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در این . ها با کاربردهاي گسترده در صنایع مختلف هستندپازها گروه مهمی از آنزیمفسفولی

           برمن و سپس - اي شامل استفاده از طرح غربالگري پلاکتسازي دو مرحلهپژوهش بهینه

یافته سازي سطح پاسخ با هدف افزایش تولید فسفولیپاز سویه منتخب جهشبهینه

Trichoderma atroviride sp.ZB-ZH292در مرحله اول جهت غربالگري و . انجام شد 

  برمن با - انتخاب مهمترین فاکتورها بر میزان توده زیستی و فعالیت فسفولیپاز، از طرح پلاکت 

به عنوان منبع (، میزان پپتون )به عنوان منبع کربنی(هفت متغیر دما، زمان، میزان فسفولیپید سویا 

، درصد )به عنوان منبع فسفر(هیدروژن فسفات تاسیمپ، نسبت مساوي از منو و دي)نیتروژنی

بر اساس نتایج حاصل از غربالگري متغیرهاي . تلقیح و سن تلقیح، در دو سطح استفاده گردید

) P>05/0(و فسفولیپید سویا ) P>01/0(گذاري ، دما گرمخانه)P>01/0( گذاريزمان گرمخانه

فعالیت آنزیمی داشتند و در نتیجه جهت اجراي داري بر میزان به عنوان منبع کربنی اثر معنی

مرکزي به روش آماري سطح پاسخ سازي نهایی به عنوان متغیرهاي مستقل در طرح مرکببهینه

گذاري  آزمایش طـراحی شده، اثر سه متغـیر دماي گرمخانه20بر این اساس طی . وارد شدند

)°C 30 -20(،گـذاري  زمان گرمخانه)بر میزان فعالیت ) 3- 9(% ید سویا و فسـفولیپ)  روز3- 5

 32/4%میزان ) ANOVA(بر اساس نتایج آنالیز واریانس . آنزیم مورد بررسی قرار گرفت

گذاري به عنوان شرایط بهینه در  ساعت گرمخانه76/101 و زمان C 73/29°فسفولیپید، دما 

 تعیین 57/3 (U/ml)ز در این شرایط، میزان فعالیت فسفولیپا. بینی شدندتولید فسفولیپاز پیش

  . مطابقت داشت)U/ml) 56/3 شده توسط مدل بینیگـردید که با نتیجه پیش
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   مقدمه - 1

