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   Yr2سویه  .Rhodotorula spp  بومی اولئوژنزبهبود تولید لیپید توسط مخمر در فرایندهاي آماريکاربرد 
  

  4محبوبه مدنی ،*2، مرجان انشائیه3، ایرج نحوي2آزاده عبدلی، 1حسین قنواتی

  
 هاندانشگاه اصف دانشکده علوم،  گروه زیست شناسی،میکروبیولوژي،بخش دانشجوي دکتري میکروبیولوژي،  -1

  دانشگاه آزاد اسلامی، واحد فلاورجانگروه زیست شناسی، دانشجوي کارشناسی ارشد میکروبیولوژي،  -2
   استاد بخش میکروبیولوژي ، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه اصفهان-3
   گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد فلاورجاناستادیار -4

 22/3/1391: ، تاریخ پذیرش21/12/1390: تاریخ دریافت

  
  چکیده

 .Rhodotorula spp بـومی   اولئـوژنز به منظور بهینه سازي تولید لیپیـد توسـط مخمـر   در این تحقیق 
 بـا یکـدیگر    و نتـایج بدسـت آمـده    و طراحی تاگوچی اسـتفاده گردیـد       هاز دو روش تک فاکتور    ،  Yr2سویه  

  و pH، منبـع کـربن   نیتروژن، منبع دما، هوادهی،   فاکتورهاي مورد بررسی در هر دو روش شامل       . شدمقایسه  
 بیـشترین میـزان     ،ه در روش تـک فـاکتور      با توجه به آزمایشات صورت گرفته      .مدت زمان انکوباسیون بودند   

 ، C° 25 ، دماي)g/L 90( گلوکز از نوع، منبع کربن)g/L 1( سولفات آمونیوم از نوعمنبع ازت  حالت   درتولید  
کـه در شـرایط      بدسـت آمـد    6 تنظیم شـده در      pH ساعت و    96ان انکوباسیون   ، مدت زم  rpm 150هوادهی  

 کـل آزمایـشات     در روش تـاگوچی برنامـه ریـزي       درحالیکـه    .رسید g/L 9/8   تولیدي به  مذکور مقدار لیپید  
 اپتیمم پـیش بینـی شـده توسـط     شرایط.  انجام پذیرفتL16و در قالب طراحی  Qualitek-4 توسط نرم افزار 

 °C، دمـاي  )g/L 75(گلـوکز از نوع ، منبع کربن )g/L 1( سولفات آمونیوم از نوع حالت منبع ازت در نرم افزار 
و در ایـن شـرایط    بود  5/6 تنظیم شده در pH ساعت و 72، مدت زمان انکوباسیون rpm 150 ، هوادهی   25

پـیش  % 95ملـی تـا    در حالت ع که میزان آن پیش بینی گردیدg/L  052/11میزان تولید لیپید توسط نرم افزار
طبق نتایج آنالیز واریانس بدست آمده با طرح تاگوچی مدت زمان،            .به دست آمد   )g/L 49/10(بینی تاگوچی 

با توجـه بـه    .بر روي میزان تولید لیپید داشتندرا  و میزان نیتروژن به ترتیب بیشترین اثر pHمیزان کربن، دما،    
بـالا بـرده اسـت کـه نـشان      %  18 و در حـدود  g/L 59/1تا نتایج بدست آمده، طرح تاگوچی میزان تولید را   

  . دهنده کارایی بالاي این طرح در مقایسه با طرح تک فاکتوره می باشد
  . تاگوچیبهینه سازي با طرح میکروبی، بهینه سازي تک فاکتوره، روغن :واژه هاي کلیدي
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  مقدمه
لیپید میکروبی از نظر نوع و ترکیب به 

 گیاهان و حیوانات روغن به دست آمده از
حوادث کلیدي که باعث افزایش . شباهت دارد

توجه به روغن میکروبی در طی چند سال گذشته 
شده است، اهمیت غذایی اسیدهاي چرب غیر 
اشباع و نبودن منبع گیاهی مناسب براي به دست 

تولید روغن هاي مخمري . آوردن آن ها می باشد
. ی استمعمولاً پر هزینه تر از روغن هاي گیاه

بنابراین تولید روغن میکروبی تنها زمانی که از 
. نظر اقتصادي به صرفه باشد، با ارزش است

ي تولید، با کاربرد سوبستراهاي کاهش هزینه
 قابل دستیابی ،ارزان قیمت و بهینه سازي فرایند

سوخت تري آسیل گلیسرول به عنوان . است
تجمع ذخیره اي در بیشتر سلول هاي یوکاریوتی 

احیا بودن بیشتر اتم هاي کربن تري . ی یابدم
 ي ازآسیل گلیسرول باعث آزاد شدن میزان زیاد

علاوه بر این آب گریز بودن آن . انرژي می شود
باعث می شود که نیاز به حمل آب هیدراتاسیون 

