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  چكيده

صنايع اي در ترانس استريفيكاسيون به طور گستردهر هيدروليز، استريفيكاسيون و هاي تبديلي نظياي از واكنشدهليپاز به علت توانايي كاتاليز طيف گستر

كنندگان اصلي ليپازها به يدمخمرها يكي از تول.گيردمورد استفاده قرار مي... ونده و مختلف از قبيل صنايع غذايي، صنايع دارويي، پتروشيمي، صنايع مواد ش

 3 -7(گذاري، زمان گرمخانه)pH ) 5/7 – 5/5 رويه سطح پاسخ و طرح مركب مركزي به منظور بررسي تاثير در اين تحقيق از متدولوژي. روندشمار مي

مخمر و بيومس توليد شده بر توليد و فعاليت ليپاز )  درصد0 -100( و درصد عصاره كنجاله كنجد افزوده شده به محيط كشت آزمايشگاهي) روز

بر اساس نتايج به دست آمده در اين تحقيق، درصد عصاره . بهره گرفته شدو بيومس توليد شده، ند توليد ليپاز سازي فراي و بهينه آلبيدوسكريپتوكوكوس

گذاري به ترتيب موثرترين فاكتورها بر توليد و فعاليت ليپاز و ميزان بيومس توليد و زمان گرمخانهكنجاله كنجد افزوده شده به محيط كشت آزمايشگاهي 

و )  واحد آنزيمي96/98(هاي انجام شده شرايط بهينه توليد ليپاز و ميزان بيومس توليد شده جهت حصول بيشينه فعاليت ليپازآزمايش براساس .شده بودند

روز و درصد عصاره كنجاله كنجد افزوده شده به محيط 7گذاري ، زمان گرمخانهpH56/5؛ )ميلي ليتر محيط كشت100 گرم بر 14/1( وزن خشك سلولي 

  . درصد تعيين گرديد100شگاهي كشت آزماي

  

  مخمر كريپتوكوكوسسازي، رويه سطح پاسخ،  آنزيم ليپاز، بهينه:كليد واژگان
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  مقدمه - 1