قادر به جداسازي  فسفولیپازها با قابلیت تأثیر بر فسفولیپیدها،

هاي فسفاته در مولکول فسفولیپید، اسیدهاي چرب و گروه

هاي مختلف صنعتی از اي در بخشداراي کاربردهاي بالقوه

     زدایی از ها، روغنوغنزدایی رصمـغ( غذاییقبیل صنایع

، )ها و تولید امولسیفایرهاي با خصوصـیات ویژهصمغ

 شیـمیایی آرایشی، موادها، لوازمداروسازي و تولیـد واکسن

ها با توجه  این آنزیم].1- 3 [باشندها میروغنی و تولید شوینده

به نحوه عملکرد، جایگاه و نوع پیـوندي که تحت تأثیر قرار 

شوند بنـدي می تقسیم D وA1 ،A2 ،B  ،Cواع دهند به انمی

و از منابع مختلفی از جمله منابع حیوانی و منابع میکروبی 

 هاآن طیف وسیعی از خصوصیات کاتالیستی  وشوندحاصل می

  ].4[باشد وابسته به سویه تولید کننده می

- و با استفاده از محیط1ها عموماً توسط ریزسازوارهفسفولیپازها

 به دلیل این روش .شوندتولید می 2وريغوطهیر کشت تخم

 و تولید محصولات در حجم بالا،  پارامترهاتر سادهامکان کنترل

هاي تخمیري مورد توجه قرار هاي کشتنسبت به سایر روش

 با )هاآنزیم (هاي صنعتی بیوکاتالیست90%بیش از   واستگرفته

کشت و یطسازي مح، بهینههاریزسازوارهدستکاري ژنتیکی 

]. 5[ شوندتولید می وريغوطهشرایط محیطی توسط کشت

بهینه جهت تولید  شرایط مطالعات بسیاري براي تعیین

 این دهد نشان میاستشدهانجام هاي مختلف بیوکاتالیست

مؤثر بر تولید محصول موردنظر مانند  عواملثیر أت تحت شرایط

 pH، ابع مختلف کربن، نیتروژن فسفرـغلظت و نوع من

 سن تلقیح، ه حرارت مورد نیاز براي رشد،ـکشت، درجمحیط

باشند زدن میمیزان هوا و همتأثیر  گذاري،مدت زمان گرمخانه

 روش کلی بررسی حداکثر تولید با بررسی تمامی فاکتورها ].6[

علاوه بر صرف محیطی  کشت و شرایطترکیبات محیط شامل 

. باشدمتقابل فاکتورها نیز نمی اثرزمان و هزینه بالا، قادر به بیان 

 ها و زمان جهت کاهش هزینههاي آماريلذا استفاده از روش

ویژه هاي آماري بهروش .رسدبسیار ضروري به نظر می

ها و یا تولید  شرایط رشد ریزسازواره4سازي و بهینه3غربالگري

         روش.استمحصولات خاص مورد توجه قرار گرفته

این طراحی آماري . و سریع استبرمن روشی قوي  - پلاکت

                                                             
1. Microorganisms 
2. Submerged Fermentation 
3. Screening 
4. Optimization 

در مواردي که تعداد فراوانی متغیر وجود دارد با حداقل تعداد 

ها بر آزمایش، قادر به ارزیابی متغیرها و انتخاب مؤثرترین آن

هاي با توجه به تعدد فاکتورها در آزمایش. باشدمی پاسخ

تواند در مراحل اولیه می برمن - پلاکتبیوتکنولوژي، طراحی 

 فاکتورهاي انتخاب شده ].7[ باشد بالایی برخوردار کاراییاز 

سازي مورد استفاده هاي بهینهدر مرحله غربالگري در روش

از ) RSM (5ح پاسخـسطسازي بهینه روش. گیرندقرار می

ي برخوردار هاي بیوتکنولوژدـکارایی بالایی در ارزیابی فراین

تی مورد استفاده ـسهاي زید بسیاري از فراوردهـاست و در تولی

ترین مزیت این روش کاهش اصلی].  8- 10 [استقرار گرفته

هاي موردنظر جهت ارزیابی پارامترهاي چندگانه، تعداد آزمایش

ها و بررسی رابطه بین متغییرهاي بررسی اثرات متقابل آن

   ].11[ باشدها میمستقل و پاسخ

 به  Trichoderma atrovirideدر پژوهش پیشین، سویه 

تولیدکننده فسفولیپاز از پساب صنعت روغن جداسازي،  عنوان

در  T.atroviride sp.ZB-ZH192 شناسایی و با عنوان

ت ـثبت گردید و جه KP233811 ارهـبا شم NCBI6پایگاه 

افزایش تولید فسفولیپاز، توسط پرتوي گاما تحت جهش 

 بار نیز براي اولین در این پژوهش.]12[تصادفی قرار گرفت 

در د فسفولیپاز ـسازي شرایط جهت تولیبهینهري و ـغربالگ

-T.atroviride sp.ZBویه ـسوري براي غوطهمحیط کشت

ZH292  )با سرعت 60کبالت یافته توسط اشعه گاما جهش 

Gy/s 52/4 ، با مقدار تابشGy400 (بررسی گردید .  

  

  هامواد و روش - 2

  مواد - 2-1

و سایر مواد ) بهشهر، ایران(فسفولیپید سویا از شرکت بهپاك 

 با درجه خلوص بخش شیمیایی و میکروبیمورد استفاده در 

 این پژوهش . سیگما تهـیه گردیدندهاي مرك وبالا از شرکت

غذایی دانشگاه  در گروه صنایع1392- 1394هاي طی سال

  .مدرس انجام شدتربیت

 و ریزسازوارهمحیط کشت نگهداري  - 2-2

  تهیه کشت اولیه

 T.atroviride سویه کثیر و نگهداري کوتاه مدتجهت ت

                                                             
5. Response Surface Methodology 
6. National Center for Biotechnology Information 
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sp.ZB-ZH292   در دماي˚C4 ، محیط کشت اسلنت از
1PDA الیت ـبه منظور جلوگیري از کاهش فع. استفاده شد

هاي جدیدي از هاي احتمالی، هر ماه اسلنتسوش و آلودگی

هاي موردنظر تولید و تا زمان  سپس اسپور کلنیآن تهیه گردید

ترکیب و در %) 30( با گلیسرول سترون )مدتولانیط (استفاده

پس از تهیه اسپور بر روي  ].13 [ نگهداري شدند-20فریزر 

  80توئین % 1/0آب مقطر سترون حاوي اسلنت، اسپورها در 

  شمارش و یکدیگر از اسپورها بهتر جداسازي منظور به(

 ظت اسپورهامعلق شده و با کمک لام هموسیتومتر غل) تردقیق

spores/ml 106تنظیم گردید .  

