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طراحی    ، کشت مایع   در محیط   به وسیله قارچ رایزوپوس اوریزا   بررسی به منظور بهینه سازی تولید آنزیم لیپاز در این    : چکیده 

به   مرکزی    پاسخ   سطح روش  آزمایش  نقطه  از  استفاده  افزار با  نرم  شد ،    Design Expert 7.0.0  توسط  گرفته  کار   .  به 
  ( rpm  ، دور بر دقیقه ) دور چرخش (،  C/N) منبع کربنی به نیتروژنی   جرمی   نسبت   با انتخاب متغیرهای   بهینه سازی   برای در این فرایند،  

اچ   و  تغییرها در    ( pH) اولیه   پی  ترتیب   بازه  ) 0.2- 1)   به   ،)250 -100 ( آزمایش (  5- 8(و  استفاده ها  شد.     با 
. میزان فعالیت آنزیم لیپاز  سلسیوس انجام گرفت درجه    32ت  در دمای ثاب   و   )به عنوان منبع کربنی( از محرک روغن زیتون 

تیتراسیون  روش  از  استفاده  با  شده  سود  اس   تولید  وسیله  به  آزاد  چرب  زیستی    ، سنجش   مولار   0/ 1یدهای  توده  جرم   و 
  تجربی   های داده تحلیل آماری    ساعت(.   96و    48فعالیت آنزیم و جرم توده زیستی تولیدی بعد از    هدف اندازه گیری (نیز محاسبه شد  

آمده به  لیپاز   دست  آنزیم  فعالیت  گیری  اندازه  مدل   از  ارایه  به  اطمینان    برازش منجر  آنزیم  % 95با  فعالیت  برای   ، 
  دلخواه افزایش دور همزن و بازی بودن محیط و همچنین نشانگر تأثیر    دلخواه بیانگر تأثیر  که  ، شد   ساعت  48از مدت کشت    پس 

  . ساعت می باشد 96از مدت کشت    پس ز  افزایش دور همزن و کاهش نسبت جرمی منبع کربنی به نیتروژنی برای فعالیت آنزیم لیپا 
تولید بهینه  شرایط   لیپاز،  جهت  از  آنزیم  بعد  برای مدت کشت  ترتیب  کربنی  ساعت،    96و    48به  منبع  نسبت جرمی   در 

    U/mL  ( 4/ 809و   2/ 48آنزیم لیپاز)   برون سلولی   ترین فعالیت با تولید بیش (،  8و پی اچ اولیه )   ( 100دور چرخش )   ، ( 0/ 2) نیتروژنی به  

 . فرایند کارآمدتری نشان می دهد   همانند پیشین   های پژوهش که نسبت به    دست آمد ه ب 
 

 .پاسخ سطح روششرایط عملیاتی،  ، آماری تحلیل اوریزا ،  رایزوپوس ،سازی بهینه   واژگان کلیدی:
 
KEYWORDS: Optimization; Rhizopus oryzae; Statiatical, Operation Conditions; Response surface methodology . 

 

   مقدمه
  زیست فناوری را در حوزه    های هیدرولیزکننده نقش مهمی   آنزیم 

با    برای به   ها  آن  گسترده  پذیری  ماده  تطبیق  و  ها پیش  خاص  ی 
  لیپازها دسته ای از هیدرولیزکننده هایی   . [1]   کنند می   بازی   فضاگزینی خود 

  سیدهای چرب آزاد را هستند که هیدرولیز تری گلیسیریدها به گلیسرول و ا 
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می  قابلیت   . [2] کنند  تسهیل  لیپاز از  مهم  فعالیت  های  توانایی  ها 
ترانس استریفیکاسیون،  مانند  یلی  در واکنش های تبد   ها تالیستی آن کا 

انایی  تو   . [3] در محلول های آلی است    استریفیکاسیون، اسیدولیز و الکیلز 
لبنی،    ها را در صنایع غذایی، آن   ، زیستی   های لیپازها برای انجام تبدیل 
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  طور معمول لیپازها به   . [4] شیمیایی و دارویی محبوب کرده است  شوینده ها، 
روغن  و  چربی  صنایع  مواد  در  کاغذ،   ، شوینده  پارچه،  چرم،  غذا،   ،

 لیپازها    . [5,   6] روند    ایشی و سنتز پلیمر به کار می شیمیایی، لوازم آر 
،  ها توسط گیاهان آن  . [7]  ت گسترده در طبیعت توزیع شده اند به صور 

ها   میکروارگانیسم  و  شوند   تولید حیوانات  اخیر  .  [8]   می  دهه  دو   در 
  ر کامل به طو   تقریب و به میکروبی کاربرد صنعتی پیدا کردند  تر لیپازهای  بیش 

شده  جانوری  لیپاز  مانند  لیپازها  انواع  دیگر   های  لیپاز اند.  جایگزین 
سوبسترا    گسترده نوع میکروبی به علت انتخاب پذیری، پایداری و دامنه  

گرفتند.  قرار  توجه  مورد  حوزه    در   . [10,  9]   انتخابی  در  حاضر   حال 
  تر از گونه قارچی ، باکتریایی و مخمر در زمینه تولید لیپاز بیش   زیست فناوری 

ل  ویژه  است  به  شده  استفاده  سلولی  برون  میان    . [11,  12] یپاز   از 
تخمیر مایع به جهت سادگی    دو روش تخمیر در محیط جامد و مایع، 

