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Yarrowiaمخمرافتهیو جهش یعیطبهیدکالاکتون در سو-گامادیتولسهیمقا

lipolytica
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اي دارد. دکالاکتون استري حلقوي از اسیدهاي چرب هیدروکسی است که داراي رایحه هلویی بوده و در صنایع غذایی و آرایشی کاربرد گسترده-گاما. دهیچک
امکان پذیر است. هدف تحقیق حاضر مقایسه تولید Yarrowia lipolyticaفناورانه این ترکیب با تبدیل زیستی روغن دانه کرچک توسط مخمرتولید زیست

هایی با سلولاین تحقیق،دکالاکتون توسط سویه طبیعی با سویه جهش یافته داراي قابلیت تولید لیپاز با مقادیر بالا است. بر اساس نتایج به دست آمده از-گاما
ساعت 72و 24کنند. زمان اوج تولید نیز براي سویه طبیعی و جهش یافته به ترتیب دکالاکتون تولید می-هاي هیفی شکل گامامورفولوژي مخمري بیش از سلول
درصد 38گرم در لیتر به دست آمد. سویه جهش یافته میلی90و 65دکالاکتون براي سویه طبیعی و جهش یافته به ترتیب -پس از تلقیح و بیشینه تولید گاما

تواند به صورت قابل توجهی افزایش یابد.وري تولید در مقیاس صنعتی میکند که بهرهدکالاکتون تبدیل می-سوبستراي بیشتري را نسبت به سویه طبیعی به گاما

تبدیلی، لیپازرایحه هلو، روغن دانه کرچک، زیستاسید ریسینولئیک،.يدیکلهايواژه

A comparison of the production of gamma-decalactone in wild-type
and mutant strains of Yarrowia lipolytica
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Abstract. Gamma-decalactone, an intramolecular 4-hydroxydecanoic acid ester, has a peach-like aroma and is widely
used in the food and cosmetics industries. The biotechnological production of this compound is possible via
biotransformation of castor seed oil by the yeast Yarrowia lipolytica. This study aimed to compare the production of
gamma-decalactone by wild-type strain with that in a mutant strain producing lipase in high amounts. It was found that
cells with yeast-like morphology produce more gamma-decalactone than hyphae-like cells. The maximum production
of gamma-decalactone by wild-type and mutant strains was 65 mg/L after 24h of inoculation and 90 mg/L after 72h of
inoculation, respectively. The mutant strain converts 38% more substrate into gamma-decalactone than the wild-type
strain, therefore, it could significantly increase the productivity of industrial-scale production of gamma-decalactone.
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مقدمه
استفاده از مواد معطر در زندگی انسان به آغاز تاریخ بشر منشاء
,Berger(گردد باز می . امروزه نیز مواد معطر کاربرد )2007

وسیعی در صنایع غذایی، دارویی، آرایشی و شیمیایی دارند و 
کنندگان براي ترکیبات معطر هر ساله رو به مصرفتقاضاي 

,Braga & Belo(افزایش است  2016; Vandamme, 2003(.
با توجه به کاهش گرایش مصرف کنندگان به ترکیبات شیمیایی، 

ها و مندي براي تولید این محصولات به وسیله میکروبعلاقه
که به محصولاتیزیرا فناورانه افزایش یافته استهاي زیستروش

دریافت "طبیعی"توانند برچسب شوند میاین روش تولید می
,Gatfield(کنند  1988; Vandamme, 2003(.

ها استرهاي حلقوي از اسیدهاي چرب هیدروکسیلاکتون
اي و شیرین کرهاي،که به علت داشتن عطرهاي میوههستند 

,Maga & Katz(کاربردهاي صنعتی فراوانی دارند  1976( .
مایعی روغنی و متمایل به زرد است که بو و دکالاکتون -اماگ

GRAS)Generallyهاي فراوردهوجزومانند داردطعم هلو

Recognize As Safe (شود بندي میطبقه)Arctander,

1969; Siek et al., دکالاکتون در -کاربرد اصلی گاما.)1971
حه هلو، انبه، هایی با رایصنایع غذایی به منظور تولید نوشدنی

Malajowicz et(استفرنگی و همچنین در شکلات سازي توت

al., 2020(.
دکالاکتون را با -توانند گامابرخی از سویه هاي مخمر می

اسید ریسینولئیک که جزء اصلی تشکیل دهنده تبدیل زیستی
,Braga(روغن کرچک است، تولید کنند  2014; Darvishi &

Chen, فناورانه تحقیقات در زمینه تولید زیستنخستین.)2018
بر روي کاتابولیسم حین مطالعهمیلادي 60ها از دهه لاکتون

آغاز هاي مختلفاسیدهاي چرب هیدروکسیله توسط ارگانیسم
گزارشی مبنی بر تولید لاکتون توسط شد که در تحقیق مذبور

,.Okui et al(ارائه شد دایکاندسویه مخمر 1963( .
- هاي مسیر بتااز مخمرهایی که به لطف آنزیمیکی 

تبدیل زیستیاکسیداسیون و لیپازهاي خارج سلولی خود قادر به 
Darvishi(استYarrowia lipolyticaاین ماده است مخمر

et al., 2018; Farbood & Willis, 1985(.Yarrowia

lipolyticaاست که معمولا به یریختیک میکروارگانیسم دو
. این مخمر ایمن شوداي دیده میتک سلول یا هیف رشتهشکل 

بوده و تاکنون براي کاربردهاي متفاوت صنعتی از جمله تهیه 
هاي زیستی هاي صنعتی، ترکیبات فلاونوئیدي و سوختآنزیم

,.Kawasse et al(مورد استفاده صنایع قرار گرفته است 2003;

Liu et al., 2021; Marsafari et al., 2020(.

