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  )17/9/95: پذیرش مقاله  9/10/94: دریافت مقاله(

  
هاي صنعتی است که با اقبال جهانی به تولید بیواتانول نسل دوم، تولید و استفاده  سلولاز یکی از آنزیم -چکیده

هـا،   هـاي متعـددي همچـون قـارچ     سـلولاز توسـط ارگانیسـم   . از آن بیش از پیش مورد توجه قرار گرفته اسـت 
لزوم کاهش قیمـت آنـزیم بـراي    با افزایش در مصرف این آنزیم و . شود ها، حشرات و گیاهان تولید می باکتري

در این مطالعه با بررسی شربت . تولید بیواتانول نسل دوم، تولید نوترکیب این آنزیم مورد توجه قرار گرفته است
ذرت به عنوان منبع نیتروژن اصلی و همچنین منبع کربن دوم پس از گلیسرول، محیط کشت نیمه معینی برمبناي 

یکـی از انـواع پرکـاربرد از    تـوده و تولیـد    سپس تولیـد زیسـت   .ستطراحی شده ا SYN6محیط کشت نمکی 
. اسـت  بهینـه شـده  ) پلیمورفا. ه( 1نسنولا پلیمورفاها دوست متیلدر مخمر  IIاندوگلوکاناز هاي سلولاز به نام آنزیم

پاسـخ صـورت    شناسـی رویـه   سازي بـا روش  با روش یک فاکتوري انجام شده است و بهینه ها طراحی آزمایش
به درصد  15/6و  5/5حجمی  -است که شربت ذرت در درصد وزنی   نشان داده ها نتایج آزمایش. پذیرفته است

د در مقایسه بـا  شرایط بهینه محیط جدی. ترتیب نقاط بهینه تولید زیست توده و تولید آنزیم اندوگلوکاناز هستند
  .افزایش داده است درصد 7/69و تولید آنزیم نوترکیب را درصد 4/41تولید زیست توده را  SYN6محیط 

  

   .شناسی رویه پاسخ روش ،نسنولا پلیمورفاها مخمر ، شربت ذرت،II، اندوگلوکانازسازي بهینه :واژگانکلید
  

  1مقدمه -1
هـاي مـورد اسـتفاده در     رشد روز افزون تقاضا براي آنزیم
هـاي   آوري هـایی در فـن   صنایع مختلف، موجب پیشـرفت 

هاي  بازار جهانی آنزیم. هاي صنعتی شده است تولید آنزیم
                                                
1 Hansenula polymorpha 

میلیـارد دلار ارزش   5/4در حـدود   2014صنعتی در سال 
بینی شده است که با رشد سالانه  پیشو است   گذاري شده

میلیـارد   1/7ارزش این بازار به  ،2018تا سال  درصد 2/8
هاي هیدرولازي بیشـترین   آنزیم ].1[یابد می دلار افزایش 

دهند کـه در   هاي صنعتی را تشکیل می حجم از بازار آنزیم

mailto:o_ranaei@sbu.ac.ir
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هـا پـس از    گذار بر کربوهیـدرات تأثیرهاي  این میان آنزیم
 هـا هسـتند   هیدرولاز  مجموعه ترین زیر ها پرمصرف پروتئاز

]2.[  
سلولاز آنزیمـی اسـت کـه در صـنایع مختلفـی همچـون       

 ، فـرآوري مـواد غـذایی   ]5،6[ ، کاغذسـازي ]3،4[ نساجی
و تولیـد بیواتـانول    ]9،10[ ، استخراج روغن زیتـون ]7،8[

ســـلولاز توســـط  . کـــاربرد دارد ]11،12[ نســـل دوم
ــم ــارچ  ارگانیس ــون ق ــی همچ ــاي مختلف ــا ه ، ]13-15[ ه

. شــود تولیــد مــی ]19[ و حشــرات ]18-16[ هــا بــاکتري
هاي متفـاوت و یـا    هاي سلولاز مختلف از ارگانیسم آنزیم

اي داشته باشند که  توانند خصوصیات ویژه حتی یکسان می
به عنـوان  . کنند هاي معینی مناسب می ها را براي کاربرد آن

. ت( 1ایـی تریکودرمـا ریسـه   مثال سیستم سلولازي قـارچ 
-ده است که شامل بتااز سه نوع آنزیم تشکیل ش )ايریسه