تجمع  ).Lehninger et al., 1942( نداشته باشد
که بیشتر شامل تري آسیل گلیسرول و لیپید خنثی 

به واسطه ستریل استرهاست، یک پاسخ القا شده ا
 است که در آن روغن به عنوان  محیطی استرسي

 تجمع می  در مخمرهایک ذخیره داخل سلولی
تشکیل ذرات لیپیدي در ). Ratledge 2005( یابد

 و طی فاز سکون  شدهاواخر فاز لگاریتمی شروع
دو ). Raschke & Knorr, 2009(ادامه می یابد 

 و یکمالآنزیم بر تجمع لیپید،  م موثرآنزیم مه
ATP-رابطه ي قوي بین . سیترات لیاز هستند

سیترات لیاز و توانایی تجمع لیپید -ATPفعالیت 
 ,.Fidler et al(در سلول هاي مخمري وجود دارد

1999; Meng et al., 2009 .( علت این که
ي میکروارگانیسم هاي مولد چربی توانایی ذخیره 

 لیپید داخل سلولی را دارند به یمقادیر متفاوت
سیترات -ATPمالیک در مقایسه با آنزیم فعالیت 

مالیک به واسطه ساختار آنزیم فعالیت . استلیاز 
در سلول هایی که . ژنتیکی سلول کنترل می شود
 ژن تجمع می دهندمقادیر قابل توجهی لیپید 

مالیک در همه مواقع روشن آنزیم مربوط به سنتز 
ی که در سلول هاي با میزان لیپید در حال. است

 ژن بعد از مصرف نیتروژن خاموش می شود، ،کم
 و  مالیک آنزیموقتی این اتفاق می افتد فعالیت

این موضوع علت . تجمع لیپید متوقف می شود
م ها در تجمع یا عدم تجمع تفاوت میکروارگانیس

 تفاوت در میزان تجمع می لیپید، همچنین
بیوژنز اجسام لیپیدي ). Wynn et al., 2005(باشد

جوانه زدن از شبکه ممکن است از طریق 
آنزیم ها در شبکه . اندوپلاسمی صورت گیرد

سنتز لیپیدهاي خنثی را انجام می اندوپلاسمی 
 بین دو طرف غشا شبکه  این لیپیدها  کهدهند

اجسام لیپیدي نابالغ  اندوپلاسمی براي تشکیل
ر به اندازه زمانی که این ساختا. رسوب می کنند

معینی رسید، براي تشکیل اجسام لیپیدي جوانه 
 ).Kraisintu et al., 2010( می زند

میکروارگانیسم هاي مولد چربی به علت سرعت 
رشد زیاد و توانایی آن ها در جذب منابع کربنی 
متفاوت که در محصولات جانبی بسیاري از 

هستند صنایع یافت می شود، مورد توجه 
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)Economou et al., 2010 .( پارامترهاي مهمی
د نکه قیمت روغن مخمري را مشخص می کن

تولید و غلظت شامل هزینه ي سوبسترا، سرعت 
). Meester et al., 1996( نهایی محصول است

،  محصولروش متداول براي بهینه سازي تولید
در این روش اثر یک . روش تک فاکتوره می باشد

سایر عوامل عامل در یک زمان بررسی می شود و 
بدین ترتیب با متغیر . ثابت نگه داشته می شوند

قرار دادن عوامل مختلف نهایتاً به میزان بهینه 
 در ،اما. براي هر یک از عوامل دست می یابیم

طراحی آزمایشات تعدادي از حالات ممکن بین 
متغیرهاي مختلف انتخاب شده و با کمک نتایج 

 آماري به دست آمده از این حالات، ارزیابی
. گیرد و حالت بهینه تعیین می شودصورت می

براي افزایش سرعت تولید و غلظت نهایی 
 بهینه سازي شرایط تولید در مخمر مورد ،محصول

اکثراً براي بهینه . استفاده، اهمیت زیادي دارد
سازي از روش یک متغیر در یک زمان استفاده 
می شود که این روش به علت نیاز به بررسی 

الات ممکن، بسیار وقت گیر و هزینه بر تمام ح
براي کاهش تعداد آزمایشات مورد بررسی . است

. استفاده کردمی توان از روش طراحی آزمایشات 
یکی از انواع روش هاي طراحی، روش تاگوچی 

 تعداد آزمایشات لازم طراحیبا کمک این . است
. کمتر شده و نتیجه دقیق تري به دست می آید

ررسی اثر متقابل بین عوامل همچنین امکان ب
واریانس خطا در این روش . وجود داردمختلف 

 pool  فاکتوربا کمک فاکتوري تحت عنوان
، البته این %10تاثیر کمتر از ( شودسنجیده می

. )میزان بستگی به نوع آزمایش و طراح دارد
 می توان براي کاهش  شده راpoolفاکتورهاي 

ک هایی که ـــییکی از تکن. هزینه ها حذف نمود
صول ـــیب یک محــــید نوع ترکــــجهت تای

 FTIR (Fourierنیک ــه می شود تکـبه کار گرفت

Transform Infrared) Spectroscopy می باشد 
و اصول این روش ایجاد پیک در دامنه خاصی از 

 می باشد cm-1 بر اساس واحد  ایجاد شدهطیف
ستره  در گمیایی در نقطه خاصیکه هر گروه شی

 ,.Lin-Vein et al( پیک می دهدمشخص شده

1991; Elumalai et al., 2011; European 
Standard EN 14078( .  

