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  چکیده
هاي مانوز متصل به پروتئین تشکیل شده و  واحد پروتئینی است که از مانان، گلیکو

مورد  امولسیفایر بیو به عنوان تواند می طبیعی، فیلیک آمفی ترکیبات با دارا بودن ساختار
کلویورومایسس استفاده قرار گیرد. لذا در این تحقیق، تولید مانان توسط مخمر 

با استفاده از روش ترکیبی طرح کسري از  )PTCC:5194, CBS 6432(مارکسیانوس 
هاي غلظت لاکتوز بر پایه پودر  فاکتوریل کامل و سطح پاسخ با تعیین تاثیر متغیر

، دما و حجم مایه تلقیح مورد pHده آنزیمی، کنن پنیر، غلظت عصاره مخمر، فعال آب
هاي  سازي قرار گرفت. نتایج نشان داد چهار متغیر غلظت گري و بهینه هاي غربال آزمایش

). P >05/0و دما بیشترین تاثیر را بر تولید مانان داشتند (  pHلاکتوز و عصاره مخمر،
د مانان را با بیشینه سازي عوامل موثر با روش سطح پاسخ، شرایط مناسب تولی بهینه

گرم بر لیتر لاکتوز،  60/52هاي  لیتر محیط) در غلظت گرم در صد میلی (میلی 23/209
گراد با  درجه سانتی 90/31و دماي  36/5برابر  pHگرم بر لیتر عصاره مخمر،  38/10

همچنین نتایج حاکی از آن بود   (بر ساعت) نشان داد.401/0سرعت بیشینه رشد ویژه 
تواند جهت پیشگویی رفتار رشد  ) می998/0مونود با ضریب همبستگی بالا (که مدل 

  .مخمر و تولید مانان مورد استفاده قرار گیرد

  28/11/92 تاریخ دریافت:
  20/07/93 تاریخ پذیرش:

  
  هاي کلیدي واژه
  سازي بهینه

روش سطح پاسخ 
 کلویورومایسس مارکسیانوس

  پروتئین  مانو / مانان

  مقدمه
 که سطحی هستند فعال ترکیبات ها، امولسیفایر بیو

 شده باند یا سلولی خارج صورته ب بیولوژیکی منابع از
 یا و ها مخمر ،ها باکتري سیلهه وب سلول، سطح با

در مقایسه با  ،ها بیوامولسیفایر شوند. می تولید ها قارچ
منابع سنتزي به لحاظ طبیعی بودن محصول، 

مصرف آن توسط   و سلامت بالا زیستی پذیري تجزیه
 از بسیاري .برخوردار هستنداي  انسان از اهمیت ویژه

 به لحاظ ها حاصل از باکتري ي امولسیفایرها بیو

 در استفاده مناسب ،آنها از بعضی زا بودن  بیماري
 ,.Priscilla et alنیستند ( ارویید یا و غذایی صنایع

 ها امولسیفایر بیو تولید منابع دیگر از ها مخمر .)2008
) لیپولتیکا کاندیدا، اما بسیاري از آنها (مانند هستند

 قبیل از( آب در غیرمحلول ترکیبات حضور در فقط
امولسیفایر بوده،  تولید به قادر ها) روغن و ها آلکان

 مربوط مشکلات پایین و      ًنسبتا  راندمان ضمن این که
 همراه بهکشت را محیط  ازامولسیفایر  بیو جداسازي به

  ).Chuma Conlette, 2011( دارند
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که مانان به یی جا (از آن، پروتئین مانو / مانان
قط در ف ،صورت ترکیب قندي مزدوج شده با پروتئین

در این مقاله، شود، لذا  دیواره سلولی مخمر یافت می
 پروتئین دلالت بر یک معنی دارند) مانوواژه مانان و 

 ساکارومایسس مخمر سلولی دیواره زا بار اولین
 امولسیفایر موثر عنوان یک بیواستخراج و به  سرویسیه

ترکیب  این .)Cameron et al., 1998( گردید معرفی
لایه دیواره سلولی قرار  ترین در خارجی پروتئینی گلیکو

 α 1 ← 6 هاي اتصال با مانوزیل هاي واحد گرفته و از
 هاي شاخه و )واحد 60تا  40حدود ( اصلی شاخه در

 به صورت α 1←3و  α 1←2 هاي با اتصال جانبی
است. شاخه اصلی  شده تشکیل مانوز تترا و تري دي،

 کووالانسی هاي پیوند واسطهه ب معمول حالت مانوز در
N- آسیلD- آسپارژین اسید آمینه گلوکز آمین به

 ی متصل شده است. علاوه بر آنپروتئینبخش 
 )واحد 6تا  2( دیگري از مانوز هاي غیرمنشعب الیگومر

هیدروکسیل سرین یا ترئونین  هاي واسطه گروهبه 
 Schmidt etاند ( پروتئین متصل شده بهبطور مستقیم 

al., 2005(؛ Dikit ) مانان را از 2010و همکاران (
 KA01 ساکارومایسس سرویسیهدیواره سلولی مخمر 

(جدا شده از یک فراورده تخمیري محلی) به روش 
در مقابل آب مقطر با  1بافر سیترات داغ و دیالیز

کنندگی بالا، استخراج  راندمان و خصوصیات امولسیون
امولسیفایر  سازي کردند. آنان بیان داشتند بیو و خالص

 فیلیک آمفی ترکیبات ساختاراستخراج شده،  مانان
کنندگی بالایی  از توانایی امولسیونرا داشته و  طبیعی

 مارکسیانوس کلویورومایسس برخوردار است. مخمر
 وابسته به خویشاوندي، نظر از کهمخمر دیگري است 

 جهت خوبی منبع بوده و سرویسیه ساکارومایسس
 Lukondeh etباشد ( می مانان بیوامولسیفایر استخراج

al., 2003; Fonseca et al., 2008(.  این همچنین
جمله  ازها  مخمر، بر خلاف بسیاري از مخمر

به دلیل فعالیت بالاي آنزیم  ،سرویسیه ساکارومایسس
و  لاکتوز توانایی استفاده ازگالاکتوزیداز،  بتا

پنیر) با   آب هاي حاوي این قند را (مانند پودر فراورده
راندمان بالاي توده زیستی دارد. علاوه بر این تحمل 
دامنه حرارتی بالاتر، حجم بالاي توده زیستی و سرعت 

                                                
1- Dialysis 

بالاي رشد از دیگر مزایاي این مخمر نسبت به مخمر 
 ,.Aktas et alباشد ( می سرویسیه ساکارومایسس

2006; Ozmihci & Kargi, 2007; Dragone et al., 
2011(. Aguilar-Uscanga و  Francois)2005(  در

