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جداسازي و شناسايي مخمرهاي ليپوليتيك از كنجاله كنجد استان يزد و 

  هابررسي پتانسيل توليد ليپاز در آن

  

  4، مهدي وريدي3، سيد علي مرتضوي ∗2، فريده طباطبايي يزدي1وجيهه زارع باقي آباد

  

سي مشهددانشگاه فردو، دانشكده كشاورزي،  صنايع غذاييو گروه علوم دانشجوي كارشناسي ارشد -1  

دانشگاه فردوسي مشهد ، دانشكده كشاورزي، صنايع غذاييو گروه علوم  دانشيار -2  

دانشگاه فردوسي مشهد، دانشكده كشاورزي، صنايع غذاييو  گروه علوم استاد - 3  

  دانشگاه فردوسي مشهد، دانشكده كشاورزي، صنايع غذاييو  گروه علوم استاديار -4

  )8/7/93: رشيخ پذي  تار23/2/93: افتيخ دريتار(

  چكيده
هاي كنجاله. ها در توليد ليپازهاي ميكروبي، در حال انجام استعلت نقش مهم آنهاي ليپوليتيك  بهامروزه مطالعات زيادي براي شناسايي ميكروارگانيسم

ها در اين زمينه از اهميت ه با ساير ميكروارگانيسممخمرها در مقايس. باشدها ميهاي مناسب براي دستيابي به اين نوع ميكروارگانيسمروغني يكي از محل

ها پس از بررسي مشخصات ماكرو و ميكرومرفولوژيكي آن.  نوع قارچ از كنجاله كنجد استان يزد جدا نموديم27 ما در اين پژوهش.بيشتري برخوردارند

گري شده و پس از مشاهدات  آگار غربال80كشت توئينه از محيطمخمرهاي ليپوليتيك با استفاد. ها از گروه مخمرها بودند نوع از آن16معلوم شد، 

 مخمر 4مرفولوژي كلني و سلولي و همچنين بررسي واكنش تخمير و استفاده از منابع كربن و نيتروژن تا حد جنس و گونه شناسايي شدند كه شامل اين 

Sporidiobolus pararoseus ،Sporobolomyces salmonicolor ،Cryptococcus albidus و Yarrowia lipolytica نسبت قطر . بودند

 بيشترين نسبت قطر هاله به قطر چاهك S. pararoseusمخمر .  داشت314/2 - 714/2اي بين گيري شد، كه دامنههاله به قطر چاهك ايجاد شده را اندازه

روز و  7 به مدتC30° در دماي Cezepek Dox Brothكشت  محيطوري باغوطه نوع مخمر در شرايط كشت4فعاليت ليپاز اين . را نشان داد) 714/2(

-  واحد آنزيمي در ميلي866/0-333/4 دامنه فعاليت ليپاز بين. گيري شد به روش فتومتري با استفاده از سوبستراي پارانيتروفنيل پالميتات اندازهrpm200دور

كه كمترين رشد بيومس را در مقايسه با ساير  داشت، درحاليU/ml 333/4ي را با بيشترين فعاليت ليپاز Cryptococcus albidusليتر بود، كه مخمر 

 بود، كه بيشترين رشد بيومس U/ml466/3  نيز در مرتبه دوم با فعاليت ليپازيYarrowia lipolyticaمخمر ). =577/0OD(مخمرها از خود نشان داد

  . داشت=806/0ODنيز با

  

  داسازي ، مخمرهاي ليپوليتيك، آنزيم ليپاز كنجاله كنجد ، ج:گانواژه كليد  

  

 

                                                           
   tabatabai@um.ac.ir :مسئول مكاتبات ∗
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  مقدمه - 1
- يك كربوكسي) EC3.1.1.3هيدرولاز آسيلگليسرولتري( ليپاز 