، افزایش فناورانهبهبود تولید محصول زیستهاي یکی از روش
که این کار با افزایش استها به سوبسترا دسترسی سلول

Braga et(پذیر است ها امکانهیدرولیز سوبسترا به کمک آنزیم

al., 2012; Darvishi et al., هاي خالص . هرچند آنزیم)2009
توانند به یت شده) نیز میشده سلولی (به صورت آزاد یا تثب

عمل کنند ولی به علت پایدارتر بودن کاتالیزگر زیستیعنوان 
ها در محیط داخل سلولی و مشکلات مربوط به خالص آنزیم

سازي و کنترل مسیر واکنش، استفاده از سلول کامل براي انجام 
,.Liese et al(تري است فرایند گزینه مناسب 2006(.

هندسی ژنتیک به منظور افزایش تولید هاي مختلف مروش
ولی در .گرفته استت متابولیکی در مخمرها صورتمحصولا

ورزي ژنتیکی شده هاي دستبرخی از کشورها استفاده از سویه
هایی است که استفاده از برچسب طبیعی بر داراي محدودیت

زایی به . ولی با جهشکندروي محصول را با مشکل مواجه می
هاي بر گرفته شده از طبیعت (عواملی که در کوسیله تکنی

توان شوند) میزایی میمحیط طبیعی نیز موجب جهش
ها هایی ایمن ایجاد کرد که محصولات تولید شده توسط آنسویه

,.Zeng et al(شوند طبیعی شناخته می 2015(.
Yarrowiaیافته مخمردر این تحقیق از سویه جهش

lipolyticaپاز در آن ارتقاء یافته است به منظور که تولید لی
دکالاکتون از روغن کرچک استفاده شد. استفاده از -سنتز گاما

دکالاکتون -یافته به منظور بهبود تولید گاماسویه جهش
رویکردي است که باعث حفظ برچسب طبیعی روي محصولات 

شود. سپس از لحاظ میزان تولید محصول، زمان اوج تولید و می
ل در تولید با سویه طبیعی مورد مقایسه قرار گرفت.شرایط دخی

هامواد و روش
هاي مورد استفادهمیکروارگانیسم

Yarrowiaسویه استاندراد مورد استفاده در این تحقیق 

lipolytica DSM3286که از کلکسیون نام داردDSMZ

بافته مورد استفاده جهشآلمان خریداري شده است. سویه 
Yarrowia lipolytica U6 سویه جهش یافته نام دارد که

و همکاران در که توسط درویشیاستDSM3286حاصل از 
با هدف افزایش تولید و ترشح لیپاز خارج سلولی، 2011سال 

جهش داده شده است. این مخمر قادر است نسبت به سویه 
,.Darvishi et al(برابر لیپاز بیشتري ترشح کند10تا طبیعی

2011(.

هاي کشت مورد استفادهمحیط
)YPD)Yeast extract Peptone Dextroseمحیط کشت 
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سازي و به منظور رشد، ذخیرهجامد YPDمحیط کشت 
مورد استفاده Yarrowia lipolyticaهاي جداسازي تک کلنی

به عنوان محیط نیز مایعYPDقرار گرفت. از محیط کشت
هاي مخمري سازي سلولجهت آماده(مایه تلقیح)کشتپیش

به منظور تهیه براي ورود به محیط تبدیل زیستی استفاده شد.
هاي این محیط گلوکز، عصاره مخمر و پپتون به ترتیب با غلظت

گرم در یک لیتر آب ترکیب شدند. جهت جامد 20و 10، 20
گرم آگار 20سازي محیط به ازاي هر لیتر از ترکیب ذکر شده، 

افزوده شد.
کشت تبدیل زیستیمحیط 

زیستی دکالاکتون و تامین دیگر نیازهاي-به منظور تولید گاما
استفاده شد. YPDاز محیط کشت تغییر یافته بر پایه هاسلول

گرم در یک 9بدین منظور عصاره مخمر و پپتون هر دو با غلظت 
لیتر آب ترکیب شدند، سپس مقادیر مختلفی از  روغن کرچک با 

لیتر در لیتر به عنوان منبع کربن و میلی50لی ا5هاي غلظت
ماده تبدیل زیستی به محیط افزوده شد.پیش

آماده سازي محیط تولید محصول
هاي مناسب و فعال جهت به منظور در اختیار داشتن سلول

دکالاکتون و یکنواخت بودن تعلیقه (سوسپانسیون) -تولید گاما
شود. در این تفاده میتلقیح (پیش کشت) اسهسلولی، از مای

مایع به عنوان مایع تلقیح مورد استفاده قرار YPDتحقیق 
گرفت. به این صورت که از مخمرهاي تازه رشد یافته در محیط 

ساعت) یک 24به مدت گرادسانتیدرجه 29جامد (در دماي 
لیتر میلی20حاوي لیتريصد میلیلوپ برداشته شد و به ارلن 

YPDساعت در 18ید. سپس ارلن به مدت مایع منتقل گرد
دور در دقیقه 200و گرادسانتیدرجه 29شیکرانکوباتور با دماي 

100در نهایت به منظور تولید محصول، گرماگذاري شد.
لیتر محیط میلی20حاوي میکرولیتر از مایه تلقیح به ارلن

گراد با درجه سانتی29تبدیل زیستی منتقل شد و در دماي 
گذاري شد. در دقیقه گرمادور 200

هاکلنیو مشاهده یسلولشناسیریختبررسی
ساعت 24ها پس از گذشت هاي تشکیل شده روي پلیتکلنی