ــیداز  ــاز )EC 3.2.1.21(گلوکوسـ  EC(، اگزوگلوکانـ

. شـــود مـــی) EC 3.2.1.4(و انـــدوگلوکاناز ) 3.2.1.91
گلیکوزیـدي را از سـر   -4و1-هاي بتـا  اگزوگلوکاناز پیوند

. کنـد  احیاکننده زنجیره سلولز شکسته و سلوبیوز تولید می
گلوکوسیداز نیز سلوبیوز را به دو گلـوکز جـدا از هـم    -بتا

-4و1-اندوگلوکاناز پیونـدهاي داخلـی بتـا   . کند تبدیل می
. کند تاه میسلولزي را کو  گلیکوزیدي را شکسته و زنجیره

هاي سلولز  فعالیت اندوگلوکاناز موجب کوتاه شدن زنجیره
از ایـن  . شـود  افزایش سر احیاکننده زنجیره سـلولز مـی  و 

هاي صـنعتی مختلفـی همچـون مرحلـه     فرایندویژگی در 
هـاي   شـویی پارچـه   سـنگ  ،قندسازي براي تولید بیواتانول

  .]20،21[ شود استفاده می ، بازیافت کاغذ و غیرهجین
مختلفی بـه  منابع هاي صنعتی از  اندوگلوکاناز براي استفاده

هاي  ها و سیستم میزبان. صورت نوترکیب تولید شده است
 ]24[ و مخمر ]23[ ، باکتري]22[ بیانی مختلفی مانند قارچ

مـورد اسـتفاده قـرار    براي تولید اندوگلوکاناز بـا موفقیـت   
 2پیکیـا پاسـتوریس   مانند دوست متیلهاي  مخمر. اند گرفته

                                                
1 Trichoderma reesei  
2 Pichia pastoris 

توجه بسیاري را به عنـوان   پلیمورفا. هو ) پاستوریس. پ(
هاي نوترکیب بـه خـود جلـب     میزبان براي تولید پروتئین

ها سیسـتم جـایگزین بیـان مناسـبی را      این مخمر. اند کرده
ــروتئین  ــیاري از پ ــراي بس ــاً   ب ــب مخصوص ــاي نوترکی ه

اکبـرزاده و همکـاران بـا    . کننـد  هاي صنعتی مهیا می آنزیم
بــه  ايریســه. تاز قــارچ  IIانتقــال ژن انــدوگلوکاناز 

ایـن آنـزیم را بـه     پلیمورفا. هو  پاستوریس. پ هاي مخمر
صورت نوترکیب تولید کرده مشخصات بیوشیمیایی آنزیم 

در این مطالعـه ایـن دو   . اند را با نمونه طبیعی مقایسه کرده
ــان  ــر میزب ــب     مخم ــد نوترکی ــراي تولی ــبی ب ــاي مناس ه

شد تـا  توانایی راین مخمرها . اند اندوگلوکاناز معرفی شده
هـاي بـالاي ســلولی بـا سـرعت رشـد بــالا را در       غلظـت 

توان از  که میید درحالنهاي ساده و ارزان معدنی دار محیط
اسـتفاده   ممتانول به عنوان منبع کربن ایـن میکروارگانیس ـ 

استفاده از متانول به عنوان منبـع کـربن باعـث بیـان     . کرد
 ـ     هاي استفاده ازحد آنزیم بیش انول کننـده متـانول یعنـی مت

و ) DHAS(استون سـنتاز  هیدروکسی ، دي)MOX(اکسیداز
ایـن   3برهـاي  پـیش . شـود  مـی ) FMD(فرمات دهیدروژناز

تواننـد باعـث    که مـی  برهاي قدرتمندي هستند ها، پیش ژن
  .]25[ در تولید پروتئین نوترکیب شوند بالابیان 

ها در مقیاس عظیم به جهت پاسـخگویی   براي تولید آنزیم
هـاي صـنعتی ازجملـه     ي بازار جهانی آنزیم به نیاز فزاینده

اندوگلوکاناز، افزایش تولید و کاهش هزینـه تولیـد امـري    
  عوامل مختلفی هستند که بر تولیـد و هزینـه  . الزامی است

