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  :چكيده
گليسيريدها و تبديل اين آنزيم قادر به شكستن و تجزيه تري. پاز از خانواده آسيل هيدرولازها استآنزيم لي

همين امر باعث شده كه اين آنزيم در صنايع مختلفي مانند مواد . باشدآنها به اسيد چرب و گليسرول مي
كاربرد داشته ... ها و دهغذايي، آرايشي و بهداشتي، تجزيه زيستي، پزشكي، صنايع شيميايي و صنايع شوين

  .باشد
با توجه به كاربرد وسيع اين . ها تهيه كردتوان از منابع گياهي، جانوري و ميكروارگانيسمآنزيم ليپاز را مي

ها در استفاده از منابع گياهي و حيواني مقرون به صرفه نبوده و از اين رو استفاده از ميكروارگانيسم, آنزيم
ها از گستردگي خوبي برخوردار بوده و سه دسته مهم يد آنزيم ليپاز در ميكروارگانيسمتول. گيردصدر قرار مي
ها نيز مخمرها به عنوان از ميان ميكروارگانيسم. ها و مخمرها قادر به توليد آن هستندها، قارچشامل باكتري

يماري زا نبوده و استفاده از اي برخوردار هستند چرا كه مخمرها اغلب بمنبعي براي توليد ليپاز از اهميت ويژه
  .آنها در صنايع مختلف مانند مواد غذايي و دارويي براي انسان مشكلي به همراه نخواهد داشت

از جمله مهمترين مخمرهاي توليدكننده . مطالعه بر روي مخمرهاي توليد كننده ليپاز بسيار پراكنده است
 Candidaهم اكنون ليپاز. را نام برد Candida rugosaو  lipolytica Yarrowia توانليپاز مي

rugosa  با توجه به مطالب گفته شده و اهميت توليد . در صنعت توليد شده و به صورت تجاري موجود است
ليپاز از مخمرها و اينكه تاكنون در ايران بررسي بر روي اكولوژي و پراكندگي مخمرهاي توليد كننده ليپاز 

اي بر روي توليد ليپاز از مخمرها وجود دارد و ز اطلاعات اندك و پراكندهصورت نگرفته و در سطح جهان ني
در اين تحقيق به بررسي و جداسازي مخمرهاي توليد , ها معطوف شده استبيشتر اطلاعات بر روي باكتري 

ها و كارخانه روغن و ساير مناطق كشتارگاه, خانه پسابكننده ليپاز از مناطق گوناگوني همچون تصفيه
بهترين مخمرهاي توليد كننده ليپاز را از نظر تاثير تركيبات مختلف , پس از غربالگري. رداخته شده استپ

عناصر , محيط كشت ليپاز كه بر روي ميزان توليد ليپاز موثرند مانند نوع منبع نيتروژني و كربني و غلظت آنها
سازي توليد ليپاز پروتئاز به منظور بهينه هاي كلريد كلسيم و سولفات منيزيم و همچنين توليدنمك, كم مقدار

  .آنها مورد سنجش قرار گرفت 
از ميان مخمرهاي ليپوليتيك جداسازي شده بهترين مخمر ليپوليتيك كه قادر به توليد ليپاز نسبتا خوبي به 

  U/ml4/19كه  DSM3286 Yarrowia lipolyticaدر مقايسه با سويه استاندارد  U/ml3/13ميزان 
آرد سويا به عنوان  g/l5جداسازي گرديد كه پس از مراحل بهينه سازي اين سويه در محيط حاوي , باشدمي 

ليپاز در مقايسه با محيط كشت پايه توليد  U/ml3/21روغن زيتون قادر به توليد  g/l15منبع نيتروژني و 
  ليپاز كه

U/ml3/13 نين اضافه كردن عناصر كم مقدارچهم. گرديد و ميزان توليد ليپاز آن افزايش يافت, باشدمي ,
به منظور مهار توليد آنزيم ) EDTA(چنين مهاركننده پروتئاز سولفات منيزيم و هم, نمكهاي كلريد كلسيم

  .پروتئاز و افزايش توليد آنزيم ليپاز تاثير منفي بر روي توليد ليپاز در اين سويه را داشتند



با استفاده از دو روش بيوشيميايي و , ي جداسازي شدهپس از بهينه سازي توليد ليپاز اين سويه مخمر
پس از شناسايي با هر دو روش مشخص شد كه اين سويه . مولكولي سويه مخمري مورد شناسايي قرار گرفت

