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Aspergillus sp. 

جداسازی شده از پساب آسیاب زیتون
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به گلیسرول و اسیدهای چرب آزاد  هالیپازها گروهی از هیدرولازها هستند که هیدرولیز تری آسیل گلیسرول: چکیده
 های مهم صنعتی لای استفاده در بسیاری از صنایع، از جمله آنزیمها به دلیل پتانسیل باتسریع می بخشند. این آنزیم

و استخر دفع آن غربال و جداسازی شدند. پساب آسیاب زیتون های مولد لیپاز از قارچ پژوهشبه شمار می روند. در این 
 که فعالیت لیپازجدا شده قارچ  7یکی از های تولید کننده لیپاز شناسایی شدند. عنوان قارچسویه به 7های کیفی، در تست

 شناخته شد.  Aspergillus spماکروسکوپی و میکروسکوپی به عنوان  هایبررسیبر اساس خوبی را نیز نشان داد، 
 ،تولید لیپاز جهت محیط کشت بهینهدستیابی به شرایط تخمیر و ترکیب بررسی عوامل موثر بر فرایند تولید آنزیم و  به منظور

. مورد بررسی قرار گرفت 19Minitab نرم افزار در روش طراحی آزمایشات تاگوچی ج سطح در قالبچهار فاکتور در پن
 %66روز،  7، 0.5به ترتیب غلظت گلوکز  و میزان رطوبت، ،زمان تخمیر، OFبه  WSنسبت  بهینه برای فاکتورهایشرایط 

داری در شرایط بهینه و در سطح معنی ر فعالیت لیپاز حداکث ،با استفاده از شرایط تخمیر بهینهگرم در لیتر به دست آمد.  0و 
 است. برخوردار برای تولید لیپاز نشان داد که قارچ جدا شده از پتانسیل بالایی هاهنتیج بدست آمد. U/g 73/2754،درصد 5

 عنوان به از آنها یبهره گیرو پساب آسیاب زیتون در  ی موجودبهتر میکروارگانیسم ها شناختاین مطالعه با هدف 
 های ثانویه با ارزش مانند لیپاز انجام شد.بالقوه برای تبدیل محصولات فرعی کشاورزی به متابولیت هایگزینه

 

 تاگوچی ،بهینه سازی ،جامد در بستر تخمیر ،لیپاز ،.Aspergillus spجداسازی، فاضلاب آسیاب زیتون،  های کلیدی:واژه
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 مقدمه
 ی هیدرولازهاهای خانوادهیکی از مهمترین آنزیم( EC 3.1.1.3) لیپاز

اسیدهای  ها بههیدرولیز تری اسیل گلیسرول تسریعاست که قادر به 
 ی گوناگونمنابع  دررا این آنزیم . ]1[چرب آزاد و گلیسرول است 

 ویژهها بهحشرات و میکروارگانیسم ،هانگیا ،حیوانات از طبیعت از جمله
 ،لیپازیکی از بهترین منابع  .]2[ توان یافتمیها ها و باکتریقارچ
 از لیپاز ه ترجیحاً برای کاربردهای بیوتکنولوژی صنعتیها هستند کقارچ

 خصوصیات منحصر به فرد. ]3[ شوداستفاده می تولید شده از این منبع
 های آلیفعالیت در حلالحفظ  ،و گرمایی pHپایداری این آنزیم مانند 

وسیعی در زمینه هزینه کم استخراج باعث شده است که کاربردهای  و
 ،مواد آرایشی و بهداشتی ،کاغذ ،مواد شوینده ،پزشکی و دارویی ،ییغذا صنایع

 ،تولید بیودیزل ،ستیحسگرهای زی ،شیمی کشاورزی ،چرم ،عطرسازی
 .]2،3،4[ داشته باشدتصفیه بیولوژیکی و مصارف زیست محیطی 

تکنیک تخمیر  به وسیلهاگرچه مقادیر زیادی آنزیم میکروبی 
 2جامد در بسترتخمیر اما تمایل به استفاده از  ،شودتولید می 1ورغوطه

 .]7-5[ تهای اخیر افزایش یافته اسآنزیم میکروبی نیز در دهه برای تولید
 ری است که در آن فرآیند تخمینوع یک  جامد در بسترتخمیر 

در استفاده شده و  از مواد جامد نامحلول به عنوان پایه محیط کشت
این فرآیند در برخی از  .]8[ پذیردآزاد انجام میرطوبت  غیاب

 .]9[ شوداستفاده میفرآیندهای بیولوژیکی طبیعی مانند کمپوست 
جامد از مواد طبیعی به عنوان  در بسترای تخمیر در اکثر فراینده

 ، که خود منبع کربن یا نیتروژن نیز هستند شودیاستفاده مپایه 
پایه به عنوان نیز از مواد بی اثر یا مصنوعی اما در برخی موارد 

نیازمند افزودن منبع محیط کشت شود که در این صورت استفاده می
 .]11و 10[ باشدها میارگانیسمکربن و یا نیتروژن جهت رشد میکرو

جامد  در بسترفرایند تخمیر  بستراز مواد طبیعی که به عنوان 
 ،ضایعات کشاورزی مانند سبوس برنجتوان به استفاده شده است می

 ،چغندر قند و باگاس نیشکر ،سبوس جو ،ضایعات پنبه ،سبوس گندم و کاه
های زیتون و رگب ،های انگوردانه ،لپه ذرت ،میوه پوست و ضایعات

استفاده از این  .]8، 12،13،9[،بسیاری از مواد دیگر اشاره نمود
 ،علاوه بر صرفه اقتصادیتواند بسترهای ارزان و تجدیدپذیر می

 جامد در بسترتخمیر روش . ]5[ بهبود بخشدنیز مشکلات آلودگی را 
 است که  دارای مزایاییور در مقایسه با روش سنتی تخمیر غوطه