هاي آسيل گليسرول را هيدروليز و سنتز استرآز است كه زنجيره

پتانسيل بالاي ليپازهاي ميكروبي براي استفاده . ]3و 2، 1[ كندمي

مندي به توليد ا علاقهدر صنايع مختلف باعث شده است ت

اين . هاي اخير در حال افزايش باشدليپازهاي ميكروبي در دهه

هاي كاتاليستي پتانسيل آنزيم از نظر ساختار مولكولي و ويژگي

هاي مختلف صنعت از قبيل صنعت غذا، اي در بخشبالقوه

صنعت شيمي، صنعت نساجي، داروسازي، توليد مواد شوينده، 

 يد محصولات آرايشي، و توليد سوخت داردتصفيه فاضلاب، تول

  . ]5 و 4 ، 1[

ليپاز مخمرها اكثراً خارج سلولي و مونومريك گليكوپروتئين با 

فعاليت كاتاليزوري .  كيلودالتون هستند33-65وزن مولكولي بين 

. ليپاز تا حد زيادي به حالت سوبستراي مورد نظر بستگي دارد

 جايگاه فعال آنزيم ليپاز براي اند كه ساختارها نشان دادهآزمايش

ليپاز . عمل هيدروليز نياز به حضور سوبسترا ميان قطرات آب دارد

، استري كردن 1ها از قبيل هيدروليزطيف وسيعي از واكنش

 را كاتاليز 6 و آمينوليز5، استري كردن4، اسيدوليز3، الكليز2داخلي

ايش ليپازهاي ميكروبي در صنعت لبنيات باعث افز. ]6[كندمي

عطروطعم در شير، پنير و كره، در صنعت نانوايي باعث افزايش 

طعم و ماندگاري محصولات، در صنعت گوشت منجر به بهبود 

عطر و طعم و حذف چربي از محصولات گوشتي و در صنعت 

  .شوندروغن منجر به هيدروليز و استري كردن تبادلي مطلوب مي

 Candidaهاي  نه مخمرهاي توليد كننده ليپاز شامل جنس و گو

rugosa ،Candida tropicalis ،Candida antarctica ،

Candida cylindracea ،Candida parapsilopsis ،

Candida deformans ،Candida curvata ،Candida 

valida ،Yarrowia lipolytica ،Rhodotorula 

glutinis ،Rhodotorula pilimornae ،Pichia 

bispora ،Pichia mexicana ،Pichia sivicola ،

                                                           

1. hydrolysis 
2. inter-esterification 
3. alcholysis 
4. acidolysis 
5. esterification 
6. aminolysis 

Pichia xylosa ،Pichia burtonii ،

Saccharomycopsis crataegenesis ،Torulaspora 

globosa و Trichosporon asteroids8[باشد مي[.  

هاي كشاورزي به موادي كه در كارخانجات مواد غذايي و فعاليت

-شوند در واقع ضايعات به شمار نميعنوان ضايعات شمرده مي

شود كه به عبارت ديگر به آن ها ضايعات پنهان گفته مي. درون

توانند به صورت زيستي به محصولات مفيدي از قبيل انرژي، مي

استان يزد استاني . ]9[تبديل شوند...مواد شيميايي، غذاي دام و 

با سابقه طولاني در توليد دانه كنجد و محصولات كنجدي به 

ن يزد به طور متوسط روزانه در حال حاضر در استا. رودشمار مي

 90 نههمچنين روزا. شود تن كنجد مصرف مي400-300بين 

 از جمله حلواارده، ارده،  يكنجد ياهآوردهفر اعنوا تن ارزه

-مي توليد ديز نستاا يتوليد حدوا 160 در.... روغن كنجد و 

- از اينرو روزانه مقدار زيادي كنجاله كنجد توليد مي. ]10[دشو

توان از آن به بنابراين مي. شودعنوان ضايعات تلقي ميشود كه به

كشتي تر كه از يك سو به عنوان محيطعنوان محصولي با ارزش

ارزان و از سوي ديگر به عنوان محيطي براي شناسايي 

  . ]8[ها بهره بردهاي خاص و استفاده از آنميكروارگانيسم

اسازي هاي ليپوليتيك جد درصد از قارچ6/36مخمرها حدود 

- نوع ضايعات كارخانجات صنايع غذايي را تشكيل مي3شده از 

 گونه قارچ ليپوليتيك را از 155) 2001(پاسكويكوز. ]9[.دادند

و فعاليت . ضايعات مختلف صنعتي و كشاورزي جداسازي كرد

وي . ها را به صورت كمي و كيفي مورد بررسي قرار دادليپاز آن

 فراواني در اين آزمايشات هاي ليپوليتيكگزارش كرد كه قارچ

شناسايي شدند كه در بعضي از موارد داراي فعاليت ليپوليتيكي 

هاي مربوط به توان پس از بررسيفوق العاده بالايي بودند، كه مي

ها براي توليد ليپاز در ها، از آنسازي توليد آنزيم ليپاز در آنبهينه

  .]11[مقياس صنعتي استفاده نمود

پاز در مراكز صنعتي، نياز به كشف منابع جديد كاربرد بالاي لي

  .]8[نمايدتوليد ليپاز  با خواص كاتاليزوري مختلف را طلب مي

هدف از اين پژوهش آزمايشگاهي، جداسازي و شناسايي 

مخمرهاي ليپوليتيك بومي موجود در كنجاله كنجد استان يزد و 

ين كشت و همچنهادر يك محيطبررسي پتانسيل توليد ليپاز آن

معرفي  يك ميكروارگانيسم بومي با پتانسيل مناسب از نظر توليد 

  .ليپاز براي كاربرد در صنايع مختلف است
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  هامواد و روش - 2

