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  چکیده
صنعت بخش باشد تا ها در صنایع رقابتی میفعالیت ترینیکی از مهم زیستی انبوه عوامل کنترلفرآیند تولید سازي بهینه

 Candidaتوده سلولی مخمر بردن تولید زیستمنظور بالاق بهترغیب نماید. در این تحقی هارا به تولید تجاري آن

membranifaciens  محیط يگري اجزاپاسخ و در دو مرحله، غربال با کمک روش رویه محیط کشت سازي اجزايبهینه-

عنوان پنیر و سوکروز به نیشکر، آب قند، ملاستولید انجام گرفت. از ملاس چغندرهاي موثر بر سنجهسازي بهینه کشت و
هاي ع نیتروژن استفاده گردید. آزمایش، اوره و عصاره مخمر به عنوان منب(CSL)منبع کربن و از عصاره ذرت خیسانده 

 .ندطراحی و انجام شد Design Expert®افزارنرم نسخه نهتفاده از منابع کربن و نیتروژن و با اس انتخاب متعددي براي
داري در تاثیر معنی CSLملاس نیشکر و  ،شدههاي انتخابسنجهکه از بین  ندگري نشان دادغربال هاينتایج آزمایش

اي که بتواند رشد دله. براي انتخاب بهترین معابودخطی غیر ها و میزان رشدسنجهرابطه بین  چنینهم. ندرشد مخمر داشت
مدل مناسب یک مدل چند  ،اساس استفاده شد. بر این (ANOVA)واریانس  را توصیف کند از روش آماري تجزیهمخمر 
، غلظت پاسخ رویهنمودار تحلیل و  تجزیهاي درجه دوم و اثرات متقابل مربوطه بود. با حل معادله به دست آمده و جمله

تعیین گرم در لیتر  2/39و  20رشد، به ترتیب  حداکثردر محیط کشت براي رسیدن به و غلظت ملاس نیشکر  CSLبهینه 
  .شد

  ، محیط کشت صنعتی، کنترل زیستیمخمر انبوه سازي، تولیدبهینه کلمات کلیدي:
  

  مقدمه
هاي که تعداد زیادي از آنتاگونیستبا وجود این     

هاي بعد از برداشت اريمیکروبی براي کنترل بیم
اما تعداد کمی از این عوامل تجاري  ،اندی گردیدهبررس
ر و یک باکتري فقط دو مخم ،اند. در حال حاضرشده

هاي بعد از برداشت به صورت براي کنترل بیماري

 Aspire® با نام تجاري Deco-182که  اندتجاري در آمده
در  Montrocher Candida oleophila حاوي مخمر

حاوي  Yild plus® ،لیاشغا فلسطینمتحده و ایالات
در Cryptococcus albidus C.E. Skinner مخمر

فرمولاسیون  Biosave 100 & 110و  جنوبیآفریقاي
متحده به ثبت لاتدر ایا  Pseudomonas syringeباکتري
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در استفاده  .)2003(عبادیاس و همکاران اند رسیده
تا حد زیادي به  زیستیتجاري، موفقیت یک عامل کنترل 

مشکل اصلی براي لاسیون آن بستگی دارد. فرمو
 ، ایجاد یک فرآوردهزیستیکردن محصولات تجاري
کنندگی خود را همانند که قابلیت کنترل باشدمیپایدار 
یک فرمولاسیون  هاي تازه حفظ کرده باشد.سلول

میکروبی مناسب، باید داراي صرفه اقتصادي براي 
بودن آن و ثرمانی مناسب و کافی براي موزنده ،تولید

چنین اگر مخمر به ها باشد. هماستفاده آسان روي میوه
- آب قدرت شده باشد باید به آسانی فرم خشک فرموله

کنندگی ابلیت کنترلق ،در نهایت .نشان دهدگیري مجدد 
- ولانیانبارداري ط ن باید در تمام مراحل فرمولاسیون،آ

 گیري مجدد حفظ شود (عبادیاس و همکارانآب مدت و
  )2006، ملین و همکاران 2001
جهت ساخت فرمولاسیون  مهم دیگرکلیدي  عامل

بی به یک محیط کشت کم یامیکروبی تجاري، دست
- میسلولی  تودهزیستدسترس براي تولید هزینه قابل

که بتواند در مقیاس صنعتی استفاده شود. تجاري  باشد
هاي تخمیري، مستلزم اقتصادي کردن کردن فرآورده

شده ها است و کاهش قیمت تمامش هزینهها و کاهدفراین
تر نیز با استفاده از محیط کشت ارزان فرآورده

 Candida sakeدر مورد  "مثلا .باشدمیپذیر امکان

Berkhout   عنوان به کهنیشکر محیطی بر پایه ملاس
تولید شکر قابل دسترسی  هايفرآورده جانبی کارخانه

   ).2000ادیاس و همکاران (عب ارائه گردیده است است
ط به فرمولاسیون تجاري یکی از موارد اصلی مربو     