این عامل  .اشاره نمودآب  استفاده کم از توان بهله آنها میاز جم

                                                                                                                                                                                                   

1 Submerged fermentation (SmF) 

2 Solid state fermentation (SSF) 

3 Design of experiment (DOE) 

. دهدکاهش مینیز را محیط کشت  یو مخمر اییآلودگی باکتری
 شده و زمینه راعدم وجود رطوبت آزاد باعث بهبود هوادهی  همچنین

 هوازی فراهم نموده و شرایط رشد و تکثیر میکروارگانیسم رامتابولیسم برای 
از مزایای دیگر روش . نمایدنزدیکتر میطبیعی شرایط زندگی  به

 ،کشت محیطدر اسپور توان به پخش یکنواخت جامد می در بسترتخمیر 
 عدم نیاز به همزنی مکانیکی ،کشت قارچمحیط حرارتی  پایداریبهبود 

و بازدهی بیشتر این روش در مقایسه با روش تخمیر غوطه وری 
توان گفت که دلایل می تحت شرایط یکسان اشاره نمود. به همین

 وری جامد در مقایسه با روش تخمیر غوطه در بسترروش تخمیر 
 .]9، 13 [ از نظر مصرف انرژی و هزینه به صرفه تر است

به طور موثری به ترکیبات موجود رشد میکروبی و تولید آنزیم 
  وابسته استتخمیر محیطی شرایط در محیط کشت و همچنین 

 جهت رشد میکروارگانیسمابی به شرایط مطلوب دستی ،همین دلیلو به
  3روش طراحی آزمایشاتضروری است.  ،تولید بهینه آنزیمو 

فقط  4در مقایسه با روش سنتی بررسی یک فاکتور در یک زمان 
یک فاکتور در زمان مشخصی متغیر بوده و سایر عوامل در آن زمان 

صرفه تر بوده  و زمان بسیار به ، از نظر هزینهمانندمشخص ثابت می
 های طراحی آزمایشات تعامل بین متغیرها را نیزو با توجه به اینکه روش

تری در مورد بهینه تواند اطلاعات بسیار دقیقزند میتخمن می
 .]14[ سازی شرایط آزمایشات در مطالعات آزمایشگاهی ارائه نماید

های طراحی آزمایشات به عنوان نقطه عطفی روش ،به همین دلایل
 ای طور گستردهبه در مطالعات آزمایشگاهی مطرح می شوند و

 عملیاتطراحی فرآیندها و بهبود عملکرد  جهتدر بسیاری از مطالعات 
 هایی از روشگوناگونانواع . ]16،15 [ نداو توسعه استفاده شده پژوهش

های توان به روشطراحی آزمایشات وجود دارد که از جمله آنها می
 هایو جزیی اشاره نمود. روش تاگوچی یکی از روش فاکتوریل کامل

 سازی پارامترهایطراحی آزمایش فاکتوریل جزئی است که جهت بهینه
 طراحی به کار می رود. 

 یک محصول زائد در صنعت روغن زیتون است 5آسیاب زیتون  پساب
 یگوناگونهای غلظت دارای ،که بسته به سیستم استخراج روغن زیتون

 لیپیدی بودهاین منبع غنی از مواد  .]17[ می باشدقیمانده روغن بااز 
از پتانسیل بالایی جهت استفاده به عنوان  ات گذشتهگزارش طبق و

رشد و تکثیر میکروارگانیسم های مولد لیپاز برخوردار  برایسوبسترا 
یک  و شناسایی حاضر جداسازی پژوهشهدف  .]25-18[ است

4 One factor at a time (OFAT) 

5 Olive mill wastewater (OMW) 

(1)  Submerged fermentation (SmF)    (2)  Solid state fermentation (SSF) 

(3)  Design of experiment (DOE)    (4)  One factor at a time (OFAT) 

(5)  Olive mill wastewater (OMW) 
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 OMWو خاک آلوده به  OMWلیپاز از تولید کننده قوی میکروارگانیسم 
با استفاده از روش طراحی آزمایشات لیپاز  آنزیم تولید بهینه سازیو 

 .استجامد  در بسترتخمیر فرایند تحت تاگوچی 

 

 بخش تجربی
 شیمیایی مواد

 مواد شیمیایی مورد استفاده در این پژوهش عبارتند از: 
 ،صمغ عربی (،لمانآلدریچ آ-سیگماشرکت ) 1نیتروفنیل پالمیتات-4

پپتون  (،آمریکاایالات متحده  شرکت سیگما شیمی) X-100تریتون 
مونوهیدرات  ،گلوکز (+) D( و شرکت کیولب کانادا)عصاره مخمر  و

تمام مواد (. شرکت مرک آلمان) 80توئین ایزوپروپانول و  ،لاکتوز
 .ندآزمایشگاهی بوده و توسط آزمایشگاه تامین شدشیمیایی دیگر از درجه 

 

 تجهیزات مورد استفاده

 هایهای موجود در نمونهارگانیسموهای میکروسکوپی میکربررسی
 سنجش فعالیت ،Bi-220Aمدل  نوریمیکروسکوپ توسط جمع آوری شده 

 Shimadzu UV-1601PC مدل اسپکتروفوتومتر دو پرتویتوسط لیپازی 
 Hettich EBA20 مدل وژیسانتریفتوسط استخراج محلول آنزیمی  و

 شد. انجام
 

 جمع آوری نمونه ها

آسیاب زیتون و حوضچه دفع آن از شرکت  پساب یهانمونه
واقع در  شهر منجیلر پرور و شرکت ز زیتون طلایی شهر لوشان

 خاک نیز از عمق  برداری جمع آوری شد. نمونه استان گیلان
. انجام گرفتهای دفع سطح زمین اطراف حوضچه سانتی متری 10

