
 ها مجله دنیای میکروب
 8931( پاییز 04سال دوازدهم شماره سوم )پیاپی 

 867-871صفحات 

  L26باسیلوس تورنجینسیس مولکولی و بهینه سازی شرایط تولید آنزیم لیپاز  شناسایی
 9، سید حسین میردامادیان8*، محمد حسن قربانی8فرزانه کریمیان

استادیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد 2دانشجوی کارشناسی ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان، دانشکده علوم زیستی، گروه میکروبیولوژی، ایران. 1

 مربی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد فلاورجان، دانشکده علوم زیستی، گروه میکروبیولوژی3فلاورجان، دانشکده علوم زیستی، گروه بیوشیمی، ایران. 

 چکیده

ها هستند که در  های مختلف به ویژه باکتری های هیدرولیتیک تولید شده توسط میکروارگانیسم ترین آنزیم لیپازها مهم  :سابقه و هدف

های مولد لیپاز از منابع در  صنایع غذایی و دارویی کاربردهای گسترده ای دارند. هدف از این مطالعه، جداسازی و شناسایی باکتری

  دسترس به منظور استفاده در صنعت است.

آباد، پساب و لجن فیلللتلر  خانه حبیب های مولد آنزیم لیپاز از پساب و خاک تصفیه برداری و جداسازی باکتری نمونه  : ها مواد و روش

های لیپلازی،  های کنجد صورت گرفت. به منظور سنجش میزان تولید و فعالیت آنزیم شنی کارخانه روغن نباتی گلبهار، دنبه و کنجاله

دست آمده از کشت باکتری در محیط کشت پایه لیپیدی استفاده گردید. سپس مقدار آنزیم موجود در روملانلد تلوسلط  از روماند به

درجله  22سنجش کمی فعالیت آنزیمی با استفاده از تکنیک اسپکتروفتومتری و سوبسترای اختصاصی پارانیتروفنیل استات در دمای 

  .میکروسکوپی و مولکولی انجام شد ماکروسکوپی، آنالیزهای توسط  باکتری سلسیوس صورت گرفت. شناسایی

عنوان سویه برتر انلتلخلاب  به 31های آنزیمی، سویه  های جداسازی شده و همچنین ارزیابی گری سویه بر اساس نتایج غربال  : ها یافته

تعیین شد. بیشتلریلن پلایلداری و  L26باسیلوس تورنجینسیس عنوان  این جدایه به  16S rRNAگردید. با استفاده از آنالیز مولکولی 

کلرید سدیم ، کلرید کلسلیلم، کلللریلد  و به ترتیب در حضور  pH  2/8درجه سلسیوس،  82فعالیت آنزیمی در این سویه در دمای 

 پتاسیم ، کلرید منیزیم، سولفات روی و کلرید منگنز به دست آمد.

های  ر شرایط قلیایی و در حضور کاتیوند   L26باسیلوس تورنجینسیسنتایج این پژوهش نشان داد آنزیم لیپاز   :نتیجه گیری

 مختلف پایداری متفاوتی دارند.

  سنجش فعالیت، لیپاز. باسیلوس تورنجینسیس،های هیدرولیتیک،  آنزیم :واژگان کلیدی

 82مهر ماه پذیرش برای چاپ:   82مرداد ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: فلاورجان، دانشگاه آزاد اسلامی، دانشکده علوم زیستی، گروه بیوشیمی

  ghorbani@iaufala.ac.irپست الکترونیک:    38133288183تلفن:  

 م دمه     

( EC 3.1.1.3هیدرولازها ) آسیل گلیسرول آسیل لیپازها یا تری     

ای از  های محلول در آب و زیرمجموعه گروهی از آنزیم

کربوکسیلیک استرازها هستند که در شرایط فیزیولوژیکی 

گلیسیریدها را در سطح  مناسب، هیدرولیز پیوندهای استری تری

مشترک فاز آبی و چربی در فرآیند لیپولیز کاتالیز وآن ها را به 

لیپازها دارای   (.2و  1کنند ) چرب تبدیل می گلیسرول و اسید

نقش زیستی در مراحل مختلفی از متابولیسم لیپیدها شامل 

ها و همچنین متابولیسم  هضم، جذب، بازسازی مجدد چربی

های آبی  ها در حلال (. این آنزیم3باشند ) ها نیز می لیپوپروتئین

بسیاری پایدار و فعال هستند و نیازی به کوفاکتور ندارند و 

( در /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خلاقانه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. فصلنامه دنیای میکروب
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(. به دلیل توانایی کاتالیز 8کنند ) محصول جانبی نیز تولید نمی

های متنوع و عملکرد اختصاصی شان بر اساس نوع  واکنش

سوبسترا و موقعیت فضایی، لیپازها در صنایع غذایی، دارویی، 

های زیستی و زیست  ها، سوخت آرایشی و بهداشتی، شوینده

 (. 2پالایی کاربردهای گسترده ای پیدا کرده اند )