ليپازها كربوكسي استرآزهايي هستند كه توانايي هيدروليز آسيل 

 دارند را  كربن  اتم   10گليسريدهاي با زنجيره ي آسيل بيشتر از 

اي  توانايي كاتاليز طيف گسترده،ه بر هيدروليزليپازها علاو .]1 [

هاي تبديلي از قبيل استريفيكاسيون، ترانس از واكنش

 هاي غير آبي را دارنداستريفيكاسيون، الكليز و اسيدوليز در محيط

 به علت كاربردهاي در دو دهه اخير توجه به ليپاز   .]2 [

، صنايع  از قبيل صنايع غذايي در صنايع مختلفآني گسترده

روسازي، صنايع نساجي، محيط زيست و بيوسنسور افزايش دا

 به طور كامل  امروزه ليپازهاي ميكروبي تقريباً.]3 [  استيافته

. اندپازها مانند ليپازهاي جانوري شده لي انواعجايگزين ديگر

پذيري و دامنه بي به دليل پايداري، قدرت انتخابليپازهاي ميكرو

- ها و قارچباكتري .]4 [ اندبي مورد اهميتسيع سوبستراي انتخاو

ها هرچند قارچ. وندربه شمار ميها منابع اصلي توليد كننده ليپاز 

و به خصوص مخمرها منابع بهتري براي توليد ليپاز هستند و 

 زيرا ليپازهاي .]5 [شونددهاي صنعتي ترجيح داده ميربراي كارب

ر از محيط تخمير تج از سلولي هستند و آسانقارچي اغلب خار

  .]6 [شوندجداسازي مي

-هاي وحشي توليد كننده ليپاز اغلب ليپاز كمي را توليد ميگونه

كي گونه توان با تغيير ژنتيمطالعات نشان داده است كه مي. كنند

سازي محيط تخمير توليد آنزيم ليپاز را مورد نظر و همچنين بهينه

يب محيط كشت تخمير ترك .]7 [به ميزان قابل توجهي افزايش داد

 به عنوان مثال.تاثير بسيار زيادي در ميزان توليد آنزيم ليپاز دارد

سازي شرايط كشت  بهينه با2007گرباوسيس و همكاران 

Candidautilis برابر افزايش 70 فعاليت ليپاز توليد شده را تا 

همچنين نوع تخمير نيز در بازدهي توليد آنزيم ليپاز  .]8 [دادند

هرچند تخمير بر مبناي بستر جامد با . ابل توجهي داردتاثير ق

آميز اعلام عنوان سوبسترا موفقيتاستفاده از ضايعات كشاورزي به

، رطوبت، اكسيژن pHشده است اما در مقياس صنعتي كنترل دما، 

هاي آيد بنابراين استفاده از سيستمنظر ميو سوبسترا مشكل به

يكنواخت : ددي مانندعلت مزاياي متعوري بهكشت غوطه

 در محيط و امكان وارد كردن مقادير زياد pHنگهداشتن دما و 

 به منظوراكسيژن به درون سيستم و ايجاد شرايط نسبتا هموژن 

  .]9 [شود به حداكثر رشد ميكروارگانيسم، توصيه مييابيدست

در مقياس تجاري از آن بيشترين مخمري كه براي توليد ليپاز 

ليپاز اين . باشد ميCandida rugosa مخمر شوداستفاده مي

يي بسيار خوبي در  و تواناباشد فعاليت بالايي ميمخمر داراي

چند تلاش  هر).10(كاتاليزوري فرايندهاي هيدروليز و سنتز دارد

هاي با فعاليت ليپازي بالا و همچنين براي كشف ميكروارگانيسم

به . ان ادامه داردهاي بالاتر همچنيابي به ليپازي با كاراييدست

 استفاده از ليپاز 2013عنوان مثال تاميو و همكاران در سال 

Cryptococous flavescens كه تحت تيمارهاي مختلف 

خالص سازي شده بود، براي توسعه عطر و طعم در پنير 

، پارمسان، چدار، و رومي  پنيرهاي ايتاليايي مثل موزرلامخصوصاً

  .]11 [آميز اعلام كردندموفقيت

به حداكثر توليد سازي شرايط كشت به منظور دستيابي براي بهينه

- درميان اين روش. ي ارائه شده استهاي متفاوتآنزيم ليپاز روش

- در مقايسه با ديگر روش) RSM(  پاسخها، روش رويه سطح

 ترجيح داده  در بسياري از فرايندهاي بيوتكتولوژي،ي مرسومها

ها ارتباط بين عوامل و پاسختواند ميزيرا اين روش . شودمي

اين . ندبرقرار نمايد و سطح مطلوب هر عامل را تعيين ك

ها يكي از عوامل در برابر زمان درحاليست كه در ديگر روش

- سطوح عوامل ثابت در نظر گرفته ميشود و  ديگر يير داده ميتغ

ابل ميان عوامل در نظر گرفته اثرات متقكه در اين صورت . شوند

تواند شرايط بهينه را براي و در واقع به طور كامل نميشود نمي

  .]12 [آزمايش تعيين كند

 مخمرهاي ليپوليتيك موجود در كنجاله پيشينهاي در پژوهش

كنجد استان يزد جداسازي شدند و براي تعيين گونه برتر در 

هاي كيفي و كمي لازم انجام شاخصه توليد آنزيم ليپاز، تست

هاي ليپوليتيك موجود مخمر درميان مخمر. پذيرفت

 شناسايي شده بيشترين توليد آنزيم ليپاز را از نظر كريپتوكوكوس

 كه ياروويا ليپوليتيكااين گونه حتي از گونه مخمر ( كمي نشان داد

از كنجاله كنجد جداسازي شده بود هم فعاليت ليپازي بيشتري را 

ا در ما را برآن داشت تا تحقيقات خود ر و .]13 [ )نشان داد

يد آنزيم ليپاز توسط اين گونه با سازي شرايط تولي بهينهزمينه

هدف از انجام پژوهش، دستيابي به  بنابراين. جديت ادامه دهيم

 جدا كريپتوكوكوسشرايط بهينه توليد آنزيم ليپاز توسط گونه 

طح پاسخ براي تعيين شده از كنجاله كنجد با استفاده از روش س

  .هاي مورد بررسي بودي فاكتورمقادير بهينه
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  هامواد و روش - 2

  مواد 
 Maltمواد مورد استفاده در اين پژوهش شامل محيط كشت 

Extract Agar از شركت مرك آلمان، محيط كشتCzapek 

Dox Broth عصاره مخمر و پپتون از شركت كيولب از شركت ،

مرك آلمان، صمغ عربي، پارانيتروفنيل پالميتات، ايزوپروپانول و 

 و =pH 8 با HCl از شركت سيگما، بافر تريس X100ون تريت

  .سديم كلرايد از شركت مرك آلمان بود

  هاروش

  ريزسازواره مورد استفاده

 كه در تحقيقات پيشين از كنجاله كريپتوكوكوسĤلبيدوساز مخمر 

 از محيط كشت ).13(كنجد جداسازي شده بود، استفاده گرديد

Malt Extract Agar ) گرم عصاره مالت 20 شامل تركيبات 

براي كشت اين مخمر )  ليتر آب مقطر1 گرم آگار در 20به همراه 

 روزه استفاده گرديد و در دماي 2-3 به مدت C 29°در دماي 

  .)14(  نگهداري شدC 4°نگهداري 

  سازي محيط تلقيحآماده
 g/L عصاره مخمر، YM ) g/L 3گونه مخمر در محيط كشت 

 ) =2/6pH  روغن كنجد،g/L 1ن و  پپتوg/L 5 عصاره مالت، 5

        از اين محيط . كشت داده شدC 25° ساعت در دماي40براي 

  .]12 [ي تلقيح استفاده شدبرا) سلول بر ميلي ليتر 107( 

  سازي محيط كشت تخميرآماده

) ليتر سلول بر ميلي107( ليتر از سوسپانسيون ميكروبييك ميلي

ليتر  ميلي50ليتري محتوي يل م150هيه شده را به ارلن ماير ت

ها در انكوباتور شيكردار با كشت.  تلقيح شدمحيط كشت مايع

گذاري  گرمخانهC 30° و دمايrpm150سرعت به هم زدن 

.  محيا شد،شرايط كشت بر طبق ماتريكس طراحي شده. شدند

فاكتورهاي .  بودCzapek Dox brothمحيط كشت پايه، محيط 

صد عصاره رگذاري و دان گرمخانه، زمpHسازي شامل بهينه

 1در جدول .  به محيط كشت پايه بود افزوده شدهكنجاله كنجد

 آورده شده ،فاكتورهاي مورد بررسي و سطوح به كارگرفته شده

 .است

  

