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         ، 4، منوچهر وثوقي3، ايران عالم زاده2، فريده طباطبايي يزدي1مهديه قمري
  6 هانيه صفري،5مهدي وريدي

  
 

  دانشگاه فردوسي مشهده كشاورزي، دانشكدصنايع غذايي، علوم و  دكتراي فارغ التحصيل -1

    دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد ،صنايع غذاييعلوم و گروه  استاد -2
     دانشكده مهندسي شيمي و نفت، دانشگاه صنعتي شريفاستاد -3
    دانشكده مهندسي شيمي و نفت، دانشگاه صنعتي شريف استاد-4

      دانشگاه فردوسي مشهد انشكده كشاورزي،د ،صنايع غذاييعلوم و گروه  استاديار -5
  شريفدانشگاه صنعتي فارغ التحصيل كارشناسي مهندسي شيمي،  -6

)26/10/93: رشيپذ خيتار  25/09/93: افتيدر خيتار(  

 
 

  چكيده
 جهت توليد ليپاز A.nigerسويه هاي مختلف كپك . از ميان آنزيم ها، ليپازها گروه مهمي با كاربردهاي گسترده در صنايع مختلف را تشكيل مي دهند

 Bرودامين /جهت غربالگري بهترين سويه توليد كننده ليپاز از روش پليت آگار روغن زيتون. سترده مورد مطالعه قرار گرفته اندخارج سلولي به طور گ
سپس بهترين سويه براي توليد ليپاز با استفاده از كشت غوطه وري در محيط حاوي شيره خرما . و همچنين ارزيابي مستقيم محلول آنزيمي استفاده شد

.  جهت بهينه سازي تركيبات محيط كشت شامل منبع كربن،منبع پروتئين و محرك آنزيمي استفاده شدRSMاز روش . ي قرار گرفتمورد بررس
بازده . روغن زيتون بدست آمد% 2,06تركيب عصاره مخمر و پپتون و % 1,06شيره خرما، % 2,74بيشترين ميزان ليپاز توليدي در محيط كشت حاوي 

در محيط حاوي شيره خرما پس از بهينه سازي تركيبات محيط كشت بر حسب واحد آنزيم توليدي به ازاي يك  A.nigerده توسط توليد ليپاز توليد ش
 واحد به 372,26بازده توليد ليپاز توسط شيره خرما پس از بهينه سازي تركيبات محيط كشت نيز برابر با .  مي باشدU 10200ليتر محيط كشت برابر با 

  . ساعت پس از كشت مشاهده شد102 بيشترين توليد آنزيم در .شيره خرماي مصرفي بودازاي هر گرم 
  

   ، شيره خرماA.niger  ،RSMليپاز، : گانكليد واژ
  
  

                                                            

 مسئول مكاتبات :  tabatabai@um.ac.ir  
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  مقدمه -1
- استفاده از ضايعات كشاورزي و صنعت به عنوان سوبسترا مي

تواند منجر به كاهش هزينه هاي توليد آنزيم، به طورچشمگير 
 از كل هزينه هاي ٪ 50-25محيط كشت معمولا باشد زيرا 

ليپاز يكي از پركاربرد ترين آنزيم ]. 1[شودتوليد را شامل مي
هايي است كه به عنوان بيوكاتاليست در صنايع مختلف، از 

. گيردجمله صنايع غذايي و دارويي مورد استفاده قرار مي
مطالعات زيادي به منظور استفاده از ضايعات مختلف براي 

هاي مختلف صورت گرفته وليد ليپاز توسط ميكروارگانيسمت
 جوانه گندم به صورت سوبستراي مخلوط توسط .است

Aspergillus japonicus MTCC 1975 ] 2[ جوانه ،
، گندم ]A. niger] 3 گندم،استوك صابون و استيرن توسط

، ]Aspergillus sp. ] 4 و محلول خيسانده ذرت توسط1راوا
 A. niger MTCC ك روغن كنجد توسطجوانه گندم و كي

، سبوس برنج، سبوس كنجد، ضايعات موز، ]5 [ 2594
 B. coagulans ضايعات هندوانه و ضايعات خربزه توسط

، برخي مثال هايي مي ]7 [ R.delemar، ملاس توسط ]6[
  . باشند كه براي توليد ليپاز استفاده شده اند

