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توليد كننده آنزيم ليپاز تريكوسپورون آساهي جداسازي و شناسايي مخمر 

و بهينه سازي پارامترهاي موثر بر تخمير و توليد ليپاز از كيمچي  
 

يزدي طباطبايي فريده
∗1

، سميرا مرادي
2

بهبهاني عليزاده ، بهروز
3

وسيعي ، عليرضا
3

 ،         

سيد علي مرتضوي
4  

  
 مشهد فردوسي دانشگاه كشاورزي، دانشكده غذايي، صنايع و علوم گروه يعلم هئيت عضو و دانشيار -1 

  علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تهران دانشجوي كارشناسي ارشد -2

  مشهد فردوسي دانشگاه كشاورزي، دانشكده غذايي، صنايع و علوم دكتري دانشجوي -3

 مشهد فردوسي دانشگاه كشاورزي، دانشكده غذايي، صنايع و علوم گروه علمي هئيت عضو و استاد -4

 )20/11/93:   تاريخ پذيرش17/9/93: تاريخ دريافت( 

  

    چكيده
.  نوع تقسيم بندي مـي شـود  161ي اوليه، روش فراوري و محل جغرافيايي به بيش از             بر حسب ماده  وغذا و مكمل گياهي تخميرشده      كيمچي نوعي پيش  

عامـل  . انجـام شـد   مولكـولي   از طريـق روش     جداسـازي و شناسـايي ميكروارگانيـسم هـاي          انجام عمل تخميـر     ي و   چكيمدر اين پژوهش بعد از توليد       

جهت افزايش توليد آنـزيم ليپـاز تركيبـات         . )U/ml3±01/19( از نمونه كيمچي جداسازي شد     تريكوسپورون آساهي سويه توليد كننده آنزيم ليپاز،      تخمير

براي غربال سـازي فـاكتور   .  بهينه سازي شد Design Expert با استفاده از نرم افزار در ارلن مايرغوطه وري تخمير موثر بر رشد و عوامل كشت در 

 براي انتخاب متغيرهاي موثرتر بر توليد آنزيم ليپـاز  6/.1 اوليه pH ساعت و 48   به مدتC0 30  دمايشرايطدر تخمير  استفاده شده كه  PBها از طرح

متغيرهـاي  . ه نتايج بدست آمدهعصاره سياه دانه، روغن زيتون،منيزيم كلريد و عصاره مخمر به ترتيب موثرترين متغيرهـا بودنـد              با توجه ب  . پذيرفتانجام  

  بـا اسـتفاده از محـيط    نهايت در شرايط يهينهدر.گرديدكه متغير ها با تاثير بيشتر انتخاب شده و بهينه سازي انجام    .اندازه ذرات و پپتون تاثير منفي داشتند      

 فعاليـت  150منيزيم كلريـد در شـرايط سـرعت چـرخش     mM/l25 روغن زيتون و g/l 5/22عصاره مخمر، g/l 10عصاره سياه دانه،%15كشت حاوي 

و پارامترهـاي كينتيكـي     مقدار  .  برابر حالت قبل از بهينه سازي است       84/1 بدست آمد همچنين فعاليت آنزيم بعد از حالت بهينه           U/ml 5/0±35آنزيمي  

 منتن محاسبه شد كه نشانگر ويژه گزيني بالاي اين سويه نسبت            -از طريق نمودار ميكائيليس   mM 53/0 و   mM/min 367/0ه ترتيب برابر با   خام ب ليپاز  

  . به سويه هاي ديگر توليد كننده آنزيم ليپاز است

  

  ، بهينه سازيتريكوسپورون آساهيكيمچي، فعاليت آنزيم،:  واژگانكليد

  

  

                                                 
  tabatabai@um.ac.ir : مكاتبات مسئول ∗
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  مقدمه -1
 اسـت كـه عملكـرد       2 آنزيمي متعلق بـه گـروه هيـدرولازها        1ليپاز

بيولوژيكي براي هيدروليز تري گليسرول هاي نامحلول و تبـديل          

آنها به اسيد چرب آزاد، منو و دي آسـيل گليـسرول و گليـسرول               

علاوه بر ايـن، در عملكـرد طبيعـي واكـنش هـاي             .نشان مي دهد  

يفيكاسيون را در استريفيكاسيون، اينتراستريفيكاسيون و ترنس استر

ليپاز بعد از پروتئاز و آميلاز      . محيط هاي غير آبي كاتاليز مي كنند      

از نظر فروش در دنيا جايگاه سـوم را دارا اسـت كـه نـشاندهنده                

كاربردهـاي  . ]1[مي باشد كاربردهاي متنوع و فراوان صنعتي آنها       

،شوينده ها )اصلاح آروما(صنعتي بالقوه ليپاز شاملافزودني در غذا 

و چـرم  ) پزشكي، گوارشي(، صنعت دارويي )يدروليز چربي ها  ه(

ليپازهاي ميكروبي  . است) خارج كردن چربي از پوست حيوانات     (

نسبت به ليپازهاي گياهي و حيواني بيشتر مورد توجه قرار دارنـد            

به دليل شدت فعاليت كاتاليتيكي، بازده بالا، هزينه توليد پـايين و            

  . ]1[ست پايداري در حلال هاي آلي ا

ميكروارگانيسم شامل باكتري ها، قارچ ها، مخمرها و اكتينوميست     

ها به عنوان منابع ليپاز خارج سلولي بـه دليـل سـهولت بازيافـت               

در ميـان مخمرهـا، گونـه    . آنزيم از محيط كشت شناخته شده انـد   

هاي كانديدا به عنوان مهمترين توليد كننده  ليپـاز گـزارش شـده              

 به دليل فعاليت بالا و كانديدا روگوزا به وسيله   ليپاز توليدي   . است

انجام عمل هيدروليز همانند عمل سنتز قوي يكي از آنـزيم هـاي             

ديگر مخمرهاي گـزارش شـده كـه داراي         . ]2[ست  مهم صنعتي ا  

ــامل    ــستند ش ــاز ه ــد ليپ ــسيل تولي ــا  پتان ــا ليپوليتيك ، ]3[يارووي

ــرويزيه ــسز ســــــ ــپورون ،]4[ ساكارومايــــــ                              تريكوســــــ

