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تخميري با از براث Aspergillus nigerتوسط قارچ استخراج آنزيم ليپاز توليدي 
استفاده از سيستم دو فازي آبي

  1عليزادهصاحبه ، *،1غلام خياطي

، ايرانرشت ،گيلان، دانشگاه فني و مهندسي دانشكده ،گروه مهندسي شيمي. 1

چكيده   مشخصات مقاله
:تاريخچه مقاله

92 يد 5: دريافت
93 آذر 15: دريافت پس از اصلاح

93بهمن  15: پذيرش نهايي

يهـا  ميآنـز عمـده در صـنعت بيوتكنولـوژي، تخلـيص پـروتئين و       يها چالشيكي از 
هدف از اين. مطلوب از مجموعه بيومولكولهاي موجود در سوسپانسيون تخميري است

سيستم دوفازي. باشد يمدوفازي آبي  يها ستميستحقيق جداسازي ليپاز با استفاده از 
در. از بيومولكول ها اسـت  ييها مخلوطآبي روشي ارزشمند براي جداسازي و تخليص 

دوفـازي آبـي مختلـف شـامل پلـي اتـيلن گلايكـول بـا وزن يها ستميساين تحقيق 
پتاسيم براي - تارتارات سديم اگزالات پتاسيم و يها نمكو  8000و  4000مولكولي 

بررسـي پـس از  . استخراج ليپاز از سوسپانسيون تخميري مورد آزمايش قـرار گرفتنـد  
راج ليپـاز شـاملعملياتي براي استخ شرايطسيستم، بهترين بر  رگذاريتأث يپارامترها

درصد وزني اگـزالات پتاسـيم و 5/19و  4000درصد وزني پلي اتيلن گلايكول  5/17
در ايـن. تعيـين گرديـد   pH=5درصد وزني به وزني سوسپانسيون تخميـري در   2/10

و59/17ص يخلت، فاكتور  93/84، درصد بازيابي آنزيم 29/1ضريب جداسازي شرايط 
.بدست آمد 22/22فعاليت ويژه آنزيمي 

.حقوق ناشر محفوظ است

:كلمات كليدي
ليپاز

استخراج
سيستم دو فازي آبي
پلي اتيلن گلايكول
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مقدمه-1
آنزيم هاي گروه هيدرولازها بوده و عملكردء ليپازها جز

گلسيريد نامحلول به اسيدهاي اصلي آنها تبديل تري زيستي
مهمي هستند كه يها ميآنز آنها. باشد يمچرب و گليسرول 

سطح قابل توجهي از فعاليت و پايداري را در هر دو محيط آبي
از قابليت انجام ها ميآنزهمچنين اين . باشند يمو غير آبي دارا 

استريفيكاسيون، ترنس چندگانه مثل كاتاليزوري يها واكنش
در ميان. كاسيون و غير استريفيكاسيون برخوردارنداستريفي

نيتر مهمليپولتيك از  يها ميآنز كل توليدات آنزيم در جهان،
در صنعت بوده و كاربرد وسيعي در صنايع ها ميآنزگروه 

ي هيتصفكاغذ سازي،  مختلف ازجمله صنايع غذايي، چرم و
پزشكي و يها حوزه، )تجزيه و حذف مواد روغني( فاضلاب

.]1 [ كاربرد دارند دارو سازي
به عنوان ميكروارگانيسم هاي يا گستردهبه طور  ها قارچ

توليداز . رنديگ يممورد استفاده قرار  توليد كننده آنزيم ليپاز
گونهبه  توان يمدر اين بين  شناخته شده ميكروبي يها كننده

.]2- 4[اشاره كرد  آسپرژيلوس جنس هاي مختلف
متداول سنتي يها روشليپاز ميكروبي با استفاده از 

،با جداسازي جزئي و بازيابي كم مانند ترسيب يا كروماتوگرافي
فرآيند تخليص اين آنزيم شامل مشكلات. شود يمتخليص 

زياد ناشي از پيچيدگي مخلوط پروتئيني و نياز به حفظ
.] 5[ باشد يمفعاليت آنزيمي 

سيستم فرآيند تخميري، رشدگام مهم در طراحي هر 
موثر جداسازي و تخليص محصولات يها روش ،مناسب