 قابلیت تولید فسفولیپاز توسط بررسی - 2-3

  هاریزسازواره

                    تولید فسفولیپاز با استفاده از انتقال اسپوربررسی

                         T.atroviride sp.ZB-ZH292 سویههاي کلنی

) spores/ml106 (شامل  وريبه محیط کشت تخمیر غوطه

)g/L :( ،؛ عصاره10نشاسته، ؛ 5/7؛ پپتون، 4فسـفولیپید سویا-

؛ 1آبه، ؛ سولفات منیزیم هفت5؛ کلریدسدیم، 5/7گوشت، 

کشت و سرعت همزدن نیز به  محیطpHمیزان . انجام شد

 ]. 14[ تنظیم گردید rpm150   و 7ترتیب برابر با 

  تعیین فعالیت آنزیمی - 2-4

 ,Sigma 3-30ks(ابتدا میسیلیوم از محیط کشت سانتریفوژ 

USA ( با سرعتg10000 دقیقه در دماي 10 به مدت ˚C4 

 از محلول رویی بر تعیین میزان فعالیت فسفولیپاز. حذف گردید

 یک واحد ].15[ اساس روش جیانگ و همکاران انجام شد

 است که قادر است یک آنزیم فسفولیپاز مقداري از آنزیم

) دقیقه(میکرومول اسید چرب قابل تیتراسیون را در واحد زمان 

جهت تهیه سوسپانسیون  . آزمایش، آزاد کندو در شرایط

الکـل به ونیـلپلی% 4فسفولیپید سویا و % 25سوبسترا محلول 

لیتر از محلول سوسـپانسیون،  میـلی4.  ترکیب شـد4:1نسبت 

و یک ) 0/5M, pH: 01/0 (اسـیدلیتر از بافر سیتریک میلـی5

 C˚دماي  دقیقه در 10خام آنزیمی به مدت لیتر از عصارهمیلی

 15این واکنش با افزودن .  شیکردار قرار گرفت در گرمخانه37

تیتراسیون اسیدهاي چرب . خاتمه یافت% 95لیتر الکل میلی

.  صورت گرفتM 05/0آزاد شده توسط هیدروکسید سدیم 

 نیز با قرار )بدون عصاره آنزیمی (رفعال کردن نمونه شاهدـغی

                                                             
1. Potato Dextrose Agar 
 

. قه صورت گرفت دقی10 به مدت C 95˚دادن آن در دماي

 .ندها در سه تکرار جهت محاسبه میانگین انجام شدآزمایش

میزان صحت و دقت روش تعیین فعالیت آنزیمی با استفاده از 

 A1) PLA1, Lecitase™ Ultra فسفولیپاز استانداردآنزیم 

from Thermomyces lanuginosus ,Novozyme (

  .بررسی گردید

  زیستی تعیین میزان توده- 2-5

زیستی توسط فیلتر کردن محیط کشت نمونه، ن خشک تودهوز

 و شستشوي مواد روي قیف با آب 42روي کاغذ صافی واتمن 

سلولی جدا توده. مقطر تا خروج آب شفاف از قیف تعیین شد

 خشک C60°شده تا رسیدن به وزن ثابت، در آون با دماي 

  .]6[گردید 

  شرایط وسازيبهینهغربالگري و  - 2-6

   کشتمحیط ترکیبات

زیستی، جهت غربالگري عوامل مؤثر بر تولید فسفولیپاز و توده

 آزمایش در دو سطح کمترین 12و انتخاب فاکتـورهاي مؤثر، 

         و به کمک برمن - ، با روش پلاکت )1(و بیشترین ) - 1(

   JMP 7.0 (SAS Institute Inc., 2007)افزار نرم

، ) روز7و  3(، زمان )C 30˚ و C20˚(دما . طراحی گردید

، میزان ) ساعت15 و 9(، سن تلقیح )6% و 2(درصد تلقیح 

، میزان )2 و g/L 10(فسفولیپید سویا به عنوان منبع کربنی 

و میزان منبع فسفر، نسبت ) 5 و g/L 10(منبع نیتروژنی 

) 0 و g/L 1(هیدروژن فسفات، پتاسیممساوي از منو و دي

ها همه آزمایش. ندفاکتورهاي مورد بررسی در این پژوهش بود

ها به عنوان پاسخ  تکرار انجام گرفتند و میانگین آن3در 

  ].16[استفاده گردید 

روش با استفاده از سازي  بهینهپس از تعیین فاکتورهاي مؤثر،

RSM  مرکب مرکزي طرح و) CCD(2   سه در با سه متغیر

میزان ( پاسـخمتغیر با ه مرکزي، ـرار در نقطـتک 6و سطح 

 زار دیزاین اکسپرتـ نرم افو با استفاده از )فولیپازـت فسـفعالی

)DX 7(3ها در سه تکرار انجام شدندآزمون. ، طراحی گردید .

