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 با روش طراحي آزمايش تاگوچي يارروويا ليپوليتيكابهينه سازي توليد ليپاز مخمر 

  پريسا فتحي رضاييو  برومند حسيني، *فرشاد درويشي

 زيست شناسيگروه  مراغه، دانشگاهمراغه، 

  16/6/94 :تاريخ پذيرش  6/11/93 :تاريخ دريافت
 چكيده

براي انسان غير بيماريزا  ليپوليتيكا يارروويامر غيرمعمول مخ .ي صنعتي استآنزيمهايك دسته بسيار مهم از  )EC 3.1.1.3( ليپاز
خارج توليد ليپاز  .انواع مختلفي از ليپاز را توليد كند اين مخمر مي تواند .است شده شناخته ايمنو براي چند فرآيند صنعتي 

ره مخمر و تريپتون  به روغن زيتون به عنوان منبع كربن، عصا .به تركيب محيط كشت و شرايط محيطي وابسته استسلولي 
 Yarrowia lipolyticaدر سطوح مختلف براي بهينه سازي توليد ليپاز در سويه جهش يافته مخمر  pHعنوان منابع نيتروژن و 

FDY1390 افزار نرم .توسط روش طراحي آزمايش تاگوچي مورد بررسي قرار گرفتند Qualitek-4 به آزمايش طراحي براي 
 ليتر روغن در گرم 20در محيط كشت حاوي ) واحد در ميلي ليتر 340(بيشترين توليد آنزيم ليپاز  .شد استفاده تاگوچي روش
بهينه سازي توليد  .آمد به دستساعت از فرآيند تخمير  72پس از  4 برابر pH و تريپتون و مخمر عصاره ليتر در گرم 15 ، زيتون
  .نزيم مي شوداستفاده صنايع مختلف از اين آو  هزينه سبب كاهشليپاز 

  .، بهينه سازي، طراحي آزمايش، روش تاگوچيياروويا ليپوليتيكاليپاز،  :واژه هاي كليدي

  f.darvishi@ymail.com :، پست الكترونيكي 041- 37278900-107 :تلفن ،نويسنده مسئول* 

   مقدمه
 EC 3.1.1.3آسيل هيدرولاز  سيل گليسرولآري يا ت ليپاز

اسيدهاي چرب  ا به گليسرول وهيدروليز تري گليسيريده
 ).14( مي كند كاتاليزرا در سطح بين آب و روغن  آزاد

در صنايع زيستي پيشرو زيستي ليپاز به عنوان يك كاتاليزور 
توجه  مختلف صنعتي موردكاربردهاي با  چربيهاو فناوري 

 1980 سال از مورد استفاده هايتعداد ليپاز ).17(است 

افزايش در نتيجه دستاوردهاي  اين كه افزايش يافته است
و بيان آنزيم از ميكروارگانيسم ها كلونينگ  در زمينهبزرگ 

ي ويژگيهابا  زيستيو افزايش تقاضا براي اين كاتاليزور 
تحمل ، بالا ثبات اختصاصيت وخاص از جمله و  جديد

  ).20(بوده است  و دما pHنسبت به دامنه وسيع 

 مخمرهاي فخلا ، برليپوليتيكا يارروويا مخمر
 كه پومبه شيزوساكارومايسس و سرويزيه ساكارومايسس

 معمول و مرسوم بيشتر مختلف فرآيندهاي در آنها مطالعه

-non( معمول غير هاي مخمر گروه در است،

conventional (معمول،  غير هاي مخمر اين. دارد قرار
 قبيل از صنعتي فرآيند چند براي و بيماريزا غير انسان براي

 شده شناخته ايمن آنزيمها و اسيدهاي آليتوليد 
)generally recognized as safe or GRAS ( هستند
 1948 در سال ليپوليتيكا يارروويا در ترشح ليپاز). 3و2(

ليپاز در اين مخمر به سه صورت درون  .گزارش شد
 ژن .توليد مي شودسلولي، متصل به ديواره و خارج سلولي 

LIP2 سلوليهمه ليپازهاي خارج  مسئول تنظيم و توليد 
با ايجاد  ليپوليتيكا ياررووياآنزيم ليپاز  ).29و22( است

داراي فعاليت آنزيمي بالا براي  ،آرايش فضايي اختصاصي
استريفيكاسيون دامنه وسيعي از  -و ترانس ساخت، آبكافت

