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با توجه به گـرایش روز  .امروزه مواد معطر کاربرد وسیعی در صنایع غذایی، دارویی، آرایشی و شیمیایی دارند

هـا بـه   زیست تبدیلی با استفاده از میکروارگانیسـم استفاده از محصولات طبیعی، براي افزون مصرف کنندگان 

بـا معطـر دکالاکتون یک استر حلقـوي  - گاماترکیبات معطر تبدیل شده است. جالب توجه براي تولید یروش

زیست تبدیلی سوبستراي ارزان قیمت روغـن  بهقادر یارروویا لیپولیتیکامخمر.استهلومشابه عطر و طعم 

بـه  پازیلمیآنزلهیروغن به وسزیدرولیبا هندیفرانیشروع ا. باشدمیندکالاکتو- به ماده ارزشمند گاماکرچک

و پیـدا کـرده اسـت   ادامـه  ونیداس ـیاکس- بتـا لهیبـه وس ـ رهیکوتاه شدن زنجبا سپسو آغاز کینولئیسیردیاس

روش سـطح پاسـخ  قی ـدکـالاکتون از طر - گامـا دی، تولتحقیقنیدر ا.ابدییمانیپاونیزاسیبا لاکتونتیدرنها

)RSM(منظـور چهـار   به این .شدنهیبهپازیليبالاریمقاددیتولییمخمر با توانانیاافتهیجهش هیتوسط سو

بـر اسـاس  هرکدام در پنج سطح مورد بررسی قرار گرفتنـد.  pHعصاره مخمر، پپتون و عامل روغن کرچک،

نیروابـط حـاکم ب ـ  يبـرا یاض ـیمـدل ر کی ـ،هاي آماري روابط حاکم بر متغیرهاي آزمایشتحلیلتجزیه و 

لیتر در میلی35مقادیر براي روغن کرچکنیبهتري، شنهادیبا توجه به مدل پ.آمددستبهشیآزمايرهایمتغ

مـدل  دیی ـتأيبـرا .به دست آمـد 4عددpHبرايوگرم در لیتر 5/8، پپتون گرم در لیتر6، عصاره مخمرلیتر

تـر یگـرم در ل یل ـیم126نتیجـه که در ندقرار گرفتشیمورد آزمابه صورت تجربی يشنهادیپری، مقادیاضیر

46نـه یربهیغطیبا شـرا سهیدر مقامحصول تولید شدهکه مقدارشددیمخمر تولهیدکالاکتون توسط سو- گاما

تـی        نتایج این تحقیق می.دادنشان راشافزایدرصد - گامـا تواند بـراي مقـرون بـه صـرفه کـردن تولیـد زیس

یند زیست تبدیلی میکروبی به کار رود. ااز روغن کرچک با فردکالاکتون 

یارروویا لیپولیتیکادکالاکتون، مخمر -یافته، زیست تبدیلی، گاماسازي، جهشبهینه: واژگانکلید 
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مقدمه

عطر و طعم مواد غذایی به صـورت قابـل تـوجهی بـر     

گذار تأثیرکنندگان براي خرید مجدد تصمیمات مصرف

مواد غذایی موفق داراي عطـر  طور تقریبی کل بهاست. 