Candida galli است كه براي اولين بار در ايران جداسازي گرديده است.  
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  فصل اول

:مقدمه  

  
 

  
  
  
 :تعريف آنزيم -1-1

كه توسط سلول زنده ساخته شده و عمل مولكولهاي فعال بيولوژي با ساختمان پروتئيني هستند , هاآنزيم
ها از تعداد زيادي اسيدهاي آمينه آنزيم. هاي بيوشيميايي داخل و خارج سلول را به عهده دارندكاتاليز واكنش
در واقع جايگاه فعال . اند ولي تنها تعداد معدودي از آنها در ايجاد جايگاه فعال آنزيم شركت دارندساخته شده

اسيد آمينه است كه بعضي در اتصال آنزيم به سوبسترا و بعضي در انجام عمل كاتاليزوري  آنزيم شامل تعدادي
هاي آمينه كه در خارج از جايگاه فعال آنزيم قرار دارند تنها در ايجاد ساختمان فضايي ساير اسيد. نقش دارند

...) هاي مختلف و pH,دماهاي مختلف( حفظ پايداري و فعاليت آنزيم در شرايط محيطي مختلف , مناسب
 ).1369, شجاع الساداتي(موثر هستند 

  

  :تعيين فعاليت كاتاليتكي آنزيم -2- 1
- ولي مي. گيري مقدار آنزيم كار مشكلي استاندازه, هاي توليد شده توسط سلولهاباتوجه به مقدار كم آنزيم

ه آن را به صورت واحد آنزيمي توان فعاليت كاتاليتيكي يك آنزيم را در شرايط مناسب اندازه گرفت و در نتيج
يك ميكرومول سوبسترا , گيريهر واحد آنزيم عبارتست از مقدار آنزيمي كه در شرايط مطلوب اندازه. بيان كرد

توان از فعاليت ويژه هم براي تعريف فعاليت آنزيم مي. كندرا در مدت زمان يك دقيقه به محصول تبديل 
شود و مقياسي براي تعيين گرم پروتئين بيان ميهاي آنزيمي در ميلياستفاده نمود كه به صورت تعداد واحد



 

 

٢

درجه خلوص آنزيم است و هنگامي كه كه آنزيم كاملا خالص باشد فعاليت ويژه به ميزان حداكثر و ثابت خود 
  ).ملك نيا-شهبازي, هارپر, بيوشيمي لنينجر(رسد مي

  
  :هابندي آنزيمطبقه -1-3

, گروه اصلي اكسيدوردوكتازها 6ها را به آنزيم IUB انجمن بين المللي بيوشيمي, هاي آنزيميبراساس واكنش
  كنند كه هر يك بين چهار تا سيزدهايزومرازها و ليگازها تقسيم بندي مي, ليازها, هيدرولازها, ترانسفرازها

  :اندگروه 
  .كنندهاي اكسيداسيون و احياء را كاتاليز ميواكنش: اكسيدوردوكتازها -1
  .نمايندانتقال گروههاي عاملي مثل متيل را بين دو ماده كاتاليز مي: سفرازهاتران -2
 .واكنشهاي هيدروليز را كاتاليز مي نمايند: هيدرولازها -3

 .نمايندجداشدن گروههاي عاملي را با ايجاد باند دوگانه كاتاليز مي: ليازها -4

 .نمايندول كاتاليز ميهندسي يا فضايي را در مولك, تبديل ايزومرهاي نوري: ايزومرازها -5

. 1382,بيوشيمي لنينجر(كنند ايجاد پيوندهاي كووالانسي بين دو مولكول را كاتاليز مي: ليگازها -6
 ). شهبازي ملك نيا.  1384, بيوشيمي هارپر

  

  :بيوتكنولوژي و توليد آنزيم -1-4 
د و فعاليت متابوليكي سلول را شونهاي زنده توليد ميهاي پروتئيني هستند كه توسط سلولها كاتاليستآنزيم

ها  نقش اساسي آنها مسلم شده است با پيشرفت علم بيوشيمي و ساخت اختصاصات آنزيم. بخشندسرعت مي
ها هايي كه توسط آنزيماستفاده از پروسه). 1369شجاع الساداتي (كه بدون آنزيم حيات امكان پذير نيست 

