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نه يو بهگاو ر ي شيپاز از چربيم ليد كننده آنزي تولي هاي باكتريجداساز

  ير غوطه وريپاز در تخميم ليد آنزير گذار بر تولي تاثيرهاي اثر متغيساز
  

 ، بهروز3وسيعي عليرضا ،2، سميرا مرادي1، سيد علي مرتضوي1يزدي طباطبايي فريده

  3بهبهاني عليزاده

  

 مشهد  فردوسي دانشگاه كشاورزي، دانشكده غذايي، صنايع و علوم گروه علمي هئيت عضو و استاد -1 

  تهران دانشگاه كشاورزي، دانشكده غذايي، صنايع و علوم دكتري دانشجوي -2
  مشهد فردوسي دانشگاه كشاورزي، دانشكده غذايي، صنايع و علوم دكتري دانشجوي -3

 )1/10/94:   تاريخ پذيرش30/7/94: تاريخ دريافت (

  هچكيد
ه ي  نسبت به سوU/mL177پاز آن با مقدار يد لينكه توليبراساس اه ين سويبهتر. شد يجداسازر ي شينمونه چربك از يتيپولي ليه باكتري سو25     
ن شباهت به يشتري ب SrRNA 16 ژنيابي يق روش توالياز طره ين سويا. ديگرد انتخاب ي و مطالعات بعديي شناسايشتر است برايگر بي ديها
  .رفتيصورت پذ با استفاده از روش سطح پاسخ ينه سازي بهيپاز با صرفه اقتصاديم ليد آنزيبه منظور تول.  شديي شناساسيليلوس سوبتيباسه يوس

ن روغ( فاكتور ازدهير ين تخميدر ا. گرديد انجام برمن پلاكت  آماريروش قيطر از ري گذار بر تخمري كشت و عوامل تاثطي محباتي تركي سازغربال
غربال ) اه دانه، سرعت چرخش و روغن آفتابگردان يد، گلوكز، شربت ذرت، ملاس، روغن كنجد، روغن سيم كلريزيتون، عصاره مخمر، پپتون، منيز

م يزي منmM25تون، يروغن ز% 25/2روغن كنجد، % 25  شاملكشت طيمحنقطه بهينه  ي،نه سازي پس از به. و سپس بهينه سازي انجام شد شديساز
پارامترهاي . گزارش شد U/mL574 يميت آنزيفعالشد و )  ساعت24گراد به مدت ي درجه سانتrpm160 ،pH5/6 ،37(عصاره مخمر % 1 و ديكلر

  . منتن محاسبه شد- از طريق نمودار معادله ميكائيليسmM 62/1 و mM/min.mL 667/0 آنزيم ليپاز خام به ترتيب برابر با Km و Vmaxكينتيكي 
  

  ، روش سطح پاسخباسيلوس سوبتيليسچربي شير، ليپوليتيك،  : واژگانديكل
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

                                                            
 مسئول مكاتبات: tabatabai@um.ac.ir  

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 ...م ليپاز از چربيجداسازي باكتري هاي توليد كننده آنزي و همكاران                                           فريده طباطبايي يزدي
 

 188

  مقدمه -1
را دارد و نقـش   اسـترها  زيدروليه يياست كه توانا يميآنزپاز يل

را  د چـرب ياس ـو  سرولي ـگلبه  ديسريگل يترل ي تبدياختصاص
تـوان   يپازها را ميل. نديگو يم زيپوليلن عمل يكند، كه به ا يفا ميا
 يپازهـــا نـــوعي ل.دانـــست ازهااســـتر از يا مجموعـــه ريـــز
افــت يهــستند كــه در بــدن اغلــب جانــداران  نيكــوپروتئيگل
ــ ــوند يم ــا. ش ــزي ــا مين آن ــول در آب در متابوليه ــ محل م سي
هـا در بـدن       نقش دارند و موجـب گـوارش آن        دهايسريگل  يتر
 ي مـورد توجـه قـرار م ـ       يستيپازها بعنوان مواد كاتال   يل .دشون  يم
ان يپاز در م  ي ل .]1[ دهند   يش م ياكنش را افزا  رند كه سرعت و   يگ

 و  يوتكنولـوژ ي ب يم هـا در كاربردهـا     ين گروه آنز  يپراستفاده تر 
 . ]2[ است ي آليميش

 و بازده بالا  مناسبدي جهت توليري تخم مختلفيها كيتكن
 و جامد حالت ريتخم ،شود يم استفاده  صنعتدرمحصول 

 ميآنز دي تولي دو روش متداول و مرسوم برايور رغوطهيتخم
 ي انجام موراكتوري در بري تخماي ريكه با استفاده از ارلن مااست 
، قارچ ها،  گرم مثبتميكروارگانيسم شامل باكتري ها. ]3[ شود

مخمرها و اكتينوميست ها به عنوان منابع ليپاز خارج سلولي به 
 دليل سهولت بازيافت آنزيم از محيط كشت شناخته شده اند

، Bacillus, Acromobacter ،Acinetobacterگونه هاي
Candida ،Pseudomonas ،Rhizopusو  

Geotrichum   شناخته مي مهم به عنوان گونه هاي تجاري
 كيتيپولي ليباكتر) 2001(و همكاران 1ي سوزوك.]4[ شوند

ازده ي) 2009( و همكاران 2 را از خاك، الوسساننتوباكترياس
 يباكتر) 2011(كاران  و هم3ك، ورمايلي ترموفيه باكتريسو

 يعات آبيز ضاپاز را ايد كننده لي تول4نوزاژيسودوموناس آئرو
د يه جديسو) 2011( و همكاران 5زيند روغن، بوعزيفرا

) 2012( و جوزف و همكاران6لوسوسيلوكوكوس زاياستاف
پاز فعال در سرما يم ليد كننده آنزيك توليليكروفي سايباكتر

                                                            
1. Suzuki 
2. Olusesan 
3. Verma 
4. Pseudomonas aeruginosa  
5. Bouaziz 
6. Staphylococcus xylosus 

 خاك مناطق سرد ينه ها از نمو7وم لوتئوميكروباكتريم
 ميكروارگانيسم هاي داراي  ]8 و 7، 6، 5[ كردند يداسازج

پتانسيل توليد ليپاز را در زيستگاههاي مختلف مانند ضايعات 
هاي آلوده به روغن، دانه  هاي گياهي، صنايع لبني، خاك روغن

 مختلف ييغذا مواديد تول حاصل از  يجانب محصولات و ها
 و باتي ترك كند كهمسئله را اثبات مي ينا .]9[مي توان يافت 

 اهان،يگ خاك، آب، رينظ ستيز طيمح در موجود مختلف مواد
 يدارا رهي و غييغذا مواد عاتي ها، ضاهويم ،ي روغنيها دانه

 دهنكن دي توليها سميكروارگانيپتانسيل زيادي براي جداسازي م
 ي جداسازيبرار گاو ي شياز چرب. ]10[ هستند پازيل ميآنز

