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 مهندسي و فناوري کشاورزي، پرديس کشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران ۀ. استاد ، دانشکد2

 مهندسي شيمي، دانشگاه تربيت مدرس ۀ. استاديار ، دانشکد3

  6/3/1394تصويب: –13/11/1393دريافت: 

 دهچکي

 ۀزيتون جداسازي شد. سوي ۀ ۀ( از نمونU/ml40باکتري باسيلوس هوازي، مزوفيل، و ليپوليتيک )فعاليت آنزيمي 

شناسايي  S rRNA 16يابي ژن  شده براساس مشخصات مورفولوژيکي و شيميايي و ازطريق روش ملکولي توالي 

عنوان سوبستراي  شده به گشنيز آسياب ۀو دان ،شده انگور آسياب ۀشده، هست انار آسياب ۀهست(شد. تأثير سوبستراي جامد 

عنوان فاکتورهاي تأثيرگذار بر تخمير  و سرعت چرخش به ،ي رطوبتاذرات سوبسترا، محتو ۀجامد استفاده شدند(، انداز

يز گشن ۀ ۀدرصد عصار3  (w/w)از محيط کشتي حاوي U/ml120 ۀحالت جامد بررسي شد. فعاليت آنزيمي بهين

 24بعد از  rpm 170درصد، و سرعت چرخش 70روغن زيتون، محتوي رطوبت  g/l  25مخمر، ۀعصار g/l10شده،  آسياب

 برابر افزايش يافت. 07/3سازي  دست آمد که فعاليت آنزيمي در مقايسه با حالت قبل از بهينه گذاري به ساعت گرمخانه

 . 16S rRNA، دتخمير حالت جام آنزيم ليپاز، باسيلوس،کليدواژگان: 
 

 12مقدمه
را دارد و نقش  استرها هيدروليزاست که توانايي  ميآنزييپاز ل

را ايفا  اسيد چربو  گليسرولبه  گليسريد ترياختصاصي تبديل 

توان  گويند. ليپازها را مي مي ليپوليزکند، که به اين عمل  مي

هاي ليپاز در بسياري از  آنزيم .دانست استرازهااي از  زيرمجموعه

شوند.  ها يافت مي هاي حيوانات، گياهان، و ميکروارگانيسم گونه

دليل  هاي توليدي توسط منابع ميکروبي به در زمان حاضر آنزيم

يط مداوم، پايداري در آنها مانند عمل در شرا ۀمشخصات ويژ

اند.  گزيني بالا بيشتر مورد توجه قرار گرفته هاي آلي، و ويژه حلال

ليپازها کاربرد فراواني در بيوتکنولوژي و شيمي آلي دارند 

Kempka et al., 2008) .)دليل سهولت بازيافت آنزيم از  به

ها،  ها، قارچ  باکتري چون هايي ميکروارگانيسممحيط کشت 

سلولي  عنوان منابع ليپاز خارج ها به اکتينوميست مخمرها، و

، Bacillus, Acromobacterهاي  اند. گونه شناخته شده

Acinetobacter ،Candida ،Pseudomonas ،Rhizopusو ، 

Geotrichum  شوند  هاي تجاري اصلي شناخته مي عنوان گونه به

(Ertugrul et al., 2007)ل هاي داراي پتانسي . ميکروارگانيسم

هاي  هاي گوناگون مانند ضايعات روغن توليد ليپاز را در زيستگاه
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ها، و  هاي آلوده به روغن، دانه گياهي، صنايع لبني، خاک

 Sharma et).   (2001 ,.تتوان ياف غذاهايي با کيفيت پايين مي

alدهد که ترکيبات و مواد گوناگون موجود در  اين نشان مي

هاي روغني،  ن، دانهمحيط زيست همچون آب، خاک، گياها

و مانند اينها پتانسيل زيادي براي  ،ها، ضايعات مواد غذايي ه ميو

آنزيم ليپاز دارند و  ۀهاي توليدکنند جداسازي ميکروارگانيسم

 Gupta et)توان از اين منابع براي جداسازي استفاده کرد   مي

al., 2004) هاي  زيتون براي جداسازي باکتري ۀدان. از ضايعات

 ۀسوي 17ليپاز استفاده شده است، از اين نمونه  ۀدکنندتولي

 ۀسوي 17باکتريايي جداسازي شده است. در ميان اين 

( را از خود U/ml 15شده باسيلوس بيشترين فعاليت ) 

. همچنين از روغن (Ertugrul et al., 2007)نشان داده است 

و  باسيلوس،هاي سودوموناس،       زيتون و آفتابگردان سويه

. (Haba et al., 2000)استافيلوکوکوس نيز جداسازي شده است 

براي توليد ليپاز  سيليوم گونه از آسپرژيلوس و پني 40نزديک به 

عنوان  روي محيط آگار و محيط مايع حاوي روغن زيتون به

. در طي (Yadav et al., 1998)سوبسترا جداسازي شده است 

هاي مؤثر  عنوان روش ولي بههاي مولک هاي گذشته، روش سال

هاي ميکروبي پيچيده  براي شناسايي فلور غالب در جمعيت

 Deurraza et)ازقبيل فرايندهاي تخميري استفاده شده است 

al., 2007)هاي مولکولي مبتني بر  . تکنيکPCR  از
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است. در  16S rRNA (Collins et al., 1991)ژن  هاي يابي توالي

شده استفاده   ۀبراي شناسايي سوياين مطالعه از اين روش 

 شده است.