 نگهداری شدند. سلسیوسدرجه  4ها تا زمان استفاده در دمای تمام نمونه
 

 جداسازی و غربالگری میکروارگانیسم های تولید کننده لیپاز

 پساب آسیاب زیتونمیلی لیتر از هر نمونه  1گرم از هر نمونه خاک و  1
اضافه شد.  0.8% (w/v)کلرید سدیماستریل میلی لیتر محلول  10به 

 دور در دقیقه در دمای 150 تکانشقیقه و تحت د 90ها به مدت محلول
میلی لیتر  9میلی لیتر از هر محلول به  1اتاق انکوبه شدند. سپس 

 اضافه شده و به همین ترتیب (w/v) %0.9کلرید سدیممحلول استریل 
سپس شد.  انجام 10-5 تا 10-1 رقیق سازی های سریالی در محدوده

 پساب زیتون دارای پتری روی ظروف 10-5و  10-3از رقت یک قطره 

                                                                                                                                                                                                   

1 p-nitrophenyl palmitate (pNPP) 

2 Olive Flesh 

 جداسازی . سپس با کشت متوالی،استریل پخش شد  (g/g)%2و آگار 
کشت خالص هر میکروارگانیسم به  تا رسیدنها میکروارگانیسم

به ظروف پتری  سازی شده،های میکروبی جدانیشد. کلو انجام
گرم  15 ،گرم در لیتر عصاره مخمر 3 ،گرم در لیتر پپتون 5 دارای
 کلرید سدیمگرم در لیتر  3 ،کلرید کلسیمگرم در لیتر  01/0 ،ر آگاردر لیت

 روز 5 به مدتو  منتقل شده حساس نشانگربه عنوان  80توئین  ٪1و 
در آنها  یفعالیت لیپازوجود انکوبه شدند تا  سلسیوسدرجه  30در 

  .]26،27[ نمایان شود

 

 جامد در بسترکشت محیط 

های زیتون شهر رودبار از باغ های زیتون از رقم شنگه کهمیوه
  )OF(2 گوشت زیتون و سپس شده گیریبذر ،جمع شده بود
 )WS( 3شد. نی گندم خشکبرش داده میلی متر(  4-3) به قطعات کوچک

 نیز برش داده شدهجمع آوری شده از مزارع اطراف روستای داماش 
 در فرایند تخمیر  میلی متر بدست آید. 12-8تا ذرات  و الک شد

به عنوان  WSو  OFمخلوط  گوناگونهای نسبت جامد از بستر در
 بستر خشک استفاده شد.

 بستر خشکمرطوب کردن  جهتمورد استفاده  مغذیمحلول 
 ،گرم در لیتر( 20پپتون ) دارای( pH=6.5)مولار  0.1بافر فسفات  شامل

3NaNO(2.5 )گرم در لیتر، O2H7⋅4MgSO (0.5 )گرم در لیتر، 
O2H7⋅4FeSO  (.010 )4 ،گرم در لیترHPO2) 4(NH (0.4 )گرم در لیتر، 

4PO2KH (0.4 )وگرم در لیتر KCl (0.5 )32-28[ بودگرم در لیتر[ . 

 

 فرآیند تخمیر

 گرم از بستر جامد 5نشان داده شده است،  1طور که در جدول همان
 ی ازگوناگون هایتوسط حجم( OFو  WS ی ازگوناگونهای )نسبت

های ارلن مایر در شرایط فلاسک مرطوب شد.مواد مغذی محلول 
تحت شرایط  ،استاندارد اتوکلاو شدند و پس از رسیدن به دمای اتاق

میلی لیتر از سوسپانسیون تلقیح تلقیح شدند و بدون  1آسپتیک با 
انکوبه شدند.  سلسیوسدرجه  30در دمای  گونه تکانشهیچ 

ظروف ذی به سوسپانسیون تلقیح با افزودن محلول نمکی مواد مغ
 (2020روزه فعال )آل  5میکروارگانیسم فعال  دارایعصاره مخمر  پتری

 . پس از گذشت زمان مشخصیو در همه آزمایشات یکسان بود تهیه شد
 (pH=6.5)میلی لیتر بافر فسفات  50با افزودن  ،از انکوباسیون

 دور در دقیقه  150با  و تکانش آنها در دمای اتاقبه هر فلاسک 

3 Wheat straw (1)  p-nitrophenyl palmitate (pNPP)    (2)  Olive Flesh  
(3)  Wheat straw 
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 گوناگونترکيبات موجود در محيط کشت و شرايط محيطي تخمير در سطوح فاکتورهای انتخاب شده از  -1 جدول
 5سطح  4سطح  3سطح  2سطح  1سطح  فاکتور
 OF (w/w) 4:0 3:1 2:2 1:3 0:4به  WSنسبت 

 7 6 5 4 3 زمان تخمیر )روز(
 1:1 (50%) 1.5:1 (60%) 2:1 (66%) 2.5:1 (71%) 3:1 (75%) ((v/w) )سوبسترای خشک : رطوبت میزان رطوبت
 0 2.5 5 7.5 10 (g/l) غلظت گلوکز

 
 تاگوچي برای آزمايشات طراحي شده L25آرايه متعامد  - 2جدول 

 Aspergillus sp (U/g)فعالیت لیپاز  (g/l)غلظت گلوکز  زمان تخمیر )روز( (v/w) میزان رطوبت OF (w/w)به  WSنسبت  شماره آزمایشات
1 0 1:1 3 0 174.84 
2 0 1.5:1 4 2.5 302.42 
3 0 2:1 5 5 732.95 
4 0 2.5:1 6 7.5 767.16 
5 0 3:1 7 10 463.79 
6 0.25 1:1 4 5 480.32 
7 0.25 1.5:1 5 7.5 926.47 
8 0.25 2:1 6 10 1142.95 
9 0.25 2.5:1 7 0 1447.63 
10 0.25 3:1 3 2.5 723.47 
11 0.5 1:1 5 10 1026.42 
12 0.5 1.5:1 6 0 2447.89 
13 0.5 2:1 7 2.5 2644.00 
14 0.5 2.5:1 3 5 2018.21 
15 0.5 3:1 4 7.5 2025.58 
16 0.75 1:1 6 2.5 1788.21 
17 0.75 1.5:1 7 5 2186.63 
18 0.75 2:1 3 7.5 1847.00 
19 0.75 2.5:1 4 10 1747.16 
20 0.75 3:1 5 . 2151.89 
21 1 1:1 7 7.5 1478.74 
22 1 1.5:1 3 10 1050.84 
23 1 2:1 4 0 1268.53 
24 1 2.5:1 5 2.5 1368.21 
25 1 3:1 6 5 1468.74 