ها، مخمرها  ها، قارچ های مولد لیپاز شامل باکتری میکروارگانیسم

های متنوعی مانند  ها هستند که در زیستگاه و اکتینومسیت

های گیاهی،  های تولید روغن های صنعتی، کارخانه پساب

روغنی و لبنیات یافت  ­های های آلوده به روغن، دانه خاک

 (. 1و  8شوند ) می

هایی مانند دوام و  لیپازهای میکروبی به دلیل داشتن ویژگی

طور گسترده در  های آلی و اختصاصیت بالا به پایداری در حلال

بیوتکنولوژی و شیمی آلی کاربرد دارند. این دسته از لیپازها 

جایگزینی عالی برای کاتالیزورهای شیمیایی به منظور تغییر 

(. سهولت تولید و 7باشند ) های پیچیده می انتخابی مولکول

های کشت باکتریایی،  جداسازی لیپازهای خارج سلولی از محیط

قارچی و مخمری دلیل اصلی استفاده گسترده تجاری این 

 (. 2ها در صنایع مختلف است ) آنزیم

ترین لیپازهای میکروبی، لیپازهای باکتریایی هستنلد  یکی از مهم

رو  صورت ترشحی و خارج سلولی هستند. از ایلن که عمدتاً به 

، میزان منابع کربن و pHشدت تحت تأثیر عواملی مانند دما،  به 

گیرند. با توجله بله  های فلزی قرار می نیتروژن، هوادهی و یون

ها در صنایع، تولید و بررسی فعالیت و  کاربرد فراوان این آنزیم

توجله اسلت.  فناوری امری مهم و قابل ها در زیست پایداری آن

تحقیق حاضر با هدف دست یابی به این مهم و استفاده از آنزیم 

ای  هلای ملیلوه تولید شده در صنایع غذایی و تولید طعم دهنده

 .انجام گردید
 

 مواد و رو  ها             

برداری از خاک و  در پژوهش حاضر، نمونه  :برداری الف( نمونه

آباد اصفهان، پساب و  خانه فاضلاب شهری حبیب پساب تصفیه

لجن فیلتر شنی کارخانه روغن نباتی گلبهار اصفهان و همچنین 

های کنجد ترش و تندشده انجام گردید. سپس  دنبه و کنجاله

برداری درون  شده پس از نمونه آوری های جمع تمامی نمونه

محل  pHای و پلاستیکی استریل با درج دما و  ظروف شیشه

درجه  8برداری به آزمایشگاه انتقال داده شدند و در دمای  نمونه

 سلسیوس نگهداری گردیدند.

منظور  : بههای مولد لیپاز سازی و جداسازی باکتری ب( غنی

لیتر از  میلی 1های مولد لیپاز،  سازی و جداسازی باکتری غنی

های خاک، دنبه و  های پساب و یک گرم از نمونه نمونه

 133صورت جداگانه درون  های کنجد ترش و تندشده به کنجاله

درصد پپتون،  3/2لیتر محیط کشت پایه لیپیدی مایع حاوی  میلی

درصد کلرید  3/28درصد آمونیوم دی هیدروژن فسفات،  3/1

درصد کلرید  3/38آبه،  7درصد سولفات منیزیم  3/38سدیم، 

 pH 7زیتون با  درصد حجمی/حجمی روغن 2آبه و  2کلسیم 

دور در دقیقه در  183تلقیح گردیدند و بر روی شیکر با سرعت 

ساعت گرمخانه گذاری  82درجه سلسیوس به مدت  22دمای 

شدند. پس از انجام چندین کشت متوالی و تهیه سری رقت از 

های  گری و شناسایی کیفی سویه ها، فرآیند غربال آخرین کشت

های کشت انتخابی تریبوتیرین آگار،  مولد لیپاز بر روی محیط

 (.8آگار و اگ یولک آگار انجام گردید ) 23-توئین

های مولد لیپاز با استفاده از محیط  ج( غربالگری کیفی باکتری

( Bio Marck, Indiaتریبوتیرین آگار )  :کشت تریبوتیرین آگار

های مولد لیپاز به  گری باکتری محیط کشتی انتخابی جهت غربال

 3/3درصد پپتید جانوری،  3/8صورت کیفی است که حاوی  

درصد اسید چرب  1درصد آگار و  1/8درصد عصاره مخمر، 

های مولد  باشد. باکتری می pH 7( با Sigma, USAتریبوتیرین )

شدند که این امر  لیپاز با ترشح لیپاز باعث تجزیه تریبوتیرین می

گردید.  ها می ای شفاف در اطراف کلنی باکتری منجر به ایجاد هاله

های  گری کیفی باکتری در تحقیق انجام شده به منظور غربال

شده، کشت به صورت خطی  های خالص لیپولیتیک، از باکتری

عمودی در محیط کشت یاد شده تهیه شد و پس از 

های  درجه سلسیوس، قطر هاله 22گذاری در دمای  گرمخانه

 (.13گیری گردید ) لیپازی ایجاد شده بررسی و اندازه

های مولد لیپاز با استفاده از محیط  د( غربالگری کیفی باکتری
آگار نیز یکی دیگر از  23-: توئیناگار 23-کشت توئین
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های  های کشت انتخابی جهت بررسی و شناسایی باکتری محیط

 3/8درصد پپتون،  1باشد که حاوی  مولد لیپاز به روش کیفی می

 pH 7با  23درصد توئین  1درصد آگار و  1سدیم کلرید، 

، 23-های مولد لیپاز با تجزیه اسید چرب توئین باشد. باکتری می

به دلیل وجود کلرید کلسیم در ترکیب محیط کشت یادشده و 

واکنش بین یون کلسیم با اسید چرب هیدرولیز شده منجر به 

ای گچی و سفیدرنگ  تشکیل اولئات کلسیم و درنتیجه ایجاد هاله

گردیدند. ازاین رو به منظور  ها می در اطراف کلنی باکتری

های خالص شده به  های لیپولیتیک، باکتری گری کیفی سویه غربال

آگار  23-صورت خطی عمودی بر روی محیط کشت توئین

گذاری  درجه سلسیوس گرمخانه 22کشت داده شدند و در دمای 

های لیپازی ایجاد شده در مدت زمان  گردیدند. سپس قطر هاله

 (.13گیری شد ) گذاری بررسی و اندازه گرمخانه

های مولد لیپاز با استفاده از محیط  غربالگری کیفی باکتریه(  

های کشت انتخابی  : یکی دیگر از محیطکشت اگ یولک آگار

های لیپولیتیک محیط کشت  گری باکتری جهت شناسایی و غربال

باشد که از ترکیب محیط کشت نوترینت آگار  اگ یولک آگار می

(Merck, Germanyو زرده تخم )  مرغ تهیه گردید. بر اثر ترشح

های مولد لیپاز  مرغ توسط باکتری آنزیم و تجزیه زرده تخم

گردید که  ای شفاف بر روی محیط کشت یاد شده ایجاد می هاله

شده بود. در این  های بررسی تأییدکننده لیپولیتیک بودن سویه

آزمون نیز مانند روش یاد شده در دو محیط کشت انتخابی 

های خالص شده کشت داده  یادشده در مراحل قبلی، باکتری

گیری گردید.  ها بررسی و اندازه شدند و قطر هاله لیپازی آن

های باکتریایی که بر روی هر سه محیط کشت  سپس سویه

انتخابی فوق دارای بیشترین قطر هاله لیپازی بودند بهمنظور 

 سنجش فعالیت آنزیمی به صورت کمی انتخاب شدند.

