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  چكيده
توليد بهينه آن ارتباط . از، تري گليسريد را به اسيد هاي چرب و گليسرول هيدروليز مي كندآنزيم ليپ

آنزيم ليپازي كه توسط باكتري هاي ترموفيل و . زيادي به ميزان در دسترس بودن تري گليسريد ها دارد
ليز تري گليسريد آلكالوفيل توليد مي شود از نظر صنعتي از اهميت خاصي برخوردار است زيرا قابليت هيدرو

در اين بررسي سويه باكتريايي مولد ليپاز از كشت لجن فعال فاضلاب . را در دماي بالا و شرايط قليايي دارد
سويه باكتريايي جدا شده در حضور اسيد هاي چرب بعنوان تنها منبع . شهري جداسازي و شناسايي گرديد

روغن زيتون، روغن آفتاب گردان و روغن (ربن سپس تاثير منابع مختلف ك. كربن قادر به رشد بوده است
بر ) پپتون، عصاره مخمر، اوره، آسپارژين، نيترات آمونيوم و سولفات آمونيوم(و نيتروژن آلي و معدني ) نارگيل

بهترين فعاليت آنزيم ليپاز در حضور منبع كربن روغن . روي توليد بهينه آنزيم ليپاز مورد ارزيابي قرار گرفت
 مشاهده  سانتيگراد درجه55 و دما ي pH=  5/8ع نيتروژني پپتون و عصاره مخمر در شرايط  زيتون و مناب

جهت تخليص آنزيم خام موجود در محيط كشت از روش هاي رسوب گذاري پروتئين توسط سولفات . گرديد
يص  برابر تخل30طي اين مراحل محصول نهايي حدود . آمونيوم و كروماتوگرافي تعويض يوني ستفاده شد

 كيلودالتون بصورت يك باند منفرد برروي ژل سديم دودسيل 31وزن مولكولي محصول نهايي حدود . گرديد
اين .  مشخص شدU/ml58/0محصول نهايي با فعاليت آنزيمي . ديده شد% 10 پلي اكريلاميد –سولفات 

 از روش هاي تخليص و بررسي توليد آنزيم ليپاز باكتريايي از منابع قابل دسترس مانند لجن، با استفاده
اين محصول مي تواند بخوبي در خدمت صنايع مختلف . مقرون بصرفه را با ميزان فعاليت مناسب نشان داد

  .كاربردي قرار بگيرد
  

  .ليپاز، بهينه سازي، تخليص، توليد : كليديواژگان
  

  

 قدمهم
امروزه ليپاز ها جايگاه مهمي در بين بيوكاتاليست ها 

اين  روليز تري گليسريد ها به آن هاقابليت هيد. دارند
امكان را داده است كه در طيف وسيعي از سوبستراها مورد 

سوبستراي اصلي آنزيم ليپاز تري . استفاده قرار گيرند
تحت . اسيل وگليسرول هاي كم محلول در آب است

شرايط طبيعي آنها پيوند هاي استري ما بين يك فاز 

در .  هيدروليز مي كنندسوبستراي غيرمحلول و فاز مايع را
 واكنش منجر به  استريفيكاسيون و تشكيل ،غياب آب
ليپاز ها . شود هاي چرب و گليسرول مي ها از اسيد گليسريد

 كربن در گليسرول 3 يا 1بطور اختصاصي به موقعيت 
آنزيم ليپاز بطور وسيعي در طبيعت ). 1(حمله مي كنند 

ياهي، باكتريها، وجود دارد و در اغلب گونه هاي حيواني، گ
آنزيم هاي بدست آمده . مخمرها و قارچ ها يافت مي شود
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از منبع باكتريايي بيشتر مورد توجه محققان بوده است 
زيرا كشت، غربالگري و مهندسي ژنتيك باكتري هاي مولد 

آنزيم خارج سلولي . آسان تر از ساير موجودات مي باشد
روتئين و در ليپاز توسط برخي از باكتريها بصورت گليكوپ

تعداد . )2(برخي ديگر بصورت ليپوپروتئين توليد مي شود 
 مقاومت كمي از ليپاز هاي باكتريايي نسبت به دماي بالا

 Achromobacter در بين باكتري ها سويه هاي.دارند
sp. Alcaligenes sp., Arthrobacter sp.، 

Pseudomonas sp. Staphylococcus sp. و 
Chromobacterium sp. باشند مي ليپاز توليد به قادر 