كه اكثر بيومولكول ها دامنه پايداري از آنجا.  استمطلوب 
درجه حرارت، فشار اسمزي، ،pHبسيار كمي در برابر تغييرات 

اختصاصي سازگارانتخاب روش  ؛دارند... سطحي وبار 
در بين. استمهم  وبرانگيز  چالشجداسازي و تخليص 

،هاي جداسازي محصولات فرآيندهاي شيمياييفرآيند
به. شود يممناسب محسوب  يمايع راهكار -استخراج مايع

از يك مايع، با انتقال اجزاء خاص -طور كلي، استخراج مايع 
در يكديگر نامحلول يا فازهااين . شودفاز به فاز ديگر انجام مي

اما استخراج. دارندبا هم قرار  نيمه محلول هستند و در تماس
آلي يها حلالبا به كارگيري  مايع كه در صنعت و -مايع 

براي بازيابي محصولات فرآيندهاي زيستي شود يمانجام 
بيومولكول هايي مانند پروتئين به اندازه نيست زيرامناسب 

آلي قابل انحلال نيستند و احتمال از بين يها حلالكافي در 
بايدفازي آبي  دو يها ستميسبنابراين . جود داردو ها آنرفتن 

.]6[ دنجايگزين سيستم آب و حلال آلي شو

فازي آبي شامل دو پليمر ناسازگار، يك دو يها ستميس
آبي يها محلوليا مواد فعال سطحي در  پليمر و يك نمك و

به وجودرا فازي آبي محيطي خاص  سيستم دو. باشد يم
يها مولكولكه منجر به جداسازي  بيومولكول ها يا  آورد يم

از هر دو يا عمدهاز آنجا كه بخش . شود يم هدف در يك فاز
اين ساختار ذاتيابربن استشامل آب  %)80-%85(فاز 

استخراج با استفاده از سيستم. شود يمبيومولكول ها حفظ 
مراحل متعددراي دوفازي آبي جايگزين بسيار مناسبي ب

به.  باشد يم... پايين دستي مانند تصفيه ، تغليظ و يهانديفرآ
و گردد يمعلاوه انتقال جرم تعادلي به سادگي حاصل 

فازي آبي سيستم دو. شود يمجداسازي به سرعت انجام 
يها كشتو در  قابليت استفاده در مقياس صنعتي بزرگ

پليمر و -دوفازي آبي پليمر يها ستميس. درا دار پيوسته
متداول استخراج يها روشنمك نسبت به -پليمر يها ستميس
به طورو از آنها  ]7[بيشتري دارند يها تيمزآلي  يها حلالبا 

زيستي يها مولكولساير و  پروتئينگسترده براي جداسازي 
.]8-9[شده است  استفاده

و PEGهدف به وزن مولكولي  يها نيپروتئجداسازي 
اجزاي تشكيل دهنده سيستم دوفازي آبي بستگي دارد زيرا
اين پارامترها از طريق تغيير ميزان برهمكنش هاي آب گريزي
كه به برهمكنش بين پلي اتيلن گلايكول و نواحي آب گريز

تأثير ها نيپروتئتفكيك  بر، شود يممربوط  ها نيپروتئ
يها ستميسزيستي در  يها مولكول كيتفك .]10[ گذارند يم

،pHاز عواملي چون  متأثرهمچنين تا حدودي دو فازي آبي 
و نوع زيستي يها مولكول غلظت و، اندازه خواص سطحي دما،

انتخاب غلظت مناسب نمك از. ]9[ است و نمك پليمر
دو يها ستميسدر  ها نيپروتئفاكتورهاي جداسازي  نيتر مهم

موجب تواند يمافزايش غلظت نمك تا حدي . فازي آبي است
كاهش حجم آزاد موجود در فاز نمكي شده و باعث حركت

بالاي يها غلظتدر . به سمت فاز پليمري شود ها نيپروتئ
در ها نيپروتئآن موجب ترسيب  salting outنمك خاصيت 

ضريب جداسازي و درصدلذا  گردد يمفصل مشترك دو فاز 
ين انتخابابنابر. ابدي يمبيومولكول هاي هدف كاهش استخراج 

باشد يمدرصد مناسب غلظت نمك از اهميت بالايي برخوردار 
]11[.  