 
دقیقه محلول آنزیمی استخراج شد. محلول  90و به مدت 

با  پس از عبور دادن از کاغذ صافیآنزیمی به دست آمده 
دقیقه سانتریفیوژ شد تا  15دور در دقیقه به مدت  6000

ها حذف گردد. ماده مایع رویی حاصل از سانتریفوژ خالصینا
)محلول آنزیمی( تحت آزمایش سنجش کمی لیپاز قرار 

 گرفت.

 جامد و تجزیه و تحلیل آماری در بستربهینه سازی تخمیر 

رشد میکروبی و تولید آنزیم به طور موثری به ترکیبات موجود 
 .]11و4[ه است در محیط کشت و همچنین شرایط محیطی تخمیر وابست

 در این مطالعه از روش تاگوچی برای رسیدن به شرایط بهینه محیطی
 تخمیر و همچنین ترکیبات موجود در محیط کشت، به منظور تولید بهینه

، OFبه  WSتأثیر چهار فاکتور نسبت  1لیپاز استفاده شد. در جدول 
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 را  سوبسترا زمان تخمیر و گلوکز اضافه شده به ،1میزان رطوبت
نیز آرایه  2در پنج سطح بر تولید لیپاز نشان داده شده است. جدول 

پیشنهاد شده توسط روش تاگوچی را برای چهار فاکتور  L25متعامد 
 دهد.در نظر گرفته شده در پنج سطح نشان می

قابل ذکر است که در این مطالعه به منظور طراحی آزمایشات 
 ه دست آمده از آزمایشاتبه روش تاگوچی و همچنین آنالیز داده های ب

 استفاده شد. روش تاگوچی کیفیت را  19از نرم افزار مینی تب 
را برای  هاییبر اساس انحراف از مقدار مطلوب بیان کرده و روش

دهد. در این مطالعه از تحلیل واریانس ها پیشنهاد میآنالیز داده
ی پارامتر به منظور تجزیه و تحلیل داده ها، ارزیابی تأثیر نسب 2آماری

فرآیند و همچنین بررسی اهمیت تأثیر هر پارامتر بر عملکرد فرآیند 
 برای بررسی درجه اهمیت آماری  p-valueاستفاده شد. از پارامتر 

یا سطح معناداری هر متغیر و همچنین قدرت تعامل بین متغیرهای 
 هر چه کمتر باشد  p-valueشود. مقدار مستقل استفاده می

 معمولا تر است. ت بالاتر و میزان خطای پاییندهنده دقنشان
به عنوان معیار برای  p-valueتر از آن برای و پایین 0.05مقادیر 

 سطح معناداری پارامترها در نظر گرفته می شود. در این مطالعه 
p-value  به عنوان معیار برای سطح معناداری  0.05کوچکتر از

 . ]16[پارامترها در نظر گرفته شد 
 

 زمون اعتبار سنجیآ

آماری برای تأیید نتیجه به دست آمده از مرحله تجزیه و تحلیل 
نهایی به منظور تولید جامد  در بسترتخمیر  آزمایش ،و بهینه سازی

چهار فاکتور با استفاده از ترکیبی از سطوح بهینه بهینه آنزیم لیپاز، 
 انجام شد.ذکر شده و با سه بار تکرار 

 

 سنجش فعالیت آنزیم

نیتروفنیل پالمیتات  -4به منظور سنجش فعالیت آنزیم لیپاز از 
 سلسیوسدرجه  37و دمای بهینه  8بهینه  pHدر سوبسترا به عنوان 
مخلوط واکنش  انکوباسیون از طریق بهینه pH ارزیابی شد.استفاده 

 دقیقه 15به مدت  (pH=7.2-9مولار ) Tris-HCl 0.1در حضور بافرهای 
برای فعالیت  بهینهشد. درجه حرارت  انجام سسلسیودرجه  35در 

 دقیقه 15به مدت  انکوباسیون مخلوط واکنشلیپاز نیز از طریق آنزیم 
 گوناگوندر دماهای ( pH=8مولار ) Tris-HCl 0.1در حضور بافر 

 Aتعیین شد. محلول  سلسیوسدرجه  45تا  سلسیوسدرجه  30از 
  پروپانول-2در ات نیتروفنیل پالمیت-4میلی مولار  5از انحلال 

                                                                                                                                                                                                   

1 Moisture content (MC) 

 محتویTris-HCl (8=pH )بافر شامل  B. محلول به دست آمد
 میلی مولار نمک طعام 50صمغ عربی و  X-100، 0.1٪تریتون  0.4٪
 Aحجم محلول  قطره ای یک افزودننهایی از سنجش  امولسیونبود. 