هاي واحد، دستیابی به زیستیکنترل فرآوردهیک 
) غیرهاسکلروت و میکروکلامیدوسپور، (کنیدي،  تکثیري

در اغلب  .باشدمی فراوان و موثر یک آنتاگونیست
ایی و دلیل شرایط ویژه غذتوده بهزیستموارد، تولید 

، مشکل است. موجود زندهمحیطی لازم براي رشد 
چه استفاده از هر دو روش تخمیر جامد و مایع اگر

تخمیر مایع در  فناوري، اما توسعه باشدمیمتداول 
سیدهاي آلی، یافته براي تولید اکشورهاي توسعه

ها باعث شده ها و باکتريقارچهاي بیوتیک و آنزیمآنتی

یزات لازم براي این کار در که وسایل و تجهاست 
تخمیر باید  براي دسترس باشند. محیط رشد مطلوب

-هارزان و از محصولات فرعی کشاورزي هر منطقه ب
نیز  غذایی. این مواد باید از نظر تعادل مواد دست آید

دانه، آرد سویا و ، پنبهنانملاس، مخمر مناسب باشند. 
ر (هوادهی، . شرایط انجام تخمیغیره از این مواد هستند

pH تواند روي کیفیت و و دما) همانند نوع محیط می
مهم دیگر در  عاملتاثیر بگذارد.  زندهموجود کمیت 

باشد که روي می تودهزیستتخمیر مایع، نرخ تولید 
 گذارد. بهتر آنآلودگی اثر میهزینه تولید و شانس 

در حداقل زمان ممکن  تودهزیست بهینهاست که مقادیر 
حداقل  گلیوکلادیومو  تریکودرماود. در مورد تولید ش

 هاروز است که در مقایسه با باکتري شش تا هفتزمان 

هاي ) طولانی است. روشساعت 26تا  24و مخمرها (
 زندهبراي تولید انبوه موجودات ریز  مایع و جامد تخمیر

  .شوداستفاده می
ر ها دترین فعالیتسازي فرآیندها یکی از مهمبهینه     

صنایع رقابتی امروز است. هزینه بالاي تحقیقات 
هایی است که هاي طراحی آزمایشمستلزم توسعه روش

هاي موثر بر یک فرآیند را با حداقل تعداد سنجهتعیین 
هاي سنجهها، ها ممکن نماید. در اغلب فرآیندآزمایش

متعددي موثر هستند که شناخت تعداد و میزان تاثیر هر 
 ،اقتصادي فرایند بردپیشر طراحی و تواند دیک می

منظور . در این تحقیق بهبرداري قرار گیردمورد بهره
 Candidaزیستیسلولی مخمر  تودهزیستافزایش تولید 

membranifaciens  محیط کشت با  يسازي اجزابهینه
-نرم نسخه نه با استفاده از آزمایش طراحی کمک روش

گري ه، غربالو در دو مرحل Design Expert®افزار
هاي موثر بر سنجهسازي بهینه محیط کشت و ياجزا

علاوه بر افزایش میزان رشد و  تولید انجام گرفت تا
، C. membranifaciensسلولی مخمر  تودهزیستتولید 

  از نظر اقتصادي نیز مقرون به صرفه باشد.
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  مواد و روش ها
  تهیه جدایه مخمر

  Candida membranifaciensمخمر A2 از جدایه   
هاي سیب که قابلیت جداسازي شده از سطح میوه

 دانشگاه تهران آنتاگونیستی آن در پردیس ابوریحان
  استفاده شد.  ،)1386فرد (علويبود  بررسی گردیده

  
در محیط  A2بررسی کینتیک رشد (الگوي رشد) جدایه 

  PDB (Potato Dextrose Broth) کشت
  PDB  محیط کشت در ،ساعته مخمر 24از کشت      

مخمر در آب  سلول 1×910جمعیت  سوسپانسیونی با
ر از این لیتمیلیتهیه شد. یک  مقطر سترون

تهیه   PDB لیتر محیط کشتمیلی 100سوسپانسیون به 
ها لیتري اضافه گردید. ارلنمیلی 250هاي شده در ارلن
گراد و درجه سانتی 30انکوباتور با دماي درون شیکر 

فواصل  قرار داده شدند. به ور در دقیقهد 150سرعت
در  این محیط کشتلیتر از زمانی دو ساعت، یک میلی

کنار شعله برداشته شد و جمعیت مخمر با استفاده از 
تعیین  نانومتر) 600موج (طول دستگاه اسپکتروفتومتري

(دامتو و  ساعت ادامه یافت 30مدت . این کار بهگردید
  .)1983و همکاران  فان دیژکن، 2012همکاران 