تخمير حالت جامد مزاياي بسياري در بيوتکنولوژي چون  

توليد محصولات تخميري بيشتر، غلظت و پايداري بالاتر 

محصول نهايي مانند پايداري در مقابل گرما و خصوصيات ديگر 

گذشته تخمير حالت جامد  ۀدارد. با توجه به اين مزايا در دو ده

ها، و ديگر محصولات با ارزش بيش از   تها، متابولي در توليد آنزيم

( SSFشود. تخمير با استفاده از حالت جامد ) پيش استفاده مي

تخميري است که روي سوبستراي جامد مرطوب در غياب يا 

شود. اين محيط کشت  حضور اندک آب آزاد انجام مي

را ها  ل طبيعي زندگي ميکروارگانيسمخصوصياتي نزديک به مح

توان از  ست. دراين محيط ميادارد بنابراين با آنها سازگار 

ترکيباتي با ارزش اقتصادي پايين مانند ضايعات کشاورزي و 

صنعت غذا محصولي با بازده اقتصادي بالا توليد کرد که از يک 

شود و از سوي ديگر آلودگي  توليد مي ۀسو باعث کاهش هزين

 دهد. شي از واردشدن اين ضايعات به طبيعت را کاهش مينا

آنزيم  ۀهاي توليدکنند در اين مطالعه جداسازي باکتري

زيتون انجام شده است و در ادامه براي  ۀ ۀ ۀليپاز از نمون

سلولي روش تخمير حالت جامد استفاده  توليد بالاي ليپاز خارج

گشنيز، انار، و انگور  هاي شده است. در اين نوع تخمير از دانه

عنوان سوبستراهاي جامد استفاده شده است که  شده به آسياب

مواد مغذي براي رشد  ۀکنند مينأگر و ت نقش حمايت

د. هر سه اين مواد داراي مقدار نکن ميکروارگانيسم را ايفا مي

عنوان القاگر يا  شايان توجهي روغن هستند که روغن به

ها اهميت  يپاز توسط ميکروارگانيسمتوليد آنزيم ل  ۀکنند تحريک

عنوان منبع کربن نيز عمل  تواند به دارد و همچنين اين روغن مي

کند. در تخمير حالت جامد سعي بر آن است که از مواد 

 ۀشد قيمت در محيط کشت استفاده شود و قيمت تمام ارزان

انار و انگور جز ضايعات کارخانجات  ۀمحصول کاهش يابد. هست

بنابراين با قيمت بسيار پايين در  اند نتره و آبميوهکنسا ۀتهي

گشنيز نيز با قيمت مناسب  ۀدسترس هستند و همچنين دان

هميشه در دسترس است. با استفاده از طرح يک فاکتور در هر 

نوع و غلظت ترکيبات و  (One factor at a time)زمان 

 سازي شد. پارامترهاي مؤثر بر کشت، بهينه

 ها روش مواد و

 مواد

انار و انگور از بازار محلي واقع در شهر تهران خريداري شدند و از 

محلي در  ۀگشنيز نيز از مغاز ۀهاي آنها استفاده شد. دان هسته

اين سه ماده در  ۀدهند تهران خريداري شد. ترکيبات تشکيل

نشان داده شده است. مواد شيميايي شامل تريتون  1جدول 

، Bروپانول، صمغ عربي، ردامين ، ايزوپHcl، تريس 100ايکس 

مخمر، نوترينت براث، کلسيم کلريد، منيزيم  ۀپپتون، عصار

آبه، مس کلريد، پتاسيم کلريد،  4آبه، منگنز کلريد  6کلريد 

، گلوکز( کلريد از شرکت مرک آلمان و 3سديم کلريد، و آهن )

، رافينوز ،سوربيتول ،مالتوز، لاکتوز، فروکتوز، گالاکتوز، ساکارز

از شرکت سيگما آلدريج کانادا تهيه شدند.  مانيتولو  ،يوزب ليم

 آزمايشگاهي بودند. ۀه داراي درجشد هساير مواد استفاد
 

 سوبستراهاي جامد ةدهند تشکيل . ترکيبات1جدول

 نمونه
پروتئين 

 )درصد(

چربي 

 )درصد(

 ۀماد

 خشک)درصد(

 1/96 5/15 99/15 گشنيز ۀدان

 2/93 85/24 9/12 انار ۀهست

 4/94 05/25 35/12 انگور ۀهست
 

 آنزيم ليپاز  ةهاي توليدکنند روش جداسازي باکتري

زيتون از بازار محلي در تهران خريداري شد. گوشت ميوه  ۀنمون

کن کاملاً مخلوط شد و سپس  از هسته جدا و با دستگاه مخلوط

سازي  توري عصاره جدا شد. بعد از آماده ۀبا استفاده از پارچ

براي افزايش تعداد  اي سازي اوليه نمونه براي کشت، ابتدا غني

ليتري  ميلي100ماير  ميکروارگانيسم انجام شد. در يک ارلن

نوترينت براث و  g/l8از محيط کشت حاوي  ليتر ميلي 50مقدار 

g/l 3 کلريد سديم (pH  آماده7/6برابر با )  .5مقدار سازي شد 

شده در شرايط  زيتون به محيط کشت تهيه ۀ ۀگرم از نمون

 37استريل اضافه شد، سپس محيط کشت در شرايط دمايي 

ساعت  24مدت  به rpm160سانتيگراد و سرعت چرخش  ۀدرج

سازي براي ايجاد محيط مناسب  گذاري شد. بعد از غني گرمخانه

هاي  از محيط افتراقي باکتريمنظور رشد باکتري مورد نظر  به

ماير  ليپاز استفاده شد. براي اين منظور در يک ارلن ۀتوليدکنند

ليتر محيط کشت حاوي حاوي  ميلي 50ليتري مقدار  ميلي100

g/l8   ،نوترينت براثg/l 3 کلريد، و   سديمg/l 25  امولسيون

ليتر  ميلي 5/2مقدار  .( آماده شد5/6برابر  pH) روغن زيتون

درصد( وارد محيط کشت اصلي شد. براي هر 5کشت مقدماتي )

 ۀدرج 45، و 37، 25محيط کشت آماده و در دماهاي  3نمونه 

گذاري شد.  گرمخانه rpm160 ساعت در 24مدت  سانتيگراد به

ليپاز از محيط  ۀهاي توليدکنند کردن کيفي باکتري براي غربال

 g/l25کلريدسديم،  g/l3مخمر،  ۀعصار g/l 10کشت حاوي

 g/l، آگار Bرودامين  g/l 001/0شده، و  روغن زيتون امولسيون
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 ۀهاي توليدکنند که در اطراف کلني استفاده شد pH 7در  25

