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  اثر منابع نيتروژني بر توليد آنزيم ليپاز مخمر

 Yarrowia lipolytica  
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  فهاندانشگاه اص ،شناسي استاد ميكروبيولوژي، دانشكده علوم، گروه زيست -2

  دانشگاه اصفهاندانشكده علوم،  ،شناسي گروه زيستاستاديار ايمونولوژي،  -3

  

  83111 -55181مراغه، كدپستي *

f.darvishi@ymail.com  
  )4/12/89 پذيرش:، 14/8/89دريافت مقاله: (

 

هاي طعم و بو و  ي و بهداشتي، داروسازي، افزايندهآنزيم ليپاز در توليد مواد شوينده، آرايش -چكيده

توليد دسته مهمـي از مـواد واسـطه     براي Yarrowia lipolytica ليپاز مخمر. رود كار مي مواد غذايي به

هاي كشـت و شـرايط محيطـي     توليد آنزيم به تركيب محيط. شود استفاده مي شيميايي در صنايع دارويي

هاي مختلف حاوي منـابع نيتـروژن    روي محيط Y. lipolytica DSM 3286 سويه مخمر. بستگي دارد

گيـري وزن خشـك و فعاليـت آنزيمـي ليپـاز بـا روش        توليد ليپـاز بـا انـدازه   . آلي و معدني كشت شد

اثـر منـابع    پـژوهش در اين . انجام شدروز  7هاي مختلف طي  لورات در زمان سنجي پارا نيتروفنيل رنگ

واحـد در   7/34توليـد ليپـاز    ي بيشـينه . بررسي شد Y. lipolytica DSM 3286 نيتروژن بر توليد ليپاز

 pHدما و . شدمنبع نيتروژن تعيين عنوان  بهساعت) در محيط حاوي عصاره مخمر  48پس از ( ليتر ميلي

در راستاي توسعه  پژوهشنتايج اين . بود 7گراد و  درجه سانتي 37به ترتيب  آنزيم فعاليتمناسب براي 

  به منظور كاربرد در صنايع دارويي است. Y. lipolyticaز توليد ليپا

  

  .سازي ، بهينهياروويا ليپوليتيكا، ليپاز، منابع نيتروژن واژگان:كليد
  

  مقدمه  -1

شـكل مخلـوط    ) بـه chiral( بسياري از داروهـاي كـايرال  

شوند كه ممكن است ساير فراينـدهاي   راسميك تجويز مي

به . آميز داشته باشند فاجعه زيستي را مختل و يا آثار جانبي

همين دليل صنايع داروسازي علاقمند به توليـد داروهـاي   

جـاي مخلـوط    ) بـه single-enantiomer( انانتيومري تك

انـانتيومري   تجارت انواع داروهاي تك. ]1[ راسميك است

طـوري كـه    سرعت در حال گسترش است؛ بـه  و خالص به

ميليـارد   205درصـد و ارزش   13به رشـد   2005در سال 

  . ]2[دلار در جهان رسيد 
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سازي با آرايش فضايي  سنتز نامتقارن شيميايي، كريستال