توان از آن براي  استرها و روغنهاست كه به همين دليل مي
) biotransformation(نهاي انجام بيوترانسفورماسيو

كرد استفاده  اه ميكروبي در صنايع دارويي، غذايي و شوينده
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همچنين اين آنزيم به خاطر پايداري بالا، عدم نياز  ).27،2(
به كوفاكتور، فعاليت سنتزي در حلالهاي آلي و طيف 

تواند براي تبديل  گسترده سوبستراي مورد استفاده مي
دارويي تك انانتيومري به كار مخلوط راسميك به تركيبات 

با توجه به كاربردهاي فراوان اين آنزيم در  ).30و13(رود 
 اوريزيست قنآن در صنايع مختلف، بهينه سازي توليد 

 ).8(مورد توجه است 

گنيچي تاگوچي در راستاي افزايش كيفيت  1940در سال 
صنايع مخابرات ژاپن مفاهيم جديدي را براي بهينه سازي 

كيفيت ارائه كرد كه به روش تاگوچي معروف و بهبود 
مجموعه  آزمايشهاتاگوچي براي طراحي و اجراي . است

) orthogonal array(اي از جداول را با نام آرايه متعامد 
ي مختلف آزمايش، از وضعيتهااين جداول براي  .تهيه كرد

در روش فاكتوريل كامل انتخاب  آزمايشهابين تعداد كل 
واند چند عامل را در چند سطح همزمان مي شوند كه مي ت

روش . با در نظر گرفتن اثرات متقابل آنها بررسي كند
يي را كه عوامل انتخاب شده بيشترين اثر آزمايشهاتاگوچي 

را در بين تمامي حالات ممكن دارد را مشخص و پيشنهاد 
طبق آرايه هاي متعامد، بايد  آزمايشهاپس از انجام . مي كند

شرايط بهينه با . تجزيه و تحليل انجام شودبا نرم افزار 
بررسي آثار اصلي هر يك از عوامل تعيين مي شود و به 
اين ترتيب سطح بهينه از ميان سطوح مختلف تعيين و به 

  .دست مي آيد

تون، عصاره يسطوح مختلف روغن ز تأثيردر اين تحقيق 
 يبر رو مؤثر يبه عنوان فاكتورها pHپتون و يمخمر، تر

و با  Y. lipolytica FDY1390 پاز توسط مخمر يد ليتول
قرار  يمورد بررس يوه تاگوچيش به شيآزما يروش طراح

  .گرفت

  روشهامواد و 
سويه در اين تحقيق از : يكروبيسويه م يكشت و نگهدار

كه  استفاده شد Y. lipolytica FDY1390جهش يافته 

از محيط كشت . )4( قابليت بالايي در توليد ليپاز دارد
YPD  گرم در ليتر پپتون 20گرم در ليتر گلوكز،  20حاوي 

گرم در ليتر آگار  17و عصاره مخمر گرم در ليتر  10و 
در  مخمركشت  .براي كشت اين مخمر استفاده گرديد

 .قرار گرفتروز  2- 3به مدت  سانتي گراددرجه  29دماي 
براي نگهداري مخمر استفاده  سانتي گراددرجه  4از دماي 

   ).1( شد

پس از فعال سازي سويه بر روي محيط : حيع تلقيما هيته
YPD20ميلي ليتري حاوي  100به ارلن  كلنيهااز  ي، يك 

مايع و فاقد آگار به عنوان مايع  YPDميلي ليتر محيط 
سپس ارلن در انكوباتور شيكر دار با . تلقيح انتقال داده شد

دور در  200درجه سانتي گراد با سرعت چرخش  29دماي 
  ).19(ساعت انكوبه گرديد  18دقيقه به مدت 

براي طراحي آزمايش : يش به روش تاگوچيآزما يطراح
اين . استفاده شد Qualitek-4به روش تاگوچي از نرم افزار 

ي ويژگيهانرم افزار توانايي بررسي همزمان چندين پاسخ با 
مختلف را دارا مي باشد و به طور تخصصي براي روش 

در روش تاگوچي ابتدا عوامل . است تاگوچي طراحي شده
و سطوح مورد نظر تعيين مي شود و سپس با استفاده از 