مخلوط واکنش تحت هم زدن شدید تهیه شد.  Bحجم محلول نه  به
میلی لیتر  3.5لیتر محلول آنزیم استخراج شده و میکرو 200 دارای

به مدت  سلسیوسدرجه  37امولسیون بود. این مخلوط در دمای 
آزاد شده و تشکیل رنگ  پارانیتروفنولو سپس  هدقیقه انکوبه شد 15

  محلول شاهد نیزشد.  پایش نانومتر 410زرد با افزایش جذب در 
آب مقطر به جای  میکرولیتر 200همان ترکیب امولسیون و  از

 نیز  (U/ml)تهیه شد. یک واحد فعالیت آنزیمی محلول آنزیم 
 نیتروفنول را  -4عبارت است از مقدار آنزیمی که یک میکرومول 

  .]33،34،6[ در هر دقیقه و در شرایط آزمایش تولید کند

 
 و بحث هانتیجه

 جداسازی و غربالگری میکروارگانیسم های تولید کننده لیپاز

های پساب و خاک استخرهای از نمونه میکروارگانیسمویه س 23
گردید. به منظور  سازی و خالص سازیجدادفع پساب آسیاب زیتون 
 یک از سویه های خالص سازی شده، هر سنجش کیفی تولید لیپاز

در حضور  80و توئین عصاره مخمر  ،پپتون دارایهای پلیتبر روی 
 ه حضور لیپاز در محیط،نشانگر حساس ببه عنوان  کلرید کلسیم

را مورد نظر رنگ سفید  رسوبات سویه 7 ،تلقیح شد و در میان آنها
ها ایجاد کردند که نشان دهنده وجود لیپاز در سطح در اطراف کلنی

 محیط کشت بود. 

برای تشخیص وجود  نشانگرعنوان  ی بهگوناگونترکیبات 
رنگ  سفید ههالتشکیل  ،فعالیت لیپاز وجود دارد. به عنوان مثال

کلسیم تشکیل شده از واکنش اسیدهای  حاصل از رسوب بلورهای
ها در اطراف کلنی کلسیم، چرب آزاد شده توسط لیپاز با یون های

دهنده وجود  نشان O2H.52CaCl محتویآگار  هایپلیتبر روی 
یک هاله  گسترش. ]37،18،22-35[ فعالیت لیپولیتیک است لیپاز و

 دارایآگار  هایپلیتارچ رشد یافته در شفاف در اطراف کلنی ق
 یکی از  .]38،18،4[ استتریبوتیرین نیز نشانه فعالیت لیپولیتیک 

 سویه خالص سازی شده که حضور لیپاز در محیط کشت آنها  7
فعالیت لیپولیتیک بالاتری داشت  به وسیله آزمایش کیفی تایید شد،

 ده لیپاز بررسی عنوان میکروارگانیسم تولید کننبه ،و بنابراین
 .(1)شکل  بر روی آن انجام شد بیشتری و شناسایی ریخت شناسی

2 Statistical analysis of variance (ANOVA) (1)  Moisture content (MC)     (2)  Statistical analysis of variance (ANOVA) 
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 داراینمونه تلقيح شده بر روی پليت 

 و کلريد کلسيم 80توئين 
 نمونه شاهد

 تغيير رنگ ناشي از وجود ليپاز توليد شده از سويه انتخاب شده -1 شکل

 
 شناسایی سویه

 ،نیوز بررسی ماکروسکوپی )قطر کلبدست آمده ا هاینتیجهبر اساس 
 دارایپلیت  پشتو  رونی تشکیل شده در وهیف و رنگ کل ،شکل

 ( و بررسی میکروسکوپی )شکل ساختارهای تولید کنندهمحیط کشت
 .]39-42[ شناسایی شد 1به عنوان جنس آسپرژیلوساسپور( قارچ جدا شده 

 ای است که طیهای رشتهاز قارچ بزرگ جنسیک آسپرژیلوس 
 مورد استفاده قرار گرفته و از نظر گوناگونهای گذشته در صنایع سده

 های این جنسبرخی از گونه ها است.ترین قارچاقتصادی یکی از مهم
 های جامد و تولید مقادیر زیادی به دلیل رشد سریع بر روی حامل

 های برگزیده از نظر صنعتی تولیدکننده از آنزیم لیپاز خارج سلولی،
 . ]43،44،32[ کاربرد لیپاز به شمار می روندو پر 

 
 اثرات متغیرهای مستقل بر تولید لیپاز

 محیط کشتتولید آنزیم تحت تأثیر شرایط شیمیایی و فیزیکی 
ترکیبات موجود در محیط کشت و همچنین شرایط قرار دارد. 

موثر افزایش تولید آنزیم بسیار  روی برتوانند محیطی تخمیر می
ن مطالعه از روش تاگوچی برای رسیدن به شرایط بهینه باشند. در ای

 محیطی تخمیر و همچنین ترکیبات موجود در محیط کشت، 
همانطور که در بخش به منظور تولید بهینه لیپاز استفاده شد. 

میزان  ،OFبه  WSچهار فاکتور نسبت اثرات  ،آزمایش ذکر شد
 را  ستراسوب زمان تخمیر و گلوکز اضافه شده به ،(MC)رطوبت 

از طریق یک طرح آزمایشی براساس روش تاگوچی  در پنج سطح
مورد تجزیه و تحلیل  هاینتیجهررسی قرار گرفت و سپس مورد ب

 آنزیم در تولید فاکتور. تأثیرات نسبی پنج سطح از چهار قرار گرفت
 ارائه شده است. 2 لیپاز در شکل

                                                                                                                                                                                                   

 

 

 

 

 
 مورد بررسي در روش تاگوچي نمودار اثرات اصلي فاکتورهای - 2شکل 

 بر روی توليد ليپاز

(1)  Aspergillus  genus 
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موثر و مقرون به صرفه برای تولید انتخاب یک بستر مناسب 
 ه این منظور مهم است. ببسیار  ،جامد در بسترتخمیر آنزیم در 

کاه گندم به نسبت گوشت  گوناگونهای نسبتتأثیر  ،در این پژوهش
لیپاز بررسی شد.  نزیمآ به عنوان بستر جامد بر تولید (w/w)زیتون 

تولید لیپاز روی  بر OFبه  WSمطالعه نسبت  ،الف 2طبق شکل 
در این تولید لیپاز  بهینه جهت OFبه  WSنشان داد که نسبت 

 در انتخاب بستر مناسب جهت انجام تخمیر است.  0.5مطالعه 
 1نیتروژن و القا کننده ،جامد، توجه به فاکتورهای منبع کربن در بستر

