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حاصل از عفونتهاي  Pseudomonas aeruginosa HR59جداسازي آنزيم ليپاز از باكتري 
  Box-Behnkenسوختگي و بهينه سازي محيط كشت آن با استفاده از روش 

   2خسرو خواجهو  1*، بيژن رنجبر1نجمه هادي زاده شيرازي

  گروه بيوفيزيكدانشكده علوم زيستي، تهران، داشگاه تربيت مدرس، 1
  ، داشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه بيوشيميتهران2

  22/1/91: تاريخ پذيرش    8/9/89: تاريخ دريافت

  چكيده
و قيمت  طرف يك از بهداشتي و دارويي غذايي، صنايع باكتريايي در بخصوص ليپاز آنزيمهاي ليپوليتيك فراوان كاربرد به توجه با

اين آنزيم از يك منبع در دسترس و ارزان قيمت  توليد وليد آنزيم ليپاز باكتريايي،ت  مشكل رفع طرف ديگر، جهت از بالاي آن
از عفونت سوختگي   Pseudomonas aeruginosa HR59براي اين منظور سوش جديد . گرفته است قرار بررسي مورد

، غلظت روغن 80- ت توئينبراي چهار فاكتور غلظت كلسيم، غلظ  ن با استفاده ار روش سطح پاسخآجداسازي و شرايط كشت 
اين روش آماري نشان داده است كه زمان انكوباسيون بيشترين  از حاصل نتايج.  زيتون و زمان انكوباسيون بهينه سازي شده است

در نتيجه اعمال شرايط بهينه شده در محيط كشت باكتري . مثبت را بر ترشح آنزيم دارند تأثيرو غلظت روغن زيتون كمترين  تأثير
نزيم به حداكثر مقدار آ، ترشح )ساعت آنكوباسيون 72و  80-توئين V/V 0,4روغن زيتون،   V/V 1,5يلي مولار كلسيم، م 3(

  . خود مي رسد

 Box- Behnkenليپاز باكتريايي، عفونت سوختگي، بهينه سازي محيط كشت، روش آماري سطح پاسخ،  :يكليدواژه هاي 

Design (BBD)     
  ranjbarb@modares.ac.ir :پست الكترونيكي،  82882005: تلفننويسنده مسئول، * 

  مقدمه
آنزيم ليپاز يكي از انواع آنزيمهاي محلول در آب است كه 
هيدروليز پيوندهاي استري را در سوبستراهاي ليپيدي انجام 

اين آنزيمها قادرند پيوندهاي استري موجود . )20(مي دهد 
را به اسيدهاي  نهاآدر تري اسيل گليسرولها را شكسته و 

چرب و گليسرول تبديل مي كند به همين دليل آنها را 
تنها تفاوت آنها با استراز ها آن  .نوعي استراز مي دانند

است كه ليپاز ها قادرند سوبستراهاي بلند زنجير را نيز 
عملكردي آنزيمهاي ليپاز   لحاظاز . هيدروليز نمايند

خابگري فضايي علاوه انته سوبستراهاي متنوعي داشته و ب
 3،9،20،21،22،24،25( خوبي را از خود نشان مي دهند

بسياري از ارگانيزمها قادر به ترشح ليپازند اما در ميان . )33,
ليپازهاي ) 1: كه چرااهميت بيشتري دارند  باكتريهاآنها 
براي انجام فعاليت ) 2ي در حلالهاي آلي پايدارند،  يباكتريا

محدوده وسيعي از ) 3د،   ندارنانزيمي به كوفاكتور نيازي 
تخابگري فضايي ان) 4سوبستراها را پوشش مي دهند  و 

)Enantio selectivity (خوبي دارند )صنايع مختلفي . )22
ي را دارند كه از آن يت استفاده از ليپاز هاي باكترياقابلي

توان به صنايع توليد لوازم آرايشي، توليد دارو،  جمله مي
با . ) 18،19،32،34( شوينده ها اشاره كردمواد غذايي و نيز 

توجه به اهميت فراواني كه اين نوع انزيم در صنايع 
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گوناگون دارد توليد آن ضروري و مهم است اما به صورت 
 طبيعي باكتري توانايي اندكي براي توليد آنزيم دارد از اين

رو بايد با استفاده از روشهايي مانند تغيير در حلالها، 
ايي توليد اين تئين و يا روشهاي مولكولي توانمهندسي پرو

علاوه بر اين ليپازهاي . ) 23،35( دنزيم را افزايش داآ
باكتريايي اغلب آنزيمهايي ترشحي و خارج سلولي اند و به 

شرايط محيط و مواد  تأثيرهمين جهت به شدت تحت 
، ميزان نيتروژن، منابع كربني،  pHموجود در آن مانند دما، 