، حضور منابع pHعوامل محيطي متعددي مانند دما، ). 1(
و ميزان اكسيژن دور همزن  نيتروژن و ليپيد،  كربن،
علاوه بر اين .  در توليد ليپاز موثر شناخته شده اندمحلول

حضور اسيد هاي چرب آزاد، استر هايي با قابليت 
ليسرول از عوامل محرك نمك هاي صفراوي و گ هيدروليز،

قابليت بيوكاتاليستي ليپاز هاي . )3(توليد آنزيم مي باشند
چنين  ميكروبي در هر دو محيط آبي و غير آبي و هم

مقاومت مناسب آن در محيط هاي قليايي و دماي بالا 
منجر به كاربرد وسيع آن در صنايع توليدي شوينده ها، 

ات، بيوفسيل و  لبني مواد غذايي، داروسازي، چرم سازي،
  ).4(سنتز انواع تركيبات چرب شده است 

در اين بررسي سويه باكتريايي وحشي مولد ليپاز از 
كشت لجن فعال جدا  شد و پس از تعيين هويت، بهينه 

   .سازي شرايط توليد آن، مورد بررسي قرار گرفت
  

  مواد و روش ها
جداسازي باكتري هاي توليد كننده ليپاز از كشت لجن 

  :فعال
 Tween سويه باكتريايي رشد يافته بر روي محيط 

Agar حاوي اسيد هاي چرب بعنوان تنها منبع كربن 
، 35 و دماهاي 9 و 5/8، 8، 5/7، 7 هاي pHبترتيب در  

 گذاري خانه گرم سانتيگراد درجه55، و 50، 45، 40
بعد از غني سازي و تهيه كشت خالص شرايط بهينه . شدند

  براي تعيين هويت. ن گرديد و دما تعييpHاز نظر 
هاي جداشده از آزمون هاي بيوشيميايي سيستم  سويه

از كشت خالص ). 5 (شد استفاده Bergeyباكتريولوژي 
 ml  50 محتويml 250سويه ي جدا شده در ارلن ماير

 ،%)5/0(، عصاره مخمر %)5/0(محيط كشت حاوي پپتون 

)5/0(% ، % )005/0 ( CaCl2، روغن زيتون )قيح تل%) 1
 55 ، دماي pH= 5/8شرايط بهينه رشد يعني  گرديد و در

 ساعت 48 بمدت rpm 170 دور همزن و  سانتيگراددرجه
  .انجام شد گذاري نهاخگرم

بررسي تاثير منابع كربن مختلف از طريق جايگزيني 
روغن نارگيل، روغن خردل و روغن آفتاب گردان به جاي 

  :روغن زيتون در محيط كشت پايه
و منابع ) اوره عصاره مخمر، پپتون و( ع ازت آلي از مناب

) نيترات آمونيوم، سولفات آمونيوم وآسپارژين( ازت معدني 
 محيط كشت به ميزان  مراحل جداگانه دربصورت مجزا در

 )W/V  (5/0  %استفاده گرديد .  
  

   :ارزيابي آنزيم
با استفاده از روش امولسيون روغن ارزيابي توليد آنزيم 

يك واحد فعاليت آنزيم ليپاز ). 6( جام پذيرفتزيتون ان
)U ( مقدار آنزيمي است كه يك ميكرومول از اسيد هاي

 آزاد ،چرب را در هر دقيقه تحت شرايط استاندارد آزمون
پلي وينيل الكل به نسبت % 4روغن زيتون و محلول . كند

 دقيقه مخلوط 10بمدت  rpm 20000 در شرايط 4 به 1
 بافر اسيد ml5مولسيون روغن،  از اml 4به . شدند

 نمونه آنزيم افزوده و در دماي ml 1 و M 050/0استيك 
بعد از اين .  گذاري شدنهاخ دقيقه گرم15 درجه بمدت 40

افزوده و ميزان رهايي اسيد هاي % 95 اتانل ml 15مدت 
نمونه آنزيم .  تيتر گرديدM 05/0NaOHچرب با 

 15 در گراد سانتي درجه100غيرفعال شده با حرارت 
  ). 6(بعنوان شاهد مورد استفاده قرار گرفت دقيقه 
  