منظور سنجش  به  :و( سنجش میزان تولید و فعالیت آنزیم لیپاز

شده توسط  های لیپازی ترشح میزان تولید و فعالیت آنزیم

های  گری، ابتدا باکتری شده از مرحله غربال های انتخاب سویه

( Merck, Germanyبراث ) BHIمنتخب بر روی محیط کشت 

کشت داده شدند و سپس از هرکدام یک سوسپانسیون میکروبی 

لیتر از آن درون  با کدورت نیم مک فارلند تهیه شد و یک میلی

تلقیح گردید  pH 7لیتر محیط کشت پایه لیپیدی مایع با  میلی 83

درجه  22دور در دقیقه در دمای  183و درون شیکر با سرعت 

گذاری و  زمان گرمخانه گذاری شد. در مدت  سلسیوس گرمخانه

با فواصل زمانی مشخص، مقداری از محیط کشت برداشته شد 

دور در  12333( با سرعت Sigma, USAو پس از سانتریفیوژ )

دقیقه، روماند  13درجه سلسیوس و به مدت  8دقیقه در دمای 

عنوان منبع دارای لیپاز خارج سلولی جداسازی گردید و  به

(. سنجش کمی 11شد ) صورت کمی سنجش آنزیمی انجام  به

فعالیت آنزیمی با استفاده از تکنیک اسپکتروفتومتری و 

( در Sigma, USAسوبسترای اختصاصی پارانیتروفنیل استات )

درجه سلسیوس انجام گردید. بدین منظور ابتدا  22دمای 

های الف و ب آماده شدند. محلول الف از اضافه شدن  محلول

 لیتر میلی 13گرم پودر پارانیتروفنیل استات درون  3/33

 1( و محلول ب از افزودن Merck, Germanyپروپانول )-2

لیتر بافر تریس هیدروکلرید  میلی 8لیتر محلول الف درون  میلی

( تهیه گردید. پس از تهیه محلول الف و ب،  7pHمولار ) 3/38

میکرولیتر محلول الف و  83میکرولیتر روماند آنزیمی به  133

دقیقه  33میکرولیتر محلول ب اضافه شد. پس از  213

گیری  نانومتر اندازه 813ها در  گذاری، جذب نمونه گرمخانه

( مقدار آنزیمی است که IUگردید. یک واحد فعالیت آنزیمی )

بتواند یک میکرولیتر پارانیتروفنول را در دقیقه در شرایط آزمون 

 (.12آزاد نماید )

ابتدا سویه    :ز( شناسایی سویه باکتریایی منتخب مولد لیپاز

منتخب از نظر خصوصیات ماکروسکوپی و میکروسکوپی 

منظور  بررسی گردید و سپس شناسایی مولکولی این باکتری به

و  PCR-تعیین جنس و گونه آن با استفاده از تکنیک کلنی

 توسط پرایمرهای عمومی رفت 16S rRNAتعیین توالی ژن 

5’-AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3’  و برگشت 

 5’-AGGAGGTGATCCAACCGCA -3’ ( 13انجام شد .)

 28( در حجم نهایی PCRمراز ) ای پلی مخلوط واکنش زنجیره

میکرولیتر  3/8(، mM  13الگو ) DNAمیکرولیتر  2میکرولیتر از 

 dNTP  (10 mM ،)1  میکرولیتر  2پیکومول(،  83از هر پرایمر )

 PCRمیکرولیتر بافر  2/8(، mM  83میکرولیتر کلرید منیزیم )
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Taq DNA Polymerase  (u/ml  8 )میکرولیتر آنزیم  3/2(، 10×)

( دیونیزه تهیه Sina Gene, Iranمیکرولیتر آب مقطر ) 11/3و 

های حرارتی واکنش به شرح زیر  (. سپس چرخه18گردید )

درجه سلسیوس به مدت  88( دمای واسرشت شدن 1انجام شد: 

درجه سلسیوس به  82سیکل اتصال در دمای  38(  2ثانیه  88

ثانیه  83درجه سلسیوس،  72( دمای گسترش 3ثانیه  88مدت 

دقیقه.  2درجه سلسیوس به مدت  72( تکثیر در دمای 8

درصد و  1/8محصول تولیدشده پس از الکتروفورز ژل آگاروز 

(. سپس توالی به دست آمده 18سازی، تعیین توالی شد ) خالص

شده در پایگاه  های ثبت با توالی BLASTبا استفاده از الگوریتم 

مقایسه شد و رابطه فیلوژنیک  Gene Bankاطلاعاتی ژنوم 

های جداسازی شده مورد بررسی قرار گرفت و درخت  سویه

های حاصل از  های مورد نظر با استفاده از توالی فیلوژنی سویه

 و جو در پایگاه اطلاعاتی ترسیم گردید. جست 

 :ح( بررسی اثر دما بر روی فعالیت و پایداری آنزیم لیپاز

منظور بررسی اثر دماهای مختلف بر روی فعالیت و پایداری  به

میکرولیتر بافر  1233میکرولیتر روماند آنزیمی با  133آنزیم، 

میکرولیتر  133( و  7pHمولار ) 33/3تریس هیدروکلرید 

سوبسترای اختصاصی پارانیتروفنیل استات محلول در استون 

مولار مخلوط گردید و به مدت یک  3/32خالص با غلظت 

درجه سلسیوس  12و  82، 32، 22ساعت در دماهای 

نانومتر  813گذاری شد. سپس جذب نوری در  گرمخانه

گیری گردید و فعالیت آنزیمی با استفاده از ضریب تاریکی  اندازه

 (.11پارانیتروفنول محاسبه گردید )