 ۀهال  UVآنزيم ليپاز در اين محيط کشت در زير تابش نور لامپ 

. چندين مرحله تا (Kok et al., 1995)شود  نارنجي ايجاد مي

آگار   Bسازي کامل بر همين محيط کشت ردامين  خالص

صورت کشت خطي کشت داده شد تا کلني تک و کاملاً  به

 دست آيد. خالص به

 گيري فعاليت آنزيم ليپاز اندازه

شده و  هاي جداسازي ي فعاليت ليپازي باکتريتعيين کمّ 

جام شد که ها از نظر فعاليت بدين صورت ان اين سويه ۀمقايس

پس از کشت ميکروارگانيسم در محيط کشت مورد نظر و 

گذاري در زمان مشخص، مقداري از اين سوسپانسيون  گرمخانه

 ۀدرج 32، دماي rpm 6000ميکروبي در شرايط سرعت

وژ شد. پس از يدقيقه سانتريف 20مدت  سانتيگراد به

پرناتانت( دوفازشده، مايع رويي )سو ۀوژکردن نمونيسانتريف

 پايانميکرومتر صاف شد و در 2/0حاوي آنزيم با فيلتر سرنگي 

مايع شفاف فاقد کدورت که حاوي آنزيم مورد نظر است، 

عنوان سوبستراي آنزيم  پالميتات به نيتروفنيل دست آمد. از پلي به

گيري فعاليت ليپاز استفاده شد. محلول سوبسترا  براي اندازه

گرم  ميلي 30محلول يک شامل بدين صورت آماده شد که 

ليتر ايزوپروپانول در محلول  ميلي 10پالميتات در  نيتروفنيل پلي

ليتر تريتون ايکس  ميلي 4/0گرم صمغ عربي ،  1/0دو که شامل 

است  HCl مولار تريس  ميلي 50ليتر از بافر  ميلي 90در  100

(pH 7حل شد. نمون ،)شده به نسبت  آنزيم با سوبستراي تهيه ۀ

گذاري در طي زمان با  مخلوط شد و پس از گرمخانه 9به  1

در طول موج  CE2502مدل  Cecilاستفاده از اسپکتروفتومتر 

نانومتر جذب نمونه خوانده شد و سپس فعاليت آنزيمي با  410

 ,Winkler & Stuckmann)فرمولي مشخص محاسبه شد 

ليدي . در اينجا فعاليت آنزيم مقياسي از آنزيم ليپاز تو(1979

که يک است   (  مقدار آنزيميUاست. واحد فعاليت آنزيمي)

نيتروفنيل را در دقيقه در شرايط آزمايش آزاد  ميکرومول پلي

کند. در اينجا فعاليت آنزيم مقياسي از آنزيم ليپاز توليدي  مي

 است.

 سازي امولسيون روغن زيتون آماده ةنحو

عنوان  هامولسيون روغن زيتون از صمغ عربي ب ۀبراي تهي

يافتن به امولسيون مناسب با پايداري  پايدارکننده براي دست

امولسيون با صمغ عربي ابتدا آب تا  ۀکافي استفاده شد. براي تهي

سپس مقدار صمغ  ،سانتيگراد حرارت داده شد ۀدرج 45 دماي

در  5/1به  1مورد نظر )مقدار صمغ به روغن زيتون به نسبت 

درصد روغن زيتون و 5/2نظر گرفته شد. يعني مقدار 

ساعت در دماي  24مدت  درصد صمغ عربي( اضافه و به75/3

ساعت محلول صمغ روي همزن  24محيط قرار داده شد. بعد از 

در حين همزدن محلول روغن زيتون  .مغناطيسي قرار داده شد

صورت قطرات ريز به ترکيب اضافه شد. سپس با دستگاه  به

دقيقه  3و  rpm 5000دقيقه  T25 (2)مدل  (IKAالتراتراکس 

rpm 8 ترکيب صمغ و روغن زيتون هموژنيزه شد ) 

.(Gharibzhahedi et al., 2013) 

 تعيين پارامترهاي کينتيکی

تا  mM/ml5/0هاي  پالميتات در غلظت نيتروفنيل سوبستراي پلي

براي تعيين  pH 7سانتيگراد و  ۀدرج 37در دماي ثابت  1

mM/min (Vmax )کينتيکي سرعت واکنش حداکثر پارامترهاي 

کار  ( براي آنزيم ليپاز خام بهKm) mMو ثابت ميکائيليس منتن 

عنوان مقدار  ( بهUيک واحد فعاليت آنزيمي ) برده شده است.

آنزيمي است که يک ميکرومول اسيد چرب را در دقيقه از 

کند.  يپالميتات در شرايط واکنش آزاد م نيتروفنيل هيدروليز پلي

  Lineweaver-burkۀپارامترهاي کينتيکي از نمودار معادل

 تخمين زده شد.

 16S rRNAشده ازطريق روش   ۀشناسايی سوي

است که از روش استخراج  DNAاول شناسايي استخراج  ۀمرحل

انجام بعدي  ۀ. مرحل(Alegria et al., 2009)استفاده شد  حرارتي

است. واکنش   Polymerase Chain Reaction (PCR)واکنش

( روش آناليز اسيدنوکلئيک براي توليد PCRاي پليمراز ) زنجيره

يک توالي طويل و  DNAهاي خاص  مقادير زياد از بخش

اندک از يک الگوي ترکيبي است. اين  يشده در مقدار تعريف

را  RNAيا  DNAطور انتخابي يک تک مولکول از  تکنيک به

و تکثير  دهد ميطي چند ساعت افزايش  چندين ميليون برابر در

يابي و شناسايي دقيق  براي توالي که بر اين اساس کند مي

که براساس  ،16S rRNAها به روش مولکولي، تکثير ژن  ايزوله

کند، انجام شد. براي انجام  اين ژن عمل مي ۀشد نواحي محافظت

 هاي عمومي استفاده شد: از پرايمر PCRواکنش 

 با توالي  Forward :27Fپرايمر 
 (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') 

 با توالي Reverse :1492Rپرايمر 

 (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′) 

 PCRو  DNAاستخراج  ،هاي شيميايي پس از انجام تست

الگوي باندي مناسب و اطمينان از  ۀانجام پذيرفت. بعد از مشاهد

توجه به  يابي با توالي ۀآماد PCRاين موضوع که محصولات 

مورد  ۀ( است. طول قطع1مورد نظر )شکل  ۀپروفايل باندي سوي

گونه که در اشکال مشخص  جفت بازي است. همان 1500نظر 

کش(  است، مکان قرارگيري باندها، با توجه به نردبان )خط
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دهد، که  مي دقيقاً همان طول قطعه را نشان  شده استفاده