  تری ودن و بازده بالاتر انتخاب مناسب ، رشد سریع ، اقتصادی تر ب عملیات 
 . [13] چی از نوع برون سلولی آن می باشد  برای تولید آنزیم قار 

 هایبعاز من  کاندیداو    پنسیلیوم،  موکور،  آسپرجیلوس ،  رایزوپوس 
توجه باشند  برایتجاری    قابل  می  لیپاز  های آنزیم  .[14]  تولید 

حاص های  آنزیم  از  و  میکروبی  حیوانات  از  مفیدترندل   ، گیاهان 
  .[15]تر ، ارزان تر و ایمن تر می باشد زیرا تولید آن ها ساده 

مقدار لیپاز تولیدی تحت تاثیر پارامترهای متنوعی چون نوع و  
 سانی، ر میزان اکسیژن    های غیرآلی، ظت منابع کربنی و نیتروژنی، نمک غل 

pH  ، [16]باشد می دما ، دور چرخش و غیره اولیه. 
با   بسیاری  هاینتیجه رابطه  در  شده  انجام  های  پژوهش  در 

تاثیرگذار ) نیتروژنی و   دما،  ،pHپارامترهای  به  منبع کربنی  نسبت 
است.   شده  دیده  لیپاز  آنزیم  تولید  و  رشد  مقدار  بر   دورچرخش( 

، دمای  pH=7)    ،قارچ رایزوپوس الیگوسپروس یک بررسی روی    در
  0/ 3گلوکز به منبع نیتروژنی پپتون    ، نسبت منبع کربنی سلسیوس درجه    30

  تولید شده  آنزیم لیپاز دقیقه( میزان فعالیت  دور بر    200و دور چرخش  
U/mL  79/2    است شده  روی    .[17]گزارش  بر  دیگر  بررسی   در 

  برابر   دما،  =5/5pHبه ترتیب)  با پارامتر ها  ،اریزوس  قارچ رایزوپوس 
نیتروژنی=  ،سلسیوس درجه    30 به  کربنی  منبع   0/ 084  نسبت 

فعالیت  120  دورهمزن  و میزان  به   )U/mL  98/3    حجم  برای 
  دیگر   های در مطالعه   . [18]   ی لیتر از محیط کشت دست یافته اند میل   100

  ، سلسیوس درجه    26/ 5، دما=  =7pH/ 18)   برروی همین نوع قارچ در شرایط 
نیتروژنی=   به  کربنی  منبع  دورهمزن    25/0نسبت   (  130و 

فعالیت   حجم   U/mL1/3 میزان  لیتر    100در     [19]میلی 

 
1Response Surface Method (RSM) 

 (  ، نسبت منبع کربنی  سلسیوس درجه    30، دما=  =7pHو در شرایط 
  U/mL  9 /45   [20]( به میزان فعالیت  250، و دورهمزن  2/ 79به نیتروژنی=  

دهنده نشان  مستقیم  که  رابطه  با   pHی  همزن  دور   و 
،  سلسیوس درجه    30، دما=  =6pHدر شرایط )  فعالیت آنزیمی است.

به میزان    (150و دورهمزن     2/2نسبت منبع کربنی به نیتروژنی=  
  . ه است گزارش شد   [21] میلی لیتر    50در حجم    U/mL  370 /0  فعالیت 

مطالعه روی  در  بر  کاندیداای  پارامترها   ،قارچ   ، =7pH)  با 
 ( 150و دورهمزن    0/ 6، نسبت منبع کربنی به نیتروژنی=   سلسیوس درجه    28دما=  

فعالیت   میزان  حجم   U/mL   4150به  لیتر    100در    [22]میلی 
 ، نسبت منبع کربنی سلسیوس درجه  28، دما= =6pH)  و در شرایط

  U/mL  26 /20 به میزان فعالیت  ( 150دورهمزن و 1/ 44به نیتروژنی= 
برای گونه ای از     [23]لیتر دست یافته شد  میلی    100در حجم  

های پارامتر  با  دما=  =5pH/ 5)   رایزوپوس  ،  سلسیوس درجه    30، 
به میزان    (  200و دورهمزن    7/0نسبت منبع کربنی به نیتروژنی=،

 رایزوپوس اوریزااز    ایویژهو برای گونه    U/mL  87/13   [24]  فعالیت
بت منبع کربنی ، نس سلسیوس درجه    30، دما=  =5pH/ 5)  در شرایط

 U/mL   870( به میزان فعالیت  180و دورهمزن   0/ 34به نیتروژنی=  
  پیشین پیداست، میزان  های نتیجه همانطور که از    . [25]   اند دست یافته 

دور همزن و نسبت ، pH و فعالیت آنزیمی مبتنی بر تغییرهایتولید 
و  م نیتروژنی  به  کربنی  پارامترها    شایدنبع  این  همکنش   بر 

 دیگر می باشد.  با یک
  اصلاح  برای  مهم  بسیار  ابزار  آزمایش  طراحی  های روش 
 نوین فرایندهای و توسعه سازی بهینه تولید، فرایندهای عملکرد

 تر بیش  تعداد  یا  دو  اثرات  مطالعه  شامل  آزمایش های  در  باشند.  می 

    . [26]   شود می  استفاده  عاملی  طرح های  نام  با  آزمایشی  از طراحی  عامل،  دو  از 
 همه  آن،  تکرار  و  آزمون کامل  هر  در  که  است  حی طر  عاملی،  طرح 