  تهيه كنجاله كنجد
هاي توليد روغن كنجد  از كارگاه1392برداري در آبان ماه نمونه

صورت استان يزد انجام پذيرفت و پنج نمونه كنجاله كنجد به

انتخاب شده و براي جداسازي مخمرهاي ليپوليتيك تصادفي 

  . استفاده شد

  جداسازي مخمرهاي موجود در كنجاله كنجد

 گرم از 10ها ابتدا سازي نمونه جهت آماده:آماده سازي نمونه

 سي سي 90هر نمونه كنجاله كنجد وزن شده و به ارلن حاوي 

اي هبدين ترتيب رقت). 10-1رقت ( سرم فيزيولوژي منتقل شد

هاي تهيه شده بر سپس از رقت.  نيز تهيه شدند10 -3و 10 -2

 كشت سطحي PotatoDextrose Agarروي محيط كشت 

- روز گرمخانه7 به مدت C 25°ها در دمايداده شد و پليت

بعد از اين مرحله پس از بررسي ماكروسكوپي و . گذاري شدند

شده و ها شمارش كلي كپك و مخمر ها پليتميكروسكوپي ايزوله

  .]12[از مخمرها كشت خالص تهيه شد

  :گري مخمرهاي ليپوليتيكغربال
) 2012( آگار  به روش بالاجي و همكاران 80كشت توئين محيط

 سي 10: 80-اين محيط كشت شامل تركيبات توئين. تهيه شد

 CaCl2.2H2O :1/0 گرم، NaCl :5 گرم، 10 :سي، پپتون

.  بود=pH 6قطر و گرم در هر ليتر آب م20:گرم، و آگار 

كشت اضافه به محيط % ) B) 001/0همچنين معرف رودامين 

هاي با قطر مناسب ريخته و در ديشكشت در پترياين محيط. شد

 ميكروليتر 50سپس . متر ايجاد شد ميلي6هايي با قطر آن چاهك

ها در ديشها اضافه و پتريكشت به چاهكاز سوپرناتانت محيط

ايجاد . گذاري شدند ساعت گرمخانه24 به مدت C 25°دماي

. ها بودها نشان دهنده فعاليت ليپوليتيكي آنهاله اطراف چاهك

گيري متر اندازهها برحسب ميليبنابراين قطر هاله اطراف چاهك

مخمرهايي كه هاله واضح و مشخصي در اين محيط ايجاد . شد

. ]13[كردند به عنوان مخمرهاي ليپوليتيك انتخاب شدند

مرهاي ليپوليتيك با استفاده از مشاهدات مرفولوژيكي كلني و مخ

سلولي و همچنين تخمير قند و استفاده از منابع كربن و نيتروژن 

 Kreger-vanتا حد جنس و گونه بر اساس سيستم شناسايي 

Rijدنبال اين مرحله مخمرهاي ليپوليتيك به. ]11[ شناسايي شدند

  .ورد آزمايش قرار گرفتندبراي بررسي پتانسيل توليد ليپاز م

طور  مخمرها به:كشتسازي سوپرناتانت محيطآماده

 ساخت شركت Cezapek Dox Broth كشت مجزا به محيط

كشت تركيبات محيط(روغن كنجد )w/v%(1مرك آلمان حاوي 

CDB شامل NaNO3 :2 ،گرم K2H2PO4 :1 ،گرم 

MgSo4.7H2O :5/0 ،گرم KCl: 5/0 ،گرم FeSO4: 01/0 

تلقيح شد و )  تنظيم شد7 برابر با pH. در هر ليتر آب و گرم 

گذاري  روز گرمخانه7مدت  بهC 25°هاي كشت در دمايمحيط

ها در كشتكشت، محيطسپس براي تهيه سوپرناتانت محيط. شد

 1 سانتريفيوژ و از فيلتر كاغذي واتمن شماره rpm 10000دور

كشت اتانت محيطعنوان سوپرنمايع عبوري به. عبور داده شدند

  .]13[استفاده شد

بررسي امكان توليد آنزيم ليپاز در مخمرهاي 

  ليپوليتيك جداسازي شده از كنجاله كنجد
- مخمرهاي ليپوليتيك جداسازي شده از كنجاله كنجد در محيط

روغن ) w/v% (1 به همراه Cezapek Dox Brothكشت 

 rpm200 و دور c25°كنجد تلقيح شدند و تحت شرايط دماي 

  .گذاري شدند روز گرمخانه7مدت به

-اندازه گيري كمي فعاليت ليپاز به روش رنگ

   سنجي
عنوان به) pNPP( در اين روش از پارانيتروفنيل پالميتات 

گيري فعاليت آنزيمي استفاده سوبستراي آنزيم ليپاز براي اندازه

كه محصول نهايي هيدروليز اين سوبسترا، اسيدچرب و . شد

- پارانيتروفنول رنگ زردي ايجاد مي. است) pNP(نولپارانيتروف

 نانومتر با استفاده از دستگاه 410نمايد كه در طول موج 

  .گيري استاسپكتوفتومتر قابل اندازه

شامل محلولي با  (Aمحلول سوبسترا با اضافه كردن محلول 

 از پارا نيتروفنيل پالميتات ساخت شركت mM 5/16غلظت  

 mMشامل (Bبه محلول ) تر ايزوپروپانول ميلي لي10سيگما در 

تريتون  %4/0 محتوي،  8 برابر pH با HCl بافر تريس 50

X=100 آماده گرديد9 به 1نسبت به) صمغ عربي% 1/0 و  .