هـــاي توليـــد  انتخـــابي و كرومـــاتوگرافي كـــايرال از راه

انانتيومري خالص است كه اغلب گران و پيچيده است امـا  

ها به دليل عملكـرد اختصاصـي نسـبت بـه      در مقابل آنزيم

) و آرايـش  regioselectivity( سوبسترا، شناسايي جايگاه

ــين قيمــت ارزانstereospecificity( فضــايي ، ) و همچن

كاهش زمان و مراحل سنتز براي تبديل مخلوط راسـميك  

 .]3 [و ]1 [انانتيومري مورد توجه است به تركيب تك

هايي است  از آنزيم Yarrowia lipolyticaآنزيم ليپاز 

كه علاوه بر مزايـاي بـالا بـه خـاطر پايـداري زيـاد، نيـاز        

هـاي آلـي و    عاليت سنتزي در حلالنداشتن به كوفاكتور، ف

توانـد بـراي تبـديل مخلـوط      طيف گسترده سوبسـترا مـي  

كار رود كه در ادامه به  انانتيومري به تركيب تك راسميك به

شـود: ايجـاد مشـتقات     برخي از اين تركيبـات اشـاره مـي   

سـاز   پـيش عنـوان   بـه بروموتيول اسـتيك   -2اسيد  استر اتيل 

پپتيدي آنژيوتانسين نوع دو داروهاي ضددرد و گيرنده غير

افلوكساسين يك تركيب مخلـوط  ] 4[و  ]3[رود  به كار مي

راسميك كينولون با فعاليت گسترده ضـدباكتريايي برعليـه   

 S ايزومـر منفـي اسـت ولـي     مثبـت و گـرم   هاي گرم ي باكتر

تــر از  افلوكساسـين يعنـي لووافلوكساســين دو برابـر قـوي    

فعاليــت . كنــد مخلــوط راســميك افلوكساســين عمــل مــي

 R ايزومـر برابـر   128تـا   8باكتريـايي لووافلوكساسـين    ضد

پروپيونيــك  آريــل -2اســيدهاي . ]1[افلوكساســين اســت 

التهـاب غيراسـتروييدي نظيـر     خصوصيات داروهـاي ضـد  

 -2اسـيدهاي  . ايبوپروفن، ناپروكسن و كتوپروفن را دارند

هـاي مسـير سـاخت     ترين واسطه هالوژنوكربوكسيليك مهم

تعدادي از داروها مانند پروسـتاگلاندين، پروستاسـايكلين،   

  . ]2[زوليوم است هاي تيا سيلين نيمه سنتزي و نمك پني

گـزارش   Y. lipolyticaترشـح ليپـاز    1948در سال 

سلولي، متصـل   درون شكلليپاز در اين مخمر به سه . شد

توالي  5هاي ژن  در بانك. سلولي است به ديواره و خارج

هاي ليپـاز   براي انواع آنزيم LIP1, 2, 3, 7, 8هاي  به نام

Y. lipolytica گـزارش شـده اسـت كـه      و تعيين توالي

LIP2 سـلولي   ظيم و توليد همه ليپازهاي خارجمسئول تن

  . ]7[ و ]5[ است

ترين عوامـل مـؤثر بـر     منابع كربن و نيتروژن از مهم

 ]8[اسـت و   Y. lipolyticaتوليد آنزيم ليپاز در مخمر 

اثـر منـابع مختلـف     بررسي پژوهشاين  هدف. ]10[ و

 Y. lipolyticaن بر توليد آنزيم ليپـاز در مخمـر   نيتروژ

توليد ايـن  افزايش ني مناسب براي نيتروژ منبعتا  است،

  .شود آنزيم تعيين

  

  ها مواد وروش -2

  سويه مخمر -2-1

 Yarrowiaمخمـر  در اين پـژوهش از سـويه اسـتاندارد    

lipolytica DSM3286  كلكســيون ميكروبــي ازDSMZ 

گرم در ليتر  20حاوي  YPDاز محيط كشت . آلمان استفاده شد

 Bacto-Peptone (Difco) ترگرم در لي 20 سيگما)،( گلوكز

گـرم در   17و  Difco Yeast Extractگرم در ليتر  10و 

درجـه   29آگار براي كشت اين مخمر در دمـاي  -ليتر آگار

روزه اسـتفاده شـد و در دمـاي     2-3گراد بـه مـدت    سانتي

  .]11[داري شد  نگه گراد درجه سانتي 4نگهداري 

  توليد آنزيم ليپازو شرايط  محيط كشت

تركيبات محيط پايه براي توليد آنزيم ليپاز با انـدكي تغييـر   

 KH2PO4 ،5/0گـرم   5/0گرم روغن زيتـون،   ميلي 10حاوي 

ــرم  MgSO4×7H2O ،1/0گـــرم  K2HPO4، 5/0گـــرم  گـ

CaCl2  گرم  1/0وNaCl  ،گرم  2و از منابع مختلف نيتروژن

گـراد   درجه سانتي 121در يك ليتر آب مقطر بود كه در دماي 

به غير از اوره و كازئين كـه بـا   [ دقيقه استريل شد 15به مدت 

  .]فيلتر استريل و سپس به محيط كشت اضافه شدند
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، يك كلنـي  YPDروي محيط روزه  2-3پس از كشت 

 -بـدون آگـار  ( YPDليتـر محـيط مـايع     ميلي 20مخمر به 

سـلول   106 -107ساعت 18-24آگار) تلقيح شد و پس از 

ليتر محـيط توليـد ليپـاز     ميلي 50ليتر به  مخمر در يك ميلي

 29سپس ايـن محـيط در انكوبـاتور بـا دمـاي      . تلقيح شد

داده شد و طي  دور در دقيقه قرار 200گراد و  درجه سانتي

  . ]12[برداري و بررسي شد  روز نمونه 7

  