توليدي ليپازتفكيك و تخليص آنزيم  اين پژوهش در
سيستمتوسط  تخمير آبگوشتاز  Aspergillus nigerتوسط 

آلي اگزالات و تارتارات يها نمكانواع با استفاده از  فاز آبي دو
نوع سيستم دوفازي،مانند  مختلفپارامترهاي  ريتأث. شد انجام
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 مورد بررسي قرار ....، غلظت نمك و pHحجم فازها، نسبت  
چنين سيستم دوفازي آبي در خصوص  يها داده. گرفت

پيشتر  A.nigerتوليد شده از قارچ جداسازي آنزيم ليپاز 
  . گزارش نشده است

  

  ها روشواد و م -  2
 :مواد شيميايي -2-1

با بالاترين درجه  مورد استفادهمواد شيميايي  كليه 
سازمان  از Aspergillus nigerقارچ . خلوص تهيه شدند

  . تهيه شد  (IROST) علمي و صنعتي ايران يها پژوهش
  

  :تخمير شرايط -2-2
گرم  2پيش كشت آبگوشت مغذي حاوي براي تهيه  

گرم  5گرم عصاره گوشت و  1گرم پپتون ،  5عصاره مخمر، 
NaCl  ور غوطهتخمير فرايند . يك ليتر آب مقطر اضافه شدبه 

ميلي ليتري با  250در فلاسك هاي جهت توليد آنزيم ليپاز 
متشكل از ساكاروز ( Czepek-dox mediaمحيط كشت حاوي 

g/L 30 نيترات سديم ،g/L 5/2 دي پتاسيم فسفات ،g/L 1 ،
و سولفات  g/L 5/0، كلريد پتاسيم g/L 5/0سولفات منيزيم 

درصد وزني به حجمي از روغن زيتون  1/0با ) g/L 01/0آهن 
پس از استريل سازي محيط . انجام شدالقاء كننده  به عنوان

قارچ  تلقيحمايه ، ) دقيقه  15 به مدت C °121تحت شرايط (
 48بعد از . شد به آن اضافه) ليتر هر دراسپور  107 داراي(

 rpmبا تكانش  C °30در دماي محيط گرمخانه گذاري  ساعت
 دور در دقيقه 10000در  توده قارچي توسط سانتريفوژ، 150
به روئي محلول صاف شده . ]12[ شد جداسازي دقيقه 10 طي

جهت جداسازي در سيستم دوفازي خام  آنزيميمحلول  عنوان
  . مورد استفاده قرار گرفت

  
  :ها شيآزماروش انجام  -2-3

 15 سانتريفيوژ يها لولهدر  آبيفاز  دو يها ستميسهمه 
محلول پلي  نمكي و يها محلول از حجم برابر باي ميلي ليتر

 به منظور بررسي اثر. تهيه گرديدند)  PEG( اتلين گليكول
از  بر چگونگي جداسازي ليپاز و نوع نمك  PEGمولكولي وزن
اگزالات  يها نمكمحلول ، در سيستم دوفازي آبي تخمير براث

با محلول پلي اتيلن گليكول  تارتارات سديم و پتاسيمو  پتاسيم
با تركيب درصد مشخص  8000و  4000با وزن مولكولي 

  . مخلوط شدند )1 جدول(
ر ه( پس از افزودن مقدار مناسب از محلول آنزيم توليدي

ميلي  46/17ميلي ليتر از براث تخميري عاري از سلول حاوي 
لوله ، )U/mg 41/4گرم پروتئين با فعاليت ويژه آنزيمي 

توسط  هاتكان داده شد سپس فاز به شدتسانتريفيوژ 
جداسازي  دقيقه 10دور بر دقيقه طي  4000سانتريفوژ در 

عيين نسبت حجمي، ت به منظورفازها ،  يجداي زپس ا. شدند
با  فاز بالا و پايين از نمونه. حجم هر فاز اندازه گيري شد