 خود  ، عاملی  های  طرح   .شوند  بررسی  ، سطوح  ممکن  های ترکیب 

 که  ند شو می  تقسیم  پاسخ  رویه  و  سطحی  سه  دو سطحی،  های دسته  به  

 های امل ع  زمانی که ها  اولیه آزمایش  های ه حل مر  در  سطحی  دو  عاملی  های طرح 

   . شوند  می  استفاده  موثر  متغیرهای  تشخیص  برای  دارند  وجود  زیادی 
 رابطه  یک  با  پاسخ  و  متغیر  بین  رابطه  سطحی،  سه  عاملی  های طرح  در 

پیشنهادی که بر اساس   های افزون بر آزمایش  و  د شو می  ارائه  دو  درجه 
 تحلیل تجزیه و   و  مدل سازی  برای تعیین می شوند؛    های امل بازه ع 

 د که از کارایی بالایی  شو استفاده می   1پاسخ سطح   روش از   ، ها   پاسخ  
 فرایندی این روش   است.   های بیو تکنولوژی برخوردار در ارزیابی فرایند 

(1)  Response Surface Method (RSM) 
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 آن  از  هدف  و   [27] ( است    1جداول آنووا ها ) مشتمل بر بررسی واریانس 

 تخمین  و  نشده  آزمایش های ه ط نق  برای  یابی  پاسخ، درون  سازی  بهینه 

 . [28,  29]   باشد  می ها  ه نقط  آن  در  احتمالی  پاسخ  از  درست  
تخمیر   فرایند  سازی  بهینه  برای  متنوعی  های   برایروش 

 اند شناسایی شده  هایید لیپاز در مطالعهرسیدن به بیشترین بازده تول
  سازی گزارش کردند. برخی پس از بهینه بهبود آن را    پژوهشگران   تر بیش و  
  پاسخ   سطح را به روش    رایزوپوس اریزوس تولید لیپاز از  پژوهشگران  از  

 .[30]  دست پیدا کردند   4U/mL/ 32بهینه کردند و به میزان فعالیت  
پاسخ ، بازده تولید آنزیم سطح  در مقاله دیگری با استفاده از روش  

 . [31]  استگزارش شده  %87.37لیپاز، 
ریزا برای تولید آنزیم  ودر این مطالعه، از گونه قارچی رایزوپوس ا

ایی همچون منبع ثیر پارامترهتأ  همچنین  استفاده شده است. لیپاز
  ، پی اچ اولیه و دور چرخش در بهبود تولید آن، کربنی و نیتروژنی

روش    .شدبررسی   از  بخش  این  آزمایش     پاسخ   سطحطرح 
، انجام شده است که شامل سه پارامتر  2با استفاده از نقطه مرکزی 

  ، ها نتیجه   طی بررسی و تحلیل سه سطحی و پنج نقطه مرکزی می باشد.  
  های صورت گرفته میزان جرمی توده زیستی در آزمایش فعالیت آنزیم و  

 از این روش استخراج شده است. 
 

 بخش تجربی
 و دستگاه ها مواد 

  ، محیط کشت و دیگر مواد شیمیایی استفاده شده  هایترکیب
  4از اوجی بلانکا آلمان و روغن زیتون و پلی پپتون به ترتیب    3مرکاز  

لیوفیلکم  و  شده  ایتالیا    5اسپانیا  شیکر   است.خریداری  دستگاه 
مدل اف  انکوباتور  اس  آی  ایتالیا  6کونر  کشور  دستگاه ،   ساخت 

ریحان طب ایران  اتوکلاو  مترواهم  متر  pH،  ساخت کشور   7مدل 
سوئد کشور  دیجیتالی  ساخت  ترازوی  پرسیسا   و  دقت    8مدل  با 

 . شد  ساخت کشور آلمانگرم  0.0001
 

 نگهداری محیط کشتمیکروارگانیسم و 
مشخصه گونه   با  اوریزا  رایزوپوس  سی   قارچی  سی  تی     5174  9پی 

.  شد از کلکسیون میکروبی سازمان پژوهش های علمی و صنعتی ایران تهیه  
از محیط   قارچ رایزوپوس اوریزابه منظور نگهداری طولانی مدت  

 10پتیتو دکستر آگار وزنی    4محلول آبی %   دارای کشت جامد،  
 

1 ANOVA Tables 

3 Central Composite 

3 Merck KGaA 

4 Hojiblanca 

5 Liofilchem 

 قارچ رايزوپوس اوريزا   انتخابي بر توليد آنزيم ليپاز از ثر  ؤ پارامترهای م   - 1جدول  
ی تعيين شده محدوده عنوان پارامترها کد پارامترها   

A C/N 0/2 - 1 

B Rpm 100 - 250 

C pH 5 - 8 
 

 .شدوزنی آگار استفاده  %2و 
 

 تخمیر ناپیوسته مایع
ریزا برای تلقیح هر یک از و یک لوپ آغشته به قارچ رایزوپوس ا 

محیط کشت   . شد میلی لیتر محیط کشت استفاده    50  دارای   ارلن های 
 گرم  0/ 1سولفات،    منیزیم   گرم   05/0نیترات،    سدیم   گرم 0/ 1)   شامل 
 ن و روغن زیتون متغیر پلی پپتو   های ر ا فسفات و مقد   هیدروژن   دی   پتاسیم 

 همچنین دور   . بود   در جدول طراحی آزمایش(   C/N  های ر ا د متناسب با مق 
  سوزآور اولیه محیط کشت با استفاده از دو محلول سود   pH چرخش دستگاه و  