  تعيين وزن خشك توده سلولي -2-2

  ليتــر از محــيط بــا دور بــرداري، يــك ميلــي پــس از نمونــه

g 4600  دقيقه سانتريفيوژ شـد، پـس از جـدا     15به مدت

گـراد   درجه سـانتي  60ها در دماي  كردن مايع رويي، نمونه

  . ]4[گيري شد  آون خشك و بلافاصله وزن خشك اندازه

  

انـــدازگيري فعاليـــت آنزيمـــي بـــا روش  -2-3

  )Spectrophotometric assay( سنجي رنگ

عنـوان   بـه ) PNPL( نيتروفنيل لـورات  در اين روش از پارا

گيـري فعاليـت آنزيمـي     سوبستراي آنزيم ليپاز براي انـدازه 

 وفنـل نيتر استفاده شد كه محصول نهايي، اسيد چرب و پارا

)PNPكند كـه در   نيتروفنل رنگ زرد ايجاد مي پارا. ) است

نـانومتر بـا دسـتگاه اسـپكتروفتومتر قابـل       410طول موج 

در نتيجـه منحنـي اسـتاندارد براسـاس     . گيري اسـت  اندازه

 50نيتروفنــل در بــافر فســفات  هــاي مختلــف پــارا غلظــت

  . رسم شد 7حدود  pHمولار با  ميلي

نيتروفنيل لـورات   مولار پارا يليم 504/0در ادامه محلول 

عنـوان   بـه  7حـدود   pHمولار بـا   ميلي 50در بافر فسفات 

 37دقيقـه در دمـاي    15سوبسترا آماده شد كه بايد مـدت  

هـا،   گيـري نمونـه   براي انـدازه . گراد قرار گيرد درجه سانتي

هـزار   14دقيقـه بـا    15محيط كشت در يك ويال به مدت 

ــانتريفيوژ  دور ــه س ــد دقيق ــپس . ش ــر از  100س ميكروليت

پـس از  . سوبسترا اضافه شد ميكروليتر 900سوپرناتانت به 

گـراد،   درجه سـانتي  37با قرار دادن آن در دماي  دقيقه 10

. بررسي شـد  نانومتر 410مقدار جذب نوري در طول موج

 فعاليت آنزيميبا استفاده از منحني استاندارد و فرمول آن، 

  .]11[زارش شد ليتر گ به صورت واحد در ميلي

  

  ليپاز فعاليت آنزيممناسب براي pH  دما و تعيين - 4- 2

 براي توليد آنزيم، بـراي كشت  طيمح نيبهتر پس از تعيين

، ابتدا پازيفعاليت آنزيم ل يبرا مناسب يدمامشخص كردن 

 50، 40، 37، 30، 20، 10، 4در دماهاي دقيقه  15سوبسترا 

واكـنش  قـرار داده شـد و سـپس    گـراد   درجه سـانتي  60و

 و در همـان دمـا انجـام شـد،    دقيقـه   10مـدت  آنزيمي به 

به جاي بافر فسـفات بـا   مناسب  pH همچنين براي تعيين

pH  داراي محـدوده بـافري متفـاوت     ي، از بافرها7حدود

  . شداستفاده  3-11بين 

  

  ها يافته -3

روي منابع مختلـف   Y. lipolytica DSM3286عملكرد 

 ري وزن خشـك گي نيتروژن براي توليد آنزيم ليپاز با اندازه

)Xبر حسب گرم در ليتر و فعاليت آنزيمي ليپاز ( )L  بـر (

ــي  ــر حســب واحــد آنزيمــي در ميل ــا روش U/ml( ليت ) ب

روز انجام شد كـه   7لورات طي  نيتروفنيل سنجي پارا رنگ

) وزن 1( شـكل . شود ) مشاهده مي1( نتايج خام در جدول

  ي بـه وسـيله  خشك و بيشترين ميـزان توليـد آنـزيم ليپـاز     

 Y. lipolytica DSM3286 روي منــابع مختلــف   را

  .دهد ميبدون در نظر گرفتن زمان توليد نشان  نيتروژن،

 Y. lipolytica DSM3286 براي بررسي بهتر فعاليت

) تجزيـه و تحليـل   1 جدول( و توليد آنزيم ليپاز، نتايج خام

تـوان بـه نسـبت     هـا مـي   تحليل و از جمله اين تجزيه. شد

) برحسـب گـرم بـر    YX/S( سوبسـترا  بازده وزن خشك به
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) برحسـب  YL/S( )، بازده توليد ليپاز به سوبستراg/g( گرم