محـیط کشـت تخمیـر یکـی از     . گذارنـد  مـی  تـأثیر  فرایند
هـاي صـنعتی اسـت کـه      ترین عوامل در تولید آنـزیم  مهم
تـر و یـا    تواند با تغییر در منابع کربن، نیتـروژن و ارزان  می

تر نمودن منابع، موجب افزایش تولید و کـاهش   دردسترس
منابع کـربن و نیتـروژن   . هزینه تمام شده تولید آنزیم شود

طبیعی مانند ملاس، شربت ذرت، آب پنیر، عصاره مخمر، 
گوشت، پودر ماهی، پودر ذرت و غیره کـه بعضـاً    عصاره

                                                
3 promoters 
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ــا دور ریــز صــنایع دیگــر هســتند،  محصــول جــانبی و ی
 فراینـد توانند منابع ارزان قیمت و در دسترسـی بـراي    می

ملاس، آب پنیر و پـودر ذرت منـابع کـربن    . تخمیر باشند
  طبیعی و شربت ذرت، پودر ماهی، عصاره مخمر و عصاره

تخمیر در  فرایندیعی مرسوم براي گوشت منابع نیتروژن طب
شـربت ذرت محصـول   . ]26[ هـاي عظـیم هسـتند    مقیاس

این محصـول غنـی از   . جانبی آسیاب مرطوب ذرت است
ها و نوکلئوتیدها اسـت و کـاربرد    ها، کربوهیدرات پروتئین

عمده آن در تخمیر به عنوان منبع نیتروژن و همچنـین بـه   
بـا حـذف نمـک    در این مطالعـه  . عنوان خوراك دام است

هیدروژن فسـفات از محـیط کشـت     پرمصرف آمونیوم دي
و اسـتفاده از  ] SYN6( ]27( 6سنتزي شماره  معین نمکی

شربت ذرت به عنوان منبع نیتروژن و همچنین منبع کـربن  
این مـاده در رشـد سـلولی و     تأثیردوم پس از گلیسرول، 

 با دوست متیلتولید آنزیم نوترکیب اندوگلوکاناز در مخمر 
  .است  استفاده از روش شناسی رویه پاسخ بررسی شده

  
  ها مواد و روش -2
  طراحی آزمایش -2-1

دستیابی بـه   برايغلظت شربت ذرت  سازي بهینهبه منظور 
و نیز حداکثر فعالیت  میکروارگانیسمحداکثر رشد سلولی 

، از روش شناسی رویه پاسخ استفاده IIآنزیم اندوگلوکاناز
اجـراي  : شامل سه مرحله مهم است این مرحله. است شده

هاي آمـاري،   طراحی شده با استفاده از روش هاي آزمایش
بینی پاسخ و  تخمین ضرایب در مدل ریاضی و نهایتاً پیش

طراحی آزمایش یک فاکتوري . بررسی انطباق پذیري مدل
شناسی رویه پاسخ توسعه یافتـه توسـط    از مجموعه روش

 7.0.0نسـخه   ®Design Expertافـزاري آمـاري    بسته نرم
رو  سازي غلظت شـربت ذرت در مطالعـه پـیش    بهینه براي

در این روش طراحی اولیـه  . است  مورد استفاده قرارگرفته
بـراي یـک    )1(برمبناي مدل درجـه دوم هماننـد معادلـه    

  .فاکتور عددي صورت پذیرفته است

ܻ = ଴ߚ + ௜ଶݔଶߚ+௜ݔଵߚ )1(                                      

Y  600دانســیته نــوري در طــول مــوج (پاســخ مجموعــه 
عرض از مبداء مدل،  ଴ߚ، )و یا فعالیت نسبی آنزیم نانومتر

ضـریب درجـه دوم    ଶߚو ) خطـی (ضریب درجه اول  ଵߚ
نیز غلظت شربت ذرت به صورت درصد  ௜ݔ. معادله است

 .حجمـی بـه عنـوان متغیـر مسـتقل معادلـه اسـت        -وزنی
 5براساس طراحی یک فاکتوري بـراي مـدل درجـه دوم،    

تکرار سطوح ابتدا و انتهـا   2سطح از یک فاکتور به علاوه 
که براي تعیین خطاي خالص و عدم تطابق الزامی اسـت،  