ده خرما است و ايران يكي از بزرگترين كشورهاي توليد كنن
%) 25حدود (متاسفانه مقادير نسبتاً زيادي از خرماي توليدي 

در مراحل مختلف توليد و فراوري محصول و به دلايل مختلف 
بديهي است كه توسعه صنعت تبديل ]. 8[شوند ضايع مي

ضايعات خرما به مواد با ارزش تر كمك بسيار مهمي جهت 
ات خرما غني ضايع. حل مشكل ضايعات خرماي كشور است

از قند و ديگر مواد مغذي مي باشند كه مي تواند به عنوان 
سوبستراي عالي براي كشت ميكروارگانيسم ها مورد استفاده 

 آسپرژيلوس نايجراسيد سيتريك از به عنوان مثال . قرار كيرد
 زانتوموناسزانتان از  ،]9 [آسپرژيلوس نايجر، پكتين لياز از ]8[

 راديوباكتر آگروباكتريوموردلان از ك صمغ ،]10 [كمپستريس
با ] 12[كورينه باكتريوم گلوتاميكومگلوتاميك اسيد از ] 11[

  .استفاده از ضايعات خرما به عنوان سوبسترا توليد شده اند
تركيبات محيط كشت نقش مهمي را در توليد ليپاز ايفا مي 

روش كلي بررسي حداكثر توليد ليپاز بررسي تك تك . كنند
ست كه هم زمان زيادي را طلب كرده و هم اثر متقابل فاكتورها

هاي آماري نظير استفاده از تكنيك. كندفاكتورها را بيان نمي

                                                            

1. Wheat rawa 

RSM2) از كارايي بالايي در ) روش پاسخ عكس العمل سطح
سازي بهينه. هاي بيوتكنولوژيكي برخوردار استارزيابي فرايند

هاي مختلف  در مورد ميكروارگانيسمRSMتوليد ليپاز توسط 
 Cadida sp. 99–125 ،Pseudomonasاز جمله  

aeruginosa  و Bacillus pumillus گزارش شده است 
]13-15.[  

هاي غير پاتوژني و  با دارا بودن معيار3كپك آسپرژيلوس نايجر
غير سمي بودن و توليد آنزيم خارج سلولي بطور معمول براي 

  سويه3ر اين مطالعه د. شودهاي غذايي استفاده ميتهيه آنزيم

A.niger جهت توليد آنزيم ليپاز مورد غربالگري قرار خواهد 
سپس بهترين سويه جهت تعيين محيط كشت بهينه . گرفت

  .حاوي شيره خرما مورد استفاده قرار خواهد گرفت
  

  مواد و روش ها -2
 سويه ميكروبي توليد كننده ليپاز 3ميكروارگانيسم شامل  :مواد

 A.niger )A.niger PTCC5010, A.niger كپك از

PTCC5012, A.niger PTCC5162 خريداري شده از 
 صنعتي و علمي كلكسيون ميكروبي سازمان پژوهش هاي

، شيره خرما )شركت ايراني اويلا(، روغن زيتون )ايران
همه مواد شيميايي مورد ). كارخانه خرما بن بندر عباس(

اهي و از شركت استفاده در آزمايشات داراي درجه آزمايشگ
  .مرك آلمان تهيه شده بودند

محيط كشت نگهداري ميكروارگانيسم و تهيه كشت 
جهت تكثير و نگهداري كوتاه مدت سوش از محيط  :اوليه

PDAاسلنت ها در .  استفاده شد°C30 روز 5 به مدت 
 درجه سانتيگراد 4اسلنت هاي تهيه شده در . انكوباسيون شدند

به منظور جلوگيري از كاهش .  شدندتا زمان استفاده نگهداري
فعاليت سوش و آلودگيهاي احتمالي، هر ماه يكبار اسلنتهاي 

 پس از تهيه اسپور بر روي اسلنت، .جديدي از آن تهيه گرديد
 منظور به (80توئين  % 0,1آب مقطر استريل حاوياسپورها در 

معلق ) تر دقيق شمارش و يكديگر از اسپورها بهتر جداسازي
 اسپور در ميلي 107ا كمك لام نئوبار غلظت اسپورها شده و ب

  . ليتر تنظيم گرديد

                                                            

2. Response Surface Method 
3. Aspergillus niger 
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ارزيابي فعاليت ليپوليتيكي روي پليت حاوي آگار 
 ارزيابي كيفي ليپاز با استفاده از :Bرودامين /روغن زيتون