 تنظیم شد.   طراحی آزمایش   طبق جدول     ، مولار    4  هیدروکلریک اسید و  
انکوباتور   پس  شیکر  دستگاه  درون  ها  ارلن  تلقیح،    پیوسته  از 

  شد. نگهداری    ساعت   96و    48به مدت    ، سلسیوس درجه    32در دمای ثابت  
ارلن ها با استفاده از دستگاه بوخنر، مایع زیرین   بیرون آوردن پس از  

گرفت.  برای جداسازی   قرار  استفاده  مورد  لیپاز  فعالیت    سنجش 
از متغیرهای    حدود پایین،   شده به ترتیب  یاد وسط و بالای هریک 

   باشد. ( می 8-   6/ 5-   5( و ) 100-175-250)   (، 0-1/ 0-6/ 2) 
 های براساس مطالعه   ، انتخابی برای پارامترها های  بازه ذکر است که    شایان 
 .[32-34] تعیین شده است   پژوهشگران دیگر  

 
 سنجش فعالیت آنزیم برون سلولی لیپاز

فعالیت لیپاز با استفاده از امولسیون روغن زیتون تخمین زده شد. 
میلی لیتر محلول   1محتوی     ، میلی لیتری   50امولسیون روغن زیتون  

 5/0مولار،    0/ 2  لی لیتر بافر استات می   9مولار،    0/ 05ید  کلسیم کلر 
 .است   میلی لیتر از محلول زیرین جداسازی   1میلی لیتر روغن زیتون و  

آنزیم برون سلولی لیپاز، عمل هیدرولیز را بر روی روغن    کهبرای آن
مدت   به  کند،  چرب  اسید  تولید  و  دهد  انجام   دقیقه   15زیتون 

  دور بر دقیقه درون دستگاه شیکر   150با دور    سلسیوس درجه    30در دمای  
با   تیتراسیون  گرفت.  شد.   1/0سود    محلولقرار  انجام   مولار 

شده (، یک میلی مول از اسیدهای چرب آزاد  Uلیپاز) هر واحد از فعالیت  

6 Kuhner ISF  

7 Metrohem 

8 Percisa 

9 PTCC 

10 Potato Dextro Agar 

(1)  ANOVA Tables     (2)  Central Composite 

(3)  Merck KGaA      (4)  Hojiblanca 

(5)  Liofilchem      (6)  Kuhner ISF 

(7)  Metrohem      (8)  Percisa 

(9)  PTCC      (10)  Potato Dextro Agar 
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ليتری  ميلي 50 محيط کشت در حجم  قارچ رايزوپوس اريزااز  دست آمدهبهآزمايشگاهي فعاليت آنزيم ليپاز و جرم توده زيستي  هایرمقدا  -2جدول 
 سلسيوس درجه  32در دمای ثابت 

آزمایشگاهی   هاینتیجه  
شماره   پارامترها 

 آزمایش 

 ( )گرم توده زیستیجرم 
 بعد از مدت 

 (U/mLفعالیت آنزیمی )
 بعد از مدت 

 (A) نسبت منبع کربنی به نیتروژنی (B) دور چرخش اولیه  pH (C) ساعت  48 ساعت  96 ساعت  48 ساعت  96
4212/0 1072/0 33/2 33/1 8 250 2/0 1 
509/0 2933/0 33/1 1 5/6 175 6/0 2 
5468/0 5077/0 4/2 33/2 5/6 175 03/0 3 
4682/0 5121/0 2 3 5/6 07/281 6/0 4 
509/0 2933/0 55/1 25/1 5/6 175 6/0 5 
3281/0 0699/0 2 1 5 100 2/0 6 
5393/0 2909/0 66/1 33/1 8 100 1 7 
509/0 2933/0 15/1 85/0 5/6 175 6/0 8 
223/0 972/0 73/1 66/1 38/4 175 6/0 9 
5407/0 088/0 33/4 33/2 5 250 1 10 
509/0 2933/0 33/1 1 5/6 175 6/0 11 
446/0 2607/0 66/1 66/1 62/8 175 6/0 12 
5078/0 2934/0 33/1 1 5/6 175 17/1 13 
509/0 2933/0 33/1 1 5/6 175 6/0 14 
301/0 4832/0 2 66/1 5/6 93/68 6/0 15 

A:نسبت منبع کربنی به نیتروژنی (C/N)   ،B:دور چرخش (rpm)  ،C: اولیه pH 
 

دق بر  آنزیم  لیتر  میلی  دمای  بر  در    سلسیوس درجه    32یقه 
 .[35]تعریف می شود 

 

 وده زیستیتعیین ت

غلظت توده زیستی)وزن توده خشک شده( با استفاده از روش 
 . [36]وزن سنجی تعیین شد 

 

 بحث و  هانتیجه
به همراه    2جدول   آزمایش    های نتیجه (  ها نتیجه )جدول طراحی 

  سازی تولید آنزیم لیپاز م تعدادی آزمایش، به منظور بهینه دست آمده از انجا به 
  Aاز قارچ رایزوپوس اوریزا در محیط کشت مایع، با انتخاب متغیرهای 

دور    با عنوان   B(، C/Nبا عنوان نسبت جرمی منبع کربنی به نیتروژنی) 
 اولیه را نشان می دهد.   pHبا عنوان     C( و rpmدور بر دقیقه  چرخش) 

،  2ت آمده از آزمایش های تجربی جدولدسههای ببنا بر پاسخ
داده ها   افزار طراحی آزمایش، تحلیل آماری روی اینبه کمک نرم 
را   ( تجزیه و تحلیل آماری واریانس داده ها 3. جدول ) صورت گرفت 

 نشان می دهد.