  :تخليص آنزيم
 گرم 53براي رسوب گذاري سولفات آمونيوم به ميزان 

رسوب .  به نمونه افزوده شد،به ازاي هر ميلي ليتر محيط
)  دقيقه30 بمدت g 17000( حاصله از طريق سانتريفوژ 

 HCL_ تريس جمع آوري گرديد و نمونه در مقابل بافر
مايع فيلتر شده از .  مولار بمدت يك شب دياليز شد1/0

)  سانتيمتر6/2 و قطر 14طول  (-DEAEستون سفارز
تريس  x 1براي شستشوي ستون از بافر . عبور داده شد
در هر يك از مراحل تخليص ميزان فعاليت . استفاده شد

  .آنزيم ارزيابي گرديد
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  :ونهتعيين وزن مولكولي و درجه خلوص نم

 الكتروفورز بر روي ژل سديم  روش ازبراي اين منظور
  .استفاده شد% 10 پلي اكريلاميد –سولفات  دودسيل

  
تاثير منابع كربن بر روي ميزان فعاليت آنزيم ليپاز در  .1جدول 

  محيط كشت باسيلوس كواگولانس
   )U/ml(فعاليت ليپاز  منابع كربن

  26/0  روغن زيتون
  15/0  روغن نارگيل

  18/0  غن آفتاب گردانرو
  

تاثير منابع نيتروژني بر روي ميزان فعاليت آنزيم . 2جدول 
  ليپاز در محيط كشت باسيلوس كو اگيولانس

   )U/ml(فعاليت ليپاز  منابع نيتروژن
  21/0  عصاره مخمر

  0  پپتون
  09/0  اوره

  21/0  نيترات آمونيوم
  38/0  سولفات آمونيوم

  58/0  عصاره مخمر و پپتون
  12/0  پارژينآس

  

0

10

20

30

40

50

7 7.5 8 8.5 9
pH

 (U
/m

l ) ی
زيم
آنــــ

ت 
ليــــ
فعا

  
ونه خام كه در بافر نم بهينه و فعاليت آنزيمي pHميزان . 1شكل

C°50درجه اندازه گيري شده است .  
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ميزان دماي بهينه و فعاليت آنزيمي نمونه خام كه در . 2شكل 
  . اندازه گيري شده است=pH 5/8بافر 

 نتايج و بحث
نتايج حاصل از اين بررسي نشان دادند كه سويه ي 

تريايي توليد كننده ليپاز جدا شده از كشت لجن فعال باك
اين سويه .  بوده استcoagulance Bacillusمتعلق به 

در محيط كشت حاوي روغن زيتون به عنوان تنها منبع 
 درجه بخوبي رشد 50و دماي  =pH 5/8كربن در شرايط 

اولين ليپاز هاي آنزيم هاي خارج ). 2و 1شكل هاي (نمود 
سلولي مقاوم به دما از باسيلوس كواگولانس گزارش شده 

گزارشات محققان از ليپاز هاي مقاوم به حرارت ). 7(است 
  ).  2 و 3( را دارد 10 الي pH 9حاكي از فعاليت آنها در 

  
  پاز باسيلوس كواگولانسمراحل تخليص لي. 3جدول 
فعاليت   مراحل تخليص

   )U(كل
پروتئين 

   )mg(كل
 فعاليت ويژه

U/mg)(  
ميزان 
  (%)تخليص

  1  122/0  265  18/32  ليپاز خام

ترسيب با 
  سولفات آمونيوم

3/14  20/5  75/2  11  

دياليز با بافر 
  تريس

11/12  34/0  56/3  26  

كروماتوگرافي 
 تعويض يوني

96/0  164/0  85/5  30  

  
  با استفاده از منبع كربن ليپيدي مانند روغن ها،

 ها در حضور منبع نيتروژن Tweenاسيد هاي چرب يا 
و   Thomas. ليپاز توليد مي شود،آلي و يا معدني

 روغن زيتون را بهترين منبع 2003همكارانش در سال 
 mycoidesكربن براي توليد ليپاز از سويه هاي 

Bacillus8( ندي نمود درجه معرف28 دماي  در( .
Satyendra Kumarاز 2005همكارانش در سال   و 

Bacillus coagulance در  pH 8 آنزيم ليپاز را 
 منابع ازطبق گزارشات بهترين نتيجه . تخليص نمودند

طبق  ).7(كربن روغن زيتون و روغن خردل بدست آمد 
 منبع نيتروژن 1997 در سال Abdel- Nabyگزارشات 