: بر روی فعالیت و پایداری آنزیم لیپاز pHط( بررسی اثر 

های مختلف بر روی فعالیت و پایداری pH  منظور بررسی اثر به

میکرولیتر بافر  1233میکرولیتر روماند آنزیمی با  133آنزیم، 

و  13/8و  2/8، 7، 8های pHمولار با  3/33تریس هیدروکلرید 

میکرولیتر سوبسترای اختصاصی پارانیتروفنیل استات  133

مولار مخلوط گردید و  3/32محلول در استون خالص با غلظت 

درجه سلسیوس  22به مدت یک ساعت در دمای 

نانومتر  813گذاری شد. سپس جذب نوری در  گرمخانه

گیری گردید و فعالیت آنزیمی با استفاده از ضریب تاریکی  اندازه

 (.11پارانیتروفنول محاسبه گردید )

های فلزی مختلف بر روی فعالیت و  ی( بررسی اثر کایتون

های فلزی مختلف  برای بررسی اثر کاتیون  :پایداری آنزیم لیپاز

میکرولیتر روماند  133بر روی پایداری و فعالیت آنزیم لیپاز، 

میکرولیتر سوبسترای اختصاصی پارانیتروفنیل  133آنزیمی با 

 1233مولار و  3/32استات محلول در استون خالص با غلظت 

( حاوی pH  7)  مولار 3/33میکرولیتر بافر تریس هیدروکلرید 

های فلزی مختلف )کلرید سدیم ، کلرید کلسیم، کلرید  نمک

پتاسیم، کلرید منیزیم، کلرید منگنز و سولفات روی( با غلظت 

 22مولار مخلوط گردید و به مدت یک ساعت در دمای  3/331

گذاری شد. سپس جذب نوری در  درجه سلسیوس گرمخانه

گیری گردید و فعالیت آنزیمی با استفاده از  نانومتر اندازه 813

 (.11ضریب تاریکی پارانیتروفنول محاسبه گردید )

به منظور بررسی وجود و یلا علدم وجلود   : ک( آنالیز آماری

آمده در آزمون های  دست  اختلاف معنادار بین میانگین نتایج به 

شده بر روی پایداری و فعالیت آنزیم لیپاز مورد نلظلر، از  انجام

 p≤ 3/38دار  آزمون آماری کراسکال والیس در سطلح ملعلنلی

منظور مقایسه بین میانگین نتایج حاصله  استفاده گردید. سپس به

ویتنی با تعدیل بونلفلرونلی  در هر آزمایش، از آزمون تعقیبی من

 3استفاده شد. برای اطمینان از درستی نتایج، تمامی آزمون ها با 

 ها با اسلتلفلاده  بار تکرار انجام گردیدند. سپس آنالیز آماری داده

ترسلیلم  Excelانجام و نمودارهای مربوطه با  SPSSافزار  از نرم

 .شدند

 

 ها    یاف ه     

منظور  به  :های مولد لیپاز گری باکتری الف( جداسازی و غربال

های  های لیپولیتیک از باکتری گری باکتری جداسازی و غربال

غیرلیپولیتیک و با توجه به تفاوت جایگاه فعال و در نتیجه 

های لیپاز مختلف،از سه  تفاوت نوع لیپید مصرفی توسط آنزیم

 محیط کشت انتخابی اگ یولک آگار، تریبوتیرین آگار و 

 22مورد بررسی،   سویه 72آگار استفاده شد. از بین  23-توئین

توانستند بر روی یک، دو و یا هر سه محیط یاد سویه باکتریایی 

هایی که بر روی  با قطر متفاوت ایجاد نمایند. سویه  شده هاله
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های کشت تریبوتیرین آگار و اگ یولک آگار، هاله شفاف  محیط

تولید آگار هاله گچی   23-و بر روی محیط کشت توئین

های لیپولیتیک تعیین گردیدند. سپس  عنوان سویه نمودند، به

های لیپولیتیک از نظر میزان تولید  منظور مقایسه کیفی سویه به

های لیپازی  های برتر، قطر هاله آنزیم لیپاز و انتخاب سویه

 72های یاد شده طی  ها بر روی محیط ایجادشده توسط آن

های  ای که هاله سویه 8گیری گردید و  ساعت بررسی و اندازه

عنوان  های خود داشتند، به لیپازی وسیعتری در اطراف کلنی

های لیپولیتیک منتخب برای مراحل بعدی آزمون انتخاب  سویه

سویه باکتریایی انتخاب  8شدند. شایان یادآوری است که از بین 

 L26باسیلوس تورنجینسیس عنوان   که سپس به 31شده، سویه 

(Bacillus thuringiensis L26شناخته شد، هاله )  های لیپاز

 (.1وسیع تری داشت )شکل 

ب( سنجش فعالیت آنزیمی سویه برتر مولد آنزیم لیپاز 
سویه  8: در این بررسی فعالیت آنزیمی صورت کمی به

 های کشت  گری در محیط شده که در مرحله غربال انتخاب

هلای    بر روی ملحلیلط   L26باسیلوس تورنجیسیس  ترشح آنزیم لیپاز توسط  : 1شکل  

 .آگار )الف(، تریبوتیرین آگار )ب( و اگ یولک آگار )ج(    23-کشت توئین  

باسیلوس تورنجیلنلسلیلس  مقایسه تولید و فعالیت آنزیم لیپاز توسط جدایه  :  1نمودار  

L26  آبی کم رنگ(در محیط کشت پایه لیپیدی مایع با سایر سویه های منتخب(. 