بـه  این عطر و طعم خـاص هستند کهيو طعم متمایز

. شـود مـی هاي طبیعی یا مصنوعی ایجاد کمک افزودنی

که عطر و طعم محصولات مواد غذایی امروزه در بازار 

کنندگان قـرار  مطلوبی نداشته باشند مورد توجه مصرف

.[1]نخواهند گرفت 

عیدر صـنا طـور معمـول  بهکه مواد معطرياز یکی

- گامـا ،شـود یطعم دهنـده اسـتفاده مـ   عنوانبهییغذا

هلـو و  حهیبا راياستر حلقوکیاست، که دکالاکتون

مـن یایطـور کل ـ دکـالاکتون بـه  - . گاماباشدمیزردآلو 

 ـمـورد تأ وشودیشناخته م (سـازمان غـذا و   FDAدیی

 ـاین ترکیب.) استآمریکادارو  ـکی ییغـذا یافزودن

در ياطور گستردهاز آن بهوشودیخطر محسوب میب

ینیری، دسـر و ش ـ ییها، محصولات نانوایدنینوشدیتول

از آن یو بهداشـت یش ـیآراعیشود. در صـنا یاستفاده م

مو، شامپو، کرمي، صابون، اسپرندهیعطر، شودیدر تول

.[4-2]ودشیخوشبو کننده هوا استفاده مو

ها طور مستقیم از میوهبهدکالاکتون- گامادر گذشته 

هـاي شـیمیایی تولیـد    شـد و یـا بـا روش   استخراج می

وري پـایین روش اسـتخراج   با توجه به بهرهاما .شدمی

در طـول چنـد   ی، و سخت بودن مراحل سـنتز شـیمیای  

ها به منظـور تولیـد   دهه اخیر استفاده از میکروارگانیسم

. محصـولاتی  طبیعی این محصول گسترش یافته اسـت 

ــد مــی  ــی تولی ــه روش میکروب ــل ،شــوندکــه ب ــه دلی ب

برخورداري از برچسب طبیعـی بـازار فـروش مناسـبی     

.[6 ,5]دارند

هـا در یکـی از مهمتـرین میکروارگانیسـم   مخمرها 

ــوین  افر ــنتی و ن ــدهاي س ــهزیســتین ــتند. فناوران هس

بالایی دارنـد و بـه همـین    کاتالیزوريمخمرها توانایی 

ــه ــدیلات زیســتیمنظــور انجــام دلیــل در صــنایع، ب تب

تـا کنـون از   شـود.  مـی فراوانی استفاده هاانتخابی از آن

روتـرولا  ،یزیهسـرو ساکارومایسـس مخمرهایی ماننـد  

- گامـا یـد منظور تولبهکایتیپولیلیارروویا و1آئورانتیاکا

ــت.   ــده اس ــتفاده ش ــالاکتون اس ــر دک ــامخم یاررووی

با توجه به بازده بالاي تولید و شرایط کشـت  لیپولیتیکا

ــر، آســان هــا میکروارگانیســمتــرین مناســبیکــی از ت

دکـالاکتون اسـت. تـاکنون    - منظور سنتز زیستی گامـا به

هـاي  آنـزیم بـراي هـاي کـد کننـده   بیشترین تعـداد ژن 

آبگریـز در ایـن   سوبسـتراي اختصاصی تجزیـه کننـده   

ها عمـدتا در تجزیـه   . این آنزیممخمر یافت شده است

ــی   ــه پراکس ــرب در چرخ ــیدهاي چ ــش  اس ــی نق زوم

. [12-7]دارند

- از مسیر بتالیپولیتیکایارروویا ها در مخمر لاکتون

ــد اکسیداســیون  ــیتولی ــاد. شــونم ــیون در - بت اکسیداس

هرچنـد .گیردمیصورتها زومپراکسیمخمرها درون

بایـد تـا شکسـته    اکسیداسـیون  - بتـا به صورت تئـوري 

ــدشــدن کامــل سوبســترا  امــا وجــود عامــل ادامــه یاب

سوبستراي 14الی 9هاي هیدروکسیل در یکی از کربن

جـب اکسیداسـیون نهـایی آن بـه صـورت      کربنه مو18

اکثــر در کــربن) خواهــد شــد. 12الــی 9لاکتــون (بــا 

دکـالاکتون توسـط   - تحقیقات جهت تولید زیستی گامـا 

80از ریسینولئیک اسید کـه  لیپولیتیکا،یارروویامخمر 

دهـد، اسـتفاده   درصد روغن دانه کرچک را تشکیل می

. روغن دانه کرچک بسیار ارزان قیمت بـوده و  شودمی

در مقادیر بالا قابل دسترس است که تولید صنعتی ایـن  

. [17-13]سازد محصول را ممکن می

ها باید تحـت  درون سلولمواد جهت ورود بهابتدا 

فرایندهایی قرار بگیرند تا شرایط لازم را کسـب کننـد.   

1. Rhodotorula aurantiaca
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منظـور تولیـد   هـا بـه  هنگامی کـه مخمـر  به همین دلیل 

دکالاکتون در محیط حاوي روغـن کرچـک قـرار    - گاما

، باید با ترشح آنزیم لیپاز آن را به واحـدهاي  گیرندمی

وجود مقـادیر  تر اسید ریسینولئیک تبدیل کنند.کوچک

ها بـه  بیشتر لیپاز در محیط موجب دسترسی بهتر سلول

.[18 ,16 ,9]سوبسترا خواهد شد 

ثر بـر نتیجـه   ؤهـاي م ـ منظور بررسی کامل عامـل به

ترین زمان ممکن و با کمترین تعـداد  آزمایش در کوتاه

ــایش   ــی آزم ــاري طراح ــایش، از روش آم ــراي آزم اج

از ایجـاد  نـد . طراحـی آزمـایش عبارت  شـود مـی استفاده 

چندین آزمایش با کنار هم قرار دادن تعدادي متغیـر از  

هـاي  اي کـه اثـرات عامـل   پیش تعیـین شـده بـه گونـه    

بــر هــاثیر متقابـل آن أمــایش و تــمختلـف بــر نتیجـه آز  

روش سطح به آزمایش. طراحییکدیگر مشخص شود

ها بـه منظـور   ترین روشیکی از مناسب) RSM(پاسخ

با کمتـرین تعـداد آزمـایش    اهمتغیربررسی روابط بین 

.[20 ,19]باشدمی

درویشــی و همکــاران بــا اســتفاده از روش ســطح 

واحـد  210پاسخ موفق به افزایش تولید آسپارژیناز تـا  

. شـدند یارروویـا لیپولیتیکـا  توسط مخمـر  لیتردر میلی

گروه با استفاده از روش پاسخ سـطح بـه   این همچنین 

روغــن تــک وصـورت موفقیــت آمیــزي تولیـد لاکــاز  

را افـزایش دادنـد  یارروویا لیپولیتیکـا در مخمر سلولی

سـازي  که نشان دهنده مناسب بودن این روش در بهینه

.[23-21]باشداین مخمر میتوسطتولید محصولات

- گامـا مطالعـات مختلفـی در زمینـه تولیـد     تاکنون 

براي نمونه انـدریزي و  دکالاکتون صورت گرفته است. 

اکسیداسـیون  - بار نقش مسیر بتابراي نخستینهمکاران 

ایـن  ]5[،دکـالاکتون را توصـیف کردنـد   - در تولید گاما

نیز مـورد  يتوسط تحقیقات پژوهشگران دیگرموضوع

.  ]26- 24[یید قرار گرفتأت

ات خـود را بـر روي سـمیت    فرون و همکاران مطالع

که به تکمیـل مطالعـات قبلـی در    ها متمرکز کردندلاکتون

2000. در سـال  ]28, 27[ها منجـر شـد  زمینه تجزیه لاکتون

چی و همکاران موفق به توصـیف نقـش انـواع    میلادي، وا

متیـل  تبـدیل زیسـتی  ، در اکسـیداز کـوآ -هاي اسیلنزیمآ

یارروویـا  توسـط مخمـر   دکـالاکتون -ریسینولئات به گامـا 

ر زمینه متابولیسم . همچنین مطالعاتی د]29[شدند لیپولیتیکا

شـود، صـورت گرفتـه    لیپید که منجر به تولید لاکتون مـی 

ثیر شـرایط  أسوبسـترا و ت ـ -. اثر متقابل سلول]30, 13[است 

هـا نیـز مـورد مطالعـه قـرار      محیط کشت در تولید لاکتون

یـک بیوراکتـور بسـتر    درنیزتازگی به. ]33-31[گرفته است

عبور اکسـیژن و بـه دام انـداختن    به مطالعهجامد کوچک 

.]34[پرداخته شده استاز محیط لاکتون خارج شده

بـراي )RSM(روش سطح پاسـخ ازقیقدر این تح

یـک  توسـط دکـالاکتون  - سازي تولید زیستی گامابهینه

کـه ترشـح   یارروویا لیپولیتیکـا یافته مخمر سویه جهش

شد.استفادهاست،لیپاز آن بهبود یافته

هامواد و روش

در این تحقیق از یک سویه میکروارگانیسم مورد استفاده:

اسـتفاده  U6نـام  بـه لیپولیتیکایارروویا جهش یافته مخمر 

زایـی  وسـیله جهـش  بهو همکارانتوسط درویشیشد که 

بـه  DSM3286سـویه طبیعـی  تحت اشعه مـاورابنفش از 

تواند نزدیـک بـه ده برابـر    این سویه میدست آمده است.