كشت و جداكردن ذرات و محلول آنزيم نيز بعد سانتريفيوژ محيط
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.  تهيه گرديد1ها با استفاده از فيلتر كاغذي واتمن شماره سلول

 ميكروليتر از محلول 900ميكروليتر از محلول آنزيم به 100پس س

گذاري در دماي  دقيقه گرمخانه15سوبسترا اضافه شد و پس از 

°c 37 نانومتر با استفاده 410 ،جذب پارانيتروفنول در طول موج 

 Lightwave S2000 مدلUV/Visاز دستگاه اسپكتوفتومتر 

بر است با مقداري از يك واحد فعاليت آنزيم برا. خوانده شد

پارا نيتروفنول را از سوبسترا در هر دقيقه  آنزيم كه يك ميكرومول

  .]13[آزاد كرده است

  طرح آماري
ها در سه تكرار صورت گرفت و از طرح در اين پژوهش آزمايش

وسيله نرم افزار ها بهداده. آماري كاملا تصادفي استفاده شد

SPSS16.0همچنين مقايسه . رفتند مورد آناليز آماري قرار گ

 درصد صورت 5نتايج  با استفاده از آزمون دانكن در سطح 

  .گرفت

  

  نتايج و بحث - 3

  :جداسازي و شناسايي مخمرهاي ليپوليتيك

در اين پژوهش مخمرهاي ايزوله شده از كنجاله كنجد كه داراي 

 نوع  27. گري شدندفعاليت ليپوليتيكي بودند، غربال

. نمونه كنجاله كنجد تهيه شده، جداسازي شد 5ميكروارگانيسم از 

ها، از اين كه پس از بررسي ماكروسكوپي و ميكروسكوپي جدايه

 گونه مربوط به مخمرها 16ها و  گونه مربوط به كپك11تعداد 

 گونه مخمر 4هاي بيوشيميايي مشخص شد كه در بررسي. بودند

 از مخمرهاي ايزوله شده از كنجاله كنجد، داراي فعاليت

گري بر كننده ليپاز بعد از غربالمخمرهاي توليد. ليپوليتيكي بودند

 آگار  با تشكيل هاله واضح 80كشت انتخابي توئين روي محيط

  توسط آنزيم ليپاز 80علت هيدروليز توئين ها بهدر اطراف چاهك

توليد شده و تشكيل كمپلكس اسيد چرب آزاد شده با معرف 

نجي فلورسانس، با توجه به رنگي و نمايان شدن رنگ نار

هاي بيوشيميايي در حد مشخصات ميكرو و مرفولوژيكي و تست

، Sporidiobolus pararoseusجنس و گونه به شرح زير 

Sporobolomyces salmonicolor ،Cryptococcus 

albidus و Yarrowia lipolytica1جدول . شناسايي شدند 

د مخمر جداسازي شمارش كلي كپك و مخمر در هر نمونه، تعدا

شده از هر نمونه و تعداد مخمر ليپوليتيك جداشده از كنجاله 

 پنج كنجاله كنجد pH، 2همچنين جدول . دهدكنجد را نشان مي

  .دهدانتخاب شده را نشان مي

 شمارش كلي كپك و مخمر در هر نمونه و تعداد كل مخمر و 1 جدول

  هشده از هر نمونتعداد مخمر ليپوليتيك جداسازي

  برداري شده كنجاله هاي كنجد  نمونهpH 2 جدول

شماره نمونه 

  كنجاله كنجد

 شمارش كلي

(cfu/gram) 

تعداد مخمر 

انتخاب شده 

 از هر نمونه

تعداد مخمر 

ليپوليتيك 

  جدا شده

كد مخمر 

اختصاص 

  داده شده

    

شماره نمونه 

  كنجاله كنجد

 
pH  

A 290 3 1  A1  A a 07778/0± 815/6 

B 220 5 2  B1 , B2  B a07778/0± 585/6 

C 330 2 0    C b 09192/0± 745/5 

D 1410 2 1  D1  D a07778/0± 665/6 

E 100 4 0    

  

  

  

 

E b16263/0± 905/5  

  .باشد درصد مي5دار در سطح دهنده اختلاف معنيحروف متفاوت نشان
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 هاي كنجد شود از كنجاله مشاهده مي1ه در جدول همانطور ك

CوDمشخصات و 3جدول .   مخمر ليپوليتيكي جداسازي نشد 

هاي ميكروسكوپي و ماكروسكوپي مخمرهاي ليپوليتيك ويژگي

 2 و شكل 1شكل . دهدجداشده از كنجاله كنجد را نشان مي

پوليتيك عكس ميكروسكوپي و ماكروسكوپي از مخمرهاي لي

  .دهند ايزوله شده را نشان مي

  