كوتاه و بلند به  سرسوزنبا  پلاستيكي يك سرنگ استفاده از
 و غلظت در نهايت آناليز فعاليت آنزيمي. دقت كشيده شد

  . مورد هر نمونه انجام شددر پروتئين
  

  دوفازي يها ستميستركيب درصد اجزاء  )1(جدول 
  ليپاز ميآنزاسازي جدبراي 

درصد وزني به   نوع سيستم
  وزني پليمر

درصد وزني به 
  وزني نمك

PEG4000 +  
  5/12  2/18  پتاسيماگزالات 

PEG8000 +  
  5/12  2/18  اگزالات پتاسيم

PEG4000 +  
  8/14  1/18  تارتارات سديم

PEG8000 +  
  8/14  1/18  تارتارات سديم

 

 ها ميآنزدر جداسازي مهم  يها چالشيكي از كه از آنجا 
فازي آبي، تعيين سيستم مناسب  دو يها ستميساستفاده از در 

بين چهار سيستم ز ابتدا الذا  براي استخراج آنزيم است
PEG4000+ ،اگزالاتPEG8000+ ،اگزالاتPEG4000+ 
رتارات، سيستم دوفازي مناسب انتخاب تا+PEG8000 تارتارات،
سپس جهت بررسي تعيين شرايط بهينه فرايند . گرديد

 pHاستخراج، پارامترهائي نظير اثر غلظت نمك، ميزان آنزيم، 
كليه آزمايشات . ه قرار گرفتو نسبت حجمي فازها مورد مطالع

  . درجه سانتيگراد با سه بار تكرار انجام شد 25در دماي 
  
  : آناليز يها روش -2-4

 با روش اسپكتروفتومتري اندازه گيري فعاليت آنزيم ليپاز
 انجام شد  (pNPP)با استفاده از پارا نيترو فنيل پالميتات

 ميلي مولار 3/14براي اين منظور يك حجم از محلول . ]13[
حجم  9با ) محلول در ايزوپروپا نول(پارا نيترو فنيل پالميتات 

، حاوي Tris-HClميلي مولار  pH  (100= 7( محلول بافري 
) وزني به حجمي(درصد 25/0ميلي مولاركلسيم كلريد و   20

ميلي ليتر از محلول  5/3سپس . پلي ونيل الكل مخلوط گرديد
نزيمي جهت انجام واكنش به ميكروليتر محلول آ 200فوق با 
درجه سانتيگراد گرمخانه گذاري  35دقيقه در دماي  20مدت 

در نهايت ميزان پارا نيترو فنل آزاد شده از واكنش آنزيم و . شد
اساس ر ب. نانومتر اندازه گيري شد 410سوبسترا در طول موج 
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آنزيمي است  ، مقدار)U/ml(تعريف يك واحد فعاليت آنزيمي 
ومول پارا نيترو فنل را در هر دقيقه تحت شرايط كه يك ميكر

  .فوق توليد كند
 با استفاده از ]14[ برادفورد به روش ها نيپروتئ غلظت

جذب  .اندازه گيري شد استاندارد سرم آلبومين گاوي به عنوان
ميلي ليتر  5/0ميلي ليتر از معرف بيوره و  5/4محلول حاوي 

درجه  25گذاري در دماي دقيقه گرمخانه  30نمونه پس از  از
مقدار  .نانومتر اندازه گيري شد 540 سانتيگراد در طول موج

  . گزارش گرديد(mg/ml) ر حسب بپروتئين 
، )Kp(پروتئين  تفكيك ضريب شامل چند پارامتر با نتايج

، درصد استخراج آنزيم )Ke(تفكيك فعاليت آنزيمي  ضريب
)Y(فاكتور تخليص ، )PF ( و فعاليت ويژه)SA( سيستم در-

   .]15[ شدندتحليل زير تعريف و  به صورت فاز آبي  دو هاي
)1(  Kp = Cp,t / Cp,b   

Cp,t  و Cp,bپائين و  بترتيب غلظت پروتئين در فاز بالا
  .هستند

)2(  K e = A t / A b  

At  و  Ab را پائين و  فعاليت آنزيم ليپاز در فاز بالا بيبه ترت
  .دهند يمنشان 

)3(  
)1)((

100
(%)