.[35]سویه طبیعی لیپاز بیشتري تولید کند 

هاي کشت مورد استفادهمحیط

ــت  ــیط کش YPD)Yeast extract Peptoneمح

Dextrose(

ــه منظــور کشــت،  ــرهب ــک ذخی ســازي و جداســازي ت

YPDAمحـیط کشـت   از یارروویا لیپولیتیکاهاي کلنی
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ــار)  ــاوي آگ ــد (ح ــتفاده ش ــه . اس ــت تهی ــیط جه مح

YPDمحـیط کشـت  (مایـه تلقـیح) نیـز از    کشتپیش

گـرم  20،منظور تهیه این محـیط به.استفاده شد)مایع(

پپتون در یک گرم 20عصاره مخمر و گرم 10گلوکز، 

سـازي محـیط بـه    جامـد بـراي  .لیتر آب ترکیب شدند

گــرم آگــار 20ترکیـب ذکــر شــده بــه ازاي هــر لیتــر،  

اضافه شد.

محیط کشت تبدیل زیستی

مین دیگـر نیازهـاي  أدکالاکتون و ت- منظور تولید گامابه

از محیط کشـت تغییـر یافتـه بـر پایـه      هازیستی سلول

YPD.شباهت محیط کشت تبدیل زیسـتی  استفاده شد

ش تـنش وارده بـه   هکشـت باعـث کـا   به محـیط پـیش  

تهیه ایـن محـیط،   براي شود.ها هنگام تلقیح میسلول

پپتـون در یـک لیتـر آب    گـرم 9عصاره مخمر وگرم9

عنـوان منبـع کـربن و همچنـین     بهسپس .ترکیب شدند

مقـادیر مختلفـی از روغـن    مـاده تبـدیل زیسـتی،    پیش

بـه  لیتـر در لیتـر  میلـی 40الـی  20در بازه بین کرچک

محیط افزوده شد.

آماده سازي محیط تولید محصول

هاي مناسب و فعـال جهـت تولیـد    سلولتهیهمنظوربه

ــین هــمدکــالاکتون و - گامــا بــودن تعلیقــه ســانهمچن

 ـ تلقـیح (پـیش کشـت)    ه(سوسپانسیون) سلولی، از مای

جهـت  مـایع  YPDمطالعـه از شود. در این استفاده می

تهیـه مـایع   ابتـدا بـراي   . شـد مایع تلقیح استفاده تهیه

پلیـت  ونکه از مخمرهاي تـازه رشـد یافتـه در   تلقیح، 

سـاعت)  24درجه سلسـیوس بـه مـدت    29(در دماي 

حـاوي  سـی سـی صدیک لوپ برداشته شد و به ارلن 

. سـپس ارلـن بـه    شـد مـایع منتقـل   YPDلیتر میلی20

29بـا دمـاي   انکوبـاتور شـیکردار  ساعت در 18مدت 

ــیوس و  ــه سلسـ ــرعتدرجـ ــه 200سـ دور در دقیقـ

منظـور تولیـد محصـول،   نهایـت بـه  درگرماگذاري شد.

ــن 100 ــه ارل ــیح ب ــه تلق ــر از مای ــاوي میکرولیت 20ح

29لیتر محیط تبدیل زیستی منتقل شد و در دماي میلی

دور در دقیقــه  200ســرعت  درجــه سلســیوس بــا    

گرماگذاري شد. 

گیري رشد سلولیروش اندازه

هــاســلولمیشــمارش مســتقمنظــور از روشبــه ایــن 

در این روش بـه صـورت چشـمی تعـداد     استفاده شد. 

شـدند. ها در واحد مشخصـی از حجـم شـمرده    مخمر

لیتـر  تعداد سلول در یک میلـی ، سپس با اعمال ضریب

کـار از یـک لام مخصـوص (لام    . بـراي ایـن  شدتعیین 

.[36]شد نئوبار) استفاده 

سنجش میزان تولید محصول

از روش تولیـدي  محصـول  میـزان کمـی سنجشبراي 

ایـن روش جدیـد کـه بـر     در سنجی استفاده شد. رنگ

پایه واکنش فریـک هیدروکسـامات توسـعه داده شـده     

دکـالاکتون را بـه   - گامـا مجهـول مقادیرتوانمیاست، 

منظور پس ه این ب.کردمشخصسریعصورت کمی و

200از ســـانترفیوژ کـــردن نمونـــه کشـــت ســـلولی، 

460محلول حاوي محصول بهرویی مایعمیکرولیتر از 

ــی ــل  میل ــر هیدروکس ــد و  لیت ــین هیدروکلرای 140آم

و 4/0لیتر سدیم هیدروکسید به ترتیب با غلظـت  میلی

دقیقــه در 10مــولار اضــافه شــد. ســپس بــه مــدت 2

رفـت تـا   گمـاري قـرار   درجه سلسیوس بن45حرارت 

مواد وارد واکنش شوند. در مرحلـه دوم پـس از سـرد    

لیتـر اسـید   میلـی 300شدن محلـول در دمـاي محـیط،    

مولار به محلول اضافه شـد. پـس از   5/1هیدروکلریک 

مـولار جهـت   2/1لیتر کلرید آهن خشک میلی120آن 
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780رنگ آمیزي لاکتـون افـزوده شـد و درنهایـت بـا      