ساختار و ترکیبات و شرایط محیط رشد بر  مطالعه اثر
ساکارومایسس دیواره سلولی مخمر  ترکیبات
ساکاریدي  ند میزان ترکیبات پلینشان داد، سرویسیه

به نوع  داري معنی و بخصوص مانان بطوردیواره سلولی 
و از  حیطو غلظت منبع کربنی، وجود ازت کافی در م

 و دماي رشد وابسته است. pH به میان شرایط محیطی
Liu  ) شرایط و ترکیبات در بررسی  )2009و همکاران

 ساکارومایسس سرویسیهمحیط کشت مخمر بهینه 
جهت تولید مانان، با استفاده از منبع کربنی ساکارز، 
پپتون سویا و گلیسرول توانستند تولید مانان را تا 

  شرایط بهینه افزایش دهند.درصد در  58/212
دیواره سلولی داراي ساختار فعالی است که 

تواند نسبت به تغییرات موقعیت فیزیولوژیکی  می
سلول و واکنش با عوامل خارجی خود را تطبیق دهد 

)Klis et al., 2006(.  به عبارت دیگر، مهندسی دیواره
هاي مسئول ساخت آن به واسطه  سلولی و مکانیسم

گردند  شرایط محیط کشت کنترل می ترکیبات و
)Stanislaw et al., 2008 و شرایطسازي  بهینه)، لذا 

برداري کامل از  کشت جهت بهره محیط ترکیبات
توانایی سویه میکروبی با بیشترین راندمان تولید 

هاي آماري به  محصول، امري ضروري بوده و طرح
 اند عنوان ابزاري قدرتمند، این امکان را فراهم نموده

)Ligia et al., 2008( . ترکیب طرح کسري از
دار و  گذار معنی ت شناسایی عوامل تاثیرجه 2فاکتوریل

سازي عوامل مهم با روش سطح  به دنبال آن بهینه
 هاي یندادر بسیاري از فر آمیزي طور موفقیته ب 3پاسخ

 ,.Papagora et al( آوري به کار رفته است فنزیست

2013; Qiu et al., 2013( . 
 ترکیبات و شرایط سازي ر این تحقیق، بهینهد

پنیر و بررسی   بر پایه استفاده از پودر آب کشت محیط
هاي لاکتوز، منبع ازت،  هاي مستقل (غلظت اثر متغیر

، دما و pHکننده آنزیمی،  گلیسرول به عنوان فعال
طرح کسري از از  استفادهبا درصد مایه تلقیح)، 

                                                
2- Fractional factorial design 
3- Response surface methodology 



 213                                                                       ...                        کلویورومایسسسازي شرایط رشد مخمر  بررسی سینتیک و بهینه 

فاکتوریل و روش سطح پاسخ بر مبناي بالاترین 
کلویورومایسس مخمر راندمان تولید مانان در 

مشخصات و که  ضمن این انجام شد، مارکسیانوس
نیز حاصله در شرایط بهینه مخمر مدل سینتیکی رشد 

(لازم به ذکر است به دلیل توانایی  بررسی گردید
مصرف بالاي قند لاکتوز توسط مخمر مذکور و 

پذیري،  همچنین عدم وجود مشکلاتی از قبیل فساد
پنیر استفاده   لاکتوز پایین و حمل و نقل، از پودر آب

  شد). 
  

  ها  واد و روشم
 ,PTCC:5194( کلویورومایس مارکیسانوسمخمر 

CBS 6432( ها و  اي کلکسیون قارچ از مرکز منطقه
سازي،  تهیه شد. پس از فعال صنعتی ایران هاي باکتري
 4دماي  دردار آگار شیب YPDدر محیط ها  سلول

پنیر از  پودر آب گراد نگهداري شدند. درجه سانتی
(با کارخانه شیر خشک مولتی خراسان رضوي 

 ، 8/5برابر  pH ،لاکتوز درصد 50 :مشخصات
درصد فسفر و مقدار ناچیز  96/0، پروتئین درصد8/11

   تهیه شد. )چربی در ماده خشک
 

   تهیه مایه تلقیح
به یک ارلن  لوپ کامل از کلنی خالص مخمر یک

 لیتر میلی 100لیتري حاوي  میلی 250مایر فلاسک 
عصاره مخمر  درصد3/0لاکتوز،  درصد 5محیط تلقیح (

پپتون در آب مقطر) منتقل و سپس در  درصد5/0و 
گراد  درجه سانتی 30یک اینکوباتور شیکردار با دماي 

 ساعت 24مدت به  دور در دقیقه 150در دور ثابت 
   .نگهداري شد

  
  محیط و شرایط کشت اصلی

هاي غلظت لاکتوز بر پایه پودر آب پنیر،  متغیر
، دما و حجم pHکننده آنزیمی،  عصاره مخمر، فعال

با لیتري  میلی 500در یک ارلن مایر مایه تلقیح در 
یک اینکوباتور شیکردار  در محیط، لیتر یلیم 100حجم

مورد آزمایش قرار گرفتند (طبق  دقیقه) دردور  180(
 ترکیباتمحیط فوق،  سازي جهت غنی ماتریس طرح).

گرم  2SO4 4(NH4) ،گرم بر لیتر KH2PO4 3دیگري (
 CaCl2، گرم بر لیترMgSO4.7H 2O 5/0بر لیتر، 

  ) در همهلیتر گرم بر NaCl 20/0، گرم بر لیتر13/0
 هاي پروتئین. لازم به ذکر است، شرایط اضافه گردید

و دماي  5/4در  pHبا تنظیم  پنیر محلول پودر آب
گراد جدا شده و سپس به عنوان  سانتیدرجه  100

  .)Torija et al., 2005محیط تخمیر استفاده شد (
  

  کشت در سیستم فرمانتورغیرمداوم
یک  در سیستم ارلن مایر، در حاصلهشرایط بهینه 

 ,EYELA  Jar Fermenter( غیرمداوم، فرمنتور

model MBF-800, Tokyo. Japan (،  لیتر  3محتوي
مورد بررسی  گیري شده پنیر پروتئین  محلول پودر آب

 50در سطح اکسیژن محلول  و ارزیابی قرار گرفت.
ورودي به ظرف  هواي سرعت حجمیبا  درصد

، حجم هوا به حجم محیط در vvm 1(فرمانتور 
طور ه ب دور بر دقیقه) 300( زنو سرعت هم دقیقه)
   .کنترل شد مداوم
  

  هاي مخمر سازي سلول جداسازي و آماده
مخمر به وسیله سانتریفوژ محیط کشت  هاي سلول

دقیقه جدا  10براي مدت  g ×4500محلول در شرایط 
  سه مرتبه شستشو با آب سرد دیونیزه). سپس( شدند
 درصد 10( اي شیشه هاي گويحضور  ها در سلول
براي چند دوره به متر  میلی 4/0قطر  وزنی) با-وزنی

