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 DSM3286 Yarrowia lipolyticaبررسي بازدهي توليد آنزيم ليپاز مخمر

  تحت تيمارهاي مختلف نيتروژني و زمان تخمير
  

  4، مهدي وريدي3، سيد علي مرتضوي2، فريده طباطبايي يزدي1وجيهه زارع باقي آباد

  فردوسي مشهددانشجوي كارشناسي ارشد گروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه  -1
 دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد دانشيار گروه علوم و صنايع غذايي، -2

 استاد گروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد -3

 دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد استاديار گروه علوم و صنايع غذايي، -4

)26/9/93: ريخ پذيرش  تا14/6/93: تاريخ دريافت(  

  
  چكيده

آنزيم ليپاز ميكروبي كاربرد بسياري در . هاي مهمي از جمله آنزيم ليپاز را دارد مخمر غيرمتعارفي است كه توانايي توليد متابوليتيارويا ليپوليتيكامخمر 
اين پژوهش بازدهي توليد آنزيم ليپاز توسط اين مخمر و در . را دارد ...صنايع مختلف از جمله توليد مواد شوينده، صنايع غذايي، داروسازي، سوخت و 

تيمارهاي انتخابي .  و زمان تخمير بررسي شدCzapek Dox Brothميزان بيومس توليد شده، تحت تيمارهاي مختلف منابع نيتروژني در محيط كشت 
 به CDBمحيط كشت % 50عصاره كنجاله كنجد،  6/3%محلول% 50 به همراه CDBمحيط كشت % CDB ،50محيط كشت % 100منابع نيتروژني شامل 

 محيط كشت% 50عصاره مخمر در آب مقطر و  6/3%محلول % 50 به همراه CDB محيط كشت% 50كنجاله كنجد در آب مقطر،   6/3%محلول % 50همراه 

CDB 50در ميان تيمارهاي مورد بررسي، تيمار . د روز در نظر گرفته ش5 و 4، 3سطوح زمان تخمير . پپتون در آب مقطر بود 6/3%محلول % 50 به همراه 
 rpm  120زدن و سرعت همC30°گذاري در دماي  در چهارمين روز گرمخانهCDB درصد عصاره كنجاله كنجد در محيط كشت 6/3درصد محلول 

هاي به دست آمده در اين آزمايش نشان داد ههمچنين تجزيه و تحليل آماري داد. را نشان داد)  واحد آنزيمي5900/91 ± 56241/0(بيشترين فعاليت ليپازي 
 5داري در سطح كه استفاده از عصاره كنجاله كنجد در مقايسه با عصاره مخمر و پپتون در محيط كشت، در اين گونه مخمر فعاليت ليپازي را به صورت معني

  . دهددرصد افزايش مي
  

 ليپاز، كنجاله كنجد،  منابع نيتروژن ،آنزيم ياروويا ليپوليتيكا :واژگان كليد

 
 
 
 
 

                                                            
 مسئول مكاتبات: tabatabai@um.ac.ir  
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  مقدمه -1
 قادر به توليد وشدت هوازي است به ياروويا ليپوليتيكامخمر 

 به از اينرو. باشدمي از جمله ليپازهاي ميكروبي هاي مهممتابوليت
-شدهدر مطالعات بيولوژي مولكولي و ژنتيك تبديل مخمري مهم 

 زيتون و  كنجاله روغنپساب در رشداين مخمر توانايي . است
هاي همچنين تركيبات آلي تجزيه شده از جمله هيدروكربن

-آسيلگليسرولتري( ليپاز .]1[ را دارد 2 و آروماتيك1آليفاتيك

-استرآز است كه زنجيرهيك كربوكسي) EC 3.1.1.3هيدرولاز 

ها گروه  ليپاز.]2[ كندهاي آسيل گليسرول را هيدروليز و سنتز مي
ها را در توانند واكنشستي هستند كه ميمهمي از كاتاليزورهاي زي

توانند در ها ميآن. هر دو محيط آبي و غير آبي كاتاليز كنند
گليسرول را به اسيدهاي چرب و گليسرول آسيلب تريآحضور 

 اغلب در حضور  والبته در حضور مقادير كم آب. هيدروليز كند
، در دطور بالعكس رخ دهتواند بههاي آلي اين واكنش ميحلال
، حضور اسيدهاي چرب و گليسرولدر تواند ليپاز مي حالتاين 

  .]3[آسيل گليسرول را كاتاليز كند واكنش سنتز تري
ليپاز توسط اين مخمر به سه صورت آنزيم  ترشح 1948در سال 