تطابق بین نتیجه  نیز به منظور تأیید بررسی اعتبار مدلآزمون 

 تکرار 3 در شده واقعی گیرياندازهبینی شده و مقدار پیش

  .گزارش شدها انجام و میانگین آن

 

                                                             
2. Central Composite Design 
3. Design-Expert® version 7.0.0 
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  نتایج و بحث - 3

غربالگري فاکتورهاي مؤثر بر تولید  - 3-1

  زیستیفسفولیپاز و رشد توده

غربالگري فاکتورهاي مؤثر بر فعالیت فسفولیپاز و رشد توده 

 T.atroviride sp.ZB-ZH292  یافتهزیستی سویه جهش

 در دو سطـح  متغیرهفت  برمن با - با استفاده از روش پلاکت 

-t) <447/2(اس ـنشان داد براس نتایج .)1جـدول  (دـانجام ش

Value 05/0( و<(P-Value  سه متغیر دما، زمان و میزان ،

% 95 سطح اطمینانکربنی با فسفولیپید سویا به عنـوان منبـع

)05/0<P (ودند بسفولیپاز دار بر میزان تولید ف اثر معنیداراي

 ردیدـده نگـمشاهقابل این فاکتورها ـاثر متدار بودن در معنیاما 

  ).2جدول (

  

Table 1 The Effect of Different Factors on of Phospholipase and Biomass production from T. 

atroviride sp.ZB-ZH292 by Plackett Burman Method 
Biomass (g/L)  PL (U/ml) Time (Day) Temp. (ºC) S. A. (%) S. S. (%)  P(g/L) N(g/L)   C (g/L)   

11.64 3.02  1 -1  1 -1 -1  1 -1 1 
12.34 3.75  1  1 -1  1 -1 -1  1 2 
11.14 3.32  1  1 -1 -1 -1 -1 -1 3 
10.15 3.28 -1  1  1  1 -1  1 -1 4 
11.36 3.37  1 -1 -1 -1  1  1  1 5 
7.86 2.63 -1 -1  1 -1 -1 -1  1 6 
8.81 3.23 -1 1           1 -1  1 -1  1 7 
10.52 3.02  1 -1  1  1  1 -1 -1 8 
7.71 2.50  -1 -1 -1  1  1 -1 -1 9 
10.21 2.90 -1 -1 -1  1 -1  1  1 10 
13.86 2.92  1  1  1  1  1  1  1 11 
9.06 3.08 -1  1 -1 -1  1  1 -1 12 

C: Carbon Source (Soy Phospholipid); N: Nitrogen Source; P: Phosphate Source; S.S: Seed Source; S.A: Seed 

Age; Temp: Temperature; PL: Phospholipase 

 

Table 2 The Effect of Different Factors on Phospholipase Activity from T. atroviride  sp.ZB-ZH292 

by Plackett Burman Method 

p-value t-value Effect Factors 
0.0024**  6.19* 0.278 Temp.  
0.0042** 5.52* 0.248 Time 
0.0208* 3.30* 0.148 C 
0.0996  1.70 0.076 N 
0.0996  1.70 0.076 S. S. 
0.9736 -0.04  -0.001 S. A.  
0.9736 0.04  0.001  P 
0.2661  -1.04  -0.046  Temp.*Time 
0.8707 0.19  0.008  Temp.*C 
0.4846 0.67  0.030  Time*C 
0.9226 0.11  0.015  Temp.*N 

C: Carbon Source (Soy Phospholipid); N: Nitrogen Source; P: Phosphate Source; S.S: Seed Source; S.A: Seed 

Age; Temp: Temperature; PL: Phospholipase; t-value=2.447; *: P<0.05; **: P<0.01 

  

گر یستی نیز بیانزهري فاکتورهاي مؤثر بر رشد تودـالگغرب

 متغیرهاي زمان و میزان پپتون به  )P>05/0 (دار بودنیـمعن

         بخشایناگرچه عامل دما در . عنوان منبع نیتروژنی بود

زیستی دار گزارش نگردید اما تأثیر آن بر میزان تولید تودهمعنی

نیز همانند  د توده زیستیـبررسی رشدر . قابل مشاهده بود

ري ـگدر غربالالیت آنزیمی، اثر متقابل فاکتورها ـفعبررسی 

دما و زمان تخمیر از فاکتورهاي  ).3جدول  (نبودنددار معنی

میزان تولید . باشند مؤثر در تولید محصولات زیست فناوري می

فسفولیپاز نیز نسبت به دما و زمان داراي یک حداکثر است، با 

عبور از نقطۀ حداکثر، رشد و اسپورزایی شدید ریزسازواره، 
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آید  ه تولید آنزیم پایین مینتیج شود و در سبب توقف رشد می

 فعالیتهاي متابولیکی فراوانی در حین تخمیر براي ].16- 17[

پیوندد و در همۀ این فعالیتها طول عمر  ها بوقوع میتولید آنزیم

افزایش میزان تلقیح، . باشند اسپور و میزان تلقیح نیز مؤثر می

تعداد برد ولی در ادامه، افزایش  ابتدا میزان تولید را بالا می

   کاهش  سلول،  انبوه شدن  سمت به  را  فرآیند ها ریزسازواره

میزان مواد مغذي و در بسیاري موارد مصرف محصول به نفع 

دهد و در نتیجه تولید محصول  تولید تودة زیستی، سوق می

افزودن منبع ازت به سوبسترا موجب . کند کاهش پیدا می

افزایش بیش شود، ولی حذف و  افزایش میزان تولید آنزیم می

از حد آن نیزنتیجۀ عکس دارد و موجب تولید محصولات 

جانبی بیش از فرآورده موردنظر و یا افزایش رشد ریزسازواره 

  ]. 18[ و کاهش تولید آنزیم گردد

 

Table 3 The Effect of Different Factors on Biomass from T. atroviride  sp.ZB-ZH292 by Plackett 

Burman Method 

p-value t-value Effect Factors 

0.0033* 6.22* 1.437 Time 

0.0287* 2.92* 0.674 N 

0.0504 2.25 0.520 Temperature 

0.0908 1.83 0.424 S.S. 