 .هزار Boot Strapو ضریب  Neighbor-joiningدرخت فیلوژنیک جدایه مورد پژوهش با استفاده از روش : 3شکل  

 ج ب الف
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آگار، تریبوتیرین آگار و اگ یولک آگار بیشترین  23-توئین

میزان ترشح آنزیم لیپاز را داشتند از طریق سنجش آنزیمی با 

کارگیری پارانیتروفنیل  استفاده از تکنیک اسپکتروفتومتری و به

درجه  22عنوان سوبسترای تخصصی در دمای  استات به

گیری شد.  صورت کمی اندازه ساعت به 81سلیسیوس در مدت 

های باکتریایی در روز  آمده، تمامی سویه دست بر اساس نتایج به

ساعت حداکثر میزان فعالیت آنزیمی  82دوم و پس از گذشت 

میزان تغییرات تولید و فعالیت آنزیم لیپاز  1را داشتند. نمودار 

گذاری  زمان گرمخانه های منتخب را در طی مدت توسط سویه

باسیلوس یا همان  31ها سویه  دهد که در بین آن نشان می

دارای بیشترین فعالیت آنزیمی بود و به   L26تورنجینسیس

 ها انتخاب گردید. عنوان سویه برتر برای ادامه بررسی

به منظور   :ج( شناسایی مولکولی باکتری منتخب مولد لیپاز

آمیزی گرم انجام  شناسایی ابتدایی سویه باکتریایی منتخب رنگ

گرم مثبت و به فرم باسیل است.  31شد و مشاهده گردید سویه 

این سویه باکتریایی با سایر   16S rDNAمقایسه توالی ژن 

بررسی  NCBIهای نزدیک از نظر توالی ژن مورد نظر در  سویه

آمده از آنالیز و تطبیق فیلوژنی  دست گردید. بر اساس نتایج به

و درخت فیلوژنی باکتری  16S rDNAتوالی ژن کد کننده 

 Geneشده در پایگاه اطلاعاتی ژنوم  های ثبت  موردنظر با سویه

Bank  باسیلوس با توالی باکتری  31مشخص گردید که سویه

 (.  2% مشابهت دارد )شکل L26 88 تورنجینسیس

بررسی   :د( بررسی اثر دما بر روی فعالیت و پایداری آنزیم لیپاز

 باسیلوسفعالیت آنزیم لیپاز تولیدشده توسط باکتری 

درجه سلسیوس  12و  22،32،82در دماهای  L26  تورنجینسیس

درجه  82ترین میزان فعالیت آنزیمی در دمای  نشان داد بیش

( u/mlطور متوسط در سه بار تکرار معادل ) سلسیوس بود که به

منظور مقایسه میزان فعالیت   برآورد گردید. به 21/18  8/22±

باسیلوس تورنجینسیس آنزیم لیپاز تولیدشده توسط باکتری 

L26  در دماهای مختلف از آزمون آماری کراسکال والیس

استفاده شد. بر اساس نتایج به دست آمده در این آزمون تفاوت 

معناداری بین میزان فعالیت آنزیم لیپاز در چهار دمای 

 (. p≤3/38موردبررسی وجود داشته است )

ویتنی با تعدیل بونفرونی نشان داد میزان  نتایج آزمون تعقیبی من

طور  درجه سلیسیوس به 82فعالیت آنزیم یاد شده در دمای 

درجه بوده است.  12و  32، 22معناداری بیشتر از سه دمای 

طور معناداری بیشتر  درجه به 32علاوه فعالیت آنزیم در دمای  به

درجه سلسیوس  22درجه و در دمای  12و  22از دماهای 

درجه سلسیوس مشاهده  12طور معناداری بیشتر از دمای  به

نشان داده  1(. میانگین نتایج حاصله در جدول p≤3/38گردید )

ها اختلاف معنادار  شده است. دماهایی که فعالیت آنزیم در آن 

 اند. داشته است با حروف متفاوت متمایز شده

 دما سویه

 (°C) 
 تعداد تکرار

 کم رین م دار

 (u/ml) فعالیت آنزیمی
   بیش رین م دار فعالیت آنزیمی

(u/ml) 
 انحراف معیار میانگین

 باسیلوس تورنجینسیس

L26 

 28c 3 8/49 9/91 9/10 0/73 

 38b 3 10/27 15/68 12/50 2/82 

 48a 3 17/92 26/76 21/14 4/88 

 68d 3 2/81 3/44 3/17 0/32 

 . L26باسیلوس تورنجینسیس تأثیر دماهای مختلف در فعالیت و پایداری آنزیم لیپاز تولید شده توسط : 1جدول 

کم رین م دار فعالیت آنزیمی تعداد تکرار pH سویه

(u/ml) 

 آنزیمیبیش رین م دار فعالیت 

(u/ml)  
معیار انحراف میانگین  

باسیلوس تورنجینسیس 
L26 

 5 c 3 4/57 5/50 5/18 53/0  

 7b 3 8/49 9/91 9/10 0/73 

8/5a 3 12/16 12/61 12/34 0/24 

 10/5d 3 0/03 0/41 0/35 0/05 

 ..L26باسیلوس تورنجینسیس های مختلف در فعالیت و پایداری آنزیم لیپاز تولید شده توسط  pHبررسی اثر : 2جدول 
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برای   :بر روی فعالیت و پایداری آنزیم لیپاز pHبررسی اثر ه(  

این منظور، فعالیت و پایداری آنزیم لیپاز تولیدشده توسط 

 13/8و  2/8، 7، 8های pHدر  L26باسیلوس تورنجینسیس 

ترین پایداری  آمده، بیش دست بررسی گردید. بر اساس نتایج به

(  u/mlطور متوسط معادل ) و به  2/8pHو فعالیت آنزیمی در 

منظور مقایسه میزان فعالیت آنزیم  حاصل شد. به  3/28±12/38

از  pH  در گستره مختلف  L26  باسیلوس تورنجیسیسلیپاز 

آزمون آماری کراسکال والیس استفاده شد. بر اساس نتیجه این 

آزمون تفاوت معناداری بین میزان فعالیت آنزیم لیپاز در چهار 

pH ( 3/38مورد بررسی مشاهده شد≥p نتایج آزمون تعقیبی .)