 و يرا چربي زاز استفاده شده است،پيد كننده لي تولي هايباكتر
 يپاز عمل ميم ليد آنزي توليروغن به عنوان عامل القاگر برا

از جهت يگر مواد مورد نين عامل در حضور ديكند و حضور ا
 ي هايرگذار بر حضور باكتري تاثير به عنوان عامليرشد در ش

تلف شامل نسبت ط مخي شرا.م استين آنزيد كننده ايتول
 و ي فلزيون هاي، ي هواده، pHتروژن، يغلظت كربن به ن

د ير گذار بر تولي تاثين پارامترهايط كشت مهمتري محيدما
  .]8، 6[ م هستنديآنز

ن مطالعه جداسازي باكتري هاي توليد كننده آنزيم يهدف از ا
 ي، پس از جداسازبودر ي شي مختلف چربيليپاز از نمونه ها

ر غوطه يط تخمييد بالاي ليپاز خارج سلولي در شراجهت تول
مورد  ينه سازيبا بهط كشت ير عوامل مختلف محي تاثيور

و تون يدر اين نوع تخمير از روغن ز .  قرار گرفتيبررس
 د و عصاره مخمريم كلريزيروغن كنجد به عنوان القاگر، من

 سطح پاسخ نوع و ينه سازيبا استفاده از روش به. استفاده شد
ش ي افزايغلظت بهينه تركيبات و پارامترهاي موثر بر كشت برا

 سازي اشاره به بهبود بهينه. شدينه سازيپاز بهيم ليد آنزيتول
عملكرد سيستم يا يك محصول به منظور به دست آوردن 

به طور معمول بهينه سازي، به عنوان ابزاري . حداكثر بهره دارد
رين شكل ممكن براي كشف شرايطي كه در آن پاسخ به بهت

به طور سنتي بهينه سازي از طريق نظارت بر . است مي باشد
تاثير يك عامل در يك زمان در آزمايش هاي تجربي انجام شده 

                                                            
7.  Microbacterium luteolum 
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در ميان روش هاي چند متغيره مناسب ترين روش بهينه . است
در اين مطالعه طرح . سازي روش سطح پاسخ مي باشد

پاسخ ، طرح مركب -هآزمايشي مورد استفاده در نرم افزار روي
  .]13[باشد  مركزي مي

  

  ها مواد وروش -2
  مواد -2-1
، HCL، تريس100ي شامل تريتون ايكس يايمواد شيم 

، پپتون، عصاره مخمر، Bايزوپروپانول، صمغ عربي، ردامين 
 آبه، منگنز كلريد 6نوترينت براث، كلسيم كلريد، منيزيم كلريد 

 ]3[م كلريد و آهن  آبه، مس كلريد، پتاسيم كلريد، سدي4
، ساكارز، گلوكز . تهيه شدكلريد از شركت مرك آلمان

 يوزبملي،  رافينوز، سوربيتول،مالتوز، لاكتوز، فروكتوز، گالاكتوز
.  از شركت سيگما آلدريج كشور كانادا تهيه شدندمانيتولو 

  .ساير مواد مورد استفاده داراي درجه آزمايشگاهي بودند

ري هاي توليد روش جداسازي باكت -2-2
  كننده آنزيم ليپاز

 ي سازيك غني نمونه جهت كشت ابتدا يبعد از آماده ساز 
ك يدر . سم انجام شديكروارگانيش تعداد ميه در جهت افزاياول

 ميلي از محيط كشت 50مقدار  يتري ليلي م100ر يارلن ما
  pH( 8 سديم كلريدg/L3 نوترينت براث و g/L8 حاوي

 37سازي گرديد محيط كشت  در دماي آماده ) 7/6برابر با 
 g/l8 يط كشت حاوي از محيلي م50مقدار ) rpm 160(و 

آماده ) 7/6 برابر با  pH( 9ديم كلري سدg/l 3نت براث و ينوتر

 و سرعت چرخش 37 يط كشت  در دمايد محي گرديساز
rpm160 نه كر دارگرمخاي ساعت در انكوباتور ش24 به مدت
  .دي گرديگذار
مناسب جهت ط ايجاد محي به منظور يط كشت افتراقياز مح

 استفاده يخارج سلول پازيد ليت تولي با خاصيي هارشد باكتري

                                                            
 

 

 100 در يك ارلن ماير ن صورت بود كهيط كشت بديشرا. شد
 ميلي ليتر محيط كشت حاوي حاوي 50ميلي ليتري مقدار 

g/L8 ،نوترينت براث  g/L 3يد و  سديم كلرg/L 25 
 5/2 مقدارآماده گرديد ) 5/6 برابر pH( امولسيون روغن زيتون

. وارد محيط كشت اصلي گرديد%) 5 (كالچر يپر ازميلي ليتر 
 37، 25 محيط كشت آماده كرده و در دماهاي 3براي هر نمونه 

 rpm160  ساعت در24 درجه سانتيگراد به مدت 45و 
 دي تولي هاي باكتر شناسايينظورم به.  شدگرمخانه گذاري

براساس تغييراتي كه بر ظاهر محيط كشت  پازي لميكننده آنز
 عصاره مخمر، g/L 10از محيط كشت حاوي ايجاد مي كنند،

g/L3 ،كلريد سديم g/L25 روغن زيتون امولسيون شده و 
g/L 001/0 رودامين B آگار ،g/L 25 در pH 7استفاده شد  .

 توليد كننده آنزيم ليپاز در اين محيط كه در اطراف كلني هاي
 هاله نارنجي ايجاد مي شود UVكشت در زير تابش نور لامپ 

سازي كامل بر روي همين محيط   چندين مرحله تا خالص.]7[
كلني تك و و  آگار  كشت خطي داده شد  Bكشت ردامين 

   .جدا شدخالص 

 شناسايي سويه جداسازي شده از -2-3
 16S rRNAطريق روش 

كـه از روش     مـي باشـد      DNAرحله اول شناسايي استخراج     م
 انجام واكـنش  مرحله بعدي . استفاده گرديد استخراج حرارتي

Polymerase Chain Reaction (PCR) تـوالي  .. اسـت-

 تكثير   با استفاده از   ها به روش مولكولي،   يابي و شناسايي ايزوله   
 بـراي  هاي عمـومي ذيـل  پرايمر.  ، انجام شد16S rRNAژن 

  : استفاده شدتكثير ژن 
-'5) با توالي  Forward :27Fپرايمر 

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3')  
-′5( با توالي Reverse :1492Rپرايمر 

GGTTACCTTGTTACGACTT-3′(  

 در يك دستگاه Cycle extensionي يابي به وسيلهتوالي
 ABI 373 DNA Sequencer (Appliedتوالي كننده 

Biosystems, Foster City, Ca, USA) و با استفاده از 
  .]14[ ، انجام شد27FYMپرايمر پيشرو، 
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   نحوه آماده سازي امولسيون روغن زيتون-2-4
براي تهيه امولسيون روغن زيتون از صمغ عربي به عنوان پايدار 
كننده براي دست يافتن به يك امولسيون مناسب با پايداري 

 صمغ عربي ابتدا آب براي تهيه امولسيون با. كافي استفاده شد
گراد حرارت داده شد سپس ي درجه سانت45را تا درجه حرارت 

 ساعت در دماي 24مقدار صمغ مورد نظر اضافه و به مدت 
 ساعت  محلول صمغ را برروي 24بعد از . محيط قرار داده شد

همزن مغناطيسي قرار  داده در حين همزدن محلول روغن 
سپس . ركيب اضافه گرديدزيتون را به صورت قطرات ريز به ت
 3 و rpm 5000 دقيقه 2(با استفاده از دستگاه التراتراكس 

تركيب صمغ و روغن زيتون هموژنيزه گرديد ) rpm 8دقيقه 
]15[ .   