   كانديدا كايليندراسيا و ]6[آئروبازيديوم پولولانس  ،]5[ آساهي

 سنتز مـي  3آنزيم هاي ليپاز در حضور القاء كننده.است]  8 و 7[ 

  . ]9[شوند

 مـي باشـد و   غذا و مكمل گيـاهي تخميرشـده    كيمچي نوعي پيش  

بيشتر در فصل زمستان كه دسترسي به سبزيجات تازه كاهش مي            

اي منبـع مهمـي از        كيمچـي از نظـر تغذيـه      . گردد  د مصرف مي  ياب

مـواد  ها، املاح، فيبر رژيمي، ساير مواد مغذي كاربردي و            ويتامين

كيمچي مي تواند به افـزايش      . مي باشد  شيميايي غيرمغذي گياهي  

                                                 
1. Triacylgycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3 
2. Hydrolases 
3. Inducer 

اي كمك كند و اثرات       اشتها، كم كردن يبوست و كنترل فلور روده       

يري و ساير اثرات كمك كننده   كننده از پ    ضد سرطاني و جلوگيري   

  .]10[ به سلامت داشته باشد

اســتافيلوكوكوس ســويه جديــد  ) 2011(بــوعزيزو همكــاران  

فعاليت ويژه آنزيم تـصفيه شـده     .   را جداسازي كردند    زايلوسوس

 درجه سـانتيگراد بـا اسـتفاده از امولـسيون           55 و دماي    pH 8در  

ريشانو بنرجي  راماك. ]11[ بودU/mg 6300روغن زيتون برابر با 

روغـن كنجـد بـود در محـيط         % 10از كنجاله كنجدي كه حـاوي       

 استفاده كردند كه آنزيم  فعاليت قابل        پني سيليوم كريزوژنم  كشت  

. ]12[تــوجهي را در حــضور ايــن سوبــستراي جامــد نــشان داد  

گامبرتو و همكاران رشد و توليد آنزيم در تخمير بستر جامـد بـه              

. را مورد مطالعه قـرار دادنـد      ستريكوم  پني سيليوم ر  سويه برزيلي   

اين پژوهشگران از پپتون، روغن زيتون در نـسبت هـاي مختلـف          

افـزايش بيوسـنتز ليپـاز بـه      .]13[كربن به نيتروژن استفاده كردنـد   

 F-111آسپرژيلوس نايجر وسودوموناس سودوآلكاليژنس     وسيله  

در حضور يون منيزيم توسط پوكورني و همكاران گـزارش شـده            

  .]14[ است

روغـن زيتـون، عـصاره مخمـر،        (يازده فاكتور   در پزوهش حاضر    

پپتون، منيزيم كلريد، گلوكز، شربت ذرت، مـلاس، عـصاره سـياه            

دانه آسياب شده، عصاره دانه كنجد آسياب شده، سرعت چرخش          

تمام فاكتورهاي موثر در توليـد      . غربال سازي شد  ) و اندازه ذرات  

. در نظـر گرفتـه شـده اسـت    يك محصول تخميري با بـازده بـالا      

ــراي      ــوثر ب ــوادهي م ــر ه ــاثير ب ــل ت ــه دلي ــرخش ب ــرعت چ س

ميكروارگانيسم، اندازه ذرات دانه كنجد و سياه دانه بـراي بررسـي    

تاثير اين متغير بر تركيبات عصاره اين دانه هـا و تـاثير بـر بـازده                 

روغن زيتون به عنوان منبع كربن روغني يـا القـاء           . انتخاب شدند 

اب شد و همچنين عصاره دانه سياه دانه و دانـه كنجـد             كننده انتخ 

نيز به عنوان منبع كربن روغني و نيز به عنوان منبع نيتروژن و مواد 

به دليل اين كه عصاره دانه هاي سياه دانه و          . معدني انتخاب شدند  

كنجد حاوي تركيبات متنوعي هستند، طبق مطالعات اوليه صورت  

نيزيم تاثير  مثبتي بر توليد ليپـاز        گرفته در بين يون هاي مختلف م      

جداسـازي و شناسـايي مخمـر        ايـن پـژوهش   هدف از   . نشان داد 

تريكوسپورون آساهي به عنوان ميكروارگانيسم توليد كننده آنـزيم         
كيمچي بود و در انتها بـا اسـتفاده از روش بهينـه سـازي               از  ليپاز  

 سطح پاسخ نوع و غلظت بهينه تركيبات و پارامترهـاي مـوثر بـر             

   .كشت براي افزايش توليد آنزيم ليپاز مي باشد
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  مواد وروشها - 2

  مواد - 2-1
ي شامل يايمواد شيم.  شدتهيه محلي بازار از و دانه كنجد سياه دانه

، ايزوپروپـانول، صـمغ عربـي،       Hcl، تـريس    100تريتون ايكـس    

 از آب پپتون آبه، 6، پپتون، عصاره مخمر، منيزيم كلريد      Bردامين  

 شركت سيگما آلدريج كشور كانادا از گلوكزمان و شركت مرك آل  

ساير مواد مورد اسـتفاده داراي درجـه آزمايـشگاهي          . تهيه گرديد 

  .بودند

تهيه كيمچي  - 2-2  

پس از تهيه مواد اوليه كيمچي مطابق با روش طباطبايي يزدي و 

  .]10[توليد كيمچي صورت پذيرفت ) 2013(همكاران 

توليد كننده روش جداسازي باكتري هاي  - 2-3

  آنزيم ليپاز 
منتقل % 1/0 ميلي ليتر از آب پپتون   90به  كيمچي  ده گرم از نمونه     

، Seawardمـدل   (شد و عمل هموژنيزه شـدن انجـام پـذيرفت           

هاي تهيـه شـده بـر محـيط كـشت           كشت سطحي از رقت   . )آلمان

 g/l3گلـوكز،   g/l10 پپتـون، g/l 5 عصاره مخمـر،  g/l 10حاوي

 g/l 001/0وغن زيتون امولـسيون شـده و         ر g/l25كلريد سديم ،  

؛ پذيرفت در سه تكرار انجام     pH 7 در   g/l 25 ، آگار    Bرودامين  

ليتر از هر رقّت ريخته و   ميلي1/0به اين ترتيب كه روي هر پليت 

 درجـه سـانتي   45 و 30در دو دماي . به كمك اسپريدر پخش شد 

شـد  زي گرمخانه گـذاري      ساعت در شرايط هوا    48گراد به مدت    

 اطراف كلني هاي توليد كننـده آنـزيم ليپـاز در ايـن              كه در . گردد

 هاله نارنجي ايجاد مي     UVمحيط كشت در زير تابش نور لامپ        

 چندين مرحله تا خالصـسازي كامـل بـر روي همـين            .]15[شود  

 آگار  به صورت كشت خطـي كـشت داده        Bمحيط كشت ردامين  

  .شد تا كلني تك و كاملا خالص بدست آيد

  اندازه گيري فعاليت آنزيم ليپاز - 2-4
 جداسازي شـده و      مخمرهاي در جهت تعين كمي فعاليت ليپازي     

پس .  از اين روش استفاده شد     قايسه اين سويه ها از نظر فعاليت      م

از كشت ميكروارگانيسم در محيط كشت مـورد نظـر و گرمخانـه             

 rpm 6000گذاري سوسپانسيون ميكروبي را با سانتريفوژ در دور 

 دقيقـه سـانتريفوژ و      20 درجه سـانتيگراد بـه مـدت         32اي  در دم 

ميكروني  2/0ابا فيلتر  رمي باشدپس مايع رويي كه حاوي آنزيم س

فعاليـت  . براي بدست آوردن محلول شفاف آنزيمي صاف گرديـد  

 بـا  winker & Stuckmann (1979) آنـزيم از طريـق روش  

 410 در طول موج CE2502ل  مدCecilدستگاه اسپكتروفتومتر 

از سوبـستراي پلـي نيتروفنيـل پالميتـات     . نانومتر اندازه گيري شد   

 فعاليت آنـزيم مقياسـي از        حالت در اين . بدين منظور استفاده شد   

به اين صورت ) U(واحد فعاليت آنزيمي. آنزيم ليپاز توليدي است

تعريف مي شود كه مقدار آنزيمي كه يك ميكرومـول پلـي نيتـرو          

در اينجا فعاليـت    . را در دقيقه در شرايط آزمايش آزاد مي كند         فنل

  .]16[اسي از آنزيم ليپاز توليدي است قيآنزيم م

  نحوه آماده سازي اموسيون روغن زيتون - 2-5
براي تهيه امولسيون روغن زيتون از صمغ عربي به عنـوان پايـدار         

ي كننده براي دست يافتن به يك امولسيون مناسب با پايداري كاف          

براي تهيه امولسيون با صـمغ عربـي ابتـدا آب را تـا              . استفاده شد 

 حرارت داده شد سپس مقدار صمغ مـورد نظـر     45 درجه حرارت 

.  ساعت در دماي محـيط قـرار داده شـد          24اضافه شد و به مدت      

 همزن مغناطيسي قـرار داده      بر ساعت  محلول صمغ را       24بعد از   

صورت قطرات ريز به    در حين همزدن محلول روغن زيتون را به         

سـپس بـا اسـتفاده از دسـتگاه التراتـراكس      . تركيب اضافه گردديد  

IKA)   مدل (T25 ) 2    دقيقـه rpm 5000   دقيقـه  3 و rpm 8 ( 

  .]17[تركيب صمغ و روغن زيتون هموژنيزه گرديد

  عيين پارامترهاي كينتيكيت -2-6
ــا 5/0سوبــستراي پلــي نيتروفنيــل پالميتــات در غلظــت هــاي    ت

mM/ml 1     درجه سـانتيگراد و      37 در دماي ثابت pH 7    بـراي  

 mM/minتعيين پارامترهاي كينتيكي سـرعت واكـنش حـداكثر          

)Vmax (     و ثابت ميكائيليس منتنmM) Km (   براي آنزيم ليپاز

بـه  ) U(يـك واحـد فعاليـت آنزيمـي         .خام به كاربرده شده است    

ول اسـيد چـرب را در       عنوان مقدار آنزيمي است كه يك ميكروم ـ      

دقيقه از هيدروليز پلي نيتروفنيل پالميتات در شرايط واكـنش آزاد           

-Lineweaverپارامترهاي كينتيكي از نمـودار معادلـه        . مي كند 

burk تخمين زده شد .  
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 جداسازي هاي سويه مولكوليشناسايي - 2-7

 شده 
 مـي باشـد كـه از روش         DNAمرحله اول شناسـايي اسـتخراج       

انجـام واكـنش     مرحلـه بعـدي      .استفاده گرديـد   ارتياستخراج حر 
PCRاستفاده از پرايمرهاي زير انجام پذيرفت كه با است .  