 ن هوادهي قرار مياع ليپيدها، يونها فلزي و ميزاوجود انو
در ميان اين فاكتورها، وجود منابع . )27،20،6( گيرند

كربني، و نيز القاء كننده هاي روغني از اهميت بيشتري 
خوبي در ه آنزيمهاي ليپاز باكتريايي ب. ) 31( برخوردارند

ن، نمكهاي صفراوي يحضور منابع روغني نظير روغن، توئ
از . ) 4،11،13،37( رول از باكتري ترشح مي شوندو گليس

مي از مراحل رشد تنظر باكتري شناسي، ليپاز در فاز لگاري
ن آباكتري ترشح مي شود به همين دليل دوره زماني ترشح 

با توجه به . )16( ر استيبين چند ساعت تا چند روز متغ
مي تواند ميزان ترشح  مطالب فوق، ساختار محيط كشت

قرار داده و در يك  تأثيرر نتيجه توليد آن را تحت آنزيم و د
ن را افزايش دهد به همين دليل به نظر آشرايط بهينه 

بهينه  براي رسيدن  ط كشترسد كه طراحي يك محي مي
طراحي محيط . نزيم ضروري استآبه هدف توليد حداكثر 

يندي وقت گير و پرهزينه آكشت در آزمايشگاهها اغلب فر
. )26(زمايشهاي متعدد نيز مي باشدآانجام است كه نيازمند 

روش عمومي براي طراحي يك محيط كشت بهينه، تغيير 
غلظت اجزاء تشكيل دهنده ان به صورت مجزا يا روش 

با اين روش تنها مي توان . يك عامل در يك زمان است
دست ه غلظت مناسب براي هر فاكتور را به صورت مجزا ب

محيطي گوناگون مي توانند ورد اما اين حقيقت كه عوامل آ
در تركيب با يكديگر اثرات يكديگر را تشديد و يا خنثي 

امروزه براي رفع اين . )37( كنند در نظر گرفته نمي شود
مشكل از روشهاي آماري و مهندسي محيط كشت مانند 

 RSM( Response Surfaceروش سطح پاسخ يا 

Methodology) روش  با استفاده از اين. استفاده مي شود
تعداد كمتري آزمايش مورد نياز بوده و براي سيستمهاي 

در اين روش رابطه ميان . چند فاكتوري نيز مفيد است
در اين . )7( فاكتورهاي گوناگون نيز در نظر گرفته مي شود

حالت، اثرات خطي و يا درجه دوم متغيرهاي مورد 
يا نقشه هاي توپوگرافي و مدل كانتور آزمايش، نمودارهاي 

به اين ترتيب تعيين مقادير . اسب را خواهند ساختمن
درجه اهميت هر كدام از انها به  زر و نييمناسب از هر متغ

  .)8( سادگي قابل تعيين و پيش بيني است

RSM  خود انواع گوناگوني دارد و به صورتهاي مختلفي
يكي از انواع آن، . ماري استفاده كردآمي توان از اين روش 

است كه يك طراحي درجه ) Box-Behnken )BBD روش
دو بر اساس طراحيهاي فاكتوريل ناقص سه سطحي است 

اين روش مي تواند مقدار پارامترها را در يك مدل .  )5(
درجه دوم تخمين زده ، طرحيهاي مورد نياز را ساخته و 

مقايسه بين . )12( مقدار پارامتر عدم تطابق را محاسبه كند
طراحي (  سطح پاسخاي و ساير طراحيه BBDطراحي هاي

نشان مي دهد كه ) مركب مركزي و يا فاكتوريل كامل
BBD زي و فاكتوريل از هر دو روش طراحي مركب مرك

  .)12( تر استمدآكامل بسيار كار

و در  رمعموليغ ي، منبعيسوختگ يعفونتها آنجاييكه از
 در است، ييايپاز باكتريد ليتول يبرا عين حال ارزان قيمت

 و  يمارستانيب يهايم از باكتريد آنزيمنظورتول به تحقيق اين

 اصلي محيط كشت براي مناسبي تركيب به شدن نزديك

. گرديد استفاده  Box-Behnken يروش طراح از باكتري
 تحقيق هر مراحل اوليه توانند جزء يم يامار ين روشهايا

 يافتن و متغيرهاي مهم روي تمركز آنها هدف .باشد

  .باشد مي تحقيق در متغيرها مؤثرترين

 روشها و مواد
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 Pseudomonas باكتري: مورد استفاده يو باكترمواد 

aeruginosa  شگاه ياز آزما تحقيق اين در استفاده مورد
 . ه شده استيت مدرس تهيدانشگاه ترب يشناس ياكترب

نوترينت بروث به عنوان پايه محيط كشت از شركت 
Liofilchem )ياز شامل رودامين و ساير مواد مورد ن) ايتاليا