  اندازه گيري فعاليت آنزيم ليپاز -2-5
فوژ كرده ي حاصل از كشت را سانتريكروبيون ميسوسپانس 
 20درجه سانتيگراد به مدت  32، دماي rpm 6000سرعت (

.   بدست آمد2/0 يلتر سرنگي با فيمي آنزعصارهسپس ). دقيقه
 پلي نيتروفنيل  سوبسترايازبراي اندازه گيري فعاليت آنزيمي 

مقدار آنزيمي ) U( فعاليت آنزيمي. ]16[ . پالميتات استفاده شد
كه يك ميكرومول پلي نيترو فنل را در دقيقه در شرايط آزمايش 

  . د مي كندآزا
  

  تعيين پارامترهاي كينتيكي -2-6
 تا 5/0سوبستراي پلي نيتروفنيل پالميتات در غلظت هاي 

mM/ml 1 درجه سانتيگراد و 37 در دماي ثابت pH 7 براي  
 mM/minتعيين پارامترهاي كينتيكي سرعت واكنش حداكثر 

)Vmax ( و ثابت ميكائيليس منتنmM) Km ( براي آنزيم
) U(يك واحد فعاليت آنزيمي  .پاز خام به كاربرده شده استلي

 به عنوان مقدار 

آنزيمي است كه يك ميكرومول اسيد چرب را در دقيقه از 
هيدروليز پلي نيتروفنيل پالميتات در شرايط واكنش آزاد مي 

-Lineweaverپارامترهاي كينتيكي از نمودار معادله . كند

burk 17[  تخمين زده شد[.  

ش ي با طـرح آزمـا      فاكتورها يغربال گر  -2-7
PB 

ط كشت و عوامـل كـشت   يبات محيه تركي اولي غربال ساز يبرا
-Designبا استفاده از نـرم افـزار     . مي استفاده كرد  PBاز طرح   

Expert 7.0.0 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, 
MN, USA) ـ 1 جـدول  ير حالت غوطـه ور يدر تخم   ازدهي

 ـم كلر يزي ـره مخمـر، پپتـون، من     تون، عـصا  يروغن ز (فاكتور   د، ي
، اه دانـه  يروغـن س ـ  ،  روغن كنجـد  گلوكز، شربت ذرت، ملاس،     

تمـام  .  شـد  يغربال ساز  ) سرعت چرخش و روغن آفتابگردان    
  .دي انجام گرد30 يشات در دمايآزما

Table 1 Experimental variables in two levels for production of lipase enzyme by Bacillus subtilis in 
submerge fermentation 

variables  Unit  Symbol Low level High level 

Sesame oil %  A 5 25 
Black seed oil % B 5 25 

Glucose % C 5 25 
Yeast extract g/l D 5 15 

Peptone g/l E 5 12 
Olive oil g/l F 5 25 
MgCl2 mM G 15 35 

Molasses g/l H 5 12 
Sunflower oil % J 5 25 
Agitation rate rpm K 140 190 

Corn syrup g/l L 5 25  
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 اسـتفاده از روش سـطح        بـا  ينه ساز ي به -2-8

 پاسخ

 يرهايج بدست آمده متغيه بر طبق نتاي اوليبعد از غربال ساز
 ي داشته را انتخاب كرده و طرح مربع مركزيشترير بيكه تاث

م يد آنزي سطوح تولينه سازي هر دو حالت در جهت بهيبرا
روش سطح پاسخ معمولا براي . پاز مورد استفاده قرار گرفتيل

بررسي اثر تركيبي چندين متغير به منظور يافتن شرايط بهينه 
براساس غربال . براي يك شرايط چند متغيره به كار مي رود

، روغن )A( متغير روغن كنجد سازي صورت گرفته چهار
به عنوان ) D(و عصاره مخمر ) C(، منيزيم كلريد )B(زيتون 

وابسته ) R (متغيرهاي مستقل و مقدار فعاليت آنزيم متغير پاسخ
 درجه rpm160 ،pH5/6 ،37( مورد بررسي قرار گرفتند

  ). ساعت24سانتيگراد به مدت 
  شرايط بهينه سازي در مواد رو روش هاي بايد ذكر شود

  

  نتايج و بحث -3
  جداسازي باكتري -3-1

 25 ي متواليهاشات صورت گرفته و كشتيبراساس آزما
ط يه بر محي سو25ن يا .شدند ي خالص سازيه باكتريسو
 ي است جداسازBن ي ردامي رنگيماده  ي كه دارايكشت

ن يت فلورسنت است بدي خاصي داراين ماده رنگيا .شدند
با ط كشت ين محي اي بر روUVصورت كه با تابش نور 

روغن (ط كشت ي محيب روغني تركي روي باكتريپازيت ليفعال
 د شده بايدها توليسري گلي چرب، مونو و ديدهاياس) تونيز
 UVجه تابش نور يل داده و در نتي مر تشكي دين ماده رنگيا

 و ي جنت.]18[  شوديت مي روي اطراف كلنيله نارنجها
  پاز براساسيت لي سنجش فعالي را برايروش) 1994(ومك يز
  
  

 ي چرب آزاد شده ناشيدهاي با اسBن ي برهم كنش رودام
 يروش بررس. دها گزارش كردنديسري گليز تريدروليه

 در يادي زيريانعطاف پذ 10 آگاروز-ديسري گلي تر-نيمرودا
 توان همزمان ي نمونه را مياديانتخاب سوبسترا دارد و تعداد ز

پاز در ستون يت ليمورد سنجش قرار داد كه سنجش فعال
  .]19[  سازديه را فراهم مي تصفي در طيجداساز

ها با روش اسپكتروفتومتري براساس  فعاليت ليپاز اين باكتري
يت تجزيه پلي نيتروفنيل پالميتات به عنوان سوبسترا اندازه خاص

 هي سو،1شكل آمده ج بدست ي براساس نتا.گيري شد
)FM11 (از خود نشان داديپازيت لين فعاليشتريب ) U/ml 