ITS1 (5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) 
ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’)  

 را داخـل    PCRهـاي   دهنـده ميكروتيوب حاوي مخلوط واكـنش    
ــايكلر  ــتگاه ترموس ــرار دادSensquest (Germany)دس ه و ق

واسرشتگي اوليه در :  عبارت بود ازPCRي اجرا شده براي   برنامه
، تكثيـر   )يـك چرخـه   ( دقيقـه    2 درجه سانتي گراد بـه مـدت         94

DNA    56 ثانيـه،    30 درجه سانتي گـراد بـه مـدت          94 درد ماي 
 2 درجه سـانتي گـراد بـه مـدت     72 و    ثانيه 45درجه سانتي گراد    

 درجـه   72نهايي از دمـاي     و نهايتا براي تكثير     )  چرخه 35 (دقيقه
 جهـت   .اسـتفاده شـد   ) يك چرخـه  ( دقيقه   5سانتي گراد به مدت     

يـابي   و در نهايـت تـوالي      تهيه شد % 8/0مشاهده باندها ژل آگارز     
 .]18[ صورت پذيرفت

  حالت غوطه وريتهيه محيط تخمير  - 2-8
تهيه عصاره سياه دانه و كنجد  به اين صـورت بـوده كـه پـس از                  

ها را آسياب و سپس بـا اسـتفاده از الـك ذرات             شستشو دانه ها آن   
مقدار معيني از پودر را در داخل تور با منافـذ ريـز             . شديكدست  

  در داخل بشر يك ليتري كه قبلا مقدار معيني آب مقطرو ريخته 
  
  

  بـه  60 سپس روي هيتـر در دمـاي        گرفت قرار   بود داخل آن   

ان عصاره بدست آمده را     بعد اين زم  . مدت يك ساعت قرار داديم    
 گـرم از هـر      40اگر مقـدار    . با كاغذ واتمن شماره يك صاف شد      

 100 ميلي ليتر آب بجوشانيم، در400كدام از پودر ها را در داخل        
از هـر كـدام از ايـن        % 10ميلي ليتر از اين عصاره  غلظتـي برابـر           

 ميلي ليتر محيط تخميـري      100براي تهيه   . پودرها خواهيم داشت  
از عصاره مورد   % 10ل يك ارلن ماير در حالتي كه غلظت         در داخ 

ميلي ليتر از عصاره  تهيه شده را در داخل ارلن مـاير        100نياز بود   
روغن زيتون  . ريخته و بقيه تركيبات مورد نياز را به آن اضافه شد          

هم به صورت امولسيون شده اضافه شد كه نحوه تهيـه امولـسيون     
دماي گرمخانه گذاري در تمام . دروغن زيتون قبلا توضيح داده ش    

روش عصاره گيري با اصلاحات انجام شده       . بود 30آزمايشات  

  .]19[ انجام گرفت) 2011(و همكاران Rockenbach با روش 

 PB با طرح آزمايش غربال گري فاكتورها -2-9

براي غربال سازي اوليه تركيبات محيط كشت و عوامل كـشت از            
-Designبـا اسـتفاده از نـرم افـزار          .  كـرديم   اسـتفاده  PBطرح  

Expert 7.0.0 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, 
USA)فــاكتور  يــازده1 جــدول در تخميــر حالــت غوطــه وري 

 پپتون، منيزيم كلريد، گلوكز، شربت       عصاره مخمر،  روغن زيتون، (
عصاره سياه دانه آسياب شده، عـصاره دانـه كنجـد           ملاس،  ذرت،  

 .غربال سازي شـد   )  سرعت چرخش و اندازه ذرات       آسياب شده، 

  . انجام گرديد30تمام آزمايشات در دماي 

  متغيرهاي آزمايش در دو سطح مورد استفاده جهت توليد ليپاز توسط جدايه اسينتوباكتر در تخمير حالت غوطه وري 1 جدول

 متغير واحد نماد كمترين سطح بيشترين سطح

20 10 A % ه سياه دانهعصار  

20 10 B % عصاره دانه كنجد 

20 10 C % گلوكز 

12 5 D g/l عصاره مخمر 

12 5 E g/l پپتون 

30 10 F g/l روغن زيتون 

40 20 G mM منيزيم كلريد 

12 5 H g/l ملاس 

1 5/0  J mm اندازه ذرات 

180 150 K rpm سرعت چرخش 

30 10 L g/l شربت ذرت 

Mm                        :ميلي مول  
Mm                        :ميلي متر  
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 اسـتفاده از روش سـطح       بهينه سازي با   -2-10

 پاسخ

بعد از غربال سازي اوليه بر طبق نتايج بدست آمـده متغيرهـاي             

كه تاثير بيشتري داشته را انتخاب كرده و طـرح مربـع مركـزي               

 براي هر دو حالت در جهت بهينه سازي سـطوح توليـد آنـزيم             

  . ليپاز مورد استفاده قرار گرفت

 

  نتايج و بحث -3

  تريكسپورن آساهيمخمر جداسازي 
 ـ     از  زده ايزوله مخمر  دوا ي سـازي و كـشت در   نمونـه بعـد از غن

زيتـون   بـا روغـن      محيط كشت اختصاصي غنـي سـازي شـده        

استفاده از محيط ردامـين     با  ايزوله  اين دوازده   . جداسازي شدند 

B      ايجاد هاله نـارنجي در اطـراف        آگار پليت براساس خاصيت

 UV) 350كلني هاي توليد كننده ليپاز در زير تابش نور لامپ           

 آگـار پليـت بـراي    Bروش ردامـين     .غربال سازي شدند  ) نامتر

 توليد كننده آنزيم ليپاز بـه كـار مـي           تعيين ميكروارگانيسم هاي  

بيان شده است كه تشكيل هاله فلورسنت در تـابش اشـعه            . رود

UV  د به علت تشكيل دي مرهاي ردامين         مي توانB    با مونو يا 

دي گليسريدها و اسيدهاي چرب آزاد توليدي به وسيله آنـزيم           

 با روش   مخمر ها سپس فعاليت ليپاز اين     . ]20[د  در محيط باش  

ــه پلــي نيتروفنيــل   اســپكتروفتومتري براســاس خاصــيت تجزي

 كـه در نتيجـه در  .يـري شـد  پالميتات به عنوان سوبسترا اندازه گ     

بيـشترين فعاليـت   K2مخمر ،داسـازي شـده    مخمرهـاي ج   ميان

)U/ml3±01/19 (      براي مطالعات بعدي   را از خود نشان دادكه

يابي نشان مي دهـد   نتايج حاصل از توالي   ). 1شكل (انتخاب شد 

 Trichosporonبـه كه جدايه مورد نظر تـا حـد بـسيار زيادي   

asahii  هاي شناسـايي شـده در كيمچـي          مخمر. شبيه مي باشد

شامل ساكارومايسس تورولوپس، تريكوسـپورا دباريومايـسس،       

ــسس،   ــرولا، اندومايكوپسيس،كليورومايـــ ــا، ردوتـــ پيچيـــ

رغـم محـيط    ي   عل ـ .]21[كريپتوكوكوس وتريكوسـپورا واسـت    

اسيدي شديد كيمچي و ايده آل نبودن اين غذايي تخميري براي 

   داده ادامه خود   بقاء  ديته اين مخمر بهياين مخمر از نظر اس

  