)، محصول دهي يا ميزان توليد U/g( واحد آنزيمي بر گرم

)، U/h( ) برحسب واحد آنزيمي در زمان تخميـر PL( ليپاز

) برحسب واحـد آنزيمـي بـر    qL( سرعت ويژه توليد ليپاز

) و محصول دهي يـا  U/g×h( وزن خشك در زمان تخمير

) برحسب واحد آنزيمـي بـر   QL( ميزان توليد حجمي ليپاز

) U/l×h( حجم اوليه محيط كشت مـايع در زمـان تخميـر   

  .]13[شود  ) مشاهده مي2( اشاره كرد كه نتايج در جدول

مناسب براي فعاليت آنـزيم   pHتعيين دما و در ادامه براي 

. توليـد انجـام شـد   كشت  طيمح نيبهتراز  برداري ليپاز، نمونه

. مختلـف بررسـي شـد    pHها در دما و  واكنش آنزيمي نمونه

شود بهترين دما  مشاهده مي 3و  2هاي  طور كه در شكل همان

 Y. lipolytica DSM3286 براي فعاليت آنـزيم ليپـاز   pHو 

  .  تعيين شد 7گراد و  درجه سانتي 37ب ترتي به

  

توليد بر روي وزن خشك و  نيتروژنمنابع مختلف اثر  1جدول 

   fi DSM3286   Yarrowia lipolyticaآنزيم ليپاز 

زمان توليد 

(h)  

فعاليت آنزيمي 

 (U/ml)ليپاز 

(g/l)  وزن

 خشك

 (N)منبع نيتروژن 

48 73 /5  08 /5  عصاره مالت 

48 44 /12  48 /8 ره گوشتعصا   

48 63 /17  54 /9  آرد سويا 

48 28 /19  23 /8  پپتون 

48 04 /24  73 /9  كازئين 

48 70 /34  20 /8  عصاره مخمر 

48 83 /16  66 /6  اوره 

48 12 /10  88 /6  كلريد آمونيوم 

48 48 /7  10 /7  سولفات آمونيوم 

48 82 /6  99 /6  نيترات آمونيوم 

48 04 /2  52 /5 ونيومفسفات هيدروژن آم   

  

  

  DSM3286 Yarrowia lipolytica ي  به وسيلهتوليد ليپاز بر روي  نيتروژنمنابع مختلف اثر  تجزيه و تحليل نتايج 2جدول 

QL qL PL YL/S YX/S  منبع نيتروژن(N) 

375/119  023/0  119/0  573/0  508/0  عصاره مالت 

166/259  030/0  259/0  244/1  848/0  عصاره گوشت 

291/367  038/0  367/0  763/1  954/0  آرد سويا 

666/401  048/0  401/0  928/1  823/0  پپتون 

833/500  051/0  500/0  404/2  973/0  كازئين 

916/722  088/0  722/0  470/3  820/0  عصاره مخمر 

625/350  052/0  350/0  683/1  666/0  اوره 

833/210  030/0  210/0  012/1  688/0  كلريد آمونيوم 

833/155  021/0  155/0  748/0  710/0  سولفات آمونيوم 

083/142  020/0  142/0  682/0  699/0  نيترات آمونيوم 

500/42  007/0  042/0  204/0  552/0  فسفات هيدروژن آمونيوم 

:YX/S ) بازده وزن خشك بر روي سوبسترا برحسب گرم در گرمg/g ،(YL/S بازده توليد ليپاز بر روي سوبسترا برحسب واحد آنزيمي در گرم :)U/g ،(PL :

: سرعت ويژه توليد ليپاز  برحسب واحد آنزيمي بر وزن خشك در زمان U/h ،(qLمحصول دهي يا ميزان توليد ليپاز  برحسب واحد آنزيمي در زمان تخمير (