ون است. در تمامي بودن مراحل انجام آزم صحيح ۀدهند نشان

از شاهد، که در علم  16S rRNAژن  PCRمراحل مربوط به 

کنترل  ۀشود، استفاده شد. نمون مولکولي کنترل منفي ناميده مي

 PCRکننده در واکنش  هاي شرکت منفي داراي تمامي مخلوط

الگو، آمپليکون مربوط به  ۀمربوط به رشت DNAجز  ه، باست

کنترل منفي بايد در هنگام الکتروفورز و مشاهده در زير  ۀنمون

هاي دمايي براي  ، فاقد الگوي باندي باشد. هرچند سيکلUVنور 

کنترل منفي طي شده است، اما  ۀميکروتيوب مربوط به نمون

يک   اي جديد ايجاد نشده است.  الگو، رشته ۀدليل نبودن رشت به

يابي به شرکت  توالي انتخاب و براي PCRآمپليکون يا محصول 

 Cycle extension ۀوسيل يابي به ماکروژن کره ارسال شد. توالي

 ABI 373 DNA Sequencer (Appliedکننده  در دستگاه توالي

Biosystems, Foster City, Ca, USA)  و با استفاده از پرايمر

 ، انجام شد. 27FYMپيشرو 

 

 
 3 ةشمار ةشد آزمون ۀهاي باندي مربوط به سوي پروفايل. 1شکل 

 کينتيک رشد سلولی

براي تعيين کينتيک رشد، باکتري را در محيط کشت مورد نظر 

برداري و  ساعته نمونه6کشت داده شد. سپس در فواصل زماني 

 شمارش سلولي انجام شد.

 محيط تخمير حالت جامد ۀتهي 

  انار، انگور، و گشنيز را به ۀاين نوع محيط کشت هست ۀبراي تهي

، 18 ۀمتري )شمار ميلي 1تا  5/0هاي سايز  پودر تبديل و با الک

ماير ابتدا  پودر الک و سايزبندي شد. در يک ارلن )35، و 25

تمام اجزاي خشک براساس مقاديري مشخص و سپس مقداري 

نظر اضافه شد. دماي آب براي رسيدن به درصد رطوبت مورد 

سانتيگراد بود. در  ۀدرج 37 ها گذاري در تمام آزمايش گرمخانه

انار، انگور، و گشنيز ( به  ۀاينجا اثر نوع سوبستراي جامد )هست

، 18ميليمتري ) الک شماره 1تا  5/0ذرات  ۀدرصد ،انداز3مقدار 

و  درصد(80، و v/w %( )50،60،70(، درصد رطوبت )35، و 25

( بر توليد rpm  180، و170،  160، 150، 140سرعت چرخش )

 g/l10آنزيم بررسي شد. ترکيبات ثابت محيط کشت شامل 

 ۀدرج 37روغن زيتون است و در دماي  g/l  25مخمر، ۀعصار

د. از طرح يک شگذاري  ساعت گرمخانه 24مدت  سانتيگراد به

ه شد. استفاد (One factor at a time)فاکتور در هر زمان 

مخمر در تمام  ۀفاکتورهاي درصد روغن زيتون و عصار

در سه تکرار  ها آزمايش ۀثابت در نظر گرفته شد. هم ها آزمايش

 انجام شد.

 نتايج و بحث

 جداسازي باکتري

سازي و  زيتون بعد از غني ۀ ۀباکتريايي از نمون ۀنه ايزول

ون شده با روغن زيت سازي کشت در محيط نوترينت براث غني

عنوان منابع  هاي روغني مانند زيتون به ميوه .جداسازي شدند

اند.  ليپاز شناخته شده ۀهاي توليدکنند ميکروارگانيسم ۀعمد

هاي  آل براي رشد ميکروارگانيسم زيتون داراي ترکيبات ايده

عنوان محرک  آنزيم ليپاز مانند روغن است که به ۀتوليدکنند

آيد.  کند و يکي از ترکيبات ضروري به حساب مي رشد عمل مي

روغن زيتون حاوي اسيداولئيک زيادي است که اين اسيد چربي 

آلي براي رشد اين  غيراشباعي است و سوبستراي بسيار ايده تک

عنوان القاگر  ها به آيد. روغن ها به حساب مي نوع ميکروارگانيسم

کنند و حضور آنها در محيط کشت  در توليد آنزيم ليپاز عمل مي

 Bکاملاً ضروري است. اين نه ايزوله با استفاده از محيط ردامين 

نارنجي در اطراف  ۀآگار پليت براساس خاصيت ايجاد هال

 UV (350ليپاز در زير تابش نور لامپ  ۀهاي توليدکنند کلني

عنوان رنگ فلورسنت  به Bشدند. از ردامين سازي  نانومتر( غربال

آنزيم ليپاز استفاده شد.  ۀهاي توليدکنند براي تعيين باکتري

علت  تواند به مي UVفلورسنت در تابش اشعه  ۀتشکيل هال

گليسريدها و  با مونو يا دي Bمرهاي ردامين  تشکيل دي

آنزيم در محيط باشد  ۀوسيل اسيدهاي چرب آزاد توليدي به
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(Hou & Johnston, 1992)ها با  . سپس فعاليت ليپاز اين باکتري