 گزارش گرديدسلولي، متصل به ديواره و خارج از سلولي درون
دي تحت تاثير شرايط ميزان زيارشد و ترشح اين آنزيم به .]1[

ي روهبهر. هوادهي و ميزان اكسيژن موجود در محيط كشت است
توليد ليپاز هنگامي كه سرعت انتقال اكسيژن و فشار در حال 

 اياروويا ليپوليتيك علاوه براين .يابدافزايش است، افزايش مي
قادر به توليد اسيد سيتريك  تحت شرايط محدوديت مواد غذايي

- ها، روغن از جمله قندها، آلكاني انواع منابع كربن ازمواد معطر و

. هاي گياهي، نشاسته هيدروليز شده، اتانول و گليسرول است
تواند بر روي  ميياروويا ليپوليتيكاثابت شده است كه مخمر 

 و محصولات با ارزش مانند ليپاز و نمودهضايعات مختلف رشد 
 يدي اين مخمرتوسطآنزيم ليپاز تول. ]1[ اسيد سيتريك توليد كند

  .]1[ است شناخته شده3منيسازمان غذا و داروي آمريكا ا
اگرچه تصفيه و تيمار ضايعات صنايع كشاورزي و مواد غذايي 

توان از اين مواد براي كاربردهاي دشوار است با اين حال مي
 مانند هاي با ارزش بالابيوتكنولوژي به ويژه براي سنتز متابوليت

                                                            
1. Aliphatic 
2. Aromatic 
3. Gras(safe) 

 ،، اسيدهاي آليتك سلولي چربي ،يپروتئين تك سلول
توان از اين سوبستراها مي.استفاده كردها بيوسورفاكتانت و آنزيم

ي توليد آنزيم، براي براي فرايندهاي تخمير با هدف كاهش هزينه
 را تجاريهاي  رقابت با آنزيميتتوليد آنزيمي صنعتي كه قابل

  .]4[داشته باشد، استفاده نمود
  به شدت تحت تاثير عوامل مختلف محيطي ليپازبازدهي توليد

ها تروژن از مهمترين آني منابع كربن و نتغييرات گيرد كهقرار مي
 نشان داده است كه پپتون يك منبع نيتروژن مطالعات .مي باشند

  .]1[بسيار بهتر از اوره و سولفات آمونيوم براي توليد ليپاز است
جد و عصاره بررسي تاثير پودر كنجاله كنهدف اين پژوهش 

حاصله در مقايسه با عصاره مخمر و پپتون به عنوان منابع 
بر بازده توليد آنزيم ليپاز توسط گذاري و زمان گرمخانهنيتروژني 

  . باشد مي4وريغوطهكشت  سيستمدر  ياروويا ليپوليتيكامخمر 
  

  مواد و روش -2
  مواد -2-1

 Malt محيط كشت مواد مورد استفاده در اين پژوهش شامل

Extract Agar  ،محيط كشت از شركت مرك آلمانCzapek 

Dox Broth از شركت سيگما، عصاره مخمر و پپتون از شركت 
مرك آلمان، صمغ عربي، پارانيتروفنيل پالميتات، ايزوپروپانول و 

 و =pH 8  باHCl از شركت سيگما، بافر تريس X100تريتون 
  .  بود كلرايد از شركت مرك آلمانسديم

  نجاله كنجدك -2-2
به   در استان يزد وهاي توليد روغن كنجدبرداري از كارگاهنمونه

 پنج نمونه كنجاله .انجام پذيرفتاي  تصادفي خوشهروش كاملاً
 ها از آنتهيه پودر و عصاره كنجاله كنجدو براي ، انتخاب كنجد

  .]5[استفاده شد
هاي شيميايي مربوط به كنجاله آزمون -2-3

  كنجد
گيري پروتئين خام، روغن خام،  فيبر خام، رطوبت و ازهآزمون اند

خاكستر به روش استاندارد ملي ايران به تربيت به شماره 

                                                            
4. Submerge culture 
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 صورت 2706 و 8034، 3717، 7593، 323 هاياستاندارد
  .]10 -6[ پذيرفت

هاي شيميايي مربوط به عصاره آزمون -2-4
  كنجاله كنجد

، رطوبت و   فيبر خامگيري پروتئين خام، روغن خام،آزمون اندازه
خاكستر به روش استاندارد ملي ايران به تربيت به شماره 

 صورت 2706 و 8034، 3717، 11330، 323 هاياستاندارد
  .]10و  9 ،8، 11، 6[ پذيرفت

  ريزسازواره مورد استفاده -2-5
از  DSM3286 Yarrowia lipolyticaمخمر از سويه 

وهش استفاده  آلمان در اين پژDSMZكلكسيون ميكروبي 
شامل تركيبات  ( Malt Extract Agarاز محيط كشت . گرديد