0.1541 1.46 0.337 C 

0.5627 -0.67 -0.154 P 

0.7921 0.31  0.071  S.A.  

0.8505  0.21  0.050  Time*N 

0.7844 0.32  0.074  Time*Temp. 

0.4315  -0.75  -.0173  N*Temp. 

0.8598  0.20  0.046  Time*S.S. 

C: Carbon Source (Soy Phospholipid); N: Nitrogen Source; P: Phosphate Source; S.S: Seed Source; S.A: Seed 

Age; Temp: Temperature; PL: Phospholipase; t-value=2.447; *: P<0.05 

 

براساس نتایج به دست آمده، منبع نیتروژنی بر رشد ریزسازواره 

بود ولی بر میزان تولید آنزیم اثر ) 3جدول(دار کاملاً معنی

در پژوهش انجـام ). 2جـدول (داري مشاهـده نگردید معنـی

شـده جهت بررسـی تولـید آنزیم فسفـولیپاز توسـط سـویه 

292 T. atroviride در فاز لگاریتمی شد تولید فسفولیپاز 

میزان . باشدگیرد و این آنزیم وابسته به رشد میصورت می

منبع نیتروژنی نیز همانند دما و زمان تخمیر، جهت تولید 

فسفولیپاز داراي یک حداکثر است، با عبور از نقطۀ حداکثر 

  ].12[افتد رشد توده زیستی بیشتر از تولید آنزیم اتفاق می

  تولید فسفولیپازشرایط سازي بهینه - 3-2

  زمان ، دما و ي مؤثر میزان فسـفولیپید سویافاکتورهاسطوح 

سازي جهت بهینهآزمایش طراحی نتایج  و گذاريخانه گرم

فسفولیپاز فولیپاز به همراه میزان فعالیت ـشرایط تولید فس

به   T.atroviride sp.ZB-ZH292دشده توسط ـتولی

ی ـبا بررس .شوندده میـمشاه 5 و 4هاي جدولترتیب در 

مدل درجه دوم گردید خص ـمشهاي مختلف دلـمها در داده

 R2 ،R2 و مقادیر 54/0معادل  2برازشعدم  با ،)1کوادراتیک(

 83/0 و 93/0، 96/0شده به ترتیب بینیپیش R2 و شدهلاحـاص

بیانگر تواند میمقادیر این  و )6جدول  (دار استبسیار معنی

  . باشدهاديمناسب بودن مدل پیشن

                                                             
1. Quadratic 
2. lack of fit 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
03

4/
FS

C
T

.1
9.

13
5.

16
9 

] 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.2
00

88
78

7.
14

02
.2

0.
13

5.
14

.0
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 f
sc

t.m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
31

 ]
 

                             5 / 11

http://dx.doi.org/10.22034/FSCT.19.135.169
https://dorl.net/dor/20.1001.1.20088787.1402.20.135.14.0
https://fsct.modares.ac.ir/article-7-69381-fa.html


 ...سازي شرایط تولید آنزیم فسفولیپازبهینه                                                           و همکاران                    محمدي بیگ زهرا

 174

Table 4 Variable Levels for Optimization of Phospholipase Production T.atroviride ZB-ZH292 by 

RSM  

Minimum level  Intermediate level  Maximum level  Unit  Name 

)3 (-1  )6 (0  )9 (+1  % Soy Phospholipid  
)22 (-1  )26 (0  )30 (+1  °C  Temperature  

)3 (-1  )4 (0  )5 (+1  day  Time  

 

Table 5 Results of Optimization of Phospholipase Production from T.atroviride ZB-ZH292 by RSM  
Run Temperature Time SPL PL.A (U/ml) 

    Actual Values Predicted values 
1 1 -1 1 3.26 3.25 
2 -1 0 0 2.37 2.21 
3 0 0 0 3.01 3.35 
4 0 0 0 3.34 3.35 
5 1 1 -1 3.56 3.47 
6 -1 1 1 3.26 3.25 
7 -1 -1 -1 0.86 0.94 
8 0 -1 0 3.02 2.87 
9 1 0 0 3.47 3.56 
10 -1 1 -1 2.39 2.42 
11 0 1 0 3.48 3.65 
12 0 0 0 3.45 3.35 
13 1 1 1 3.58 3.52 
14 0 0 0 3.49 3.35 
15 -1 -1 1 1.51 1.61 
16 0 0 -1 3.21 3.11 
17 0 0 1 3.47 3.44 
18 0 0 0 3.23 3.35 
19 0 0 0 3.41 3.35 
20 1 -1 -1 3.11 3.18 