 ۀروش اسپکتروفتومتري براساس خاصيت تجزي

گيري شد. نتايج  عنوان سوبسترا اندازه پالميتات به نيتروفنيل 

شده باکتري  هاي جداسازي دهد که در ميان باکتري نشان مي

OE5 (Olive Extract 5) ( بيشترين فعاليتU/ml 4±33/40 ) را

(. 2از خود نشان داد که براي مطالعات بعدي انتخاب شد )شکل

باکتري  S rRNA16يابي ژن  استفاده از روش توالي با

دهد که ايزوله مورد  شده شناسايي شد که نشان مي جداسازي

شبيه است. اين باکتري  .Bacillus spنظر تا حد بسيار زيادي به 

ن قادر به رشد تا اي، غيرمتحرک است. همچني گرم مثبت، ميله

سانتيگراد است  ۀدرج 50درصد نمک طعام و دماي 5غلظت 

 (.2)جدول

 سازي محيط کشت تخميري آماده

سازي امولسيون روغن زيتون با صمغ عربي در محيط  آماده 

گزيني سوبسترا بستگي  کشت به دلايل گوناگون تهيه شد. ويژه

ي به ساختار شيميايي ملکول سوبسترا و خصوصيات فيزيک

. آنزيم ليپاز در سطح (Esposito et al., 1973)امولسيون دارد 

بين  سکنند هرچه سطح تما مشترک آب و روغن عمل مي

روغن و آب افزايش يابد سبب افزايش دسترسي ميکروارگانيسم 

شود. پس بايد به طريقي با ايجاد  براي جذب مواد لازم خود مي

افزايش داد. بدين  امولسيون مناسب و پايدار اين سطح تماس را

 ۀکننده و پايدارکنند عنوان امولسيون منظور از صمغ عربي به

( و همچنين از روغن Winkler & Stuckmann, 1979قوي )

زيتون استفاده شد. افزايش فعاليت آنزيم در حضور روغن زيتون 

توان  کند را مي عنوان القاکننده در محيط کشت عمل مي که به

اي چرب بلندزنجير و غيراشباع مانند به مقدار بالاي اسيده

گرفته در  اسيد نسبت داد. اين حقيقت در مطالعات صورت اولئيک

توليد ليپاز از آميکولاتوپسيس مديترانهاي و  ۀزمين

 ;Joseph et al., 2012)ميکروباکتريوم لوتئوم اثبات شده است 

Dheeman, 2011)توليد  ۀزنجير در زمين . اسيدهاي چرب کوتاه

استرپتوکوکوس فسياليس نسبت به اسيدهاي چرب  ليپاز

ثير بازدارندگي أاسيد ت بلندزنجير و غير اشباع مانند اولئيک

کردن روغن زيتون توليد  . اضافه (Chander et al., 1979)دارد

 Chen) ليپاز از اسينتوباکتر راديورسيسنتس را تقويت کرده است

et al., 1998)عنوان  مخمر به ۀ. در اين محيط کشت از عصار

سيليوم  منبع نيتروژني استفاده شده است. در محيط کشت پني

مخمر  ۀدرصد عصار5درصد روغن زيتون و 1سيترينوم از 

عنوان منبع کربن،  که با استفاده از روغن زيتون به شداستفاده 

موجب آنزيمي بالاترين فعاليت را نشان داده است و  ۀعصار

يت آنزيم شده است و هنگامي فعال ومخمر  ۀکاهش غلظت عصار

مخمر شده است فعاليتي  ۀکه آمونيوم سولفات جايگزين عصار

. همچنين در (Pimentel et al., 1994)مشاهده نشده است 

عنوان منبع  مخمر به ۀگرفته از عصار هاي ديگر صورت پژوهش

عنوان منبع کربن براي توليد ليپاز از  نيتروژن و روغن زيتون به

. از (Hasan et al., 2006) استفاده شده است  FH5باسيلوس 

 ۀعنوان منبع کربن و عصار درصد به5/1روغن زيتون با غلظت 

عنوان منبع نيتروژن براي توليد ليپاز توسط کانديدا  مخمر به

در  نتايج خوبي موجب کسبويسواناتي استفاده شده است که 

 . همچنين گزارش شده است کهشد )U/mg63/10توليد ليپاز )

منفي بر  تأثيرعنوان منبع نيتروژن  استفاده از شربت ذرت به

عنوان منبع  رشد و توليد ليپاز دارد. درنتيجه از روغن زيتون به

کننده و  عنوان امولسيون کربن روغني، صمغ عربي به

عنوان منبع نيتروژن استفاده شده  مخمر به ۀو عصار ،پايدارکننده

 .(De Almeida et al., 2013)است 

 

 
 زيتون ةهاي جداشده از عصار فعاليت آنزيمی سويه ۀمقايس .2شکل
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 ی باکتري جداشدهيمشخصات موفولوژيکی و بيوشيميا .2جدول

 باکتري مشخصات 

 مثبت گرم 

 غيرمتحرکاي ، تشکيل اندوسپور،  ميله مشخصات مورفولوژيکي

 مثبت هيدروليز اوره

 مثبت توليد سولفيد هيدروژن

 منفي احيا نيترات

 منفي اکسيداز

 مثبت کاتالاز

 مثبت مصرف سيترات

 مثبت توليد اندول

 منفي وگس پروسکوئر

 مثبت گلوکز

 مثبت فروکتوز

 مثبت ساکارز

 مثبت مالتوز

 مثبت لاکتوز

 مثبت مانوز

 منفي رافينوز

 مثبت بيوزملي 

 مثبت اينولين

 منفي آرابينوز

 منفي سلوبيوز

 سانتيگراد ۀدرج 15 -45 دمايي رشد ۀدامن

 5/4-10 رشد pH ۀدامن

 سانتيگراد ۀدرج 7و  37 رشد ۀبهين  pHدما و
 درصد7تا  درصد( w/vمقاومت به نمک)

 

