربرد می

 داد تا بتوان محصول مورد نظر را با مقادیر بیشتر در این مخمر تولید نمود. مسیرهای متابولیکی را تغییر

 سپاسگزاری

پژوهشی دانشگاه مراغه به خاطر حمایت های مادی و معنوی  -معاونت آموزشی از ستاد توسعه زیست فناوری و 

 سپاسگزاریم.
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The production of fatty acids with biofuel potential by Yarrowia lipolytica from glucose 

F. Darvishi 1*,  N. Salmani 2  

 

Abstract1 

Microbial lipids have a capacity to use in biofuels, pharmaceutical and nutrition industries. The production 

and application of these lipids are increasing in compare with vegetable oils. The production of microbial lipid by 

Yarrowia lipolytica CBS6303 from glucose and investigation of its fatty acids profile to determine its biofuel 

potential were the aims of this study. Maximum lipid production and dry weight were obtained 1.42 and 7 g/L after 

three days, respectively. The produced lipid by Y. lipolytica from glucose contains fatty acids that can be used as 

biofuel like oleic acid (34.71%), linoleic acid (19.45%), palmitic acid (17.05%), stearic acid (6.12%) and myristic 

acid (0.82%).  

Keywords: Fat, oil, Microbial, Profile. 
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