 سوبستراهایترین نی گندم یکی از عمده .]29[ ند تاثیرگذار باشدتوامی
 گوناگونهای در پژوهشاست که توسط محققان  پذیرخام تجدید

سرشار این سوبسترا . ]49-45[ تخمیر مورد استفاده قرار گرفته است
 هاویتامین ،هاپروتئین ،هاکربوهیدرات ،از مواد معدنی )فسفر و کلسیم(

نی گندم به دلیل  ،همچنین. ]50،51[ ل زیستی استو ترکیبات فعا
های قارچ نفوذ موثر مایسلیوم ،امکان گردش هوای مناسب در آن

در آن و صرفه اقتصادی، در تولید بسیاری از متابولیتهای ثانویه 
همراه با گوشت در این پژوهش نی گندم  .]52[ شوداستفاده می

 روغن زیتون است دارایون . گوشت زیتمورد استفاده قرار گرفت زیتون
 .]53[ رودبه شمار میتولید لیپاز  یهاکه یکی از بهترین القا کننده

 طور که منبع اصلی نیتروژن در این مطالعه است. همان نیز پپتون
موجود در  محتوای روغننشان داده شده است،  الف 2در شکل 

 فزایش دهدتواند تولید لیپاز را ادر بستر جامد می (OF)گوشت زیتون 
 OFاست.. نسبت محتوای  0.5یپاز برای تولید ل OFاما نسبت مطلوب 

شود. منجر به کاهش فعالیت آنزیم میدر بستر جامد  0.5فراتر از 
 شده باشدممکن است به دلیل تجمع ذرات بستر ایجاد  پدیده این

 شودکه منجر به محدودیت در هوادهی و کاهش نفوذ میسلیوم قارچ می
 .]54،55[ دهدهای میکروبی ثانویه را کاهش میتولید متابولیت مسرانجاو 

 ،و همانطور که گفته شد رطوبت بالایی داردگوشت زیتون  قطعات
طبق گزارش آنها در این مطالعه از ذرات کاه گندم کوچکتر هستند. 

اندازه ذرات کوچکتر و سطح رطوبت بالاتر منجر به  ،مطالعات قبلی
 .]56،57[ شودتجمع ذرات می

 ،بر تولید لیپاز (MC)ی تأثیر میزان رطوبت اولیه بستر برای بررس
 نسبت بستر خشک  گوناگون هایدر نسبتجامد  در بسترتخمیر 

 یک عامل کلیدی میزان رطوبت اولیهانجام شد.  (w/v)محتوای رطوبت به 
موثر رشد میکروبی و تولید آنزیم  بوده و بر جامد در بسترتخمیر در 
نشان داد که افزایش میزان رطوبت باعث بهبود ب  2شکل . باشدمی

ها را پایین رشد میکروارگانیسم میزان رطوبتشود. تولید لیپاز می
                                                                                                                                                                                                   

1 Inducer 

 در این مطالعه،دهد. پایداری آنزیم را کاهش مینیز و  ولیدتو کند کرده 
تخمیر در  افزایش یافت. ٪66تا میزان رطوبت تولید لیپاز با افزایش 

باید در یک حد مطلوب حفظ شود.  میزان رطوبت ،دجام در بستر
 تواند بر رشدتر از میزان رطوبت مطلوب میمیزان رطوبت بالاتر یا پایین

 گوناگوندر گزارشات و تولید آنزیم تأثیر منفی بگذارد.  میکروارگانیسم
 با توجه به نوع بستر خشک متفاوت بوده مطلوب گذشته میزان رطوبت

 60محدوده در جامد  در بستردر تخمیر  اگونگونبرای قارچهای و 
  .]58،59[ موافق است این مطالعه نیزهای که با یافته قرار دارد %85تا 

بر زیادی  تأثیر تواندبوده و میفاکتور مهمی نیز زمان تخمیر 
مطالعه  در اینتأثیر این عامل بر تولید لیپاز  داشته باشد.تولید لیپاز 

، زمان بهینه ج2شکل  بر طبقه است. نشان داده شد ج2 در شکل
 ،در بازه زمانی مشخص شدهتوسط آسپرژیلوس تخمیر برای تولید لیپاز 

وجود دارد که اثر زمان تخمیر  گزارشات علمی قبل هماست.  روز 7
که از جمله آنها  اندرا بررسی کرده آسپرژیلوسبر تولید لیپاز توسط 

 روز 6، ]60[ در بستر کاغذ روز 7توان به حداکثر تولید لیپاز در می
 .]44[ پسماند پالپ نارگیلروز در  7و  ]29[ ضایعات کشاورزیدر 

 . همچنین گزارشی وجود دارد که در آن حداکثر تولید لیپازاشاره نمود
راتر از این ف .]61[ روز حفظ شد 12به دست آمد و تا  روز 5در 

 این پدیدهکه  شودمواجه میکاهش  ی بافعالیت لیپاز ،زمانی هایمحدوده
 در اثر کاهش مواد مغذی یا اثر متقابل سایر مواد موجود  تواندمی

یا دناتوراسیون لیپاز توسط پروتئاز تولید شده  ]31[ در محیط کشت
 .]62[ در محیط کشت ایجاد شود احتمالی

 می تواند بر رشد میکروبی و تولید آنزیمنیز  2سوبسترا - انتخاب کو
 سوبستراها موادی هستند که جزء ترکیبات ضروری - کو .گذار باشدتأثیر

 روند، اما سوبسترای اصلیبرای رسیدن به محصول مورد نظر به شمار می
به عنوان گلوکز  ،در مطالعه حاضر به منظور انجام فرایند نیستند.

