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  چکیده 

، انـدازه  pH، غلظـت  تفالـه خرمـا،    ، غلظت آمونیوم سولفات، پتاسـیم دي هیـدروژن فـسفات      این تحقیق اثر هفت فاکتور    در  

 در دو مرحلـه مـورد بررسـی قـرار     آسـپرژیلوس نـایجر  ر تولید پکتین لیاز توسط ، سرعت بهمزدن و زمان تخمیر  ب       تلقیح

 پایه نتایج ایـن مرحلـه   بر.  ها با کاربرد طرح فاکتوریل ناقص مورد مطالعه قرار گرفت    فاکتوراول اثر این    در مرحله   . گرفت

مرحلـه دوم بـا   .  رفتـه شـدند  ، غلظت آمونیوم سولفات و زمان تخمیـر بـراي مطالعـات بیـشتر در نظـر گ     pH سه فاکتور، 

بعد از . انجام شد، غلظت آمونیوم سولفات و زمان تخمیرpHاستفاده از طرح کامپوزیت مرکزي  براي یافتن شرایط بهینه 

غلظـت  : به ترتیب زیر تعیـین گردیـد  ، بهترین شرایط براي تولید حد اکثر آنزیم پکتین لیاز طرح کامپوزیت مرکزي  تجزیه 

U.ml -1در این شرایط بهینـه شـده  فعالیت آنزیم . pH 82/4و ساعت93/73، زمان تخمیر  % 35/0 آمونیوم سولفات
 38/1 

  .بود

  

  ، تفاله خرماشرایط بهینه، آسپرژیلوس نایجر، پکتین لیاز : هاي کلیديهواژ
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Abstract
In this study a two-step approach was applied in order to investigate the effect of seven factors 
including: concentration of ammonium sulphate, potassium dihydrogen phosphate, date pulp, pH, 
inoculums size, agitation speed and fermentation time on the pectinlyase production by 
Aspergillus niger. At first step, the effects of these variables were studied using fractional factorial 
design. According to obtained results three factors, pH, ammonium sulphate concentration and 
fermentation time were considered for further study.  Second step was carried out by using central 
composite design (CCD) in order to find optimum conditions of pH, ammonium sulphate 
concentration and fermentation time. After analysis of CCD, optimum condition for maximization 
of pectinlyase activity determined as follow: ammonium sulphate concentration 0.35%, 
fermentation time, 73.93 hours and pH, 4.82. Enzyme activity at this optimum condition was 1.38
U. ml -1.  
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   مقدمه

 پلی ساکارید هایی هستند که در لایه میـانی          ،مواد پکتیکی 

شـرما و   ( گیاهـان یافـت میـشود       سلولهاي و دیواره اولیه  

ــاتیانارایانان  ــاي  .)2006س ــین  آنزیمه ــده پکت ــه کنن تجزی

گروهی از آنزیم ها هستند که مواد پکتیکی را تجزیـه مـی        

قـرار  ین  د، آنها  را می توان ب ـ      بر اساس نوع عملکرد   . کنند

) لیـاز هـا   (  الیمیناتیو  دپلی مراز  استراز،: تقسیم بندي نمود  

 ).1996کاوالیتو و همکاران    (و دپلی مراز هیدرولیز کننده      

ننده پکتین بطور معمول در فـرآوري       تجزیه ک (يآنزیم ها   

میــوه و کنــسانتره  تولیــد آبمیــوه هــا و ســبزیجات بــراي

بطور ه  است ک آنزیمی   (PL)پکتین لیاز . دناستفاده می شو  

در این خصوص مورد استفاده قـرار میگیـرد بـراي           ویژه  

 زنجیر و زیاد متیلـه      بلندپکتین هاي   اینکه تمایل زیادي به     

آنزیم هـاي تجـاري بـا فعالیـت پکتـین           بعلاوه  . شده دارد 

 بــر بـالایی لیـازي بـالاتر در صـنعت آبمیـوه از تقاضـاي      

 ماننـد    دیگـر      صـنایع   در ایـن آنـزیم هـا       . خوردار است 

  مــورد     نیــز   روغــن قهــوه، اســتخراج و چــاي  تخمیــر 

-،پاسیلی2006پاتیل و همکاران  (می گیرند   قرار      استفاده  

).2000،کاستیلهوو همکاران 2003والی و همکاران 

 تولیـد   مخمر هـا و قارچهـا       این آنزیم ها توسط باکتریها،    

 توسـط قارچهـا    می شوند اما در حد صنعتی بطور وسیع       

مالــدونادو (تولیــد مــی شــود لوس نــایجرآســپرژیبــویژه 

ــاران ــاران  1986همک ــگ و همک ــاوللاتورس 2000،ب ، ف

 به روش تخمیـر غوطـه وري        هاپکتیناز .)2006وهمکاران  
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به نـوع    ،روش حالت جامد  . حالت جامد تولید می شوند    و  