به وسیله دسـتگاه  درصد رقیق شد. 75لیتر اتانول میلی

اســپکتروفتومتر تفــاوت جـــذب نــوري حاصـــل از    

ري گیدکالاکتون اندازه- آمیزي شده گاماهاي رنگنمونه

.[37]شد

ــه ــت  ب ــین غلظ ــور تعی ــامنظ ــالاکتون در - گام دک

هاي مجهول، باید از منحنی اسـتاندارد ایـن مـاده    نمونه

دکالاکتون - استفاده کرد. براي رسم این منحنی، از گاما

گـرم در لیتـر   2تـا  2/0بـین  با بازه غلظـت استاندارد 

ها طبق آمیزي محلولشد. پس از رنگسري رقت تهیه 

نـوري آنهـا بـه وسـیله     مراحل گفته شده، مقدار جذب

رنـگ حاصـل   گیري شـد.  هزدستگاه اسپکتروفتومتر اندا

ــانومتر حــداکثر جــذب را 510در طــول مــوج  دارد.ن

بـه منظـور سـنجش    معادله حاصل از منحنی استاندارد

.استفاده شددکالاکتون - کمی مقادیر مجهول گاما

:RSMبهینه سازي تولید به روش طراحی آزمایش 

ــایش  ــرح آزم ــوع RSMط ــق از ن ــن تحقی ــراي ای 1ب

CCD انتخاب شد. در این طرح براي هر عامل، دو بازه

بالا و پـایین تعیـین شـده و هـر عامـل در سـه سـطح        

گیـرد مورد مطالعه قـرار مـی  3و دو سطح فرعی2اصلی

بازه سطوح عوامـل آزمـایش بـه    سطح).5(در مجموع 

کشـت و  نوعی انتخاب شد که نزدیک به محـیط پـیش  

همچنین نزدیک بـه بهتـرین مقـادیر گـزارش شـده در      

هـاي  بـراي طراحـی آزمـایش   .]38[قبلی باشد مطالعات

RSMافزار از نرمDesign-Expert-11  .در استفاده شـد

سـطوح هـا،  پس از وارد کردن نام عامـل این نرم افزار 

در ایـن تحقیـق   .شـود تعیین مـی بالا و پایین هر عامل 

مورد بررسـی قـرار گرفـت. مقـدار سـطح      عاملچهار

1. Central Composite Design
2. Factorial Point
3. Star Point

حاصل میانگین سـطوح بـالا و پـایین خواهـد     4مرکزي

Starبود. دو سطح باقی مانده دیگر (یعنی نقاط آلفا یا 

Point     بر اساس مقدار عددي کـه بـه آلفـا اختصـاص (

پنج سـطح هـر   1در جدول .ندتعیین شد،شودداده می

چهار عامل آورده شده است.

منظور افزایش دقـت در سـنجش، آزمایشـات در    به

ظیم شدند. در هر بلـوك دو نقطـه مرکـزي    سه بلوك تن

قرار داده شد تا خطاهاي احتمالی ناشی از بلوك بندي 

30در نهایت طرح آزمـایش حاصـل داراي   رصد شود. 

آزمایش نقطه مرکـزي  ششآزمایش شد که از این بین 

کشـت بـر اسـاس ایـن     حاوي محیطهاي. ارلنهستند

اگـذاري  مقادیر آماده شدند و بقیه مراحل تلقـیح و گرم 

هـاي قبـل، انجــام   طبـق شـرایط گفتـه شـده در بخـش     

ساعت پـس از تلقـیح   72گرفت. میزان تولید محصول 

هـا  (نقطـه اوج تولیـد) سـنجش شـد. ترتیـب آزمـایش      

تا خطاي شدتنظیم تصادفیافزار به صورت توسط نرم

ــتاندارد   ــتون اس ــد. در س ــاهش یاب ــایش ک ــق آزم 5مطل

ند گـذاري شـد  ها با ترتیب اصلی خود شـماره آزمایش

. )2(جدول 

4. Central Point
5. Standard (Std)
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RSMراحی آزمایش طعوامل مورد بررسی و مقادیر اختصتص داده شده به هر عامل در -1جدول 

سطح مرکزيمثبت آلفامنفی آلفامقدار بیشینهمقدار کمینهواحدنام عامل

2535204030لیتر بر لیترمیلیروغن کرچک

8107119گرم بر لیترپپتون

57486گرم بر لیترعصاره مخمر

pH-46375

.RSMيبراDesign-Expert11افزار شده توسط نرمیطراحيهاشیآزما-2جدول 

4عامل 3عامل 2عامل 1عامل 

ترتیب اجرابلوكاستانداردترتیب 
Aروغن کرچک :

لیتر در لیتر)(میلی
Bپپتون :

(گرم در لیتر)
Cعصاره مخمر :

(گرم در لیتر)
D: pH

11251054بلوك 3

1230965بلوك 18

1335876بلوك 14

1435854بلوك 2

1530965بلوك 17
16351074بلوك 8

1725874بلوك 5

1825856بلوك 9

19251076بلوك 15

110351056بلوك 12

211351076بلوك 16
21230965بلوك 19

21335856بلوك 10

214251056بلوك 11

215251074بلوك 7

21625854بلوك 1

21725876بلوك 13
218351054بلوك 4

21930965بلوك 20

22035874بلوك 6

32130967بلوك 28

32230945بلوك 25
32320965بلوك 21

32430765بلوك 23

32540965بلوك 22

32630965بلوك 29

327301165بلوك 24

32830963بلوك 27
32930985بلوك 26

33030965بلوك 30
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هایافته

پس از تهیه سري رقت از محلول استاندارد، جذب نـوري  

بیشـترین  نمونه،ها توسـط اسـپکتروفتومتر سـنجیده شـد.     