و  1دقیقه در یک دستگاه ورتکس رومیزي 2مدت 
 .محیط واسط یخ با بالاترین شدت مخلوط شدند

سوسپانسیون حاصله پس از جداسازي و شستشوي 
 دقیقه 10براي مدت  g ×4500در اي  هاي شیشه گوي

سانتریفوژ و رسوب حاصله چندین مرتبه با آب سرد 
   ).Liu et al., 2009(ستشو داده شد دیونیزه ش

  
  امولسیفایر مانان سازي بیو استخراج و خالص

 20رسوب حاوي دیواره سلولی از مرحله قبل (
مولار سیترات  1/0محلول بافر، وزنی) در -درصد وزنی
 pH سدیم در سولفیت بی متا مولار 02/0پتاسیم و 

دقیقه اتوکلاو گذاري شد.  90به مدت  7معادل 
به وسیله از سانتریفوژ  حاصله، پسپروتئین محلول  مانو

اسید استیک در  درصد 1سه حجم اتانول اسیدي (

                                                
1- Bench-top vortex 
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) رسوب داده شد. جهت کامل شدن درصد 96اتانول 
درجه  4ساعت در دماي  24رسوب نمونه به مدت 

به مدت  g  ×8000در  و سپسداري گراد نگه سانتی
 .)Araújo et al., 2013(دقیقه سانتریفوژ گردید  10

  متیل  تري  دسی  از ستاولون (هگزا، سازي خالصجهت 
ل آلی براي رسوب عنوان یک حلاه بروماید) ب  آمونیم

از دیگر  مانان، امولسیفایر سازي بیو انتخابی و خالص
جهت خلوص  همچنین .شداستفاده  ها مولکول ماکرو

 48در مقابل آب مقطر به مدت  ،رسوب حاصلهبیشتر 
کن انجمادي خشک  ا خشکساعت دیالیز و سپس ب

  .)Dikit et al., 2010; Liu et al., 2010( گردید
  
  گیري توده زیستی اندازه

مخمر بوسیله سانتریفوژ محلول  هاي سلول
 10براي مدت  g ×4500 (سوسپانسیون مخمري) در

 شده مخمر جمع آوري هاي . سلولشدنددقیقه جدا 
 5گراد به مدت  درجه سانتی 105در آون با دماي 

  .ساعت تا رسیدن به یک وزن ثابت خشک شدند
  
  :گیري راندمان استخراج اندازه

راندمان بر حسب گرم وزن خشک بیوامولسیفایر 
لیتر محیط کشت مخمر،  تولیدي به ازاي صد میلی

  ).Liu et al., 2009( محاسبه شد
  

  میکروبی بررسی مشخصات سینتیک رشد
ها در مراحل مختلف  مرمنحنی رشد و تعداد مخ

 2ساعته و هر  30در طی یک دوره  ،زمانی رشد
مورد  نانومتر 600 در با روش کدروت سنجیساعت 

هاي مربوط  ابتدا با استفاده از داده. بررسی قرار گرفت
در فاز رشد لگاریتمی براي هر  به جرم خشک مخمر

به ) µ( ویژه رشد مخمرغلظت اولیه لاکتوز، سرعت 
  دست آمد.

  ) 1رابطه (
퐿푛 = µ푡  

)X0 برابر با جرم خشک سلولی در لحظه شروع است(  
به غلظت  مخمررشد  وابستگی با توجه به

به کاربردي نداشت لذا  1معادلات لوجستیکی سوبسترا،

                                                
1- Logistic 

ه شرایط بهین در سازي سینتیک رشد منظور مدل
  مورد بررسی قرار گرفت.  2معادله مدل مونودحاصله، 

  )2( رابطه
 μ = μ .

( )		
 

و به دست  )S0(هاي اولیه لاکتوز  با داشتن غلظت
معادله  هاي آوردن سرعت رشد ویژه رشد مخمر، ثابت

و ثابت اشباع سوبسترا  )maxµ( بیشینه رشد ویژهمونود 
)Ks( خطی حداقل  از طریق برازش منحنی با روش غیر

هاي  ثابت از آمد. سپس با استفادهات به دست مربع
د و مقادیر اولیه سوبسترا، منحنی سرعت معادله مونو

 لاکتوز پودر آب هاي اولیه ویژه رشد بر حسب غلظت
رسم شد. این سرعت با سرعت ویژه رشد به  پنیر

 هاي تجربی بر حسب غلظت هاي دست آمده از داده
سرعت مصرف  همچنین اولیه لاکتوز مقایسه شد.

  ذیل محاسبه شد.  ترا از طریق رابطهسوبس
  )3( رابطه

 μ = − =
/

 
)yx/s  :(راندمان توده سلولی به ازاي سوبسترا  

  
  تعیین مقدار لاکتوز از طریق رنگ سنجی

بر اساس واکنش رنگی حاصل بین لاکتوز و متیل 
جذب  گیري در یک محلول قلیایی داغ و اندازه ،آمین

متر  نانو 540ترکیب قرمز رنگ حاصله در طول موج 
  ).Nickerson et al., 1986( انجام شد

  
  طرح آزمایشی و تجزیه و تحلیل آماري

 ها، متغیر هر یک از دامنه اثرمحدوده غلظتی و 
بصورت  ،با روش یک فاکتور در یک زمانابتدا 
نتایج نشان داده نشده ( بررسی شدند تیمار پیش
ها از طرح  متغیر ترین منظور گزینش مهم به). است

 32(شش تیمار  با)  2 6- 1(  کسري از فاکتوریل
استفاده شد  )تکرار در نقطه مرکزي 4آزمایش و 

دار با روش  هاي معنی متغیرسازي  بهینه). 1 (جدول
 پنج سطح درسطح پاسخ در قالب طرح مرکب مرکزي 

  انجام شد. Design-Expertتوسط نرم افزار 

                                                
2- Monod 
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  )2 6- 1 ها با اعداد حقیقی و کد شده ( در طرح کسري از فاکتوریل دامنه سطوح متغیر -1جدول 
  لاکتوز  سطح متغیرها

  (گرم بر لیتر)
  عصاره مخمر
  (گرم بر لیتر)

  فعال کننده آنزیمی
 pH  گلیسرول(گرم بر یتر)

  دما
  گراد) (درجه سانتی

  مایه تلقیح
  کد شده  (درصد)

1 -  10  4  0  4  25  5  
0  25  6  5/2  5  30  5/7  
1+  40  8  5  6  35  10  

 
  نتایج و بحث

  انتخاب منبع ازت
) در معدنیآلی و ( مختلف ازتیمنابع  ،در ابتدا
بر اساس بالاترین میزان راندمان  پنیر آب محلول پودر

 جدولقرار گرفت ( مورد ارزیابی، مانان و توده سلولی
را در میان  داري جزیه آماري نتایج اختلاف معنی). ت2

طور که ملاحظه  و همان دادمنابع مختلف نشان 
گردد، بالاترین میزان تولید مانان با اختلاف  می

نسبت به سایر منابع در حضور عصاره  داري معنی
 100 گرم در میلی 133 ± 4/3 عدديمخمر و با مقدار 

راندمان تولید مانان در حضور شد. لیتر حاصل  میلی
داري نسبت به  منابع ازتی معدنی با اختلاف معنی

منابع ازتی آلی کمتر بود و از میان آنها سولفات 
به آمونیم بیشترین تاثیر را در تولید مانان داشت. 