) 2008(كومـار و همكـاران      .بـود  است و در اين نمونه موجود       

سويه تريكوسپورون آساهي را از نمونه خاك جداسازي كردنـد      

 .]22[ و توليــد ليپــاز توســط آن را مــورد بررســي قــرار دادنــد

 سـويه مخمـراز     29توليد ليپـاز از     ) 2010(بوسامار و همكاران    

در ميــان .  را بررســي كردنــدهيبيــسكوي روزاسيننــسيسنــژاد 

دباريومايـسس  ،   سـودوزيما هيوبيينـسيس    مخمرهاي جدا شـده   

به عنوان بـالاترين توليـد كننـده        كريپتوكوكوس   و   اكسيدنتاليس

  .]23[ ليپاز يافت شدند

  
  مقايسه فعاليت آنزيمي سويه هاي جدا شده از نمونه كيمچي 1شكل 

 
 

  
  4ه ي مورد آزمون شمارهاي باندي مربوط به سويهپروفايل 2شكل
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در حالـت تخميـر   PBغربال سـازي از طريـق      

  جامد و غوطه وري

 ، دوازده آزمـايش تخميـر   PBطرح غربال سـازي   از  با استفاده   

 شـده اسـت در شـرايط         نشان داده  ،2در جدول   حالت جامدكه   

 بـراي  1/6 اوليه pH ساعت و 48  به مدت 30تخمير در دماي   

 فاكتور 11 در ميان انتخاب متغيرهاي موثرتر بر توليد آنزيم ليپاز

انتخابي موثر بر فرايند در تخمير حالت غوطه وري با توجه بـه             

منحني تاثير متغيرها   ) 2جدول   (PBنتايج بدست آمده از طرح      

تاثير مثبت و منفي و همچنين موثرترين متغيرهـا را          )  3شكل  (

 و  منيزيم كلريـد  ،، روغن زيتون  عصاره سياه دانه  .  داد به ما نشان  

متغيرهـاي  .  به ترتيب مـوثرترين متغيرهـا بودنـد        عصاره مخمر 

گلـوكز، ملاس،شـربت    .  و پپتون تاثير منفي داشتند     اندازه ذرات 

م تـاثير مثبـت داشـتند امـا كمتـر از             ه ذرت و سرعت چرخش   

منبع نيترون مناسـب بـراي رشـد و توليـد           .  بود متغيرهاي ديگر 

در . متابوليت همانطوري كه گفته شـده بـسيار ضـروري اسـت           

يش صورت گرفته عصاره مخمر بـه عنـوان منبـع نيتـروژن       آزما

 امـا پپتـون و شـربت ذرت تـاثير     تاثير بسيار معني داري داشـته     

صالح و همكـاران  گـزارش كردنـد كـه           .  نشان داده اند   كمتري

منابع نيتروژن آلي، تريپتون و شربت ذرت بر روي توليـد ليپـاز             

 عنـوان القـاء     روغن ها به  .  تاثير ندارند  رايزوپوس اوريزا توسط  

گر در توليد آنزيم ليپاز عمل مي كنند و حضور آنهـا در محـيط     

ويژه گزيني سوبسترا بـستگي     . ]24[ كشت كاملا ضروري است   

به ساختار شيميايي ملكـول سوبـسترا و خـصوصيات فيزيكـي            

ــسيون دارد ــه   . ]25[امول ــد ك ــارانگزارش كردن ــدر و همك چان

ليپـــاز  اســـيدهاي چـــرب كوتـــاه زنجيـــر در مـــورد توليـــد 

 نسبت به اسيدهاي چرب بلند زنجيـر        استرپتوكوكوس فسياليس 

چن . ]26[ و غير اشباع مانند اولئيك اسيد تاثير بازدارندگي دارد

ــا اضــافه كــردن روغــن زيتــون توليــد ليپــاز از   و همكــاران  ب

 افـزايش فعاليـت     .را تقويت كردنـد   اسينتوباكتر راديورسيسنتس   

 عنوان القاء كننده در محيط      آنزيم در حضور روغن زيتون كه به      

كشت عمل مي كند را مي توان به مقدار بالاي اسيدهاي چـرب      

. ]27[ بلند زنجير و غير اشباع ماننـد اولئيـك اسـيد نـسبت داد             

بهترين نتـايج را در توليـد ليپـاز از          ) 2002(فديلوگلو و اركمن    

 با استفاده از روغن زيتون به عنوان منبـع كـربن        كانديدا روگوزا 

حضور منابع نيتـروژن بدسـت آوردنـد و همچنـين غلظـت             در  

 سـياه   .بالاي بيومس در حضور روغن زيتون را گزارش كردنـد         

دانه نيز به دليل حضور روغن فراوان در ساختار شيميايي خـود            

و از  ) لينولئيـك اسـيد و اولئيـك      (و تركيب اسيدهاي چرب آن      

ر طرف ديگر به دليل حضور تركيبات معدني و كربوهيـدارت د          

ساختار آن به عنوان سوبستراي ايدآل براي ميكروارگانيسم هاي         

  .]28[ توليد كننده آنزيم ليپاز است

% 1 از   پني سيليوم سـيترينوم   همكاران در محيط كشت     وپيمنتلو  

عصاره مخمر استفاده كردند، كه با استفاده از % 5روغن زيتون و 

رين روغن زيتون به عنوان منبـع كـربن، عـصاره آنزيمـي بـالات             

فعاليت را نـشان داده اسـت و كـاهش غلظـت عـصاره مخمـر                

همچنين موجب كاهش فعاليت آنزيم شده است و هنگامي كـه           

آمونيوم سولفات جايگزين عصاره مخمـر شـده اسـت فعـاليتي           

از روغن  ) 2013(دآلميدا و همكاران    . ]29[ مشاهده نشده است  

 بـه   به عنوان منبع كربن و عصاره مخمـر       % 5/1زيتون با غلظت    

 كانديـدا ويـسواناتي  عنوان منبع نيتروژن براي توليد ليپاز توسط       

 )U/mg63/10 (در توليد ليپـاز   استفاده كردند كه به نتايج خوبي     

همچنين گزارش كردند كه استفاده از شربت ذرت    . دست يافتند 

به عنوان منبع نيتروژن تاثير منفي بر روي رشـد و توليـد ليپـاز               

  .]30[ دارد

آنها به عنـوان    . ش معني داري در توليد ليپاز دارد      مواد معدني نق  

بوليـت  كوفاكتور در مسيرهاي بيوسنتز آنزيم مي توانند توليد متا      

) 2006(حــسن و همكــاران . هــاي باارزشــي را بهبــود دهنــد 

گزارش كردند كه يون منيزيم به طـور كلـي از طريـق تـشكيل               

و كمپلكس با اسيدهاي چرب يونيزه شـده، تغييـر در حلاليـت             

رفتار هاي بين سطحي سبب افزايش فعاليـت آنـزيم ليپـاز مـي             

  .]31[شوند
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   يازده متغير جهت اندازه گيري فعاليت ليپاز در تخمير غوطه وري برايPBبه طرح دوازده آزمايش مربوط  2جدول

  

  