  
   مواد و روش ها

 جداسازي و شناسایی

 از جنس  الئوژنز بومیمخمرسویه 
Rhodotorula spp.  با نام اختصاري Yr2 از ،

 .نمونه خاك اطراف اصفهان جداسازي گردید
 مورد استفاده از محیط کشتجهت جداسازي 

شناسایی  .استفاده شد) Dai et al.) 2007توسط 
در حد جنس انجام گرفت و با توجه به 

مرفولوژیک و تست هاي بیوشیمیایی خصوصیات 
 مخمر مورد نظر در جنس ردوترولا

)Rhodotorula sp. ( گرفت قرار)Kurtzman & 

Fell, 1998.(  
  

 فعال سازي و تولید محیط هاي کشت

براي این منظور در ابتدا سویه ي مورد نظر 
انتقال ) محیط فعال سازي( به محیط پیش تولید
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 g/L  گلوکز،g/L 15 این محیط حاوي .داده شد

5(NH4)2SO4 ،g/L  1KH2PO4 ،g/L 5/0 
MgSO4.7H2Oو  g/L 5/05  عصاره مخمر با 

pH= ساعت در دماي 48 بوده و به مدت ºC28 
از آن به محیط تولید پس  .گرفت قرار rpm180و 

، g/L 2 (NH4)2SO4گلوکز،  g/L  35که داراي
g/L 7KH2PO4  ،g/L 2NaH2PO4 ، g/L 5/1 

MgSO4.7H2O و g/L 16  عصاره مخمر با pH= 
 در ساعت 72و به مدت  دادهمی باشد، انتقال 

قرار  rpm180 در شیکر با دور  وºC28دماي 
  ).Pan et al., 2009( گرفت

  
  استخراج لیپید

 Bligh & Dyerطبق روش استخراج لیپید 
. )Pan et al. 2009( گرفتاصلاح شده صورت 

ت داده شده بر  نمونه کشml 50در این روش 
 15 به مدت rpm 5000در روي محیط تولید 

. داده شدو دو مرتبه شست و شو یقه سانتریفوژ دق
 مولار 4 اسید کلریدریک ml10 به بیومس حاصل

 ºC 60 ساعت در دماي 1  و به مدتگردیداضافه 
 کلروفرم - متانولml 20پس از آن . داده شدقرار 
 به بیومس هیدرولیز شده با اسید، اضافه 1:1

. صورت پذیرفت ساعت همزنی 3 الی 2 و گردید
 دقیقه سانتریفوژ 5 به مدت rpm5000 در سپس
 تا دو فاز آبی بالایی و آلی پایینی جدا گردید

در  و شد پاستور جدا  پیپتبافاز پایینی . دنشو
 و چربی گردید خلا با دستگاه دسیکاتور خشک

   .)Pan et al., 2009( شد وزن بدست آمده
  

  به روش تک فاکتورهبهینه سازي تولید لیپید

براي این منظور در ابتدا منبع نیتروژن آلی 
از بین منابع . مورد آزمون قرار گرفتو معدنی 

منابع معدنی آلی عصاره مخمر و پپتون و از بین 
. گردیدسولفات آمونیوم و کلرید آمونیوم بررسی 

 در نظر g/L 1منابع آلی و معدنی میزان هر یک از 
پس از آن بهینه سازي تک فاکتوره . گرفته شد

 گرم بر 5/1 و 1، 5/0براي میزان سولفات آمونیوم 
 گرم 115 و 95 ، 75 ،55، 35لیتر ، میزان گلوکز 

 ، میزان 150 و rpm 200بر لیتر، میزان هوادهی 
pH 5 ، 5/5 ، 6 ، 5/6 و مدت زمان انکوباسیون 
براي این . گرفت ساعت انجام 96 و 72، 48، 24

 پس ، شدانتخاب ننیتروژبراي منظور میزان بهینه 
و به همین  گردیدبررسی از آن میزان کربن 

، یعنی میزان بهینه ي هر داده شدترتیب ادامه 
ي خاب شده و در مرحله فاکتور در هر مرحله انت

 تا نهایتاً بهترین بعدي مورد استفاده قرار گرفت
 .  براي همه ي پارامترها به دست آمدمیزان