  
  سازي محیط کشت صنعتیبهینه

  مایهزادآماده سازي 
 ،ساعته مخمر 24براي تهیه مایه تلقیح از کشت 

سوسپانسیونی تهیه گردید و جمعیت آن با استفاده از 
نانومتر)  600(طول موج  دستگاه اسپکتروفتومتري

ها سوسپانسیونی با جذب شد. براي همه آزمایش تعیین
  ).1388تهیه گردید (مختارنژاد  )910U= CF( 1نوري 

  محیط کشت يبهینه سازي اجزا
محیط کشت به منظور بالا بردن  يسازي اجزابهینه     

با C. membranifaciens ر مخمسلولی  تودهزیستتولید 
-در دو مرحله، غربال طراحی آزمایش و نرم افزارکمک 

-سنجهسازي مقادیر محیط کشت و بهینه يگري اجزا

  اي موثر بر تولید انجام گرفت.ه

  
  محیط کشت يگري اجزاغربال

سازي یک محیط کشت منظور بهینهدر ابتدا به     
صنعتی تعدادي منابع کربن و نیتروژن با قابلیت صنعتی 

نیشکر،  قند، ملاسشدن انتخاب گردید. از ملاس چغندر
عنوان منبع کربن و از عصاره پنیر و سوکروز بهآب

عنوان مخمر به و عصاره اوره، (CSL)ده ذرت خیسان
هاي متعددي به . آزمایشمنبع نیتروژن استفاده شد

گري منابع کربن و نیتروژن و انتخاب منظور غربال
نسخه از  بهترین منبع کربن و منبع نیتروژن با استفاده

  .طراحی و انجام گردید Design Expert®نرم افزار  نه
هاي مختلف با ط کشتاز محی لیترمیلی 100در ابتدا      

(به جز  سنجههاي تعیین شده براي هر توجه به غلظت
تهیه شد و براي  لیتريمیلی 250در یک ارلن  اوره)

 -درجه سانتی 121دقیقه در  15مدت  استریل کردن، به
 0.22( شدهمحلول اوره فیلتر گراد اتوکلاو گردید.

JETBIOFIL)شده وجداگانه به محیط اتوکلا صورت، به
یک شدن با ها پس از خنکتمام ارلنخنک اضافه شد. 

ساعته  24شده از کشت لیتر از سوسپانسیون تهیهمیلی
انکوباتور با  نی و داخل شیکرزمایه (OD = 1) مخمر
گراد درجه سانتی 30 دمايدور در دقیقه و  150 سرعت

ساعت میزان رشد مخمر در  24. بعد از داري شدندنگه
گاه اسپکتروفتومتر استفاده از دستا هر ارلن ب

 مشخصالذکر افزار فوقو با استفاده از نرم گیرياندازه
  گردید.

-با استفاده از طرح پلاکتگري در مرحله اول غربال

 طراحی و اجرا شد 1برمن آزمایشی مطابق جدول 
  .)2001من و هنزل ویت(
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  برمنپلاکتها در طراحی هاي آناجزاي محیط کشت و غلظت - 1 جدول
 مقادیر (گرم در لیتر)

 متغیرها اجزاي محیط کشت
  - صفر  +
 X1 ملاس نیشکر  صفر 3  6
 X2 ملاس چغندر قند 2 4 6
 X3 آب پنیر صفر 3  6
 X4 اوره صفر 3 6
6  25/3 5/0 CSL X5 
 X6 عصاره مخمر صفر 3  6
 X7 سوکروز  صفر  3 6

      
  
 ,.…,x1, x2) هر سنجه )برمن(پلاکت در این روش 

x7)  که به صورت + و باشد مىداراى دو سطح–  
دو  سنجهبنابراین باید براي هر شوند،نشان داده مى
امکان  ها باید تا حد. این غلظتشودگرفته غلظت در نظر 

سلولی  تودهزیستو براى تولید  محدوده باریکى داشته
ا در ههاي آنها و محدوده غلظتسنجهموثر باشند. 

  آمده است. 2جدول 

- باشد؛ طوريمی k+1ها در این روش آزمایش تعداد

باشد. تعداد تعداد متغیرها (اجزاي محیط کشت) می kکه 
 ترتیب برابرآزمایش بهعلائم مثبت و منفی در هر 

( 1) / 2k )و  + 1) / 2k ون باید داراى . هر ستاست −
 1مقادیر مثبت و منفى باشد. اثر هر متغیر توسط معادله 

  شود:محاسبه می

1(    ( )

2( )i i
xi

M M
E

N
+ −−

= ∑  
  

غلظت متغیر مورد آزمایش  اثر xiE)( در این معادله
 هاي مخمر که متغیرتعداد سلول  iM- و  i+M باشدمی

 
 

 
 
iX  تعریف شدهپائین ه ترتیب در غلظت بالا و ب 

ها تعداد آزمایشدهنده نشان در این معادله Nاست. 
  باشد. می

 پنجآزمایش انجام شد که در این  پنجچنین هم
بالا و وسط غلظت  ها در مقدار حدسنجهزمایش تمام آ

  . تعریف شدند پائین
ش قبلی، آمده از آزمایدستبا توجه به نتایج به

ري با استفاده از طراحی فاکتوریل کسري آزمایش دیگ
من و هنزل ویت( طراحی و اجرا گردید 3جدول مطابق 

2001(. 