  P valueر  دیده می شود مقدا  ـ الف و ب  3گونه که در جدول  همان 

آماری   تحلیل  های  مدل  این  در  دخیل  های  پارامتر  و  مدل  به   مربوط 
ناست که مدل های تحلیل  می باشند که به این مع   0/ 05تر از  معتبر و کم 
ارای  شرایط آماری  این  در  شده  پارامتر   ه  طبق  آنزیمی  فعالیت   های  برای 

های  ستناد و استفاده می باشد. معادله اطمینان قابل ا   % 95معرفی شده با  
 تحلیل آماری استخراج شده از این آنالیز واریانس به صورت زیر ارائه گردیده است. 

 

Y = 35959 /4 -  17557 /1 - *A 024693 /0 + *B 19285 /1 + *C 03 /0 -
 -  7 /13534 *10 ̂ *B*C  +7 /73180 *10^ -0 /05*B2                  (1) 

 

Y' =   -0 /026425  + 1 /02292*A  + 6 /46889 *10^ -0 /03*B  + 

23366 /0 *C  + 018675 /0 *A*B  – 25000 /1 *A*C  –  
 

7/05157*10^-0/03*B*C + 2/40683*A2   0/05  
+  8/04609*10^*B2 + 1/13337*C2                               (2)   
 

  به ترتیب، فعالیت آنزیم لیپاز تولید شده   Y'و    Y،  ها که در این معادله 
 ساعت می باشد.   96ساعت و    48از قارچ رایزوپوس اوریزا بعد از مدت  

نمادهای   جرمی   Cو    A  ،Bهمچنین  نسبت  بیانگر  ترتیب   به 
 اولیه هستند.    pHمنبع کربنی به نیتروژنی، دور چرخش و  
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 برایو همچنين  ساعت 96( ب) و ساعت 48( الف) مدت از پس( U/ml)ليپاز آنزيم فعاليت برای واريانس هایداده  آماری تحليل و تجزيه  -3 جدول
 ساعت  96( ت) و ساعت 48( پ) مدت از پس ،دست آمدهبه ( گرم) زيستي توده جرم ميزان

   )الف(      )ب(   

 F value P value درجه آزادی  مربع میانگین  پارامتر F value P value درجه آزادی  مربع میانگین  پارامتر

 0134/0 52/5 5 83/0 مدل 0083/0 05/11 9 9/0 مدل

A 57/0 1 04/7 0452/0 A 88/0 1 89/5 0382/0 

B 0 1 0 1 B 3/1 1 66/8 0164/0 

C 3/0-^10*45/2  1 03/0 869/0 C 056/0 1 37/0 5561/0 

AB 63/0 1 72/7 0389/0 BC 29/1 1 58/8 0168/0 

AC 12/1 1 84/13 0137/0 B^2 46/1 1 74/9 0123/0 

BC 26/1 1 49/15 011/0 0134/0 - 9 15/0 باقیمانده 

A^2 14/1 1 08/14 0133/0      

B^2 58/1 1 44/19 007/0      

C^2 69/0 1 55/8 0329/0      

       - 5 081/0 باقیمانده

   )ت(      )پ(   

 F value P value درجه آزادی  مربع میانگین  پارامتر F value P value درجه آزادی  مربع میانگین  پارامتر

 0125/0 6/5 4 023/0 مدل 757/0 61/0 9 04/0 مدل

A 023/0 1 35/0 5807/0 B 014/0 1 28/3 1001/0 

B 4/0-^10*18/4  1 3/0-^10*34/6  9396/0 C 021/0 1 96/4 05/0 

C 25/0 1 84/3 1074/0 BC 027/0 1 55/6 0284/0 

AB 19/0 1 95/2 1468/0 C^2 032/0 1 6/7 0202/0 

AC 3/0-^10*33/5 17/4*10^-3/0 باقیمانده 7875/0 081/0 1   10 -  

BC 032/0 1 48/0 5179/0      

A^2 036/0 1 55/0 4911/0      

B^2 3/0-^10*12/3  1 047/0 8365/0      

C^2 012/0 1 18/0 6887/0      

       - 5 066/0 باقیمانده

A:  pH اولیه  :C،  (rpm) دور چرخش :B،   (C/N)  نیتروژنینسبت منبع کربنی به 

 
دهد  الف( و )ب(در این مطالعه نشان می )   3آنالیز واریانس جدول  

  فعالیت آنزیمی اثر معناداری ندارد،   های نتیجه به تنهایی روی    pHکه پارامتر  
نیتروژنی و دور همزن    ولی  منباع کربنی و  میزان  با   بر همکنش آن 

  توان نادیده گرفت. میت آماری است و تاثیر آن را نمی اه   دارای در محیط کشت،  
   توان این پارامتر را از مدل آماری حذف نمود.  بنابراین نمی 

معادل  به  توجه  آنزیمی 1)   ه با  فعالیت  کربنی  به    (  منبع   نسبت 
  گیری را توان این نتیجه که می تری دارد  اولیه وابستگی بیش   pHبه نیتروژنی و  
که   قارچ فرایند   آغاز در  داشت  نمو    ،  و  رشد  موادغذایی برای     به 

 همچنین در ساعات اولیه    دارد.   تری بیش   نیاز   انرژی   تولید   برای   کربنی 
  و   مناسب   پارامتر   بنابراین تر دچار تغییرات شده است  محیط کم   pH  رشد، 

خوبی    الف   - 1ل  شک   . است   شده   گزارش   قارچ   رشد   بر   تأثیرگذار   به 

دور همزن و میزان اسیدی بودن محیط کشت روی فعالیت    متقابل   اثر 
آنزیمی را نمایش داده است به طوری که با افزایش میزان اسیدی بودن  

فعالیت آنزیمی کاهش و همچنین با افزایش دور همزن میزان    ، محیط 
  افزایش   با   که   است   این   امر   این   دلیل فعالیت آنزیمی افزایش یافته است.  