  تهيه عصاره كنجاله كنجد

 با آب دوبار 15 به 1بدين منظور پودر كنجاله كنجد به نسبت 

با . ليتري ريخته شد ميلي250مايرهاي مخلوط و در ارلنتقطير 

 UP200H , Dr.Hielscher( استفاده از حمام آبي اولتراسوند

 كيلوهرتز 20 و 100 دقيقه با توان 20در دماي اتاق به مدت ) 

بعد از اتمام اين مرحله . تحت امواج فراصوت قرار گرفتند

 به rpm5000ها از فيلتر كاغذي عبور داده شدند و با دورعصاره

نشين شوند و قيقه سانتريفيوژ شدند تا ذرات باقيمانده ته د5مدت 

مايه . سپس دوباره سوپرناتانت از فيلتر كاغذي گذرانده شد

  .]15و16 [عبوري به عنوان عصاره در نظر گرفته شد

  تهيه سوپرناتانت محيط كشت

 rpmها در دوركشتكشت، محيطبراي تهيه سوپرناتانت محيط

 عبور داده 1من شماره تر كاغذي وات سانتريفوژ و از فيل10000

         كشت استفاده شدعنوان سوپرناتانت محيطمايع عبوري به. شدند

] 17[.  

  سنجيگيري كمي فعاليت ليپاز به روش رنگاندازه

عنوان به) pNPP( در اين روش از پارانيتروفنيل پالميتات 

كار رفت  بهگيري فعاليت آنزيميسوبستراي آنزيم ليپاز براي اندازه

) pNP(كه محصول نهايي اين آنزيم، اسيدچرب و پارانيتروفنل

 410نمايد كه در طول پارانيتروفنل رنگ زردي ايجاد مي. است

  .گيري استنانومتر با استفاده از دستگاه اسپكتوفتومتر قابل اندازه

شامل محلولي با  (Aمحلول سوبسترا با اضافه كردن محلول

 ميلي ليتر 10را نيتروفنيل پالميتات در  از پاmM 5/16غلظت  

 8 با HCl بافر تريس mM 50شامل (Bبه محلول ) ايزوپروپانول

=pH ) 4/0% تريتونX=100 به 1نسبت به) صمغ عربي% 1/0 و 

كشت و محلول آنزيم نيز بعد سانتريفيوژ محيط.  آماده گرديد9

ن ها با استفاده از فيلتر كاغذي واتمجداكردن ذرات و سلول

  . تهيه گرديد1شماره 

 ميكروليتر از محلول 900ميكروليتر از محلول آنزيم به 100سپس 

گذاري در  دقيقه گرمخانه15سوبسترا اضافه گرديد و پس از 

 نانومتر با 410 ،جذب پارانيتروفنول در طول موج C 37°دماي 

 Lightwave مدلUV/Vis( استفاده از دستگاه اسپكتوفتومتر

S2000 ( شد و واحد آنزيم به صورت يك واحد فعاليت خوانده

آنزيم برابر است با مقداري از آنزيم كه يك ميكرومولپارا 
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نيتروفنول را از سوبسترا در هر دقيقه آزاد كرده است، گزارش 