 ثير نوع سوبستراي جامدأت

گشنيز  ۀشده و دان انار و انگور آسياب ۀثير سه سوبستراي هستأت

. با شد( بر فعاليت آنزيمي بررسي g/L30شده )مقدار  آسياب

انار و  ۀنسبت هستبه ثير بيشتري أگشنيز ت ۀتوجه به نتايج  دان

گشنيز و انگور  ۀدانانگور روي توليد آنزيم داشته است.  ۀهست

شاهد )محيط کشت  ۀنمون در مقايسه باانار  ۀدانمثبت اما  تأثير

شده  روغن زيتون امولسيون g/l25مخمر و  ۀعصار g/l 10حاوي

بيشتر  تأثيرالف(. 3منفي داشته است )شکل  تأثير( pH 7در 

توان به مقدار  انار و انگور را مي ۀهستنسبت  بهگشنيز  ۀدان

و همچنين نوع اسيد چرب  دانهبيشتر مواد نيتروژن آلي اين 

(، نيتروژن و کربن 2د )جدول نسبت دا شاخص اين دانه

از منابع  سوبستراهاي اصلي براي رشد باکتري هستند که معمولاً

سه اين  (Pimentel et al. 1994). شوند  طبيعي فراهم مي

عنوان منبع کربن براي  به سوبستراي جامد داراي روغن )روغن

آنزيم ليپاز است( در ترکيبات  ۀهاي توليدکنند باکتري

ها همانند روغن زيتون  د هستند که اين روغنخو ۀدهند تشکيل

 مشخصکنند. در تحقيقات مشابه  عنوان منبع کربن عمل مي به

ي بازده بالاتري از ليپاز را نشان يها ميکروارگانيسماست که شده 

با  هدهند که در محيط تخميري آنها منبع نيتروژن آلي همرا مي

عنوان منبع کربن در غلظت بهينه استفاده شده  روغن زيتون به

اسيد )اسيد چرب  . پانيسيک (Pokorny et al., 1994) است

کربنه 18اسيد )اسيد چرب  غيراشباع(، پتروسلنيک ۀکربن18

اسيد  و لينولئيک ،اسيد( و ايزومري از اولئيک ،غيراشباعي تک

رتيب اسيد چرب دوغيراشباعي( به ت ۀکربن18)اسيد چرب 

گشنيز  ۀدان(، Abbasi et al., 2008) انار ۀهستشاخص 

(Mironova et al., 1990)،  انگور  ۀهستو(Rabak, 1921) 

عنوان ايزومر  اسيد به پتروسلنيک گشنيز ۀهستند. در ساختار دان

درنتيجه شبيه به اسيد چرب ، که اسيد حضور دارد اولئيک

ن مقدار فعاليت بيشتر توا مي .موجود در روغن زيتون است

 ۀهست در مقايسه باگشنيز را  ۀدانشده در حضور  ليپازي گزارش

انار و انگور به نوع اسيد چرب اين ماده نسبت داد. افزايش 

عنوان القاکننده در  که بهرا  ،فعاليت آنزيم در حضور روغن زيتون

توان به مقدار بالاي اسيدهاي  مي ،کند محيط کشت عمل مي

گشنيز  ۀداناسيد که  جير و غيراشباع مانند اولئيکچرب بلندزن

نسبت داد. اين  د،نيز اسيد چربي مشابه با روغن زيتون دار

توليد ليپاز از  ۀزمينگرفته در  حقيقت در مطالعات صورت

اي و ميکروباکتريوم لوتئوم اثبات شده  آميکولاتوپسيس مديترانه

اسيد چرب  .(Joseph et al., 2012; Dheeman, 2011)است 

 ۀکه با توجه به نتيجاست انار پانيسيک  ۀدانموجود در روغن 

شود که اين اسيد چرب،  آمده اين مطلب استنباط مي دست به

و مورد مصرف  يستآلي براي ميکروارگانيسم ن هاسيد چرب ايد

 قرار نگرفته و درنتيجه موجب کاهش فعاليت آنزيمي شده است. 

 ذرات سوبسترا ةانداز تأثير

متري  ميلي 1تا  5/0 ۀبا انداز 35و ، 25، 18 ۀهاي شمار ز الکا

دست آمد  د که بيشترين فعاليت آنزيمي هنگامي بهشاستفاده 

. ب(. در فرايند تخمير 3د )شکلشاستفاده  25 ۀکه از الک شمار

هاي  بر ويژگي تأثيردليل  ذرات سوبسترا به ۀحالت جامد، انداز

سوبسترا در مبادلات مربوط به رشد و انتقال حرارت و جرم 

ذره بر نسبت سطح به حجم که  ۀاهميت دارد. علاوه بر اين، انداز

جزء قابل دسترس سوبسترا براي ميکروارگانيسم و  ۀکنند تعيين

از آن  .گذارد مي تأثيرنيز  است،تراکم در جرم سطحي  ۀدانسيت
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اکسيژن به فضاي خالي بر رشد ميکروبي جا که شدت انتقال 

مناسب باشد  ۀگذارد، سوبسترا بايد حاوي ذراتي با انداز مي تأثير

تر  طور کلي ذرات کوچک تا انتقال جرم را افزايش دهد. به

کند اما  ها فراهم مي سوبسترا سطح بيشتري براي ميکروارگانيسم

ا شدن سوبستر ذرات بسيار کوچک ممکن است منجر به کلوخه

و  کنندمزاحمت براي تنفس ميکروبي ايجاد  در پي آنو شوند 

کوچکتر ذرات براي انتقال  ۀباعث کاهش رشد شوند. انداز

حرارت و تبادل گازهاي تنفسي ميان هوا و سطح جامد مفيدتر 

است. همزمان ذرات بزرگتر کارايي تنفس و هوادهي بهتري 

م فراهم دارند اما سطح کمتري براي عملکرد ميکروارگانيس

. ساختار ذرات سوبسترا باعث (Pandey et al., 1999)کنند  مي

 .Bacillus spافزايش تخلخل و حلاليت براي انتقال اکسيژن به 

 انجامد افزايش فعاليت ليپاز مي بهشود و درنتيجه  مي
(Veerabhadrappa et al., 2014). 
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ذرات سوبستراي جامد  ةانداز تأثير ۀمقايس ب( ،شاهد ۀشده با نمون گشنيز آسياب ۀدانشده و  انار و انگور آسياب ۀهستاثر سوبستراهاي  ۀالف( مقايس .3شکل

گذاري بر فعاليت آنزيمی در  هنگام گرمخانهبررسی اثر سرعت چرخش گوناگون در و د(  ،اثر محتواي رطوبت گوناگون ۀج( مقايس شده، الک استفاده ةبراساس شمار

 ساعت( 24سانتيگراد، زمان  ۀدرج 37دماي  روغن زيتون، g/l  25مخمر، ةعصار g/l10کشت شامل  ترکيبات ثابت محيطتخمير حالت جامد )

  