 يه ايسو.  انتخاب شدنديكه جهت مطالعات بعد) 20±3/177
شتر ي بيت را از خود نشان داد مورد بررسين فعاليشتريكه ب

 و  توالي يابي با روشكيتيپولي لي باكترييشناسا. قرار گرفت
 ي بدست آمده با تواليتوال.  انجام شدS rRNA16 ژن  ر يتكث

 BLASTبانك ژن با استفاده از برنامه 
(/BLAST/gov.nih.nlm.ncbi.www://http ) سه يمقا

 با ياريه جداشده شباهت بسيج نشان داد كه سوينتا. )18( شد
اين باكتري گرم مثبت، ميله . س دارديليلوس سوبتيه باسيسو

% 5همچنين قادر به رشد تا غلظت . اي، غير متحرك مي باشد
  ).2جدول( مي باشد  درجه سانتگيراد50نمك طعام و دماي 

لوس در مقالات مختلف ي مختلف باسيه هايپاز از سويد ليتول
، ]19[ 168س يليلوس سوبتيباس يه هايوس. گزارش شده است

 لوسيلوس استئاروتر موفيباس، ]20[ سيليلوس سوبتيباس
 كوسيلوس اسفريباس و ]22[ لوس كوآگولانسيباس، ]21[
ه يسو) 2013(و همكاران  11گاياتري . شده اندي جداساز]23[
 را از خاك يپاز خارج سلوليد كننده لي توللوسيباس يها
 .]24[  كردندي جداساز13 در سالم12لياب روغن نارگيآس

                                                            
  

11. Gayathri 
12. Coconut oil mill soil 
13. Salem 
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Figure 1 Comparison of The lipase activities of 

bacterial isolates  
 

در حالت PB غربال سازي از طريق -3-2

  تخمير جامد و غوطه وري

امتر هاي اصلي طراحي يا غربال گري به منظور كاهش پار
فاكتور ها از طريق شناسايي فاكتور هاي كليدي كه در كيفيت 

اين . محصول يا عملكرد فرايند موثر هستند، انجام مي شود
كاهش فاكتور ها منجر به بهبود فرايند با تعداد كمي از 

در واقع براي حذف فاكتورهاي غير مهم، . پارامترها مي شود
ن و هزينه، آزمايش غربال گري بايد قبل از تلف كردن زما

آزمايش هاي غربال گري معمولاً در مراحل اوليه . انجام گيرد
طرح وقتي كه احتمال مي دهيم عوامل زيادي در پاسخ بي اثر 

هدف اصلي در آزمايش هاي . يا كم اثر هستند، انجام مي گيرند
غربال گري شناسايي مهم ترين عوامل مؤثر روي پاسخ نهايي 

در اين جا تخمين برهم . ين تمامي عوامل موجود استاز ب
كنش ها ممكن نيست و اگر لازم باشد كه بين اثر فاكتورها و 
برهم كنش ها تفاوت قائل شويم بايد يك طراحي فاكتوريلي 

  .]27[انجام گيرد 
 

Table 2 Morphological and biochemical characterization of potential lipolytic bacterial isolate 

 

Characteristic result 

Configuration, Gram’s reaction and shape, Motility Gram positive, short rods  
 non-motile 

Growth on: 
citrate, H2S production, catalase 

 Voges-proskauer, 
Indole, urea hydrolysis, oxidase, Nitrate reduction 

 
Positive 

 
Negative  

Tolerance to NaCl (%, w/v) 0-5%  

 Temperature range )( 15-45 

Acid production from: 
 

 L-Arabinose, Cellobiose, Raffinose 
 

 Gentiobiose, D-Glucose, Inositol, Inulin, Lactose, D-Lyxose, 
Maltose, D-Mannose, Melezitose, Melibiose, L-Rhamnose, 

Sucrose,D-Tagatose, Trehalose, D-Xylose 

 
 

Negative 
 
 

positive 
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در ) (3جدول  (PB يطرح غربال سازش براساس ي آزما12

ه ي اولpH ساعت و 48  به مدت 30 ير در دمايط تخميشرا
ان يپاز در ميم ليد آنزي بر تول موثريرهاي انتخاب متغيبرا) 1/6

ر حالت يدر تخم.انجام شدند ي موثر بر فرايب فاكتور انتخا11
رها ير متغي تاثيمنحنج بدست آمده ي توجه به نتا بايغوطه ور

.  داشته را نشان دادي متبت، منفري كه تاثيعوامل) 2شكل (
د به يم كلريزيتون و منيروغن كنجد، عصاره مخمر، روغن ز

، اه دانهي روغن سيرهايمتغ. رها بودندين متغيب موثرتريترت
 ير منفيروغن آفتابگردان، سرعت چرخش، پپتون و گلوكز تاث

ر مثبت داشتند اما كمتر يملاس، و شربت ذرت هم تاث. داشتند
ك ياولئ  يدهاي اس روغن كنجد به گروه. گر بودي ديرهاياز متغ

د يدرصد اس 15ز ن روغن كمتر ايا. ك متعلق استينولئي ل–
ش يك و بي و استئاركيتين آن پالميشتريچرب اشباع دارد كه ب

د ياس. راشباع استي چرب آن غيدهايرصد مجموع اس د85از 
 چرب يدهايرصد كل اس د80ش از يك بينولئيد ليك و اسياولئ

د يك اسيد اولئي اسنيهمچن .دهند يل ميتشك روغن كنجد را
 سوبسترا ينيژه گزيو. تون استيچرب شاخص روغن ز

ات يو خصوص ملكول سوبسترا ييايمي به ساختار شيبستگ
دهنده  جه نشانين نتيجه اي در نت]25[ون دارد ي امولسيكيزيف
ر اشباع بلند ي چرب غيدهاي نسبت به اسين باكتري ايژگيو

ن يد چرب ايك اسينولئيد لياه دانه اسيدر روغن س.  داردريزنج
 د چربين اسي دهد اين مطالعه نشان ميروغن است كه در ا

 .ه داردين سوي ايپاز بر رويلد ي تولي بر روير بازدارندگيتاث
ه يط كشت سويدر مح) 2011(ز و همكاران يبوعز
تون استفاده يون روغن زي از امولسلوسوسيلوكوكوس زاياستاف

ت يش فعاليافزا. ع كرده استي را تسريميت آنزيكردند كه فعال
ط يتون كه به عنوان القاء كننده در محيم در حضور روغن زيآنز

 چرب يدهاي اسي توان به مقدار بالاي كند را ميكشت عمل م
منبع  .]7[د نسبت داد يك اسير اشباع مانند اولئير و غيبلند زنج

 كه يت همان طوريد متابوليو تول رشد يترون مناسب براين
ش صورت گرفته يدر آزما.  استيار ضروريگفته شده بس

 ي داريار معنير بسيتروژن تاثيعصاره مخمر به عنوان منبع ن
.  نشان داده اندير كمتري پپتون و شربت ذرت تاثداشته اما