منابع ازتی مختلف بر راندمان تولید  اثرعبارت دیگر، 
 >مانان به ترتیب اثر گذاري شامل: عصاره مخمر

 >عصاره گوشت >پپتون >عصاره مخمر+ پپتون
کلرید  >نیترات آمونیم >ونیمسولفات آم >تریپتون

  د.نباش آمونیم می

   پنیر بر راندمان تولید مانان و توده سلولی اثر افزودن منابع مختلف ازتی به محلول پودر آب -2 جدول
  )گرم بر لیتر( توده سلولی   )لیتر گرم در صد میلی میلی(راندمان مانان   منبع نیتروژن

  a*4/3±133  a17/0±36/12  مخمرعصاره 
  bc7/3±115  c2/0±87/10  پپتون

  b3±121  b25/0±65/11  )1:1عصاره مخمر+پپتون(
 e9/2±91 d28/0±78/9  عصاره گوشت

 dc2/3±110 bc3/0±11  تریپتون
  f2/4±75  e14/0±05/8  سولفات آمونیم
  fg5/3±69  ef26/0±65/7  نیترات پتاسیم
  h1/4±60  f12/0±66/6  کلرید آمونیم

  ) هستند.P>05/0(  داري باشند، داراي اختلاف آماري معنی مشابه می نتایج در هر ستون که داراي حروف غیر*

) 2009و همکاران ( Liu توسط نیز نتایج مشابهی
گزارش شده است.  ساکارومایسس سرویسیهدر مخمر 

 منابع ازتی آلی حضور آنان بالاترین راندمان را در
و خاطر  عصاره مخمر بدست آوردندو پپتون سویا 

داري بر  نشان کردند منابع ازتی معدنی تاثیر معنی
. همچنین بر اساس افزایش تولید مانان ندارند

) حضور منابع Pomettos  )2000و  Demirciنتایج
مخمر را به سوي افزایش میزان توده سلولی  ،ازتی آلی

سوق داده که علت و افزایش ضخامت دیواره سلولی 
جذب راحت و آسان این منابع گزارش و  آن را انتقال

  کردند.
  

  انتخاب فعال کننده آنزیمی
یک مخلوط آنزیمی  مخمر 1سنتتاز آنزیم مانان

مختلف  2مانوزیل ترانس فراز دهاست که حداقل از 
ها در فضاي  تشکیل شده است. مانان سنتتاز

که مکان اصلی بیوسنتز  پلاسمیک غشاء قرار دارند پري
هاي  بعضی از یون ؛)Kils et al., 2006باشد ( مانان می

توانند به  می و بزرگ کوچک هاي آلی و مولکول غیر
 مانانهاي  آنزیمفعالیت کننده،  عنوان محرك یا القاء

  ).Liu et al., 2009دهند (افزایش  را سنتتاز

                                                
1- Mannan Synthetase 
2- Mannosyl-transferase 
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اینوزیتول، هاي آنزیمی  اثر افزودن محرك 3جدول 
EDTA دهد.  نشان می مانانبر تولید را گلیسرول  و

 به عنوان محرك آنزیمی گلیسرول ،نتایج نشان داد

مانان داشته تولید میزان افزایش بیشترین تاثیر را بر 
.است

  هاي آنزیمی به محلول پودر آب پنیر بر راندمان تولید مانان و توده سلولی اثر افزودن فعال کننده -3 جدول
  )گرم بر لیتر( توده سلولی   )لیتر میلی گرم در صد میلی(راندمان مانان   فعال کننده
  c*3/3±108  b23/0±32/11  اینوزیتول
EDTA b8/3±115  b18/0±37/11  
  a5/3±130  a15/0±40/12  گلیسرول

  ) هستندP>05/0(  نتایج در هر ستون که داراي حروف غیرمشابه می باشند، داراي اختلاف آماري معنی داري*

  هاي اصلی گري فاکتور غربال
ترین انتخاب مهم ها هدف از انجام این آزمایش

امولسیفایر مانان با  هاي تاثیرگذار بر تولید بیو متغیر
استفاده از طرح کسري از فاکتوریل در شرایط ارلن 

حاکی از  ها مایر فلاسک بود. نتایج تجزیه واریانس داده
مناسب بودن مدل درجه اول جهت برازش و ارزیابی 
اثرات اصلی شش متغیر بود. تخمین ضرایب تاثیر و 

ها بر تولید مانان در  بودن هریک از متغیر دار معنی
خلاصه شده  4در جدول درصد  95سطح اطمینان 

تولید مانان و توده سلولی بطور  ،است. نتایج نشان داد
ثر از غلظت لاکتوز پودر آب به ترتیب متأ داري معنی
 باشند. غلظت عصاره مخمر و دما می،  pH،پنیر

کننده آنزیمی تاثیر مثبت بر  گلیسرول به عنوان فعال
در  ضریب تاثیر آن که رغم این ، علیتولید مانان داشت
بود (حد  از اهمیت کمتري برخوردارکنار عوامل دیگر 

 .سازي در نظر گرفته شد) جهت مرحله بهینه بالاي آن
Bzduch-wrobel ) مثبت تاثیر) 2013و همکاران 

تشدید کننده بیوسنتز مانان در گلیسرول را به عنوان 
 سرویسیه ساکارومایسس مخمردیواره سلولی  ساختار

  نیز گزارش کردند. 
حجم مایه تلقیح نیز بر تولید مانان و توده  راث

 درصد 5پایین آن یعنی  حددار نبود، لذا  سلولی معنی
                                  ًسازي مورد استفاده قرار گرفت (ضمنا  در مرحله بهینه

کلیه اثرات متقابل گلیسرول و مایه تلقیح با سایر 
و  Liu .دار نبوند) عوامل در مدل کاسته شده معنی

داري را بر تولید  نیز تغییر معنی )2009همکاران (
هاي مختلف مایه تلقیح مشاهده نکردند  مانان در حجم

درصد  4و بالاترین تولید مانان را در حجم تلقیح 
بنابراین غلظت لاکتوز پودر  گزارش نمودند.