  . نمي باشد ز منبع آلي آنغير آلي موثر تر ا
اين محققان با تركيب پپتون و سولفات آمونيوم 

 و Sangeetha). 9(تهيه كردند آنزيمي با فعاليت بالاتر 
 از فاضلاب صنعتي سويه 2007همكارانش در سال 

Bacillus pumilus   را جدا نمودند و آنزيم ليپاز
 . بدست آوردند=9pHدر  U/ml 52مزوفيل را با فعاليت 

، پپتون، كازئين و ژلاتين بعنوان tweenاين محققان از 
 منابع كربن و نيتروژن در محيط كشت استفاده نمودند

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  و همكار فرزانه حسيني /....بهينه سازي توليد ليپاز توسط سويه هاي

 

4
)10 .(Limon Bora ساعت 20 از بعد 2007 در سال 

حاوي   گذاري سويه هاي باسيلوس در محيطنهاخگرم
 بدست آورد U/ml 9/6فعاليت نزيمي با آ، Beefعصاره 

يشترين فعاليت آنزيم در حضور در اين بررسي ب). 11(
). 1جدول(روغن زيتون بعنوان منبع كربن مشاهده گرديد 

نتايج حاكي از دو برابر افزايش فعاليت محصول با اين 
در بين منابع نيتروژن آلي بيشترين . منبع كربني مي باشد
در محيط كشت حاوي  U/ml  58/0فعاليت آنزيم معادل

طبق گزارشات ). 2دولج(پپتون و عصاره مخمر ديده شد 
محققان نيز پپتون و عصاره مخمر بهترين انتخاب بعنوان 

نتايج ). 12(منبع نيتروژن براي توليد ليپاز مي باشند 
حاصل از اين بررسي نشان داد كه محصول پروتئيني بعد 

 برابر خالص 30از عبور كروماتوگرافي تعويض يوني حدود 
هاي مزوفيليك برخلاف باسيلوس ). 3جدول(تر شده است 

   توليدKDa 112 حدود بالاكه ليپاز با وزن مولكولي 
، وزن مولكولي محصول پروتئيني تخليص )13(مي كنند 

كه  كيلو دالتون بدست آمد 31شده در اين بررسي حدود 
با   S.aureus  وS. hyicus  ليپاز باكتري هاي در حدود

. )14(مي باشد  كيلودالتون 46-34حدود  وزن مولكولي
 Satyendra Kumarمشاهدات اين بررسي با نتايج 

 برابرخلوص و 40وي و همكارانش آنزيمي با . مطابقت دارد
  ). 7( كيلودالتون بدست آوردند 31وزن مولكولي 

آنزيم ليپاز ترموفيل و آلكالي فيل كه از منبع 
باكتريايي و قابل دسترس مانند لجن فعال فاضلاب خانگي 

راي كاربرد هاي صنعتي و غذايي تهيه مي شود مي تواند ب
هم چنين در اين بررسي . بخوبي مورد استفاده قرار بگيرد

مراحل بكار رفته براي تخليص آنزيم در مقايسه با 
 ه استگزارشات ساير محققان كوتاه و مقرون بصرفه بود

توان در واكنش هاي  از اين آنزيم مي). 15،16(
راي سنتز برخي  و ترانس استريفيكاسيون باستريفيكاسيون

  .استرهاي تيمارهاي صنعتي غني از چربي استفاده نمود
  

   
%  10الكتروفورز آنزيم ليپاز خالص بر روي ژل. 3شكل

SDS_PAGEماركر پروتئيني به : 1 طي مراحل تخليص، خط
، 25، 31 ،45،35، 55، 65، 85، 100، 200ترتيب با وزن مولكولي 

ونه بعد از رسوب گذاري نم: 3نمونه خام، خط : 2 خط5 و 15، 20
 كيلو دالتون متعلق به 31باند : 4با سولفات آمونيوم، خط 

پروتئين ليپاز از سويه ي باسيلوس كواگولانس كه با فلش 
  .مشخص شده است

  
  تشكر و قدر داني

بدين وسيله از تلاش هاي همكار بسيار محترم سركار 
 خانم مهندس هادوي كه در جهت فراهم نمودن امكانات

ايشگاهي كمك و همراهي فرمودند كمال تشكر و آزم
  .قدرداني را مي نماييم
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