15از کشت به خوبی قابل رویت و به وسیله لوپ با بزرگنمایی 
شناسی برابر تصویر برداري شدند. به منظور بررسی ریخت

روشن استفاده شد. به کمک ها از میکروسکوپ نوري زمینهسلول
ها دوربین مخصوص تصویربرداري از میکروسکوپ، تصاویر نمونه

تهیه شد.
گیري رشد سلولیروش اندازه

استفاده شد. هاسلولمیشمارش مستقبدین منظور از روش
. در این روش به صورت شدکار از لام نئوبار استفاده براي این

خصی از حجم شمرده و ها در واحد مشچشمی تعداد مخمر
لیتر ، تعداد سلول در یک میلی)1(معادله سپس با اعمال ضریب 

. پس از قرار دادن لامل مخصوص بر روي لام، زیر تعیین شد
زیاد . در صورتیپذیرفتمیکروسکوپ نوري عمل شمارش انجام 

شدندها با ضریب مشخصی رقیق نمونه،تراکم سلولیبودن 
)Mather & Roberts, 1998(.

1معادله 

- هاي مختلف گاماتهیه منحنی استاندارد بر اساس غلظت
دکالاکتون 

هاي مجهول، دکالاکتون در نمونه- گامابه منظور تعیین غلظت
باید از منحنی استاندارد این ماده استفاده کرد. براي رسم این 

نی با درصد خلوص و دکالاکتون استاندارد (یع-منحنی، از گاما
گرم در لیتر سري 2تا 2/0بین با بازه غلظتغلظت مشخص) 

سنجی، شد. سپس بر اساس پروتکل روش رنگرقت تهیه 
510یک در طول موج و جذب نوري هر ها آماده شدندنمونه

. سپس بر اساس نمودار حاصل از برازش سري شدثبت نانومتر
. شداستخراج عاملن دورقت و جذب، رابطه ریاضی حاکم بین ای

هاي مجهول در رابطه جذب نوري به دست آمده از نمونهسپس 
ها تعیین گردید.حاصل قرار داده شد و غلظت آن

دکالاکتون -سنجش تولید گاما
سنجی به منظور سنجش مقدار تولید محصول از روش رنگ

این روش جدید که بر پایه واکنش فریک استفاده شد. 
- توسعه داده شده است، قادر است مقادیر گاماهیدروکسامات 

به هادکالاکتون را به صورت کمی و سریع شناسایی کند. نمونه
و سدیم مولار 4/0آمین هیدروکلراید مخلوطی از هیدروکسیل

درجه 45و تحت حرارت شدندافزوده مولار2هیدروکسید
تا ترکیبات واردگرفتنددقیقه قرار 10به مدت گرادسانتی

5/1واکنش شوند. سپس در دماي محیط، هیدروکلریک اسید
به مولار2/1. جهت رنگ آمیزي، فریک کلریدشدافزوده مولار

جذب شد. مقدار درصد رقیق 75محلول اضافه شده و با اتانول 
UV-1800(اسپکتروفتومتردستگاهنوري محلول حاصل توسط

Shimadzu ( سنجش شدنانومتر 510در طول موج .)Zhao et

al., 2014(.
دکالاکتون از محیط کشت -محاسبه درصد بازیابی گاما

- گامامقادیر به منظور بررسی کارایی این روش در شناسایی 
مورد استفاده در این تحقیق دکالاکتون موجود در محیط کشت

ابتدا غلظت محصول تولید شده در سه نمونه ،پس از تخمیر
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ور مقداري از محیط کشتمحیط کشت سنجش شد. بدین منظ
).Mini spin plusEppendorf(توسط دستگاه سانترفیوژ شد

هانمونهبه عنوان نمونه برداشته شد.،مایع رویی حاصلسپس
مقدار . ندسنجی آماده شدطبق مراحل گفته شده جهت رنگ

غلظت محصول تولیدي توسط اسپکتروفتومتر تعیین شد. سپس
(یعنی با درصد خلوص و استاندارددکالاکتون -مشخصی از گاما

.افزوده شدهاي ذکر شدهغلظت مشخص) به نمونه محیط کشت
دکالاکتون پس از افزودن نمونه نیز طبق مراحل -غلطت گاما

2در نهایت بر اساس معادله گیري شد.گفته شده در قبل اندازه
,.Zhao et al(دکالاکتون محاسبه شد-میزان بازیابی گاما

2014(.

2عادله م

گیري شده پس دکالاکتون اندازه-غلظت گاماawدر این معادله، 
دکالاکتون موجود -غلظت گاماswاز افزودن استاندارد به نمونه، 

دکالاکتون استاندارد افزوده شده به - غلظت گاماrwدر نمونه و 
.استنمونه 

رچک بر میزان تولید تاثیر زمان کشت و غلظت روغن کبررسی 
دکالاکتون-گاما

هاي مورد استفاده به غلظت براي بررسی میزان تحمل سویه
سري محیط کشت با 10روغن کرچک موجود در محیط، 

لیتر در میلی50الی 5در بازه هاي متفاوت روغن کرچک غلظت
بر اساس مقادیر بهینه در این آزمایشسایر عوامل تهیه شد. لیتر

اساس ثابت در نظر گرفته شدند. بر این شده در مقالاتگزارش 
محیطpHگرم در لیتر، و 9پپتون و عصاره مخمر برابر با دارمق

,.Moradi et al(تنظیم شد6روي . سپس میزان رشد )2016
ساعته رصد 8هاي زمانی ها و میزان تولید محصول در بازهسلول

شد.
شده و به DesignExpert11افزار هاي حاصل وارد نرمداده

) مورد بررسی ANOVAکمک روش آماري تحلیل واریانس (
قرار گرفتند.