من ویتنی با تعدیل بونفرونی نشان داد که میزان فعالیت آنزیم 

بوده  13/8و  7، 8های pHطور معناداری بیشتر از  به  2/8pHدر 

طور معناداری بیشتر از  به  7pHعلاوه فعالیت آنزیم در  است. به

طور معناداری بیشتر از  به  8pHو در  13/8و  pH  8گستره 

13/8pH  ( 3/38بود≥p میانگین نتایج حاصله در جدول .)2 

که فعالیت آنزیم در  pHشده است. گستره های  نمایش داده

 اند. ها اختلاف معنادار داشت با حروف متفاوت متمایز شده آن

های فلزی در فعالیت و پایداری آنزیم  و( بررسی اثر کاتیون
های  های فلزی موجود در نمک : در این بررسی اثر کاتیونلیپاز

کلرید سدیم ، کلرید کلسیم ، کلرید پتاسیم ، کلرید منیزیم، 

کلریدمنگنز و سولفات روی بر فعالیت و پایداری آنزیم لیپاز 

مورد ارزیابی  L26  باسیلوس تورنجینسیستولیدشده توسط 

ترین فعالیت آنزیم لیپاز تولیدشده حضور  قرار گرفت. بیش

و  3/31±8/38(  u/mlطور متوسط معادل ) و به  کلرید سدیم

و   ترین فعالیت آنزیم لیپاز تولیدشده حضور کلرید منگنز کم

محاسبه گردید.  3/38±3/12(  u/mlطور متوسط معادل ) به

های  منظور مقایسه میزان فعالیت آنزیم لیپاز در حضور کاتیون به

فلزی مختلف از آزمون آماری کراسکال والیس استفاده شد. بر 

اساس نتایج به دست آمده در این آزمون، تفاوت معناداری بین 

میزان فعالیت آنزیم لیپاز در حضور شش کاتیون موردبررسی 

ویتنی با تعدیل  (. نتایج آزمون تعقیبی منp≤3/38مشاهده شد )

باسیلوس  بونفرونی نشان داد که میزان فعالیت آنزیم در باکتری

طور معناداری  ، در حضور کلرید سدیم بهL26تورنجینسیس 

های بررسی  های فلزی موجود در نمک بیشتر از سایر کاتیون

(. پس از کلرید سدیم بیشترین فعالیت آنزیم به p≤3/38است )

کلسیم، کلرید  های موجود در کلرید ترتیب در حضورکاتیون

پتاسیم، کلریدمنیزیم، سولفات روی و کلرید منگنز مشاهده شد؛ 

 و فعالیت آنزیم بین هر دو کاتیون فلزی تفاوت معنادار داشت

(3/38≥p میانگین نتایج حاصله در جدول .)نمایش داده 3 

 .شده است 

 

 بح    

توانایی لیپازها در انجام تغییر و تبدیلات زیستی منجر به 

ها در صنایع غذایی، صنایع دارویی،  استفاده گسترده از آن

ها، کاغذ سازی، صنعت چرم و  آرایشی و بهداشتی، شوینده

(. لیپازها به یک بخش جدایی ناپذیر از 11نساجی شده است )

های  ها در سال اند و کاربرد آن صنعت مدرن غذا تبدیل شده

اخیر برای بهبودی فرآیندهای شیمیایی تولید مواد خوراکی و 

ها، مواد غذایی پخته و  تهیه انواع محصولات از جمله آبمیوه

 (. 12و17سبزیجات تخمیری توسعه پیدا کرده است )

همچنین استفاده از لیپازها برای تبدیل مخلوط راسمیک به 

های زیستی از  ترکیبات دارویی تک انانتیومری و تولید سوخت

 . L26باسیلوس تورنجینسیس در فعالیت و پایداری آنزیم لیپاز  pHبررسی اثر گستره های مختلف : 3جدول 

های فلزی کاتیون سویه کم رین م دار فعالیت آنزیمی تعداد تکرار 

(u/ml) 

 آنزیمیبیش رین م دار فعالیت 

(u/ml)  
 انحراف معیار میانگین

باسیلوس تورنجینسیس 
L26 

 0/06 4/39 4/43 4/32 3 کلرید سدیم

 0/41 3/14 3/61 2/88 3 کلرید کلسیم

 0/04 2/85 2/88 2/80 3 کلرید پتاسیم

کلرید منیزیم   3 2/46 2/67 2/55 0/11 

 0/04 0/62 0/67 0/59 3 کلرید منگنز

 0/01 0/81 0/82 0/79 3 سولفات روی



 فرزانه کریمیان و همکاران .  L26تورنجینسیس باسیلوسشناسایی مولکولی و بهینه سازی شرایط تولید آنزیم لیپاز  .1382ها، سال دوازدهم شماره سوم پاییز  دنیای میکروب

 

274 

های استری شدن یا ترانس  ها در واکنش ها و چربی روغن

استری شدن در حضور لیپاز به عنوان یک کاتالیزور زیستی و 

ها به عنوان یک راهکار  در مجاورت سوبستراهای سازنده آن

های اخیر مورد توجه قرار  سازگار با محیط زیست در سال

تا کنون انواع لیپازهای  1823از سال   (.18اند ) گرفته

گیری افزایش داشته است  مورداستفاده در صنعت به میزان چشم

که این روال رو به رشد نتیجه دستاوردهایی بزرگ در زمینه 

ها و افزایش  های میکروارگانیسم همسانه سازی و بیان آنزیم

تقاضا برای این کاتالیزورهای زیستی است که دارای 

هایی خاص مانند اختصاصیت و ثبات بالا و همچنین  ویژگی

باشند. با توجه  و دما می pHی وسیعی از تغییرات  تحمل دامنه

ها در زیست  ها در صنایع، تولید آن به کاربرد فراوان این آنزیم

 فناوری امری مهم و قابل توجه است.