 بوجـود   غلظت بالاي آنزیم هاي خام و       غوطه وري بدلیل    

پانـدي  (ده مـی شـود    مواد زاید مایع پایین ترجیح دا     آمدن  

، اما اغلب آنزیمها توسط روش غوطه وري تولیـد           )1994

تولیـد پکتینـاز هـا     روشـهاي ). 2003سـوزان  (مـی شـوند  

توسط قارچ هاي رشته اي بر اساس سویه قارچ، ترکیـب           

، دما، هـوادهی و زمـان       pH(کشت  محیط کشت و شرایط     

  . متفاوتند) گرما خانه گذاري

 پـایین ماننـد    اقتـصادي  رزشبـا ا  استفاده از منابع کـربن      

ــاهش ارزش  ،مــواد جــانبی صــنایع کــشاورزي  باعــث ک

از خیلی از مطالعات روي تولید پکتینـاز        . می گردد پکتیناز  

تفاله لیمو،  اس نیشکر ،    گمنابعی مانند تفاله چغندر قند ، با      

 سبوس گندم انجام یافتـه اسـت       سیب و    هتفالتفاله انگور،   

،ریــو و همکــاران 2007،بــوتللا و همکــاران1993بگلــیس (

،مالــدونادو و همکــاران 2001،کــشایاپ و همکــاران 1999

ــاران 1986 ــادو و همک ــدي 1986،مادون ،ســینگ 1994،پان

 تولیـد پکتینـاز از تفالـه        ه  در ایـن مقال ـ   ). 1999وهمکاران  

  از هبا اسـتفاد   )اتولید شربت خرم   محصول جانبی    (خرما  

ی مـورد بررس ـ   در کشت غوطه وري       آسپرژیلوس نایجر 

اثر پارامتر هاي تخمیر و ترکیب محـیط        . قرار گرفته است  

طــرح  روي تولیــد پکتــین لیــاز بــا بکــار گیــري بــرکـشت  

مـورد تحقیـق قـرار      فاکتوریل و طرح کامپوزیت مرکـزي       

  . گرفته است

  

  مواد و روش ها

  میکرو ارگانیسم 

در آزمایشگاه   از انگور در حال فساد    آسپر ژیلوس نایجر    

صنایع غذایی دانـشکده کـشاورزي      میکروبیولوژي گروه   

ر بمیکرو ارگانیسم ها      . دانشگاه ارومیه جداسازي گردید   

 درجـــه 4 اســـلنت شـــده درPDAروي محـــیط کـــشت 

سانتیگراد نگهداري و هـر سـه مـاه یکبـار تجدیـد کـشت               

تعیـین نـوع قـارچ بـر اسـاس مشخـصات ریخـت              . گردید

  . شناسی انجام گردید

  