1 
 

eRK
Y  

نسبت حجم فاز غني از  به صورت) R( نسبت حجمي فازها
حجم فاز (به حجم فاز غني از نمك ) حجم فاز بالا(پليمر 
  . گردد يمتعريف ) پائين

)4(  PF t = SA t / SA i 

SA t  وSA i فعاليت ويژه آنزيم در فاز بالا و محلول  بيبه ترت
 نسبت فعاليت آنزيمي به غلظت پروتئين در. اوليه آنزيمي است

 . شود يم ي ناميدهفعاليت ويژه آنزيم نمونه

  
  نتايج و بحث  -  3

ي توسط دبراي جداسازي آنزيم ليپاز توليحاضر تحقيق در 
پلي اتيلن (فازي پليمر  از سيستم دو Aspergillus niger قارچ

در (نمك به دليل مزايايي مانند ويسكوزيته كم  -)گليكول 
در مقايسه ( زيناچو هزينه ) پليمر- پليمر يها ستميسمقايسه با 

استفاده ) با پليمرهايي مانند پلي پروپيلن گلايكول و دكستران
 باشند يمكه داراي گرانروي بالا  استفاده از پليمرهايي. شد

موجب كاهش شديد فعاليت آنزيم ليپاز در فاز غني از پليمر 
اگزالات پتاسيم و  يها نمكاز آنجا كه . ]10[ شود يم

  
+  PEG4000) 1(دوفازي آبي  يها ستميساثر نوع  -  1ل كش

) 3(نمك اگزالات پتاسيم، +  PEG8000) 2(نمك اگزالات پتاسيم ، 
PEG4000  + ، 4(نمك تارتارت سديم و پتاسيم (PEG8000  + نمك

ص آنزيم يلتختارتارت سديم و پتاسيم بر فعاليت ويژه و فاكتور 
  ليپاز استخراجي از سوسپانسيون تخميري

  

آلي بوده و نسبت به  يها نمكتارتارات سديم پتاسيم جزء 
سولفات و  يها نمكمتداولي كه معمولا شامل  يها ستميس

. كمتر بررسي شده بودند، انتخاب گرديدند باشند يمفسفات 
به دليل حفظ  ها ميآنزآلي در جداسازي  يها نمكاستفاده از 

ماهيت پروتئيني آنزيم و كمك به ايجاد پيكره بندي باز آنزيم 
آنزيمي و در نتيجه حفظ ميزان  فعال يها گاهيجاو حفظ 

   . ]16[ باشد يمفعاليت آنزيمي مورد توجه 
 
تأثير نوع سيستم دوفازي بر ميزان استخراج   -3-1

  نزيم
فازي آبي بر فعاليت  دو يها ستميستأثير نوع  1 شكل

نمكي  يها ستميسص آنزيم ليپاز در يلتخويژه و فاكتور 
 .دهد يمپتاسيم را نشان و ديم ساگزالات پتاسيم و تارتارات 

نتايج نشان داد كه با افزايش وزن مولكولي پليمرها، 
  . پارامترهاي فوق كاهش يافتند

 ها نيپروتئ) آب پوشي( موجب افزايش هيدراتاسيونخود 
رفتار  PEGهمچنين با افزايش زنجيره پليمري . ]18[ شود يم

با افزايش وزن مولكولي  بنابراين. ابدي يمآبگريزي آن افزايش 
بايد توجه نمود كه  .ابدي يمپليمر ضريب جداسازي كاهش 

خيلي كم نيز توصيه مولكولي  يها وزنبا  استفاده از پليمرهايي
حد وزن مولكولي پليمر، ساير ز زيرا با كاهش بيش ا گردد ينم

، در ابندي يمدر فاز پليمري تجمع ) غير از آنزيم ( ها نيپروتئ
دشوار  ها نيپروتئسازي و تخليص آنزيم از ساير نتيجه جدا
كه در سيستم شامل نمك اگزالات ا از آنج .]17[ خواهد شد