 
 به روش تاگوچی تولید لیپید بهینه سازي 

-Qualitekدر این روش با کمک نرم افزار 

نامه ریزي براي طراحی صورت  در ابتدا بر4
سطح، میزان  2براي میزان دما و هوادهی . پذیرفت
 و مدت زمان pH سطح و میزان گلوکز، 3نیتروژن 

بر این . شد سطح در نظر گرفته 4انکوباسیون 
 توسط نرم افزار انتخاب L16اساس طراحی 

 16یعنی با . بودزمایش  آ16 که مشتمل بر گردید
آزمایش برنامه ریزي شده و با مشخص بودن 

. آمدبرنامه ي کار تا انتها، بهترین حالت به دست 
 آزمایش ما نباشد 16چنانچه حالت بهینه در بین 
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می باز هم توسط نرم افزار بهترین حالت انتخاب 
 و مقدار تولید در شرایط بهینه توسط نرم گردد

 L16 طراحی 1جدول . افزار پیش بینی می شود
  . را نشان می دهد

  
  . تاگوچی براي بهینه سازي تولید لیپیدL16 طراحی - 1جدول 

Table 1-  L16 Taguchi design for optimization of lipid production . 
 آرایه ها
Arrays  

 نیتروژن
Nitrogen  

 کربن
Carbon  

 دما
Temperature  

 مدت زمان
Time  

pH 
 

  )rpm(هوادهی
aeration 

 (Array 1) 150  6  24  25  55  0.5  1آرایه ي  
 (Array 2) 200  5.5  48  25  75  0.5  2آرایه ي  
 (Array 3)150  6  72  35  95  0.5  3ایه ي آر  
 (Array 4) 200  6.5  96  35  115  0.5  4آرایه ي  
 (Array 5) 200  6  96  25  55  1  5آرایه ي  
 (Array 6) 150  6.5  72  25  75  1  6آرایه ي  
 (Array 7) 200  5  48  35  95  1  7آرایه ي  
 (Array 8) 150  5.5  24  35  115  1  8آرایه ي  
 (Array 9) 150  6.5  48  35  55  1.5  9آرایه ي  
 (Array 10)200  6  24  35  75  1.5  10آرایه ي  
 (Array 11)150  5.5  96  25  95  1.5  11آرایه ي  
 (Array 12)200  5  72  25  115  1.5  12آرایه ي  
 (Array 13)200  5.5  72  35  55  0.5  13آرایه ي  
 (Array 14)150  5  96  35  75  0.5  14آرایه ي  
 (Array 15)200  6.5  24  25  95  0.5  15آرایه ي  
 (Array 16)150  6  48  25  115  0.5  16آرایه ي  

 
 

 بررسی تولید روغن تک یاخته بوسیله تکنیک
Fourier Transform Infrared (FTIR) 

Spectroscopy 
تولید لیپید در سویه مخمري جداسازي 
شده، در ابتدا بوسیله روش رنگ آمیزي با سودان 

 تایید سیاه مورد تایید قرار گرفت و به منظور
  ترکیبات روغنی تولید شده ازتکمیلی و حتمی

 با استفاده از ،FTIR Spectroscopyتکنیک 
 JASCO FT/IR-6300, Japanدستگاه مدل 

  از دستگاهگستره مورد بررسی. استفاده گردید
cm-1 400 4000 تا cm-1 استاندارد.شد تنظیم  

خریداري شده از شرکت سیگما ( تري اولئین
مقایسه با جهت  شاهد و نبه عنوا) آلمان-آلدریچ

مورد استفاده قرار روغن تک یاخته تولیدي 
  .گرفت
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  نتایج و بحث
  با طرح تک فاکتوره تولید لیپید بهینه سازي 

 اولیه ي بدون بهینه سازيتولید در شرایط 
  بیومسg/L 82/17 لیپید، g/L 17/6صورت به 

نتایج .  تولید لیپید می باشد%62/34  وخشک
 از بهینه سازي به روش تک فاکتوره در حاصل

این  در همان طور که.  ارائه شده است2جدول 
ابتدا بهترین منبع  ،نشان داده شده است جدول

نیتروژن بدست آمده است که این منبع سولفات 
بعد از آن منبع کربن مناسب بد . آمونیوم می باشد

در مرحله بعد . ست آمد که بهترین آن گلوکز بود
ناسب براي منبع نیتروژن بدست آمد که غلظت م

 بدست آمد و با این مقدار میزان g/L 1مقدار آن 
سپس  . افزایش یافتg/L 2/7تولید لیپید تا 

غلظت منبع کربن انتخابی مورد ارزیابی قرار 
 گلوکز بیشترین g/L 90در غلظت گرفت که 
بهینه سازي . بدست آمد) g/L 13/7(میزان تولید

 نیز pHی، مدت انکوباسیون و براي دما، هواده
به ترتیب انجام پذیرفت و نتایج این بررسی در 