B  تريتون ،X-100 پارانيتروفنل پالميتات ،)PNPP( ،
) آلمان(از كمپاني مرك  80-سولفات آمونيوم و تويين

 بافر استفاده شده براي اندازه گيري. شده است يداريخر
ميلي مولار  20عاليت آنزيم و خالص سازي جزئي  آنزيم ف

  .است)   6/8pH( اسيد كلريدريك -تريس

مشاهده فلورسانس نارنجي از : ي باكتري مولد ليپازشناساي
كلنيهاي ترشح كننده ليپار در محيط كشت حاوي رودامين 

B روش تشخيصي  تون به عنوان سوبسترايو روغن ز ،
براي اين . )30(است مناسبي براي شناسايي ليپاز باكتريايي

 درصد 5/2و   Bحجمي رودامين /حجمي درصد 1منظور، 
 8(ن زيتون به محيط كشت اصلي حجمي روغ/ حجمي

 10ليتر كلريد سديم و / گرم 4ليتر نوترينت براث، / گرم
در نتيجه ترشح آنزيم از . اضافه شده است) ليتر آگار/ گرم

ن در محيط كشت، روغن زيتون به آعاليت فباكتري و 
واحدهاي كوچكتر تجزيه شده و اسيد چرب حاصل از اين 

ساعت،  17پس از . هد شدمتصل خوا Bفعاليت به رودامين 
با طول ( كمپلكس حاصل، در برخورد با پرتوهاي فرابنفش 

فلورسانس نارنجي نشان خواهد  از خود) نانومتر 350موج 
از اين پديده براي شناسايي  ن مطالعهيدر ا .)38(داد

  .ي مولد ليپاز استفاده شده استباكتريها

العه رابطه فيلوژنيك ، بر اساس مط: ين سوش باكترييتع
 DNAه يته يبرا. )2(انجام شده است 16S rDNAتوالي 
ت ياز ك Pseudomonas aeruginosa HR59 يباكتر يژنوم

ن يدر ا. استفاده شده است) كايآمر(اژن يك DNAاستخراج 
 يمناسب برا ين الملليب يهايروش با استفاده از توال

Pseudomonas aeruginosa  16تنها ژنS rDNA ر يتكث

مورد استفاده در  ين الملليب يها يتوال. )10و  39( ابدي يم
  : ق عبارتند ازين تحقيا

Universal forward primer: (5´_AGT TTG ATC CTG 
GCT CAG_3´)  

Universal reverse primer: (5´-GGC/T TAC 
CTTGTT ACG ACT T_3´)  

فرمنتاز  DNAص يت تخليافته با كمك كير يتكث يتول
بر ) آلمان( SEQ-LABتوسط  نآ يو توال يخالص ساز

ك يلوژنيرابطه ف .ن شده استييتع ،يرشته توال هر دو يرو
 ين باكتريد دارد كه ايكأقت تين حقيد بر اين سوش جديا

 باشد يم Pseudomonas aeruginosaاز خانواده 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank) .يتوال HR59 16S 

rDNA  درGen Bank يابيبا شماره باز HQ424906   قابل
   .است يدسترس

، در يط كشت اصليدر مح HR59 يباكتر: يص جزئيتخل
كشت  RPM 180 يگراد و هواده يدرجه سانت 30 يدما

وژ،  با سولفات يفيط كشت خام پس از سانتريمح .داده شد
 و شده است يرسوب ده) اشباع درصد 60(وم يآمون

د ياس -سيمولار تر يليم 20رسوب حاصل در حداقل بافر 
ز شده ياليز دين بافر نيحل و با هم )pH 0/8 (ك يدريكلر

گراد  يدرجه سانت 4 يتمام مراحل فوق در دما .است
  .صورت گرفته است

 )PNPP(پارانيتروفنل پالميتات : مينزآت يسنجش فعال
تعيين  سوبستراي مناسبي براي )زوپروپانوليمحلول در ا(

 Assay ( تيدر محلول سنجش فعالنزيم ليپاز آفعاليت 

solution  (مي باشد )ش يم موجب افزاينزآت يفعال. )40
شود كه  يم) زرد رنگ( نانومتر  410جذب در طول موج 

م يت انزيجه فعاليدر نت ترو فنليپاران يل آزاد سازيبه دل
مولار بافر  يليم 20ت شامل يمحلول سنجش فعال .است
 20و  X-100تريتون  درصد 10ك، يدريد كلرياس –س يتر

تر يلكرويم 20، آغاز واكنش يبرا. است  PNPPميلي مولار 
 يليم كي ييمحلول سنجش با حجم نهابه پاز ناخالص يل
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آن در رات جذب يياطاق تغ يتر اضافه شده و در دمايل
مقدار .شده است يريگ نانومتر اندازه 410طول موج 