    مشخصات مربوط به مخمرهاي ليپوليتيك جدا شده از كنجاله كنجد3 جدول

  ظاهر كلني روي آگار  كد مخمر

  )رنگ و بافت(

  مشخصات ميكروسكوپي

  )شكل سلول(

  منبع  شناسايي احتمالي

A1 اي كرم، گرد با حاشيه شعاعي و شاخه

  و برجسته

يل ميسليوم ضخيم بعد بيضي ،كوچك و تشك

  از سه روز

Sporidiobolus 
pararoseus  

]14[ 

B1  اي كرم، گرد با حاشيه شعاعي و شاخه

  و برجسته

اي، كوچك تا متوسط و تشكيل ميسليوم دايره

  باريك بعد از سه روز

Sporobolomyces 
salmonicolor  

]14[ 

B2  دار و كرم، گرد با حاشيه برجسته و موج

  محدب

 Cryptococcus  گ و بدون تشكيل ميسليومبيضي و بزر
albidus  

]11[ 

D1  اي، با الگوي كره: سفيد تا شيري، بافت

  دارلبه كريستالي، برجسته و حاشيه موج

بيضي، بزرگ و تشكيل ميسليوم كاذب بعد از 

  سه روز

Yarrowia lipolytica ]15[ 

  

  

 
توسط ميكروسكوپ نوري مدل  (A1، B1 ، B2 ، D1: ترتيب از چپ به راسترهاي ليپوليتيك جداسازي شده به  عكس ميكروسكوپي از مخم1 شكل

OLYMPUS BX41 100 با بزرگنمايي(  

  

  
  A1، B1 ، B2 ، D1: ترتيب از چپ به راست كلني مخمرهاي ليپوليتيك جداسازي شده به2 شكل
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  گري شدههاي انجام شده تخمير قند و استفاده از منابع كربن و نيتروژن توسط مخمرهاي ليپوليتيك غربالاز آزمايش  نتايج حاصل 4جدول 
 Sporidiobolus  قند

pararoseus  
Sporobolomyces 

salmonicolor  
Cyptococcus albidus  Yarrow lipolytica  

  مرجع  مصرف  تخمير  مرجع  مصرف  تخمير  مرجع  مصرف  تخمير  مرجع  مصرف  تخمير  
  +  +  -  +  +  -  +  +  -  +  +  -  گلوكز

  v +  -  v  v  -  w v -  +  v  -  گالاكتوز

  -  -  -  +  +  -  +  +  -  +  +  -  ساكاروز
  - -  -  +  +  - v  +  - +  +  -  مالتوز
  -  -  -  w  -  -  -  -  -  -  v  -  لاكتوز
  - v -  +  +  -  w  ×  -  +  +  -  رافينوز

  -  +  -  ×  +  -  +  +  -  +  +  -  هالوزتري

  -  -    v   -  v   -  v  -    نشاسته
  -  -    w  v    -  -    -  -    ملي بيوز

  -  -    -  -    -  -    -  -    متانول
  + ×    ×  w    +  ×    +  ×    اتانول

  +  +   w  v    +  v    +  +    گليسرول
  +  ×    w  v    -  -    -  -    اريترول
  -  -    +  +    +  +    -  -    نيترات
  +  +    +  +    +  +    +  +    اوره آز

v : ،متغيرw : ،منفي : -ت، مثب+: مثبت يا ضعيف، : ×ضعيف  

-  نسبت قطر هاله به قطر چاهك ايجاد شده در محيط5در جدول 

- همانطور كه مشاهده مي.  آگار آورده شده است80كشت توئين 

شود دامنه نسبت قطر هاله به قطر چاهك ايجاد شده بين 

هرچتد . باشد مي20223/0±7140/2 - 08839/0±3125/2

ايج مشاهده نشد در نت)  درصد95در سطح(داري اختلاف معني

 Sporobolomyces salmonicolorولي با اين حال مخمر

 Sporidiobolus pararoseusو) 20223/0±7140/2(

و سپس . بيشترين قطر هاله را ايجاد كردند) 5625/2 61872/0±(

 با نسبت قطر هاله به قطر Yarrow lipolyticaبه ترتيب 

 Cryptococcus و در نهايت 4999/2±22698/0چاهك 

albidus3125/2±08839/0 با نسبت قطر هاله به قطر چاهك 

تر و همچنين بزرگتر در اين شرايط هرچه هاله واضح. قرار داشتند

دهنده فعاليت ليپوليتيكي بيشتر ميكروارگانيسم مورد باشد، نشان

  .]16[نظر است

  

 80كشت توئين   نسبت قطر هاله به قطر چاهك ايجاد شده در محيط5 جدول

  گار براي هر مخمر ليپوليتيكآ

  نسبت قطر هاله به قطر چاهك  مخمر

Sporidiobolus pararoseus  a61872/0± 5625/2 

Sporobolomyces salmonicolor  a20223/0± 7140/2 

Cryptococcus albidus  a08839/0± 3125/2 

Yarrow lipolytica  a22698/0± 4105/2 

  . باشد درصد مي5دار در سطح معنيدهنده اختلاف حروف متفاوت نشان

  

  

  

 ايجاد هاله در اطراف چاهك ها به ترتيب از چپ به 3 شكل

 A1، B1 ، B2 ، D1راست مخمرهاي 
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هاي ليپوليتيك از ضايعات مختلفي از جداسازي ميكروارگانيسم

هاي قبيل كنجاله سويا، كنجاله زيتون، كنجاله روغن دانه

آفتابگردان، كلزا، نارگيل ، پالم و همچنين ضايعات آجيل و 

  و13 ، 14 ، 17 ، 9[توسط محققان زيادي انجام پذيرفته است...