   نیز   سلولی   درون   های   آنزیم   و   شده   پاره   لولی س   ی   دیواره   همزن   دور 
  . دهند می   نشان   ها گیری اندازه   در   را   خود   و   شوند می   افزوده   کشت   محیط   به 

  سویه   به   دهی   اکسیژن   میزان   افزایش   تواند   می   باره   این   در   دیگر   توجیه 
  . شود می   سویه   توسط   آنزیم   تر بیش   تولید   سبب   که   باشد   بالا   همزن   دور   در 

هر چند اثر بر همکنشی این دو پارامتر نیز در میزان فعالیت آنزیمی  
بر پارامتر نسبت منبع    افزون (،  2اثری معنادار دارد. همچنین در معادله) 

  کربنی به نیتروژنی، که همچنان برای حیات و تولید آنزیم لیپاز لازم است، 
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است   به  مرتبط  نیز  دورهمزن     بالا   همزن   دور   زیرا .  پارامتر 
  مساله   این   که   کند   می   کمک   زیستی   ی   توده   به   بهتر   رسانی   اکسیژن   به 
  زیستی   ی توده   میزان   که   چرا   کند می   پیدا   اهمیت   تر بیش   ساعت   96  مدل   در 

 .  است   نیازمند   بهتری   مراتب   به   رسانی   اکیژن   به   محیط   و   شده   تر بیش 
   دور   دیگر   سوی   از .  شود   می   مهم   همزن   دور   پارامتر   رو   این   از 

   زیستی   ی توده   در   سلولی   های دیواره   شدن   شکسته   باعث   بالا   همزن 
  سلولی   درون   لیپاز   های   آنزیم   شدن   رها   باعث   موضوع   این   و   شود   می 
    . دارد   دنبال   به   را   آنزیمی   فعالیت   افزایش   که   شود   می   نمونه   محیط   در 

شکل  مدل     ـ  1  طبق  این  در  آنزیمی  فعالیت   آماری  تحلیل  ب 
)افزایش  کاهش نسبت منبع کربنی به نیتروژنی با افزایش دور همزن و  

 .[37] ، افزایش می یابد  منبع نیتروژنی( 
روی میزان رشد    pH)ث( پیداست، اثر    1که در شکل    گونههمان

دوم  توده توان  فاکتور  باید  و  است  انحنا  اثر  دارای  زیستی   ی 
 این پارامتر در مدل آماری لحاظ شود.  

نسبت منبع کربنی به نیتروژنی از سایر    سویی اثر تغییرهایاز  
 )ب((   1پارامتر ها، روی میزان فعالیت آنزیمی محسوس تر است )شکل  

ه متابولیسم  اهمیت  سلوکه  در  لیپاز  تولید  به  منتهی  های لای 
 را در این فر ایند بیش از پیش مشخص می نماید.   رایزوپوس اوریزا

جرم توده زیستی برای  هاینتیجهپ  ـ 3که جدول  گونههمان
توان مدل  دهد، نمیبعد از کشت را نشان می ساعت 48مدت زمان 

ناپذیری  ارائه نمود. با توجه به کنترل    هاینتیجهمعتبری برای این  
رسد که  محیط آزمایشگاه و تغییرهای ناشی از محیط، به نظر می

برای ارایه مدل تحلیل آماری، رفتار سویه برای تولید توده زیستی  
  هایتواند به تفاوت در نسبت اسپورمیباشد. این موضوع  مناسب نمی 

کنترل   دلیل  به  نمونه  هر  در   مربوط    پذیریناموجود 
های  به محیط مایع باشد و یا پارامتر به مرحله تلقیح از محیط جامد

  دیگری نیز در ایجاد این عدم اعتبار تحلیل آماری دخیل باشند. چرا که 
محیط کشت وارد فاز مرگ    در زمان های کوتاه و اولیه، زمانی که

اثرهایشمی و  نیست  بررسی  قابل  چندان    ،1بازدارنده   ود 
مکا نظر  نیسمبا  مورد  محیط کشت  روی  است  ممکن  متنوع  های 

 اعمال شوند که خارج از کنترل آزمایش های مورد نظر بوده است.
  از   پس ساعت    96زیستی برای مدت زمان  جرم توده   های نتیجه طبق  

توان مدل  ت( نشان داده شده است،  می  -3ل )کشت که در جدو
  آنالیز   همانند ه نمود. به طور  ارای   ها نتیجه اصلاح شده معتبری برای این  

 است    شده   ه ( ارای 3دل اصلاح شده طبق معادله ) واریانس انجام گرفته و م 
 که از نظر تحلیل آماری معتبر و قابل استناد است.