 روغن زيتون كشت كپك ها روي پليت هاي آگار دار حاوي
(v/v) 2 % و رودامينB (w/v) 0,001 % انجام
، %0,8تركيبات محيط كشت  شامل نوترينت براس .پذيرفت
NaCl 0,4% پس از تنظيم % 2، روغن زيتون %1، آگارpH 
 محلول ml1.  سرد شدC60° استريل شده و تا دماي 7روي 

 حل شده در آب مقطر و استريل شده B ) mg/ml1ردامين 
به آن اضافه شد و به شدت همزده و سپس ) توسط فيلتراسيون

 روز انكوباسيون در 4بعد از . ليت ريخته و سرد گرديددرون پ
 مورد بررسي قرار UV، پليت ها در زير تابش C30°دماي 
هاله نارنجي رنگ فلورسانس در اطراف كلوني ها به . گرفت

در مرحله دو ]. 16[عنوان مرحله اول غربالگري استفاده گرديد 
اوي از غربالگري كشت ميكروارگانيسم درون ارلن فلاسك ح

% 2 (v/v) ميلي ليتر محيط كشت حاوي روغن زيتون 100
 MgSO4·7و % KH2PO4 0,2، %2ساير تركيبات گلوكز (

H2O 0,05 %  روز 4انجام گرفت و بعد از  )%0,8و پپتون 
 فعاليت آنزيمي اندازه rpm180 و C30°انكوباسيون در دماي 

  .گيري شد
نسيون سوسپا ميلي ليتر 1 :كشت ميكروبي و توليد آنزيم

 ميلي ليتر محيط 100 اسپور در ميلي ليتر به 107اسپوري حاوي 
 ميلي ليتري تلقيح گرديد و در 500كشت در ارلن فلاسك 

°C30 7 با=pH و سرعت همزدن rpm180 روز 5 به مدت 
تركيبات ثابت محيط . در انكوباتور شيكر دار قرار داده شد

 % 0,05 و KH2PO4% 0,2كشت شامل نمك هاي 
MgSO4·7 H2O شيره ( و تركيبات متغيير شامل منبع كربن

مخلوط عصاره ( ، منبع نيتروژن )خرما بر حسب ميزان قند احيا
 .مي باشد) روغن زيتون(و محرك آنزيمي ) مخمر و پپتون

جهت جلوگيري از واكنش مايلارد قند به صورت جداگانه 
استريل شده و در موقع تلقيح به محيط كشت اصلي استريل 

تركيبات شيره خرما شامل ميزان . اضافه مي گرددشده، 
 مشاهده 1در جدول ] 18[و قنداحياء ] 17[رطوبت، خاكستر

  .مي شود
Table 1 Compositions of date waste 

Compositions  Material in date waste 
(%) 

Moisture  26 
Ash  1.9 

Reduction sugar  72.3 

  
روش پاسخ عكس  :بهينه سازي تركيبات محيط كشت

العمل سطح براي مطالعه اثر تركيبات محيط كشت روي توليد 
ليپاز با اندازه گيري ميزان فعاليت آنزيمي مورد استفاده قرار 

محدوده متغييرها با انجام آزمايش هاي اوليه تعيين . گرفت
با سه فاكتور  بنكن -باكسبا استفاده از طرح فاكتوريل  .گرديد

و سه سطح شامل ) زت، فعال كننده آنزيميمنبع كربن، منبع ا(
 تكرار در نقطه مركزي و متغيير وابسته يا پاسخ ميزان فعاليت 5

، 7 آزمايش توسط نرم افزار ديزاين اكسپرت 17آنزيمي، 
 3 متغييرها و پاسخ، و در جدول 2در جدول . طراحي گرديد

تيمارهاي طراحي شده براي بهينه سازي تركيبات محيط كشت 
براي برازش سطح پاسخ از معادله درجه دوم . شود ميمشاهده

  .استفاده خواهد شد

 Table 2 Range of variables at different levels for the Optimization of culture medium 
High center low Type Units Name  