چهار مخمر ليپوليتيك جدا شده از كنجاله كنجد استان يزد . ]18

  . با بسياري از تحقيقات صورت پذيرفته، مطابقت داشت

 توسط سمانيتو  و Sporidiobolus pararoseusمخمر 

 از ضايعات كارخانجات مختلف 2012همكاران در سال

از ) 2010(همچنين بوسامارا و همكاران . ]19[جداسازي شد

اين گونه مخمر را به همراه چندين گونه   7ياه چاي رزبرگ گ

، Pseudozyma hubeiensisديگر از قبيل 

Debaryomyces occidentalislike  وCryptococcus 

sp.20[ جداسازي كردند[.  

چاي رز، مخمر  بوسامارا و همكاران همچنين از برگ گياه

Sporobolomyces salmonicolor را جداسازي 

در ميان مخمرهاي جداسازي شده توسط تابت و . ]20[نمودند

از فاضلاب كنجاله روغن آفتابگردان در هند ) 2012(همكاران 

 بيشترين فعاليت Sporobolomyces salmonicolorمخمر 

  .]14[ليپوليتيكي را نشان داد

 توسط تيواري و همكاران در Cryptococcus albidus مخمر

 روغن ذخيره شده در هاي مختلف غني از از نمونه2011سال 

همچنين گونه ديگر اين . ]21[سوله انبار در هند جداسازي شد

 نيز از انواع ضايعات cryptococcus kutzingجنس 

كارخانجات صنعتي ، داروسازي و غذايي به همراه 

Zygosacharomyces barker ،Pichia hansen   و  

Candida berkhout 2001 توسط پاسكويكوز در سال 

نيز توسط  Yarrow lipolytica مخمر. ]11[جداسازي شد

پاسكويكوز از انواع ضايعات كارخانجات صنعتي ، داروسازي و 

  .]11[گري شدغذايي جداسازي و غربال

                                                           

7. Hibiscus rosa-sinensis 

هاي ليپوليتيك جداشده از دهد كه تعداد مخمرنتايج نشان مي

كشت و  به نوع محيطهاي مختلف روغني متفاوت است وكنجاله

تعداد كم مخمر . سوبستراي مورد استفاده بستگي زيادي دارد

علت تيمارهاي حرارتي كه در تواند بهجداشده از كنجاله كنجد مي

همچنين . پذيرد، مربوط شودگيري صورت ميطول فرايند روغن

- مي) 2 و 1جدول  ( E و Cهاي نبود مخمر ليپوليتيك در كنجاله

ها ها در مقايسه با ساير كنجالهتر آن پايينpH علتتواند به

  . ]9[باشد

بررسي امكان توليد آنزيم ليپاز در مخمرهاي 

  ليپوليتيك جداسازي شده از كنجاله كنجد

گيري فعاليت ليپاز به روش فتومتري يك روش كمي است اندازه

. گيردنيتروفنيل پالميتات انجام ميكه با استفاده از سوبستراي پارا 

 فعاليت ليپاز و رشد بيومس مخمرهاي 4  و شكل 6جدول 

 به C30°وري در دماي ليپوليتيك جداشده در يك كشت غوطه

دامنه فعاليت ليپاز بين . دهند روز را نشان مي7مدت 

بيشترين فعاليت .  بود26587/0±3330/4 -27294/0±8660/0

  با فعاليت ليپازي Cryptococcus albidusليپاز مربوط به 

U/ml 26587/0±3330/4ترتيب  و سپس يهYarrow 

lipolytica با فعاليت ليپازي  U/ml18809/0±4660/3 ،  

Sporidiobolus pararoseusبا فعاليت ليپازي  U/ml 

 با Sporobolomyces salmonicolor و 29557/0±3330/2

نتايج آناليز .  استU/ml 27294/0±8660/0 فعاليت ليپازي 

                    مخمر4ين بود كه فعاليت ليپازي اين آماري حاكي از ا

                                 به روش كمي و همچنين رشد تفاوت 

. داري در سطح پنج درصد با يكديگر داشتندمعني
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   روز7  به مدتC30°وري در دماي  فعاليت ليپاز و رشد بيومس مخمرهاي ليپوليتيك جداشده در يك كشت غوطه6 جدول

  )nm600جذب در ( رشد U/mlفعاليت ليپاز   مخمر

Sporidiobolus pararoseus  a29557/0±3330/2 a00000/0±6020/0 

Sporobolomyces salmonicolor  b27294/0±8660/0 b00424/0±6830/0 

Cryptococcus albidus  c26587/0±3330/4 c00989/0±5770/0 

Yarrow lipolytica  d18809/0±4660/3 d00707/0±8060/0 

  .باشد درصد مي5دار در سطح دهنده اختلاف معنيحروف متفاوت نشان

  
   روز7 به مدت C30°وري در دماي   فعاليت ليپاز و رشد بيومس مخمرهاي ليپوليتيك جداشده در يك كشت غوطه4شكل 