 
12 Inhibitor effects 

 

 

 
روش  منحني  -1شکل   از  استفاده  با  شده  رسم  پاسخهای   و    سطح 

 قارچ رايزوپوس از    دست آمده به متغيرها بر فعاليت آنزيم ليپاز    دهنده تأثيرهای نشان 
ساعت و    96ساعت و )ب(    48(  به ترتيب بعد از مدت کشت )الف  وريزاا

 ساعت   96از مدت    دست آمده پس به   )گرم( )ث( نشان دهنده جرم توده زيستي 

(1)  Inhibitor effects 
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  دست آمده برای جرم توده زیستی ه ب   های نتیجه در    قابل توجه تفاوت  
را می توان به عامل زمان    ساعت،    96ساعت و    48در مدت زمان  

شرایط پایدار و مرتبط دانست و امکان رسیدن محیط کشت به یک  
 های وط به فاز مرگ سلولی در محیط کشت های مرب تعادلی و مکانیسم 

 اند.که مورد آزمایش قرار گرفته ،مختلفی
 

Y"   86332/1-   + 03/0-^10 *32837/5 *B   +  53247/0 *C    –  

7/34889*10^-0/04* B*C–   0/028457*C2                (3) 
 

جرم توده زیستی حاصل از قارچ رایزوپوس    "Y(،  3که در معادله )
  Cو    A  ،Bساعت می باشد. همچنین نمادهای    96اوریزا بعد از مدت  

به ترتیب بیانگر نسبت جرمی منبع کربنی به نیتروژنی، دور چرخش  
 اولیه هستند.  pHو 

 P valueمقادیر    ت مشخص است،  ـ  3که در جدول    گونهمانه

آماری معتبر تحلیل  مربوط به مدل و پارامتر های دخیل در این مدل  
آماری  تحلیل  می باشند که به این معناست که مدل    05/0تر از  و کم

ه شده در این شرایط برای توده های زیستی طبق پارامتر های  ارای
با   شده  میا   %95معرفی  استفاده  و  استناد  قابل   باشد. طمینان 

در توضیح این مدل، پارامتر نسبت منبع کربنی به نیتروژنی در میزان 
 ساعت تاثیر معنادار ندارد که این به دلیل   96توده زیستی پس از  

تواند ری محیط کشت در فاز مرگ سلولی میبه تعادل رسیدن و پایدا
اثر همچنین  شود.  دوم  تلقی  و   هانتیجهروی    pHپارامتر    توان 

  های ه از نکت   ها نتیجه روی    pHهمچنین بر هم کنش بین دور همزن و  
  ث   - 1آیند. و همچنین از شکل  دل به حساب می اهمیت این م  دارای 

کاهش   pHمیزان تولید توده زیستی با افزایش د که شواستنباط می
موضوع  این  البته  یابد.  می  افزایش  همزن  دور  افزایش  با   و 

تواند  ی مربوط به این دو پارامتر هم میتحت تاثیر بر هم کنش ها 
  اثر آن های اسیدی تر اثر دور همزن بر عکس    pHدر    عنوان نمونه به باشد،  

 های قلیایی است.  در محیط
بیانگر نمودار احتمال ،  2الف، ب، پ( در شکل    - 1منحنی های ) 

با  بر حسب خطای  نق نرمال  نمودارها  این  در  است.    هاه طقیمانده 
  است  % 80بیش از  ،  باشند و مقدار ضریب تعییندر امتداد یک خط می 

 های مناسب و قابل پذیرش مدل بر داده  برازش ی  که نشان دهنده
به آمده است. منحنی آزمایشگاهی  ( ال   - 2های ) دست   ف، ب، پ 

ه بر حسب ترتیب ماندی نمودار خطای باقی ، نشان دهنده 2در شکل 
با توجه به این نمودار می   ها انجام شدن آزمایش   ها، خطاها باشد. 

  هایباشند. منحنی کنند و تصادفی می پیروی نمی   ای ویژه از الگوی  
شکل   - 3)  در   ) پ  ب،  نمودارهای  2الف،  خطای ،   تغییرات 

نق  برحسب  که   های ه ط استاندارد  آنجا  از  دهد.  می  نشان  را  مدل 
نمی  پیروی  خاصی  الگوی  از  شده  رسم  این خطاهای  به  کنند؛ 

. [38] های مناسبی هستند  معناست که مدل های پیشنهادی، مدل 
 در گونه که از نمودار خطای استاندا مدل جرم توده ی زیستی همان 

دلیل  تواند  می  که  است  دچار خطایی سیستماتیک  پیداست،  آن 
  تواند کنترل خوبی دیگری بر این استنباط باشد که استفاده از لوپ، نمی

 روی تعداد اسپور های اولیه ی در مرحله ی تلقیح را کنترل کند 
مدل آماری   بنابراینکند.  زمایش را دچار خطای سیستماتیک می و آ 
 تواند معتبر باشد، ساعت اولیه نمی   48ویژه در  به ی زیستی،  ای توده بر 

رشد،  تعادلی  فاز  به  رسیدن  و  بیشتر  زمان  مرور  با  چند     هر 
سیستماتیک خطای  می   این  چشم  به  روشکمتر  نوین آید.  های 

سلول  تعداد  کنترل  مو برای  مخالف های  شرایط  در  مطالعه   رد 
سال  ج در  از  که  است  شده  ارایه  اخیر  دقیق های  و مله   ترین 
آن کاربردی  می ترین  سلول ها  تک  کشت  کانال توان  در  های ها 

 های میکرونی آزمایشگاه روی چیپ نام برد میکروفلویدیک در سامانه 

 دانشگاه تهران   زیست فناوریهای اخیر توسط آزمایشگاه  که در سال
   .  [38]   اندمورد مطالعه قرار گرفته 