غلظت عصاره مخمر و دما به عنوان ،  pHپنیر، آب
 سازي با روش سطح پاسخ جهت بهینههاي اصلی  متغیر

  شدند. انتخاب
  

  بهینه سازي تولید بیوامولسیفایر مانان
جهت تعیین روند تغییرات راندمان مانان و بررسی 

مستقل منابع کربنی، ازت،  هاي متغیر اثر هر یک از
pH  مدل  ترین دما در ابتدا نیاز به تعیین مناسبو

به منظور . باشد آزمون می هاي جهت برازش داده
بینی راندمان،  هاي تجربی براي پیش  حصول مدل

اي درجه دوم بر  خطی و چند جمله هاي  رابطه
 برازش شدند ها بدست آمده از آزمایش هاي داده

 اصلاح 986/0 ،(R2( R2مقادیر با توجه به . )5(جدول 
 دار بودن آزمون ) و همچنین غیرمعنی973/0شده (

انتخاب شد. درجه دوم اي  چند جملهعدم برازش مدل 
مدل برازش یافته درجه دوم از نظر آماري در سطح 

)0001/0 <P( دار بوده و آزمون عدم برازش  معنی
 درصد 95در سطح  گیري براي تمام صفات مورد اندازه

(پس از برازش مدل، رابطه به دست نبود دار  معنی
منظور کاهش  به 1آمده در معرض الگوریتم رو به عقب

   ).دار مدل قرار گرفت هاي غیرمعنی  لهتعداد جم

                                                
1- Backward 
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  هاي اصلی بر تولید مانان حاصل از طرح کسري از فاکتوریل تخمین تاثیر متغیر -4 جدول
 % سهم عوامل  اثرات همگن شده pارزش  Fارزش  مجموع مربعات  ضرایب  متغیر

94/10144  81/17  لاکتوز (گرم بر لیتر)  95/54  0001/0  61/35  53/28  
53/3999  18/11  عصاره مخمر (گرم بر لیتر)  66/21  0001/0  36/22  25/11  

04/746  83/4  گلیسرول (گرم بر یتر)  04/4  0591/0  66/9  10/2  
pH  74/15  05/7925  93/42  0001/0  47/31  29/22  

20/3426  64/10  گراد) دما (درجه سانتی  63/19  0001/0  28/21  19/10 
35/13  65/0  (درصد) مایه تلقیح  072/0  790/0  29/1  038/0  

  
  هاي مستقل به ترتیب انجام آزمایش (اعداد حقیقی و کد شده) طرح مرکب مرکزي براي متغیر -5جدول 

  آزمایش
  پاسخ    هاي مستقل متغیر  

  لاکتوز  
  عصاره مخمر    (گرم بر لیتر)

 دما   pH   (گرم بر لیتر)
  توده سلولی    گراد) سانتی( درجه 

  ( گرم بر لیتر)
گرم  مانان(میلی
  لیتر) در صد میلی

1    )0 (  45   )0 (  10   )0 (  5   )0 (  30  32/16  7/190  
2   )1-(  30  )1(+  12  )1-(  4  )1(+  35  51/8  82/92  
3   )1(+  60  )1-(  8  )1-(  4  )1(+  35  93/7  42/74  
4   )1-(  30  )1(+  12  )1-(  4  )1-(  25  24/7  12/77  
5   )0(  45   )0 (  10   )0 (  5   )0 (  30  17 2/199  
6   )1-(  30  )1-(  8  )1(+  6  )1-(  25  12/6  28/63  
7   )1-(  30  )1-(  8  )1(+  6  )1(+  35  91/8  76/97  
8   )1(+  60  )1-(  8  )1(+  6  )1-(  25  22/10  71/115  
9   )1(+  60  )1(+  12  )1-(  4  )1(+  35  1/10  65/101  
10   )1(+  60  )1(+  12  )1-(  4  )1-(  25  85/8  51/98  
11   )1-(  30  )1(+  12  )1(+  6  )1(+  35  57/9  92/105  
12    )0 (  45   )0 (  10   )0 (  5   )0 (  30  62/16  46/194  
13   )1-(  30  )1(+  12  )1(+  6  )1-(  25  31/7  99/77  
14    )0 (  45   )0 (  10   )0 (  5   )0 (  30  54/17  92/205  
15   )1-(  30  )1-(  8  )1-(  4  )1-(  25  25/4  17/40  
16   )1(+  60  )1(+  12  )1(+  6  )1(+  35  75/14  59/172  
17   )1(+  60  )1-(  8  )1-(  4  )1-(  25  5/6  47/56  
18   )1-(  30  )1-(  8  )1-(  4  )1(+  35  43/5  11/67  
19   )1(+  60  )1(+  12  )1(+  6  )1-(  25  48/10  52/131  
20   )1(+  60  )1-(  8  )1(+  6  )1(+  35  43/13  90/155  
21   )2(+  75   )0 (  10   )0 (  5   )0 (  30  42/11  72/129  
22    )0 (  45   )0 (  10   )0 (  5  )2(+  40  5/10  27/118  
23    )0 (  45  )2(+  14   )0 (  5   )0 (  30  51/11  80/130  
24    )0 (  45   )0 (  10   )0 (  5   )0 (  30  33/17  30/203  
25    )0 (  45  )2-(  6   )0 (  5   )0 (  30  5/6  45/68  
26   ) 0 (  45   )0 (  10   )0 (  5  )2-(  20  12/5  25/51  
27    )0 (  45   )0 (  10  )2-(  3   )0 (  30  2/4  84/39  
28    )0 (  45   )0 (  10  )2(+  7   )0 (  30  4/8  25/92  
29    )0 (  45   )0 (  10   )0 (  5   )0 (  30  55/17  04/206  
30   )2-(  15   )0 (  10   )0 (  5   )0 (  30  8/5  76/59  
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اثر عوامل  دار بیانگر تاثیر معنی 6جدول  نتایج
ها بر میزان راندمان  اصلی و اثر درجه دوم فاکتور

 هاي متقابل عامل اثر. از میان باشند می امولسیفایر بیو
، pHاثر متقابل بین غلظت لاکتوز با  مورد بررسی،

بود و  دار معنی ،pHو دما با  pHبا  عصاره مخمرغلظت 
، غلظت منبع ازت و دما به pHغلظت منبع کربن، 

داشتند. ملاحظه ترتیب بیشترین تاثیر را بر پاسخ 
اصلاح شده مدل مورد بررسی  R2 و R2گردد،  می

تفاوت چندانی با یکدیگر ندارند که در واقع نشان 
به مدل اضافه نشده  داري هاي غیرمعنی ریمتغ دهد  می