+1 (2.5) 0 (2) -1 (1.5) Independent 
variable  % carbon 

+1 (1.25) 0 (1) -1 (0.75) Independent 
variable % nitrogen 

+1 (3) 0 (2) -1 (1) Independent 
variable %  Olive oil 

- - - Response u/ml activety 

  
 جهت حذف ميسيليوم محيط كشت با كاغذ :استخراج ليپاز

 rpm  1000گردد، سپس سانتريفوژ با سرعتواتمن فيلتر مي

در مرحله بعد محلول رويي . مي گردد دقيقه انجام 5به مدت 
  .جهت سنجش آنزيمي مورد استفاده قرار مي گيرد
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 فعاليت آنزيم ليپاز طبق روش اوتا و :سنجش فعاليت آنزيم

اين روش بر اساس هيدروليز ]. 19[يامادا اندازه گرفته شد
. باشدامولسيون روغن زيتون و پلي وينيل الكل استوار مي

مقدار : را چنين تعريف نماييم) LU(واحد فعاليت ليپاز 
 1فعاليت آنزيمي كه يك ميكرومول اسيد چرب را در مدت 

 درجه سانتيگراد و بافر فسفات 37دقيقه در شرايط دماي 
pH=7جا كه در اين(  ،از سوبسترا آزاد نمايد

 و 4وينيل الكلزيتون به علاوه پليسوبسترا،امولسيون روغن
  ). يك استاسيد چرب آزاد شده، اسيد اولئ

وزن خشك توده سلولي توسط  :گيري توده سلولياندازه

فيلتر كردن محيط كشت نمونه، روي كاغذ ميلي پور توسط 
- قيف ميلي پور و دوبار شستشوي مواد روي قيف تعيين مي

 تا رسيدن به وزن ثابت C60°سپس مواد فيلتر شده در . شود
ده خشك خواهد شد و نتيجه به صورت ميزان وزن خشك تو

  ].20[ شودسلولي در ليتر گزارش مي
براي تاييد بهينه بودن تركيبات محيط : بررسي اعتبار مدل

كشت، يك آزمايش با استفاده از نتايج بدست آمده از نقطه 
 تكرار انجام گرفته و ميانگين آنها براي اطمينان از 3بهينه، در 

  . مورد استفاده قرار گرفتRSMنتايج آناليز 

  حثنتايج و ب -3
  انتخاب بهترين سويه توليد كننده ليپاز -3-1

جهت شناسايي بهترين سويه جهت توليد ليپاز در مرحله اول 
 انجام Bرودامين /كشت در پليت حاوي آگار روغن زيتون 

 به رنگ Bپليت هاي تهيه شده به دليل وجود ردامين . گرفت
رشد ميكروارگانيسم و ترشح ليپاز به . صورتي ديده مي شوند

 Bحيط كشت سبب هيدروليز سوبسترا و واكنش آن با ردامين م
و تشكيل هاله فلورسانس نارنجي رنگ در اطراف كلوني مي 

با مقايسه قطر .  قابل مشاهده مي باشدUVگردد كه با تابش 
نتايج . هاله توليد شده مي توان بهترين سويه را انتخاب نمود

 A.nigerيحاصل نشان دهنده بيشترين هاله در اطراف كلون

                                                            

4. PVA 

PTCC5010 و كمترين هاله در سويه A.niger 

PTCC50121شكل  (باشد مي .(  
مونومر يا دي گليسريدها و اسيد هاي چرب آزاد شده توسط 

 تركيب شده و دايمرهايي را Bعمل آنزيم در محيط با ردامين 
تشكيل مي دهند كه به صورت هاله فلورسانس قابل مشاهده 

 به تغييرات Bرودامين /روغن زيتونروش پليت ]. 21[باشد مي
pH غير حساس بوده و اجازه جداسازي مجدد ميكروارگانيسم 

از محيط را بدون اثر بازدارندگي در رشد يا تغيير در 
  .دهدخصوصيات فيزيولوژيكي را مي

هاي توليد كننده ليپاز هاي غربالگري ميكروارگانيسمساير روش
، برموكروزل 6وفنول بلو، برم5هاي حاوي فنول ردمانند محيط

، متيل 10، كريستال ويولت9، نوترال رد8، ويكتوريا بلو7گرين
 در محيط در نتيجه آزاد سازي pH و غيره براساس كاهش 11رد

اسيد چرب بر اثر هيدروليز و تغيير رنگ حاصل از آن استوار 
  ]. 25-22[است 

در مرحله دوم جهت شناسايي بهترين سوش، كشت ميكروبي 
ن انجام گرفت و پس از استخراج محلول آنزيمي درون ارل