  .شد نظر گرفته در
از شـربت   )حجمـی  -وزنی(درصد  10 تا 1ي منطقی  بازه

 جدولذرت درنظر گرفته شده است و آزمایشات مطابق با 
  .اند اجرا شده 1
  

سازي  طراحی آزمایش یک فاکتوري براي بهینه  1جدول 
  غلظت شربت ذرت

  غلظت شربت ذرت  شماره آزمایش
1  00/10 

2 00/1 

3 50/5 

4 25/3 

5 00/1 

6 00/10 

7 75/7 
 
  آنالیز شربت ذرت -2-2

شــربت ذرت مــورد اســتفاده در ایــن مطالعــه از شــرکت  
شربت ذرت خام و غلـیظ ابتـدا   . است گلوکوزان تهیه شده

 نشین شدن ذرات جامـد سـانتریفیوژ شـده اسـت     ته براي

)g×1800  بـراي جداسـازي ذرات جامـد   ). دقیقـه  5براي 
گیـري دانسـیته نـوري و همچنـین      کاهش خطـا در انـدازه  

ذرات . الزامی است فرایند افزایش دقت و همگونی شرایط
شده زیرین و همچنین لایـه روغنـی رویـین     نشین جامد ته

همراه با ذرات با چگالی کمتر از محلول میانی جداشده و 
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آمـده، جمـع آوري   ت دس ـ محلول شفاف کهربایی رنگ به
  وسـیله  داري از شربت ذرت، این محلول بـه  نگه براي. شد

به  psi 15و فشار  دگرادرجه سانتی 121اتوکلاو در دماي 
رنـگ محلـول پـس از    . دقیقه استریل شده است 15مدت 

محلول تا زمان . اي سوخته تغییر کرد استریل شدن به قهوه
ــاي   ــال و در دم ــتفاده در یخچ ــانتی 4اس ــه س ــراد درج گ

  .است  داري شده نگه
 1از روش لـوري شـربت ذرت  براي سنجش پروتئین کـل  

بــه عنــوان ) BSA( 2بهینــه شــده و ســرم آلبــومین گــاوي
میزان قند ایـن  . ]28[ استاندارد سنجش استفاده شده است

محلول نیز با استفاده از روش میلر براي سنجش قنـدهاي  
بـر اسـاس ایـن    . ]29[ گیري شده اسـت  کننده، اندازه احیا

هــاي  نیتروسالیســیلیک اســید بــه نمونــه روش معــرف دي
بت هاي محلـول شـر   استاندارد گلوکز و همچنین به نمونه

دقیقـه در آب جـوش    5ذرت افزوده شده سپس به مدت 
 نانومتر 540 سپس جذب نور در طول موج  .قرار داده شد

خصوصیات شربت ذرت مـورد   2جدول . گیري شد اندازه
  .دهد استفاده در این مطالعه را نشان می

  

 خصوصیات شربت ذرت  2جدول 

گیري  خاصیت مورد اندازه
  براي گلوتن مایع

  توضیح

  اي سوخته قهوه  رنگ
  لیتر گرم بر میلی 183/1  چگالی

  μ(  cp 878/11(ویسکوزیته دینامیک 
  υ(  cst 0397/10(ویسکوزیته سینماتیک 

  لیتر گرم بر میلی میلی 96/93  غلظت قند
  لیترگرم بر میلی میلی 83/289  غلظت پروتئین

  گرم وزن خشک در هر گرم محلول 3243/0  وزن خشک
 
  کشت سلول -2-3

گـراد   سانتیدرجه  -80از بانک سلولی  دوست متیلمخمر 
 درصد، پپتون 1عصاره مخمر( YPD-Ampبه پلیت کاري 

                                                
1 Lowry method 
2 Bovine Serum Albumin 

سیلین  درصد، امپی 2درصد، آگار  2گلوکز -درصد، دي 2
 37منتقـل شـده و در دمـاي    ) لیترمیکروگرم در میلی 100

. ساعت انکوبـه شـده اسـت    24گراد به مدت درجه سانتی
لیتـر  میلـی  500کرده به ارلن مایر با حجم هاي رشد  کلنی