نتایج
رشد کرده هاي دو سویه مخمري ابتدا به مشاهده و مقایسه کلنی

هاي سویه پرداخته شد. تفاوت ظاهري بین کلنیدر محیط جامد
عی . سویه طبییافته و طبیعی به وضوح قابل تشخیص استجهش

دار است ولی سویه شکل و کنگرههایی فنجانیداراي کلنی
). 1(شکلمانند داردهایی چروك خورده و گلیافته کلنیجهش

هاي رشد کرده در محیط با مشاهده تصاویر میکروسکوپی سلول
YPDهاي طبیعی بیشتر به حالت مایع، مشخص شد که سلول

یافته ه جهشسویهايسلولشوند در حالی کههیفی دیده می
بسیار به ندرت تشکیل هیف داده و با مورفولوژي مخمري دیده 

در محیط حاوي روغن کرچک پس از گذشت ).2(شکل شوندمی
تريباریکهاي هاي سویه طبیعی هیفساعت از تلقیح، سلول84

به دلیل عدم مایع رویی ،فیوژیپیدا کرده بودند و پس از سانتر
ماند. اما این کدر باقی میبه صورت هانشین شدن کامل سلولته

هاي جهش حالت براي سویه جهش یافته مشاهده نشد و سلول
تري پیدا کرده بودند اندازه بزرگیافته در طول مدت کشت 

در هر دو ساعت از گرماگذاري، 80). پس از گذشت 3(شکل 
جانبی متصل به سلول مادر افزایش پیدا کرده سویه تعداد جوانه

.یافته بیشتر قابل رویت استن افزایش در سویه جهشاست و ای

رشد کسانیطیدر شراتیپلکیيبر روهی. دو سوU6افتهیجهشهیبا سوDSM3286یعیطبYarrowia lipolyticaمخمر يهایکلنسهیمقا-1شکل 
دهد.میرا نشان یعیطبهیسو.Bو افتهیجهش هیسو.A. اندافتهی

Figure 1. Comparison of wild Yarrowia lipolytica yeast colonies DSM3286 with those of U6 mutant strain. The both
strains are grown on the same plate under the same conditions. A. Mutant strain U6 and B. Wild type DSM3286.
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يزیاند (رنگ آمرشد کردهعیماYPDطیساعت در مح18ها به مدت سلول×). 100ی(عدسYarrowia lipolyticaاز لام مخمر یکروسکوپیمریتصاو-2شکل
است.رشد کردهیفیدر حالت هDSM3286یعیطبهیسو.Bورشد کردهيدر حالت مخمرU6افتهیجهشهیسو.A).نیشده با سافران

Figure 2. Microscopic images of the slide of Yarrowia lipolytica (100x lens). Cells were grown in liquid YPD medium
(stained with safranin) for 18 h. A. The mutant strain U6 grew into yeast-like form. B. The wild strain DSM3286 grew
into the hyphae-like form.

در ،یستیزلیتبدطیرشد کرده درون محU6افتهیو جهش DSM3286یعیطبYarrowia lipolyticaمخمر يهاسلوليمورفولوژسهیمقا-3کلش
.U6افتهیجهش DSM3286.B.Yarrowia lipolyticaیعیطبA.Yarrowia lipolyticaمختلف کشت.يهاساعت

Figure 3. Comparison of the morphology of wild Yarrowia lipolytica DSM3286 cells and U6 mutant yeast cells grown
in the biotransformation medium, cultured for different hours (24h and 80h). A. Wild strain of Yarrowia lipolytica
DSM3286. B. Mutant strain of Yarrowia lipolytica U6.

سنجی از هر یک برداري و رنگنمونه،پس از تهیه سري رقت
هاي ها صورت گرفت. تفاوت رنگ حاصل از غلظتاز غلظت

دکالاکتون با چشم غیر مسلح قابل تمییز دادن -مختلف گاما
نانومتر به 400تا 700ها از طول موج جذب نوري نمونهاست. 

در طول بیشترین جذب .صورت پیوسته مورد سنجش قرار گرفت
نانومتر ثبت شد. نمودار استاندارد در این طول موج بر 510موج 

. معادله حاصل از رگراسیون خطی اساس مقادیر جذبی رسم شد
= yبه صورت  0.0005x + با مربع رگراسیون بالاي 0.0389

میزان y، استانداردحاصل از نمودار معادلهدر برقرار شد. 99/0
. استغلظت نمونه مورد آزمایش x) و ODجذب نوري نمونه (

جهت بررسی میزان تولید محصول، میزان جذب نوري هر نمونه 
شد.قرار داده استاندارددر فرمول حاصل از نمودار 
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.یکروبیکشت ميهادکالاکتون از نمونه-گامایابیدرصد باز-1جدول 
Table 1. Percentage of gamma-Decalactone recovery from microbial culture samples.

Mean recovery (%)GDL recovered (g/L)GDL added
(g/L)

Sample GDL* (g/L)

940.110.050.063
1070.170.1
93.50.250.2
1000.160.050.11
1000.210.1
1050.320.2
1040.110.050.058
920.150.1
960.250.2

*GDL: gamma-Decalactone

لوزيمختلف کشت. (يهادر زمانYarrowia lipolyticaمخمر U6افتهیو جهشDSM3286یعیطبهیدکالاکتون توسط سو-گامادینمودار تول-4شکل 
.U6Yarrowia lipolyticaیافتهجهشهیسو)مربع نارنجی(.DSM3286.Yarrowia lipolyticaیعیطبهی) سوآبی

Figure 4. Diagram of gamma-Decalactone production by wild strain DSM3286 (Blue rhombus) and U6 mutant of
Yarrowia lipolytica (Orange Square) cultured for different times.