 محتواي رطوبت و سرعت چرخش تأثير

درصد بر توليد ليپاز 80و  ،70، 60، 50محتواي رطوبتي  تأثير

بهتر )فعاليت آنزيمي بيشتر( در محتواي  ۀد که نتيجشبررسي 

 محتواي. اما در کل . ج(3دست آمد )شکل درصد به70رطوبتي 

درصد اختلاف معناداري با يکديگر ندارند. 80و  ،70، 60رطوبت 

رطوبت )بيش از  محتوايکاهش فعاليت ليپاز با افزايش 

و  ،ن به تجمع ذرات سوبسترا، هوادهي ضعيفتوا درصد( را مي80

 (Pandey et al., 1999).شرايط غيرهوازي احتمالي نسبت داد 

توجهي در  شايانرطوبت پايين نيز باعث کاهش  محتوي

شود درنتيجه با  ميبادکردگي سوبستراي جامد  ۀحلاليت و درج

 تر توليد تواند ليپازي با فعاليت پايين ايجاد تنش آبي بيشتر مي

گرفته روي  در تحقيق صورت(. (Veerabhadrappa, 2014کنند 

نايجر در تخمير حالت جامد با  فعاليت آنزيمي آسپرژيلوس

 ۀدرصد مشاهده شد که سوي71رطوبت  محتوي

نايجر فعاليت بيشتري را در اين مقدار رطوبت بروز  آسپرژيلوس

رطوبت  معرفي. اين مطلب (Mahadik et al., 2002)داده است 

شده  گزارش ۀعنوان رطوبت بهين بهرا درصد در اين مطالعه 70

کند. همچنين  براي فعاليت آنزيمي در اين شرايط تقويت مي

 ۀوسيل درصد براي توليد ليپاز به51محتوي رطوبت  ۀمقدار بهين

 ۀدان ۀکنجالا سودوموناس آئروجينوزا در تخمير حالت جامد ب

. از تحقيقات شده استش عنوان سوبسترا گزار جاتروفا به

گيري کرد که  تنظيم صحيح مقدار  توان نتيجه مي گرفته صورت

بر فعاليت آنزيمي خواهد داشت که مقدار   ميثير مهأرطوبت ت

رطوبت در شرايط گوناگون و با توجه به نوع  ۀبهين

در  ميکروارگانيسم و محيط تخميري متفاوت است. اما معمولاً

ثير منفي أرطوبتي پايين و بسيار بالا تتخمير حالت جامد مقادير 
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 بر رشد سلولي و فعاليت آنزيمي خواهد داشت.

روي توليد  rpm180و ، 170، 160، 150سرعت  تأثير

فعاليت  rpm170شد که در سرعت  همشاهد وآنزيم بررسي 

فعاليت آنزيمي  آنزيمي به مقدار کمي بيشتر بوده است و تقريباً

اختلاف معناداري  rpm180 و  ،170، 160در سرعت چرخش 

از آن جا که  rpm150. د(. در سرعت چرخش 3ندارد )شکل 

باکتري جداشده ميکروارگانيسمي هوازي است، سرعت چرخش 

کند.  ميرسد که سطح اکسيژن را محدود  مينظر  پايين به

دليل ماهيت غيرهمگني محيط تخميري بايستي چرخش به  به

هاي گوناگون محيط  قسمتاي صورت گيرد که اکسيژن به  شيوه

رساني فعاليت آنزيمي کاهش  برسد زيرا در صورت عدم اکسيژن

فعاليت ليپاز با افزايش سرعت چرخش در  همچنين يابد. مي

و  Elibol  (2000)افزايش يافته است. rpm 180تا  150 ۀمحدود

Ozer انتقال اکسيژن بر توليد ليپاز را در سرعت جريان و  تأثير

 Rhizopusليتري با 1سرعت چرخش گوناگون در بيوراکتور 

arrhizus  بررسي کردند. آنها تعيين کردند که وقتي سرعت

يابد، ضريب حجمي انتقال اکسيژن نيز  ميچرخش افزايش 

يش دليل افزا شود. بر اين اساس، فعاليت ليپازي هم به ميبيشتر 

سرعت چرخش افزايش يافته است. در تحقيقات گوناگون سرعت 

 rpm 300 (Freireو  rpm200 (Alonso et al., 2005)چرخش 

et al., 1997)  عنوان سرعت بهينه گزارش شده است.  نيز به

دهند که افزايش بيش از حد  ميبنابراين اين تحقيقات نشان 

ا توجه به ( بrpm300يا  200يا  180سرعت چرخش )بيش از 

 تأثيرها و همچنين محيط کشت  مقاومت ميکروارگانيسم

نامطلوبي بر فعاليت آنزيم خواهد گذاشت. کاهش فعاليت آنزيم 

تنش مکانيکي، تنش اکسيداسيون، کف  ۀدر اين حالت درنتيج

و همچنين نابودي ساختار سلولي ميکروارگانيسم  ،بيش از حد

 .(Liu et al., 2011)است 
 

 بهينه ۀپارامترهاي کينتيکی در نقط رشد سلولی و

ييد نهايي در أثر بر کشت براي تؤپس از انتخاب فاکتورهاي م

و پارامترهاي  ،فعاليت آنزيم، منحني رشد سلولي ۀشرايط بهين

درصد 3دست آمد. با استفاده از محيط کشتي حاوي  کينتيکي به

 g/l  25مخمر، ۀعصار g/l10شده،  گشنيز آسياب ۀدان ۀعصار

 rpmو سرعت چرخش  ،درصد70ي رطوبت اروغن زيتون، محتو

ساعت  24بعد از  U/ml120فعاليت آنزيمي  170

( فعاليت 4دست آمد. با توجه به نتايج )شکل  گذاري به گرمخانه

وري قبل از انتخاب پارامترهاي  نسبت حالت قبل غوطهبه آنزيم 

 ليت آنزيم فعا 3جدول  دهد. برابر افزايش نشان مي 07/3مناسب 

 