، ضريب جداسازي ساير  8000پتاسيم و پلي اتلين گليكول 
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نسبت به آنزيم افزايش يافت بنابراين فاكتورهاي  ها نيپروتئ
ص آنزيم نسبت به ساير يخلتفعاليت ويژه آنزيمي و فاكتور 

به ). 1شكل (پيدا كرد در اين سيستم كاهش  ها نيپروتئ
سيستم نمك اگزالات پتاسيم و تحقيق، در ادامه  همين دليل

انتخاب  4000گليكول با وزن مولكولي  پليمر پلي اتيلن
  . گرديد

  
  ميزان استخراج آنزيم ليپازر اثر غلظت نمك ب -3-2

براي بررسي اثر غلطت نمك بر ميزان استخراج آنزيم 
ليپاز در سيستم دوفازي آبي حاوي نمك اگزالات پتاسيم و 

PEG 4000  درصد وزني  28تا  16، غلظت محلول نمكي از
نشان داد كه با افزايش غلطت نمك  نتايج. داده شدافزايش 

  ). 2شكل (شود كم ميدرصد استخراج آنزيم به طور محسوسي 
زايش غلظت نمك در فاز پايين روي برهمكنش هاي اف

وقتي كه . گذارد يمو فاز پليمري تأثير  ها نيپروتئآبگريز 
حاكي از ضريب جداسازي آنزيم در فاز پليمري بيشينه باشد 

توازن خوبي بين آب گريزي پليمر و خاصيت آن است كه 
salting out آنجا كه يون هاي نمك با ز ا. نمك وجود دارد

با  ،برهمكنش دارند ها نيپروتئمخالف ر باردار با با يها گروه
يوني موجب دهيدراته  يها گروهاز  دوتايي يها هيلاتشكيل 

اين خاصيت . شوند يم ها نيپروتئ) حذف مولكول آب( شدن
باعث  ها نيپروتئآب پوشي يون هاي نمك و دهيدراته كردن 

   .]19[ شود يم ها نيپروتئگسترش نواحي آب گريز 
  

بار حجمي سوسپانسيون آنزيمي بر  ريتأث -3-3
  استخراج ليپاز

حجمي سوسپانسيون آنزيمي اضافه شده به ر تأثير با
فازي در استخراج و تخليص محصول هدف حائز  سيستم دو

ميزان بار حجمي سوسپانسيون آنزيمي اضافه . باشد يماهميت 
فازي  يها نسبتشده به سيستم دوفازي نه تنها موجب تغيير 

 بلكه موجب تغيير در رفتار ماكرومولكولهاي تشكيل دهنده دو
 يها نيپروتئبنابراين موجب تغيير رفتار تفكيك پذيري  وفاز 

ميزان سوسپانسيون  تأثير 3 شكل .]20[ شود يم نيز هدف
آنزيمي اضافه شده را بر استخراج ليپاز در سيستم دوفازي آبي 

  . دهد يمنشان 
افزايش بيش از حد مقدار آنزيم ليپاز و ساير اجزاي 

موجب تغيير نسبت  تواند يمموجود در سوسپانسيون تخميري 
. فازي آبي شود دو يها ستميسحجمي دو فاز و كاهش كارايي 

در اين تحقيق مقادير مختلفي از سوسپانسيون آنزيمي  به 
 يها محلولفازي حاوي درصدهاي يكساني از  دو يها ستميس

  
ليپاز در آنزيم  استخراجدرصد اثر غلظت نمك بر  -  2 شكل

  نمك اگزالات پتاسيم+  PEG4000دوفازي آبي  يها ستميس
  

  
تأثير بار حجمي سوسپانسيون آنزيمي بر راندمان  - 3 شكل

دوفازي آبي  يها ستميسدر ليپاز آنزيم تخليص استخراج و فاكتور 
PEG4000  +نمك اگزالات پتاسيم  

  
نشان داد  ها يبررساضافه شد و  نمكي يها محلولپليمري و 

نتايج بهتري براي جداسازي %  2/10كه در ميزان بار حجمي 
  ).3 شكل(آنزيمي حاصل شد 

  
  ميزان استخراج آنزيمر ب pHاثر  -3-4

 pHبر ميزان استخراج آنزيم،  pHتأثير  مطالعهبراي 
و نمك اگزالات پتاسيم در  PEG4000سيستم دو فازي پليمر 

 pHنتايج نشان داد كه با افزايش . شد تنظيم 9تا  5محدوده 
ضريب جداسازي آنزيمي كاهش و ضريب جداسازي  9تا  5از 