پس از . نرم افزار جدول آرايه هاي متعامد طراحي مي گردد
، نرم افزار با تجزيه و تحليل مقدار عوامل آزمايشهاانجام 

بهينه را پيشنهاد مي دهد كه بر اساس آن بايد آزمايش 
محيط كشت توليد ليپاز حاوي روغن  .ي انجام شودتأييد

عوامل تريپتون است در نتيجه و  زيتون، عصاره مخمر
اصلي مورد بررسي در اين تحقيق روغن زيتون، عصاره 

بودند كه ) 1جدول (در چهار سطح  pHمخمر، تريپتون و 
آزمايش  16نرم افزار ، اتپس از وارد نمودن اين اطلاع

پيشنهاد  آزمايشهابراي انجام  2طبق جدول مختلف را 
  .نمود

ميلي ليتر محيط كشت با  50ميلي ليتري،  250ارلن  16در 
تهيه و ) 2(سطوح تركيبي عوامل اصلي طبق جدول 

به محيطهاي فوق يك درصد مايع تلقيح از . اتوكلاو گرديد
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بلافاصله پس از . سويه مخمر در شرايط استريل اضافه شد
براي شمارش تلقيح، ارلنها به خوبي هم زده شده و 
  . مخمرها از آنها نمونه برداري صورت گرفت

 

)  pH تريپتون، مخمر، عصاره زيتون، روغن(عوامل اصلي   -1دول ج
تريپتون  مخمر، عصاره زيتون، اين سطوح  براي روغن. و سطوح آنها

  .بر حسب گرم در ليتر است
 عامل 1سطح  2سطح 3سطح 4سطح
روغن زيتون  5  10  15 20
عصاره مخمر  0 5 10 15
 تريپتون  0  5  10 15
7 6 5 4  pH

  

 آرايه متعامد براي  سطوح مختلف عوامل اصلي روغن -2جدول 
مقدار سطوح  4و  3، 2، 1اعداد . pHتريپتون و مخمر، عصاره زيتون،

  .تعريف شدند) 1(عوامل اصلي را نشان مي دهد كه در جدول 
pH عصاره تريپتون

 مخمر
روغن
 زيتون

 ايشآزمشماره

 1آزمايش شماره   1 1 1 1

 2 آزمايش شماره 1 2 2 2

 3 آزمايش شماره 1 3 3 3

  4آزمايش شماره  1 4 4 4

 5آزمايش شماره  2 1 2 3

 6آزمايش شماره  2 2 1 4

    7آزمايش شماره  2 3 4 1

 8آزمايش شماره  2 4 3 2

 9آزمايش شماره  3 1 3 4

 10آزمايش شماره  3 2 4 3

 11آزمايش شماره  3 3 1 2

 12 آزمايش شماره 3 4 2 1

 13آزمايش شماره  4 1 4 2

  14آزمايش شماره  4 2 3 1
  15آزمايش شماره   4 3 2 4
  16آزمايش شماره   4  4  1  3

سپس ارلنها به منظور انكوبه نمودن به انكوباتور شيكردار با 
دور  200درجه سانتي گراد و با سرعت چرخش  29دماي 
 4ساعت به مدت  24در ادامه هر . قه منتقل شدنددر دقي

روز پياپي از ارلنها در شرايط استريل نمونه برداري گرديد 
و رشد مخمرها و فعاليت ليپاز مورد بررسي قرار مي 

  .گرفت

از لام نئوبار براي : فعاليت آنزيميرشد و اندازگيري 
. ي مخمر استفاده شدسلولهابررسي رشد و شمارش تعداد 

. يتراسيون براي سنجش فعاليت ليپاز به كار رفتروش ت
به  13000پس از هر بار نمونه برداري، نمونه ها در دور 

شد و از محلول رويي براي  سانتريفيوژدقيقه  3مدت 
يك ميلي ليتر از . سنجش فعاليت آنزيمي استفاده شد

ميلي ليتر  5محلول رويي به طور مستقيم و يا رقيق شده به 
مخلوطي از روغن  ( سنجش فعاليت ليپازاز سوبستراي 

زيتون با هيدروكسيد سديم يك دهم مولار و پلي وينيل 
ميلي ليتر بافر فسفات يك  4به همراه )  الكل دو درصد

 15سپس به مدت . اضافه گرديد 7حدود  pHدهم مولار با 
درجه سانتي گراد  37دقيقه در بن ماري شيكر دار با دماي 