  

شونده هستند و براي توليد آنزيم ليپاز هاي القاليپازها عموما آنزيم

در . ]20[ها ضروري است ماده القاكننده مانند روغنحضور

هاي اسيدي و استرآزهاي گيري كيفي فعاليت ليپاز، متابوليتاندازه

 و در نتيجه تغيير رنگ معرف pHها، كاهش توليد شده توسط آن

گيري همين دليل اندازهبه. تواند به نتايج مثبت كاذبي منجر شودمي

ادن فعاليت ليپوليتيكي يك تنهايي براي نشان دكيفي به

گري اوليه مورد و تنها براي غربال. باشدميكروارگانيسم كافي نمي

بنابراين محققان فعاليت ليپازي مخمرهاي . گيرداستفاده قرار مي

گيري كيفي را در ادامه با ليپوليتيك مثبت به دست آمده از اندازه

-به نتايج دقيقكنند، تا گيري ميهاي كمي اندازهاستفاده از روش

  . ]22[تري دست يابند

هاي در اين ميان ليپازها به طور محسوسي علاقه دارند تا آلكيل

كنند كه از اخيراً محققان پيشنهاد مي. بلند زنجير را هيدروليز كنند

سوبستراهاي سنتزي بلند زنجير مانند پارانيتروفنيل پالميتات براي 

در اين تحقيق . ]20[ده شودگيري فعاليت حقيقي ليپاز استفااندازه

نيز از اين سوبسترا براي تعيين فعاليت واقعي ليپاز توليد شده 

هاي موجود به هر حال در ميان روش. توسط مخمرها استفاده شد

گيري فعاليت ليپاز اين روش يك روش رايج و براي اندازه

با توجه به آنچه ذكر شد و نتايج .]16[معتبري گزارش شده است

 در اين ميان Cryptococcus albidus مده، مخمر به دست آ

  .فعاليت ليپوليتيكي بيشتري را نشان داد

 Cryptococcus albidusدهد هرچند  نشان مي5جدول 

بيشترين فعاليت ليپاز را نشان داده است ولي داراي كمترين رشد 

 هم رشد Yarrow lipolyticaدر مقابل مخمر . باشدبيومس مي

- اين مي. يت ليپازي خوبي را از خود نشان دادبيومس و هم فعال

تواند نشان دهنده اين موضوع باشد كه آنزيم ليپازي كه توسط 

ساير مخمرها  در يك حجم معين نسبت بهC. albidusمخمر 

ولي فعاليت آن ) علت رشد كمتر مخمربه( توليد شد، كمتر است

بيشتر هاي ليپاز توليد شده در حجم معين ساير آنزيمنسيت به

مطابقت ) 2012(اين نتايج نيز با نتايج تابت و همكاران . است
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 گونه مخمر ليپوليتيك از كنجاله 26تابت و همكاران . داشت