  ). 4 شكل(پروتئين افزايش يافت 
آنزيم ليپاز ، pHاين بدان معني است كه با افزايش 

كه ساير حاليدر . در فاز غني از نمك تجمع يافتي بيشتر
بيشترين  =5pHدر . يافتنددر فاز غني پليمر تجمع  ها نيپروتئ

 حاصلمقدار فعاليت ويژه آنزيمي و همچنين گزينش پذيري 
فازي  دو يها ستميسبراي  pHلذا اين ). 5 شكل(گرديد 

. مناسب تشخيص داده شد شده استخراج آنزيم ليپاز توليد
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 يها ستميسدر  و پروتئين آنزيمضريب جداسازي بر  pHتأثير  - 4 شكل

  پتاسيم نمك اگزالات+  PEG4000دوفازي آبي 

  
در ليپاز  آنزيمگزينش پذيري و فعاليت ويژه بر  pHتأثير  - 5 شكل
  اگزالات پتاسيم نمك+  PEG4000دوفازي آبي  يها ستميس

  

  
ليپاز و  آنزيمضريب جداسازي بر حجمي فازها  نسبت ثرا – 6 شكل

نمك +  PEG4000دوفازي آبي  يها ستميسدر فاكتور تخليص 
  اگزالات پتاسيم

  
و همكاران در مورد   Giovanaنتايج مشابهي توسط

 در استخراج آنزيم ليپاز حاصل از مخمر pH بررسي اثر
Burkholderi acepacia  در  كه يبه طورارائه شده است

از فعاليت آنزيمي ليپاز حفظ % 80، 5-7بين  pHمحدوده 
. هاي بازي  فعاليت آنزيمي كاهش يافت pHگرديد و در 

 يها حالتتغيير در ايجاد ناشي از  بر آنزيم pHتأثير
 pH بنابراين باشد يممواد تشكيل دهنده سيستم يونيزاسيون 

   .]21[  گردد يممحسوب  ها ميآنزعامل مهمي در استخراج 
اگر ميكروارگانيسم ها در شرايط قليايي رشد كنند، آنزيم 

بهينه قليايي خواهد بود و اگر در شرايط  pHتوليد شده داراي
بهينه اسيدي  pHاسيدي رشد كنند آنزيم توليد شده داراي 

كلي پروتئين از آمينواسيدهايي  به طور .]19[ خواهد بود
بار مثبت يا  باردار با يها گروهتشكيل شده است كه داراي 

) اسيدي يا بازي يها گروهبرخورداري از بسته به (منفي 
آمينو اسيد بار خالص  يها گروههستند و مجموع بار الكتريكي 

محيط برابر با  pHدر صورتي كه . دهد يم تشكيلپروتئين را 
pH  يها گروهنقطه ايزوالكتريك باشد، مجموع بارالكتريكي 

يك محلول آبي  pHمقدار  اگر. آمينو اسيد معادل صفر است
حاوي پروتئين بالاي نقطه ايزوالكتريك باشد، پروتئين داراي 

. مثبت داردر بار منفي خواهد بود و در غير اين صورت با
سيستم بالاتر از نقطه ايزوالكتريك پروتئين هدف  pHچنانچه 

فرآيند استخراج تنظيم گردد، با برهم كنش الكتريكي بين 
منفي و پلي اتيلن گلايكول، استخراج بهتر ر پروتئين حامل با

ممكن است نتيجه  pHاما افزايش بيش از حد  شود يمانجام 
   .]22[  در پي داشته باشد معكوس
  

ميزان استخراج آنزيم ر اثر نسبت حجمي فازها ب -3-5
  ليپاز

براي بررسي اثر نسبت حجمي فازهاي تشكيل دهنده 
، 5/0حجمي مختلف  يها نسبتاستخراج آنزيم،  ستميس