درصد،  1عصاره مخمر ( YPDلیتر محیط میلی 100حاوي 
انـد و بـه    منتقل شده) درصد 2گلوکز-درصد، دي 2پپتون 
در  rpm200ساعت در انکوباتور لـرزان بـا دور    20مدت 
این محـیط بـه   . اند انکوبه شدهگراد  درجه سانتی 37 دماي

  .ستفاده قرار خواهد گرفتکشت مورد ا عنوان پیش
 100لیتر حاوي میلی 500هاي با حجم  تخمیر در ارلن مایر

. اجرا شده اسـت SYN6 لیتر محیط کشت نیمه معین میلی
درجـه   37در فاز تولید زیست تـوده در دمـاي    فراینداین 

ساعت و در فـاز تولیـد آنـزیم در     72گراد به مدت سانتی
ساعت و درهر دو  24گراد به مدت درجه سانتی 30دماي 

. اسـت  در انکوباتور لرزان انجام شده rpm200فاز در دور 
محیط نیمه معین از ترکیب یک یا چند ماده مغذي طبیعی 

همانگونـه کـه   . آیـد  با یک محیط معین زمینه به دست می
تر ذکر شد در ایـن مطالعـه شـربت ذرت جـایگزین      پیش

هیــدروژن فســفات در محــیط کشــت  نمــک آمونیــوم دي
SYN6 1هاي مورد آزمایش در جدول  غلظت. شده است 

  .اند شده ذکر
نمکی، کلسیم  هاي محلول(محلول  6حاوي  SYN6محیط 

و ) کلرید، ویتامین، عناصر خرد، عناصر جزئی و گلیسرول
در این مطالعه محلول نمکی، گلیسرول، شربت . آب است

ــاي    ــوکلاو دم ــتفاده از ات ــا اس ــه  121ذرت و آب ب درج
دقیقــه و دیگــر  20بــه مـدت   psi 15سـانتیگراد و فشــار  

 ؛اند میکرومتر استریل شده 2/0ها با استفاده از فیلتر  محلول
 درصد حجمی 1کشت بدون تغلیظ به صورت  سپس پیش

  .حجمی تلقیح شده است -
حجمی  -درصد  حجمی 2القاي تولید محصول با افزودن 

 2/0از متانول خالص اسـتریل شـده بـا اسـتفاده از فیلتـر      
درجـه   30میکرومتر صورت پذیرفته و دماي انکوباتور به 
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  .گراد کاهش یافته استسانتی
  
  آنزیم اندوگلوکانازسنجش  -2-4

سنجش فعالیت آنـزیم انـدوگلوکاناز بـا اسـتفاده از روش     
بـه  ) CMC( 1متیـل سـلولز   گوس با اسـتفاده از کربوکسـی  

) DNS(2نیتروسالیسیلیک اسید عنوان سوبسترا و معرف دي
 بـراي . ]30[ اسـت   به عنوان معـرف گلـوکز انجـام شـده    

گیـري فعالیـت آنـزیم، انـدوگلوکاناز نوترکیـب بـه        انـدازه 
در بــافر  CMC-Na حجمــی - وزنــیدرصــد   1محلـول  

افـزوده شـده و    pH 8/4در مـولار  میلی 50سدیم استات 
 50دقیقه در دمـاي   30به مدت ) میکرولیتر 250(مخلوط 

نزیمـی بـا   واکـنش آ . انکوبه شده اسـت  گراددرجه سانتی
است و پس از   متوقف شده N6افزودن سدیم هیدروکسید 

شود و  به آن افزوده می DNSاز معرف میکرولیتر  750آن 
دقیقه در آب جوش نگه داشـته سـپس جـذب     5به مدت 

. گیري شـده اسـت   اندازه نانومتر 540نوري در طول موج 
هاي نوترکیب تولید شده به صـورت   مقایسه فعالیت آنزیم

و منفـی  ) SYN6محـیط  (هاي کنترل مثبـت   نسبی با نمونه
  .است  انجام شده) محیط نمکی پایه(
 
  نتایج -3

گیـري   میزان رشد و تولید زیست توده با استفاده از انـدازه 
میـزان فعالیـت    ونانومتر  600دانسیته نوري در طول موج 

هاي نوترکیب تولید شده بـا اسـتفاده از روش    نسبی آنزیم
 3در جدول  ها نتایج این آزمایش. گوس بدست آمده است