(لوزي آبی) سویه طبیعی .یستیزلیتبدطیدر محU6Yarrowia lipolyticaمخمر افتهیو جهشDSM3286یعیطبيهارشد سلولیمنحن-5شکل 
Yarrowia lipolytica DSM3286 .)یافتهسویه جهش)مربع نارنجیU6Yarrowia lipolytica.

Figure 5. Growth curve of wild DSM3286 (Blue rhombus) and mutant U6 strains (Orange Square) of Yarrowia
lipolytica in biotransformation medium.
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ها دکالاکتون واقعی نمونه-به منظور مشخص شدن مقدار گاما
ابتدا غلظت محصول سنجی، و مقدار قابل سنجش به روش رنگ

هاي کشت شده سنجش شد. سپس به تولید شده در نمونه
دکالاکتون-اگاماز مشخصی هاي کشت شده غلظتنمونه

ها سانترفیوژ شده و طبق نمونهدر نهایت.افزوده شداستاندارد
- هاي قبل، اقدام به سنجش گامامراحل ذکر شده در بخش

ها شد. این آزمایش با سه نمونه انجام شد و هر دکالاکتون در آن
هاي حاصل نمونه سه بار مورد سنجش قرار گرفت. میانگین داده

است. درصد بازیابی با قرار دادن مقادیر آورده شده 1جدول در 
میانگین درصد 1طبق جدول .به دست آمد2معادله حاصل در 
درصد با انحراف معیار 99ها برابر دکالاکتون از نمونه-بازیابی گاما

.است5/5
در ساعات ابتدایی، تولید محصول توسط سویه طبیعی 

DSM3286یافتهجهشسویهبیشتر ازU6با گذشت بود ولی
U6یافته در سویه جهشمحصولساعت از کشت، تولید40

زمان ساعت به اوج خود رسید.70کرد و پس از افزایششروع به 
ساعت پس 20حدود DSM3286اوج تولید براي سویه طبیعی

دکالاکتون در محیط -از گرماگذاري است و سپس مقدار گاما
). 4( شکل نمایدکشت شروع به کاهش می

72رشد سلولی بر اساس روش شمارش سلولی، در مدت 
ساعت پایش شد و نمودار رشد سلولی براي دو سویه رسم شد 

ها در منظور یافتن زمان دو برابر شدن تعداد سلول). به5(شکل 
محیط تبدیل زیستی، منحنی لگاریتم طبیعی مرحله لگاریتمی 

رشد رسم شد.

رعت ویژه رشد به دست با محاسبه شیب خط نمودار حاصل، س
ضریب شیب خط به دست آمده نشان دهنده سرعت رشد آید.می

یافته . این ضریب براي سویه طبیعی و جهشاستمخمرهاویژه 
).6(شکل است3/0و 22/0به ترتیب برابر با 
از بررسی اثر غلظت روغن کرچک بر میزان تولید نتایج حاصل 

یافته و جهشDSM3286عی طبیبراي دو سویه دکالاکتون-گاما
U6مخمرYarrowia lipolytica8و 7هاي به ترتیب در شکل

آورده شده است.
ساعت پس از در سویه طبیعی بیست7شکل با توجه به

دکالاکتون با افزایش مقدار روغن کرچک - گرماگذاري، تولید گاما
،یترلیتر در لمیلی25. با افزایش غلظت روغن از یابدافزایش می

کند ولی در بازه تولید محصول با شیب بیشتري افزایش پیدا می
لیتر در لیتر، مقدار محصول تولیدي با نوسان میلی50تا 25بین 

نمودار تولید 8طبق شکل یابد.و به صورت اندك افزایش می
در ساعات اولیه کشت، U6محصول براي سویه جهش یافته

را نمایش DSM3286تولید کمتري نسبت به سویه طبیعی 
لیتر در لیتر میلی25دهد. با افزایش غلظت روغن کرچک از می

یابد ولی میافزایششیب بیشتريمقدار محصول تولیدي با 
مقدار تولید ،هاي بالاي روغنبرخلاف سویه طبیعی، در غلظت

یابد.میمحصول کاهش 
هاي حاصل، و مشخص به منظور بررسی کفایت آماري داده

ها ترین رابطه بین زمان کشت و غلظت روغن، دادهبهینهشدن
مورد ANOVAبه روش Design-Expert11افزار توسط نرم

).2،3(جدول تحلیل و بررسی قرار گرفتند

یستیزلیتبدطیرشد در محیتمیه بر اساس فاز لگاربه کار برده شدیتعداد سلول در واحد حجم بر حسب زمان. بازه زمانیعیطبتمینمودار لگار-6شکل
.U6Yarrowia lipolyticaیافته(مربع نارنجی) سویه جهش. DSM3286Yarrowia lipolytica(لوزي آبی) سویه طبیعیانتخاب شده است.

Figure 6. Natural logarithm diagram of the number of cells per unit volume by time for wild DSM3286 (Blue rhombus)
and mutant U6 strains (Orange Square) of Yarrowia lipolytica. The time interval used is selected based on the
logarithmic phase of growth in the biotransformation environment.
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.Yarrowia lipolytica .Aر مخمDSM3286یعیطبهیدکالاکتون در سو-گامادیغلظت روغن کرچک و زمان کشت بر تولریتاثيمحورنمودار سه-7شکل 
کانتور.ينما.B. ینمودار ستون

Figure 7. Three-axis diagram of the effect of castor oil concentration and culture time on gamma-Decalactone
production in natural strain DSM3286 yeast Yarrowia lipolytica. A. Bar chart. B. Contour view.