)  ليتر آب مقطر1 گرم آگار در 20 گرم عصاره مالت به همراه 20
 روزه 2- 3 به مدت C 29° براي كشت اين مخمر در دماي
  .)12(  نگهداري شدC 4° استفاده گرديد و در دماي نگهداري

  سازي محيط كشت تلقيحهآماد -2-6
 گرم، عصاره 5بتدا مخمر در محيط كشت حاوي تركيبات پپتون ا

همراه  گرم در هر ليتر آب مقطر به3 گرم و سديم كلريد 3مخمر 
 ساعت 24 و rpm 200 در دور C 30°روغن كنجد در دماي % 1

  .]13[ شدكشت داده 
  وريسازي محيط كشت غوطهآماده -2-7

            Czapek Dox Brothبدين منظور ابتدا محيط كشت 
 گرم، K2H2PO4 :1 گرم، NaNO3 :2: شاملتركيبات (

MgSo4.7H2O :5/0 ،گرم KCl: 5/0 ،گرم FeSO4: 01/0 
از  % 6/3 و سپس محلول شد تهيه )گرم در هر ليتر آب مقطر

  به طور جداگانهكنجاله كنجد، عصاره مخمر و  پپتون با آب مقطر
  : مي باشد تيمار انتخاب شده به شرح زير5. تهيه شد

  CDBمحيط كشت % 100: 1تيمار 
 6/3 %محلول% 50 به همراه CDBمحيط كشت % 50: 2تيمار 

  عصاره كنجاله كنجد
 6/3%محلول % 50 به همراه CDBمحيط كشت % 50: 3تيمار 

  كنجاله كنجد در آب مقطر

 6/3%محلول % 50 به همراه CDB  محيط كشت% 50: 4تيمار
  عصاره مخمر در آب مقطر

 6/3%محلول % 50 به همراه CDB  محيط كشت% 50: 5تيمار 
  .]14[ پپتون در آب مقطر
روغن كنجاله كنجد به عنوان محرك و منبع % 1به همه تيمار ها 
  .]14 [ كربن اضافه شد

  تهيه پودر كنجاله كنجد -2-7-1
با يكديگر مخلوط و در هاي كنجد كاملا بدين منظور كنجاله
 دست آمده، از الك با اندازه سپس پودر به. آسياب خرد شدند

  .متر گذرانده شد ميلي2/0مش 
  تهيه عصاره كنجاله كنجد -2-7-2

هاي  شده با نسبت تهيهكنجالهنمونه  5براي تهيه اين عصاره ابتدا 
سپس كنجاله كنجد . يكسان باهم كاملا مخلوط و همگن شدند

 250مايرهاي  با آب مخلوط و در ارلن15 به 1تهيه شده به نسبت 
            با استفاده از حمام آبي اولتراسوند.ليتري ريخته شدميلي

)UP200H , Dr.Hielscher ( دقيقه 20در دماي اتاق به مدت 
.  كيلوهرتز تحت امواج فراصوت قرار گرفتند20 و 100با توان 

ها از فيلتر كاغذي عبور داده شدند بعد از اتمام اين مرحله عصاره
 دقيقه سانتريفيوژ شدند تا ذرات 5به مدت  rpm5000 و با دور

نشين شوند و سپس دوباره سوپرناتانت از فيلتر باقيمانده ته
 عنوان عصاره در نظر گرفته همايه عبوري ب. كاغذي گذرانده شد

  .]16 و 15 [شد
  وريكشت غوطهسيستم  -2-8

ليتر از محيط كشت تلقيح  ميلي2براي بررسي تاثير منابع نيتروژني 
 ها در دماي و محيطگرديدوري اضافه هاي كشت غوطهحيطبه م
°C30 زدنسرعت به هم و rpm 120،  گرمخانه روز 5به مدت -

براي بررسي اثر زمان بر روي بازدهي توليد و  .شدندگذاري 
فعاليت ليپاز و رشد سلولي در روزهاي سوم، چهارم و پنجم 

  .]14[گيري شدگذاري، فعاليت ليپاز و رشد سلولي اندازهگرمخانه
  تهيه سوپرناتانت محيط كشت -2-9

 rpmها در دوركشتكشت، محيطبراي تهيه سوپرناتانت محيط
 عبور داده 1من شماره  سانتريفوژ و از فيلتر كاغذي وات10000
   كشت استفاده شدعنوان سوپرناتانت محيطمايع عبوري به. شدند