  PTCC5010 سوش. خام،فعاليت آنزيمي بدست آمد
A.niger با فعاليت U/ml 7 داراي بيشترين فعاليت و سوش 

 A.niger PTCC 5012 و A.niger  PTCC5162هاي 
بنابراين با .  بودند2 و U/ml 5به ترتيب داراي فعاليت هاي 

 PTCC5010 غربالگري سوش توجه به نتايج دو مرحله
A.niger  به عنوان بيشترين توليد كننده آنزيم ليپاز جهت

  .بررسي هاي بعدي انتخاب گرديد

  بهينه سازي تركيبات محيط كشت -3-2
 ميزان فعاليت آنزيمي در مقادير آزمايشي و پيش 3در جدول

بيني شده با استفاده از مدل درجه دوم براي تيمار ها مختلف 
  .  شودمشاهده مي

                                                            

5. phenol red 
6. Bromophenol blue 
7. Bromocresol green 
8. Victoria blue 
9. Neutral red 
10. Crystal violet 
11. Methyl red 
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Fig 1 Florescent halo effect lipolytic activity by A. niger in Rhodamine B plate. (A) A. niger PTCC5162, (B) A. 
niger PTCC5010 and (C) A. niger PTCC5012 

  
Table 3 Box-Behnken design for lipase production 

Lipase activity U/ml 
Actual             Predicted 

Run A: carbon 
source % 

B: nitrogen 
source %% 

C : olive oil 
% 

1 2 1 2 11 10.08 

2 2.5 1 1 5.3 5.53 

3 2.5 0.75 2 5.8 5.35 

4 2 1 2 10.2 10.08 

5 1.5 1 3 6.5 6.26 

6 2 1 2 9.5 10.08 

7 1.5 1 1 6.1 5.79 

8 2 1 2 10.5 10.08 

9 2.5 1.25 2 6.75 6.67 

10 2 1.25 3 6.9 6.66 

11 1.5 0.75 2 4.7 4.77 

12 2.5 1 3 5.9 6.2 

13 2 0.75 1 3.8 4.03 

14 2 1.25 1 6 5.84 

15 2 0.75 3 4.2 4.35 

16 1.5 1.25 2 7.1 7.56 

17 2 1 2 9.2 10.08 

  
 و درجه 2FIخطي، (با بررسي داده ها در مدل هاي مختلف 

 مشخص شد كه مدل  پس از آن،ANOVAو آناليز ) دوم
  .باشد، بهترين توصيف فعاليت ليپاز مي12درجه دوم پلي نوميال

                                                            

12. second-order polynomial 

به صورت ) فعاليت( و Y1مدل درجه دو براي پيش بيني پاسخ 
  :باشدزير مي

                      )  1معادله ( 

  

A  B C 
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  ،βjو  β0 ،βi متغيرهاي مستقل، Xj  و Xi پاسخ، Yدر اينجا 

βii ،βijعرض از مبدا و ضرايب ثابت هستند .  
 در (ANOVA)نتايج آناليز با استفاده از آناليز واريانس 

  . خلاصه شده است4جدول 
  

Table4 ANOVA for Response Surface Quadratic Model  

 p-value 
 

F-value 
 

Mean 
Square 

Degree of 
freedom 

Sum of 
Squares Source 

significant 
 0.0003 19.87 8.62 9 77.58 Model 

Not significant 
 0.67 0.55 0.30 30.55 0.89 Lack of Fit 

 
   0.54 4 2.15 Pure Error 
    16 80.62 Cor Total 

         R2= 0.96; R2 adjusted= 0.91; R2 
predicted= 0.78 

Actual

P
re

d
ic

te
d

Predicted vs. Actual

3.70

5.53

7.35

9.18

11.00

3.80 5.60 7.40 9.20 11.00

  

  
 ، به معني معني دار بودن مدل 0,0003 مدل به ميزان P ارزش 
 بود كه به معناي بي معني P 0,67 ارزش lack of fit. است
 R2 مدل توسط lack of fitكيفيت .  استlack of fitبودن 

R2.  مي باشد0,96بررسي شد كه برابر با 
predict  وR2

adj  به
  . آمدبدست) 2 و شكل 4جدول  (0,91 و 0,78ترتيب 

 5ليست ضرايب براي پاسخ در ترم هاي كد شده در جدول 
  .نشان داده شده است

                                                                                                        Fig 2 lipase activity predicted vs. actual values 
  

Table 5 Final Equation in Terms of Coded Factors 
Response   A B C AB AC BC A2 B2 C2 