اين مرحله براي متوقف كردن  پس از. قرار داده شد
تركيبي از (ميلي ليتر از محلول متوقف كننده  5واكنش، 

اضافه ) حجمي/ و استون به نسبت يك به يك حجمي الكل
قطره از محلول فنل فتالئين دو در صد  5تا  3در ادامه . شد

ميلي مولار  50افزوده شد و با محلول هيدروكسيد سديم 
به صورت واحد در ميلي ليتر فعاليت ليپاز . تيتر گرديد

گزارش مي شود كه يك واحد فعاليت آنزيمي، معادل 
مقدار آنزيمي است كه يك ميكرومول اسيد چرب را در 

 آزمايشهاكليه . يك دقيقه تحت شرايط سنجش آزاد سازد
  ).4(حداقل با دو تكرار انجام شدند 

 نتايج

محيط كشت توليد ليپاز حاوي روغن زيتون، عصاره مخمر 
اثر روغن زيتون به عنوان در اين تحقيق . و تريپتون است

گرم  20تا  5ي غلظتهامنبع كربن و عامل اول در محدوده 
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، )گرم در ليتر 20و  15، 10، 5در چهار سطح (در ليتر 
عصاره مخمر و تريپتون به عنوان منابع نيتروژني و عوامل 

 در(گرم در ليتر 15تا  0ي غلظتهادوم و سوم در محدوده 
و همچنين عامل ) گرم در ليتر 15و  10، 5، 0چهار سطح 

pH  7و  6، 5، 4در چهار سطح ( 7تا  4در محدوده هاي (
مورد بررسي قرار  ياروويا ليپوليتيكابر توليد ليپاز توسط 

  . گرفت

ي كشت روغن و ميزان محيطهاروند رشد سويه مخمر در 
پس از  ساعت تا چهار روز 24توليد ليپاز با فواصل زماني 

ساعت  72پس از  .آغاز فرآيند تخمير اندازه گيري شد
بيشترين ميزان   Y. lipolytica FDY1390يافته سويه جهش

ليپاز توليد نمود و به علت اينكه هدف از بهينه سازي در 
اين تحقيق دستيابي به حداكثر ميزان توليد ليپاز بود در 

و  ساعت براي تجريه 72نتيجه داده هاي حاصل پس از 
ميزان توليد ليپاز بر  1شكل . تحليل به نرم افزار وارد شد

ساعت از شروع  72حسب واحد در ميلي ليتر پس از 
  .مي دهدنشان ) آرايه(آزمايش  16تخمير را براي 

نمودار آنها  1كه در شكل  آزمايشهاآمده از  به دستنتايج 
رسم شده است جهت تجزيه و تحليل استاندارد به نرم 

وارد شد و اثر سطوح عوامل بر روي  Qualitek-4افزار 
 2كه در شكل  همان طور .ميزان توليد ليپاز محاسبه شد

مشاهده مي گردد، در مورد روغن زيتون، عصاره مخمر و 
اما . نيز افزايش مي يابد تأثيرتريپتون با افزايش سطح، ميزان 

مشخص شد كه اين عامل در سطوح پايين تر pH در مورد 
  .بيشتري بر ميزان توليد ليپاز دارد تأثيراسيدي  يعني سطوح

 تأثيردر ادامه براي بررسي بهتر و مشخص كردن بيشترين 
عوامل اصلي بر روي توليد ليپاز تجزيه و تحليل آماري 

نشان  3كه جدول  همان طور. توسط نرم افزار انجام شد
گذار بر توليد ليپاز، روغن  تأثيرين شاخص مهم ترمي دهد 
درصد است و پس از آن عصاره  53در حدود زيتون 

 4و  13، 17به ترتيب در حدود  pHمخمر، تريپتون و 
  .هستنددرصد 

پس از مشخص شدن فاكتورهاي اصلي و تعيين اثرات 
متقابل بين سطوح آنها، نرم افزار آزمايشي را با توجه به 
 تجزيه و تحليلهاي انجام شده براي دستيابي به حداكثر

ليپاز پيشنهاد نمود كه بر اين اساس آزمايش  توليد ميزان
  ).4جدول (تأييدي انجام شد 
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ساعت از آغاز فرآيند تخمير؛ محاسبه فعاليت آنزيمي با استفاده از رابطه  72روش تاگوچي پس از ) آرايه(آزمايش  16نتايج توليد ليپاز براي  -1شكل 