در پایان بهینه .  مشخص می باشد2جدول شماره 
 g/L 9/8سازي تک فاکتوره بیشترین میزان تولید 

بدست آمد که مربوط به منبع ازت سولفات 
، )g/L90( ، منبع کربن گلوکز)g/L1( آمونیوم
، rpm 150، هوادهی در  درجه سانتیگراد25دماي 

 تنظیم pH ساعت و 96مدت زمان انکوباسیون 
منبع ازت آلی تاثیر به  . بدست آمد6شده در 

افزایش میزان . سزایی در تولید لیپید نداشته است
-  منجر به افزایش تولید لیپید میg/L90کربن تا 

 اما افزایش بیش از این مقدار منجر به ،شود

دماي بهینه نیز با . گرددکاهش تولید لیپید می 
 ºC 25توجه به محیطی بودن سویه ي مورد نظر 

 نیز میزان تولید تا rpmبا افزایش میزان . است
بهینه سازي به  پس از .ش می یابدهحدودي کا

بهینه سازي به روش طراحی روش تک فاکتوره، 
با توجه به این که نوع . انجام پذیرفتتاگوچی 

تولید لیپید نداشته  آلی تاثیر زیادي بر  ازتمنبع
است در طراحی تاگوچی این فاکتور را حذف می 
کنیم و تنها غلظت سولفات آمونیوم را بهینه می 

 )Kraistinta et al.) 2010 ، در پژوهشی.نماییم
 غلظت گلوکز، عصاره مخمر، راثر عواملی نظی

 را بر pHسولفات آمونیوم، سولفات منیزیم و 
وسپوریدیوم روي تولید لیپید در مخمر رود

.  را بررسی کردندDMKU3-TK16تورولوئیدس 
مورد بررسی در میزان تولید لیپید در مخمر 

 سولفات g/L 55/0 گلوکز، g/L 70( شرایط بهینه
 g/L2 عصاره مخمر و g/L 75/0آمونیوم، 

از وزن خشک آن % 3/71 به )سولفات منیزیم
 Kumar در تحقیقی که توسط .گزارش شده است

et al.) 2010 ( ،اثر منابع کربنی انجام گرفت
مختلف نظیر گلوکز، فروکتوز و سوکروز را بر 
روي میزان تولید لیپید در مخمر رودوتورولا 

 در میان منابع کربنی. گردیدگلوتینیس بررسی 
 گلوکز بیشترین بیومس و بررسی شده توسط آنها،

میزان تولید . محتواي لیپیدي را ایجاد می کند
صد تولید نسبت به وزن خشک درلیپید، بیومس و 

 g/L  43/2 ،g/L  21/10در این مخمر به صورت 
   .گزارش شده است% 78/23و 
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  نتایج حاصل از تولید لیپید به روش تک فاکتوره- 2جدول 
Table 2: Results of lipid production by the one factor at a time optimization method.  

 شرایط
Conditions  

ر لیپید تولیدي مقدا*
(g/L) 

*Amount of lipid 
production 

 (g/L)بیومس خشک *
*Dry biomass  

درصد تولید لیپید به *
 وزن خشک

*Percent of lipid to 
dry biomass  

(Nitrogen source)   منبع نیتروژن (g/L)        
 )1(عصاره مخمر و سولفات آمونیوم

Ammonium sulfate & yeast extract  6.29  17.57  35.78  
 )1(عصاره مخمر و کلرید آمونیوم

Ammonium chloride & yeast extract  6.15  17.9  34.35  
 )1(پپتون و سولفات آمونیوم

Ammonium sulfate & peptone  6.11  17.68  34.37  
 )1(پپتون و کلرید آمونیوم

Ammonium chloride & peptone  6.18  17.88  34.55  
(Carbon source)بنمنبع کر(g/L)       

  glucose  6.3  17.45  36.1 )50(گلوکز
  xylose  5.15  17.16  30 )50(زایلوز

 (g/L)غلظت سولفات آمونیوم 
(Ammonium sulfate concentration) 

      
0.5  6.0  12.36  55.8  
1  7.2  12.78  56.3  

1.5  6.7  12.4  54  
        Glucose concentration؛ (g/L)غلظت گلوکز

35  4.35  12.42  35  
55 6.52  16.21  40.2  
75  5.84  10.79  53.2  
95  7.13  12.7  56.1  
115  5.71  11.42  50  

        Temperature؛ )ºC(دما 
25  7.23  12.86  56.2  
35  6.35  11.73  54.1  

       Aeration؛ (rpm)هوادهی
150  7.34  13.04  56.28  
200  6.83  12.64  54  

       Incubation time؛ (h)مدت زمان انکوباسیون
24  4.6  9.58  48  
48 6.03  11.59  52  
72 7.95  14.14  56.2  
96 8.85  15.39  57.5  
pH       
5 8.83  15.49  57  