  
 در PBمودار ميزان اثر يازده متغير بر پاسخ در طرح ن 3شكل 

  تخمير حالت غوطه وري

  بهينه سازي با استفاده از روش سطح پاسخ

پس از تعيين مناسبترين منابع و شرايط از بين متغيرهاي مـورد            

آزمايش، بهينه سازي غلظت اين متغيرهـا بـا اسـتفاده از روش             

 معمولا بـراي بررسـي     روش سطح پاسخ  . سطح پاسخ انجام شد   

اثر تركيبي چندين متغير به منظور يافتن شرايط بهينه براي يـك      

طـرح مربـع مركـزي بـراي        . شرايط چند متغيره به كار مي رود      

  .بهينه سازي سطوح توليد آنزيم ليپاز مورد استفاده قرار گرفت

 سياه   متغير نسبت  عصاره    چهار) جدول(در تخمير غوطه وري     

و عصاره مخمر ) C (، منيزيم كلريد)B(يتون ، روغن ز)A (دانه

)D (            به عنوان متغيرهاي مستقل و مقدار فعاليـت آنـزيم متغيـر

  .وابسته انتخاب شد) R(پاسخ 

  رديف  )مقادير واقعي(متغيرهاي آزمايش 

  

  )U/ml(پاسخ

  A B  C  D  E  F  G  H  J  K  L   

1  1  1  1-  1  1  1  1-  1-  1-  1  1-  1/26  

2  1-  1  1  1-  1  1  1  1-  1-  1-  1  7/23  

3  1  1-  1-  1-  1  1-  1  1  1-  1  1  6/22  

4  1-  1-  1-  1-  1-  1-  1-  1-  1-  1-  1-  7/12  

5  1  1-  1  1  1  1-  1-  1-  1  1-  1  3/18  

6  1-  1  1  1  1-  1-  1-  1  1-  1  1  1/24  

7  1  1  1-  1-  1-  1  1-  1  1  1-  1  1/32  

8  1  1-  1  1  1-  1  1  1  1-  1-  1-  3/38  

9  1-  1-  1-  1  1-  1  1  1-  1  1  1  4/28  

10  1  1  1  1  1-  1-  1-  1  1-  1  1  3/29  

11  1-  1  1-  1  1  1-  1  1  1  1-  1-  7/16  

12  1-  1-  1  1-  1  1  1-  1  1  1  1-  3/15  
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  طرح مربعات مركزي براساس سه متغير معنادار و فعاليت ليپاز به عنوان پاسخ در تخمير مايع 3جدول

  پاسخ  )مقادير واقعي(متغيرهاي آزمايش   رديف

  %روغن زيتون  )A( %عصاره سياه دانه  

)B(  

 منيزيم كلريد

mM  
)C(  

  %عصاره مخمر

)D(  

  فعاليت ليپاز

)R(  

1  10  5/1  20  5/0  1/23  

2  20  5/1  20  5/0  3/27  

3  10  3  20  5/0  3/25  

4  20  3  20  5/0  4/26  

5  10  5/1  30  5/0  5/24  

6  20  5/1  30  5/0  5/31  

7  10  3  30  5/0  4/27  

8  20  3  30  5/0  3/41  

9  10  5/1  20  5/1  5/24  

10  20  5/1  20  5/1  2/39  

11  10  3  20  5/1  4/17  

12  20  3  20  5/1  1/47  

13  10  5/1  30  5/1  3/17  

14  20  5/1  30  5/1  4/51  

15  10  3  30  5/1  3/27  

16  20  3  30  5/1  1/47  

17  5/0  25/2  25  1 3/24  

18  25  25/2  25 1 65  

19  15  75/0  25 1 5/18  

20  15 75/3  25 1 1/33  

21  15 25/2 15 1 3/21  

22  15 25/2 35 1 3/34  

23  15 25/2 25 0 7/25  

24  15 25/2 25 2 1/30  

25  15 25/2 25 1 9/31  

26  15 25/2 25 1 9/29  

27  15 25/2 25 1 9/31  

28  15 25/2 25 1 1/35  

29  15 25/2 25 1 3/30  

30  15 25/2 25 1 5/32  

31  15 25/2 25 1 2/36  
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آزمايش هاي مذكور انجام و پاسخ هاي بدست آمده با اسـتفاده           

از رگرسـيون  .  تحليـل شـدند   Design Expertاز نرم افـزار  

 Error! Reference source not found. 1معادلـه 

بـه   در معادلـه هـا مقـادير    . براي حالت غوطه وري بدست آمد   

متغيرهـاي   D و A ،B، C و متغيرهـاي آنزيمـي عنوان فعاليت 

  . مستقل مي باشند

  جدول واريانس آزمايش هاي بهينه سازي تخمير غوطه وري 4 جدول

 pمقدار  Fمقدار   منبع

  >0001/0  7/14  مدل

  >A  94/119  0001/0عصاره سياه دانه 

  B  99/6  0177/0روغن زيتون

  Cمنيزيم كلريد

 Dعصاره مخمر

41/11  

47/8  

0038/0  

0102/0  

AB 086/0  7732/0  

AC  67/2  1215/0  

AD  06/22  0002/0  

BC  13/1  3041/0  

BD  24/0  6318/0  

CD  87/5  6228/0  

A2 17/17  0008/0  

B2  87/5  0276/0  

C2  98/2  1036/0  

D2  29/3  0886/0  

  0609/0  72/3  عدم برازش

  

نتايج تجزيه و تحليل واريانس براي برازش مـدل هـاي سـطح             

.  تخمير حالت غوطه وري ارائـه شـده اسـت      4جدول  پاسخ در   

 بـود كـه     0001/0 محاسبه شـده بـراي مـدل كمتـر از            pمقدار  

و ) 927/0 (ضـريب تبـين     . نشاندهنده معنادار بودن مدل است    

ر تاييد مي كند كه مـدل بـسيا       ) 84/0(ضريب تبين تعيين شده       

تغييـرات پاسـخ بـه تغييـر        % 7/92بـه عبـارتي     . معني دار است  

از از تغييـرات    % 3/7متغيرهاي مستقل مربوط مي شـود و تنهـا          

 دامنه مقادير پـيش     4دقت كافي . پاسخ با مدل قابل توجيه نيست     

. بيني شده در نقاط طرح با ميانگين خطاي پيش بيني شده است        

دازه گيري مي كنـد كـه        را ان  5اين فاكتور نسبت سيگنال به نوفه     

                                                 
4. adequate precision 
5. noise 

 كه در ايـن طـرح مقـدار ايـن            مناسب است  4نسبت بزرگتر از    

است كه مقدار بسيار خوبي براي نسبت سيگنال به    07/16پارامتر

  .]18[ نوفه است

54/32  1معادله + 58/8   A +07/2  B +65/2 C+ 

28/2 D + 28/0  A B  +57/1  A C +51/4  A D 

+02/1 B C -47/0 B D -48/0  C D + 97/2 -

74/1 24/1-  3/1-  

% ) 5در سـطح     ( 05/0 براي هر منبع بزرگتـر از        p اگر مقادير   

باشد، نشانگر آن است كه متغيـر مـورد نظـر در مـدل معنـادار                

نيست و اگر كوچكتر از ايـن مقـدار باشـد نـشاندهنده معنـادار          

  درتخمير حالت جامد با توجه به .  باشدبودن متغير مي
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هـر چهـر متغيـر در حالـت خطـي و         تجزيه واريانس    4جدول  