، يتروژن آلي گزارش كردند كه منابع ن)1993(صالح و همكاران 
زوپوس يراپاز توسط يد لي توليپتون و شربت ذرت بر رويتر
م يد آنزيروغن ها به عنوان القاءگر در تول. ر ندارندي تاثزاياور
كاملا ط كشت ي كنند و حضور آنها در محيپاز عمل ميل

گزارش كردند ) 2005(  كومار و همكاران. ]26[ است يضرور
 با استفاده از لوس كوآگولانسيباسله يپاز به وسيد ليكه تول

. ]27[ تروژن را گزارش كردنديعصاره مخمر به عنوان منبع ن
سودوموناس ط كشت يدر مح) 2012(ورما و همكاران 

 يتروژني مختلف نپاز از منابعيم ليد آنزي تولي برانوزايآئروج
 كه از عصاره مخمر يت را هنگامين فعالياستفاده كردند كه بهتر

جه در هنگام استفاده از ين نتياستفاده شد بدست آمده و بدتر
  .]28[ پپتون بدست آمده است

آنزيم ليپاز در سطح مشترك آب و روغن عمل مي كنند هر چه 
سطح تمام بين روغن و آب افزايش يابد سبب افزايش 

سترسي ميكروارگانيسم براي جذب مواد مورد نياز خود مي د
پس بايد به طريقي با ايجاد امولسيون مناسب و پايدار اين . شود

بدين منظور از صمغ عربي به . سطح تماس را افزايش داد
  عنوان امولسيون كننده و پايدار كننده قوي استفاده شده است

افزايش . ]16[ ديتون استفاده گردين از روغن زيو همچن
فعاليت آنزيم در حضور روغن زيتون كه به عنوان القاء كننده 
در محيط كشت عمل مي كند را مي توان به مقدار بالاي 
اسيدهاي چرب بلند زنجير و غير اشباع مانند اولئيك اسيد 

اين حقيقت در مطالعات صورت گرفته در مورد . نسبت داد
 و ميكروباكتريوم ايآميكولاتوپسيس مديترانهتوليد ليپاز از 

تروژن وكربن ين. ]30، 29 [ اثبات شده استلوتئوم
 هستند كه معمولا از ي رشد باكتري براي اصليسوبستراها
 دهد ي، كه نشان م]31 [ شوندي فراهم ميعيمنابع طب

 دهند يپاز را نشان مي از لي كه بازده بالاتريسم هايكروارگانيم
 همرا با روغن ين آلتروژي آنها منبع نيريط تخميكه در مح

 نه استفاده شده استيتون به عنوان منبع كربن در غلظت بهيز
گر صورت گرفته از عصاره مخمر به ي دي در پژوهش ها]32[
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عنوان منبع نيتروژن و روغن زيتون به عنوان منبع كربن براي 
. ]33[ استفاده شده است FH5باسيلوس توليد ليپاز از 

 ي كه حاوياز كنجاله كنجد) 1952 (15ي و بنرج14شانيراماكر
 زوژنميوم كريلي سيپنط كشت يروغن كنجد بود در مح% 10

ن ي را در حضور ايت قابل توجهيم  فعالياستفاده كردند كه آنز
) 2007(ارتوگرول و همكاران . ]34[  جامد نشان داديسوبسترا
تون به ياب زيعات آسي در بستر جامد ضالوسيباسه ياز سو
 و همكاران ينيكانتس. ]4[ افتيت  دسU/ml168ت يفعال

پاز توسط يد لي تولي  برايطيب محي ترك20ر يتاث) 2009(
با استفاده از طرح .  قرار دادي را مورد بررسجريلوس نايآسپرژ

PBگلوكز، (ب يه انجام گرفته و شش تركي اولي غربال ساز
وم فسفات و ي فسفات، آمونيوم بيعصاره مخمر، پپتون، آمون

 U/mLت به ي كردند كه بازده فعالينه سازيهب)  آبيمحتوا
از روش )  2004( و همكاران 16بوركرت. ]35[ دي رس03/33

ا، روغن يروغن سو(ر منابع كربن ي مطالعه تاثيسطح پاسخ برا
 و 17شربت ذرت(تروژن يو غلظت منابع ن) تون و گلوكزيز

 كومي جئوترهيله سويپاز به وسيد ليدر تول) تراتيوم نيآمون
پاز شامل يد لي توليط براينه محيبات بهيترك.  كردنداستفاده

و روغن % 13-15، شربت ذرت  %1/2-5/2ترات يوم نيآمون
پاز در يت ليبه عنوان منبع كربن كه منجر به فعال% 6/0ا يسو

در هنگام استفاده از روغن .  شده استU/mL 20حدود 
وم يترات آمونينه شامل نيبات بهيتون به عنوان منبع كربن تركيز
منجر به % 6/0تون يو روغن ز% 13-15، شربت ذرت 1-8/0%

 و همكاران 18كومار. ]36[  شده استU/mL 17ت يفعال
 را 19لوس كوآگولانسيباس توسط ييايپاز قليد ليتول) 2005(

 pHتروژن و ي كه منبع كربن، منبع ني كردند كه هنگاميبررس
. ]27[ افته استيش يت افزاينه شدند فعاليط بهيه محياول
.  گذاشته استير منفيم تاثيد آنزيز بر توليش نعت چرخسر
 يرويش نيل افزايشتر از حد سرعت چرخش به دليش بيافزا

                                                            
14. Ramakrishan 
15. Banerjee 
16. Burkert 
17. corn steep liquor 
18. Kumar 
19. Bacillus coagulans 

م يت آنزي و فعالي رشد سلولي برروير منفي منجر به تاثيبرش
  .  ]37[  گردديم

آنها به عنوان . پاز دارديد لي در تولي داري نقش معني مواد معدن
ت يد متابولي توانند توليم ميوسنتز آنزي بيرهايكوفاكتور در مس

                     هي سويبرا.   را بهبود دهندي باارزشيها
 جر ويلوس نايآسپرژ،  BD 413كوس ينتوباكتر كالكواستياس

ون ي ي داري به طور معنF-111ژنس يسودوموناس سودوآلكال
   .]38، 32 [پاز  شده استيم ليد آنزيد توليم باعث تشديزيمن

  
 

Figure 2 Estimated effects of ten variables via 
Plackett–Burman design on lipase activity of 

Bacillus subtilis strain. 
  