ــانومتر ثبــت شــد. نمــودار 510جــذب در طــول مــوج  ن

استاندارد در این طول موج بر اساس مقادیر جـذبی رسـم   

y، اسـتاندارد حاصـل از نمـودار   معادلهدر .)1(شکل شد

غلظت نمونـه مـورد   x) و ODمیزان جذب نوري نمونه (

باشد. جهت بررسـی میـزان تولیـد محصـول،     آزمایش می

ر نمونه در فرمول حاصـل از نمـودار   میزان جذب نوري ه

شد.قرار داده استاندارد

دکالاکتون و -نانومتر. معادله حاصل از برازش غلظت گاما510دکالاکتون در طول موج - گاماينمودار استاندارد جذب نور-1شکل

است.99/0يبه دست آمده بالاونیرگراسنمودار آورده شده است. مربع يدر بالايمقدار جذب نور

.کایتیپولیلایارروویمخمر U6افتهیجهشهیسويبراRSMيهاشیاز آزماشده حاصلدیدکالاکتون تول-مقدار گاماجینتا-1شکل 

y = 0.0005x + 0.0389
R² = 0.9935
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ثیرات عوامـل و صـحت مـدل    أمنظور بررسـی ت ـ به

ــانس (  ــه واری ــه شــده از تجزی ) ANOVAریاضــی ارائ

Error! Referenceاستفاده شد. نتایج این تحلیل در 

source not found.3.طور که همانآورده شده است

افـزار بـه منظـور    جدول قابل مشاهده است، نرمایندر

امـا سازي نتایج از مدل مکعب استفاده کرده است شبیه

اند حـذف  دار نبودهتعدادي از جملات مکعب که معنی

اصـل مکعـب کـاهش یافتـه     شده است که بـه مـدل ح  

گویند. مجموع مربعات از نوع سـوم جرئـی اسـت.    می

دهنـده  باشد که نشانمی17براي مدل بیش از Fمقدار 

01/0دار بودن مدل به دست آمده اسـت. وجـود   معنی

ممکـن اسـت بـه علـت     Fدر مقـادیر  تصـادف درصد

بـراي عوامـل   Pباشـد. اگـر مقـدار    آزمایش1خطاهاي

دار بـودن  دهنده معنیباشد نشان05/0آزمایش کمتر از

بـه  1/0بـالاي  Pآن عامل در مدل است. مقـادیر  تأثیر

ــر ــیمعنــی غی دار شــدن آن عامــل در مــدل نهــایی معن

، 2براي آزمـون فقـدان بـرازش   pباشد. مقدار بالاي می

حاکی از عدم وجود روابط خارج از مدل براي عوامـل  

باشد.میبر صحت مدل ارائه شده تأییدياست که 

ي آزمـایش سـطح  مقدار تولید محصول در هر اجرا

کمتـرین مقـدار   آورده شـده اسـت.  2شـکل  در پاسخ 

29و 27، 22، 21محصول تولیدي در اجراهاي شماره 

بـر خـلاف دیگـر    21مشاهده شد. در اجـراي شـماره   

باشد که نشانگر تأثیر منفی محیط خنثی میpHاجراها 

کتون است. در اجراهـاي  دکالا- این عامل در تولید گاما

مقدار عصاره مخمر در سطوح مثبت و منفـی  29و 21

آلفا (سطوح فرعی آزمـایش) قـرار دارد، پـس مقـادیر     

بسیار زیاد و بسیار کم از عصاره مخمر نیز تأثیر منفـی  

نیز 27بر تولید محصول داشته است. در اجراي شماره 

دار مقدار پپتون در سطح مثبت آلفا قرار گرفتـه کـه مقـ   

1. Noise

آن در محیط کشت نسبت به عوامل دیگر بسیار بیشـتر  

بوده است و تـأثیر منفـی بـر تولیـد محصـول گذاشـته       

به طور میانگین بیشترین مقدار تولیـد محصـول   است.

باشـد. در هـر دو ایـن    می13و 10مربوط به اجراهاي 

اجراها مقدار روغن کرچک در سطح بالاي خـود قـرار   

ر مثبت افـزایش ایـن مـاده بـر     دارد که نشان دهنده تأثی

تولید محصول است.
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ایارروویمخمر U6افتهیجهشهیسويبراRSMجیحاصل از نتاافتهیمدل مکعب کاهش انسیوارلیو تحلهیتجز- 3جدول 

.کایتیپولیل

Fpمیانگین مربعاتدرجه آزاديمجموع مربعاتمرجع

32/9484216/4742بلوك

دارمعنی>28/83701193/76046/170001/0مدل

A64/989164/98970/220002/0: روغن کرچک

B24/1460124/146050/350001/0: پپتون<

C38/71138/7164/12189/0: عصاره مخمر

D :Ph50/840150/84028/190005/0

AD23/153123/15352/30792/0

BC96/289196/28965/60202/0

CD8927/018927/00205/08880/0

B²11/1229111/122920/280001/0<

C²60/2554160/255460/580001/0<

B²C44/690144/69084/150011/0

C²D49/497149/49741/110038/0

145/6971659/43ماندهباقی

معنیبی276/5511344/428739/06320/0فقدان برازش

370/145357/48خطاي مطلق

05/1855229مجموع

1. Residual
2. Lack of Fit
3. Pure error
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کنش مستقیم بین روغـن  برهم، 3با توجه به جدول 