 80، 60، 40، 20، 0نمودار استاندارد با استفاده از محلول . گرديد

ول و جذب نوري   ميكرومولار پارانيتروفنل در ايزوپروپان100و 

  .]17 [ نانومتر تهيه شد410آن در 

  گيري بيومساندازه

بعداز فيلتراسيون محيط كشت براث بر روي فيلتري كه قبلا به 

فيلتر كاغذي استفاده شده براي تهيه ( وزن ثابت رسيده بود

، ابتدا فيلتر، )گيري فعاليت ليپازسوپرناتانت محيط كشت در اندازه

 در آون C  110 -105°و سپس در دمايبا آب مقطر شسته شد 

وزن بيومس برحسب . تازمانيكه به وزن ثابت برسد، خشك شد

ليتر محيط كشت محاسبه  ميلي100بر ) گرم( وزن خشك سلول

  .]18 [شد

  طرح آماري

RSMسازياي آماري است كه در بهينهاي از تكنيك  مجموعه  

ادي از رود كه پاسخ مورد نظر توسط تعد فرايندها بكار مي

كمك اين طرح آماري، تعداد با . گيردمتغيرها تحت تاثير قرار مي

رايب مدل رگرسيون درجه دوم ضها كاهش يافته و كليه آزمايش

روش سطح از اين رو . ابل برآورد هستندو اثر متقابل فاكتورها، ق

براي بررسي آثار اصلي و پاسخ در قالب طرح مركب مركزي 

در اين تحقيق اثر متغيرهاي مستقل . شدمتقابل فاكتورها انتخاب 

 درصد عصاره X3گذاري و  زمان گرمخانهX1pH ، X2شامل 

    نقطه مركزي طرحو شش تكرار در در سه سطح كنجاله كنجد 

     مورد ارزيابي قرار گرفت) براي محاسبه تكرار پذيري فرايند(

 طرح آماري گزينش شده و رابطه ،در مرحله دوم). 1جدول (

بيني، برازش شده و مورد ارزيابي مورد استفاده براي پيشمدل 

مرحله سوم شامل ارائه گرافيكي رابطه مدل و تعيين .قرار گرفت

                              شرايط عملياتي بهينه بود كه به وسيله نمودار رويه

                                  مات اعمال شده براي فرايند تنطي. پاسخ انجام پذيرفت

.]19 [آورده شده است 6سازي در جدول بهينه

  نمايش متغيرهاي مستقل فرايند و مقادير آن ها 1جدول 

  سطح بالا  سطح پايين  واحد  نام  فاكتور

1  pH  -  5/5  5/7  

  7  3  روز  زمان گرمخانه گذاري  2

  100  0  (%)درصد   عصاره كنجاله كنجد  3

  

جهت تجزيه و تحليل Design Expert 7.0.3از نرم افزار 

ده ها و رسم نمودارهاي مربوط به روش سطح پاسخ استفاداده

شامل فعاليت ليپاز بر حسب ) هاپاسخ( متغيرهاي وابسته. گرديد

-ميلي100واحد آنزيمي و وزن خشك بيومس بر حسب گرم بر 

ه و  بود40ها برابر تعداد كل آزمايش. ليتر محيط كشت بود

  .نجام شدآزمايش در دو تكرار ا

   نتايج و بحث- 3
 در كريپتوكوكوس آلبيدوسدر اين پژوهش عملكرد مخمر 

وزن خشك . تيمارهاي مختلف براي توليد آنزيم ليپاز بررسي شد

ليتر محيط كشت و فعاليت  ميلي100بيومس بر حسب گرم در 

با ) U/ml(ليتر آنزيمي ليپاز بر حسب واحد آنزيمي در ميلي

نتايج . گيري گرديدوفنيل پالميتات اندازهسنجي پارانيترروش رنگ

 منحني استاندارد 1در شكل . شود مشاهده مي2حاصله در جدول 

  . نانومتر نشان داده شده است410جذب پارانيتروفنل در 

  
  نانومتر410منحني استاندارد جذب پارانيتروفنل در طول موج  1شكل
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  يط تخميرشراسازي تيمارهاي مربوط به بهينه 2جدول 

  pH  تيمار
  زمان

  )روز(

عصاره 

كنجاله 

  (%)كنجد

فعاليت 

  ليپاز

U/ml)(  

وزن خشك 

بيومس 

)gr/100ml(  

  pH  تيمار
  زمان

  )روز(

عصاره 

كنجاله 

  (%)كنجد

فعاليت 

  ليپاز

U/ml)(  

وزن خشك 

بيومس 

)gr/100ml(  

1  50/5  5  50  73/59  86/0  11  50/7  7  0  8/14  682/0  

2  50/5  7  0  3/29  86/0  12  50/6  5  50  6/60  744/0  

3  50/5  3  100  96/44  692/0  13  50/6  3  50  83/28  593/0  

4  50/6  7  50  23/54  865/0  14  50/7  3  100  88/18  698/0  

5  50/7  3  0  93/9  502/0  15  50/6  5  50  7/62  676/0  

6  50/6  5  50  96/54  816/0  16  50/6  5  50  96/59  744/0  

7  50/7  7  100  03/50  153/1  17  50/5  3  0  3/21  596/0  

8  50/7  5  50  26/20  759/0  18  50/6  5  50  43/58  772/0  

9  50/5  7  100  96/98  142/1  19  50/6  5  100  88  89/0  

10  50/6  5  50  76/59  837/0  20  50/6  5  0  86/47  637/0  

                        