های میکروبی با ارزش صنعلتلی،  های یافتن سویه یکی از روش 

باشد. در بسلیلاری از  ها می های طبیعی آن جستجو در زیستگاه

های میکروبی بلوملی بلیلشلتلر از  موارد، فعالیت بیوکاتالیست

هلای  شده از کلکسیون بوده است. هرچه محلیلط های تهیه سویه

های طبیعی بیشتر  تر باشد، امکان دستیابی به سویه جستجو وسیع

( و همکاران در سلال Wanatab(. در تحقیق واناتاب )23است )

های مولد لیپاز از خاک و منابع  ، جداسازی میکروارگانیسم2317

 Mobarak(، در پژوهش مبارک قلملصلری )21طبیعی آبی )

Ghamsari هلای  جداسازی باکلتلری 2311( و همکاران در سال

( و در تلحلقلیلق 22مولد لیپاز از پساب کارخانه روغن گیاهی )

از پسلاب هلای  2312( و همکاران در سال Kumarکومار )

 (.23شهری، لبنیات و بقایای گیاهی انجام گردید )

های آلوده به چلربلی و  ها و پساب توان گفت خاک رو می ازاین

های گیاهی و حیوانی منابعلی ملنلاسلب بلرای  همچنین چربی

باشند. در ایلن پلژوهلش  های لیپولیتیک می جداسازی باکتری

هلای ملوللد للیلپلاز،  گری باکتری منظور جداسازی و غربال به

خانه فلاضللاب شلهلری  برداری از خاک و پساب تصفیه نمونه

آباد اصفهان، پساب و لجن فیلتر شنی کلارخلانله روغلن  حبیب

های کنجد فلاسلد  نباتی گلبهار در استان اصفهان، دنبه و کنجاله

سازی شد. سپس  سویه باکتریایی خالص 72شده انجام گردید و 

های لیپولیتیک از غیر لیپوللیلتلیلک و  گری باکتری جهت غربال

های لیپولیتیک از نلظلر  همچنین انجام مقایسه کیفی بین سویه

میزان ترشح آنزیم لیپاز و با توجه به تفاوت در جایگاه فعلال و 

هلای  در نتیجه تفاوت در نوع سوبسترای لیپیدی مصرفی آنلزیلم

 23-لیپازی، از سه محیط کشت انتخابی تریبوتیرین آگار، توئیلن

که به ترتلیلب دارای ملنلابلع کلربلن آگار و اگ یولک آگار 

و زرده تخم مرغ   23-تریبوتیرین، اسید چرب بلند زنجیر توئین

ها بر اساس نوع سوبسترای مصرفی به سله  استفاده شد. لیپازی

دسته لیپازهای اختصاصی، غیر اختصاصی و جهت ویژه تقسیلم 

 (.  28شوند ) می

ها تمایل بیشتری به استفاده از اسیلدهلای  از این رو برخی از آن

چرب کوتاه زنجیری مانند تریبوتیرین و زرده تخم مرغ دارند و 

را  23-برخی دیگر اسیدهای چرب بلند زنجیری مانند توئلیلن

دهند که این امر منجر به ایجاد هاله لیپازی بلر روی  ترجیح می

 72شود. از بلیلن  یک، دو و یا هر سه محیط کشت نام برده می

سویه مختلف با ترشح آنلزیلم للیلپلاز  22خالص شده،   سویه

های لیپولیتیک شناخلتله شلدنلد و از طلریلق  عنوان سویه به

های لیپازی ترشح شده مورد مقایسه قلرار  گیری قطر هاله اندازه

سویه باکتریایی با ایجاد بیشترین قلطلر  8ها  گرفتند که از بین آن

هلای  های منتخب جلهلت ارزیلابلی عنوان سویه هاله لیپازی به

دارای  12سویه منتخب سویه  8آنزیمی برگزیده شدند. از بین 

بیشترین قطر هاله لیپازی بر روی هر سه محیط نام بلرده بلود. 

سویه باکتریایی منتخب با استفاده  8بررسی کمی فعالیت آنزیمی 

کارگیری سوبسترای اختصاصلی  از تکنیک اسپکتروفتومتری و به

نانوملتلر انلجلام شلد.  813پارانیتروفنیل استات در طول موج 

های منتخب با اثلر بلر  های لیپازی تولیدشده توسط سویه آنزیم

روی سوبسترای اختصاصی پارانیتروفنیل استات آن را هیدرولیز 

و به پارانیتروفنول و استات تبدیل کردند. پارانیتروفنلول دارای 

باشد. هر چه میزان پارانیتروفنول آزادشده بیلشلتلر  رنگ زرد می

تر خواهد بود کله ایلن املر  باشد رنگ زرد ایجادشده پررنگ

دهنده بالا بودن فعالیت آنزیم است. نتایج به دست آمده از  نشان

های لیپازی منتخب در تحقیق حاضر  سنجش کمی فعالیت آنزیم

بلود و ایلن  12بیانگر بالاترین مقدار فعالیت آنزیمی در سویه 



 فرزانه کریمیان و همکاران .  L26تورنجینسیس باسیلوسشناسایی مولکولی و بهینه سازی شرایط تولید آنزیم لیپاز  .1382ها، سال دوازدهم شماره سوم پاییز  دنیای میکروب

 

275 

های مشلابله  سویه به عنوان سویه برتر برگزیده شد. در پژوهش

 1383( و همکاران در سلال Moradiشده توسط مرادی ) انجام

  بلاسلیلللوس سلرئلوسفعالیت آنزیم لیپاز جداسازی شده از 

 (Bacillus cereusبا استفاده از پارانیتروفینیل پالمیتات به )  عنوان

کارگیری تکنینک اسپکتروفتومتلری  سوبسترای اختصاصی و با به

 (. 12گیری گردید ) نانومتر اندازه 813موج  در طول 

گلیلری  نلیلز انلدازه 2338( و همکاران در سال Torresتورز )