  ماده اولیه

بنـدر  ( از  شرکت خرما بن جنـوب    ي تهیه شده  تفاله خرما 

که یک ماده جانبی صنعت شیره خرما می باشـد           ) عباس  

  . بعنوان ماده اولیه تولید آنزیم مورد استفاده قرار گرفت

  تهیه ماده تلقیح

، آب مقطر استریل به کشت اسلنت       براي تهیه ماده تلقیحی   

10پنج روزه افزوده شده و سوسپانسیون حاصل به  
5

 تـا  

10
7

  . در میلی لیتر رسانده شد اسپور

  محیط کشت و تخمیر

محیط کشت براي تولیـد انـزیم از تفالـه خرمـا، سـولفات              

. آمونیوم و فسفات دي هیدروژن پتاسیم تشکیل شده بود        

تمام فلاکس هاي محیط کشت بر اساس طرح فاکتوریل و          

تخمیر ). 1-2جدول ( تهیه گردیدطرح کامپوزیت مرکزي  

 میلی  100 میلی لیتر داراي     250یر  در فلاکس هاي ارلن ما    

ــر از محــیط کــشت مــورد نظــر در دمــاي     درجــه 30لیت

  .سانتیگراد روي شیکر انجام گردید

  تهیه نمونه هاي آنزیم

بعد از تخمیر، نمونـه هـاي مـایع بدسـت آمـده از تخمیـر                

 SS No.595غوطه وري بـا اسـتفاده از صـافی کاغـذي     

اي ارزیـابی   راد بر  درجه سانتیگ  4صاف شده و در دماي      

  .  شدنگهداريهاي بیشتر 

  نجش فعالیت آنزیمس

 235فعالیــت پکتــین لیــازي بــا افــزایش جــذب نــوري در  

ــتفاده از     ــا اس ــیم ب ــق روش آلبرش ــانومتر طب ــریب ن ض

5500cm-1mol-1 خاموشی
). 1995البرشـیم ( تعیین گردید  

مقـدار  :  آنزیم بدین صورت تعریـف شـد     (U)یک واحد از    

 مول یوریدین غیر اشـباع را در        آنزیم هایی که یک میکرو    

فعالیت آنزیمی بصورت واحد    . یک دقیقه افزایش می دهند    

  .بر میلی لیتر از صاف شده محیط کشت بیان گردید

  طرح آزمایش و تجزیه داده ها

هفـت فـاکتور  غلظـت        اثـر    بررسـی طرح فاکتوریل بـراي     

 تفالـه   ،م دي هیـدروژن فـسفات       سولفات آمونیوم، پتاسـی   

دار ماده تلقیحی، سـرعت همـزدن و زمـان          ، مق pH،  خرما

آسـپرژیلوس  لید پکتـین لیـاز بوسـیله        و ت بر میزان تخمیر  
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 تیمـار  32در ایـن طـرح     .   مورد استفاده قرار گرفت     نایجر

و متقابـل ایـن   ) Main effects(براي مطالعه اثرات عمده 

داده ها با اسـتفاده     ). 1جدول  (هفت فاکتور بکار گرفته شد    

در مرحله دوم   .  شدند  تجزیه وتحلیل  النرماز منحنی نیمه    

ر ب ـر  ، سولفات آمونیوم و زمان تخمی     pH  فاکتوراثر سه   

پکتین لیاز بعنوان پاسـخ مـورد تحقیـق قـرار      میزان تولید   

طـرح  (مرکـب پنج سطح از هر فاکتور در یک طـرح          . گرفت

 24قالـب   انتخـاب و سـه فـاکتور در    )کامپوزیت مرکـزي    

بعد از انجام آزمایش    ) . 2 جدول (   سی گردید ر بر تیمار  

 درجـه  یک مـدل  ازو سنجش سطوح فعالیت پکتین لیازي،       

 هاي تخمیر و میـزان پکتـین        فاکتور براي ارتباط بین     دوم

   :لیاز تولید شده استفاده گردید
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  jβ ثابـت مـدل،   oβ، پیشبینی شـده پاسخ  Y معادله در این

  متغییر هـاي فـاکتور در شـکل    Xj و X i خطی ،ضریب 

 ضـریب درجـه دوم     jjβ و بـرهمکنش    ضریب ijβکد شده،   

  مدل ها از نظر عـدم تطـابق و کـارایی در پـیش    .می باشد 

همـه ي سـطوح     . بینی پاسخ مورد ارزیـابی قـرار گرفتنـد        

لات هاي دو بعدي بـا کـاربرد        پاسخ سه بعدي و کانتور پ     

SASنرم افزار  V.9 انجام پذیرفت.  

  

  طرح فاکتوریل غربالی مورد استفاده براي شناسایی فاکتورهاي موثر در تولید آنزیم پکتین لیاز : 1جدول 

rpm(  pH(سرعت ھمزدن )ساعت(زمان آزمون
(NH4)2SO4  

(gr/ml)
KH2PO4  

(gr/ml)
  تفالھ خرما

(gr/ml)
  مقدار اسپور

(ml/اسپورھا)
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  بکار رفته براي بهینه سازي شرایط  تولید پکتین لیاز CCD طرح  : 2جدول 

زمان بلوك  آزمون
  )ساعت(

pH(NH4)2 SO4

(g/100ml)  

بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك  
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك
بلوك

CCD :  Central Composite Design

  