همچنـین پپتـون و عصـاره مخمـر بـه      وpHبا کرچک 

دکــالاکتون - داري در رونــد تولیـد گامـا  صـورت معنـی  

کـنش عصـاره   باشند در حـالی کـه بـرهم   ثیرگذار میأت

ــpHمخمــر و  ــا یکــدیگر ت ــیأب داري را نشــان ثیر معن

دهد.نمی

هاي به دسـت آمـده از   منظور بررسی کفایت دادهبه

مانـده  جدول رگراسیون، نمودار احتمـال نرمـال، بـاقی   

اسـتیودنتیده داخلــی، نمـودار مقــادیر واقعـی در برابــر    

استفاده شد.بینی شده مقادیر پیش

90%بـیش از 1سـیون ارگرمقدار مربع4جدول در 

ــین  ــوده و ب ــع ب ــیمارگرمرب ــیون تنظ ــع 2شــدهس و مرب

ــیش ــیرگراســیون پ ــر از3شــدهبین 20%اخــتلاف کمت

شود که قابـل قبـول بـوده و مـدل حاصـل      مشاهده می

خوبی در تحلیل نتایج داشته است.نسبت بهتوانایی 

بینـی شـده   پاسخ پـیش مقدارمنظور بیان اختلاف به

نسـبت  بینـی ( توسط مدل با مقدار میانگین خطاي پیش

. کننـد از ثابت دقـت اسـتفاده مـی   )اغتشاشسیگنال به 

دهنـده  نشـان براي مقدار ایـن ثابـت  نسبت بالاي چهار

براي 19نسبت بالاي .مطلوب بودن مدل حاصل است

بیـانگر کفایـت سـیگنال    مدل حاصل از ایـن پـژوهش  

موجود است.

دار هـاي معنـی  کـنش بـرهم 6الـی  3هاي در شکل

عوامل شرکت کننـده در مـدل و تـأثیر آنهـا بـر تولیـد       

نمـودار  3محصول، نمایش داده شده اسـت. در شـکل   

ــل یدگیپرشــ ــایشعوام ــورد آزم ــر تولم ــب ــادی - گام

هرچـه  در این نمـودار  نشان داده شده است.دکالاکتون

لید محصـول بر توآن عاملریثأتدشباشتریخط ببیش

در بـازه  pHتغییر مقادیر روغن کرچک و است.شتریب

1. R²
2. Adjusted R²
3. Predicted R²

مورد آزمایش، تأثیر زیادي بـر تولیـد محصـول داشـته     

است.

کـنش روغـن   بـرهم کـه تـاثیر   4با توجه به شـکل  

دهـد، بـا   بر تولید محصول را نشـان مـی  pHکرچک و 

pHافـزایش مقـدار غلطـت روغـن کرچـک و کـاهش       

دکـالاکتون افـزایش پیـدا کردهـو بـرعکس      - تولید گاما

معنی  در بازه سـطوح مـورد آزمـایش هرچـه     است. به

ماده تبدیل زیستی بیشـتر  تر و مقدار پیشمحیط اسیدي

بوده، تولید محصول بیشتر شده است.
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.کایتیپولیلایارروویمخمر U6افتهیجهشهیسويبراRSMجیمدل ارائه شده از نتايبراونیجدول رگراس-4جدول 

مربع رگراسیون
مربع رگراسیون 

تنظیم شده

مربع رگراسیون 

بینی شدهپیش
میانگینانحراف معیارثابت دقت

9231/08702/07163/02665/1960/683/96

.کایتیپولیلایارروویمخمر U6افتهیجهشهیدکالاکتون توسط سو-گامادیثر بر تولؤعوامل ميبرایدگینمودار پرش-2شکل 

ایارروویمخمر U6افتهیجهشهیدکالاکتون توسط سو-گامادیآن بر تولتأثیرو pHکنش روغن کرچک و برهمشینما-3شکل 

.کایتیپولیل
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بـر تولیـد   کـنش پپتـون و عصـاره مخمـر    بـرهم ثیر أت

در حضور مقـادیر  .)5کمی پیچیده است (شکل محصول

، مقدار محصـول تولیـدي بـا افـزایش غلظـت      کمتر پپتون

گرم بر لیتر، افزایش یافته و پـس از آن  6عصاره مخمر تا 

در صورت وجود پپتون بـا غلطـت   اماکاهش یافته است. 

بالا در محیط کشت، با افزایش غلظت عصاره مخمر تولید 

.محصول کاهش یافته است

ایارروویمخمر U6افتهیجهشهیدکالاکتون توسط سو-گامادیآن بر تولتأثیرکنش پپتون و عصاره مخمر و برهمشینما-4شکل 

.کایتیپولیل

بـر  pHکنش عصـاره مخمـر و   برهمثیر أت6شکل در 

با افزایش 5بالاي pHدهد. در تولید محصول را نشان می

محصول تولیـدي بـه صـورت    غلظت عصاره مخمر مقدار 

تـر و بـه   پـایین pHدر امـا یابد. پیوسته اندکی افزایش می

گرم 6، افزایش عصاره مخمر تا 4حدود pHخصوص در 

ثیر مثبت بر تولیـد محصـول داشـته و در مقـادیر     أبر لیتر ت

گرم بر لیتر اثر منفی داشته است.6بالاتر از 

ایارروویمخمر U6افتهیجهشهیدکالاکتون توسط سو- گامادیآن بر تولریثأو تpHکنش عصاره مخمر و برهمشینما- 5شکل 

.کایتیپولیل
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بــراي DesignExpert11افــزار توســط نــرمدرنهایــت

محاسـبات . بر اسـاس ارائه شدمدلی آزمایش سطح پاسخ

35روغـن کرچــک بـراي سـطح تـرین  بهینـه ،ایـن مـدل  

6، عصاره مخمـر گرم در لیتر5/8، پپتونلیتر در لیترمیلی

).7(شکل است4برابر pHو گرم در لیتر

دکالاکتون، به کمک مدل ارائه شده - گامادیکردن تولنهیشیهر عامل به منظور بيشده براینیبشیپریمقادنیترنهیبهشینما-6شکل 

.کایتیپولیلایارروویمخمر U6افتهیجهشهیسويبراRSMتوسط 

محیط کشت تبدیل زیستی بر اساس سطوح پیشنهادي 

و طی سه آزمایش مسـتقل از هـم   شدآمادهها ریبراي متغ

گرم در لیتر ثبـت  میلی126دکالاکتون تولیدي -مقدار گاما

شد.