اصلاح شده و متناسب  R2و  R2. مقدار بالاي است

ید قدرت بالاي مدل در ؤکتور مبودن مقادیر این دو فا
  .)Koocheki et al, 2009( باشد بینی می پیش

هاي  یند پاسخابر از پاسخ سطح مدل تعیین براي
مستقل  هاي متغیر متقابل اثر و دو درجه خطی،

میان میزان معادله ذیل ارتباط تجربی  شد. استفاده
را اعداد حقیقی  باهاي آزمایش  راندمان مانان و متغیر

  دهد: نشان می
  )4رابطه (

Y = 37/2484-  + 39/7 X1 + 13/136 X2 + 
41/297 X3 + 23/63 X4 11/0- X1

2 88/5- X2
2 

92/31- X3
2 08/1- X4

2 + 73/0 X1X3  39/2- X2X3 
+ 1X3X4   

  هاي پاسخ هاي خطی، درجه دوم و اثرات متقابل هر پاسخ در مدل برازش یافته درجه دوم کاسته بر داده تجزیه واریانس متغیر -6 جدول

  مجموع مربعات  منبع
SS  

 درجه آزادي
DF  

 میانگین مربعات
MS  

Fارزش P ارزش 

  0001/0  59/108  08/7560  11  92/83160  مدل
X1(  24/7512  1  24/7512  90/107  0001/0(منبع کربنی:   

X2(  66/4053  1  66/4053  22/58  0001/0(منبع نیتروژن:   
pH  :)X3(  15/7256  1  15/7256  22/104  0001/0  

  X4(  98/4858  1  98/4858  72/69  0001/0(دما: 
X1X3  73/1958  1  73/1958  13/28  0002/0  
X2X3  20/367  1  20/367  27/5  0339/0  
X3X4  30/400  1  30/400  75/5  0295/0  
X1

2  51/16807  1  51/16807  41/241  0001/0  

X2
2  03/15190  1  03/15190  18/218  0001/0  

X3
2  64/27960  1  64/27960  60/401  0001/0  

X4
2  60/20362  1  60/20362  47/292  0001/0  

      62/69  18  21/1253  باقی مانده
 ns 2250/0  03/2  81  13  1053  عدم برازش مدل
      04/40  5  22/200  خطاي خالص
        29  13/84414  تصحیح کلی

  R2-pred= 938/0    R 2-Adj= 973/0    R2= 985/0  
  

بر میزان راندمان  pHغلظت منبع کربنی و  تاثیر
  تولید مانان

تواند بوسیله  ها و پاسخ می ارتباط بین فاکتور
ه عملکرد دو فاکتور ببعدي با   تراز و یا سههاي  نمودار

ها در  و ثابت نگه داشتن سایر فاکتورزمان  طور هم
غلظت  تاثیر نقطه میانی بهتر درك و شناسایی شود.
منبع کربنی و لاکتوز محلول پودر آب پنیر به عنوان 

pH  درجه  30بر میزان راندمان در شرایط ثابت دماي
گرم بر لیتر به  10 عصاره مخمرو غلظت گراد  سانتی

). با 1 شکلت رویه پاسخ نشان داده شده است (صور
اثرات خطی و درجه دوم  بودن دار توجه به معنی

وجود انحناء در نمودار رویه را  ،pHو  غلظت لاکتوز
 5/52تا  لاکتوزافزایش غلظت توان انتظار داشت. با  می

 مقدار راندمانلاکتوز بر پایه پودر آب پنیر  گرم بر لیتر
 5/5تا  5بین  pHخصوص در بگیري  بطور چشم

گرم بر لیتر تقریبا  55افزایش یافته و از آن به بعد تا 
بالاتر روند کاهشی داشته است.  هاي ثابت و در غلظت
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  مانان بر میزان راندمان pHتداخلی منبع کربنی و  هاي سطح پاسخ تراز و سه بعدي اثر منحنی -1 شکل

 پایینهاي  pHدر گردد  ملاحظه میهمچنین 
طور مشخصی پایین است و افزایش سایر ه راندمان ب

نیز نتوانسته راندمان را  لاکتوزعوامل مانند غلظت 
افزایش دهد که نشان دهنده پایین بودن سرعت 

در این شرایط پودر آب پنیر اتولیزاسیون لاکتوز 
در محدوده  نتیجه گرفت توان میبنابراین  باشد. می

 5/5تا  pH 5گرم بر لیتر لاکتوز و  55تا  45غلظتی 
میزان راندمان بالایی مشاهده شده و خارج از این 

و غلظت لاکتوز تاثیر مثبتی بر  pHمحدوده افزایش 
  Francois و  Aguilar-Uscanga.راندمان نداشته است

نشان دادند سهم دیواره سلولی و ترکیبات آن  )2005(
داري بسته به نوع و غلظت منبع کربنی  به طور معنی

  بیشینه )2009( و همکاران Liu .قابل تغییر است
ساکارومایسس مانان را در مخمر تولید راندمان 
به دست گرم بر لیتر ساکارز  8/49در غلظت  سرویسیه

بازدارندگی آوردند و خاطر نشان کردند، اثرات 
تغییر قدرت  به دلیل، منبع کربنیبالاي  هاي غلظت

توده  میزانکاهش  ،و فشار اسمزي بالاي حاصله یونی
را به دنبال مانان سلولی و در نتیجه کاهش راندمان 

نشان دادند ) 2003(و همکاران  Lukondeh .دارد
سبب به بالا گرم بر لیتر  60افزایش غلظت لاکتوز از 

کلویورومایسس کاهش غلظت توده سلولی در مخمر 
از مشکلاتی که  یکی دیگر. شده است مارکسیانوس

بالاي قند در حین  هاي ممکن است در غلظت
 کهگسترش توده سلولی اتفاق بیفتد تولید اتانول است 

 ,.Ligia et al( را به دنبال دارد سلولی کاهش رشد

2008.(  
  

تولید  بر میزان راندمان pHغلظت منبع ازت و  ثیرأت
  مانان

بر میزان راندمان در  pHو  عصاره مخمرغلظت 
و غلظت گراد  درجه سانتی 30شرایط ثابت دماي 

ت رویه پاسخ نشان داده گرم بر لیتر به صور 45لاکتوز 
  ).2 شکلشده است (
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  مانان بر میزان راندمان pHتداخلی منبع ازت و  هاي سطح پاسخ تراز و سه بعدي اثر منحنی -2 شکل

در گرم بر لیتر  11 تا عصاره مخمرافزایش غلظت 
سبب افزایش راندمان شد و  5/5تا  4هاي   pH محدوده

در  .مثبتی بر راندمان نداشت تاثیر 5/5بالاي  pHدر 
در یک  راندمان ،گرم بر لیتر 11بالاتر از  هاي غلظت