 4ها در جدول هاي آنفاکتورها و محدوده غلظت
 باشد،می p-k2ها در این روش آزمایش تعداد آمده است.

k در این  باشد.تعداد متغیرها (اجزاي محیط کشت) می
برابر با تعداد متغیرها (ملاس چغندر، ملاس  kیش آزما

  .است )و غیرهنیشکر، عصاره مخمر 
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  C. membranifaciens توده سلولی مخمر هاي محیطی روي تولید زیستطراحی آزمایش تاثیر سنجه - 2جدول

D4 

 متغیرها

D3 D2 D1 X7 X6 X5 X4 X3 X2 X1  شماره
 آزمایش

- + - - - + + + - + + 1 
+ - - - + + + - + + - 2 
- - - + + + - + + - + 3 
- - + + + - + + - + - 4 
- + + + - + + - + - - 5 
+ + + - + + - + - - - 6 
+ + - + + - + - - - + 7 
+ - + + - + - - - + + 8 
- + + - + - - - + + + 9 
+ + - + - - - + + + - 10 
+ - + - - - + + + - + 11 
- - - - - - - - - - - 12 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17 

 
X1, X2,…, X7 2ها ي آزمایش مطابق جدولسنجه                          

 D1, D2, D3, D4 در این آزمایش هاي منظور نشدهسنجه    

  
  
  

  

  ها در فاکتوریل کسريهاي آناجزاي محیط کشت و غلظت - 3جدول
 مقادیر (گرم در لیتر)

 متغیرها اجزاي محیط کشت
  - صفر  +
 X1 ملاس نیشکر  2 4  6

ندقملاس چغندر 2 4 6  X2 

3 2 1 CSL X3 

 X4 عصاره مخمر 1/0 15/0 2
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  هاي موثر بر رشد سنجهسازي بهینه

براى  )2001من و هنزل ویت(پاسخ  روش رویه     
-زیستتولید  کشت موثر در محیط يسازى اجزابهینه

بردن تولید سلول، با استفاده منظور بالاسلولى، به توده
 Central composite) ترکیب مرکزي از طراحی

design)  در این  ).5مورد استفاده قرار گرفت (جدول
 روي محیط کشت بر پایه ملاس هامرحله آزمایش

  انجام شد.  CSLنیشکر و
 ,α, -1, 0, 1-)پنج سطح  در این روش متغیرها در     

+α) توان توسط می را . رفتار سامانهبررسی گردید
معادله در این  .توصیف کرد 2معادله درجه دو شماره 

Y شده، بینیپاسخ پیش°β عرض از مبدا،  
ضریب درجه دو  ضریب خطى،

هاي متغیر ضریب اثر متقابل و  
  مستقل.

  

2( 
2 2

0 1 1 2 2 3 3 11 1 22 2

3
33 3 12 1 2 13 1 3 23 2 3

y X X X X X

X X X X X X X

β β β β β β

β β β β

= + + + + +

+ + + +
 

  
تواند رشد اي که میبراي انتخاب بهترین معادله

واریانس  تجزیهمخمر را توصیف کند از روش آماري 
(ANOVA) آماري توسط  هايمحاسبه .استفاده شد

  انجام گرفت.  Design-Expertافزار نرم
  

طراحی ترکیب ها در هاي آناجزا محیط کشت و غلظت - 5جدول 
  مرکزي 

      سطوح                                           
-١  α  علائم  متغیرها   α+  ١  صفر 

ملاس 
  A 4  2  17/1  6  83/6  نیشکر

CSL  B 4  2  17/1  6  83/6  
  
  

نتایج آن از  تجزیهبراي طراحی آزمایش بهینه سازي و 
ها و سنجه استفاده شد. Design Expert®نرم افزار 

  آمده است. 6ها در جدول هاي آنه غلظتمحدود
  

گویی آمده جهت پیشدستسنجی مدل ریاضی بهاعتبار
  حداکثر رشد

سه بخشیدن به مدل آزمایش، منظور اعتباربه     
شده انجام با استفاده از مقادیر بهینه آزمایش مکمل

  گرفت.
  