بینی مقـدار تولیـد محصـول در شـرایط     منظور پیشبه

استفاده RSMدیگر، از مدل کدبندي شده حاصل از نتایج 

شد که با روش تجزیه و تحلیل رگراسیون چندگانه توسط 

.)5(جدول رائه شده استاDesign-Expert11افزار نرم

)D: pH: عصاره مخمر C: پپتون، B: روغن کرچک، A(دکالاکتون.-گامادیتوليبراRSMجیشده حاصل از نتايمدل کدبند-5جدول 

ضریب عامل

+109.67

+6.42 A
-7.80 B

+2.99 C
-10.25 D

+3.09 AD
-4.26 BC

-0.2362 CD
-6.57 B²

-9.48 C²
-11.38 B²C

+9.66 C²D
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معادله حاصل به صورتی خطی شده:
GDL (mg/L) =+109.67 + 6.42A - 7.80B + 2.99C -
10.25D + 3.09AD - 4.26BC - 0.2362CD - 6.57B2 -
9.48C2 - 11.38B2C + 9.66C2D

بحث

یارروویا لیپولیتیکـا مخمر چربی دوست در این تحقیق از 

ها، مواد معطر، یک میزبان صنعتی مهم براي تولید آنزیمکه 

بهداشـتی  -و مواد آرایشی، داروهاي ضد سرطانهاروغن

توانـایی  .دکالاکتون استفاده شد-منظور تولید گاماهب، است

گریـز،  آبهـاي  مـاده بالاي این مخمر در استفاده از پـیش 

ایمن بودن آن براي استفاده در صنایع غـذایی و همچنـین   

شناخته بودن مسیرهاي متابولیسمی ایـن مخمـر، موجـب    

-گامـا زیسـتی شده است تا انتخاب مناسبی بـراي تولیـد  

.[40 ,39 ,17] کتون باشد لادکا

محیط کشـت  ،منظور کاهش تنش وارد هنگام تلقیحبه

(استفاده کشتبا تغییر اندکی از محیط پیشتبدیل زیستی

آمـاده شـد. بـر اسـاس     از روغن کرچک به جاي گلوکز)

 ـدو نتایج حاصل از این پژوهش، پپتـون و  (یمنبع نیتروژن

دکـالاکتون  -داري بر تولیـد گامـا  ثیر معنیأ) تعصاره مخمر

ثیر انـواع  أمائوم و چیتام بر روي تبر اساس مطالعهدارند.

هـا در محـیط حـاوي    منابع نیتروژنی روي میکروارگانیسم

مقادیر زیـاد منـابع نیتروژنـی در محـیط     ،اسیدهاي چرب

ــرب روي    ــیدهاي چ ــمی اس ــرات س ــاهش اث ــب ک موج

دیگر به بررسی در تحقیق.[41] شودا میهمیکروارگانیسم

-و بهینه سازي انـواع منـابع نیتروژنـی بـراي تولیـد گامـا      

است. پرداخته شدهوالتومایسز لیپوفردودکالاکتون از مخمر 

وجود منـابع  نبودبر اساس نتایج حاصل از مطالعه مذبور، 

نیتروژنی سبب کاهش زیادي در تولیـد محصـول خواهـد    

وجود عصاره مخمـر و  در تحقیق حاضربنابراین. [42]شد 

پپتون در محیط کشت موجب کـاهش اثـر سـمی روغـن     

شود. پس بـا  مییارروویا لیپولیتیکاکرچک بر روي مخمر 

یط کشـت، و منبـع نیتروژنـی در محـ   توجه به وجود این د

تواند مقادیر بالاتري از روغن کرچک را تحمـل  مخمر می

تولید محصول افزایش یابد.در نتیجهکند و

حاضر، افزایش مطالعهنتایجاساس بردر این صورت 

از حـدي  کشـت بـیش  غلظت منابع نیتروژنـی در محـیط  

گـروه  مشخص موجب کاهش تولید محصول شده اسـت. 

سازي منابع نیتروژنی در محیط کشـت  شیهاب به بهینه-آل

-با هدف افـزایش تولیـد گامـا   1روترولا آئورانتیاکامخمر 

بهتـرین  ،دکالاکتون اقدام کردند که طبق نتایج مطالعه آنهـا 

مقادیر عصاره مخمر و پپتون به ترتیب برابر با شش گـرم  

در مطالعه دیگـري  . [43]باشد در لیتر و سه گرم در لیتر می

عنـوان بهتـرین   بـه 2از بین منابع نیتروژنی مختلف، تـریس 

بـر  .]42[انتخـاب شـد  هـا ماده جهت تولید بیشینه لاکتـون 

ثیرگذارترین أپپتون به عنوان تاساس نتایج تحقیق دیگري،

ــابـــراي منبـــع نیتـــروژن  دکـــالاکتون در -تولیـــد گامـ

بنـابراین  .]44[شـناخته شـد  3اسپوردیوبولوس سالمونیکالر

در محـیط  مختلـف نوع و نسبت غلظت منـابع نیتروژنـی  

اسـت  مـؤثر  ها تونکبدیل زیستی بر میزان تولید لاتکشت 

 ـلاًاحتمـا که با نتایج مطالعـه حاضـر مطابقـت دارد.    ثیر أت

سـازي  ناشـی از فعـال  مختلـف منـابع نیتروژنـی  متفاوت 

مسیرهاي متابولیسمی خاصی در این مخمر است که ایـن  

موضوع باید در مطالعات آینده مورد بررسی قرار گیرد.

محیط pHدهد که کاهش نتایج مطالعه حاضر نشان می

دکـالاکتون  -کشت تبدیل زیستی موجب بهبود تولید گامـا 

کتون دکـالا -تولید گامـا نیز در مطالعات پیشینشده است. 