]14[.  
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گيري كمي فعاليت ليپاز به روش اندازه -2-11
  سنجيرنگ

عنوان به) pNPP( در اين روش از پارانيتروفنيل پالميتات 
كار رفت گيري فعاليت آنزيمي بهسوبستراي آنزيم ليپاز براي اندازه

) pNP(، اسيدچرب و پارانيتروفنلآنزيمكه محصول نهايي اين 
 410د كه در طول نمايپارانيتروفنل 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 10 از پارا نيتروفنيل پالميتات در mM 5/16غلظت  
  باHCl  بافر تريسmM 50شامل (B به محلول ) ايزوپروپانول

8 = pH )4/0%  تريتونX=100 نسبت  به) صمغ عربي% 1/0 و
كشت  محلول آنزيم نيز بعد سانتريفيوژ محيط.  آماده گرديد9 به 1

ها با استفاده از فيلتر كاغذي واتمن كردن ذرات و سلول و جدا
  . تهيه گرديد1شماره 
 ميكروليتر از محلول 900ميكروليتر از محلول آنزيم به  100سپس 

گذاري در  دقيقه گرمخانه15 و پس از سوبسترا اضافه گرديد
 نانومتر با 410 ،جذب پارانيتروفنول در طول موج C 37°دماي 

 Lightwave مدلUV/Vis(استفاده از دستگاه اسپكتوفتومتر

S2000( يك واحد فعاليت  خوانده شد و واحد آنزيم به صورت
پارا  آنزيم برابر است با مقداري از آنزيم كه يك ميكرومول

، گزارش بسترا در هر دقيقه آزاد كرده استنول را از سونيتروف
 80، 60، 40، 20، 0نمودار استاندارد با استفاده از محلول  .گرديد

  ميكرومولار پارانيتروفنل در ايزوپروپانول و جذب نوري 100و 
  .]14[ نانومتر تهيه شد410آن در 

  گيري بيومساندازه -2-12
 بر روي فيلتري كه قبلا به بعداز فيلتراسيون محيط كشت براث

فيلتر كاغذي استفاده شده براي تهيه ( وزن ثابت رسيده بود
 ،، ابتدا فيلتر)گيري فعاليت ليپازسوپرناتانت محيط كشت در اندازه

 در آون C  110-105°با آب مقطر شسته شد و سپس در دماي
وزن بيومس برحسب . تازمانيكه به وزن ثابت برسد، خشك شد

ليتر محيط كشت محاسبه  ميلي100 بر) گرم( ولوزن خشك سل
  .]17[ شد
  :طرح آماري -2-13

 روزهاي مختلف وبراي برسي تاثير منابع نيتروژني ذكر شده 
تخمير، بر توليد و فعاليت آنزيم ليپاز و رشد سلولي از آزمون 

 SPSS16.0فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصادفي و نرم افزار 
انگين نتايج با استفاده از آزمون دانكن در مقايسه مي. استفاده شد

  . درصد صورت پذيرفت5سطح 
  

  بحث و نتايج -3
 شيميايي كنجاله كنجد و هايآزمون -3-1

  صله از  آناعصاره ح
نتايج آناليزهاي شيميايي كنجاله كنجد و عصاره كنجاله كنجد در 

  . آورده شده است1 جدول
  )اعداد بر حسب درصد مي باشند( و عصاره كنجاله كنجدآناليزهاي شيميايي كنجاله كنجد  1 جدول

  خاكستر  ماده خشك  فيبر خام  روغن خام  پروتئين خام  نوع نمونه

  7/9±18/0  5/92±56/0  6/8±81/0  09/19±89/0  5/36±72/0  كنجاله كنجد
  98/2±12/0  64/18±18/0  89/1±28/0  55/2±21/0  5/5±34/0  عصاره كنجاله كنجد

  
ليپاز و توليد آنزيم بازدهي  بر تيمارهااثر  -3-2

  ياروويا ليپوليتيكامخمر توسط رشد سلولي 
 منبع مختلف نيتروژن براي 5 روي ياروويا ليپوليتيكاعملكرد 

وزن خشك بيومس  بر حسب گرم . توليد آنزيم ليپاز بررسي شد
بر حسب واحد ) L(و فعاليت آنزيمي ليپاز ) X(ليتر  ميلي100در 

سنجي پارانيتروفنيل با روش رنگ) U/ml(ر ليتآنزيمي در ميلي
. پالميتات در سومين، چهارمين و پنجمين روز كشت انجام شد

 1در شكل . شود مشاهده مي3 و 2نتايج حاصله در جدول 
 نانومتر نشان داده 410منحني استاندارد جذب پارانيتروفنل در 