Lipase activity (U/ml) = 50*((vs-vb)/15)*Fv*Fd  صورت گرفت در اين رابطهvs =نمونه؛  براي مصرفي تيتراسيون محلول ميزانvb =
  .نمونه است رقت فاكتور= Fdنمونه؛  حجم فاكتور= Fvشاهد؛  براي مصرفي تيتراسيون محلول ميزان
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خطوط منقطع نشانگر متوسط نتايج . روي متوسط توليد آنزيم ليپازبر ) pHتريپتون،  و مخمر عصاره زيتون، روغن(تأثير سطوح عوامل اصلي  -2شكل 

  .توليد ليپاز در آزمايشهاي مختلف است

  تجزيه و تحليل آماري عوامل اصلي مؤثر بر روي توليد ليپاز -3جدول 

آزاديدرجه (S) مجموع مربعات (V) واريانس (F) نسبت F ("S) جمع خالص (%)P درصد  (f) عامل 
روغن زيتون 3 214398,724 71466,241  45,993  209737,262  53,078
عصاره مخمر 3 72761,526 24253,842  15,609  68100,064  17,234
تريپتون 3 58015,527 19338,509  12,445  53354,065  13,502
3,994  15782,313  4,385  6814,591 20443,775 3 pH

 خطا 19  29522,592  1553,82      12,192
كل 31 395142,147     100

  

گرم در  20در طرح آزمايش پيشنهادي مقدار روغن زيتون 
 4برابر  pHگرم در ليتر و  15ليتر، عصاره مخمر و تريپتون 

پس از انجام اين آزمايش، توليد  .اعمال در نظر گرفته شد
  .واحد ليپاز در ميلي ليتر به دست آمد 340حداكثري 

فزار براي دستيابي به طرح آزمايش پيشنهادي توسط نرم ا -4جدول
  حداكثر ميزان توليد ليپاز

عامل سطح تعريف شده سطح مشاركت عامل
روغن زيتون  20 4 77,231
عصاره مخمر  15  4  66,731
تريپتون  15 4 53,981
38,606  1  4  pH

  بحث

 كه است بيماريزا و غير هوازي مخمر يكياروويا ليپوليتيكا 
همچنين داراي  .را داردگريز  آب يمحيطها در رشد توانايي
 چرب اسيدهاي و گليسريدها تري سوخت و سازقابليت 

 در موجود كربن منبع ).21،6( است كربن منبع عنوان به
 يا و شود ليپاز توليد تحريك باعث تواند مي كشت محيط
 مواد حاوي كشت يمحيطها ).12(كند  مهار را آن توليد
 يالقا باعث.. .و اولئيك زيتون، اسيد روغن مثل چرب
  ).9(مي شوند  ليپاز توليد
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با بهينه سازي محيط كشت به  بيشتر مي تواندبهره وري 
يك محيط  درهر تركيبي كه  ميزانبهينه سازي  .آيددست 
، اما يك روش وقت گير است معمولاً كار مي روده بكشت 

بهينه سازي عوامل و متغير هاي كليدي از جمله منابع 
منبع چرا كه . ك روش منطقي مي باشدكربني و نيتروژني ي

 ليپاز استو توليد بر بيان  مؤثرعامل  ينمهم تراز كربن 
ي نرم افزار مشخص شد كه تحليلهابا تجزيه و  ).25و  15(

چهارم عوامل روغن زيتون، عصاره مخمر و تريپتون  سطح
،  pHممكن مي باشد و در مورد عامل  تأثيرداراي بيشترين 

 .به سطح اول اين عامل است مربوطكن مم تأثيربيشترين 
قادر به محاسبه اثر متقابل عوامل  Qualitek-4نرم افزار 

برهمكنش بين . مختلف به صورت دو به دو مي باشد
داراي بيشترين اهميت بوده و اثر دو  pH عصاره مخمر و 

  . داراي كمترين اهميت ممكن بود pHعامل روغن زيتون و 

از اسيد اولئيك است كه باعث زيتون منبعي سرشار  روغن
يكي  ).7(تنظيم مثبت بيان ژن مسئول توليد ليپاز مي شود 