 داراي DCو AC, AD, BC, BDAB ,متغيرهاي اثر متقابل

تـاثير معنـي    % 5 و بقيه متغيرهـا در سـطح         ي است عني دار اثر م 

 متغير عصاره سياه دانه بيشترين تاثير را نشان مـي           .داري ندارند 

  .دهد

 تاثير متغيرهاي مستقل بـر فعاليـت آنـزيم ليپـاز در             هايارنمود

 الـف .4 شـكل    .، آورده شده است   4در شكل   حالت غوطه وري    

غلظت روغن زيتون و عصاره سياه دانـه بـر      نمودار تاثير متقابل    

در مقدار ثابت . ررسي قرار مي دهدروي فعاليت آنزيم را مورد ب

ار فعاليت آنزيمـي     مقد عصاره سياه دانه  روغن زيتون با افزايش     

بـا  مقدار ثابت عصاره سـياه دانـه        افزايش مي يابد، همچنين در      

چـشمگيري  افزايش مقدار روغن زيتون فعاليت آنزيمي افزايش       

 . و با افزايش هر دو متغير فعاليت آنزيمي افزايش مي يابد           ندارد

و ) mM(منيزيم كلريـد    غلظت  ودار تاثير متقابل    مب ن  4شكل  

 ـ   وي فعاليـت آنـزيم را مـورد بررسـي قـرار            رعصاره سياه دانهب

مقـدار عـصاره   م كلريد با افـزايش  يدر مقدار ثابت منيز   . دهد مي

 مقدار فعاليت آنزيمي افزايش مـي يابـد، همچنـين در            سياه دانه 

ار منيـزيم كلريـد     با افـزايش مقـد    سياه دانه   نسبت ثابت عصاره    

ش هـر   و با افزاي  فعاليت آنزيمي افزايش معناداري پيدا نمي كند        

ج مانند دو  4 درشكل .دو متغير فعاليت آنزيمي افزايش مي يابد

نمودار قبلي در مقدار ثابت عصاره سياه دانه بـا افـزايش مقـدار          

عصاره مخمر  مقدار فعاليت آنزيمي افزايش معنـي داري نمـي            

يابد، همچنين در مقدار ثابت عصاره مخمـر بـا افـزايش مقـدار          

مي افزايش مي يابد و بـا افـزايش   عصاره سياه دانه  فعاليت آنزي 

از اين سه نموادر    . هر دو متغير فعاليت آنزيمي افزايش مي يابد       

مي توان استنباط كرد كه عصاره سياه دانه نسبت بـه متغيرهـاي             

سياه دانه علاوه   .تري بر روي فعاليت آنزيمي دارد     شديگر تاثير بي  

ــواد    ــاوي م ــيميايي ح ــات ش ــن در تركيب ــودن روغ ــر دارا ب         ب

  داراي   همچنين  و مي باشد   ...معدني مانند پتاسيم، منيزيم و 

  

  

   

مقداري تركيب نيتروژني است كه در نتيجه هم به عنـوان منبـع             

ــد     ــي كن ــل م ــدني عم ــواد مع ــروژن و م ــي، نيت ــربن روغن                .ك

  غلظـت   و ) mM(منيزيم كلريد   غلظت  تاثير متقابل    د 4شكل  

بر روي فعاليت آنـزيم را مـورد بررسـي           )g/ml( زيتونروغن  

در مقدار ثابت منيزيم كلريـد بـا افـزايش مقـدار            . قرار مي دهد  

روغن زيتون مقدار فعاليت آنزيمي افزايش مي يابد، همچنين در 

با افزايش مقدار منيزيم كلريد فعاليت      روغن زيتون   نسبت ثابت   

 ـ                ت آنزيمي افزايش مي يابـد و بـا افـزايش هـر دو متغيـر فعالي

 اما واضح است كه فعاليت آنزيم ليپـاز       . آنزيمي افزايش مي يابد   

با افزايش همزمان هر دو متغير فعاليـت آنزيمـي افـزايش قابـل      

 ) mM(منيزيم كلريد   غلظت  تاثير متقابل   ه.4شكل  .توجهي دارد 

بر روي فعاليت آنزيم را مورد بررسي قرار        ) (%و عصاره مخمر    

لريد با افزايش مقـدار عـصاره       در مقدار ثابت منيزيم ك    . مي دهد 

مخمر مقدار فعاليت آنزيمي افزايش مي يابد، همچنين در نسبت 

ثابت عصاره مخمر بـا افـزايش مقـدار منيـزيم كلريـد فعاليـت               

 ـ              ر فعاليـت   آنزيمي افزايش مي يابـد و بـا افـزايش هـر دو متغي

گـزارش  ) 1995( كـوك و همكـاران       .آنزيمي افزايش مي يابـد    

بـه  BD 413سـينتوباكتر كالكواسـتيكوس   اكردند  براي سـويه  

طور معني داري يون هاي منيزيم ،كلسيم،مس و موليبدن باعث          

افزايش بيوسنتز ليپاز   . ]16[ تشديد توليد آنزيم ليپاز  شده است      

-Fآسپرژيلوس نايجر وسودوموناس سودوآلكاليژنس     به وسيله   

پوكـورني و   ( در حضور يون منيزيم گزارش شـده اسـت           111

از ضايعات ) 2009( بروزلي و همكاران .]15[ )1994همكاران، 

 كانديـدا    بـراي توليـد ليپـاز بـا اسـتفاده از           6آبي آسياب زيتـون   

اسـتفاده از ايـن مكمـل همـرا بـا           .  اسـتفاده كردنـد    سيليندراسيا

g/L4/2    آمونيوم كلريدو g/L3       روغن زيتون منجر بـه فعاليـت 

 و 7بــوركرت .]9 [شــده اســت U/ml 10آنزيمــي در حــدود 

از روش سطح پاسخ براي مطالعه تاثير منابع        )  2004(همكاران  

شـربت  (و غلظت منابع نيتروژن     ) روغن زيتون و گلوكز   (كربن  

 اســتفاده  جئوتريكــومدر توليــد ليپــاز بــه وســيله ســويه) ذرت

                                                 
6. Olive- mill wastewater 
7. Burkert 
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  .]32[كردند

  

ه

ب

ج د

الف

  
  متغيرهاي مستقل بر روي فعاليت آنزيم در تخمير حالت غوطه وري سطحي سه بعدي مربوط به تاثير متقابل هاينمودار 2شكل

  

 همبستگي ميان داده هاي تجربي و مقـادير پـيش      8نمودار قياس 

 !5Errorشكل( بيني شده فعاليت آنزيم ليپاز را آشكار مي كند

Reference source not found.(  ن تجمع نقاط پيرامـو

دهنده برازش مناسب با مدل و اختلاف قابـل        خط شيبدار نشان  

قبول بين داده هاي تجربي و مقادير پيش بينـي شـده در دامنـه               

  .بررسي شده متغيرها مي باشد

  

                                                 
8. Parity plot 

نمودار  قياس همبستگي داده هاي واقعي در برابر مقدار پيش  5شكل 

   بيني شده مدل
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  بهينه سازي
فتن نقطه مطلوب در فضاي     هدف از بهينه سازي سطح پاسخ يا      