ترو يپارا ن(  PNPكرومول يك ميقه يدقك يكه در  يميانز
  . است يمينزآت يلفعا ك واحدي يدارا د كنديتول) فنل

شامل روش سطح پاسخ : ينه سازيش و بهيآزما يطراح
 يهاان فاكتوريشها است كه رابطه مياز آزما يمجموعه ا

كرده و پاسخ حاصل را اندازه  يابيش را ارزيزماآمورد 
شان داده است كه عوامل مطالعات ن .)41( كند يم يريگ

ثر ؤم ميو ترشح آنز يتواند بر رشد باكتر يم يگوناگون
 ييننده هاتوان به وجود القاء ك يباشد كه از آن جمله م

 يفلز يونهاير و يبلند زنج يمانند سورفكتانتها، سوبستراها
ر مقدار و قبلا با استفاده از روش تك متغي .)14(اشاره نمود
 Pseudomonasون براي باكتري ثر عوامل گوناگؤغلظت م

aeruginosa HR59 ان يدر م. اندازه گيري شده است
تون، روغن يسرول، روغن زيمختلف گل يفاكتورها

 يم و زمانهايوم، كلسيزي، من 80-نيافتابگردان، توئ
م، روغن يون كلسيون مختلف، چهار فاكتور يآنكوباس

ن بر يريشتر از سايون بيو زمان آنكوباس 80 -نيتون، توئيز
-Boxاز روش در مرحله بعد . ثر بوده اندؤم ميترشح انز

Behnken ط كشت يثر در محؤمطالعه اثر چهار جزء م يبرا
 يتريل يليم 100 يشها در ارلنهايآزما .استفاده شده است

 يجه سانتدر 30 يط كشت در دمايمح يس يس 20 يحاو
 يطراح. كشت داده شده اند RPM 180 يگراد و با هواده

تكرار در  5با  Box-Behnkenفاكتور  4-سطح-3ل يورفاكت
مورد  درجه دو يين پاسخ سطحتع يبرا ينقطه مركز

 يابيارز يون برايز رگرسيآنال .استفاده قرار گرفته است
ن يا يبرا. انجام شده است ج حاصليدقت و صحت نتا

در ) Y(ا پاسخ ير وابسته يم به عنوان متغيت انزيمنظور، فعال
ك مدل ين روش، يج ايبر اساس نتا. ه استنظر گرفته شد
پاسخ در نظر  ييشگويپ يبرا درجه دوم يچندجمله ا

به  )Y(هر پاسخ  يبرا يشنهاديمدل پ. گرفته شده است
  :بوده است 1صورت معادله 

Y = β0 + β1X1 +β2X2 + β3X3 + β4X4 + β22X2
2 + 

β33X3
2 + β44X4

2+ β12X1X2+ β13X1X3+ β14X1X4+ 
β23X2X3+ β24X2X4+ β34X3Xs                                   
)1(معادله       

، X1 ،X2، ثابت مدل β0شده،  ييشگويپاسخ پ Yن آكه در 
X3  

و  يضرائب خط β4و   β3, β2, β1مستقل،  يرهايمتغ X4و 
β33, β22, β11   وβ44 ضرائب درجه دو هستند.  

 افزارم نمودارها از نرم يون و ترسيز رگرسيآنال يبرا
Design-Expert Software (V. 8.0.4 Trail, 2010) 

فوق با  يرهاينه متغيمقدار و غلظت به. استفاده شده است
ز يانال. ن شده استييتع  كانتور ينمودارها يكمك بررس

 )ANOVA(انس داده ها يز واريمدل به شكل آنال يآمار
  .نشان داده شده است

كلسيم، روغن زيتون، جدول سطوح و كد انتخابي مربوط به  -1جدول 
و زمان آنكوباسيون استفاده شده براي طراحي آزمايش  80 -توئين

Box-Behnken.  

 واحد فاكتور فاكتورهاي مستقل
 سطوح كد گذاري شده

1-  0 1 

X1 mM 5/1  كلسيم  25/2  3 

X2 % V/V 25/1  روغن زيتون  87/1  5/2  

 Tween-80 X3 % V/V 2/0  3/0  4/0  

 X4 h 24 48 72  زمان انكوباسيون

  يريجه گيبحث و نت
طور كه قبلا گفته شد،  همان: پازيمولد ل يباكتر ييشناسا
دار،  Bن يرودام يتهايم در پلينزآت يجه فعاليدر نت

. )38( شود يده ميها ديدر اطراف كلن يفلورسانس نارنج
سودوموناس  ينمونه باكتر 91ن مرحله، ين در اوليابنابر
ن يان ايجدا شده كه در م يسوختگ يانوزا از عفونتهيآئروژ