  
  
  
  

تولید در  هاي موثری آزمایش تاثیر سنجهطراح - 4جدول 
 روش طراحی فاکتوریل کسري توده سلولی مخمر بهزیست

X4- 

 متغیرها
X3 X2 X1 شماره 

 آزمایش
- - - - 1 
- - - - 2 
+ - - + 3 
+ - - + 4 
+ - + - 5 
+ - + - 6 
- - + + 7 
- - + + 8 
+ + - - 9 
+ + - - 10 
- + - + 11 
- + - + 12 
- + + - 13 
- + + - 14 
+ + + + 15 
+ + + + 16 

0 0 0 0 17 

0 0 0 0 18 

0 0 0 0 19 
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  نتایج

در محیط  A2بررسی کینتیک رشد (الگوي رشد) جدایه 
   PDBکشت 

مخمر نشان داد که  A2 جدایهبررسی روند رشد      
ساعت به حداکثر رشد خود در  24این مخمر بعد از 

محیط کشت رسید و بعد از آن وارد فاز سکون گردید. 
بعدي هاي بر این اساس زمان داده برداري در آزمایش

(شکل  زنی اولیه محیط کشت بودمایه ساعت بعد از 24
1.(  
  
  

تولید  هاي موثر درآزمایش تاثیر سنجهطراحی  - 6جدول
  طراحی ترکیب مرکزيسلولی مخمر با روش  تودهزیست

B 

   متغیرها/ سطوح

A شماره آزمایش 

1 - 1 - 1 
1 - 1+  2 

1+ 1 - 3 

1+  1+ 4 

0 -α 5 

0 +α 6 

-α 0 7 

+α 0 8 

0 0 9 

0 0 10 

0 0 11 

0 0 12 

0 0 13 

  

  
در  Candida membranifaciens الگوي رشد مخمر -1شکل

  PDBمحیط کشت 

  
  محیط کشت يگري اجزاغربال

روش  اول بر پایه هاي آزمایشآماري داده تجزیه     
هاي استفاده شده سنجهبرمن نشان داد که از بین پلاکت

، ملاس نیشکر، آب پنیر، اوره، عصاره قندغندرملاس چ(
) تاثیر ملاس نیشکر، ملاس CSLو  ، سوکروزمخمر
 A2 جدایه و عصاره مخمر در رشد CSLدرقند، چغن

Candida membranifaciens  در محیط کشت به
درصد بوده است. بر این مبنا  5/3و  7، 2، 46ترتیب 
گري با فوق براي آزمایش بعدي که غربال سنجهچهار 

  . ندانتخاب گردید ،روش طراحی فاکتوریل کسري بود
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 .C رشد ي موثر دررهاسنجهنمودار بررسی اثر  - 2شکل 

membranifaciens   .در طراحی فاکتوریل کسريC ،عصاره مخمر ،
A ملاس نیشکر و ،D معرف ،CSL باشدمی  

  

که از  )2(شکل  گري نشان دادغربال هاينتایج آزمایش
 هاي انتخاب شده به عنوان منبع کربن (ملاسبین سنجه

 پنیر و سوکروز)، ملاس  نیشکر، آبقند، ملاس چغندر
داري در رشد مخمر داشت. از بین نیشکر تاثیر معنی

)، تاثیر CSLمخمر و  منابع نیتروژن (اوره، عصاره
با توجه به اهمیت  بودنددار معنی CSLمخمر و  عصاره

بعدي  هايبراي مطالعه CSLقیمت در تولید صنعتی، 
، 7جدول شده در ذکربر اساس نتایج انتخاب شد. 

دهد رابطه بین که نشان میباشد دار میمعنیمنحنی 
 دار شدن. معنیاستخطی و میزان رشد، غیرها سنجه

که  به این معنی است ) Lack of fit(عدم کفایت مدل 
توده زیستسازي را براي تولید کفایت مدل ،مدل خطی

   دهد.نمی
  
  

  کسري در طراحی فاکتوریل C. membranifaciensسلولی مخمر  تودهزیست براي تولید  ANOVA تجزیهنتایج - 7جدول 

  
يدرجه آزاد مربعات نیانگیم   منبع        

 مدل **56519/1  3

1 425756/0 A-شکریملاس ن 

1 131056/4 C-عصاره مخمر 

1 138756/0 D-CSL 

 یامنحن **626851/0 1

 مانده¬یباق 01382/0 14

 مدل تیکفا عدم **046481/0 4

 خالص يخطا 000755/0 10

 کل يخطا  18
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  ر رشددهاي موثر سنجهسازي بهینه
 محیط کشت يسازى اجزاپاسخ براى بهینه روش رویه

منظور بالا بردن سلولى، به تودهزیستتولید  درموثر 
   Central compositeبا استفاده از طراحی تولید سلول

  
 سنجهکسري، دو  اساس نتایج طراحی فاکتوریلبر     

سازي تولید براي بهینه CSLنیشکر و  دار ملاسمعنی
لی مخمر با استفاده از روش سلو تودهزیستحداکثر 

  پاسخ انتخاب شدند. رویه
      

  
مدل مناسب،  نتایج انتخاب معادله رشد مخمر، اساس رب 

مربوطه  هاياي درجه دوم و تداخلجملهیک مدل چند
هاي سنجهدار بودن . نتایج آماري معنی)8(جدول  بود