5.5 8.35  14.54  57.4  
6 8.9  15.29  58.2  

6.5 8.58  14.84  57.8  
   *      The data in the columns are means of three replicates. نتایج ارائه شده در ستونها میانگین سه تکرار می باشد*
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بهینه سازي شرایط براي تولید لیپید در 
 انجام گرفته  IIP-33مخمر رودوتورولا ماینوتا

است و نتیجه این تحقیق این بوده است که بر 
خلاف ویژگی هاي تکثر مخمرهاي مولد چربی، 

 براي تجمع 30نسبت کربن به نیتروژن معادل 
 Saxena( کافی است% 48لیپید به میزان حداکثر 

et al., 1998.(  
  

   بهینه سازي تولید لیپید به روش تاگوچی
 در L16نتایج حاصل از تولید در طراحی 

بهترین حالت در . نشان داده شده است 3جدول 
 نمودارهاي 1 شکل . مشاهده می شود6آرایه ي 

میزان تاثیر آن ها را مربوط به اثر هریک از عوامل 
 تاثیر  درصد نیز نمودار2 شکل .نشان می دهد

  .عوامل مختلف را نشان می دهد

هر یـک از ایـن نمودارهـا مربـوط بـه اثـر              
. عوامل مختلف بر روي میزان تولید لیپید می باشد  

 هــا  x بــر روي محــور 4 و 3، 2، 1شــماره هــاي 
نشان دهنده سطوح مختلف متغیرهاست و محـور        

y        نمودارها .  نیز میزان تولید لیپید را نشان می دهد
ی دهند که سطح دوم نیتروژن، سـطح دوم         نشان م 

کربن، سطح اول دمـا، سـطح سـوم مـدت زمـان،             
 داراي بهتـرین  rpm و سطح اول    pHسطح چهارم   

  .اثر براي تولید لیپید می باشند
 درصد تاثیر هریک از عوامل را بـه         2شکل  

 xمحـور   . صورت نمودار ستونی نشان مـی دهـد       
 yنمــایش دهنــده فاکتورهــاي مختلــف و محــور  

. ربوط به درصد تاثیر هریک از عوامل مـی باشـد    م
همان طور که می بینید مدت زمان و منبـع کـربن            

داراي بیشترین تاثیر بر روي تولید لیپید می باشـند   
کمتــرین تــاثیر نیــز مربــوط بــه خطــاي %). 5/20(

  .آزمایش می باشد
 اثر متقابل عوامل مختلف را نشان       4جدول  

ن دو فـاکتور     اثر متقابـل مختلـف بـی       15 .می دهد 
جالب توجـه   . توسط نرم افزار محاسبه شده است     

 که داراي کمتـرین تـاثیر   rpmاست که عاملی مثل   
در بین سایر عوامل بوده است داراي بیشترین اثـر          

). SI=51.12%(متقابل با فاکتور نیتروژن می باشد     
با توجه بـه نـوع مطالعـه چنانچـه اثـر متقابـل دو           

ید سطوح پیـشنهادي    فاکتور داراي اهمیت باشد با    
در این جدول را بـراي رسـیدن بـه میـزان بیـشتر              

   .تولید انتخاب کرد
  نتایج آنالیز واریانس را نشان می        5جدول  

 درصد  ،ستون آخر در جدول آنالیز واریانس     . دهد
 بـر روي میـزان تولیـد    تاثیر هر یـک از عوامـل را     

 نتایج آنالیز واریانس نشان می  . نشان می دهد   لیپید
 و میزان   pHه مدت زمان، میزان کربن، دما،       دهد ک 

نیتروژن بـه ترتیـب داراي بیـشترین اثـر بـر روي             
همان طور کـه مـشاهده      . میزان تولید لیپید هستند   

می کنید عوامل مـدت زمـان و منبـع کـربن داراي      
 هـستند امـا   (´S)بیشترین مجموع خالص مربعات   

عامل هوادهی داراي کمترین اثر نـسبت بـه سـایر          
خطاي آزمایش نیز همانطور کـه      . می باشد عوامل  

مشاهده می کنید بسیار ناچیز و نزدیـک بـه صـفر          
 با توجـه بـه جـدول اثـر متقابـل و آنـالیز               . است

واریانس در کنار هم متوجه می شویم، عاملی کـه          
به تنهایی می تواند اثر کمی داشـته باشـد، ممکـن           
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   .مل دیگر باشدیک عااست داراي اثر متقابل قابل تـوجهی در رابطـه بـا            
 

 
 . نتایج تولید لیپید در آرایه هاي طراحی تاگوچی- 3جدول 

Table 3: Lipid production in different arrays as designed by Taguchi method. 
 آرایه ها
Arrays  