  .)U/l×hمير(: محصول دهي يا ميزان توليد حجمي ليپاز  برحسب واحد آنزيمي بر حجم اوليه محيط كشت مايع در زمان تخQL)، U/g×hتخمير(
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  نيتروژن منابع مختلف اب Y. lipolytica DSM3286 ي به وسيلهوزن خشك و بيشترين ميزان توليد آنزيم ليپاز  1 شكل

  

  

  
   Y. lipolytica DSM3286 مخمرآنزيم ليپاز  اثر دما بر فعاليت 2شكل 
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  Y. lipolytica DSM3286 مخمرآنزيم ليپاز  بر فعاليت pHاثر  3شكل 

  

  گيري بحث و نتيجه -4

، توليـد  دارويـي ويژه صـنايع   بهدر صنايع تحقيقات زيادي 

بـراي اسـتفاده از    ها بيوتيك انانتيومري و آنتي داروهاي تك

انجام شده و يا در حـال انجـام    Y. lipolytica زيم ليپازنآ

است كه نتيجه اين تحقيقات اهميت و كـاربرد ليپـاز را در   

س از اين توليد آنـزيم ليپـاز در   پ. كند  اين صنايع اثبات مي

مقياس صنعتي و تجاري از منابع ارزان قيمت مورد توجـه  

اسـتفاده از  محققين و با  ي وسيله بهآنزيم ليپاز  توليد. است

روي منـابع مختلـف    Y. lipolytica هـاي مختلـف   سـويه 

و هم اكنون نيز در حال بررسـي اسـت    است بررسي شده

]5، 14، 15[ .  

يك و يا تعداد محدودي منبـع   لاًدر تحقيقات قبلي معمو

نيتروژن با تنوع كم و بيشتر براي توليد اسيدسيتريك در اين 

مخمر بررسي شده است و اثـر آن كمتـر بـراي توليـد ليپـاز      

ولـي در ايـن پـژوهش از    ] 17[و  ]16[مطالعه شـده اسـت   

  بررسي شده است. ]و معدنيآلي [منابع نيتروژن متنوعي 

، عصــاره گوشــت، عصــاره مخمــر، پپتــون، كــازئيناز 

منبع نيتروژن آلي و عنوان  به اورهو  آرد سويا، عصاره مالت

ــوم ــوم، ســولفات آموني ــد ، فســفات هيــدروژن آموني كلري

منبع نيتروژن معـدني در  عنوان  به نيترات آمونيومو  آمونيوم

اعت بيشـترين  س ـ 48پـس از  . اين پژوهش اسـتفاده شـد   

ميزان توليد ليپاز با استفاده از منابع نيتروژن آلي و معـدني  

دست آمد كه ميزان توليد با منـابع آلـي بـيش از معـدني      به

دهي يـا   )، محصولYL/S( بازده توليد ليپاز بر سوبسترا. بود

) و qL( )، سـرعت ويـژه توليـد ليپـاز    PL( ميزان توليد ليپاز

) بـراي  QL( جمـي ليپـاز  دهي يـا ميـزان توليـد ح    محصول

 91/722و  088/0، 72/0، 47/3ترتيــب  عصـاره مخمــر بــه 

است كه بيشترين مقـادير بـه كـار رفتـه بـين سـاير منـابع        

در نتيجه بـا توجـه بـه    . نيتروژن آلي و معدني را دارا است
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 U/mlي توليـد   )، عصاره مخمر با بيشـينه 1جدول ( نتايج

تـروژن بـراي   ساعت مناسب ترين منبع ني 48پس از  7/34

دما . استY. lipolytica ي مخمر وسيله توليد آنزيم ليپاز به

 Y. lipolytica مناسب براي فعاليـت آنـزيم ليپـاز    pHو 

DSM3286 است 7گراد و  درجه سانتي 37به ترتيب  .  

نتايج حاصل مشخص كرد كه منابع نيتروژن آلـي و  

ويـژه عصـاره مخمـر بهتـرين منبـع نيتـروژن بـراي         به

پــس از عصــاره مخمــر، . وليــد ليپــاز اســتافــزايش ت

تواننـد بـراي افـزايش     ترتيـب مـي   كازئين و پپتون بـه 

نتـايج ايـن پـژوهش در راسـتاي     . كـار رونـد   توليد به

ــه  ــزايش و بهينـ ــر   افـ ــاز مخمـ ــد ليپـ ــازي توليـ   سـ

Y. lipolytica است   .   
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