  :نتخاب بهترين مدلا
ها جهت تعيين بهترين مدل پيشنهادي از ميان پس از تجزيه داده

 و Mean، Cubic، Quadratic ،2FI پنج مدل موجود 

linear تجزيه ) 3جدول ( با توجه به جدول آناليز واريانس

واريانسي، مدلي كه مقدار مجموع مربعات آن داراي اختلاف 

عنوان دار نشود به آن معنيlack of fitدار بوده و مقدار معني

با توجه به اين موضوع و پس از . شودبهترين مدل انتخاب مي

هاي رگرسيوني بررسي نتايج به دست آمده و مقايسه ميان مدل

- براي تمامي آزمونQuadraticنتايج حاكي از آن بود كه مدل 

دار با گيري شده در اين مطالعه،داراي اختلاف معنيهاي اندازه

 براي Lack of fitو اين مدل تنها مدلي بود كه . ها بودساير مدل

 براي بررسي Quadraticدر نتيجه مدل . دار نشده بودآن معني

گيري شده در اين مطالعه انتخاب روند تغييرات پارامترهاي اندازه

 درصد، جهت 5پس از انتخاب بهترين مدل در سطح آماري . شد

 در مطالعه با توجه به جدول تجزيه گذاربررسي پارامترهاي اثر

دار نباشد، از مدل  براي آن معنيFواريانس، پارامتري كه آزمون 

دار در شود و ساير پارامترها كه داراي اختلاف معنيحذف مي

لازم به ذكر است در .  درصد بودند، در مدل نگهداري شد5سطح 

داري صورتيكه كه پارامتر خطي يك متغير در يك مدل اثر معني

نداشته باشد ولي اثر متقابل آن ، با يكي از متغيرهاي ديگر ، كه آن 

داري باشد داري در مدل بوده، داراي اثر معنيمتغير داراي اثر معني

سپس معادله كلي، با . شودآن پارامتر در مدل نگه داشته مي

. گردداستفاده از ضرايب داده شده براي هر پارامتري حاصل مي

 ميان پارامترهاي مختلف، پارامتري كه بيشترين در نهايت در

گذارترين پارامتر و عنوان اثرمجموع مربعات را داشته باشد، به

عنوان كم پارامتري كه كمترين مجموع مربعات را داشته باشد، به

  . شوداثرگذارترين پارامتر انتخاب مي

 5درسطح ( دار نتايج آناليز آماري فعاليت ليپاز، بيانگر تاثير معني

.  هر سه تيمار مراحل تخمير بر توليد و فعاليت ليپاز است) درصد

                     R2  بررسي تغييرات فعاليت ليپاز نشان داد معادله حاصل، 

براي )  درصد5در سطح (داري خيلي بالا و معني) 9824/0(

        با توجه به جدول آناليز واريانس. پيشگويي آن برخوردار است

             گذاريشود شرايط تخمير و گرمخانه ملاحظه مي)3جدول(

)pHبه صورت معادله درجه دوم بر مقدار ) ، زمان و محيط كشت

و با توجه به ضرايب معادله مشخص . آنزيم توليد شده موثر است

درصد عصاره كنجاله كنجد افزوده شده به محيط كشت شد كه 

  .توليد و فعاليت ليپاز دارد بيشترين اثر را در آزمايشگاهي

 فعاليت ليپاز و وزن خشك بيومس نتايج حاصل از آناليز واريانس 

  .آورده شده است4و3هايبه ترتيب در جدول
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  سازي آناليز واريانس نتايج حاصل از فعاليت ليپاز توليد شده تحت شرايط مختلف بهينه 3 جدول

  مجموع مربعات  منبع
درجه 
  آزادي

 Pاحتمال  Fاحتمال  ميانگين مربعات

  >0001/0  14/62  33/1177 9  95/10595  مدل
      95/18  10  47/189 باقيمانده

  0581/0  67/4  21/31  5  05/156 عدم برازش مدل
      69/6  5  43/33 خطاي خالص

        19  43/10785 تصحيح شده كل
9824/0 =R2 ، 8175/0 =R2

pred ، 9666/0 R2
adj= ، 682/28 adequate precision=  

  

  سازيبهينه

-محيط كشت و زمان گرمخانهاوليه  pHتاثير دو متغير 

  گذاري بر توليد و فعاليت ليپاز

 درصدنشان داد كه اثر متقابل اين دو 5نتايج آناليز آماري در سطح 

 مخمر اري بر توليد و فعاليت ليپازدمتغير تاثير معني

  . ندارندكريپتوكوكوس آلبيدوس

و درصدهاي مختلف حيط كشت ماوليه pHتاثير دو متغير 

عصاره كنجاله كنجد افزوده شده به محيط كشت 

  آزمايشگاهي بر توليد و فعاليت ليپاز

داري حاكي از معني)  درصد5در سطح ( هاي آماري نتايج آناليز

 و درصدهاي مختلف عصاره كنجاله pHتاثير متقابل دو متغير 

با مشاهده . كنجد افزوده شده به محيط كشت آزمايشگاهي بود

شود كه در ميزان درصدهاي پايين  ملاحظه مي)الف. 2(شكل 

عصاره كنجاله كنجد افزوده شده به محيط كشت آزمايشگاهي با 

 فعاليت ليپاز افزايش و به دنبال آن كاهش 7 تا 5/5 از pHافزايش 

اي كه در درصدهاي پايين عصاره كنجاله كنجد يابد به گونهمي

شت آزمايشگاهي بيشترين فعاليت ليپاز در كافزوده شده به محيط

pH 0/7- 5/6هرچند كه در درصدهاي بالاتر .  به دست آمد

عصاره كنجاله كنجد افزوده شده به محيط كشت آزمايشگاهي 

 كاهش يافته و بيشترين فعاليت ليپاز در ،طول اين روند افزايشي

pH بيشترين فعاليت ليپاز با .  به دست آمد40/5 – 20/6 بين

رصدهاي بالاي عصاره كنجاله كنجد افزوده شده به محيط كشت د

  . به دست آمد محيط كشتهاي پايينpHآزمايشگاهي و 
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و تغييرات زمان ) الف(كشت آزمايشگاهي  و درصدهاي مختلف عصاره كنجاله كنجد افزوده شده به محيطpHنمودار سطح پاسخ تغييرات  2شكل

  بر توليد و فعاليت ليپاز ) ب(كشت آزمايشگاهي  كنجد افزوده شده به محيطودرصدهاي مختلف عصاره كنجاله

 ب الف
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گذاري و درصدهاي مختلف تاثير دو متغير زمان گرمخانه