از مباحث اصلي در هنگام بهينه سازي محيط كشت 
ميكروارگانيسم ها، تعيين اثر عواملي است كه مي توانند 

ي مورد نظر را متابوليتهارشد سلول ميكروبي و يا ساخت 
 ).5(قرار دهند  تأثير ي پيچيده تحتبرهمكنشهابه واسطه 

ي آماري براي طراحي آزمايش و روشهادر بيوتكنولوژي از 
به تبع آن بهينه سازي استفاده مي شود كه باعث بهبود 
همزمان بسياري از عوامل مي شود و به اين ترتيب تعداد 
آزمايشاتي كه مي بايست به انجام برسند بسيار كم خواهد 

ش تاگوچي با توصيف بهينه سازي به رو ).28و  26(شد 
آرايه هاي متعامد خطاي آزمايش را تا حد زيادي كاهش 

يي و تكرار پذيري آزمايشات را افزايش مي آداده و كار
از طراحي به اين روش در زمينه هاي مختلف  ).24(دهد 

بيوتكنولوژي از قبيل بهينه سازي فرآيندهاي تخميري 
  ).23(استفاده شده است 

از دو روش كسري از فاكتوريل گالواگنو و همكارانش 
كامل پلاكت بورمن و تركيب مركزي براي بهينه سازي 
توليد توده سلولي و ليپاز از گليسرول به عنوان منبع كربن 

استفاده نمودند كه بيشترين توليد  يارروويا ليپوليتيكاتوسط 
كيشان و  ).10(واحد در ميلي ليتر بود  12بهينه شده ليپاز 
ي پلاكت بورمن و تركيب مركزي روشها همكارانش نيز از

 4/9براي بهينه سازي توليد ليپاز استفاده كردند و توانستند 
گونكالوس و  ).18(واحد در ميلي ليتر ليپاز توليد كنند 

همكارانش با روش پاسخ سطح توليد ليپاز را بهينه نمودند 
واحد در ميلي ليتر دست يافتند  13و به حداكثر توليد 

ين تحقيق از روش تاگوچي به عنوان يكي از در ا ).11(
ي طراحي آزمايش كسري از فاكتوريل استفاده شد و روشها

با كمترين تعداد آزمايش و صرف زمان كمتر توليد از حد 
واحد در ميلي ليتر در  340واحد به حدود  174متوسط 

  .رسيد )batch(كشت بسته 

 مينهي ستني در زروشها موجود در مشكلاتبراي غلبه بر 
 مختلفي طرحهاي آماريمي توان  بهينه سازي توليد ليپاز،

 تاگوچي را به كار برد آزمايش به شيوه مانند روش طراحي
اين روش طراحي آزمايش باعث كاهش هزينه و  ).16(

 و به كار گرفتن مطالعه. زمان بهينه سازي توليد مي گردد
 توليد و هاي هزينه سبب كاهشبهينه سازي توليد ليپاز 

مي  صنعتي زمينه ساز طيف گسترده تري از كاربردهاي
  .شود

  سپاسگزاري

و مركز رشد واحد هاي از ستاد توسعه زيست فناوري 
فناور مراغه وابسته به پارك علم و فناوري استان آذربايجان 

و  به خاطر حمايتهاي مادي و معنوي سپاسگزاريشرقي 
 .قدرداني مي گردد
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Abstract 

Introduction: Lipase (EC 3.1.1.3) is one of the most important classes of industrial 
enzymes. The non-conventional yeast Yarrowia lipolytica is non-pathogenic to humans 
and is known as safe for some industrial processes. This yeast can produce different 
types of lipase. Extracellular lipase production depends on medium composition and 
environmental conditions. Materials and Methods: Olive oil as carbon source, yeast 
extract and tryptone as nitrogen sources and pH in different levels were optimized for 
lipase production by mutant strain Yarrowia lipolytica FDY1390 with Taguchi 
experiment design method. Qualitek-4 software was used to Taguchi experiment design 
method. Results: The highest level of lipase production (340 U/mL) was obtained in 
medium containing 20 g/L Olive oil, 15 g/L yeast extract and tryptone, pH 4 after 72 h 
of fermentation process. Conclusion: Optimization of lipase production reduces the cost 
and various industries use this enzyme. 

Key words: Lipase, Yarrowia lipolytica, Optimization, Experiment design, Taguchi 
method.  