نمودار . Yarrowia lipolyticaمخمر U6افتهیجهش هیدکالاکتون در سو-گامادیغلظت روغن کرچک و زمان کشت بر تولریتاثيمحورنمودار سه-8شکل 
کانتور.ينما.B. یستون

Figure 8. Three-axis diagram of the effect of castor oil concentration and culture time on gamma-Decalactone
production in the U6 mutant strain of Yarrowia lipolytica. A. Bar chart. B. Contour view.

Yarrowiaمخمر DSM3286یعیطبهیاثر غلظت روغن کرچک و زمان کشت در سویبررسشیآزماحاصل از يهادادهانسیوارتجزیه و تحلیل-2جدول 

lipolyticaمحصول.دیبر تول
Table 2. Analysis of variance of experimental data Investigation of the effect of castor oil concentration and culture
time in natural strain DSM3286 yeast Yarrowia lipolytica on the production yield.

p-valueF-valueMean squareDegree of FreedomsSum of squaresFactor

Significant<0.000144.84811.091411355.25Model

<0.000151.91939.0998451.77Castor oil

<0.000132.10580.7052903.48Time

18.0945814.06Residue

5912169.32Sum
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Yarrowiaمخمر U6یافته جهشهیاثر غلظت روغن کرچک و زمان کشت در سویبررسشیحاصل از آزمايهادادهانسیوارلیو تحلهیتجز-3جدول 

lipolyticaمحصولدیبر تول.
Table 3. Analysis of variance of experimental data Investigation of the effect of castor oil concentration and culture
time in U6 mutant strain Yarrowia lipolytica on the production yield.

p-valueF-valueMean squareDegree of FreedomsSum of squaresFactor

Significant<0.000137.891848.321425876.52Model

<0.00016.82332.8692995.73Castor oil

<0.000193.824576.16522880.79Time

48.78452194.95Residue

5928071.47Sum

بحث
تواند تحت تاثیر ها میشناسی کلنیهاي طبیعی، ریختدر سلول

ر و مات تغییر از حالت صاف و براق تا زبژنتیک و شرایط محیطی
یابد که در این مورد احتمالا به علت تغییرات ژنتیکی حاصل از 

U6هاي سویه شناسی کلنیزایی با پرتو فرا بنفش، ریختجهش

,Darvishi(تحت تاثیر قرار گرفته است 2014( .
طبق مطالعات صورت گرفته وجود منابع کربنی مانند گلوکز، 

Yarrowiaکشت مخمر هاي چرب در محیطسیترات و اسید

lipolyticaشودموجب القاي تشکیل هیف در این مخمر می
)Ruiz-Herrera & Sentandreu, که با نتایج حاصل از )2002

سویه جهش یافته اما این پژوهش براي سویه طبیعی مطابقت دارد. 
در هر دو محیط کشت روغنی و گلوکز دار، تشکیل هیف نداد.

Yarrowiaشناسی مخمریختمحققان حین بررسی ر

lipolyticaبا روش تجزیه و تحلیل کمی تصویر)Quantitative

image analysesهایی با حالت مخمري ) متوجه شدند سلول
دکالاکتون تولید - هاي هیفی شکل، گامامانند، بیشتر از سلول

ها به این منظور با تغییر شرایط محیطی (از قبیل در کنند. آنمی
ها القا کرده و ر دادن گلوکز) حالت هیفی را در سلولدسترس قرا

سپس به مقایسه تولید محصول با حالت مخمري شکل پرداختند که 
هاي طبق نتایج حاصل، در ساعات ابتدایی، تولید محصول در سلول

ساعت از کشت، تولید 150هیفی کمی بیشتر بوده ولی پس از 
ابر بیشتر از حالت بر5/1هاي مخمري شکل حدود محصول در سلول

,.Braga et al(هیفی شده بود  . در پژوهش حاضر نیز تولید )2015
یافته مخمري شکل بیشتر از سویه طبیعی محصول در سویه جهش

هیفی شکل است. همچنین زمان اوج تولید محصول در سویه 
یافته مخمري شکل بیشتر از سویه طبیعی هیفی شکل است جهش

حاضر مطابقت دارد.پژوهش)، که با نتایج 4( شکل 
زومی هاي پراکسیداز پراکسیمحققان در پی بررسی نقش آنزیم

)POXهاي جهش ها، متوجه شدند سویه) بر متابولیسم چربی
بیان POX3ها غیرفعال شده و در آنPOX2اي که ژن یافته

شوند. در حالی که مخمرهاي تر دیده میمضاعف شده بود باریک
POX2غعال شده و ها غیردر آنPOX3اي که ژن جهش یافته

شدند. این تغییر ابعاد تر  دیده میبیان مضاعف شده بود، بزرگ
Beopoulos et(دهد احتمالا به دلیل تجمع اجسام چربی رخ می

al., 70یافته پس از هاي جهش. در پژوهش حاضر نیز سلول)2009
هاي طبیعی در سلولساعت از گرماگذاري اندازه بزرگتري نسبت به

هاي که احتمالا نشانگر بیان کمتر ژنندزمان مشابه پیدا کرد
POX3یافته باشد. ها در سویه جهشنسبت به سایر اکسیداز

W29در سویه POX3و POX2هاي محققان با حذف ژن

، متوجه شدند که تولید محصول Yarrowia lipolyticaمخمر 
ت ابتدایی کشت کمتر بوده ولی نسبت به سویه طبیعی در ساعا

ساعت، بیش از دو برابر محصول بیشتري 70پس از گذشت 
,.Waché et al(تولید شده است  این احتمال وجود .)2001

نیز دچار POXهاي بر اثر جهش، ژنU6دارد که در سویه 
- محققین با مقایسه تولید گاماهمچنینجهش شده باشند. 