  .قابل مشاهده است
بررسی تـأثیر شـربت ذرت در رشـد و     هاي نتایج آزمایش

تــوده مخمـر و تولیــد آنــزیم انــدوگلوکاناز   تولیـد زیســت 
فاکتوري بـا دو نقطـه    نوترکیب که با استفاده از روش یک

ي مـورد بررسـی طراحـی     تکـرار در ابتـدا و انتهـاي بـازه    
  .اند اي بیان شده در قالب دو معادله چندجمله ،اند شده

                                                
1 Carboxymethyl cellulose 
2 Dinitrosalicylic acid 

طراحی آزمایش و نتایج تولید زیست توده و   3 جدول
 محصول

 450OD   
 از روش گوس

600OD  
  غلظت 

  شربت ذرت
  شماره 
  آزمایش

36663/0 834/12 00/10 1 

2098/0 548/13 00/1 2 

468467/0 436/14 50/5 3 

439467/0 879/13 25/3 4 

2856/0 047/13 00/1 5 

407367/0 464/12 00/10 6 

437967/0 658/14 75/7 7 

276033/0 34/10 SYN6 8 

 9 کنترل منفی 28/3 0143/0

  
گیـري   مدل زیر براي انطباق بر نتایج بدست آمده از اندازه

بیـانگر   Aفـاکتور  . تولید زیست توده معرفی شـده اسـت  
معادلـه بـه   . حجمی از شربت ذرت اسـت  - درصد وزنی

کدگـذاري شـده    Design Expertوسیله نرم افزار آمـاري  
  .است

(OD)-1.56  = 0.015 +4.848E-4(A) +3.108E-3(A2)  
)2(  

طور عـام و ضـرایب آن    دار بودن آماري براي مدل به معنی
آنالیز واریـانس   Fآزمون مقدار طور خاص با استفاده از  به
)ANOVA (     ارزیابی شده اسـت کـه نتیجـه آن رگرسـیون

 )p ≥ 05/0(درصـد   99نتایج حاصله ازنظـر آمـاري تـا    
نتـایج آنـالیز واریـانس مـدل ذکرشـده و      . دار اسـت  معنی

  .هده است قابل مشا 4ضرایب آن در جدول 
براي نتـایج بدسـت آمـده و مـدل     ) R2(ضریب تشخیص 

 .بوده است 8140/0بینی شده برابر با  پیش

حجمـی شـربت بـا اسـتفاده از      -سازي غلظت وزنی بهینه
ل شناسی رویه پاسخ صورت گرفتـه و براسـاس مـد    روش
درصــد شــربت ذرت،  5/5بینــی شــده، در غلظــت  پــیش

 62/14شـود کـه برابـر بـا      حداکثر زیست توده تولید مـی 
  .)1نمودار ( باشد می
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بیانگر نسبت  F سطح معنی داري پارامتر مورد ارزیابی و مقدار P مقدار. آنالیز واریانس مدل بیانگر رشد و تولید زیست توده  4جدول 
  .شود دار آماري می باعث ایجاد پاسخ معنی Fو زیاد  Pمقادیر کم . است ها ي آماري و درون این گروهها تغییر پذیري بین گروه

   Pمقدار  Fمقدار   میانگین مربعات  مرجع
  دار معنی  E 479/6 75/8  0346/0-6  مدل

A -6  شربت ذرت-E 058/1  43/1  2980/0  بدون معنی  
A2 5-E 190/1  08/16  0160/0  دار معنی  

  بدون معنی  E 021/1  22/2  3103/0-6  عدم تطابق
  

 
 72طی  دوست متیلنتایج مربوط به رشد مخمر . و مدل بیانگر نتایج براي تعریف رشد و تولید زیست توده ها نتایج آزمایش  1نمودار 

اي درجه دو  انکوباتور لرزان به صورت نقاط قرمز رنگ و مدل آماري چندجملهدر  rpm200درجه سانتیگراد و دور  37اعت در دماي س
   .دست آمده از نتایج آزمایشات به صورت خط نشان داده شده است به

  

دیگر مدل مورد مطالعه جهت تشریح فعالیت آنزیمی بوده 
در این مدل همچـون مـدل تولیـد زیسـت تـوده       A. است

معادلـه  . حجمی شـربت ذرت اسـت   -بیانگر درصد وزنی
  کدگـذاري شـده   Design Expertافزار آماري  نرم  وسیله به