 دادند يرا از خود نشان م يپازيت لينمونه فعال 48نمونه ها 
  ).1ر يتصو(
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نشر نور فلورسانس درنتيجه فعاليت ليپازي توسط )  a -1تصوير

  نمونه بدون فعاليت ليپازي) b. باكتري

براي ادامه تحقيق، يك نمونه كه فعاليت ليپازي بهتري از 
  .مي داد، انتخاب شده استخود نشان 

 : Pseudomonas aeruginosa HR59شناسايي سوش 
له ي، ميگرم منف يك باكتري HR59شده  يسوش جداساز

 يشناس يباكتر يبر اساس روشها. است يشكل و هواز يا
. ن سوش به جنس سودوموناس متعلق استي، ا)15(

د و يدر تول ييسزاه نقش ب يبوزومير RNA يمولكولها
زنده  يزمهايداشته و در تمام ارگان يباكتر ينهايوتئسنتز پر

ك يلوژنيف يطبقه بند يآنها برا يحفظ شده اند و توال
ن يبه هم .رديگ يمورد استفاده قرار م يها به خوبيباكتر

آن  يو توالتكثير يافته  يباكتر  16S rDNA منظور قطعه
جفت باز  1374طول اين قطعه تكثير يافته. تعيين شده است

براي جنس سودوموناس با  16S rDNAتواليهاي . است
 NCBIكمك سايت اينترنتي 

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov  ( با نرم افزار تهيه شده و
Clustal W )version 1.82 (شده اند با يكديگر مقايسه. 
 يگين همسايكتريك با استفاده از روش نزديلوژنيدرخت ف

ز درخت يو ن هايسه چندگانه تواليمقا. رسم شده است
به جنس  HR59ك نشان داده است كه سوش يلوژنيف

 16S rDNAبا  يتشابه توال% 99سودوموناس تعلق داشته و 
  .)2تصوير ( نوزا دارديسودوموناس آئروژ
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با استفاده از نرم افزار  Pseudomonas aeruginosa HR59باكتري  16srDNAرسم درخت فيلوژنتيكي توالي ريبوزومي  -2تصوير
ClustalW

ه يج اولينتا: (fitting the model) انطباق مدلو  يطراح
، روغن 80 - نيق نشان داده است كه توئين تحقيدر ا

م را يون ترشح انزيم و زمان انكوباسيون كلسيتون، يز
نشان داده شده  1طور كه در جدول  همان. دهد يش ميافزا

 1و  0،  - 1ن فاكتورها به صورت سه كد يمقدار ااست، 

اد در نظر يب كم، متوسط و زير به ترتيمقاد يبرا يبرا
 29ط كشت، يمح ينه سازيبه يبرا .گرفته شده است

شده كه اثر هر چهار فاكتور را در  يطراح Runا ي شيآزما
  ).2جدول (شود  يشامل م سطوح مختلف

در اين طراحي، فعاليت انزيم به عنوان پاسخ در نظر . دههمراه با پاسخهاي اندازه گيري شده و پيشگويي ش Box-Behnkenجدول طراحي  -2جدول 
  .گرفته شده است

 
Run 

 
Factor X1 

 
Factor X2 

 
Factor X3 

 
Factor X4 

يقيپاسخ حق  
A (U/ml) 

شده ييشگويپاسخ پ  A 
(U/ml) 

1 1-  0 0 1 6/17 6/17  

2 0 0 0 0 1/10 7/9  

3 0 0 0 0 10 7/9  

4 1 1 0 0 5/11 1/11  

5 1 0 0 1 6/25 5/25  

6 1 1 1 0 2/10 7/9  

7 1 0 1- 0 1/12 7/12  

8 1-  0 1- 0 2/5 1/5  

9 1 0 1 0 3/17 1/18  

10 1 1-  0 0 2/19 2/18  

11 0 1-  1 0 7/14 8/14  

12 0 1-  0 1- 7/3 8/3  

13 0 1-  0 1 1/26 8/26  

14 1 0 0 1- 2/11 9/10  

15 0 1 0 1- 5/9 6/9  

16 0 1 0 1 7/13 3/14  

17 0 0 1 1 3/26 4/25  

18 0 1 1 0 2/13 8/12  

19 1-  0 1 0 3/11 4/11  

20 0 0 0 0 4/7 7/9  

21 1 1-  0 0 4/7 7/7  

22 0 0 1- 1 9/17 3/17  

23 0 0 1- 1- 6/5 7/5  

24 0 1-  1- 0 2/10 10 

25 1-  0 0 1- 8/4 5/4  

26 0 0 0 0 4/8 7/9  

27 0 0 1 1- 4/9 3/9  

28 0 1 1- 0 1/6 6 /5  

29 1 1-  0 0 6/7 3/7  
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از  يمجموعه ا Box-Behnken، روش 2با توجه به جدول