   بحثنتایج و

  یرغربال متغ

ز  معمـولا ا تولید آنزیم در روش کلاسیک براي بهینه سازي      

اسـتفاده مـی شـود کـه         " ر در یـک زمـان      یـک متغی ـ   " طرح

ثابـت نگـه داشـتن سـایر     مستلزم تغییر تنهـا یـک فـاکتور و     

 بعـدي بخـصوص بـراي    ایـن روش تـک   .فاکتورهـا میباشـد  

وقت گیر بـوده و بـر        زیاد باشد    ر ها    متغی مواردي که تعداد  

کـه ممکـن اسـت      دیده می گیـرد     نارا  ر ها     تغیم بین   همکنش  

مـارتین و همکـاران     (و تفاسیر نادرست گردد   تایج  منجر به ن  

 همــه فاکتورهــا بطــور همزمــان فاکتوریــل در روش. )2004

مورد مطالعه قرار می گیرند و برهمکنش بـین فاکتورهـا در            

ــشود   ــشخیص داده میـ ــود تـ ــورت وجـ ــطح  روش.صـ سـ

قابـل   ) 5تـا   ( ر هـا     براي تعداد اندکی از متغی ـ     )RSM(پاسخ

 افـزایش تعـداد فاکتورهـا       بـا استفاده است براي اینکـه      

. آزمایــشها بــصورت نمــایی افــزایش مــی یابــد تعــداد 

 غلظــت آمونیــوم این بــراي غربــال هفــت فــاکتوربنــابر

 ،خرمـا یم دي هیدروزن فسفات و تفالـه         تاسپ ،سولفات

pH   سرعت بهمزدن و زمان تخمیر     ، مقدار ماده تلقیحی  

    .شد استفاده  آزمایش32 طرح فاکتوریل با از

 سـرعت   ، pH تغییـرات انس ثابت نمود کـه      تجزیه واری 

 در دامنـه مطالعـه شـده        بهمزدن  و مقدار ماده تلقیحی     

 05/0(       نداشت تاثیر معنی داري بر تولید بکتین لیاز      

P>  .(ن فــسفات ژ بتاســیم دي هیــدرو،زمــان تخمیــر، 

 در تولیـد آنـزیم      خرمامونیوم سولفات و غلظت تفاله      آ

ر ها قابل توجـه نبـود و   یاثر کوادراتیک  متغ . اثر داشت 

 اثـر   در بازه ها ي مورد مطالعـه      تمام متغیر هاي موثر     
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مـدل سـازي میـزان      بـراي    بهینـه سـازي    .خطی نشان دادند  

 هاي تخمیـر و     فاکتور تولید شده بعنوان تابعی از       پکتین لیاز 

 استفاده گردیـد  کامپوزیت مرکزيبیشینه کردن آن از طرح

ــاکتور   ــه ف  و زمــان pH ،مغلظــت ســولفات آمونیــو  و س

. بعنوان فاکتور هاي مستقل مورد مطالعه قرار گرفتنـد        تخمیر

 جدید بـراي غلظـت سـولفات آمونیـوم     سطوحدر این مرحله   

)X1(، pH) X2 (    و زمان تخمیر)X3 (       در نظر گرفتـه شـده و

غلظـت  : گردیـد چهار فاکتور دیگر تحت شـرایط زیـر تثبیـت           

 مقـدار  ،%6 اخرمو تفاله    % 8/0ن فسفات   تاسیم دي هیدروژ  پ

10ور اسپ
7

  . دور در دقیقه250 سرعت بهمزدن ،

نشان داد که زمان تخمیر     ) 3جدول شماره   (تجزیه واریانس   

هم بصورت خطی هم بصورت درجه دوم تاثیر معنـی داري         

بر تولید پکتین لیاز داشت در حالیکـه سـولفات آمونیـوم در             

شکل خطی اثر معنی دار نداشـت ولـی در شـکل درجـه دوم       

 تنهـا در شـکل خطـی بـر تولیـد       pH. اثر ان معنـی دار بـود  

 رابطـه   2معادله  ).   05/0(ار داشت   پکتین لیاز اثر معنی د    

تخمیر و میزان پکتین لیاز تولیـد شـده          فاکتوربین سه   

  :را نشان می دهد

Pectinlyase activity=1.288709+0.059261 * A-

0.08043 * B+0.00702 * C-0.07308 * A^2-0.07779 * 

C^2       [2]