فی شکل و مخمري شکل هاي هیدکالاکتون توسط سلول
Yarrowia lipolytica گزارش دادند که در حالت مخمري

رسد تولید محصول نسبت به حالت هیفی دیرتر به اوج خود می
,.Braga et al(ولی مقدار محصول تولیدي بیشتر است  2015(.

موجب POX3و حذف آنزیم POX2افزایش عملکرد آنزیم 
شود وگیري از تجزیه آن میدکالاکتون و جل-افزایش تولید گاما

)Beopoulos et al., تواند با تولید ، این موضوع می)2009
یافته نسبت به سویه طبیعی محصول بیشتر توسط سویه جهش

در پژوهش حاضر تا حدودي تایید شود.
در هر دو سویه تعداد ساعت از گرماگذاري، 80پس از گذشت 

است و این پیدا کرده جانبی متصل به سلول مادر افزایشجوانه
وجود مقادیر .یافته بیشتر قابل رویت استافزایش در سویه جهش

بالاي اسید ریسینولئیک (ماده اصلی تشکیل دهنده روغن 
ها و ها موجب رشد قطبی جوانهکرچک) در محیط کشت مخمر

شود. این اثر بازدارندگی میG2توقف چرخه سلولی در فاز 
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هاي کلسیمی رخ ین ماده بر روي سیگنالاحتمالا به دلیل تاثیر ا
دهد زیرا اسید ریسینولئیک موجب فعال شدن اجباري این می

,.Attrapadung et al(شودها میسیگنال . تحت تاثیر )2009
بر روي روغن Yarrowia lipolyticaلیپاز خارج سلولی مخمر 

درصد این روغن را 90کرچک، اسید ریسینولئیک که بالاي 
شود. بنابراین هرچه از زمان اده است در محیط آزاد میتشکیل د

کشت بیشتر بگذرد و لیپاز بیشتري در محیط آزاد شود اسید 
ریسینولئیک بیشتري در محیط انباشته شده و اثرات این ماده بر 

تواند علت تغییرات شود. این موضوع میها بیشتر دیده میسلول
اعت گرماگذاري را س80زایی در پژوهش حاضر، پس از جوانه

مشخص نماید.
میانگین درصدهاي بازیابی ، دست آمدهنتایج بهبا توجه به 

از محیط کشت مورد استفاده در این تحقیق،دکالاکتون-گاما
که نشانگر قابل قبول بودن نتایج حاصل از استدرصد 99بالاي 

98هاي پیشین، براي این روش در پژوهشاین روش است.
,.Zhao et al(بی گزارش شده است درصد بازیا 2014(.

نمودار حاصل براي تولید محصول توسط سویه طبیعی 
DSM3286 مخمرYarrowia lipolytica با نتایج حاصل از

هاي پیشین براي همین سویه که در شرایط بیوراکتور پژوهش
W29سنجیده شده است و مطالعات صورت گرفته بر روي سویه 

,.Moradi et al(دارد مطابقت و شباهت  2016; Waché et al.,

ساعت پس از کشت، به 150. با این حال در مطالعه دیگري )2001
Yarrowia lipolyticaمخمر W29عنوان زمان بیشینه تولید سویه 

,.Braga et al(گزارش شده است  2012( .
یافته سرعت رشد در محیط حاوي روغن کرچک، سویه جهش

. بیشتر بودن سرعت رشد داشتبه سویه طبیعی بیشتري نسبت 
یافته نسبت به سویه طبیعی ممکن است به علت سویه جهش

تغییر در یافته رخ داده باشد.عدم تشکیل هیف در سویه جهش
تواند دلایل مختلفی داشته باشد. به ها میسرعت رشد ارگانیسم

عنوان مثال افزایش عملکرد پمپ پروتونی غشا در مخمر 
Yarrowia lipolyticaتواند عامل محدود کننده رشد این می

,Portillo & Serrano(مخمر باشد  1989(.
منظور بررسی مقدار روغن کرچک بهینه براي بهدر پژوهشی 

مخمر CCMA0242دکالاکتون در سویه -تولید گاما
Yarrowia lipolyticaدرصد از 30و 15، 10هاي ، غلظت
رسی قرار دادند که غلظت بهینه روغن روغن کرچک را مورد بر

درصد محیط کشت گزارش 30براي تولید محصول را برابر با 
de(لیتر در لیتر روغن کرچک است میلی300کردند که معادل 

Andrade et al., در تحقیقی که بر روي همچنین. )2017
صورت گرفته، مشخص شده است Yarrowia lipolyticaمخمر 

دکالاکتون رابطه مستقیم - رچک و تولید گامابین غلظت روغن ک
وجود دارد به طوري که با افزایش مقدار غلظت روغن در محیط، 

گرم در لیتر 60یابد. این تیم مقدار تولید محصول نیز افزایش می
& Braga(روغن کرچک را به عنوان غلظت بهینه گزارش دادند 

Belo, سازي به بهینهتر با استفاده از روش تاگوچی . پیش)2015
دکالاکتون اقدام شده است که نتایج حاصل - مقدار تولید گاما

نشانگر افزایش تولید محصول با افزایش مقدار غلظت روغن در 
محیط است. در مطالعه مذبور به بررسی اثر مقادیر بیشتر روغن 
کرچک در محیط کشت نیز پرداخته شده است که با افزایش 