در ميان مخمرهاي ليپوليتيك . هاي مختلف جداسازي كردندروغن

 Sporobolomycesجداسازي شده گونه جديد 

salmonicolor  داراي بيشترين فعاليت ليپازي با U/ml2/8 

ها نشان داد كه فعاليت نتايج حاصله گزارش شده توسط آن. بود

گيري كيفي كه همان بيشترين نسبت قطر ليپاز در حالت اندازه

هاي مختلف ليپوليتيك جداسازي باشد، در گونههاله به چاهك مي

وري صورت كمي در شرايط كشت غوطهشده با فعاليت ليپازي به

  .]14[باهم متفاوت بود

 پژوهشي كه توسط پلووا و همكاران صورت پذيرفت، فعاليت در

هاي مختلف از قبيل آنزيم ليپاز توليد شده توسط ميكروارگانيسم

ها را با استفاده از سوبستراهاي مختلف از باكتري، مخمر و قارچ

، پارا نيتروفنيل بورات،  پارا نيتروفنيل استات ، 80قبيل توئين 

نتايج حاكي . و روغن زيتون مقايسه شداولئين بوتيرين، تريتري

از آن بود كه فعاليت ليپاز توليد شده توسط يك گونه با استفاده از 

  .]23[.ي قابل توجهي متفاوت استسوبستراهاي مختلف، به گونه

كاپريلات، نيتروفنيلتان و لئونگ نيز كه از سوبستراهاي پارا 

پوليتيك  سه مريستات و پالميتات براي جداسازي قارچ هاي لي

نوع ضايعات مختلف صنايع غذايي استفاده نمودند، نتايج مشابهي 

ها در هر سه سوبسترا بر طبق گزارش آن. را گزارش كردند

ولي . ها مثبت گزارش شدفعاليت ليپاز توليد شده توسط قارچ

كاپريلات و مريستات نيتروفنيلp فعاليت ليپاز در دو سوبستراي

  .]9[.بيشتر نمايان شده بود

  دو سوبستراي ارزان قيمت 2010بوسامارا و همكاران در سال 

روغن سويا و چربي گاو، براي استفاده به عنوان محرك توليد 

ليپاز از مخمرهاي جداشده از برگ گياه چاي رز را مورد مقايسه 

 در Debaryomyces occidentalis-likeمخمر . قراردادند

 .Cryptococcus spمحيط كشت حاوي روغن سويا، و مخمر 

2 HB87 ،در محيط كشت حاوي چربي گاو  به عنوان محرك 

  .]20[بيشترين فعاليت ليپازي را از خود نشان دادند

علت توانايي متفاوت مخمرها در هيدروليز  اين نتايج به

اي به گونه. سوبستراهاي مختلف استفاده شده در دو روش است

عنوان محرك توليد ليپاز در كه بسته به سوبستراي استفاده شده به

كشت، مقدار آنزيم توليد شده و همچنين توانايي آنزيم محيط

- توليد شده در هيدروليز سوبستراي مورد نظر متفاوت مي

همچنين اين نكته نيز قابل ذكر است كه فرايند . ]23[باشد

متابوليكي ميكروبي و مقدار فعاليت كاتاليزوري آنزيم توليد شده 

  . ]11[حيط كشت و شرايط رشد مخمر بستگي داردبه تركيبات م

  

  گيرينتيجه - 4
كنجاله كنجد محيط مناسبي براي جداسازي مخمرهاي ليپوليتيك 

همچنين مخمرهاي ليپوليتيك بسته به نوع آنزيم ليپازي كه . است

توانند فعاليت ليپازي مختلفي در برابر كنند ميتوليد مي

 اين پژوهش تنها به بررسي در. سوبستراهاي مختلف داشته باشند

هاي كه ايزوله. پتانسيل توليد ليپاز اين مخمرها اكتفا گرديد

Cryptococcus albidus و  Yarrow lipolytica  بيشترين

 داراي بيشترين C.albidus هرچند . فعاليت ليپاز را نشان دادند

صنعت به . فعاليت ليپازي بود ولي رشد كمي را نشان داد

همراه فعاليت ليپازي بالا، رشد هايي نياز دارد كه بهميكروارگانيسم

 Yarrow lipolyticaمخمر . بيومس بالايي را نيز داشته باشند

اميد است در . بخشي را نشان داددر اين زمينه نتايج رضايت

سازي پارامترهاي محيطي تاثيرگذار هاي آتي بر روي بهينهپژوهش

در توليد آنزيم ... وادهي و زن، شدت ه ، دما، دور همpHاز قبيل 

سازي آنزيم ليپاز توسط اين مخمر تمركز كرده و حتي خالص

توليد شده و بررسي خصوصيات فيزيكي و شيميايي ليپاز توليد 

  . شده در ادامه بررسي گردد

  

  قدرداني - 5
هاي علت كمكاز معاونت پژوهشي دانشگاه فردوسي مشهد به

اي انجام طرح پژوهشي مادي و معنوي صورت گرفته در راست

و همچنين از سركار خانم مهندس  29591/3نامه با كد پايان

و آقاي مهندس بهروز عليزاده بهبهاني كه در انجام افشاريان 

  .آيد تشكر و قدرداني به عمل ميآزمايش ها ما را ياري نمودند
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Today, many studies are doing to identify the lipolytic microorganisms because of the important role of 
them in the production of microbial lipases. Oilseed meals are a good place to achieve these 
microorganisms. In this field, yeasts are more important in comparison with other microorganisms. In this 
study, we isolated 27 types of fungi from Yazd sesame meal. After the evaluation of macro and micro 
morphological features, it was identified that 16 of them were from yeast group. Lipolytic yeasts were 
screened using Tween 80 agar medium and were identified to genus and species by colony and cell 
morphology observations and evaluation of fermentation reactions and the use of carbon and nitrogen 
sources. 4 lipolytic  screened  yeasts were included Sporidiobolus pararoseus, Sporobolomyces 
salmonicolor, Cryptococcus albidus and Yarrowia lipolytica .The ratio of areola diameter to the well 
diameter was  between 2.314 – 2.714. S. pararoseus showed  the maximum ratio of areola to well 
diameter (2.714) .Lipase activity of these four types of yeasts was measured in submerged cultures with 
Cezepek Dox medium for 7 days at 30 °C and 200 rpm by using of photometry method and p-nitrophenyl 
palmitate substrate. Lipase activity range was between 0.866 – 4.333 U/ml, and Cryptococcus albidus had 
the highest lipase activity 4.333 U / ml, while it showed the least biomass growth among other yeasts 
(OD= 0.577). Yarrowia lipolytica showed lipase activity of 3.466 U/ml and also, the highest biomass 
growth OD =0.806. 
 
Keywords: Sesame meal, Isolated, Lipolytic yeasts, Lipase enzyme 
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