تكرار در نقطه  5 يكند كه دارا يم يش را طراحيآزما 29
شود  ينشان داده م 2مدل حاصل با معادله . است يمركز

 مقداراز  يبه عنوان تابع) Y(پاز يت ليكه در ان فعال
  :مستقل است يرهايمتغ

  )2(معادله   
Activity (U/ ml) = +9.76+3.58 X1 -1.68X2 +2.93X3+ 
6.92 X4 -1.88X1X2  -0.22X1X3 +0.40  X1X4 
+0.65X2X3 -4.55X2X4 +1.15X3X4 +1.17X1

2 
+0.18X2

2 +0.98X3
2 +3.74X4

2                                    
ديده مي شود، ضريب سه فاكتور  2همانطور كه در معادله 

و زمان انكوباسيون مثبت بوده در حالي  80 - نيئكلسيم، تو
اثر منفي . كه ضريب فاكتور روغن زيتون منفي مي باشد

ر بالاتر ن است كه مقاديآروغن زيتون بر تابع پاسخ نشانگر 
ن يان ايدر م .ن پارامتر منجر به توليد كمتر ليپاز مي شوديا

شد با يم تأثيرن يشتريب يون دارايسه پارامتر، زمان انكوباس
پس . قت استين حقيا يايگو) 6,92(آن  يب خطيكه ضر

با  80 -نيو توئ 3,58ب يم با ضريون كلسين غلظت آاز 
د و ترشح يرا بر تول تأثيرن يشتريب بيبه ترت 2,93ب يضر
» )2009(و همكارانش  Kumari« ن يش از ايپ .م دارنديآنز

گزارش نيز ) 17( »)2007(و همكارانش  Gupta«و   )29(
ن فاكتور در ترشح يترثرؤون مياند كه زمان انكوباسكرده 

و  F-testبا انجام ) 2(معادله  يآمار يابيارز. پاز استيل
رجه دوم پاسخ سطح مدل د) ANOVA(انس يز وريآنال

. آورده شده است 3ن در جدول جه آيو نتصورت گرفته 
 يد مييأن مدل درجه دوم را تيدقت ا ANOVA يداده ها

ن يانگيتاها از مقدار مياز انحراف د ياريعم Fپارامتر . كند
ش را با يج آزمايكه نتا يمدل يبرا يطور كله ب. است
بالا  اريبس معمولاً Fكند،  مقدار  يم ييشگويت پيموفق
 0500/0كمتر از  F Prob <   مقدار پارامتر. )9،25( است

ن يا يبرا F-value .دار بودن مدل است  يمعن يز به معنين

دار  يمعن دهد مدل كاملاً يبوده كه نشان م 95/142مدل، 
 ياحتمال خطا برا درصد 01/0ن حالت تنها يدر ا .است

 يخط ين معادله، پارامترهايدر ا .مدل وجود خواهد داشت
، )X2(تون ي، غلظت روغن ز)X1(م يون كلسيشامل غلظت 
و ) X4(ون يو زمان انكوباس) X3( 80-نيغلظت توئ
X1درجه دو  يپارامترها

2 ، X3
X4و   2

به همراه   2
تون يو روغن ز ميانكنش غلظتهاي كلسيم يپارامترها

)X1X2(ون يتون و زمان انكوباسي، غلظت روغن ز)X2X4 (
 ،)X3X4(ون يو زمان انكوباس 80 -نيو غلظت توئ

ج نشان داده است كه ينتا .شاخص مدل هستند يپارامترها
ت يالزان فعيبر م يريهر چهار فاكتور مستقل اثرات چشمگ

 يبرا يل خوبيتواند دل يمحاسبه عدم تطابق، م. م دارنديآنز
ن يدار نبودن ا يدر واقع معن .مدل باشد يصحت داده ها

تواند  ياست كه مدل م ين معنيمطلوب است و به اپارامتر 
ب چهار يط گوناگون تركيم را در شرايت انزيفعال يبه خوب

 يبراارامترن پيمقدار ا .كند ييشگويفاكتور مستقل فوق، پ
در  ).P= 0.6077( ست يدار ن ي، معن2ون معادله يرگرس
شود كه تا چه اندازه  يال مطرح مؤن سيمدل ا يبررس
 يجه پارامترهايه بوده و در نتير در پاسخ قابل توجييتغ

ن يپاسخ به ا ينها است؟ براآكنش  انيو م يشگاهيآزما
مقدار  .كرد يريرا اندازه گ  R-squaredمقدار  يستيال باؤس
است كه نشانگر دقت  9931/0پاز، يد ليتول ين پارامتر برايا