Y 10.08 -0.081 1.03 0.29 -0.36 0.05 0.13 -1.63 02.36 02.5 
  
  ها هاي پاسخ سطح و اثر فاكتورپلات -3-3

توان آن را به بعد از تشخيص اعتبار مدل به لحاظ آماري، مي
ها بر ميزان توليد يرمنظور آناليز و برآورد اثر سطوح مختلف متغ

هاي پلات هاي پاسخ سطح ارتباط بين متغير. ليپاز به كار برد
كه متغير ديگر دهد، در حاليمستقل و متغير وابسته را نشان مي
در نتيجه با مطالعه اين . شوددر مقدار بهينه ثابت نگه داشته مي

ها و سطوح پاسخ، نواحي مطلوب نمودار براساس نمودار

شود و در عين حال مي توان يد ليپاز شناسايي ميشرايط تول
 اين پلات ها 5 تا 3در شكل . سازي تكميلي را انجام دادبهينه

  . مشاهده مي شود
  تعيين نقاط بهينه -3-4

در نهايت مقدار بهينه فعاليت ليپاز همراه با مشخصات نقطه 
  .  آورده شده است6بهينه براي هر يك از پارامترها در جدول 

  
Table 6 optimum condition obtained by response surface modeling 

Carbon source 
% 

Nitrogen 
source % 

Olive oil % Activity (u/ml) Desirability 
 

 

1.98 1.06 2.06 10.206 0.89 selected 

  
همانطور كه از نتيجه بدست آمده از بهينه سازي مشخص است 

قند احيا در منبع % 1,98ز در ميزان بيشترين ميزان توليد ليپا
شيره خرما بدست آمده است كه به % 2,74كربني، معادل با 

دليل جذب سريع اين كربوهيدرات توسط سلول بوده كه منجر 
محيط ]. 26[شود به نرخ رشد بالاتر و فعاليت بيشتر ليپازمي

هاي كشت مورد استفاده براي توليد ليپاز معمولاً حاوي يك 
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ات ساده يا كمپلكس به عنوان منبع كربني هستند، كربوهيدر
معمولا توليد ليپاز به طبيعت كربوهيدرات مصرف شده 

دهد، قند احيا به دليل جذب سريع حساسيت كمتري نشان مي
-اين كربوهيدرات توسط سلول منجر به نرخ رشد بالاتر مي

- و همكاران همسو ميMahadikاين نتايج با تحقيقات . شود

ادهم و احمد غلظت بهينه گلوكز براي توليد ليپاز . ]27[باشد
]. 28[گزارش كرده اند % 2 را A.niger NRRL3 توسط

همچنين فالوني و همكاران بهترين غلطت گلوكز براي توليد 
]. 22[گزارش نموده اند % 2را نيز  A. niger J-1ليپاز توسط 

نزيم كم زماني كه ميزان منبع نيتروژني پايين است، ميزان توليد آ
بوده و با افزايش ميزان منبع كربني سبب افزايش توليد آنزيم تا 

شود و پس از آن ميزان توليد آنزيم منبع كربني مي% 2,1حدود 
زيرا در حداقل ميزان منبع . با شيب كمتري كاهش مي يابد

نيتروژني ميزان توليد توده سلولي بسيار كم بوده و از آنجا كه 
 به انتهاي فاز لگاريتمي توليد مي شود، آنزيم ليپاز در نزديك

با افزايش منبع كربني در حداقل . ميزان توليد آنزيم پايين است
ميزان منبع نيتروژني ميزان اسيد سيتريك به عنوان محصول 

به حداكثر ميزان خود مي % 2,5جانبي افزايش مي يابد و در 
ي به بنابراين به نظر مي رسد، به دليل كمبود توده سلول. رسد

طور كلي، علارغم افزايش جزيي آن با افزايش منبع كربني به 
منبع كربني، توليد % 2,1دليل توليد محصول جانبي پس از 

  ).3شكل (آنزيم كاهش يافته است 
در بررسي تغييرات منبع كربني در حداكثر ميزان منبع نيتروژني، 
مشاهده مي شود كه ميزان توليد آنزيم به صورت مطلوب بوده 