در  که فعاليت آنزيم کمتريدهد  ميهاي گوناگون را نشان  سويه

دهند. کينتيک رشد و  مينشان را   .Bacillus spۀسوي مقايسه با

ساعت اول کشت  4دهد که  ( نشان مي4فعاليت آنزيم )شکل

و بعد از  شتهتوجهي ندا شايانفعاليت آنزيم و رشد سلولي تغيير 

اريتمي رشد شده است. در فاز سکون اين زمان وارد فاز لگ

 هاي ( بيشترين فعاليت نشان داده شده است. گزارش56)ساعت 

نسبت به زيادي در رابطه با کارايي بيشتر تخمير حالت جامد 

 ۀوسيل وري وجود دارد. توليد ليپاز به تخمير حالت غوطه

، شدسيليوم کانديدوم در تخمير بستر جامد و مايع مقايسه  پني

ييد کرده است أبرتري فرايندهاي تخمير بستر جامد را تکه 

(Rivera-Munoz et al., 1991). سلولي رايزوپوس   ليپاز خارج

هموتاليکوس ازطريق تخمير بستر جامد و مايع توليد و تصفيه 

آنزيم به ترتيب براي تخمير  ۀشده است که درنتيجه فعاليت ويژ

زارش گ U/mg10700و جامد  U/mg 8600 بستر مايع

و  Vmax. پارامترهاي کينتيکي  (Mateos Diaz et al., 2006)شد

Km  آنزيم ليپاز خام به ترتيب برابر باmM/min.ml 667/0  و

mM 62/1 منتن محاسبه شد  ـ ميکائيليس ۀازطريق نمودار معادل

  affinityۀدهند باشد نشان کمتر Km(. هرچه مقدار 5) شکل 

 ۀدهند بيشتر نشان Vmaxست و بالاتر بين آنزيم و سوبسترا ا

ليپاز  Kmو  Vmax مقدار کارايي کاتاليتيکي بالاتر آنزيم است.

 mM 12و  μmol/min30سودوموناس سپاسيا برابر با 

(Pencreac'h & Baratti, 2001) هنگامي که  .گزارش شده است

 عنوان سوبسترا استفاده شده است پالميتات به نيتروفنيل از پلي

 Vmaxو  FSI mM 8/1فوزاريوم سولاني  ۀليپاز سوي Km مقدار

همچنین  ،mol/mg.minμ 416/0 (Maia et al., 2001)برابر با 

 mMبرابر با  Kmو mol/ml.minμ 416/0برابر با  Vmaxمقدار 

 Hasan et) ه شددست آورد به FH5براي ليپاز باسيلوس  05/5

al., 2006)در مقايسه با .Km  هاي  باکتريشده براي  گزارش

جداشده کمتر است که  ۀذکرشده، مقدار اين پارامتر براي سوي

 ۀوسيل يا گرايش بيشتر آنزيم توليدشده به  affinityۀدهند نشان

پالميتات است  نيتروفنيل اين باکتري به مصرف سوبستراي پلي

 .Bacillus spۀوسيل بهآنزيم توليدي  Vmaxهمچنين مقدار 

و  FSIهاي فوزاريوم سولاني  سويه  Vmaxشده از مقدار  جداسازي

فعاليت کاتاليتيکي  ۀدهند بيشتر است که نشان FH5باسيلوس 

اين دو سويه که در در مقايسه با شده  جداسازي ۀبيشتر سوي

 . اين نتيجهدهد مينشان  ،مقالات ديگر گزارش شده است

پالميتات  نيتروفنيل که انتخاب پلي   ۀتأييدکنند

 استگيري فعاليت انتخاب مناسبي  سترا براي اندازهعنوان سوب به

 و آنزيم توليدي تمايل زيادي به فعاليت در اين محيط دارد.
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 هاي گوناگون فعاليت آنزيمی در پژوهش .3جدول

 سويه فعاليت آنزيمي منبع
Contesini et al., 2009 U/mL03/33 Aspergillus niger 

Bose et al., 2013 U/mL432/0 Pseudomonas aeruginosa AAU2 

Krishnaveni et al., 2013 U/mL 8/14 Staphylococcus aureus 

D’Annibale et al., 2006 U/ml23/9 Candida cylindracea 

   

 

 
شده،  گشنيز آسياب ۀدان ةدرصد عصار3مناسب در محيط کشتی حاوي مترهاي اباسيلوس پس از انتخاب پار ۀنمودار رشد سلولی و فعاليت آنزيمی سوي .4شکل

g/l10 مخمر، ةعصارg/l  25  و سرعت چرخش  ،درصد70روغن زيتون، محتوي رطوبتrpm 170  سانتيگراد ۀدرج 37در دماي 

 

 
 زيم ليپاز آن ةباسيلوس توليدکنند ۀميکائيليس منتن براي تعيين پارامترهاي کينتيکی سوي ۀنمودار معادل .5شکل 

 

 گيري کلی نتيجه

دليل کاربردهاي متنوعي که امروزه در دنياي  آنزيم ليپاز به

آنزيمي پرتقاضا در بازارمصرف است، از طرف ديگر  ،صنعت دارد

 همراه باکه بتواند دارد هايي  قيمت بالاي اين آنزيم نياز به روش

بازده بيشتر را افزايش دهد. روش تخمير تر توليد و  پايين ۀهزين

قيمت و توليد بالاتر  دليل استفاده از مواد ارزان بستر جامد به

 ۀعصار ۀتوجه است. با توجه به اهميت اين آنزيم از نمون شايان

سلولي جداسازي شد  ليپاز خارج ۀتوليدکنند .Bacillus spزيتون 

(U/mL 40( عنوان  شده به گشنيز آسياب ۀدان. سوبستراي

گذار بر توليد ليپاز انتخاب شد. درنتيجه با توجه تأثيرسوبستراي 

از محيط  سرانجام اين سوبسترا ،گرفته هاي صورت به بررسي

 g/l10شده،  گشنيز آسياب ۀدان ۀدرصد عصار3کشتي حاوي 
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و  ،درصد70روغن زيتون، محتوي رطوبت  g/l  25مخمر، ۀعصار

 24بعد از  U/ml120فعاليت آنزيمي  rpm 170سرعت چرخش 

دست آمد  سانتيگراد به ۀدرج 37گذاري در دماي  ساعت گرمخانه

برابر افزايش فعاليت نشان داده است. با توجه به نتايج  07/3که 

شود که تخمير حالت جامد آنزيم  اين پژوهش ملاحظه مي

 .تخمير حالت مايع توليد کرده است در مقايسه بابيشتري را 

اين سويه پتانسيل بالقوه براي انجام  ليپاز سنتزشده توسط

هاي استريفيکاسيون و ترنس استريفيکاسيون در  واکنش

و فرايند زيستي  ،هاي آلي، سنتز برخي استرهاي صنعتي حلال

 . دهاي صنعتي غني از چربي را دار پساب
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