 بهينه سازي با استفاده از روش سطح -3-3
  پاسخ 

، )B(، روغن زيتون )A( متغير روغن كنجد  چهاردر اين طرح
ه عنوان متغيرهاي ب) D(و عصاره مخمر ) C(منيزيم كلريد 

وابسته مورد ) R(مستقل و مقدار فعاليت آنزيم متغير پاسخ 
  ).4جدول (بررسي قرار گرفتند 
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Table 3 Plackett–Burman matrixes for the evaluation of the lipase activity produced by Bacillus 
subtilis  isolate 

 

  
Table 4 Central composite experimental design matrixes for the evaluation of the lipase activity  

produced in submerge fermentation. 
Responce ير واقعيمقاد(ش ي آزمايرهايمتغ(    
Lipase 
activity  

(R)  

Yeast extracrt % 
(D) 

MgCl2 (mM) 
(C)  

Olive oil % 
(B) 

Sesame oil % 
(A) 

Run 

245 0.5 20 1.5 10 1 
259 0.5 20 1.5 20 2 
276 0.5 20 3 10 3 
289 0.5 20 3 20 4 
233 0.5 30 1.5 10 5 
312 0.5 30 1.5 20 6 
261 0.5 30 3 10 7 
401 0.5 30 3 20 8 
265 1.5 20 1.5 10 9 
392 1.5 20 1.5 20 10 
212 1.5 20 3 10 11 
437 1.5 20 3 20 12 
204 1.5 30 1.5 10 13  
492 1.5 30 1.5 20 14 
371 1.5 30 3 10  115 
508 1.5 30 3 20 16 
254 1 25 2.25 0.5 17 
574 1 25 2.25 25 18 
195 1 25 0.75 15 19 
376 1 25 3.75 15 20 
205 1 15 2.25 15 21 
323 1 35 2.25 15 22 
209 0 25 2.25 15 23 
327 2 25 2.25 15 24 
325 1 25 2.25 15 25 
323 1 25 2.25 15 26 
329 1 25 2.25 15 27 
321 1 25 2.25 15 28 
325  1 25 2.25 15  29 
328 1 25 2.25 15 30 
330  1 25 2.25 15 31 

Experimental variables Lipase 
activity 
 (U/ml)  

Run  

  L  K  J  H  G  F  E  D  C  B  A  

125 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 1 
54 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 2 
122 1  1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 3 
36 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 4 
90 1  -1 1  -1  -1 -1 1 1 1 -1 1 5 
35 1  1  -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 6 
101 1 -1 1 1  -1 1 -1 -1 -1 1 1 7 
259 -1 -1 -1 1 1 1  -1 1 1 -1 1 8 
126 1  1 1  -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 9 
22 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 1 10 
46 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 11 
15 -1  1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 12 
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ج مربوطه حاصل  يش ها انجام شدند و نتاين مرحله آزمايدر ا
 Error! Reference source notمعادله. ديگرد

found. 1به عنوان ر ي مقاددر معادله ها.  بدست آمد 
 مستقل يرهاي متغD و A ،B ، C يرهاي و متغيميت آنزيفعال
  .  باشنديم

 86/32 + 29/69 A + 79/29  B + 79/26 C + 71/36 D + 44/0  A B + 

56/16  A C + 19/33 A D + 44/15 B C  - 19/0 B D + 19/8 C D + 23/24  

- 89/7   27/13 -    03/11 -  

ج حاصـل از    يج بدسـت آمـده و نتـا       ين طرح براساس نتـا    يدر ا 
 كمتـر   p كه مقـدار     يدر صورت ) 4جدول    (ANOVAجدول  

ن صورت مـدل    ير ا ي باشد مدل معنادار است و در غ       0001/0از  
ر بدسـت   يش با توجه به مقاد    ين آزما يدر ا . معنا دار نخواهد بود   

. مـدل معنـادار اسـت     ) جـدول (انس  يه وار ي از جدول تجز   آمده
ن يـي ن تع يب تب ـ يو ضر ) 93/0(ن  يب تب ير ضر ين مقاد يهمچن

بـه  .  دار اسـت   ي كنـد مـدل معن ـ     ياثبات م ـ ) 87/0 (شده  

 مـستقل مربـوط     يرهاير متغ ييرات پاسخ به تغ   ييتغ % 93 يعبارت
. ستيه ني با مدل قابل توجرات پاسخيياز تغ%  7 شود و تنها    يم

 شـده در نقـاط طـرح بـا          ين ـيش ب ير پ ـ ي دامنه مقاد  20يدقت كاف 
گنال ين فاكتور نسبت س   يا.  شده است  ينيش ب ي پ ين خطا يانگيم

 مناسب  4 كند كه نسبت بزرگتر از       ي م يري را اندازه گ   21به نوفه 
  .]14[ است 85/15ن پارامتر ين طرح مقدار اياست كه در ا

در سطح  ( 05/0  بزرگتر از pر ير  مقادي هر متغين برايهمچن
 در مدل ير معني تاثير مورد بررسي كند كه متغياثبات م%) 5

ر يتاث ) 05/0ر كوچكتر از يمقاد(ن صورت ير ايندارد و در غ
ج و يپس از بدست آمدن نتا.  پاسخ ها داردي بر رويمعنادار
 يرهايانس نشان داد كه  متغيه واريج جدول تجزي نتايبررس

د و عصاره يم كلريزيتون، منيروغن كنجد، روغن ز(مستقل 
 ,AB,AC,AD, BC(ر ها ين متغير متقابل ايو تاث) مخمر

CD,D2 (ر يبا توجه به بالاتر بودن مقادp  05/0 بزركتر از 
 .ط دارندين شرايپاز در ايد لي بر تولير معناداريتاث

                                                            
20. adequate precision 
21. noise 

م ليپاز در  تاثير متغيرهاي مستقل بر فعاليت آنزيهاينمودار
 a.3شكل . ، آورده شده است3شكل حالت غوطه وري در 

 روغن زيتون و روغن كنجد را بر ميزان نمودار تاثير متقابل
با ثابت در نظر گرفتن . آنزيم ليپاز توليدي را نشان مي دهد

مقدار روغن زيتون با افزايش مقدار روغن كنجد فعاليت 
 نظر گرفتن مقدار روغن آنزيمي افزايش مي يابد، اما با ثابت در

كنجد با افزايش روغن زيتون فعاليت آنزيمي افزايش 
محسوسي ندارد اما با افزايش هر دو متغير فعاليت آنزيمي به 

تاثير متقابل  نيز b.3شكل . مقدار بيشتري افزايش مي يابد
و روغن كنجد را بر توليد ليپاز ) mM(منيزيم كلريد غلظت 

قدار روغن كنجد افزايش مي يابد هنگامي كه م. نشان مي دهد
و مقدار منيزيم كلريد ثابت در نظر گرفته شود فعاليت آنزيمي 
به طور معني داري افزايش مي يابد اما در شرايط برعكس كه 
منيزيم كلريد افزايش اما روغن كنجد ثابت است فعاليت 

متغير  دو   اين  اما با اثر متقابل. آنزيمي افزايش معناداري ندارد
فعاليت آنزيمي به مقدار ) افزايش همزمان اين متغيرها( 

 نمودار تاثير متغيرهاي c.3در شكل . معناداري افزايش مي يابد
روغن كنجد و عصاره مخمر را نشان مي دهد كه مانند دو 
نمودار قبلي روغن كنجد نسبت به متغير عصاره مخمر تاثير 