كتر باشد، ينزد 1به  R-squaredهرچه مقدار  .مدل است
و محاسبه شده وجود  يشگاهيج آزماين نتايب يارتباط بهتر

گنال به ينسبت س Adequate precisionت يدر نها .دارد
قابل قبول  4شتر از ينسبت ب. كند يم يريز را اندازه گينو
بوده  719/43ز يگنال به نوين مدل، نسبت سيا يبرا. ستا

 زيگنال نسبت به نوياست كه نشان دهنده بالا بودن مقدار س
  .باشد يم
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در اين نمودار غلظت توئين و زمان انكوباسيون . بر فعاليت ليپاز ) درصد V/V(و غلظت روغن زيتون ) ميلي مولار( اثر غلظت يون كلسيم  -3تصوير

  .ثابت در تظر گرفته شده است

  
  .و كلسيم ثابن نگه داشته شده است 80 -در اين نمودار، دو پارامتر غلظت توئين. لظت روغن زيتون بر فعاليت ليپازاثر  زمان آنكوباسيون و غ -4تصوير

  .مدل چند جمله اي درجه دو فعاليت ليپاز به عنوان تابعي از مقدار اجراء مختلف محيط كشت) ANOVA(آناليز واريانس  -3جدول
Source Sum of squares DF Mean squares F-value Probability (p) > F 

Model 1159.40 14 82.81 16.17 < 0.0001 

Residual 71.71 14 5.12 - - 

Lake of fit 71.71 10 7.17 0.88 0.6077 
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Pure error 0 4 0 - - 

Corrected total 1231.11 28 - - - 

R2 = 0.9931           R2 
Adj = 0.9861              R2

Pred = 0.9691               Adeq Precision = 43.719 

 

اثرات چهار فاكتور فوق بر : ج سطح پاسخيز نتاينالآ
سطح پاسخ  و  يكيگراف يپاز در قالب طرحهايت ليعالف

در هر  .نشان داده شده است 3-5 ريدر تصاونمودار كانتور 
 يسطح پاسخ به عنوان تابع ير، نمودارهاين تصاوياز ا دامك
گر ثابت در يدو پارامتر رسم شده و دو پارامتر د از

سطح  يشكل نمودارها يبا بررس .نظرگرفته شده است
ص داد كه رابطه يتوان تشخ يم) يره ايا داي يضيب(پاسخ 

نمودار كانتور  .)36( ريا خيدار است  ين پارامترها معنيب
ون و ين زمان انكوباسيم و همچنيتون و كلسيوغن زن ريب

كنش  انيگر ميشكل است و به عبارت د يضيب 80 -نيتوئ
ت يبر فعال يات قابل توجهتأثيرتواند  ين پارامتر ها ميا

  .م داشته باشديانز

ت يم بر فعاليتون و كلسيروغن ز يكنش غلظتها انيم تأثير
ن يوجه به ابا ت .نشان داده شده است 3ر يم در تصوينزآ

ش داده  يم را افزاينزآد يم توليش غلظت كلسير، افزايتصو
 يتون نه تنها اثر چندانيش غلظت روغن زيكه افزا يدرحال
بالاتر  يدر غلظتها يم ندارد بلكه در حتيت آنزيبر فعال

 .م داشته استيت انزيم اثر بازدارنده بر فعاليهمراه با كلس
ن يدر ا. ز مشاهده كردين 4ر يتوان در تصو يجه را مين نتيا

ت يبر فعال يتون اثر مثبتيش غلظت روغن زيز افزاينمودار ن
ن روغن ييپا يدر غلظتها ونيم نداشته و زمان انكوباسيانز
ب يتن تريبه ا .م موثر استيت آنزيشتر بر فعاليتون بيز
تون در يد غلظت روغن زيپاز، بايد حداكثر مقدار ليتول يبرا

  .نگه داشته شود)  درصد V/V 5/1( حداقل مقدار خود 
  

  

  
  .تون ثابت نگه داشته شده استيم و روغن زين نمودار غلظت كلسيدر ا. ميت انزيبر فعال 80 -نيون و توئياثر زمان انكوباس -5ريتصو 
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خود، القاء كننده  يدوست يعت چربيل طبيدله ب 80 -نيتوئ
ك ينها ن القاء كننده نه تيا. پاز استيد ليتول يبرا يمناسب
ول لاز غشاء س زيكه در ترشح ان نبل است پازيم ليد انزيتول

 يكه در غلظتها داده اندج نشان ينتا .)1( كند يدخالت م
مان م، هر دو فاكتور زيتون و كلسيثابت روغن ز