اين نقطه بسته به هدف فرايند مي تواند يـك نقطـه        . طرح است 

بيشينه، كمينه يـا ناحيـه اي كـه در آن پاسـخ در سراسـر دامنـه         

در توليد هر فرآورده اي در مقياس بـزرگ،         . متغيرها ثابت باشد  

هزينه اجراء محيط كشت به انـدازه بهـره وري بـالا از اهميـت               

به عبارت ديگـر هميـشه نقطـه توليـد          . دار است فراواني برخور 

در تخمير حالت جامد با استفاده . حداكثر بهترين انتخاب نيست  

عـصاره  g/l 10 ،عـصاره سـياه دانـه   %15از محيط كشت حاوي 

يـزيم كلريـد در     منmM/l25وغن زيتـون و      ر g/l 5/22مخمر،  

 U/ml 5/0±35 فعاليـت آنزيمـي   150شرايط سرعت چرخش   

از ضايعات آبـي    ) 2009(بروزلي و همكاران    ا  بدست آمد، كه ب   

  كانديدا سيليندراسيا براي توليد ليپاز با استفاده از   9آسياب زيتون 

 آمونيـوم   g/L4/2استفاده از اين مكمل همرا بـا        . استفاده كردند 

 روغن زيتون منجر به فعاليت آنزيمي در حـدود          g/L3كلريدو  

U/ml 10 گـزارش  ) 2011(ساليهو و همكـاران    .]9[ شده است

كردند استفاده از بهينـه سـازي آمـاري تركيبـات مغـذي بـراي               

 و به حـداكثر فعاليـت       كانديدا كاي ليندراسيا  تشديد توليد ليپاز    

U/mL 26/20 و همكــاران 10پاپــاگورا .]7[  دســت يافتنــد 

ــده    )  2013( ــدا ش ــويه ج ــاز  از س ــد ليپ ــازي تولي ــه س  بهين

گـزارش   از زيتون هاي نمكي خـشك        11دباريومايسس هانسني 

بهينه سازي تركيبات محيط كشت را بـا هـدف تـشديد            . كردند

.  بررسي كردنـد   RSMتوليد ليپاز به وسيله اين سويه از طريق         

، 10، پپتـون    5،عصاره مخمـر    )g/l(تركيبات بهينه محيط شامل     

 ، روغن 1/13، گلوكز 1 آبه 7، منيزيم سولفات 4پتاسيم فسفات 

پارامترهـاي   .]33[ است pH  4/6 و 8/3، 80، توين 19زيتون 

 mM/min.mlبه ترتيب برابر با    ليپاز خام    KmوVmaxكينتيكي  

 منـتن   -از طريق نمودار معادله ميكائيليس    mM 53/0 و   367/0

 باشـد نـشان    هـر چـه مقـدار كمتـر       ). 4نمـودار   (محاسبه شـد    

 بالاتر بين آنـزيم و سوبـسترا اسـت و هرچـه       affinityدهنده

  .تاليتيكي بالاتر آنزيم استدهنده كارايي كا بيشتر نشان

                                                 
9. Olive- mill wastewater 
10. Papagora 
11. Debaryomyces hansenii 

  
نمودار معادله ميكائيليس منتن براي تعيين پارامترهاي  6شكل 

  كينتيكي

  نتيجه گيري - 4
آنزيم ليپاز به دليل كاربردهـاي متنـوعي كـه امـروزه در دنيـاي               

صنعت دارد به عنوان آنزيمي پر تقاضا در بازارمصرف است، از           

به روش هايي كه بتواند     طرف ديگر قيمت بالاي اين آنزيم نياز        

بـا  . دهـد  ضمن هزينه پايينتر توليد و بازده  بيشتر را افزايش مي          

توجه به نتايج اين پژوهش ملاحظه مي شود كه تخميـر حالـت     

جامد ضمن كاهش هزينه آنزيم بيـشتري را نـسبت بـه تخميـر              

 ليپاز سنتز شـده توسـط مخمرهـا         .حالت مايع توليد كرده است    

 انجام واكنش هاي استريفيكاسيون و تـرنس  نسيل بالقوه براي پتا

استريفيكاسيون در حلال هاي آلي، سنتز برخي استرهاي صنعتي 

و فرايند زيـستي پـساب هـاي صـنعتي غنـي از چربـي را دارا                 

سويه توليد كننده آنزيم ليپـاز، تريكوسـپورون آسـاهي از           .است

در جهــت . )U/ml3±01/19(نمونــه كيمچــي جداســازي شــد

نزيم ليپاز تركيبات موثر بر رشد و عوامل كـشت         افزايش توليد آ  

 بهينه  Design Expertدر غوطه وري با استفاده از نرم افزار 

 به مـدت  30 در  دماي    در تخمير حالت غوطه وري    . سازي شد 

 براي انتخاب متغيرهاي مـوثرتر بـر   1/6 اوليه   pH ساعت و    48

مدهعصاره با توجه به نتايج بدست آ     . توليد آنزيم ليپاز انجام شد    

رتيب منيزيم كلريد و عصاره مخمر به ت   سياه دانه، روغن زيتون،   

با انجام  .نتخاب شده و بهينه سازي انجام شد      اموثرترين متغيرها   

عـصاره سـياه    %15بهينه سازي با محيط كـشتي بـا مشخـصات           

 روغــن زيتــون و  g/l 5/22عــصاره مخمــر،  g/l 10دانــه،

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
3-

11
 ]

 

                            12 / 16

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-369-fa.html


 1395 مرداد ،13 دوره ،45 شماره                                                                            ييغذا عيصنا و علوم فصلنامه

 47

mM/l25منيزيم كلريد در شرايط سرعت چرخشrpm  150 و

ــاي  ــت آنزيمــي  30دم ــد U/ml 5/0±35فعالي  بدســت آم

برابـر حالـت قبـل از        84/1فعاليت آنزيم بعد از حالت بهينه       كه

اين نتايج نشاندهنده ايـن مطلـب اسـت كـه           . بهينه سازي است  

فعاليت آنزيمـي مـوثر     وش به كار برده شده در جهت افزايش         ر

 در فعاليـت آنزيمــي  يواقـع شـده اسـت و افـزايش چـشمگير     

  .مشاهده گرديد

  

 تشكر و قدرداني - 5
 پژوهشي حاضر مستخرج از طرح پژوهشي با _   مقاله علمي 

.  مصوب در دانشگاه فردوسي مشهد مي باشد20189/2كد 

نويسندگان مقاله بر خود لازم مي دانند كه از معاونت پژوهشي 

هاي مالي جهت دانشگاه فردوسي مشهد به دليل مساعدت

  .اجراي اين طرح پژوهشي صميمانه تشكر و قدرداني نمايند

  

  منابع -6
[1] Kempka, A. P., N. L. Lipke, T. d. L. F. 

Pinheiro, S. Menoncin, H. Treichel, D. M. 
Freire, M. Di Luccio and D. de Oliveira 
(2008). Response surface method to optimize 
the production and characterization of lipase 
from Penicillium verrucosum in solid-state 
fermentation. Bioprocess and Biosystems 
Engineering 31(2): 119-125. 

[2] Vakhlu, J. (2006). Yeast lipases: enzyme 
purification, biochemical properties and gene 
cloning." Electronic Journal of 
Biotechnology 9(1): 0-0. 

[3] Dominguez, A., M. Costas, M. Longo and 
A. Sanromán (2003). A novel application of 
solid state culture: production of lipases by 
Yarrowia lipolytica. Biotechnology Letters 
25(15): 1225-1229. 

[4]  Ciafardini, G., B. Zullo and A. Iride 
(2006). Lipase production by yeasts from 
extra virgin olive oil Food microbiology 
23(1): 60-67. 

[5] Kumar, S. S. and R. Gupta (2008). An 
extracellular lipase from Trichosporon asahii 
MSR 54: Medium optimization and 
enantioselective deacetylation of phenyl ethyl 

acetate. Process Biochemistry 43(10): 1054-
1060. 

[6]Liu, Z., Z. Chi, L. Wang and J. Li (2008). 
Production, purification and characterization 
of an extracellular lipase fromAureobasidium 
pullulans HN2. 3 with potential application 
for the hydrolysis of edible oils. Biochemical 
Engineering Journal 40(3): 445-451. 

[7] Salihu, A., M. Z. Alam, M. I. AbdulKarim 
and H. M. Salleh (2011). Optimization of 
lipase production by Candida cylindraceain 
palm oil mill effluent based medium using 
statistical experimental design. Journal of 
Molecular Catalysis B: Enzymatic 69(1): 66-
73 

[8] Kim, B. S. and C. T. Hou (2006). 
Production of lipase by high cell density fed-
batch culture of Candida cylindracea. 
Bioprocess and biosystems engineering 
29(1): 59-64. 

[9] Santis-Navarro, A., T. Gea, R. Barrena and 
A. Sánchez (2011). Production of lipases by 
solid state fermentation using vegetable oil-
refining wastes. Bioresource technology 
102(21): 10080-10084. 

[10] Tabatabaei Yazdi F, Alizadeh Behbahani 
B, Mortazavi SA, Ghaitaranpour A. 2013. 
Effect of temperature on   microbial changes 
during kimchi fermentation. Scientific 
Journal of Microbiology, 2(1):9-14. 

[11] Bouaziz, A., H. Horchani, N. Ben Salem, 
Y. Gargouri and A. Sayari (2011). 
Expression, purification of a novel alkaline 
Staphylococcus xylosus lipase acting at high 
temperature. Biochemical Engineering 
Journal 54(2): 93-102. 

[12] Ramakrishnan, C. and B. Banerjee (1952). 
Studies on mold lipase. Comparative study of 
lipases obtained from molds grown on 
Sesamum indicum. Archives of biochemistry 
and biophysics 37(1): 131-135. 