در  ،ها در مدلو میزان برازش آن CSLر و ملاس نیشک
که در جدول طوريننشان داده شده است. هما 9جدول 

دار معنی شود، مدل از نظر آماري کاملاًمشاهده می
 (Lack of fit)و عدم کفایت مدل   (P<0.05)باشدمی

  .(P>0.05)باشد دار نمیمعنی
 

-سنجهبا استفاده از  C. membranifaciensسلولی مخمر  تودهزیستل مناسب تولید آمده جهت انتخاب مددستي بهنتایج آمار - 8 جدول

  CSLهاي ملاس نیشکر و 
 منبع  میانگین مربعات درجه آزادي

1 80062/23   کل×اثر متقابل میانگین 
2 064563/0  میانگین ×اثر متقابل خطی 

1 0361/0  خطی ×اثر متقابل تعامل دو عاملی 

2 091498/0  تعامل دو عاملی ×اثر متقابل درجه دوم **

2 007287/  درجه دوم ×اثر متقابل درجه سوم 

5 003296/0  باقیمانده 

13 859992/1   کل 

  

  C. membranifaciensسلولی مخمر  تودهزیستهاي موثر بر تولید سنجه آنالیز واریانس - 9جدول 
 منبع درجه آزادي  میانگین مربعات

042618440/0  مدل 4 **

91158030/0  ملاس 1 **

379676190/0 * 1 CSL 
3610/0  CSL ×ملاس 1 *

1724160540/0  ملاس ×ملاس 1 *

 باقیمانده 8 /.005204403

 عدم کفایت مدل 4 /.00708805

 خطاي خالص 4 00322/0

 خطاي کل 12 

  انحراف معیار 0722142/0 
 میانگین 353077/1 

 ضریب تغییرات%  331666/5 

 فشار 167036/0 
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 (A, B )بر این اساس مدل ریاضی رابطه بین متغیرها 

  را می توان با معادله زیر توصیف کرد: (Y )و پاسخ 
  

  (3 

   
غلظت  Aمقدار رشد سلولی مخمر و  Y فرمول در این

  باشد.می CSLغلظت  Bملاس نیشکر در محیط کشت و 
شود رابطه مشاهده می 3طوریکه در شکلهمان     

 و رشد در محیط کشت (Cane) نیشکر لاسمغلظت 
عصاره مخمر  بین غلظت از توان دوم و رابطه مخمر

(Yeast)   خطی است.  مخمر و رشددر محیط کشت
 نیشکر ابتدا افزایش وسافزایش میزان ملابا  ODمقدار 

  یابد.کاهش می بعد
پاسخ،  نمودار رویه تجزیهو  3با حل معادله شماره      

نیشکر در محیط کشت براي  ملاس CSLغلظت  بهینه
گرم در  2/39 و 20ترتیب رشد، به حداکثررسیدن به 

  لیتر می باشد.
  

بروي  CSLنمودار رویه پاسخ رابطه ملاس نیشکرو  - 3شکل
  C. membranifaciensرشد مخمر 

  
  
  
  

  
آمده جهت دستریاضی بهمدل سنجی اعتبار 

  رشد حداکثرپیشگویی 
بود. نتایج 49/1و  45/1 ابر باشده برپاسخ مشاهده      

 که همبستگی بالایی(نتایج ارائه نشده است)  نشان داد
آمده در دستشده و پاسخ عملی بهبینیبین پاسخ پیش

آزمایشگاه وجود دارد که تائیدي بر معتبر بودن مدل 
  باشد.می

  
  

  بحث
، براي تولید تجاري یک فرمولاسیون میکروبی     

صنعتی و صنعتی تولید قیاس نیمهآنتاگونیست باید در م
 زیستی شود. در حالت کلی و بسته به نوع عامل کنترل

تخمیر (قارچ، باکتري، مخمر، نماتد و ویروس)، روش 
پیشرفته صنعت غذا و  فناوريمایع برگرفته از  جامد و

(پاول و گیرد داروسازي مورد استفاده قرار می
ا و براي تولید مخمره "معمولا). 1993همکاران 

-یرمهاي تخماشینمایع داخل  تخمیرها از روش باکتري

نظر از روش شود. صرفزن استفاده میهم کننده داراي
 تودهزیستیابی به تولید حداکثر دست تولید، هدف
باشد (گلازر و هاي تولید میترین هزینهسلولی با کم

این  ). از اهداف1999ل و همکاران فراو ،1995همکاران 
دسترس و نیتروژن قابل ز یافتن منابع کربن وتحقیق نی

که علاوه بر  بودها سازي مقدار مصرف آنبهینه
سلولی، تولید انبوه آن از نظر  تودهزیستافزایش تولید 

 30 "صنعتی تقریبا تخمیرپذیر باشد. در اقتصادي امکان
(ریواس  باشدها مربوط به محیط کشت میدرصد هزینه

  . )2003و همکاران 
ها به تولید متابولیت موجودات زنده براي رشد و     

جانبی  هايفرآورده و ز داشتهمنبع کربن و نیتروژن نیا
-هپنیر و عصار ه ملاس، نشاسته، آباز جمل هاهکارخان

اوه (ذرت از منابع ارزان قیمت کربن و نیتروژن هستند 
دست آمده از این تحقیق ایج به). نت2004و همکاران 
ه نوع منبع کربن و نیتروژن بر میزان رشد نشان داد ک
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ت جه نیشکر از ملاسامروزه  سلولی تاثیر بسزایی دارد.