در مطالعه ای روی قارچ پنسیلیوم افزایش غلظت منابع نیتروژنی   
شده است. U/mL  13به  4/0سبب رشد میزان فعالیت آنزیم لیپاز از 

  معدنی نیتروژنی سبب بهبود   های آلی و بع توان گفت که من به روشنی می 
های  بع. در این بررسی نیز من [37]شوند  رشد سلولی و سنتز آنزیم می

 محیط کشت را به خود اختصاص   های نیتروژنی سهم بزرگتری از ترکیب 
  های ربنی به نیتروژنی در تولید آنزیم تأثیر نسبت منابع ک   پژوهشگران اند.  داده 

عدد ه ب  کردند.  بررسی  را  آسپرگیلوس  نام  به  قارچی  از  آمده   دست 
به  کربنی  منابع  کوچک  های  نسبت  در  ها،  آنزیم  فعالیت   بهینه 

  2دست آمده از جدول  ه ب   های نتیجه . با توجه به  [39] نیتروژنی گزارش شد  
به    روشن نیز   کربنی  منابع  نسبت  مقدار  کاهش  با  که  است 

میزان جرم توده زیستی   (، فعالیت آنزیم لیپاز تولیدی و C/Nنیتروژنی)
  در این بررسی دست آمده  به   های نتیجه تطابق    بیانگر یابد؛ که  افزایش می 

  دست آمده از ه های ب بق نمودار است. ط دیگر    های پژوهشگران پژوهش با  
آنزیم و توده زیستی 1  تحلیل آماری شکل  بازده فعالیت   ، بیشترین 

  کربنی   های بع ی از منابع نیتروژنی در برابر من در شرایطی است که مقدار اضاف 
پاسخ،  از روش سطح  استفاده  با  این مطالعه  باشد. در  حضور داشته 

  گوناگون   های املرهای ع بهینه سازی تولید آنزیم لیپاز و چگونگی تأثی 
 اولیه بر فعالیت آنزیم تولید شده   pHاز جمله منابع غذایی، دور چرخش و  

 مورد بررسی قرار گرفت و مشخص شد که این متغیرها نقش بسیار زیادی 
کنند.بازی می بر تولید آنزیم لیپاز  
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  ب(   سـتون سـاعت و )  48الف(  سـتون  از داده های تجزيه و تحليل آماری بهينه سـازی فعاليت آنزيم ليپاز بعد از مدت کشـت )  دسـت آمده به های  منحني   - 2شـکل 

 ساعت توسط قارچ رايزوپوس اوريزا 96( پستون ساعت و جرم توده زيستي)گرم( آنزيم ليپاز بعد از مدت )  96
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  قارچ رایزوپوس های صورت گرفته بر روی  پژوهشگران در بررسی 
نیتروژنی    ، اوریزا  به  کربنی  منبع  نسبت  که  شرایطی    ، 0/ 25در 
دقیقه130شرخدورچ بر  است،    pH  18/7و  دور    فعالیت   مقداربوده 

و در بررسی دیگر روی این قارچ    3U/mL/ 1آنزیم لیپاز تولیدی را  
، دورچرخش  25/1در شرایطی که نسبت منبع کربنی به نیتروژنی  

  آنزیم لیپاز تولیدی را فعالیت  مقدار    بوده است،  pH   6و   دور بر دقیقه   107
32/4 U/mL  [19, 32]گزارش کردند.   

بررسی   این  از  در  لیپاز  آنزیم  تولید  برای  بهینه  قارچ شرایط 
این گونه است:   پاسخ  سطحبا استفاده از روش    رایزوپوس اوریزا

نیتروژنی  سلسیوس درجه    32  دما به  منبع کربنی  نسبت   ؛ 2/0  ؛ 
 ترین فعالیت آنزیم بیش   .   8  اولیه   pHو    دور بر دقیقه   100دور چرخش  

زیستی  و بیش  U/mL  4/ 809و    48/2 توده     5201/0ترین جرم 
  ساعت به دست آمد.   96و    48به ترتیب بعد از مدت  گرم    0/ 6197و  
  فعالیت آنزیم لیپاز و نزدیکیدست آمده برای  ه ب   های ر توجه به مقدابا  

  ت می تواند درستی و دقت فعالی   ، پژوهشگران سایر    های نتیجه   ، به ها نتیجه 
شایان ذکر است که مقدار    یید کند.آنزیم لیپاز را در این بررسی تأ

تولیدی  فعالیت   ساعت،    96در مدت زمان    U/mL  809/4آنزیم 

  باشد. می   همانند های  آنزیم تولیدی در بررسی   فعالیت   تر از مقدار بیش 
می برداشت  چنین  روش  شواین  از  استفاده  که     ، پاسخ   سطحد 

عوامل مختلف ذکر شده بر فعالیت   در بهینه سازی و بیان تأثیرهای
 رم توده زیستی موفق عمل کرده است. آنزیم لیپاز و همچنین ج

کاروشی    بنابراین آماری  بردربه صرفه،  نظر  از  معتبر  و  برای  ی 
های بعدی،  لیپاز معرفی شده است. در پژوهش  ی آنزیمتولید بهینه

میزان کنترل را روی تعداد   های نوینده از روش اتوان با استفمی
کش اسپور مورد  بهرههای  حفظ  عین  در  و  داده  افزایش  ی  ت 

 .[40] اقتصادی روش تولید، بازده فرایند را باز هم افزایش داد
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