مخمر  رسد حد ثابتی باقی مانده و به نظر می
به دلیل اتمام منبع را عصاره مخمر بالاتر  هاي غلظت

هاي  غلظت جذب کند.کربنی و توقف رشد نتوانسته 
ها و  پایین منبع ازتی سبب کاهش بیوسنتز پروتئین

گردد و  هاي دیواره سلولی می این کاهش پروتئینبنابر
سرعت رشد را افزایش داده اما به  آنبالاي هاي  غلظت

هاي بالاتر  دلیل طبیعت پیچیده این منبع، در غلظت
و   Lizicarova.داشته است اثر بازدارنده بر تولید مانان

در نقصان که به این نتیجه رسیدند  )2007( همکاران

 14رشد سلولی و به دنبال آن مانان تا نیتروژن منبع 
اییدي بر نتایج این تتواند  میکه درصد کاهش یافته 

در محدوده  عصاره مخمرغلظت  بنابراین .تحقیق باشد
بالاترین راندمان  5/5تا  pH 5گرم بر لیتر و  11تا  10

   را نشان دادند.
  

بر میزان راندمان تولید  pHدرجه حرارت و  ثیرأت
  مانان

بر میزان راندمان در  pHدرجه حرارت و  اثر
گرم بر لیتر و غلظت  45شرایط ثابت غلظت لاکتوز 

گرم بر لیتر به صورت رویه پاسخ  10 عصاره مخمر
  ).3 نشان داده شده است (شکل

  
مانان بر میزان راندمان pHتداخلی دما و  بعدي اثر هاي سطح پاسخ تراز و سه نیمنح - 3 شکل
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سبب افزایش گراد  درجه سانتی 5/32دما تا مقدار 
بر راندمان  مثبتی راندمان و بالاتر از این دما تاثیر

گراد،  سانتیدرجه  35هاي بالاتر از  نداشته و در دما
رشد سلولی، فعالیت آنزیمی و مقدار مانان کاهش 

ور درجه حرارت پایین، راندمان بط در. یافته است
مشخصی پایین است و افزایش سایر عوامل مانند 

نیز نتوانسته راندمان را افزایش دهد که  لاکتوزغلظت 
لاکتوز در این  مصرفنشان دهنده پایین بودن سرعت 

تا  30محدوده دمایی  به عبارت دیگر باشد. میشرایط 
بالاترین  5/5تا  pH 5و  گراد درجه سانتی 5/32

   راندمان را نشان دادند.
هاي محیطی  ترین فاکتور درجه حرارت یکی از مهم
است که سبب تغییر  ها  موثر در رشد میکروارگانیسم

      ًخصوصا و متابولیکی  هاي بیوسنتزي بسیاري از مسیر
براین انتظار بنا شود. میها  ها و فعالیت آنزیم پروتئین

رود دما تولید یک متابولیت خاص را تسریع یا مهار  می
تولید ي راندمان  ، بیشینه)2009( و همکاران Liu .کند

دماي  در ساکارومایسس سرویسیهمانان را در مخمر 
گزارش کردند و بیان داشتند  گراد سانتیدرجه  28

کننده  هاي بیوسنتز رشد سلولی مخمر و فعالیت آنزیم
متوقف  گراد سانتیدرجه  32هاي بالاي  مانان در دما

 )Francois )2005 و  Aguilar-Uscanga .شده است
و درجه حرات بر ترکیبات دیواره  pHدر بررسی تاثیر 
در دامنه حرارتی  مانان نشان دادند،            ًسلولی خصوصا 

رشد رغم افزایش سرعت  گراد علی سانتی درجه 37
هایی  سلولی مقدار مانان به دلیل کاهش فعالیت آنزیم

که در پلیمریزاسیون مانان شرکت دارند، بطور 
کاهش یافته است و بیشترین مقدار مانان داري  معنی

گراد و کمترین مقدار آن  سانتیدرجه  30را در دماي 
گراد گزارش کردند.  سانتیدرجه  22را در دماي 

مقدار  5تا  3از pH همچنین نشان دادند با افزایش
داري افزایش و پس از آن کاهش  مانان بطور معنی

توده   بیشینه، )2006( و همکاران Schultz .یافته است
را بر پایه کلویورومایسس مارکسیانوس سلولی مخمر 

درجه  33و دماي  pH 6/5در  پودر آب پنیر
و حرارتی  pHکه با دامنه  به دست آوردند گراد سانتی

  باشد.  حاصل از این بخش تحقیق همسو می
  

  یابی و اعتبار سنجی مدل بهینه

از روش با استفاده شرایط بهینه تولید مانان 
غلظت شرایط در افزار مذکور  عددي نرم یابی بهینه

لاکتوز پودر گرم بر لیتر 60/52منبع کربنی برابر 
، منبع ازت گرم بر لیتر پودر آب پنیر) 6/105( پنیر آب
و  36/5برابر  pH، عصاره مخمر گرم بر لیتر 38/10

مان با بیشینه راند گراد درجه سانتی 90/31دماي 
سرعت بیشینه لیتر با  میلی 100گرم در  میلی 23/209

  دست آمد.  (بر ساعت) به 401/0با  رشد ویژه برابر
ییدي نقاط بهینه ، آزمایشات تأمدلتصدیق جهت 

در شرایط ارلن مایر فلاسک با  ،در سه تکرار
گیري مجدد راندمان و مقایسه آن با راندمان  اندازه

راندمان   حاصل از مدل صورت گرفت. متوسط بیشینه
گرم در  میلی 49/208 ±25/0از سه تکرار حاصله 

 بینی لیتر حاصل شد. لذا با توجه به پیش میلی 100
با مقدار عددي ، در نقاط بهینه راندمان حاصل از مدل

 توان لیتر محیط، می میلی 100گرم در  میلی 23/209
اندمان را با ر تجربیدرجه تطبیق بالاي راندمان 

ن نتایج بررسی همچنی شده ملاحظه نمود. بینی پیش
حاکی  ،در یک فرمنتور غیرمداوم هشرایط بهینه حاصل

 32/250مانان به مقدار عددي  راندمان از افزایش
و سرعت بیشینه لیتر محیط  میلی 100گرم در  میلی

بود. لازم به ذکر  (بر ساعت)429/0برابر با  رشد ویژه
نسبت به  بهبود راندمان در شرایط فرمنتور است،

مربوط به افزایش  تواند می شرایط ارلن مایر فلاسک
و  ، توزیع یکنواخت مواد مغذياکسیژن قابل دسترس

 ,.Ghaly et al( در محیط کشت باشد pHکنترل بهتر 

2004.(  

  
  سینتیک رشد سلول و تولید مانان در شرایط بهینه

ها  وشترین ر سینتیکی یکی از مهم هاي بررسی
. باشند هاي بیولوژیکی می ایندفرسازي  جهت بهینه