( د نم داريد انزيبر تول يثبتاثر م 80 - نيون و توئيانكوباس
ون يكوباسزمان ان يديبر نقش كل 5و  4ر يتصاو). 5ر يتصو

 2جه با معادله ين نتيا. كند يد ميكأم تيآنزدر ترشح 
   .دارد يهمخوان

 يج فوق، باكتريد نتاييأت يبرا: مدل يد تجربييتا
Pseudomonas aeruginosa HR59 نه يط بهيدر شرا

 V/V5/1م، يمولار كلس يليم 3(  ، شنهاد شده توسط مدليپ
 72 و 80 -نيتوئ درصد V/V 4/0تون، يروغن ز درصد

م يت آنزيكشت داده شده و فعال) ونيساعت آنكوباس
ت يط فعاليان شريدر ا. ه استشد يريحاصل از آن اندازه گ

 ييشگويشده كه به مقدار پ يرياندازه گ U/ml 7/35م ينزآ
ن يبه ا ).4جدول ( )U/ml 04/38(ك است يار نزديشده بس

 ييشگويشها را پيج ازمايتواند نتا يم يب مدل به خوبيترت
  .كند ينه سازيمذكور را به يط كشت باكتريكرده و مح

  .تمام فاكتور ها در شرايط بهينه در نظر گرفته شده اند. ارزيابي تجربي مدل -4جدول

مستقل يپارامترها نهيمقدار به  ت محاسبه شدهيفعال  شده يريت اندازه گيفعال   

Ca+2 concentartion 3 mM  

04/38  

 

7/35  Olive oil 5/1  % V/V 

Tween-80 4/0  % V/V 

Incubation time 72 h 

  

  يريجه گينت
منبع مقرون به ق تلاش بر ان بوده است تا ين تحقيدر ا

ط يشراو  يمعرف ييايپاز باكتريم ليد آنزيتول يبرا يصرفه ا
 ين رو باكتريز اا. شود ينه سازيد آن بهيتول

Pseudomonas aeruginosa HR59 يسوختگ ياز عفونتها 
د و ترشح ي، تولآنط كشت ير شراييبا تغشده و  يجداساز

سطح پاسخ  يروش آمار. افته استيپاز بهبود يم ليآنز
ط ين شراينه بهتريع و كم هزيافتن سريمطمئن در  يروش

ن روش، اثر چهار يبا استفاده از ا. است يكشت باكتر
، غلظت 80- نيتون، غلظت توئيپارامتر غلظت روغن ز

م مورد يد انزيت و توليون بر فعاليوباسم و زمان انكيكلس
از ان است كه  يج حاكينتا. قرار گرفته است يبرررس
 يار مهميون نقش بسيو زمان انكوباس 80 - نيم، توئيكلس

به  يژه ايپاز به صورت ويد ليم دارد و توليد انزيدر تول
ن يا يمحاسبه شده برا  R2 .ون وابسته استيزمان انكوباس

 يشگاهيج ازماين دهنده ان است كه نتانشا) 9931/0( مدل 
ط يب محين تريبه ا .انطباق دارد يمحاسبات يبا داده ها
 Pseudomonas يم توسط باكتريد انزيتول ينه برايكشت به

aeruginosa HR59 3 ي، حاويط اصليد علاوه بر محيبا 
 V/V4/0تون، يروغن ز درصد V/V 5/1م، يمولار كلس يليم

ن يدر ا. ساعت آنكوبه شود 72 بوده و 80 - نيتوئ درصد
حاصل )  U/ml 35,7( م ينزت آيمم فعاليط ماكزيشرا

  .خواهد شد

  تقدير و تشكر

اين مقاله به مرحوم آقاي دكتر مرتضي ستاري تقديم 
  .شود مي
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Isolation of Pseudomonas aeruginosa HR59 lipase from burn 
infection and  optimization of medium by use of Box-Behnken 

Design (BBD)  
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Abstract 

By attention to this fact that bacterial lipase has important role in different industries, in 
present investigation potential of Pseudomonas aeruginosa from burn infection for 
lipase secretion was studied. Optimization procedure using response surface 
methodology (RSM) based on Box-Behnken Design (BBD) with four factors (Ca2+ ion, 
olive oil and tween-80 concentration and incubation time) was used in order to 
investigate the effect of these parameters on the production of lipase from newly 
isolated bacterium; Pseudomonas aeruginosa HR59. According to the results of RSM, 
concentrations of Ca+2, tween-80 and incubation time were very important role on 
enzyme production. As a result of this optimization, maximum lipase activity was 
achievable at Ca+2 (3 mM), olive oil (1.5 % V/V), tween-80 (0.4 %V/V) and incubation 
time (72 h). 

Keywords: Optimization, lipase, Box- Behnken Design (BBD), RSM 