[13] Gombert, A. K., A. L. Pinto, L. R. 
Castilho and D. M. Freire (1999). Lipase 
production by Penicillium restrictum in solid-
state fermentation using babassu oil cake as 
substrate. Process Biochemistry 35(1): 85-90. 

[14] Pokorny, D., J. Friedrich and A. 
Cimerman (1994). Effect of nutritional 
factors on lipase biosynthesis by Aspergillus 
niger. Biotechnology letters 16(4): 363-366. 

[15] Kok, R. G., J. J. Thor, I. M. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
3-

11
 ]

 

                            13 / 16

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-369-fa.html


 ...توليد كنندهتريكوسپورون آساهي جداسازي و شناسايي مخمر فريده طباطبايي يزديي و همكاران                                 

 48

Nugteren�Roodzant, M. B. Brouwer, M. R. 
Egmond, C. B. Nudel, B. Vosman and K. J. 
Hellingwerf (1995). Characterization of the 
extracellular lipase, LipA, of Acinetobacter 
calcoaceticus BD413 and sequence analysis 
of the cloned structural gene. Molecular 
microbiology 15(5): 803-818. 

[16] Winkler, U. K. and M. Stuckmann (1979). 
Glycogen, hyaluronate, and some other 
polysaccharides greatly enhance the 
formation of exolipase by Serratia 
marcescens. Journal of Bacteriology 138(3): 
663-670. 

[17] Gharibzahedi, S. M. T., S. M. Mousavi, 
M. Hamedi and F. Khodaiyan (2013). 
Application of response surface modeling to 
optimize critical structural components of 
walnut–beverage emulsion with respect to 
analysis of the physicochemical aspects. 
Food and Bioprocess Technology 6(2): 456-
469. 

[18] Ribeiro, M. A., Alastruey-Izquierdo, A., 
Gomez-Lopez, A., Rodriguez-Tudela, J, L. 
and Cuenca-  Estrella, M. (2008). "Molecular 
identification and susceptibility testing of 
Trichosporon isolates from a Brazilian 
hospital." Revista Iberoamericana de 
Micología25(4): 221-225. 

[19] Rockenbach, I.I., et al., Phenolic 
compounds and antioxidant activity of seed 
and skin extracts of red grape (Vitis vinifera 
and Vitis labrusca) pomace from Brazilian 
winemaking. Food Research International, 
2011. 44(4): p. 897-901. 

[20] Hou, C. and T. Johnston (1992). 
Screening of lipase activities with cultures 
from the agricultural research service culture 
collection. Journal of the American Oil 
Chemists’ Society 69(11): 1088-1097. 

[21] Tabatabaei Yazdi F, Mohebbi M, 
Mortazavi SA, Alizadeh Behbahani B, 
Ghaitaranpour A, Jouki M. 2012. Isolation, 
identification and comparison of lactic acid 
bacteria from fermented be produced in Iran 
Kimchi with Korean commercial samples: 
introduction of a probiotic product. Scientific 
Journal of Biological Sciences.1(6): 120-125. 

[22] Kumar, S. S. and R. Gupta (2008). An 
extracellular lipase from Trichosporon asahii 
MSR 54: Medium optimization and 

enantioselective deacetylation of phenyl ethyl 
acetate. Process Biochemistry 43(10): 1054-
1060. 

[23] Bussamara, R., A. M. Fuentefria, E. S. d. 
Oliveira, L. Broetto, M. Simcikova, P. 
Valente, A. Schrank and M. H. Vainstein 
(2010). Isolation of a lipase-secreting yeast 
for enzyme production in a pilot-plant scale 
batch fermentation. Bioresource technology 
101(1): 268-275. 

[24] Salleh, A. B., R. Musani, M. Basri, K. 
Ampon, W. Yunus and C. Razak (1993). 
Extra-and intra-cellular lipases from a 
thermophilic Rhizopus oryzae and factors 
affecting their production. Canadian journal 
of microbiology 39(10): 978-981. 

[25] Esposito, S., M. Semeriva and P. 
Desnuelle (1973). Effect of surface pressure 
on the hydrolysis of ester monolayers by 
pancreatic lipase. Biochimica et Biophysica 
Acta (BBA)-Enzymology 302(2): 293-304. 

[26] Chander, H., B. Ranganathan and J. Singh 
(1979). Purification and some properties of 
lipase from Streptococcus faecalis. Journal 
of Food Science 44(6): 1747-1751. 

[27] Chen, S.-J., C.-Y. Cheng and T.-L. Chen 
(1998). Production of an alkaline lipase 
byAcinetobacter radioresistens. Journal of 
fermentation and bioengineering 86(3): 308-
312. 

[28] Fadıiloglu, S. and O. Erkmen (2002). 
Inactivation of lipase by carbon dioxide 
under atmospheric pressure. Journal of food 
engineering 52(4): 331-335. 

[29] Pimentel, M., N. Krieger, L. Coelho, J. 
Fontana, E. Melo, W. Ledingham and J. 
Lima Filho (1994). Lipase from a Brazilian 
strain of Penicillium citrinum. Applied 
biochemistry and biotechnology 49(1): 59-
74. 

[30] De Almeida, A.F., S.M. Taulk-Tornisielo, 
and E.C. Carmona (2013). Influence of 
carbon and nitrogen sources on lipase 
production by a newly isolated Candida 
viswanathii strain.Annals of Microbiology. 
63(4): p. 1225-1234. 

[31] Hasan, F., A. A. Shah and A. Hameed 
(2009). Methods for detection and 
characterization of lipases: a comprehensive 
review. Biotechnology advances 27(6): 782-
798. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
3-

11
 ]

 

                            14 / 16

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-369-fa.html


 1395 مرداد ،13 دوره ،45 شماره                                                                            ييغذا عيصنا و علوم فصلنامه

 49

[32] Burkert, J., F. Maugeri and M. Rodrigues 
(2004). Optimization of extracellular lipase 
production by Geotrichum sp. using factorial 
design. Bioresource technology 91(1): 77-84. 

[33] Papagora, C., T. Roukas and P. 
Kotzekidou (2013). "Optimization of 

extracellular lipase production by 
Debaryomyces hansenii isolates from dry-
salted olives using response surface 
methodology. Food and Bioproducts 
Processing 91(4): 413-420. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
3-

11
 ]

 

                            15 / 16

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-369-fa.html


JFST No. 54, Vol. 13, Aug  2016                                                                           ABSTRACT  

 50

 
 
 

Isolation and indentification of Trichosporon asahii from Kimchi 
and medium optimization in submerge fermentation 
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Kimchi is a fermented herbal supplement, and appetizer that according to a raw material, process and 
geographical location are classified more than161 types. In this study, after kimchi production, 
isolation and identification of microorganisms was performed by molecular method. Lipase producing 
strain, Trichosporon asahii was isolated from kimchi sample (19.01 ±3 U/ml). The various medium 
components and culture parameters to achieve a more cost effective and economically viable 
bioprocess were screened and optimized using Design Expert software. PBdesignsare used to screen 
the most effective variables on lipase production that fermentation temperature and initial pHfor 48 
hours 30 . According to the results, extract of nigella sativa, olive oil, yeast extract, magnesium 

chloride, respectively, were the most variable. Variable particle size and pepton ehavenegative effect. 
The variable selection and optimization on was performed more efficiently. Finally, lipase activity was 
35 ± 0.5 U/ml in the optimal conditions using a medium containing15% sativa extract, 10 g/l yeast 
extract, 22.5 g/l olive oiland25 mM/l magnesium chloride in the rotation speed of 150 rpm, 
respectively, as well as enzyme activityafter84/1times the optimal state before optimization. The 
kinetic parameters V (max) and K (m) was 0.367 mM / min and 0.53 mM through Michaelis–Menten 
Chart, respectively. Low Km indicates high affinity between enzyme and substrate and high Vmax 

demonstrates high catalytic performance of the enzyme 
 

Key words: Kimchi, lipase activity, Trichosporon asahii, Optimization 
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