 (g/L)میزان تولید لیپید
Amount of lipid production 

  )g/L(بیومس خشک
Dry biomass 

 (Array 1)13.17  4.15  1ه ي آرای  
 (Array 2) 16.98  5.98  2آرایه ي  
 (Array 3) 14.88  5.12  3آرایه ي  
 (Array 4) 15  4.83  4آرایه ي  
 (Array 5) 16.62  5.82  5آرایه ي  
 (Array 6) 18.84  10.97  6آرایه ي  
 (Array 7) 13.12  4.13  7آرایه ي  
 (Array 8) 14.95  5.16  8آرایه ي  
 (Array 9) 14.86  5.1  9ي آرایه  
 (Array 10)12.93  4.01  10آرایه ي  
 (Array 11)16.82  6.36  11آرایه ي  
 (Array 12)16.59  6.14  12آرایه ي  
 (Array 13)12.93  4.03  13آرایه ي  
 (Array 14)16.82  5.89  14آرایه ي  
 (Array 15)15.34  5.34  15آرایه ي  
 (Array 16)14.67  4.71  16آرایه ي  

  
تایید روغن تـک یاختـه بـا تکنیـک          بررسی و   

FTIR Spectroscopy  
گراف هاي حاصل از نمونه روغن تولیدي 

 3 و تري اولئین استاندارد در شکل Yr2مخمر 
همانطور که مقایسه دو  .نشان داده شده است

 نشان می دهد، بین روغن 3گراف در شکل 
جداسازي شده از سویه مخمري و استاندارد تري 

در نقاط . یار زیادي وجود دارداولئین شباهت بس
 1745نوك پیک در  (cm-1 1820 تا 1670بین 

cm-1 ( پیک قابل توجهی ایجاد شده است که

از نوع ( نشان دهنده حضور گروه هاي کربونیل
این . )ASTM D7371 method(است ) استري

 پیوند استري در ساختار تري آسیل گلیسرول
نیز در و ) محل پیوند بین آسیل با گلیسرول(

وجود ) بیودیزل( اسیدهاي چرب متیل استره شده
 نیز cm-1 2929 تا 2850در حد فاصل بین . دارد

پــیک هاي مشخـــص نشان دهنـــده گروه 
هاي متیلن می باشد که ساختار اصلی تشکیل 

 ,.Elumalai et al( دهنده اسیدهاي چرب است
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بنابراین پیک ها در نقاط قید شده اثبات . )2011
ده ترکیبات روغنی قابل تبدیل به بیودیزل کنن

 Elumalai et al., 2011،European(است 

Standard EN 14078 و  Lin-Vien et al., 

1991 .(  

  
 . اثر متقابل عوامل مختلف مربوط به طرح تاگوچی- 4جدول 

Table 4- Factor interaction effects in Taguchi method. 
Opt2 SI (%)1 Interacting Factor Pairs 

)1,2( 51.12 Nitrogen ×rpm 

)2,1( 49.08 Carbon ×rpm 

)2,1( 47.81 Nitrogen × Temperature 

)2,1( 39.7 Carbon × Temperature 

)2,2( 23.74  Nitrogen × Carbon 
)1,4( 20.05 Temperature ×pH  
)4,1( 13.94 pH ×rpm 

)2,3( 11.7 Nitrogen ×Time 

)2,4( 7.5 pH Nitrogen× 
)1,1( 4.39 Temperature× rpm  
)2,3( 7.32 Carbon× Time 

)1,3(  7.16  Temperature ×Time  
)3,4(  6.03  Time ×pH 

)3,1(  1.91  Time ×rpm 
)2,4(  1.5  Carbon ×pH 

1 SI: Interaction Severity Index; 2 Opt: the Factor Levels Desirable for the Optimum Condition 
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 . نتایج آنالیز واریانس- 5جدول 
Table 5- Results of Variance analysis. 

 عامل
Factor   

درجه 
 آزادي
DOF 

   

مجموع 
 (S)مربعات

Sum of 
squares 

 واریانس
Variance   

 Fنسبت 
F-Ratio 

مجموع 
خالص 

 (´S)مربعات
Pure sum 

درصد تاثیر 
 عامل

Percent of 
factor effect  

 (Nitrogen)14.65  6.028  52.478  3.072  6.145  2  نیتروژن  
 (Carbon) 20.45  8.415  48.905  2.863  8.59  3  کربن  

 (Temperature)18.91  7.781  133.891  7.84  7.84  1  دما  
 (Incubation time)20.486  8.43  48.989  2.868  8.605  3  زمان  مدت  

pH 3  6.628  2.209  37.732  6.452  15.68  
 (Aeration) 7.687  3.163  55.025  3.221  3.221  1  هوادهی  

 (Errors)2.137  -----  -----  0.058  0.116  2  )خطا(اثرعوامل محیطی  
 (Total)100  -----  -----  -----  41.149  15  مجموع  

 
 . نمودارهاي مربوط به اثر هر یک از عوامل بر میزان تولید لیپید در طرح تاگوچی-1شکل 

Figure 1- the effect of different factors on lipid production by Taguchi method. 
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 . درصد تاثیر پارامترهاي مختلف بر میزان تولید لیپید در طرح تاگوچی-2شکل 

Figure 2- percentage effect of different factors on the amount of lipid produced in 
Taguchi method. 