 افزايش 1,9و با افزايش قند احيا ميزان توليد آنزيم تا حدود 
به حداقل مي  % 2,5مي يابد و پس از آن كاهش مي يابد و در 

 نيتروژني افزايش منبع در حضور حداكثر ميزان منبع. رسد
كربني منجر به نرخ رشد بالاتر و توليد آنزيم بيشتر شده اما در 
غلظت هاي بالاي منبع كربني، ميزان توده سلولي توليدي بسيار 
بالا بوده وتوده سلولي حجيم و به هم چسبيده اي را تشكيل 
مي دهد كه هم سبب كاهش ميزان هوادهي به سلول شده و هم 

سد به انتهاي فاز لگاريتمي رسيده باشد و منابع به نظر مي ر
كربن و نيتروژن صرف توليد توده سلولي زياد به عنوان 

  ).3شكل (محصول جانبي شده اند نه توليد آنزيم
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  A: carbon    B: nitrogen  

  
Fig 3 Response surface plots of carbon and nitrogen source in lipase production (olive oil=2%). 

  
جهت % 1,06وليد ليپاز ميزان منبع نيتروژني جهت حداكثر ت

علت مشاهده اين نتيجه آن است كه . بهينه سازي بدست آمد
. منابع نيتروژني نقش مهمي را در سنتز ليپاز ايفا مي كنند

افزايش منبع نيتروژني سبب افزايش توليد ليپاز با شيب مثبت و 
شيب . شده و پس از آن كاهش مي يابد% 1تند تا حدود 

زايش توليد ليپاز در مقادير پايين منبع كربن بيشتر و تندتر اف
بوده و در مقادير بالاي منبع كربن اين شيب ملايم مي شود 
زيرا در اين حالت توليد توده سلولي بسيار افزايش يافته و 
كاهش ميزان هم خوردن و هوادهي سبب كاهش ميزان توليد 

ختلف از منابع محققان م). 4شكل (آنزيم ليپاز گرديده است 
گوناگون نيتروژني جهت توليد آنزيم ليپاز توسط آسپرژيلوس 

% 1,5، ]17[پپتون % 3، ]29[پپتون % 0,8استفاده كرده از جمله 
% 2عصاره مخمر و % 1، ]30[اوره % 0,25عصاره گوشت و 

سولفات % 1و ] 21[ نيترات آمونيوم g/l2، ]31[پلي پپتون 
  ].22[آمونيوم 

روغن زيتون % 2,06توليد ليپاز در حضور بيشترين ميزان 
، به طور كلي براي به دست 13منابع كربن ليپيدي. بدست آمد

آوردن عملكرد بالا ليپاز به نظر ضروري مي رسد و منجر به 
اين منبع علاوه بر تحريك . شودتحريك توليد آنزيم ليپاز مي

. دتوليد ليپاز سبب افزايش ميزان توليد توده سلولي نيز مي گرد

                                                            

13. Lipidic 
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در ميان تري گليسريدها مشاهده شده است كه روغن زيتون در 
تري گليسريدها در . توليد ليپاز محرك موثرتري بوده است

. توليد ليپاز مي توانند به صورت محرك و بازدارنده عمل كنند

اين مطلب در پلات هاي مربوط به اثر محرك آنزيمي در توليد 
  .مشاهده مي شود) 5و4شكل ( ليپاز 
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Fig 4 Response surface plots of nitrogen source and olive oil in lipase production (carbon source=2%). 
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Fig 5 Response surface plots of carbon source and olive oil in lipase production (nitrogen source=1%). 

 
 

بب افزايش ميزان س% 2 تا 1افزايش درصد روغن زيتون از 
توليد ليپاز با شيب مثبت و زياد مي شود كه بدليل اثر محركي 

شيب منحني كمتر % 2,06اما پس از . در توليد آنزيم مي باشد
علت منفي شدن شيب منحني توليد اسيدهاي . ومنفي مي شود

چرب آزاد در غلظت بالاي روغن زيتون است كه به عنوان 
جه همسو با نتايج محققان ديگر بازدارنده عمل مي كنداين نتي

روغن زيتون را براي توليد ليپاز توسط % 2است كه غلظت 

A.niger NRRL3 ،A.niger J-1 و A.niger 

MYA135 17،32،33.[اعلام نموده اند.[  
در محيط حاوي  A.nigerبازده توليد ليپاز توليد شده توسط 