PLA: Phospholipase Activity; SPL: Soy Phospholipid 
  

Table 6 Analysis of Model Quadratic for optimization of Phospholipase Production from T.atroviride ZB-ZH292 by RSM 

Vaue P  F Value Df  Mean Square  Sum Square  Source  

0.0003** 17.61 3 0.61 1.83 Model 
0.5014n 1.00 5 0.035 0.17 Lack of Fit 

  5 0.035 0.17 Net Error 
  20 0.60  192.05  Total Error 

                                               R2
 = 0.96                 R2 adjusted= 0.91                    R2

 predicted = 0.83   

) P<0.01 (n: non-significant ; **: significant in 1% level  
 

فاکتورهاي مؤثر بر ) ANOVA(با توجه به آنالیز واریانس  

- آناثرات متقابل و ، )7جدول  (میزان فعالیت آنزیمی فسفولیپاز

براي فاکتورهاي کد شده و  با توجه به ضرایب تعیین شده ها و

و حذف   بر پاسختمامی متغیرهااثر دارنبودن  معنیهمچنین

 زیر جهت  نهایی معادلهدار،متغییرهاي فاقد اثر معنیضرایب 

 فسفولیپاز تعیین هاي مستقل و  فعالیتنشان دادن رابطه متغیر

  :گردید

  )1(معادله 

Y= +0.35 + 0.67 β1 + 0.44 β2 + 0.18 β3 – 0.30 
β1 * β2 – 0.15 β1 * β3 – 0.47 β1

2    
  

         دماي : β1 فعالیت آنزیم فسفولیپاز؛ :Yکه در آن 

درصد : β3گذاري و زمان گرمخانه: β2گذاري؛ گرمخانه

  .باشد میفولیپید سویاـفس

  کمترPور ـو فاکتبالاتر  Fدر بررسی عبارات یک مدل فاکتور 

داري مدل بر پاسخ و معنیت بیشتر آن عبارار ـ تأثیدهنده نشان

             توجه به نتایج آنالیز واریانسبا  ].11[ نهایی خواهد بود

و معادله بالا، هرسه متغیر دما، زمان و  7شده در جدول  ارائه

 اثر متقابل  و همچنین،کربنیدرصد فسفولیپید به عنوان منبع

اگر چه . دار بودنددرصد فسفولیپید معنی - دما وزمان - دما

 اثر بیشتري بر فعالیت فسفولیپاز زمان و پس از آن مادعامل 

   .  داشتند
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 Table 7 Analysis of Variance to Optimization Condition for Phospholipase Production from 
T.atroviride ZB-ZH292  

P Value  F Value  Mean Square  Df  Sum of Square  Sources 

0.0001** <  30.42  1.05  9 9.48 Model 
0.0001** <  130.43  4.52  1 4.52 β1 
0.0001** <  55.41  1.92  1 1.92  β 2 
0.0124* <  9.25  0.32  1 0.32  β 3 
0.0011* <  20.45  0.71  1 0.71  β 1* β 2 
0.0429* <  5.37  0.19  1 0.19  β 1* β 3 

0.9409n 0.5776  0.0002  1 0.0002  β 2* β 3 
0.0019* <  17.41  0.60  1 0.60  β 1

2 
0.2463n 1.52  0.053  1 0.053  β 2

2 
0.5858n 0.32  0.011  1 0.011  β 3

2 

- - 0.035 10 0.35 Remaining 

0.5014n 1.00 0.035 5 0.17 Lack of fit 

- - 0.035 5 0.17 Net Error 

- - - 19 9.82 Total Error 

*: significant in 5% level (P<0.05); **: significant in 1% level (P<0.01) 

 

Table 8 The values of different parameters on optimal point to phospholipase activity from 
T.atroviride sp.ZB-ZH292 

)U/ml(Phospholipase Activity  
Soy Phospholipid 

(%) 
Time 
(Day) 

Temperature 

)°C(  

Predicted 
values 

Actual 
Value 

      

3.56  3.57 4.32 4.24 29.73 
  

  