شود استفاده می بسیاري از موجودات زنده پرورش
 2001). کوستا و همکاران 2003ین و همکاران تول(بر

عنوان یک محیط پایه قند را بهندرغنیز اهمیت ملاس چ
 Pantoeaجدایهدر افزایش میزان رشد سلولی 

agglomerans Ewing CPA-2 از طرفی .ثابت نمودند، 
هاي خالص مثل گلوکز، فروکتوز، استفاده از هیدروکربن

لاکتوز و قندهاي دیگر در میکروبیولوژي  سوکروز،
شده براي تولید رفتن هزینه تمامصنعتی باعث بالا

رو در بسیاري موارد از از این .شودمی فرآورده
ها غنی ی که از این قندورزي و صنعتضایعات کشا

اونباسلی ( گردد(مثل ملاس) استفاده می باشندمی
هاي جنبی کارخانه هايفرآورده). ملاس یکی از 2009

یک منبع حاوي  CSLچنین تولید شکر است، هم
طور ا و مواد معدنی است. این دو بههویتامین
ار کها بهمیکروارگانیسم تخمیرآمیزي براي موفقیت

هاي متعددي مبنی بر کارایی و مقرون ند و گزارشارفته
 وجود دارد تخمیربودن این مواد در مراحل به صرفه

 نتایج ما نشان داد که ملاس ).2007(کیم و همکاران 
ترین قند و آب پنیر بیشنیشکر نسبت به ملاس چغندر

ر تاثیر را در افزایش رشد سلولی مخمر داشت. به نظ
 دهندهختلاف مربوط به تفاوت مواد تشکیلارسد این می
باشد و بر ها باشد. قند اصلی آب پنیر لاکتوز میآن
طور )، به1985( میر در انفو  ساس گزارش استگا

 15درصد سوکروز و  40میانگین ملاس نیشکر حاوي 
که یحالباشد دردرصد فروکتوز می 13درصد گلوکز و 

درصد  یکروز، درصد سوک 66قند حاوي ملاس چغندر
باشد. هرچند غلظت این درصد فروکتوز می یکگلوکز و 

مواد بسته به کارخانه و منطقه کشاورزي متغیر است 
ولی در حالت کلی درصد گلوکز و فروکتوز در ملاس 

 قند بیشتر استایسه با ملاس چغندرنیشکر در مق
هاي صورت در بررسی ).1985 میر در انف(استگ و 

مواد غذایی مشخص شده است که  روي مصرف گرفته
گلوکز و فروکتوز  sake Candida هاي مخمرسلول

موجود در محیط را قبل از سوکروز مورد استفاده قرار 
تواند ). این مطلب می2003دهند (عبادیاس و همکاران می

دهنده تاثیر بیشتر ملاس تائیدي بر نتایج ما که نشان
 ه ملاس چغندرلی نسبت بافزایش تولید سلو نیشکر در

گلوکز که قند موجود در  ،باشد. در حالت کلی است، قند
راحتی توسط هو ب ملاس نیشکر است فوراًکشت محیط 
ته شود اما سوکروز باید ابتدا شکسها استفاده میمخمر
-دستس نتایج بهبر اسا و سپس مصرف گردد. شده

پنیر، می  آب کشت ه از رشد کم این مخمر در محیطآمد
در به استفاده از نین استنباط کرد که این جدایه قاتوان چ

باشد. هر چند که از نظر تاثیر بر افزایش قند لاکتوز نمی
بوط به سلولی، بیشترین تاثیر مر تودهزیستتولید 

خمر م قند و عصارهمحیط کشت حاوي ملاس چغندر
مخمر در محیط کشت بوده اما استفاده از عصاره

براي  CSLدلیل انتخاب  باشد.مقرون به صرفه نمی
 تودهزیستبعدي تاثیر زیاد آن بر تولید  هايآزمایش

سلولی نسبت به اوره و قابل توجیه بودن در مقیاس 
منبع عنوان و تجاري این منبع بوده که هم به صنعتی

باشد و یکی از منابع کربن و هم منبع ازت مطرح می
ر نیتروژنی است که نیتروژن را به صورت پروتئین د