 

  
 و استاندارد تري Yr2تک یاخته تولیدي توسط مخمر  مربوط به روغن FTIR گراف هاي -3شکل 
  .اولئین

Figure 3- FTIR spectra of the produced Single Cell Oil (SCO) by yeast Yr2 and triolein 
standard. 

  
  نتیجه گیري کلی

طبـق روش تـک فـاکتوره بیـشترین میــزان     
 گلوکز، g/L 90 تحت شرایط g/L 9/8 تولید لیپید

g/L 1ــولفا ــوم در  س ــاي pH 6ت آمونی  و در دم
ºC25و دور  rpm 150 سـاعت   96 به مدت زمان

براي این آزمایشات هر مرحله نیـاز بـه         . می باشد 
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 تفکر و برنامه ریـزي داشـته تـا نهایتـاً بـه نتیجـه              
 در روش تـاگوچی یـک   ،امـا . مطلوب دست یابیم 

بار در ابتدا برنامه ریزي انجـام شـده و در نهایـت        
توسط نرم افزار با بررسـی هـاي     به نتیجه مطلوب    
نـرم افـزار حالـت اپتـیمم را بـه          . آماري می رسیم  

 سولفات آمونیوم   g/L 1گلوکز و    g/L 75صورت  
 72  و به مـدت زمـان   ºC 25 و دماي   pH 5/6در  

 در نظر می گیـرد و میـزان         rpm150ساعت با دور  
حالـت  .  پیش بینی می کنـد g/L  052/11تولید را

پـیش بینـی   % 95زان تولید تا اپتیمم انجام شد و می  
بـا توجـه    . را محقق ساخت )g/L 49/10(تاگوچی

به نتایج بدست آمده، طرح تاگوچی میـزان تولیـد          
 بـالا بـرده اسـت    %18 و در حدود g/L 59/1را تا   

که نشان دهنده کارایی بالاي این طرح در مقایـسه         
بـا مقایـسه نتـایج      . با طرح تک فاکتوره می باشـد      

می توان نتیجه گرفت که  وق  ف از دو روش     حاصل

 نیـاز بـه    بـا روش تـک فـاکتوره   براي بهینه سازي  
است و امکـان خطـا در   صرف هزینه و وقت زیاد   

طراحی مرحله بعد وجود دارد و همراه با ریـسک          
. بالاتري جهت دستیابی به بهترین شرایط می باشد     

بـا انجـام طراحـی بـا یـک       این در حالی است که      
ــاگو  ــل روش ت ــب مث ــام  ،چیروش مناس ــا انج  ب

آزمایشات کمتر در زمان کوتاهتر و صرف هزینـه          
به نتایج بسیار مفیدي جهـت بهینـه        می توان   کمتر  

 و از   سازي تولید محصول مورد نظر دست یافـت       
بهینـه سـازي در بهتـرین حالـت ممکـن اطمینــان      

 .حاصل کرد

  سپاسگزاري
ــاوري   ــات و فن ــرم تحقیق ــت محت از معاون

ایـت از ایـن تحقیـق       دانشگاه اصفهان به دلیل حم    
   .تشکر و قدردانی می نمائیم
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Abstract 

In this study, the factorial optimization method and designing of experiments by the 
Taguchi method were applied for optimization of lipid production by a native oleaginous 
yeast Rhodotorula spp. strain Yr2. The factors investigated were temperature, aeration, 
nitrogen source, carbon source, pH and incubation time. Based on results obtained by factorial 
optimization method, maximum production (8.9 g/L) was achieved with ammonium sulfate 
(1g/L) as nitrogen source, glucose (90g/L) as carbon source, at 25°C, aeration speed of 
150rpm, incubation time of 96h and at pH 6. Whereas using the Taguchi method, the 
predicted optimal conditions were ammonium sulfate (1g/L) as nitrogen source, glucose 
(75g/L) as carbon source, at 25°C, aeration speed of 150rpm, incubation time of 72h and at pH 
6.5. The amount of lipid production predicted by the software under these conditions was 
11.052 g/L. and in the predicted case, 95% of the predicted value was achieved (10.49 g/L). 
The ANOVA results obtained with the Taguchi design showed that time; the amount of 
carbon, temperature, pH and nitrogen levels, respectively had the highest effects on lipid 
production in descending order. In conclusion, the application of the Taguchi method in 
compared with one factorial method led to increased lipid production by 1.59 g/L or 18%.  
 
Keywords: microbial lipid, factorial optimization method, Taguchi method. 
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