توان آن را به از تشخیص اعتبار مدل به لحاظ آماري، میپس 

ها بر میزان تولید منظور آنالیز و برآورد اثر سطوح مختلف متغیر

هر سه فاکتور دما، زمان و درصد . لیپاز به کار بردفسفو

 بر فعالیت فسفولیپاز تولیدي داريمعنیفسفولیپید داراي اثر 

و ) 7جدول (ودند  بT.atroviride sp.ZB-ZH292سویه 

بیشترین میزان فعالیت در سطوح بالاي هر سه متغیر با میزان 

U/ml 58/3  پاسخسطحکانتورهاي ). 5جدول (آمد به دست  

د، ندههاي مستقل و متغیر وابسته را نشان میارتباط بین متغیر

در مقدار ) متغیر سوم در این تحقیق(که متغیر دیگر در حالی

 دوبعدي و سه بعدي هاينمودار. شوده میبهینه ثابت نگه داشت

گذاري در مقدار ثابت درصد اثر متقابل دما و زمان گرمخانه

متقابل دما و درصد فسفولیپید سویا در دماي  اثرفسفولیپاز و 

 .نشان داده شده است 2 و 1 هاي نیز به ترتیب، در شکلثابت

  اسخ ها، نواحی مطلوب نمودار براساس پبا مطالعه این نمودار

  

سازي تکمیلی را نیز توان بهینهشناسایی گردیده و همچنین می

طور کلی در بررسی اثر دما، زمان و درصد به .انجام داد

فسفولیپید بر فعالیت فسفولیپاز مشاهده شد که تغییرات هر سه 

پارامتر معنی دار بوده و از نظر اهمیت اثرات تکی به ترتیب 

، دماي گرمخانه گذاري )P>01/0(زمان گرمخانه گذاري 

)01/0<P ( و سپس درصد فسفولیپید)05/0<P( بر فعالیت 

 دماي گرمخانه گذاري نقش کنترلی و .آنزیمی مؤثرتر هستند

زیرا اثرات درجه (محدود کننده در تغییرات فعالیت آنزیم دارد 

، )دوم و اثرات متقابل با تک تک متغیرها با ضریب منفی دارد

همراه با افزایش زمان و یا همراه با (یش دما بدین مفهوم که افزا

  C°تا دماي نزدیک به( تا حدي ) افزایش درصد فسفولیپید

اثرات متقابل . منجر به افزایش فعالیت آنزیمی شده است)  27

درصد فسفولیپید، اثر معنی دارتري -  زمان در مقایسه با دما- دما

  ).2 و 1شکل (بر روند فعالیت آنزیمی داشته است 
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  )ب)                                                                                 (الف                                      (

  بعدي میزان نمودار سه) کانتور دوبعدي ب) الف. 1شکل

  

 

Fig.1 a) 2D Cantor b) 3D Cantor of enzyme activity changes in a constant amount of phospholipid content (4%) 

 

  

  

  

  

  

  

  )ب                                                 (

  

 
                                                                                                                                                                       Temperature 

  

Fig 2 a) 3D Cantor b) 2D Cantor of enzyme activity changes in a constant amount of Time (4day) 

 

)  روز3- 4(ی زمانتر هاي پاییندورهد در ـده نشان می1شکل 

ب بالایی ـالیت فسفولیپاز با شیـفع) C°26-22(با افزایش دما 

د بیشترین ـدهکل نشان میـن این شـهمچنی. یابدش میـافزای

-5( بالا هايو زمان) C°30 -26(فعالیت آنزیم در دماهاي بالا 

 روز با افزایش دما 4 تا 3هاي کشت باشد و در زمانمی)  روز4

 یابد ولی زمانفعالیت آنزیم به میزان قابل توجهی افزایش می

یش فعالیت ندارد که این  روز دما تأثیري بر افزا5کشت 

گذاري  زمان و دماي گرمخانهدهنده اثر متقابلتغییرات نشان

جاد شیب مثبت ـزمان دما و زمان با ایافزایش همدر واقع . است

ی گردید ولی با ـو بالارونده منجر به افزایش فعالیت آنزیم

الیت فسفولیپازي تا ـ فع روز5زمان  و  C° 30 تا افزایش دما

 کاهش مواد توان به را میروند این .استهش یافتدي کاهـح

 با ها افزایش تعداد ریزسازوارهمغذي محیط کشت به ازاي

ر به ایجاد شرایط ـافزایش دما و زمان نسبت داد که منج

- فسفولیپاز می کمترها و تولیدنامناسب براي رشد ریزسازواره

ان رایط مختلف بر میزـکاران، در بررسی شـسینگ و هم .شود

مانی چندین سویه تریکودرما دریافتند این فعالیت و زنده

محیطی و ترکیب محیط کشت بسیار  به شرایطهاریزسازواره

 C 25° یدمایدر شرایط همچنین عنوان کردند  .هستندحساس 

کشت  گذاري در محیط با افزایش زمان گرمخانهC 30°تا 

هاي حاصل از اختصاصی تریکوردما، میزان رشد و متعاقباً آنزیم

آن، افزایش یافته است و این افزایش در دماهاي مختلف، 

 نیز کاهش رشد و C 30°با افزایش دما از  .بوده استمتفاوت 

در . ]19[ استتولید محصولات بیولوژیک آن مشاهده شده
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مشخص ، تریکودرما آتروویریديپژوهشی اختصاصی بر روي 