م در لیتر، تولید محصول کاهش گرمیلی40الی 30روغن از 
,.Moradi et al(یافته است  . در این تحقیق نیز در بازه )2016

لیتر میلی25اشاره شده نوسان تولید مشاهده شد و در غلظت 
روغن در یک لیتر محیط کشت، افزایش تولید نسبت به نقاط 

شود که با نتایج مطالعه مذبور مطابقت دارد.جوار مشاهده میهم
دکالاکتون را به عنوان سوبسترا در اختیار مخمر- در تحقیقی گاما

Yarrowia lipolyticaها قرار دادند و مشاهده کردند که این سلول
Aguedo et(قادر به مصرف این ماده به عنوان منبع کربن هستند 

al., که مصرف (تجزیه) شدمشاهده دست آمده نتایج بهدر . )2003
ساعات بعدي گرماگذاري، با افزایش روغن دردکالاکتون- گاما

، احتمالا این پدیده به علت خاصیت حفاظتی روغن از یافتکاهش 
اند که محیط . تحقیقات نشان دادهداده استدکالاکتون رخ - گاما

ها بر روي دوفازي (آب و روغن) موجب کاهش اثر سمی لاکتون
گردد. یها و همچنین کاهش مصرف لاکتون به وسیله سلول مسلول

لاکتون در فاز روغنی مخلوط شده و از رسد،به نظر میدر واقع
,.Ta et al(شوددسترس سلول خارج می 2010(.

در ساعات اولیه U6نمودار تولید محصول براي سویه جهش یافته
را نمایش DSM3286کشت، تولید کمتري نسبت به سویه طبیعی 

لیتر در لیتر مقدار یلیم25با افزایش غلظت روغن کرچک از داد
ولی برخلاف سویه یافتمحصول تولیدي با شیب بیشتري افزایش 

. یافتمقدار تولید محصول کاهش ،هاي بالاي روغنطبیعی، در غلظت
تواند با توجه به تولید بالاي لیپاز توسط این سویه این موضوع می

ی مصرف مقدار تولید لیپاز در این سویه بیشتر از توانای. شودهتوجی
خود است، وجود سوبستراي بیشتر (روغن کرچک) در محیط موجب 
افزایش فعالیت این آنزیم شده که در نتیجه اسید ریسینولئیک 

اسید (مانند اسیدهاي چرب.شده استبیشتري در محیط تولید 
هاي بر روي سلولخاصیت بازدارندگی رشد توانند) میریسینولئیک

Lee et(مخمري داشته باشند al., 1998(.
گذشت زمان با U6یافته جهشنمودار تولید محصول در سویه 

و حالتی شبیه به نمودارهاي شده دچار افزایش و کاهش ،کشت
ها پس از . احتمالا سلولکرده استدهی شونده پیدا کشت خوراك
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سازي با فعالشود،که لاکتون تولیدي به آستانه تحمل نزدیک میآن
اقدام هاي چرب کوتاه زنجیري تجزیه کننده اسیدهامسیر بیان ژن

کنند. پس از کاهش مقدار لاکتون، مجدد به تجزیه و مصرف آن می
دهند. ولی این سوبستراي خود را به اسید ریسینولئیک تغییر می

کاملی براي پدیده رخ داده باشد چون هتواند توجیموضوع نمی
محیط است. این لاکتون به صورت پلکانی در حال افزایش در 

هاي این سویه مخمري قادر هستند در احتمال وجود دارد که سلول
. در شرایطی، تا حدودي خود را با سمیت لاکتون تطبیق دهند

،حقیقت توانایی سازگاري غشاهاي میکروبی نکته بسیار مهمی است
ها با بعضی از مقالات سازگاري میکروارگانیسمنمونه به عنوان 

& Robichon(اند ا مورد بررسی قرار دادهترکیبات معطر ر

Dugail, 2007; Thati et al., تواند این موضوع می. )2007
ی آزمایشگاهتطبیقیساز تحقیقات آینده در زمینه تکاملزمینه

)Adoptive Laboratory Evolution ( این سویه با هدف بهینه
ها باشد.سازي تولید لاکتون

دار بودن دهنده معنینشانANOVAاز تحلیل نتایج حاصل
براي F. با توجه به مقادیر استتاثیر دو عامل مورد آزمایش 

مخمرDSM3286در سویه طبیعی هاي مورد آزمایش،عامل
Yarrowia lipolytica تاثیر غلظت روغن کرچک بر تولید

U6یافته در سویه جهشاست و محصول بیشتر از زمان کشت 

ن کرچک بیشتر است.براي عامل روغFمقدار 
گیرينتیجه

هایی با سلولبر اساس نتایج به دست آمده از این تحقیق،
- هاي هیفی شکل گامامورفولوژي مخمري بیش از سلول

50، مقدار حاصلنتایجبا توجه بهکنند. دکالاکتون تولید می
ترین ساعت گرماگذاري، مناسب20میلی لیتر در لیتر روغن و 

ید محصول توسط سویه طبیعی است. در سویه حالت براي تول
ساعت گرماگذاري 72لیتر در لیتر روغن و میلی30یافته جهش

سویه جهش تشخیص داده شد.مناسببراي تولید محصول، 
که کندیافته نسبت به سویه طبیعی محصول بیشتري تولید می

Yarrowia lipolyticaمخمر U6یافته در نتیجه سویه جهش

.تر تشخیص داده شددکالاکتون مناسب-تولید گامابه منظور

يسپاسگزار
هاي مادي و معنوي دانشگاه مراغه و دانشگاه الزهرا از حمایت

سپاسگزاریم.
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