ش مقدار اين دو بيشتر بر توليد آنزيم داشته و همزمان با افزاي
. متغير فعاليت آنزيمي به مقدار بيشتري افزايش نشان داده است

 به ترتيب اثر متقابل منيزيم كلريد به )e و d (دو نمودار بعدي
روغن زيتون و عصاره مخمر نشان مي دهد كه در هر كدام از 
اين دو شرايط هر دو متغير تاثير تقريبا يكساني بر توليد آنزيم 

با توجه به نتايج بدست آمده مي توان نتيجه . دنشان مي دهن
گيري كرد كه روغن كنجد به دليل نوع اسيدهاي چرب شركت 
كننده در ساختار شيميايي اش باعث ويژه گزيني اين باكتري 

 . نسبت به اين روغن شده است
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Table 4 ANOVA of the experimental results of the optimization 
 

P value F value  Source 

0.00001> 16.91 Model                      
0.0000> 112.18 Sesame oil (A)             
0.0003 20.74 Olive oil (B)               
0.0008 

0.00001> 
16.77 
31.48 

MgCl2 (C) 
Yeast extract (D) 

0.9571 003 -2.981 E AB 

0.0553 4.27 AC  
0.0008 17.16 AD  
0.0720 3.7 BC  
0.9816 004- 5.476 E  BD  
0.3221 1.04 CD  
0.0009 16.35 A2 

0.2065 1.73 B2  

0.0417 4.9 C2  

0.0847 3.38 D2  

  

  
 

Fig 3 3D surface plots showing the significant (p < 0.05) interaction effects on the activity variation of lipase (a-
e) produced by Bacillus subtilis. 
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رشد  و ق مدل برازشي از طرينه سازيبه -3-4
  سلولي و پارامترهاي كينتيكي در نقطه بهينه

ك محصول به يا يستم ي اشاره به بهبود عملكرد سينه سازيبه
نه يبه طور معمول به. منظور به دست آوردن حداكثر بهره دارد

ن پاسخ  كه در آيطي كشف شراي براي، به عنوان ابزاريساز
نه ي بهيبه طور سنت.  باشدين شكل ممكن است ميبه بهتر

ك زمان در يك عامل در ير يظارت بر تاثق ني از طريساز
افتن نقطه يهدف از .  انجام شده استي تجربيش هايآزما

ند ين نقطه بسته به هدف فرايا.  طرح استيمطلوب در فضا
 آن پاسخ  كه دريه ايا ناحينه ينه، كميشيك نقطه بي تواند يم

 صورت يشهايدر آزما. رها ثابت باشديدر سراسر دامنه متغ
روغن %  25 ي حاويط كشتيط مختلف محي درشراگرفته

% 1د و يم كلريزي منmM25تون، يروغن ز% 25/2كنجد، 
گراد به ي درجه سانتrpm 160 ،pH5/6 ،37(عصاره مخمر 

 گزارش شد  U/mL574 يميت آنزيفعال)  ساعت24مدت 
زيم نسبت به حالت قبل غوطه وري قبل از انتخاب فعاليت آن
 دييتا . برابر افزايش نشان مي دهد24/3 مناسب پارامترهاي

 اثبات را طيشرا بودن نهيبه كه شد با سه تكرار انجام نهينقطه به
 نشان )5ل شك(كينتيك رشد و فعاليت آنزيم  .)563±12 ( كرد

 سلولي  ساعت اول كشت فعاليت آنزيم و رشد4مي دهد كه 
تغيير قابل توجهي ندارد و بعد از اين زمان وارد فاز لگاريتمي 

بيشترين فعاليت ) 56ساعت (در فاز سكون . رشد شده است
 آنزيم Km و Vmaxپارامترهاي كينتيكي . نشان داده شده است

 mM و mM/min.mL 667/0ليپاز خام به ترتيب برابر با 
(  منتن محاسبه شد -ميكائيليس از طريق نمودار معادله 62/1

  affinityباشد نشاندهنده   كمترKmهر چه مقدار  ) 6شكل 
 بيشتر Vmaxبالاتر بين آنزيم و سوبسترا است و هرچه 

  .نشاندهنده كارايي كاتاليتيكي بالاتر آنزيم است
 ياز روش سطح پاسخ برا)  2004( و همكاران 22بوركرت
و ) تون و گلوكزين زا، روغيروغن سو(ر منابع كربن يمطالعه تاث

در ) تراتيوم ني و آمون23شربت ذرت(تروژن يغلظت منابع ن
بات يترك.  استفاده كردندكومي جئوترهيله سويپاز به وسيد ليتول
،  %1/2-5/2ترات يوم نيپاز شامل آمونيد لي توليط براينه محيبه

به عنوان منبع كربن % 6/0ا يو روغن سو% 13- 15شربت ذرت 
در .  شده استU/ml 20پاز در حدود يت ليكه منجر به فعال

                                                            
22. Burkert 
23. corn steep liquor 

بات يتون به عنوان منبع كربن تركيهنگام استفاده از روغن ز
و % 13-15، شربت ذرت %8/0-1وم يترات آمونينه شامل نيبه

  شده استU/mL 17ت يمنجر به فعال% 6/0تون يروغن ز
 توسط ييايپاز قليد ليتول) 2005( و همكاران 24 كومار]36(

 كه منبع ي كردند كه هنگامي را بررس25لانسلوس كوآگويباس
ت ينه شدند فعاليط بهيه محي اولpHتروژن و يكربن، منبع ن

 48 در مدت زمان U/mL16/1ت يفعال. افته استيش يافزا
ن ي كه در ا5/8 برابر  pHگراد و ي درجه سانت55 يساعت، دما

ب پپتون و يط از روغن خردل به عنوان منبع كربن و تركيمح
ك استفاده شده، بدست آمده يك به يخمر به نسبت عصاره م

ه يپاز از سويد ليتول) 2001( و همكاران 26ايما). 27 (است
ر منابع كربن يتاث.  كردندي را بررس27يوم سولانيفوزار يليبرز

ط با هدف يمختلف و عناصر كم مقدار اضافه شده به مح
پاز يه لژيت وين فعاليبالاتر. پاز را مطالعه كردنديد ليت توليتقو

)U/mg 45/0 (كه يهنگام.  روغن كنجد گزارش كردنديبرا 
ط عناصر كم مقدار اضافه شده همراه با روغن ين محيبه ا
ب تا يژه به ترتيت ويتون، روغن ذرت و روغن كنجد فعاليز

 ساعت گرمخانه 96 بعد از U/mg 64/1 و 89/1 ، 86/0
  .).39 (افته استيش ي افزايگذار

 برابر با سودوموناس سپاسيايپاز   لKm و Vmaxمقدار 
μmol/min30 و mM 12 مقدار).37 (گزارش شده است  

Km فوزاريوم سولاني ليپاز سويه FSI mM  8/1 و  Vmax 
 Vmaxن مقدار ي همچن)mol/mg.minμ  416/0) 36برابر با 
 mM 05/5  برابر با Kmو mol/ml.minμ 416/0برابر با 