  . است
(Activity)3  = 0.10 +0.019(A) -0.064(A2) )3          (  

دار بودن آماري مدل همانند مدل قبل از طریق آنـالیز   معنی
. مـورد ارزیـابی قـرار گرفتـه اسـت     ) ANOVA( واریانس

نتایج آنالیز واریانس مـدل فـوق الـذکر و ضـرایب آن در     
  .قابل مشاهده است 5جدول 

براي نتـایج بدسـت آمـده و مـدل     ) R2(ضریب تشخیص 
  .بوده است 9320/0بینی شده برابر با  پیش

  

OD600 
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 بیانگر تولید آنزیم اندوگلوکاناز نوترکیبآنالیز واریانس مدل   5جدول 

   Pمقدار  Fمقدار   میانگین مربعات  مرجع
  دار معنی  E 320/3 40/27  0046/0-3  مدل

A-3  شربت ذرت-E 565/1  92/12  0229/0  دار معنی  
A2 3-E 075/5  89/41  0029/0  دار معنی  

  بدون معنی  E 090/1  82/0  5503/0-4  عدم تطابق
  
  

 
 IIنتایج مربوط به تولید آنزیم اندوگلوکاناز. نتایج آزمایشات و مدل بیانگر نتایج براي تعریف تولید آنزیم اندوگلوکاناز نوترکیب  2نمودار 

 30اي متانول در دماي  وسیله ساعت القاي تولید محصول به 24و  C◦37ساعت رشد در دماي  72طی  دوست متیلنوترکیب توسط مخمر 
دست آمده از  اي درجه دو به در انکوباتور لرزان به صورت نقاط قرمز رنگ و مدل آماري چندجمله rpm200گراد و دور  درجه سانتی

  .به صورت خط نشان داده شده است ها نتایج آزمایش
  

حجمی شربت ذرت براي تولید  -وزنی غلظت سازي بهینه
همچون تولید زیست توده از آنزیم نوترکیب اندوگلوکاناز 

برداري شده اسـت و مطـابق    شناسی رویه پاسخ بهره روش
با مدل معرفی شده حداکثر فعالیـت آنـزیم در محـیط بـا     

درصـد بـه میـزان     15/6غلظت اولیه شربت ذرت برابر با 
  .)2نمودار ( خواهد بود 4684/0

  گیري بحث و نتیجه -4
در ابتـدا  هاي زیسـتی،   فرایندها از جمله فرایند سازي بهینه

جامع و کامل  ،نیازمند دستیابی به یک مدل ریاضی حقیقی
نیازمنـد   کـه ایـن امـر    می باشد براي تشریح رفتار سیستم

هایی از رفتـار سیسـتم در شـرایط مختلـف و مقـادیر       داده
ایـن   .گـذار مـورد مطالعـه اسـت    تأثیرهاي  متفاوت فاکتور
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 ـ  هـاي  ها از طریق آزمـایش  داده ه و بررسـی  صـورت گرفت
. آینـد  پاسخ سیستم به تغییـرات در فاکتورهـا بدسـت مـی    

-مـی انتخـاب   ايهاي مورد نیاز طراحی مدل به گونه داده

توانـایی   ،هاي مختلف مدلسـازي ریاضـی   شوند که روش
گـویی مـدل رفتـاري سیسـتم را داشـته       ها و پیش آنالیز آن

نیازمند طراحی آزمایش منطقی و علمـی بـراي    لذا ،باشند
  .هاي مطلوب است دن به دادهرسی

طراحی آزمایش روشی بر مبناي آمار کاربردي اسـت کـه   
ــر مبنــاي نقــاط دیگــر از طریــق   طــی آن برخــی نقــاط ب

کـم شـدن تعـداد    . آینـد  دسـت مـی   هاي آمـاري بـه   روش
هــاي آزمــایش و  نتیجــه کــاهش هزینــه و در هــا آزمــایش

تـرین مزایـاي طراحـی     از مهـم  هـا  همچنین زمان آزمایش
از سوي دیگر با توجه به پیش بینـی نقـاط   . ش استآزمای

بیشتري از آزمایش با استفاده از علم آمار، افـزایش دقـت   
انجـام   هـاي  آزمایشات طراحی شده در مقایسه با آزمایش
  .شده بدون طراحی با تعداد برابر آزمایش است