عصاره كنجاله كنجد به محيط كشت آزمايشگاهي بر 

   توليد و فعاليت ليپاز

 درصـد نـشان داد كـه دو عامـل       5نتايج آنـاليز آمـاري در سـطح         

-ره كنجاله كنجد افزوده شـده بـه محـيط   درصدهاي مختلف عصا  

داري بـر توليـد و فعاليـت    كشت آزمايشگاهي و زمان تاثير معنـي   

- ب مشاهده مي2ي شكل با ملاحظه. آنزيم ليپاز توليد شده دارند

هاي كم عصاره كنجاله كنجد افـزوده شـده بـه           شود كه در غلظت   

 روز فعاليـت  6كشت آزمايشگاهي با افزايش زمان تا حدود     محيط

بـا افـزايش غلظـت      . يابـد ليپاز افزايش، و به دنبال آن كاهش مـي        

عصاره كنجاله كنجد افزوده شده به محـيط كـشت آزمايـشگاهي،           

 روز ادامه 5/6اين تاثير افزايشي زمان بر فعاليت ليپاز، افزايش و تا 

  .چيزي را به دنبال دارديابد و به دنبال آن كاهش نامي

 روز 5 ، زمـان  pH 85/5نتايج نشان داد بيشترين فعاليت ليپاز در        

 ساعت و ميزان عصاره كنجاله كنجد افزوده شده بـه محـيط           18و  

 U/ml درصــد، بــا فعاليــت ليپــازي67/99كــشت آزمايــشگاهي 

مدل پيشنهادي حاصل از آنـاليز آزمـايش        . به دست آمد   2923/99

  .سط نرم افزار در زير آورده شده استهاي انجام شده تو

Activity=-
795.35196+227.13443X1+52.00756X2+0.28281
X3-1.62394X1X2-0.12284X1X3+ 0.090346X2X3- 
17.45441X1

2- 3.97985X2
24.1922X3

2  
بيني شده تطابق نزديك مقايسه مقادير مشاهده شده با مقادر پيش

  ).3شكل ( اين اعداد را نشان مي دهد

  
بيني ي مقادير مشاهده شده فعاليت ليپاز با مقادير پيشمقايسه 3كلش

  شده فعاليت ليپاز

 آمده اين امر نشان دهنده همبستگي بسيار خوب نتايج به دست

 .بيني شده با روش آماري استبا روش تجربي و مقادير پيش

  )بيومس(رشد سلولي 

 5رسطح د( دار نتايج آناليز آماري بيومس بيانگر تاثير معني

بررسي .  و زمان تخمير بر رشد بيومس استpHدو تيمار ) درصد

خيلي بالا ) R2 ) 9608/0تغييرات بيومس نشان داد معادله حاصل 

براي پيشگويي آن برخوردار )  درصد5در سطح ( داري و معني

-ملاحظه مي) 4جدول ( با توجه به جدول آناليز واريانس . است

) ، زمان و محيط كشتpH( گذاريشود شرايط تخمير و گرمخانه

و . به صورت معادله درجه دوم بر بيومس توليد شده موثر است

  بيشترين اثر را زمانبا توجه به ضرايب معادله مشخص شد كه 

  .در رشد بيومس دارد

  هاي مختلف انجام شدهآناليز واريانس نتايج حاصل از رشد بيومس تحت آزمايش 4جدول

 Pاحتمال  Fاحتمال  ميانگين مربعات  ه آزاديدرج  مجموع مربعات  منبع

  >0001/0  20/27  055/0 9  49/0  مدل

        10   باقيمانده

  9462/0  21/0  842/6  5  421/3 عدم برازش مدل

      327/3  5  017/0 خطاي خالص

        19  51/0 تصحيح شده كل

9608/0 =R2 ، 8769/0 =R2
pred ، 9254/0 R2

adj= ، 683/20 adequate precision=  
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   و زمان بر توليد بيومسpHتاثير دو متغير 