هنگامي كه ). 31(ت آوردند   را بدسFH5ليپاز باسيلوس براي 
. از پلي نيتروفنيل پالميتات به عنوان سوبسترا استفاده شده است

 ذكر شده در ي هاي باكتريگزارش شده برا    Kmسه با يدر مقا
ه جدا شده كمتر است كه ي سوين پارامتر برايبالا، مقدار ا
د شده به يم توليشتر آنزيش بيا گراي  affinityنشاندهنده 

تات يل پالميتروفني ني پلي به مصرف سوبستراين باكتريله ايوس
 Bacillusله ي به وسيديم توليآنز Vmaxن مقدار ياست همچن

sp.شده از مقدار ي جداساز Vmax فوزاريوم  يه هاي سو
شتر است كه نشاندهنده ي  بFH5، باسيلوس FSI سولاني

ن دو ي شده نسبت به ايه جداسازيشتر سوي بيكيتيت كاتاليفعال

                                                            
24. Kumar 
25. Bacillus coagulans 
26. Maia 
27. Fusarium solani FS1 
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كه .  دهديگر گزارش شده است نشان ميه كه در مقالات ديسو
تات به عنوان يل پالميتروفني ني كند كه انتخاب پليد مييتا

م ي بوده و آنزيت انتخاب مناسبي فعاليري اندازه گيسوبسترا برا
 و 28يولي .ط را داردين محيت در اي به فعالياديل زي تمايديتول

نتوباكتر ياسله يسپاز به ويد ليتول) 2004(همكاران 
  به عنوان منبع كربن 80ن ي با استفاده از تو29ستنسيورسسيراد

 و 80ن ي توml/l3ط شامل ينه محيبات بهيترك.  كردنديبررس
g/l5/72008( و همكاران 30يروچ. )41 ( عصاره مخمر بود (
 را نوزايسودوموناس آئروجا و حلال يه مقاوم در برابر قليسو
 يپاز مناسب برايل.  قرار دادنديبررسپاز مورد يد لي توليبرا

، ييايعت قليل طبي كند كه به دليد مينده ها توليكاربرد در شو
دكننده ها، سورفاكتانت ها، ي در برابر اكسي و سازگاريداريپا

 ينه سازيبه. ز استيمت در برابر پروتئولونده ها و مقايشو
زارش  گ RSMپاز با استفاده ازينه ليد موثر و كم هزي توليبرا

پاز يد ليش تولي افزاي برابر58/5ش يكردند كه منجر به افزا
)IU/mL 4580 (42[ نه شده استيط بهيدر مح[.  
 

  
 

Figure 4 Growth curve  and lipolytic activity of  
Bacillus subtilis; 25 g/L olive oil; 3% v/v sesame 

oil; 25 g/L yeast extract, nutrient broth; pH 6.5; 170 
rpm; 37C),the optimized process. 

 

                                                            
28. You Li 
29. Acinetobacter radioresistens 
30. Ruchi 

  
Figure 5  The Lineweaver–Burk plot for lipase 

produced by Bacillus subtilis. 
 
 

  نتيجه گيري كلي -4
    اگر چه آنزيم ليپاز يكي از آنزيم هايي با كاربرد صنعتي 
. بسيار هستند اما توليد آن از نظر اقتصادي بسيار پر هزينه است

بنابراين استفاده از روشهايي كه با بهينه سازي پارامترها و 
عوامل محيط كشت آنزيم ليپاز را با هزينه كمتر و در شرايط 

جداسازي باكتري هاي توليد كننده آنزيم ليپاز . بهينه توليد كرد
از طريق روش توالي يابي ژن . از نمونه چربي شير انجام شد

16 S rRNA وان سويه باسيلوس  باكتري جداشده به عن
 U/mLفعاليت آنزيمي  باكتري . سوبتيليس شناسايي گرديد

سپس در  بهينه سازي متغيرهاي كه از طريق .   گزارش شد177
غربالگري پلاكت برمن انتخاب شدند با روش سطح پاسخ در 
جهت توليد مقادير بالاي آنزيم ليپاز با صرفه اقتصادي صورت 

وغن زيتون، منيزيم كلريد و متغيرهاي روغن كنجد، ر. گرفت
عصاره مخمر بيشترين تاثير را بر توليد آنزيم از خود نشان 

پس .  متغير براي بهينه سازي انتخاب شدند4دادند و به عنوان 
روغن كنجد،  % 25از بهينه سازي محيطي با شرايط كشت  

عصاره % 1 منيزيم كلريد و mM25روغن زيتون، % 25/2
 24 درجه سانتيگراد به مدت rpm 160 ،pH5/6، 37(مخمر 
پارامترهاي .  گزارش شد U/mL574فعاليت آنزيمي ) ساعت

 آنزيم ليپاز خام به ترتيب برابر با Km و Vmaxكينتيكي 
mM/min.mL667/0 و mM 62/1 از طريق نمودار معادله 

  . منتن محاسبه شد- ميكائيليس
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  تقدير و تشكر -5
تخرج از طرح پژوهشي با  پژوهشي حاضر مس_    مقاله علمي 

.  مصوب در دانشگاه فردوسي مشهد مي باشد38536/2كد 
نويسندگان مقاله بر خود لازم مي دانند كه از معاونت پژوهشي 

هاي مالي جهت دانشگاه فردوسي مشهد به دليل مساعدت
 .اجراي اين طرح پژوهشي صميمانه تشكر و قدرداني نمايند
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Fat milk sample was selected to isolationg lipolitic bacteria. 25 strains were isolated from fat milk. 
The best isolate was selected for identifing and further study according to lipase producing with 
amount of 177 U/ml lipase activities that was the most lipase activity among bacteria strains. This 
bacterium was identified as a strain of genus Bacillus based on morphological and biochemical 
characterization and 16S rRNA gene sequence.  Optimization was done for economical producing of 
lipase by Respone Surfase Method. After optimization, screening of culture parameters was 
conducted by Placket Burman Design. The effect of oive oil, yeast extract, peptone, Mgcl2, glucose, 
corn syrop, molase, sesame oil, black seed oil, rotation speed and sunflower oil was investigated for 
optimization.  The  optimum lipase activity (574 U/ml) was achieved at optimum levels of factors of 
sesame oil  (25.0w/w), olive oil concentration (22.5 g/L), yeast extract (10 g/l) and Mgcl2 (25 mM/l) 
(160 rpm, pH 6.5 and 24 h) that lipase activity increased to  3.24-fold. 
Kinetic parameters, Km and Vmax for the purified lipase was calculated from the Michaelis–Menten 
plot. The lipase showed lower Km value (1.62 mM) and high Vmax value (0.667 mM/min) than the 
other Bacillus subtilis. 
 
Keywords: Fat milk, Lipolitic, Bacillus subtilis, Respone Surfase Method 
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