هـاي یـک    بـا روش  هـا  در این مطالعه با طراحی آزمـایش 
فاکتوري سعی در بهبود شرایط آزمـایش، کـاهش خطـا و    

و در نتیجه دستیابی بـه نقطـه    ها هاي آزمایش کاهش هزینه
ــه صــحیح شــده ــه . اســت  بهین ــتا مجموع ــین راس در هم

ــرم ــزاري  ن ــخه  ®Design Expertاف ــول  7.0.0نس محص
و  هـا  طراحـی آزمـایش   بـراي آمریکـا   Stat-Easeشرکت 

ها مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت تـا       ز آنتحلیل و آنالی
سازي، آنالیز مدل و انتخاب نقطه بهینه  طراحی، مدل فرایند

ایـن  . صورت یکپارچه و بـا حـداقل خطـا اجـرا شـود      به
هـاي طراحـی    افـزار  تـرین نـرم   افزار یکی از پراسـتفاده  نرم

  .در مطالعات علوم زیستی است سازي بهینهآزمایش و 
ک فــاکتوري از مجموعــه  روش طراحــی آزمــایش یـ ـ 

هاي رویه پاسخ است که براي بررسـی موضـوعاتی    روش
تغییـر   فراینـد رود که طی آن فقط یک متغیر در  به کار می

در این نوع طراحی براي ساخت مدل خطـی سـه   . کند می
گیرد و براي مدل درجه  نقطه  یا سه سطح مد نظر قرار می

. گیـرد  مـی  دوم پنج نقطه یا پنج سطح  مورد آزمایش قرار
ویژگی این طراحی تکرار در نقاط ابتدایی و انتهایی است 
که براي مدل خطی نهایتاً با پـنج آزمـایش و بـراي مـدل     
درجه دوم نهایتاً بـا هفـت آزمـایش ایـن طراحـی انجـام       

 Designافـزار   نتایج این طراحی آزمایش در نـرم . شود می

Expert® ـ   هتوسط روش رویه پاسخ مورد آنالیز قرارگرفت
  .است است و نقطه بهینه آزمایش مشخص شده 

بـه منظـور    ها دست آمده از آزمایش گونه که نتایج به همان
دهد، اسـتفاده از شـربت    گیري رشد سلولی نشان می اندازه
بسزایی در افزایش رشد مخمـر مـورد مطالعـه     تأثیرذرت 

درصـد   5/5براساس نتایج حاصل، استفاده از . داشته است
 62/14توان بـه دانسـیته نـوري برابـر بـا       شربت ذرت می

دست یافت که این مقدار در مقایسه با نمونه کنترل مثبـت  
در . دهـد  درصد افزایش را نشان مـی  SYN6 ،4/41محیط 

نوترکیب نیز نقطـه بهینـه    IIوگلوکانازمورد تولید آنزیم اند
درصدشربت  15/6با  فرایندتعیین شده توسط مدل معرف 

ذرت در ابتداي تخمیـر موجـب فعالیـت آنـزیم برابـر بـا       
شود که در مقایسه بـا آنـزیم تولیـد شـده در      می 4684/0
  .دهد درصد  افزایش را نشان می SYN6 ،7/60محیط 

هـا و   ا، کربوهیـدرات ه غناي بالاي شربت ذرت از پروتئین
تر سلول به مواد غذایی  نوکلئوتیدها موجب دسترسی آسان

مخمـر بایـد تمـامی     SYN6که در محیط  شود درحالی می
هاي موردنیاز خـود را از منـابع    هاي آمینه و نوکلئوتید اسید

مین کند که خود باعـث مصـرف انـرژي    أمعدنی تولید و ت
ل و تولیـد  بیشتر در مسیرهایی غیـر از مسـیر رشـد سـلو    

استفاده از محیط نمکی و لزوم سـاخت  . شود محصول می
ها در درون سلول موجـب   تمامی آمینواسیدها و نوکلئوتید

رشـد و تولیـد محصـول     فرایندافزایش نیاز به اکسیژن در 
تواند یکی دیگر از دلایل افـزایش   این امر نیز می. گردد می

 رشد و تولید محصول در محیط جدید در حضور شـربت 
  .ذرت باشد
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