 و زمـان بـر رشـد        pHنتايج آناليز آماري تاثير متقابـل دو متغيـر          

نشان داد كه اين تاثير متقابل اين دو        )  درصد 5در سطح   ( بيومس  

داري بر توليد و فعاليت ليپاز توليد شـده توسـط           متغير تاثير معني  

  . ندارندكريپتوكوكوس آلبيدوسمخمر 

 و درصدهاي مختلف عصاره كنجالـه       pHثير دو متغير    تا

كنجد افزوده شده به محيط كشت آزمايشگاهي بر توليـد          

  بيومس

 درصـد نـشان داد كـه دو عامـل       5نتايج آنـاليز آمـاري در سـطح         

درصدهاي مختلف عصاره كنجاله كنجد افـزوده شـده بـه محـيط        

  .رندداري بر رشد بيومس داكشت آزمايشگاهي و زمان تاثير معني

اي كه با افزايش درصدهاي مختلف عصاره كنجاله كنجد         به گونه  

افزوده شده به محيط كشت آزمايشگاهي رشد بيومس به صـورت     

در درصدهاي پايين عصاره كنجاله كنجد      . يافتخطي افزايش مي  

هاي pHافزوده شده به محيط كشت آزمايشگاهي رشد بيومس در 

. يافتكاهش مي) =5/6pH(ترهاي بالاpH، بالا و در )5/5(پايين 

در درصدهاي بالاي عصاره كنجاله كنجد افزوده شـده بـه محـيط           

 ،pHكشت آزمايشگاهي روند  رشـد بيـومس ابتـدا بـا افـزايش               

 به طور محسوسي افـزايش   pHكاهش ولي به دنبال آن با افزايش        

يافت به طوري كه حتي  اين روند افـزايش بيـومس از مقـدار               مي

 .) الف4شكل (پايين نيز بيشتر بودهاي pHبيومس در 

تاثير دو متغير زمان و درصدهاي مختلف عصاره 

كنجاله كنجد به محيط كشت آزمايشگاهي بر 

  توليد بيومس 
 درصد نشان داد كه دو عامل 5نتايج آناليز آماري در سطح 

درصدهاي مختلف عصاره كنجاله كنجد افزوده شده به محيط 

. داري بر رشد بيومس دارند معنيكشت آزمايشگاهي و زمان تاثير

اي كه با افزايش درصد عصاره كنجاله كنجد افزوده شده به گونه

 تدريجي  صورت   به  به محيط كشت آزمايشگاهي ميزان بيومس

 

و با افزايش زمان ميزان بيومس به صورت تقريباً . يابدافزايش مي

  ). ب4شكل ( يابدخطي افزايش مي

  3.00

  4.00

  5.00

  6.00

  7.00

0.00  

25.00  

50.00  

75.00  

100.00  

0.5  

0.6475  

0.795  

0.9425  

1.09  
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  B: tim    C: C  
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  A: ph    C: C  

 
 و درصدهاي مختلف عصاره pHاسخ تغييرات  نمودار سطح پ4شكل

و تغييرات زمان و درصدهاي مختلف عصاره ) الف(كنجاله كنجد 

  بر رشد سلولي) ب(كنجاله كنجد 

 
  

 ، زمان pH 5/5بيشترين رشد بيومس هنگامي بدست آمد كه 

روز و عصاره كنجاله كنجد افزوده شده به عنوان مكمل به 7

مدل پيشنهادي حاصل از . دباش % 100محيط كشت آزمايشگاهي 

آناليز آزمايش هاي انجام شده توسط نرم افزار در زير آورده شده 

 .است
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Biomass=2.66805-0.71417X1+0.15729X2+-
5.19423X3-
4.93750X1X2+7.22500X1X3+5.76250X2X3+0.05
1318X1

2-7.29545X2
2+2.12727X3

2 
وكوكوس كريپتدر اين مطالعه رشد و توليد ليپاز  توسط مخمر

 نشان داد كريپتوكوكوس آلبيدوس مخمر . سازي شدبهينهآلبيدوس

كه توانايي بالايي در توليد ليپاز در محيط كشت غني شده با 

علت داشتن درصدي از تواند بهكه مي. عصاره كنجاله كنجد دارد

 .  باشد55/2  %روغن كنجد در عصاره كنجاله كنجد به نسبت

علت وجود پروتئين بالا در  عصاره بهمقدار پروتئين بالا در اين

-سلولي بهكنجاله، تاثير امواج فراصوتو رها شده شدن مواد درون

 همچنين حضور آمينواسيدهاي .]20[ باشدداخل عصاره مي

و )  درصد پروتئين خام3/5(مختلف از جمله گلايسين

ها در توليد كه حضور آن)  درصد پروتئين خام9/2(هيستيدين

تواند مزيد بر باشد، در كنجاله كنجد ميضروري ميآنزيم ليپاز 

  .]21[) 5جدول (علت باشد

 

 آناليزهاي شيميايي كنجاله كنجد و عصاره كنجاله كنجد 5جدول

  خاكستر  ماده خشك  فيبر خام  روغن خام  پروتئين خام  نوع نمونه

  983/2  64/18  89/1  55/2  5/6  عصاره كنجاله كنجد

 

 پژوهش با نتايج به دست آمده توسط نتايج به دست آمده در اين

يانگ و همكاران . مطابقت داشت) 2012(يانگ و همكاران

سلولزهاي استخراجي از تيمار گزارش كردند كه استفاده از همي

اولتراسوند بر روي سوبستراي سبوس برنج، نسبت به ديگر 

تيمارها، در محيط كشت، توليد آنزيم گزيلاناز توسط قارچ 

Aspergillus japonicas5در سطح ( داريرا به طور معني 

  .]16[ افزايش داده است) درصد

 توليد ليپاز توسط 2011تيواري و همكاران در سال 

Cryptococcus albidusفعاليت ليپاز با .دسازي كردنرا بهينه 

 400استفاده از سوبستراي پارا نيتروفنيل استات در طول موج 

ها گزارش كردند كه فعاليت ليپاز با آن. شدگيري نانومتر اندازه

و بيشترين توليد ليپاز در روز . ي مستقيم داردرشد بيومس رابطه

در اين مطالعه . بودU/ml 2/47گذاري با فعاليتپنجم گرمخانه

عنوان منبع خوبي از سوبسترا براي توليد انبوه له روغني بهكنجا

 ،اين ارگانيسم در اين محيط.  كمترين هزينه معرفي شدباليپاز 

 .]6 [ را نشان دادU/ml 7/68فعاليت ليپازي

 

 

 

 در تحقيقات خود نشان دادند كه در ) 1997(لاكشمي و همكاران 

روغن بادام زميني، روغن كنجد، روغن ( هاي گياهيميان روغن

، روغن )كرپك، روغن پالم، روغن نارگيل و روغن آفتابگردان

                           عنوان بهترين محرك توليد ليپاز توسطكنجد به

) Candida rugosa (DSM 203122[باشد مي[. 