(ریواس و  دهدها قرار میاختیار میکروارگانیسم
  .)2003همکاران 

ترین سازي فرآیندها یکی از مهمبهینه بنابراین     
 و راهنماي باشدرقابتی امروز می ها در صنایعفعالیت

نیز باید بهینه باشد تا زیستی کنترل تولید انبوه عوامل 
طرف  ید تجاري آن ترغیب نماید. ازصنعت را به تول

مستلزم استفاده از  ،هزینه بالاي تحقیقات دیگر
هاي موثر بر یک فرآیند سنجههایی است که تعیین روش

ها ممکن نماید که این عمل با را با حداقل تعداد آزمایش
هاي کلاسیک و طراحی آماري صورت استفاده از روش

وقتی که  گردیدمشخص گیرد. در تحقیق حاضر می
توان از ها وجود دارند مىهسنجتعداد زیادى از 

مهم ذف فاکتورهاى غیرگرى براى حهاي غربالآزمایش
  شدن وقت و هزینه استفاده کرد و از قبل از تلف
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توان به گرى مىها براى غربالپرطرفدارترین طراحى

  اشاره کرد  برمنپلاکتو  p-k2کسرى  هاى فاکتوریلطرح
گرى غربال بعد از). 2006مسترانگ ر، آ2004(لازیک 

  تواند براى یافتن شرایط بهینه پاسخ مىروش رویه ،اولیه
-مؤثر بر پاسخ، به هايسنجه، با در نظر گرفتن سامانه

هاى از طراحى اياین روش شامل مجموعه .کار رود
جهت که  سازى استبهینه و فناوري تجزیهآزمایش، 

براى رسیدن  هاسنجهسازى و پیدا کردن مقادیر بهینه
مسترانگ رکاربرد دارد (آ، فرآیند پاسخحداکثر  به

2006  .(  
 بهینهآوردن غظت دستمنظور بهبهعنوان مثال به     

براي تولید حداکثر در محیط کشت CSL ملاس و 
 Meyen ex Hansen سلولی تودهزیست

Saccharomyces cerevisiae با استفاده از روش رویه 
حاصل شد که ملاس زمانی  تودهزیستترین پاسخ، بیش
درصد به  17با غلظت   CSLدرصد و 4/6با غلظت 

-هم). 2007محیط کشت اضافه گردید (کیم و همکاران 

چنین جهت افزایش تولید باکتري پروبیوتیک 
Bifidobacterium pseudocatenulatum  در محیط

 32 بتدا با استفاده از روش فاکتوریلکشت پایه شیر در ا
  ثیر مثبت در افزایش تولید داشت، تاعصاره مخمر را که 

  
  

  
کردن بهینهمنظور د و در مرحله بعد بهانتخاب نمودن

 بهینهپاسخ،  محیط کشت با استفاده از روش رویه
درصد  2/2درصد و عصاره مخمر  8/2غلظت شیر 
   ).2007(استفین و همکاران  گزارش گردید

 آمده تاکنون از روشعملهاي بهبر اساس بررسی     
رهاى سازى محیط کشت مخمبراى بهینه پاسخ رویه

و تحقیق حاضر اولین  استفاده نشدهکشاورزى  زیستی
باشد. در این مطالعه صورت گرفته در این زمینه مى

پژوهش سعی بر این بود که در نهایت محیط کشتی 
صنعتی قابل توجیه  معرفی شود که در مقیاس تجاري و

رسد که محیط ظر میننتایج حاصل به اساسباشد و بر 
 CSLو  عنوان منابع کربنبه کشت حاوي ملاس نیشکر

  به عنوان منبع نیتروژن این قابلیت را دارا باشد.
  
  

  گزاريسپاس    
این پژوهش با استفاده از امکانات آزمایشگاهی گروه  

کنترل غذا و دارو دانشکده داروسازي و همکاري 
حسین مانه مسئول محترم آزمایشگاه، آقاي صمی

وسیله نگارندگان مراتب فر انجام شد که بدینجمالی
  سپاس و قدردانی خود را ابراز می دارند.

  

  منابع
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Abstract 

The optimization of nutrient factors in mass production of biological agents is one of the most important 

processes in trade and industry development. In this study, response surface methodology (RSM) has been 

used to increase cell biomass production of Candida membanifaciens by optimizing medium components 

during two steps; screen of medium culture composition and evaluation of process factors. Sugar beet 

molasses, cane molasses, permit powder and sucrose used as carbon sources while corn step liquor, urea and 

yeast extract were used as nitrogen source. Different sources of carbon and nitrogen were studied by Design- 

Expert software. Results exhibited that sugar cane molasses and CSL have significant effect on biomass 

production of the yeast. Based on analysis of variance (ANOVA), a quadratic polynomial model with its 

interactions was found to be best model for determining yeast growth. According to growth equation as well 

as analyzing response surface plots, the optimal concentrations of sugar cane molasses and CSL in the 

medium were determined 20 g/l and 39.2 g/l respectively. 
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