؛ زمـان تخمیـر    بـه ترتیـب    C   و    ؛   در این معادلـه     

pH    همـانطور کـه   . و غلظت سولفات آمونیوم می باشد 

R2 نـشان داده شـده ؛        3در جدول شماره    
 مـدل برابـر     

. درصد و عدم تطابق آن غیر معنی دار می باشد6/85

ث افــزایش  ســاعت باعــ72 افــزایش زمــان تخمیــر بــه 

تخمیـر  س بـا افـزایش زمـان    فعالیت آنزیم گردید و سپ 

و همکاران دالحنان عب .نهادکاهش رو به فعالیت آنزیم 

گزارش کردند که تولید آنزیمهاي پکتولیتیـک تـا زمـان          

 ساعت افزایش می یابد و بـا افـزایش زمـان            72تخمیر  

یابـد   ساعت تولید این آنزیمها کاهش مـی         96تخمیر تا   

 کاهش میزان تولید آنـزیم بـا طـولانی          .)1995البرشیم(

شدن زمان تخمیر را می توان به کاهش مواد مغـذي و            

  . تولید متابولیت هاي مهار کننده نسبت دادیا

  آسپرژیلوس نایجرتاثیر زمان تخمیر بر فعالیت پکتین لیاز تولید شده توسط : 1شکل 

  

 آنـزیم بـصورت     تولیـد اثر غلظت سولفات آمونیوم در روي       

% 35/0افزایش غلظت سـولفات آمونیـوم بـه    . کوادراتیک بود 

غلظـت آن   افـزایش  با  و بعدباعث افزایش فعالیت آنزیم شده  

. فعالیت آنزیم کاهش یافت

  در یک مطالعه مشابه اثر مثبت        )1999( و همکاران  ریو

  .سولفات آمونیم بر تولید پکتیناز را گزارش نمودند

56.88 62.94 69.00 75.06 81.12

0.89

1.015

1.14

1.265

1.39

Fermentation time(h)

Pe
cti

nly
as

e a
cti

vit
y(U

/m
l)

One Factor
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0.25 0.30 0.35 0.40 0.45

0.89

1.015

1.14

1.265

1.39

(NH4)2SO4 (mg/100ml)

P
ec

tin
ly

as
e 

ac
tiv

ity
(U

/m
l)

One Factor

  

  آسپرژیلوس نایجر آمونیوم روي فعالیت پکتین لیاز تولید شده توسط  سولفاتاثر غلظت: 2شکل 

  

کتـین لیـاز اثـر      پ تولیـد  در   18/6-82/4  در بـازه   pHافزایش  

آمونیـوم   با زمان تخمیر و غلظت سـولفات      pH. منفی داشت 

 نـشان   3همانطور که در شـکل      ). 3شکل  (نداشت  بر همکنش   

. مـی یابـد    افـزایش pHداده شده تولید پکتین لیاز با کـاهش         

با کاربرد روش سطح پاسـخ   )1998( و همکارانساتیا

pH 9/3     را به عنوان pH  ي تولید پکتـین لیـاز       بهینه برا

  .)2002حاج طیب و همکاران (گزارش کردند

  

4.82 5.16 5.50 5.84 6.18

0.89

1.0275

1.165

1.3025

1.44

 pH

P
ec

tin
ly

as
e 

ac
tiv

ity
(U

/m
l)

One Factor

  

  آسپرژیلوس نایجر روي فعالیت پکتین لیاز تولید شده توسط  pHاثر : 3شکل 

  

براي بهینه سازي شرایط بمنظور بیشینه کردن میزان پکتین         

 Desirability(لیــاز تولیــد شــده از روش تــابع مطلوبیــت 

function (ــرای ــر  اســتفاده و ش ــصورت زی ــه ب ط بهین

  . تعیین گردید
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 و زمان تخمیر    pH : 82/4 ،%35/0 :غلظت سولفات آمونیوم    

نتایج بدست آمـده    گرفتن   با در نظر  بنابر این   .  ساعت 93/73

 واحد بـر میلـی      38/1( بیشترین فعالیت آنزیم   ،در مرحله اول  

  :طبق شرایط زیر قابل دسترسی بود) لیتر

 : و زمان تخمیـر    pH : 82/4 ،%35/0:غلظت سولفات آمونیوم  

 فسفات دي هیدروزن    ،%6:  غلظت تفاله خرما     ، ساعت 93/73

10 : مقدار ماده تلقیحی   ،%8: تاسیم  پ
7

:  سرعت بهمزنی    ،

 بعد از بهینه سـازي مقـدار فعالیـت        ، دور در دقیقه   250

  . واحد بر میلی لیتر بود38/1زیمی آن

  

  زمایش تولید پکتین لیازداده هاي آ) ANOVA(نتایج تجزیه واریانس: 3جدول 

مجموع 
  مربعات

درجھ 
  آزادي

احتمالFعدد میانگین مربعات

      منبع تغییرات
بلوك   

  مدل
A -زمان  

  B-pH
C-(NH4)2SO4

A^2
 C^2  

خطا
عدم برازش

    خطاي محض
      كل

            ضریب تبیین
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