 شيره خرما پس از بهينه سازي تركيبات محيط كشت بر حسب
 Uواحد آنزيم توليدي به ازاي يك ليتر محيط كشت برابر با 

بازده توليد ليپاز توسط شيره خرما پس از .  مي باشد10200
 واحد به 372,26بهينه سازي تركيبات محيط كشت نيز برابر با 

  .ازاي هر گرم شيره خرماي مصرفي بود
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  آزمايش اعتبار مدل -3-5
گانيسم با استفاده از براي تعيين اعتبار مدل، كشت ميكروار
ماكسيمم فعاليت ليپاز . شرايط بهينه بدست آمده انجام گرفت

)U/ml 10,3 ( بدست آمده به مقادير پيش بيني شده توسط
  .بسيار نزديك بود) U/ml 10,2(مدل 

منحني رشد و توليد آنزيم در شرايط  -3-6
  بهينه بدست آمده

 با اندازه تعيين تعداد كپك ها در مراحل مختلف زماني رشد
. محاسبه گرديد) µ(رشد ويژهگيري ميزان توده سلولي انجام و

در محيط حاوي  A.nigerمنحني رشد و توليد آنزيم ليپاز 
 .  مشاهده مي شود6شيره خرما در شكل 

 

  
Fig 6 growth curve and produce lipase by A.niger 

in culture medium containing date waste 
 

 ساعت پس از كشت، يعني انتهاي 102يد آنزيم در بيشترين تول
گاش و همكاران نيز توليد ليپاز را  .فاز لگاريتمي مشاهده شد

در انتهاي فاز لگاريتمي يا ابتداي فاز سكون گزارش كردند 
  . ست آمد بدh- 0,402رشد ويژه ] . 34[
 

  نتيجه گيري -4
 با داشتن قطر PTCC A.niger 5010با كمك غربالگري 

ه فلورسانس بيشتر در پليت و فعاليت آنزيمي بيشتر انتخاب هال
در كشت غوطه وري با  A.nigerتوليد آنزيم توسط . گرديد

مقدار . استفاده از شيره خرما به عنوان منبع كربن انجام گرفت
R2 براي مدل به خوبي رابطه مطلوب ميان مدل و 0,96 برابر با 

ترين ميزان ليپاز بيش. داده هاي آزمايشي را نشان مي دهد
% 1,06شيره خرما، % 2,74توليدي در محيط كشت حاوي 
روغن زيتون پس از % 2,06تركيب عصاره مخمر و پپتون و 

بازده توليد ليپاز توليد .  بدست آمدRSMبهينه سازي توسط 

در محيط حاوي شيره خرما پس از بهينه  A.nigerشده توسط 
زيم توليدي به سازي تركيبات محيط كشت بر حسب واحد آن

 و بازده توليد U 10200ازاي يك ليتر محيط كشت برابر با 
 واحد به 372,26ليپاز توسط شيره خرما در اين محيط برابر با 

 بيشترين توليد آنزيم در .ازاي هر گرم شيره خرماي مصرفي بود
با توجه به نتايج بدست .  ساعت پس از كشت مشاهده شد102

، سوبستراي )شيره خرما(فيبري آمده  ضايعات خرماي غير 
اين نتيجه مشابه با مطالعات . باشندخوبي جهت توليد ليپاز مي

ديگري است كه از ضايعات كشاورزي جهت توليد ليپاز 
  . استفاده كرده اند
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Among the enzymes, lipases are an important group with wide applications in various industries. 
Different strains of A.niger have been widely studied for the production of extracellular lipase. The 
agar plate method for screening of lipase producing strain by olive oil / rhodamine B was used along 
with direct assessment of the enzyme solution. The best lipase producer strain was used for the study 
by submerged culture in medium containing date waste. RSM method was used to optimize the 
composition of the culture medium containing the carbon source, nitrogen source and lipase inducer. 
The highest lipase production was observed in medium containing 2.74% date waste, 1.06% yeast 
extract and peptone and 2.06% olive oil respectively. The yield of lipase produced by A.niger in 
culture medium containing date waste after optimization of medium components was equal to 10200 
U in units of enzyme produced per liter of culture medium. The yield of lipase taken from date waste 
after optimization of medium components was equal to 372.26 units per gram of consumed date 
waste. The maximum enzyme production was observed at 102 hours of culture. 
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