  .شده است
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(Mµ) پارانيتروفنلغلظت

نمودار استاندارد پارانيتروفنل

  نانومتر410ارد جذب پارانيتروفنل در طول موج منحني استاند 1 شكل

 بين روزهاي مختلف تخمير در يك  فعاليت ليپازتايج آناليز آماري
داري بين روزهاي مختلف تيمار نشان دادند، اختلاف آماري معني

از مقايسه توليد و فعاليت ليپاز در . وجود دارد% 5 در سطح تخمير
روز اليت ليپاز در  بيشترين فعشد روزهاي مختلف مشاهده 

همچنين نتايج آناليز . باشدمي ) U/ml 134/53( چهارم تخمير
فعاليت ليپاز بين تيمارهاي مختلف نيتروژني  نشان دادند، آماري 

- به گونه. دارند با يكديگر%5 در سطح دارياختلاف آماري معني

اي كه بيشترين فعاليت ليپاز در ميان تيمارهاي نيتروژني مربوط به 
 اين نكته نيز قابل . بودU/ml 425/59 با فعاليت ليپازي 2مار تي

 با چهارم در روز 2 تيمار درذكر است كه بيشترين فعاليت ليپاز 
  .مشاهده شد U/ml 56241/0 ± 5900/91  ليپازيفعاليت

  
  ها و روزهاي مختلفوري در تيمار در شرايط كشت غوطهياروويا ليپوليتيكافعاليت ليپاز توليد شده توسط مخمر  2جدول 

  تيمار
  روز3بعداز  فعاليت ليپاز

  )U/ml(گرمخانه گذاري
  روز4بعداز  فعاليت ليپاز 

  )U/ml(گرمخانه گذاري
  روز5بعد  فعاليت ليپاز

  )U/ml (گرمخانه گذاري
  CDB  57003/ 0 ± 5667/35  35000/0 ± 3500/50  71066/0 ± 8967/56محيط كشت % 100

  6/3%محلول % 50راه  به همCDBمحيط كشت % 50
  عصاره كنجاله كنجد

80000/0 ± 8000/59  56241/0 ± 5900/91  81033/0 ± 8233/25  

 6/3%محلول % 50به همراه CDB محيط كشت% 50
  كنجاله كنجد در آب مقطر

75142/0 ± 7767/36  17000/0 ± 1700/30  31000/0 ± 3100/25  

  6/3%محلول % 50به همراه  CDBمحيط كشت % 50
  ره مخمر در آب مقطرعصا

36005/0 ± 3633/32  01000/0 ± 5200/67  01000/0 ± 4600/34  

 6/3%محلول % 50به همراه  CDBمحيط كشت % 50
  پپتون در آب مقطر

75567/0 ± 7733/64  36019/0 ± 3533/25  61992/0 ± 5500/28  

  
نتايج آناليز آماري رشد سلولي بين روزهاي مختلف تخمير در 

داري بين روزهاي ن دادند، اختلاف آماري معنييك تيمار نشا
از مقايسه بيومس توليد . وجود دارد% 5مختلف تخمير در سطح 

شده در روزهاي مختلف مشاهده شد بيشترين رشد سلولي در 
. باشدمي) ليتر محيط كشت گرم بر ميلي600/1( تخميرپنجم روز 

مختلف  بين تيمارهاي رشد سلوليهمچنين نتايج آناليز آماري 
با % 5داري در سطح نيتروژني نشان دادند، اختلاف آماري معني

 در ميان رشد سلولياي كه بيشترين به گونه. يكديگر دارند
وزن خشك با  1 و  3تيمارهاي نيتروژني مربوط به تيمار 

 به ليتر محيط كشت ميلي100 گرم بر 698/1 و 743/1سلولي
 رشد سلوليت كه بيشترين اين نكته نيز قابل ذكر اس.  بود،ترتيب

 گرم بر 871/1وزن خشك با پنجم تخمير  در روز 3در تيمار 
  . مشاهده شد ليتر محيط كشت، ميلي100
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  وري در تيمارها و روزهاي مختلف در شرايط كشت غوطهياروويا ليپوليتيكاوزن بيومس مخمر  3 جدول

  تيمار
  روز3وزن بيومس بعداز 

گرم بر  (گذاريگرمخانه
  )ميلي ليتر100

  روز4وزن بيومس بعداز 
گرم بر  (گذاريگرمخانه
  )ميلي ليتر100

  روز5وزن بيومس بعد 
گرم بر  (گذاريگرمخانه

  )ميلي ليتر100
  CDB  05132/0 ± 4467/1  5508/0 ± 7533/1  5000/0 ± 8500/1محيط كشت % 100