 انتخاب شد. لازم به ذکر است ربه این منظومنبع کربنی در دسترس  یک
 کشتول ها مانند گلیسرول و گلوکز در محیط که وجود برخی از مولک

 های ثانویهممکن است اثرات سرکوب کننده ای بر سنتز متابولیت
 ورتخمیر غوطهگرانه این مواد در داشته باشد. اثر سرکوب هاقارچ توسط

 گرانهمشهود است. اثر سرکوب ]63[ جامد در بسترتخمیر  بیش از
 توسط قارچ آسپرژیلوس ه های ثانویگلوکز بر تولید متابولیت

 . ]65-63[ نشان داده شده است در چندین گزارش علمی گذشته
 از غلظت کم گلوکز در این مطالعه استفاده شد.  ،به همین دلیل

 ،نشان داده شده است د2 همانطور که در شکل ،در مطالعه حاضر
کمی  گرانهاما اثر سرکوب ،قابل توجه نبودند هانتیجهاگرچه تغییرات 

2 Co-substrate (1)  Inducer      (2)  Co-substrate 
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توسط سنتز لیپاز  حاصل از اضافه کردن گلوکز به محیط کشت بر
در موثرترین غلظت گلوکز . همچنین مشاهده شدآسپرژیلوس 

 .به دست آمدگرم  0افزایش سنتز لیپاز 

 هانتیجه رطوبت، زانیم و OFبه  WSنسبت  متقابل اثر مورد در
 ک به محتویبستر خش 1:2نسبت در لیپاز دیتول بازده نیانگیم که داد نشان

 گوناگون هاینسبت در محتوی رطوبت سطوح ریسا از شتریب ،رطوبت
WS  بهOF متقابل اثر مورد در ب،یترت نیهم بهالف(.  3 شکل) بود 
 داد نشان هانتیجه ،OFبه  WS گوناگونهای نسبت و ریتخم زمان

 هانسبت ریسا از بهتر OFبه  WSاز  0.5در نسبت  زیپال دیتول نیانگیم که
 متقابل اثر مورد درب(.  3 شکل) بود ریتخم زمان گوناگون سطوح رد

 زیپال دیتول بازده نیانگیم که داد نشان هانتیجه رطوبت، و ریتخم زمان
 سطوح ریسا از شتریببستر خشک به محتوی رطوبت،  1:2 نسبت در

 ج(. 3 شکل) بود ریتخم گوناگون یهازمان در محتوی رطوبت
 

 اتآنالیز طراحی آزمایش

به دست آمده از  هاینتیجهروش آنووا برای تجزیه و تحلیل 
و پیش بینی سطح بهینه پارامترها مورد استفاده  طراحی آزمایشات

 توان قرارگرفت که با انجام آزمایش در آن سطوح بهینه می
 . ]37[به بهترین نتیجه مورد نظر دست پیدا کرد 

 3در جدول  هاهنتیجتجزیه و تحلیل واریانس و مقادیر ضرایب 
 نشان داده شده است.

به طور کلی، قارچ آسپرژیلوس قادر به رشد در همه شرایط 
ارائه شده است،  2طور که در جدول آزمایش تعریف شده بود و همان

 بیشترین میزان تولید لیپاز توسط این قارچ در شرایط آزمایشی تعریف شده،
 واحد بر گرم به دست آمد.  2644.00

 برای بررسی درجه اهمیت آماری یا سطح معناداری p-valueر از پارامت
 شود.هر متغیر و همچنین قدرت تعامل بین متغیرهای مستقل استفاده می

به عنوان معیار برای سطح 0.05کوچکتر از  p-valueدر این مطالعه 
 برای هر پارامتر در فرآیند،  .معناداری پارامترها در نظر گرفته شد

 باشد، تغییر پارامتر مورد نظر تأثیر چشمگیری 0.05چکتر از کو p-valueاگر 
 F-valueبر عملکرد دارد. همچنین در جدول آنووا ضریب دیگری به نام 

 شود. استفاده می p-valueوجود دارد که برای محاسبه مقدار 
دهد که تغییرات فاکتور مورد نظر بر روی نشان می Fمقادیر بزرگ 

 دهدنشان می 1بزرگتر از  Fه و معنادار است. مقدار نتیجه آزمایش قابل توج
ها در اطراف میانگین پارامترها کافی است و تأثیرات که تنوع داده

 . ]69-66[بدست آمده آنها واقعی است 

                                                                                                                                                                                                   

 

 

 

 
 متقابل اثراثر متقابل متغيرهای مستقل بر يکديگر، الف:  -3شکل 

-نسبت و ريتخم مانز متقابل اثر، ب: رطوبت زانيم و OFبه  WSنسبت 

 رطوبت و ريتخم زمان متقابل اثرو ج:  OFبه  WS گوناگونهای 
 

 ،OFبه  WSنشان داده شده است، نسبت  3طور که در جدول همان
 زمان تخمیر و میزان رطوبت تأثیر مهمی بر فعالیت لیپاز دارند. علاوه بر این،

دهد یبرای فاکتور غلظت گلوکز نشان م  0.096=p( p˃0.05مقدار )
 1، ضریب توزیع3که تأثیر این پارامتر بر تولید لیپاز ناچیز است. طبق جدول 

 ، زمان تخمیر و میزان OFبه  WSدهد که نسبت پارامترها نشان می

(1)  Contribution coefficient 
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 تاگوچي L25آناليز واريانس آرايه متعامد  - 3جدول 
 DF Seq SS Adj MS F-value p-value )%( درصد توزیع 

 OF 4 8632888 2158222 51.62 0.001 76.26به  WSنسبت 
 7.82 0.022 5.29 221015 884059 4 میزان رطوبت

 8.73 0.016 5.91 246963 987853 4 زمان تخمیر
 4.24 0.096 2.87 119933 479732 4 غلظت گلوکز

 2.95   41811 334486 8 خطای باقیمانده
 100    11319017 24 جمع کل

F0.05, (1,23) = 4.28       

 
 ،همچنین رطوبت به ترتیب موثرترین عوامل در فعالیت لیپاز بودند.