بشر بدون اينكه اطلاع دقيقي از آنزيم و نوع واكنشهاي . گردديهاي باستاني برمنشوند به تمدكاتاليز مي
 400امروزه نزديك به . كرده استآنزيمي داشته باشد از آنزيم براي پخت نان وآماده كردن پنير استفاده مي

 Sharma(شوند نوع آن به صورت صنعتي استفاده مي 200, نوع 400نوع آنزيم شناخته شده است و از اين 

et al., 2001( .هاي انعقاد كننده ليپازها و آنزيم, سلولازها, گلوكوآميلازها, پروتئازها: هااز پركاربردترين آنزيم
ها داراي منشاء ميكروبي هستند بيشترين اين آنزيم). 1369, شجاع الساداتي(توان نام برد را مي... و 

)Sharma et al., 2001( .     
اي يافته است با اين وجود از دهه افزايش قابل ملاحظه, در طي سالهاي اخيرها در صنعت اگر چه كاربرد آنزيم

 ,.Sharma et al(ها در سال تنها در حدود چند ميليون دلار بوده است تاكنون فروش كلي آنزيم 1960

اثر  هايي با طيفهاي بيوتكنولوژي به منظور به دست آوردن آنزيمتوان با به كار بردن روشمسلما مي. )2001



 

 

٣

با مقاومت و پايداري بيشتر در شرايط محيطي و اقتصادي بودن توليد آنها پذيرفت كه در , كافي و مناسب
, حل مسائل محيط زيست, جايگزيني منابع طبيعي, ها در اقتصاد جهانيتكنولوژي توليد و كاربرد آنزيم, آينده

ايفا خواهند كرد و اين صنعت رشد  سهم بزرگي) ايمونوآنزيمي(رفع نيازهاي درمان تشخيص و ارزيابي 
 ).1369, شجاع الساداتي(چشمگيري خواهد يافت 
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هاي پروتئاز و آنزيم. اندكربوهيدرازها و ليپازها به صورت صنعتي توليد شده, هايي مانند پروتئازهاتاكنون آنزيم

گيرند و سهم بزرگي از فروش تي توليد و مورد استفاده قرار ميكربوهيدرازها سالهاست كه از طريق صنع
از سهم فروش جهاني را به خود % 5درحالي كه آنزيم ليپاز تاكنون كمتر از . اندجهاني را به خود اختصاص داده

هم اكنون بيشترين كاربرد آنزيم ليپاز در صنايع شوينده به . اختصاص داده است و در رتبه سوم قرار دارد
تن ليپاز در اين صنايع  1000ي حذف و هضم رنگهاي چربي است و ساليانه نزديك به نوان اولين مرحلهع

  مصرف 
كاربردهاي صنعتي , امروزه با افزايش اطلاعات در مورد آنزيم ليپاز ).Vakhlu and Kour., 2006( شودمي

فروش جهاني اين  20كه در اواخر دهه رود بنابراين انتظار مي. جديدي به واسطه اين آنزيم پديدار شده است
آنزيم رشد چشمگيري يافته و باعث افزايش تقاضاي توليد اين آنزيم از منابع جديدي كه شامل 

  ).Thomson et al., 1999(ها است گردد ميكروارگانيسم
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 Beisson(ا تجزيه مي شوند شوند كه تنها توسط ليپازهليپيدها از جمله تركيبات مهم در جهان محسوب مي

et al., 2000 .( ليپازها )3. 1. 1. 3تري گليسرول هيدرولاز  EC (كه كاتاليز  هستندها يك گروه از آنزيم
 Thomson et(باشند اسيدهاي چرب و گليسرول مي, هاگليسرولها به ديگليسرولهيدروليز تري كننده

al., 1999(  1- 1شكل.  
 Beisson(شوند ها به اسيد چرب و گليسرول ميگليسيريده مرحله باعث تجزيه تريليپاز به صورت مرحله ب 

et al., 2000 .(باشندميهاي برگشتي نيز ها در شرايط كم آب، قادر به كاتاليز كردن واكنشاين آنزيم .
  :گليسرول به دو دسته تقسيم مي شوندليپازها براساس چگونگي واكنششان با مولكول تري

به اين . كنندها حمله ميگليسرولآسيلاين ليپازها نسبت به موقعيت خاصي در تري: زهاي اختصاصيليپا -1
  .شودگفته مي sn-1و specific lipase-3 "ها اصطلاحاآنزيم

  