محلول % 50به همراه  CDBمحيط كشت % 50
  عصاره كنجاله كنجد %6/3

15011/0 ± 1467/1  6000/0 ± 2600/1  11788/0 ± 2900/1  

محلول % 50به همراه CDB محيط كشت% 50
  8714/1 ± 02240/0  8421/1 ± 04025/0  461/1 ± 06132/0   كنجاله كنجد در آب مقطر %6/3

محلول % 50 به همراه CDBمحيط كشت% 50
  5039/1 ± 03211/0  4505/1 ± 05150/0  0190/1 ± 10000/0   عصاره مخمر در آب مقطر %6/3

محلول % 50به همراه CDB محيط كشت% 50
   پپتون در آب مقطر %6/3

06142/0 ± 1911/1  04310/0 ± 3417/1  02186/0 ± 3233/1  

  
 آورده شده 4سلولي در تيمارهاي مختلف نيتروژني در جدول   نتايج تجزيه و تحليل آماري فعاليت ليپاز توليد شده و رشد 

  .است
  نتايج تجزيه و تحليل آماري فعاليت ليپاز توليد شده و رشد سلولي در تيمارهاي نيتروژني 4جدول 

  5  4  3  2  1  )شماره تيمار( منابع نيتروژني
  A647/9±7417/47  B384/29±4250/59  C266/5±9617/30  D585/17±8400/44  E695/19±8567/39 (U/ml)فعاليت ليپاز
  a208/0±6983/1  b658/0±2683/1  c197/0±7433/1  d280/0±3083/1  e106/0±  3433/1  (g/100ml)رشد سلولي

  .دنباشميفعاليت ليپاز  رشد سلولي و هاي درصد بين تيمارهاي نيتروژني در پاسخ5دهنده معناداري در سطح نشانو بزرگ به ترتيب حروف كوچك 
  

 آورده 7 و 6، 5 اول در جد3 و 2نتايج تجزيه و تحليل جداول 
نسبت بازده خشك به سوبسترا بر اول ن جددر اي. شده است

حسب گرم بر گرم، بازده توليد ليپاز به سوبسترا بر حسب واحد 

دهي يا ميزان توليد ليپاز  بر حسب واحد آنزيمي بر گرم، محصول
آنزيمي در زمان تخمير، سرعت ويژه توليد ليپاز بر حسب واحد 

  .آنزيمي بر وزن خشك در زمان تخمير آورده شده است
  گذاري در روز سوم گرمخانهياروويا ليپوليتيكا تجزيه و تحليل اثر منابع مختلف نيتروژن بر روي توليد ليپاز توسط 5جدول

  YX/S  YL/S  PL  qL  منبع نيتروژن
  19/8  85/11  87/9  4018/0  سولفات آمونيوم

  38/17  93/19  61/16  31/0  عصاره كنجاله كنجد
  38/8  25/12  21/10  4058/0  كنجاله كنجد
  57/10  78/10  98/8  28/0  عصاره مخمر

  12/18  59/21  99/17  33/0  پپتون
  

YX/S : گرمبربازده وزن خشك بر روي سوبسترا بر حسب گرم  (g/g) ،YL/S :گرم بربازده توليد ليپاز بر روي سوبسترا بر حسب واحد آنزيمي  (U/g) ،
PL :ميزان توليد ليپاز بر حسب واحد آنزيمي در زمان تخمير (U/h) ،qL :سرعت ويژه توليد ليپاز برحسب واحد آنزيمي بر وزن خشك در زمان تخمير 

(U/gh)  
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  گذاري در روز چهارم گرمخانهياروويا ليپوليتيكاتجزيه و تحليل اثر منابع مختلف نيتروژن بر روي توليد ليپاز توسط  6جدول 
  YX/S  YL/S  PL  qL  منبع نيتروژن

  17/7  58/12  98/13  48/0  سولفات آمونيوم
  16/18  89/22  44/25  35/0  عصاره كنجاله كنجد

  09/4  54/7  38/8  51/0  كنجاله كنجد
  63/11  88/16  75/18  40/0  عصاره مخمر

  71/4  33/6  04/7  37/0  پپتون
YX/S :گرم بربازده وزن خشك بر روي سوبسترا بر حسب گرم  (g/g) ،YL/S :ر گرمباحد آنزيمي بازده توليد ليپاز بر روي سوبسترا بر حسب و (U/g) ،

PL :ميزان توليد ليپاز بر حسب واحد آنزيمي در زمان تخمير (U/h) ،qL :سرعت ويژه توليد ليپاز برحسب واحد آنزيمي بر وزن خشك در زمان تخمير 