 و دما را براي توليد pH دو متغير  )2000(كاميني و همكاران 

 و pHها آن. سازي نمودند بهينهS2Cryptococosليپاز توسط 

.  درجه گزارش كردندC°25   و6/5ه ترتيب دماي بهينه را ب

 6/11 و رشد بيومس U/ml  7/65فعاليت ليپاز در اين حالت

.  ساعت مشخص شد120ليتر در گرم وزن خشك در ميليميلي

 نيز  آنزيم ليپاز به 7 تا pH 4ها گزارش كردند هرچند كه در آن

 توليد ليپاز به شدت كاهش pH 3ولي در . شدخوبي  توليد مي

 درجه نيز ليپاز به خوبي C° 37 تا20همچنين در دماي .  يابدمي

 درصد كاهش C°30  ، 20شد ولي توليد ليپاز در دماي توليد مي

  .]13 [يافتمي
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 )بيومس( يابي توليد و فعاليت ليپاز و رشد سلوليپارامترهاي بهينه 6 جدول

  اهميت  وزن  حد بالا  حد پايين  هدف  نام

pH  3  1  5/7  5/5 در محدوده  

  3  1  7  3  در محدوده  زمان

  3  1  %100   %0  در محدوده  درصد عصاره كنجاله كنجد

  5  1  96/98  93/9  بيشينه  فعاليت ليپاز

  4  1  153/1  502/0  بيشينه  بيومس

  

يابي شرايط تخمير بر اساس فعاليت ليپاز توليد شده به منظور بهينه

ها و ويژگيو ميزان بيومس، حد بالا، پايين و مطلوب هر يك از 

، pHنتايج نشان داد  ). 6جدول ( ها تعيين شدوزن و اهميت آن

 روز و درصد عصاره كنجاله كنجد افزوده شده 7 و زمان، 56/5

        . شود درصد، بهترين نتيجه حاصل مي100به محيط كشت،

   بيومس ميزان و U/ml 96/98 ليپاز   فعاليت  صورت  اين در

gram/100ml14/1 دباشمي. 

  

  گيرينتيجه - 4
مفيد متولوژي رويه پاسخ در نتايج حاصل از تحقيق بيانگر كارايي 

از . بودكريپتوكوكوس آلبيدوسسازي توليد آنزيم ليپاز مخمر بهينه

سازي فعاليت ليپاز مخمر ميان شرايطي كه براي بهينه

اعمال شد، مشخص شد كه توليد و كريپتوكوكوس آلبيدوس

ن زيادي تحت تاثير فاكتور درصد عصاره فعاليت ليپاز به ميزا

. كنجاله كنجد افزوده شده به محيط كشت آزمايشگاهي قرار دارد

تاثير را بر توليد گذاري بيشترين ر مرحله بعدي زمان گرمخانهد

 نسبت به دو فاكتور ديگر به ميزان كمتري pHو اثر . ليپاز دارد

يد آنزيم ليپاز مخمر سازي تولكه بهينهباشد كه لازم به ذكر مي. بود

يك كار آغازين بود كه انجام تحقيقات كريپتوكوكوس آلبيدوس

 هر حال از نتايج به. رسددر اين زمينه ضروري به نظر ميبيشتر 

ا تحقيقات توان اين گونه برداشت نمود، كه ببه دست آمده مي

توان شرايط لازم براي توليد آنزيم ليپاز در بيشتر در اين زمينه مي

ر با توجه به هزينه بالاي واردات و وجود سوبستراهاي ارزان كشو

 كاربرد در كشور و) ضايعات كشاورزي و صنعتي( قيمت فراوان

  . فراهم نمود،هاي گوناگونوسيع آين آنزيم در زمينه

 

 

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

ر راستاي انجام طرح پژوهشي مادي و معنوي صورت گرفته د

  .آيد تشكر و قدرداني به عمل مي29591نامه با كد پايان
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The lipase is used broadly in different industries such as food, drug, petroleum and detergent industry due 
to the catalyst ability of wide range of conversion reactions such as hydrolyzed, esterification and 
transesterification . Yeasts are one of the main generators of lipases. In this paper, we use RSM and CCD 
in order to examine the effect of PH (5.5-7.5), time incubator (3-7days) and sesame meal extracts added 
to experimental medium (0-100%) on lipase generation and activity, generated biomass of Cryptococcus 
albidusand optimization of lipase generation process and generated biomass. The results showed that the 
percentages of sesame meal extracts added to experimental medium and time incubator are the most 
effective factors on lipase generation and activity and amount of generated biomass, respectively. Based 
on conducted experiments, optimized conditions of lipase generation and amount of generated biomass 
are determined PH 5.56 time incubator 7 days and percentages of sesame meal extracts added to 
experimental medium 100 percent in order to achieve maximum lipase activity (98.96 unit enzyme) and 
cell dry weight (1.14 gram per 100 mili liter medium).  
   
Keywords: Lipase enzyme, Optimization, RSM, Cryptococcus yeast 
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