 بهترین pH 5/7 -0/7دوده ـو مح C 30° تا C 25° دماي شد

ت ـدسکه با نتایج به] 20[تعیین گردید د آن ـرششرایط براي 

  .باشدسو میـآمده در این پژوهش هم

 براي به دست آوردن عملکرد ،ابع کربن لیپیديـمناستفاده از 

       در فرایند تولید . درسنظر می بهبالاي فسفولیپاز ضروري

ها منابع کربنی هاي لیپولیتیک مانند لیپازها و فسفولیپـازآنزیم

 بازدارنده عمل  یاتوانند به صورت محرك وگلیسریدي میتري

در نمودارهاي مربوط به اثر میزان فسفولیپید سویا ]. 21 [کنند 

شود با افزایش درصد مشاهده می) 2 شکل(در تولید فسفولیپاز 

سبب افزایش میزان فعالیت فسفولیپاز با % 9 تا 3فسفولیپید از 

 در تولید آنزیم در  بودنود که بدلیل محركششیب مثبت می

           دما  همزمانافزایش . است)C ° 26 -22(تر پایینيهادما

)C° 30 -26 (فسفولیپید سویا  میزانو %)شیب  شد سبب )6- 9

 تولید توان بهاین امر را میعلت . گرددمنحنی تا حدي منفی 

که نسبت داد اسیدهاي چرب آزاد در غلظت بالاي فسفولیپید 

و ـ این نتایج همس.دنکند آنزیم عمل میـنوان بازدارنده تولیبه ع

اثر بازدارندگی منابع کربنی لیپیـدي در با نتایج سایر محققان در 

   ].22-23  [هاي لیپولیتیک استتولید آنزیمهاي بالا در غلظت

لیپاز همراه با مشخصات نقطه بهینه فسفومقدار بهینه فعالیت  

. استنشان داده شده 8ا در جدول براي هر یک از پارامتره

 شرایط بهینه دربراي تعیین اعتبار مدل، کشت ریزسازواره 

 U/ml(بیشینه فعالیت فسـفولیپاز . بدست آمده انجام گرفت

بینی شده توسط مقادیر پیشتقریباً معادل با بدست آمده ) 57/3

  .بود) U/ml 56/3(مدل 

  

  گیرينتیجه - 4

  برمن جهت غربالگـري- کتدر این بررسی از طـراحی پلا

پاسخ جهت  و روش سطحفاکتورهاي موثر در فعالیت آنزیمی

بر فعالیت انتخابی از طرح غربالگري  فاکتورهاي سازيبهینه

 T.atroviride sp.ZB-ZH292یافته فسفولیپاز سویه جهش

          و پس از آنگردیداستفادهوري کشت غوطهدر محیط

ؤثر با روش سطح پاسخ صورت سازي فاکتورهاي مبهینه

       اي با بهینه سازي دو مرحلهنتایج نشان داد که . گرفت

روشی مناسب برمن و سطح پاسخ، -پلاکت آماري هايروش

و معرفی تیمار بهینه جهت رسیدن  ثرؤدر ارزیابی فاکتورهاي م

 کشت در محیطدر این پژوهش . باشدمیبازده به بالاترین 

، C 73/29° ه دست آمده شامل در شرایط بهینه بوريغوطه

 U ، فعالیت آنزیمی فسفولیپید سویا32/4% ساعت و 76/101

 . در لیتر تعیین گردید3570
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Phospholipases are important groups of enzyme with wide applications in various 
industries. In this study, two-step optimization including Plackett-Burman screening 
design and response surface methodology (RSM) optimization were done with the 
goal of higher production level of phospholipase by selected mutant strains of 
Trichoderma atroviride sp.ZB-ZH292. First step was done by screening and 
evaluation of seven factors affecting the enzyme activity and biomass production by 
selected mutant, using Plackett-Burman design at two levels each namely 
temperature, time, amount of soybean phospholipids (as a carbon source), peptone 
level (as nitrogen source), equal ratio of mono and di-potassium hydrogen phosphate 
(as phosphorus source), seed size, and seed age. According to the result of screening 
design, incubation time (P<0.01), incubation temperature (P<0.01), and soybean 
phospholipids as a carbon source (P<0.05), had significant effect on the enzyme 
activity, so they were selected and used as independent variables in central composite 
design (CCD) under response surface methodology (RSM). In the analysis of 20 
experimental runs, the effects of three independent variables including incubation 
temperature (20-30 °C), incubation time (3-5 day), and phospholipid concentration 
(3-9%) were evaluated on phospholipase activity. Analysis of variance (ANOVA) 
showed that the optimum values of soybean phospholipid, incubation temperature 
and incubation time were 4.32%, 29.73°C, and 101.76 h, respectively. At this 
optimum point, the phospholipase activity was found to be 3.57 (U/ml) which is in 
good agreement with the predicted value (3.56 (U/ml)) by the model.  
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