(U/gh)  
  گذاريز پنجم گرمخانه در روياروويا ليپوليتيكاتجزيه و تحليل اثر منابع مختلف نيتروژن بر روي توليد ليپاز توسط  7جدول 

  YX/S  YL/S  PL  qL  منبع نيتروژن
  14/6  37/11  80/15  51/0  سولفات آمونيوم

  4  16/5  17/7  35/0  عصاره كنجاله كنجد
  70/2  06/5  03/7  51/0  كنجاله كنجد
  58/4  89/6  57/9  41/0  عصاره مخمر

  31/4  71/5  93/7  36/0  پپتون
YX/S :گرمبرسب گرم بازده وزن خشك بر روي سوبسترا بر ح  (g/g) ،YL/S : ر گرمببازده توليد ليپاز بر روي سوبسترا بر حسب واحد آنزيمي (U/g) ،

PL :ميزان توليد ليپاز بر حسب واحد آنزيمي در زمان تخمير (U/h) ،qL :سرعت ويژه توليد ليپاز برحسب واحد آنزيمي بر وزن خشك در زمان تخمير 

(U/gh)    
  بحث -4

 ياروويا ليپوليتيكاد و توليد ليپاز  توسط مخمر در اين مطالعه رش
 مخمر ياروويا ليپوليتيكا.  بررسي شدينيتروژن منابع با استفاده از 
توانايي بالايي در توليد ليپاز در محيط كشت غني نشان داد كه 

 داشتن علت تواند بهكه اين مي. شده با عصاره كنجاله كنجد دارد
 ه كنجد و عصاره كنجاله كنجد در كنجالي از روغن كنجدددرص

 مقدار پروتئين بالا در اين .باشد 55/2و 09/19به نسبت هاي
 امواج فراصوت تاثير ،بالا در كنجالهعلت وجود پروتئين عصاره به

 )18(.باشد ميداخل عصارهسلولي بهو رها شده شدن مواد درون
 3/5( از جمله گلايسينحضور آمينواسيدهاي مختلف همچنين
كه ) درصد پروتئين خام 9/2(و هيستيدين) پروتئين خامدرصد 

در كنجاله باشد، ها در توليد آنزيم ليپاز ضروري ميحضور آن
   .)2(تواند مزيد بر علت باشدكنجد مي

 را 5كريپتوكوكوس توليد ليپاز توسط ) 2000( كميني و همكاران
وژن سازي منابع نيترشامل، بهينهسازي بهينه. سازي نمودندبهينه
 و عصاره مخمر ، پپتون( و آلي ) اوره و آمونيوم سولفات(آلي غير

در ميان منابع نيتروژني عصاره مخمر بيشترين . بود) شربت ذرت
 U/mlفعاليت ليپاز در اين حالت . تاثير را در توليد ليپاز نشان داد

درحاليكه ديگر منابع نيتروژني .  ساعت گزارش شد96 در 26
  .)19(بازدارنده در توليد ليپاز نشان دادندآزمايش شده تاثير 

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

يمارها، در محيط كشت، توليد آنزيم گزيلاناز توسط قارچ ت
Aspergillus japonicas 5در سطح ( را به طور معني داري 

  ).16(افزايش داده است) درصد

                                                            
5. Cryptococos S2 
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 عنوان كردند كه منبع نيتروژني آلي پپتون 2013مفتاح و همكاران 
و به دنبال آن عصاره مخمر در ميان ديگر منابع نيتروژن بيشترين 

-همچنين آن.  داشتندياوويا ليپوليتيكا را در توليد ليپاز توسط تاثير

دست آوردن  ساعته را براي به60گذاري گرمخانهدوره ها 
درويشي و همكاران . )4(بيشترين فعاليت ليپاز پيشنهاد كردند

 براي توليد ي منبع نيتروژنترينمناسبعصاره مخمر را ) 1390(
 U/ml با بيشينه توليد يپوليتيكاياروويا ل آنزيم ليپاز توسط مخمر

  .)20(، معرفي كردند 7/34
 مخمر يارووياسازي محيط كشت تحقيقات زيادي در زمينه بهينه

اما بيشتر .  براي توليد ليپاز انجام پذيرفته استليپوليتيكا
سوبستراهاي آزمايشگاهي همانند پپتون، عصاره مخمر، اوره، 

- گيري از دانهانجات روغن كارخپسابو يا ... سولفات آمونيوم و

عنوان منبع نيتروژني به كار گرفته هاي روغني در اين تحقيقات به
ما در اين تحقيق تلاش نموديم يك ). 22 و 21، 4(استشده