منحنی رشد و تولید مانان در شرایط بهینه بررسی 
                   ًساعت، لاکتوز تقریبا  18گذشت  پس ازنشان داد، 

و بطور کامل مصرف و مخمر وارد فاز سکون شده 
در ابتداي همین فاز به دست  بیشترین مقدار مانان نیز

با اتمام منبع کربن در الف). -4(شکل ه استآمد
تواند  مییند، رشد مخمر هم متوقف شد که اانتهاي فر

پنیر براي  دهنده مناسب بودن لاکتوز پودر آب نشان
کننده رشد در  تنها سوبستراي محدوداین مخمر و 
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 ،در طی فاز لگاریتمی که این ضمن باشد.محیط 
و نسبت رشد ویژه در مقابل زمان ثابت باقی ماند 

مانند  اي  کننده اثر ممانعت که شود چنین استنباط می

 ,.Goswami et al(الکل نیز وجود نداشته است 
2012.(  

 
هاي مختلف  در غلظت هاي تجربی ب) مقایسه مدل مونود و داده منحنی رشد و تولید محصول در شرایط بهینهالف)  -4 شکل

  لاکتوز
 هاي در غلظت ،ایج بدست آمده از رشد مخمرنت

ضریب رشد ویژه در  ،مختلف سوبسترا نشان داد
این  باشد. محدود کننده می ،اارتباط با غلظت سوبستر

با معادله مدل مونود برازش منحنی ارتباط به کمک 

- 4(شکل  قابل توضیح بود 998/0ضریب همبستگی 
مشخصات سینتیکی و سایر مونود  هاي مدل ثابت ب).

در شرایط بهینه کلویورومایسس مارکسیانوس مخمر
  خلاصه شده است.  7رشد در جدول 

  در شرایط بهینهکلویورومایسس مارکسیانوس مشخصات سینتیکی رشد مخمر -7 جدول
  سایر مشخصات سینتیکی  مدل

بیشینه رشد   
 ویژه

  اشباعثابت 
توده سلولی به 
ازاي هر گرم 

  سوبسترا

محصول به 
ازاي هر گرم 

  سوبسترا

سرعت مصرف 
 سوبسترا

زمان دوتا 
 شدن

ضریب 
  همبستگی

  maxµ Ks  Yx/s  Yp/x  µs TD R2  

/007±005/0  108/0±15/0  408/0±02/0  38/2±25/0  401/0±02/0  مونود
1  04/0±77/1  998/0  

  
) Kargi )2008 و  Ozmihciنتایج مشابهی توسط 

در  ،سینتیکی رشد این مخمر هاي در برسی مدل
و  Lukondeh .مختلف لاکتوز گزارش شد هاي غلظت

مشخصات سینتیکی مخمر  )،2003( همکاران
 بارا  )FII 510700( کلویورومایسس مارکسیانوس

گرم سلول به ازاي هر 45/0برابر راندمان توده سلولی 
سرعت  و گرم در لیتر 21غلظت سلولی  ،گرم سوبسترا

گزارش کردند  (بر ساعت)،38/0برابر  بیشینه رشد ویژه
ناشی از تواند  که تفاوت موجود با نتایج این تحقیق می

و شرایط ها، ترکیبات  سوشبین اختلاف فیزیولوژیکی 
   .محیط رشد باشد

  
  گیري نتیجه

با توجه به استقبال روز افزون مصرف 
، تمایل به یافتن منابع جدید جهت تولید ها امولسیفایر
طبیعی از اهمیت قابل توجهی بر  هاي امولسیفایر

بیوتکنولوژي  هاي در این راستا، راه باشد. خوردار می
تولید  هاي روش ترین ثرترین و مناسبؤیکی از م

، ها کارگیري میکروارگانیسمبگونه محصولات با  این
به شمار  مصرف مک منابع از استفادهها و  مخمر      ًخصوصا 

      ِ             ترکیبی  طرح کسري از  روش ،در این تحقیق روند. می
 شکل پاسخ به سطح سازي با روش فاکتوریل و بهینه

  (ب)  (الف)
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بر  گذار ثیرتأ هاي سازي عامل بهینه براي آمیزي موفقیت
در محیط کشت حاصل از پودر  تولید مانانراندمان 

 حاصله بیانگر مدل گرفت. قرار استفادهمورد  پنیر، آب
بینی  مدل براي پیش بالاي اطمینان و ضریب تناسب

 این بر میزان راندمان مانان در شرایط مختلف بود.
شرایط بهینه تولید مانان در مخمر  ،اساس

 PTCC:5194, CBS( کلویورومایسس مارکسیانوس

لاکتوز  لیتر  بر  گرم 60/52برابر  هاي غلظت در، )6432
لیتر پودر آب   بر  گرم 6/105پنیر ( محلول پودر آب

برابر  pH، عصاره مخمر گرم بر لیتر 38/10پنیر) و 
 با بیشینه گراد درجه سانتی 90/31و دماي  36/5

سرعت  ولیتر  صد میلیگرم در  میلی 23/209راندمان 
به دست (بر ساعت)  401/0با  بیشینه رشد ویژه برابر

سینتیکی حاصل از این تحقیق،  هاي مدل و دادهآمد. 
 برآوردجهت  پایه و کاربردياطلاعات  تواند مینیز 

مصرف سوبسترا، تشکیل محصول و طراحی عملیات 
 فراهم کند.را اهداف صنعتی تولید مانان بخصوص در 
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Abstract 
Mannan is a glycoprotein which consists of mannose polymers attached to the protein 

backbone that due to its natural amphiphilic compounds, it can be used as an effective 
bioemulsifier. Therefore, in this study, optimization and screening tests were conducted on the 
production of mannan from kluyveromyces marxianus using combinatorial method of the 
fractional of full factorial design and response surface together with determining the influence 
of the variables of lactose concentration based on whey powder, the concentration of yeast 
extract, enzyme activator and pH. It was revealed that the four variables of lactose and yeast 
concentration, pH and temperature had the most influence on the production of the mannan. The 
optimization of effective factors using response surface methodology demonstrated suitable 
conditions for mannan production with the maximum of 209.23 mg/100 ml with concentration 
level of 52.60 gr/l of the lactose, 10.38 yeast extract, pH of 5.36 and the temperature of 31.90°C 
with the maximum growth rate of 0.401 h-1. Results also showed that monod’s model had high 
correlation coefficient (0.998) and therefore could be used for prediction of yeast growth 
behavior as well as mannan production. 

Keywords: Kluyveromyces marxianus, Mannan\Mannoprotein, Optimization, Response 
surface methodology 

 