این اتفاق با توجـه یـه   ، بیشتر بوده استمحیط اسیديدر 

در شـرایط  (ایجـاد حلقـه لاکتـون)   لاکتونی شـدن این که

. مرادي و ]45[د قابل توجیه است،گیراسیدي بهتر انجام می

اسـیدي را  pHنیـز  همکاران و همچنین نتـو و همکـاران   

اند که بـا نتـایج   دکالاکتون مناسب دانسته-براي تولید گاما

.]46, 31[این پژوهش منطبق است

1. Rhodotorula aurantiaca
2. Tris
3. Sporidiobolus salmonicolor
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، افـزایش غلظـت   حاضـر اساس نتـایج پـژوهش  بر

روغن کرچک در محیط کشت موجـب افـزایش تولیـد    

شود. طبق تحقیقات پیشین نیز بـین  الاکتون میدک- گاما

دکالاکتون و غلظت روغن کرچک در محیط - تولید گاما

کشت رابطه مستقیم وجود دارد که با نتایج این پژوهش 

ان نشـان  مـرادي و همکـار  پـژوهش  . ]47[منطبق اسـت  

در محیط کشـت  افزایش غلظت روغن کرچکدهدمی

گرم تا سی میلی،لیپولیتیکایارروویاسویه طبیعی مخمر 

شـود  دکالاکتون مـی - موجب افزایش تولید گامادر لیتر 

هاي بالاتر موجب کاهش تولید محصـول  در غلطتاما

. کـاهش تولیـد محصـول بـر اثـر افـزایش       ]31[شودمی

غلظت روغن کرچک به دلیل اثر سمیت این روغن بـر  

یافتـه  در سویه جهشلاًباشد که احتمامخمر طبیعی می

) این آسـتانه  U6مورد استفاده در تحقیق حاضر (سویه 

تحمل افزایش یافته است.

ــور     ــه منظ ــخ ب ــطح پاس ــه از روش س ــن مطالع در ای

دکالاکتون -ثر بر تولید گاماؤسازي و بررسی عوامل مبهینه

اقدام پاسخپراساد و همکاران به روش سطحاستفاده شد. 

دکـــالاکتون توســـط -ســـازي تولیـــد گامـــابـــه بهینـــه

، هـا نمودند. طبق گـزارش آن اسپوردیوبولوس سالمونیکالر

پاسخ به خوبی توانسته شرایط محـیط  سطح روش آماري 

ه نماید، همچنین معادله حاکم بـر  کشتی این مخمر را بهین

عوامــل مختلــف آزمــایش را بــه روش تجزیــه و تحلیــل 

. [44]رگراسیون چندگانه ایجاد و منتشر کردند

ــا انجــام آزمــایش   ــه RSMدرویشــی و همکــاران ب ب

سازي تولید آنزیم لاکاز بـه وسـیله سـویه نوترکیـب     بهینه

هـاي  و با تجزیـه و تحلیـل  کردنداقدام یارروویا لیپولیتیکا

آماري، مدلی ریاضی براي عوامل دخیـل بـر تولیـد لاکـاز     

بنابراین طراحی آزمایش سطح پاسـخ بـه   . [48]کردند ارائه

هـاي آزمـایش را آشـکار    تواند روابط بین متغیـر خوبی می

تجزیه و تحلیل رگراسیون سازد و مدل ریاضی حاصل از 

بهترین مقـدار هـر متغیـر را    درستی بهقادر است چندگانه

تعیین نماید.

گیرينتیجه

بینی شده ییدي در مقادیر بهینه پیشأهاي تبا انجام آزمایش

، مقدار تولید محصول بـه  RSMافزار براي مدل توسط نرم

گرم در لیتر به دست آمد. مقدار میلی126صورت میانگین 

به شـرایط  دکالاکتون تولید شده در این روش نسبت -گاما

دهـد.  درصـد افـزایش تولیـد را نشـان مـی     46غیر بهینـه،  

تواند بـه  ) میRSMبنابراین طراحی آزمایش پاسخ سطح (

هـاي  عنوان ابزار آماري مناسبی جهت تجزیه و تحلیل داده

هـاي  فناورانه به کار گرفتـه شـود و مـدل   مطالعات زیست

توانند به طرز قابـل ریاضی به دست آمده از این روش می

بینی نتایج فرایند استفاده شوند. این قبیل قبولی جهت پیش

ــازيمطالعـــات و مـــدل ــاي آمـــاري فرسـ ینـــدهاي اهـ

هاي صنعتی و بـه خصـوص در   فناورانه در طراحیزیست

مد خواهند بود. اهاي کامپیوتري آینده بسیار کارسازيمدل
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Abstract:
Nowadays, aromatic componds are widely used in food, pharmaceutical,
cosmetic and chemical industries. Due to the growing tendency of
consumers to use natural products, biotransformation by microorganisms is
an interesting method for the production of aromatic compounds. Gamma-
decalactone is a cyclic aroma with a peach-like flavor. The non-conventional
yeast Yarrowia lipolytica can bioconversion the inexpensive castor oil
substrate into the valuable gamma-decalactone. The process begins with the
hydrolysis of castor oil by the lipase to ricinoleic acid, then continues by
shortening the chain by beta-oxidation, and finally ends by lactonization. In
this study, gamma-decalactone production was optimized via Response
surface methodology (RSM) by a mutant strain of this yeast with the ability
to produce high amounts of lipase. For this purpose, castor oil, yeast extract,
peptone and pH were studied as factors at five levels. Based on statistical
analysis of the relationships between the experimental variables, a
mathematical model was obtained for the governing relationships between
the experimental variables. Based on the results, the best values were
obtained for castor oil 35 ml/l, yeast extract 6 g/l, peptone 8.5 g/l and pH 4.
To validate the mathematical model, the proposed values were tested and
126 mg/L of gamma-decalactone was produced by the yeast strain, which
shows a 46% increase compared to non-optimal conditions. The results of
this study can be used to make cost-effective production of gamma-
decalactone from castor oil by microbial biotransformation process.

Keywords: Optimization, Mutation, Biotransformation, Gamma-
decalactone, Yarrowia lipolytica yeast