باسلیلللوس للکلیلنلی فعالیت آنزیم لیپازی جداسازی شده از 

( را با استفاده از سوبستلرای Bacillus licheniformis)  فورمیس

اختصاصی پارانیتروفنیل استات و تکنیک اسپکتروفتوملتلری در 

تریلن علواملل  (. از مهم11)   نانومتر انجام دادند 833موج  طول

 توان به دملا، تأثیرگذار بر روی فعالیت و پایداری آنزیم لیپاز می

pH های فلزی اشاره کرد؛ بنابراین در ایلن پلژوهلش  و کاتیون

ترین شرایط به منظلور افلزایلش  منظور دست یابی به مناسب به

سازی انجام گردید. بیلشلتلریلن  پایداری و فعالیت آنزیمی بهینه

و بله  pH  2/8درجه سلسیوس،  82پایداری و فعالیت در دمای 

های کلرید سدیم ، کلرید کلسیم ، کلرید  ترتیب در حضور نمک

پتاسیم ، کلرید منیزیم ، سولفات روی و کلرید منگنز به دسلت 

های یادشده به گلرملا  آمد که این امر بیانگر مقاومت نسبی آنزیم

ها در شرایط قلیایی بلود. هلملچلنلیلن آنلزیلم  و پایداری آن

های فلزی منیزیم، منگنز و روی  شده نسبت به کاتیون استخراج

های سدیم، کلسیم  حساسیت بالایی نشان داد. اما در حضور یون

دهنده  تواند نشان و پتاسیم پایداری بیشتری داشت که این امر می

ها در جایگاه فعال آنزیم باشد. چرا که بعضی از  حضور این یون

 EDTAلیپازها در حضور عوامل شلات کننده فلزات ملانلنلد 

( Tripathiدهند. در بررسی تریپادی ) می  فعالیت خود را ازدست

، نیز بیشترین فعالیت هیدرولیتیک لیپاز 2318و همکاران در سال

 83( در دمای Mycobacterium)   مایکوباکتریومشده از  استخراج

 (.  28مشاهده گردید ) pH 2/8درجه سلسیوس و 

، نلیلز 2311( و همکاران در سلال Padmapriyaپادماپاریا )

 ای از آملده از جلدایله دسلت بیشترین فعالیت آنزیم لیپاز بله

مشاهده   8pHدرجه سلسیوس و  83را در دمای   لاکتوباسیلوس

بلاسلیلللوس ( و هلملکلاران Sharma(. شلارملا )21کرد )

 88( را در دمای Bacillus methylotrophicus)  متیلوتروفیلوس

(. سپس شناسایلی 27مشاهده نمودند ) 7pHدرجه سلسیوس و 

و تعیین تواللی ژن  PCRبا استفاده از روش  12مولکولی سویه 

16S rRNA   بلاسلیلللوس انجام شد و سویه یاد شده به عنلوان

ای جدید است بلرای اوللیلن بلار  که سویه L26  تورنجینسیس

سازی و استفاده از این آنزیلم  شناسایی و معرفی گردید.  خالص

در صنایع غذایی در دست بررسی است. این نتایج قابلیت بالای 

آنزیم جداسازی شده در این تحقیق را به منظور اسلتلفلاده در 

 . دهد صنایع مختلف از جمله صنایع غذایی نشان می

 

 ن یجه  یری          

جداسازی شده از   L26باسیلوس تورنجینسیس سویه باکتریایی 

پساب خروجی کارخانه روغن نباتی گلبهار اصفهان بله دللیلل 

هلای کشلت  های لیپازی با قطر زیاد بر روی محیلط ایجاد هاله

آگار و اگ یولک آگلار و  23-انتخابی تریبوتیرین آگار، توئین

علنلوان  های کملی بله داشتن فعالیت آنزیمی مناسب در ارزیابی

سویه لیپولیتیک برتر در تحقیق حاضر معرفی شد. سپس فعالیت 

شده تلوسلط ایلن  و پایداری آنزیم لیپازی خارج سلولی ترشح

سازی نشان داد کله  سازی گردید. همچنین نتایج بهینه سویه بهینه

آنزیم لیپازی این سویه در شرایط قلیایی و دمایلی ملخلتلللف 

پایداری نسبی دارد. همچنین پایداری خلوبلی را در حضلور 

رو انجام آزمون های تکمیلللی  های فلزی نشان داد. ازاین کاتیون

به منظور استفاده کاربردی از آنزیم لیپاز این جدایه پلیلشلنلهلاد 

 .شود می
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Abstract 

Background & Objectives: Lipases are important hydrolytic enzymes produced by various  

microorganisms such as bacteria. This enzyme is applied in various industries including food and 

pharmaceutical industries. This study aimed to isolate and identify lipase-producing bacteria from 

various sources to use in different industries. 

Materials & Methods: Sampling and screening of lipase- producing bacteria were carried out from 

wastewater and soils of Habib-abad refinery, wastewater and slugs of Golbahar oil factory, 

sheep’s tail fat, and sesame meal. To evaluate the enzymatic activity, bacterial isolates were  

cultured in lipid-based media, where the supernatant was used for the next assay. A quantitative 

assessment of enzymatic activity was performed using a spectrophotometer, in the presence of  

para-nitrophenol acetate at the temperature of 28°C. The identification of bacterial isolates was 

carried out by macroscopic, microscopic and molecular analysis. 

Results: Screening bacterial isolates and the results of enzymatic activity assays showed strain 31 

as the superior one. Molecular analysis results identified this strain as Bacillus thuringiensis L26. 

The highest enzymatic activity and stability were obtained at the temperature of 48°C, pH value of 

8.5, and in the presence of sodium chloride, calcium chloride, potassium chloride, magnesium 

chloride, zinc sulfate, and manganese chloride, respectively. 

Conclusion: Our results showed the stability of tested lipase enzymes under alkaline conditions 

and the presence of different cations. Therefore, further complementary tests are recommended o 

assess practical uses.  
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