 سازی انجام شدهمدل نشان داد که مدل F-value= 755.32 مقدار
محاسبه شده مدل چندین  F-valueاگر  ،است. به طور کلی معنادار
 ،(F 0.05(1و23)=1.23) زرگتر از مقدار جدول شده آن باشدبرابر ب

 .]70،69[ شودمی در نظر گرفتهمدل خوب ارزیابی 

 تناسب بین  میزان دهنده نشان ( 2Rضریب همبستگی )
همبستگی ضریب  .]15، 71[ های محاسبه شده و تجربی استداده
  1ر نزدیکتر به یدا، مقداشته باشد 1و  0تواند مقادیر بین می

داده های تجربی با داده های محاسبه شده  تناسب بهتر نشان دهنده
  ،نشان داده شده است 4. همانطور که در شکلباشدمدل می

 بود. این  0.9704 پژوهشدر این  ضریب همبستگیمقدار 
از تغییرات مشاهده شده برای تولید  ٪97.04بدان معنی است که 

شود و تنها مقادیر ورودی مدل توضیح داده می هلیپاز در پاسخ ب
مدل توضیح  از تغییرات در شرایط کشت با مقادیر ورودی 2.96٪

 . ]69[ داده نمی شود

 

 شرایط بهینه و تأیید مدل

در انجام آزمایش طراحی آزمایشات، آخرین مرحله در فرآیند 
تأیید نتیجه بدست آمده از مرحله تجزیه و تحلیل  سطوح بهینه جهت

فعالیت لیپازی  ،نشان داده شده است 4 است. همانطور که در جدول
 (U/g)  نهایی در سطوح بهینه به دست آمده از انجام آزمایش

 اختلاف زیادی 2660.21 (U/g)  با مقدار پیش بینی شده 2754.73
اعتبار روش تاگوچی  گواهی براین آزمایش می تواند  د. نتیجهنندار

نشان داد که  هانتیجه ،. همچنینات باشدآزمایشمجموعه برای این 
قایسه با در م آسپرژیلوس در این آزمایشات شدهخالص سازی قارچ 
گونه های آسپرژیلوس که در گزارشات علمی گذشته جداسازی سایر 

یک گزینه امیدوار کننده برای تولید لیپاز  و خالص سازی شده است،
  ]72،73،29،32، 61[است

 شرايط بهينه توليد ليپاز، مقادير پيش بيني شده و تجربي - 4جدول 
 (U/g)فعالیت لیپاز  شرایط بهینه

 نسبت 
WS  بهOF 

(w/w) 

زمان 
تخمیر 
 )روز(

میزان 
رطوبت 

(w/v) 

غلظت 
 گلوکز

(g/l) 

 پاسخ 
 بینی شدهپیش

پاسخ 
 تجربی

0.5 7 66% 0 2660.21 2754.73 
 

 
 ارتباط بين داده های تجربي و محاسبه شده فعاليت ليپاز -4شکل 

 

 گیرینتیجه
جدا شده آسپرژیلوس قارچ گونه ای از در مطالعه حاضر پتانسیل 

فرایند ارزان از طریق  لیپازتولید آنزیم  جهت ،پساب آسیاب زیتوناز 
از روش تاگوچی بررسی شد.  جامد در بسترو در دسترس تخمیر 

برای رسیدن به شرایط بهینه محیطی تخمیر و همچنین ترکیبات 
 موجود در محیط کشت، به منظور تولید بهینه لیپاز استفاده شد.

زمان  ،WS / OFسبت محتوای ن شرایط بهینه برای فاکتورهای
و  %66روز،  7، 0.5غلظت گلوکز به ترتیب  ،میزان رطوبت ،تخمیر

گرم در لیتر به دست آمد که در آزمایش نهایی انجام شده در این  0
بدست آمد.  2754.73 (U/g) حداکثر فعالیت لیپاز  سطوح بهینه

ضریب همبستگی به دست آمده نشان داد که تطبیق همچنین 

R² =   0.۹۷04
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 داده های پیش بینی شده و تجربی وجود دارد که خوبی بینپذیری 
آزمایش ها تأیید  جهت انجام ایناعتبار روش تاگوچی را  این امر نیز

نشان داد که قارچ خالص سازی شده  هانتیجههمچنین  کند.می
 های آسپرژیلوسآسپرژیلوس در این آزمایشات در مقایسه با سایر گونه

ه جداسازی و خالص سازی شده است، که در گزارشات علمی گذشت
 توان می ،. بنابراینیک گزینه امیدوار کننده برای تولید لیپاز است

 بالقوه برای تبدیل محصولات گزینه یک از این میکروارگانیسم به عنوان
 تواندمیآینده  هایپژوهش. لیپاز استفاده کردفرعی کشاورزی به آنزیم 

مترهای فرآیند در تولید لیپاز و پارا محیط کشتشرایط سایر نقش 
جامد مورد بررسی قرار دهد.  در بستراین قارچ را در تخمیر توسط 

در یک راکتور تولید لیپاز توسط این قارچ را توان می ،همچنین
 .قرار دادبررسی  مورد بیولوژیکی تحت شرایط نهایی بهینه شده بیشتر

ده از پساب زیتون علاوه بر آن می توان از این میکروارگانیسم جدا ش

های ثانویه آن، برای و رشد یافته در ضایعات کشاورزی و متابولیت
 های مشابه استفاده نمود.تصفیه بیولوژیک پساب زیتون و پساب

 

 قدردانی
های همه آقای صالح فارغی جیرنده جهت حمایتنویسندگان از 

 بهداشت و ایمنی محیط زیست مروجان سام صنعتشرکت شان، ای جانبه
آقای رحمان صفری برای تهیه تجهیزات آزمایشگاهی  به مدیریت

 هایشان در آزمایشگاه دانشگاه پیام نورو آقای علی نظری جهت حمایت
 نمایند.می قدردانیشهر قزوین تشکر و 
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