 .گرفتر فاز مورد بررسي قرا از دو 5/1و   25/1، 1، 75/0
نتايج نشان داد كه با تغيير نسبت حجمي فازها ضريب 

  ). 6 شكل(  كند ينمجداسازي آنزيم تغيير چنداني 
تحت  ها نيپروتئكه رفتار تفكيك پذيري د بايد توجه نمو

زيرا تفكيك  .]23-24[ست تأثير نسبت حجمي دوفاز ني
اين حقيقت كه نسبت . كند ينمپذيري نسبي پروتئين تغيير 

ص استخراج آنزيمي را يخلت فاكتور تواند يمحجمي دو فاز 
كه با كاهش  استحائز اهميت  نظرتحت تأثير قرار دهد از اين 

بيش از حد نسبت حجمي مقدار فاكتور خلوص كاهش 
در  ها نيپروتئي برخ تقليبامر به دليل ترسيب و اين . ابدي يم

غني (ناشي از كاهش حجم فاز بالايي و فصل مشترك دو فاز 
زيرا با كاهش شديد حجم آزاد در فاز بالايي . است) از پليمر

لذا براي  .]15[ ابدي يمميزان ليپاز موجود در اين فاز كاهش 
بر ميزان استخراج آنزيم تنها  ارزيابي اثر نسبت حجمي دو فاز 

د بسنده نمود و پارامترهاي ديگري مانند به يك فاكتور نباي
ص و فعاليت ويژه آنزيمي نيز به طور همزمان بايد ليختفاكتور 
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مشاهده گرديد در  كه طور همان .]15[ در نظر گرفته شوند
مقدار فاكتور  نيشتريب 5/0فاز معادل  نسبت حجمي دو

در اين نسبت حجمي  و )6 شكل(ص آنزيمي بدست آمد يخلت
  . از سيستم دوفازي ميزان تخليص ليپاز بيشتر بوده است

  
  نتيجه گيري  -4

دوفازي  يها ستميدر س بيومولكول توزيع ياز بررسهدف 
 جداسازي بازدهي افزايش براي مناسب شرايط دستيابي به آبي

ملايمت  .استاز محيط تخمير  ها ميآنز خصوصاً بيومولكول ها
استخراج با  يها ستميسدوفازي آبي در مقايسه با  يها ستميس

اين مواد در  شود يم باعث مواد بيولوژيك به حلال آلي، نسبت
 يها افتهي .ندهند آسيب نديده و تغيير شكل اثر جداسازي

 يفاز دو يها ستميس فازي تركيبپژوهش حاضر نشان داد كه 
در اين تحقيق . دارند ليپاز آنزيم تفكيك داري بر ااثر معن آبي

لي سيستم دو فازي حاوي پلي اتيلن گلايكول با وزن مولكو
نمك اگزالات پتاسيم براي استخراج آنزيم ليپاز +  4000

مناسب  Aspergillus nigerحاصل از براث تخميري قارچ 
نتايج آزمايشگاهي نشان داد كه آنزيم ليپاز . تشخيص داده شد

داشته و  PEGغني از  تفكيك در فاز بهتمايل  به شدت
سيستم و نسبت حجمي فازي تشكيل  pHپارامترهائي نظير 

  . دهنده سيستم بر اين تفكيك اثر گذار هستند 
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ABSTRACT ARTICLE INFO 
Purification of a desired protein from fermentation broth 
containing a wide variety of biomolecules is one of the major 
challenges in the biotechnology industry. The aim of this 
work was partitioning of lipase using aqueous two phase 
systems (ATPS). ATPS has proved to be a valuable tool for 
separating and purifying mixtures of biomolecules. In this 
study, the various aqueous two phase systems containing poly 
ethylene glycol 4000, 8000 and potassium oxalate and 
sodium-potassium tartrate were examined for extraction of 
lipase from fermentation broth. The results show that, the best 
operating system was contained the 17.5%(w/w) 
PEG4000,19.5%(w/w) potassium oxalate , 10.2%(w/w) crude 
fermentation broth loading and pH=5, resulted in partition 
coefficient (Ke) of 1.29 ,enzyme activity recovery of 84.93% , 
purification factor of 17.59 and specific activity of 22.22. 
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