گذار در توليد آنزيم سوبستراي ارزان قيمت و در عين حال تاثير
  . را معرفي كنيم) عصاره كنجاله كنجد( ليپاز 

  

  گيري نتيجه -5
در حضور نشان داد كه  تحقيق ندر ايمر ياروويا ليپوليتيكا مخ

.  توليد آنزيم ليپاز داردبرايتوانايي بالايي عصاره كنجاله كنجد 
كه در ميان حاكي از آن بود هاي فوق نتايج حاصله از آزمايش

، بيشترين سوبستراهاي نيتروژني به كارگرفته شده در اين آزمايش
 به همراه CDBمحيط كشت % 50يمار فعاليت ليپازي مربوط به ت

 U/ml عصاره كنجاله كنجد با فعاليت ليپازي 6/3%محلول 
 طيمح% 50 و بيشترين رشد سلولي مربوط به تيمار 425/59
 و كنجد كنجاله عصاره 6/3 %محلول% 50 همراهبه CDB كشت
 698/1 و 743/1 با وزن خشك سلولي CDB كشت طيمحتيمار 

در بين . باشدميمحيط كشت به ترتيب، ليتر  ميلي100گرم بر 
 به روز چهارم طمربو بيشترين فعاليت ليپاز ،روزهاي تخمير

 و بيشترين رشد سلولي U/ml 134/53تخمير با فعاليت ليپازي 
 گرم بر 600/1مربوط به روز سوم تخمير با وزن خشك سلولي 

  بيشترين فعاليت ليپاز درهمچنين. ليتر محيط كشت، بود ميلي100
 عصاره 6/3% به همراه محلول CDBمحيط كشت % 50تيمار 

 U/ml( كنجاله كنجد و در روز چهارم تخمير مشاهده شد

استفاده از عصاره  ندنتايج نشان داد در نهايت اينكه ).590/91
( ه عنوان سوبستراي نيتروژنيب 2 در تيمار كنجاله كنجد

به طور مخمر ياروويا ليپوليتيكا  در) سوبستراي ارزان قيمت
در مقايسه با ساير سوبستراهاي آميز فعاليت ليپازي را موفقيت
. دهدافزايش مي)  درصد5 در سطح يدارمعني( بيشتر  ،نيتروژني

 كربني، عسازي مناببا بهينهتوان مي است كه رل ذكباين نكته نيز قا
توان فعاليت گذار در توليد آنزيم ليپاز ميريو شرايط فيزيكي تاث

عنوان يك  و از اين مخمر بها به ميزان بيشتري افزايش دادليپاز ر
ميكروارگانيسم با پتانسيل مناسب توليد آنزيم ليپاز در صنايع 

  . ميكروبي استفاده نموديهابيوتكنولوژي و توليد متابوليت
  

  قدرداني و تشكر -6
هاي علت كمكاز معاونت پژوهشي دانشگاه فردوسي مشهد به

 گرفته در راستاي انجام طرح پژوهشي مادي و معنوي صورت
  .آيدو قدرداني به عمل ميتشكر  29591/3نامه با كد پايان
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   Yarrowia lipolytica is unusual yeast that has the ability to produce important metabolites such as lipase 
enzymes. Lipase enzyme has many applications in different industries including manufacturing of 
detergents, food industry, pharmacy, fuel and etc. In this paper, we studied the lipase enzyme produced by 
the yeast under different treatments of nitrogen sources such as yeast extract, peptone, soybean meal, 
sesame meal and sesame meal extracts on the medium of Czapek Dox Broth. Selected treatments of 
nitrogen resources include treatment solution (100%), solution (50%) containing with sesame cake extract 
(3.6%), solution (50%) containing with sesame cake extract (3.6%) in distilled water, solution (50%) 
containing with yeast extract (3.6%) in distilled water and solution (50%) containing with peptone (3.6%) 
in distilled water on the medium (CDB). Fermentation time levels are considered 3, 4 and 5 days. Among 
examined treatments, Treatment solution (50%) containing with sesame cake extract (3.6%) on the 
medium (CDB) showed the highest lipase activity (91.5900±0.56241 and 67.5200 ± 0.01000 enzyme 
units, respectively) in the fourth day of incubation with stirring speed (120 rpm) and temperature (30 °C). 
The results show use of sesame cake extract increases lipase activity more than use of yeast extract and 
peptone at the level of 5%. Also, statistical analysis of resulted data showed use of sesame cake extract 
increases lipase activity significantly at 5% level in comparison with yeast extract and peptone. 
 
Key words: Yarrowia lipolytica, nitrogen source, lipase enzyme, sesame meal 
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