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با كوم يلوس فيآسپرژ توسط يورر غوطهيتاز در تخميد في توليسازنهيبه
  استفاده از روش سطح پاسخ

 
  3يمان عباسي، سل∗2ي اصفهانيدي، زهره حم1يمهسا بادامچ

  
  .ييع غذاي، گروه علوم و صنايت مدرس، دانشكده كشاورزي دانشگاه تربييع غذاي ارشد علوم و صناي كارشناسي دانشجو-1

 .ييع غذاي، گروه علوم و صنايدانشكده كشاورز ت مدرس،يار، دانشگاه تربي دانش-3، 2

  )22/7/90: رشيپذ خيتار  10/5/89: (افتيدر خيتار(

  
  

  دهيچك
در ) گلـوكز  (يزان منبـع كربن ـ ي و در ارلن از نظر ميورط غوطهيدر محPTCC 5288كوميلوس فيآسپرژتاز توسط يم فيد آنزينه توليط بهيشرادر اين تحقيق 

منبـع فـسفر    ؛)تـر يليلي م 100 گرم در    5 و   4،  3،  2،  1(در پنج سطح    ) وميسولفات آمون  (يتروژني؛ منبع ن  )تريليلي م 100  گرم در     8 و   5/6،  5،  5/3،  2(پنج سطح   
 336 و 264، 192، 120، 48( در پـنج سـطح   يگـذار خانـه و زمان گرم) تريليلي م100 گرم در 5 و 4، 3،  2،  1(ر پنج سطح    د) فيتات موجود در سبوس گندم    (

 نتايج بهينه سازي عددي نشان داد به منظـور توليـد   . قرار گرفتيمورد بررس(Response surface methodology) سطح پاسخيبه روش آمار) ساعت
تـر و مـدت زمـان    يليل ـي م100گـرم در   28/3سبوس گندمتر، يليلي م100 گرم در 6/1 وميسولفات آمون، تريليلي م100گرم در 23/5 بايد گلوكزحداكثر آنزيم،   

براي تاييد مدل، آزمايـشي     .  گرديد تريليليم بر م  ي واحد آنز  61/39ي پيش بيني شده توسط مدل، فعاليت فيتاز         تحت شرايط بهينه  .  باشد  ساعت 30/198تخمير  
ي آن با شد كه مقايسهتريليليم بر مي واحد آنز21/40ميزان فعاليت آنزيم در شرايط آزمايش   . رايط مقادير بهينه پيش بيني شده براي هر عامل انجام گرفت          در ش 

  .كندمقدار پيش بيني شده، كارايي مدل ارائه شده را تاييد مي
  
  . ، روش سطح پاسخكوميلوس فيآسپرژ، يورر غوطهيك، تخميتيد فيتاز، اسي، فيسازنه يبه :د واژگانيكل
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   مقدمه-1
 ـ بـا پا   ييا محصولات غذا  ي از نقاط دن   ياريدر بس   ي غـذا  ياهي ـه گ ي
 ـتيد ف ياس ـ]. 1[رونـد يشـمار م ـ  ها بـه   عمده انسان  ياصل ك شـكل   ي
 ـتيد ف ي اس يهانمك. اهان است ي فسفات در گ   يارهيذخ تـات  يك، ف ي
 ـدن در دانهگ  ي دوره رس ـ  يدر ط ـ شـوند كـه     يده م ينام غـلات،  (اه  ي

فسفر موجـود   ]. 2[كنند  يدا م يتجمع پ ) ي روغن يهاحبوبات و دانه  
وانات تك معده به علت عدم وجود       ي انسان وح  ين حالت برا  يدر ا 
بعلاوه طبق  . ستيتات در روده، قابل استفاده ن     يكننده ف هيم تجز يآنز

-ن پييسـطوح پـا  ها چه در نيتات با پروتئي موجود ف يهاگزارش
ــالا  ــطوح ب ــه در س ــاش و چ ــشك- پيه ــاش ت ــپلكس يه          ل كم

 ارتوفـسفر را از   يهـا  گـروه  يتاز به طور متوال   يم ف يآنز ].3[ دهديم
 ـامـروزه تول  .كننـد يتـات جـدا م ـ    يتـول ف  ينوزيهسته ا  م در  يد آنـز  ي

 ـزدانه ن ي سـال  ي با نرخ فروش جهان    يوتكنولوژيب ون ي ـليك بـه دو ب  ي
 ـاز ا . روديشمار م ـ ك عرصه رو به رشد به     يدلار،    ـن م ي ان، سـهم   ي
مت همچنان در حـال     ين ق يون دلار است كه ا    يلي م 150تاز  يم ف يآنز
 ـ تول ي برا يا رشته يهابعلاوه استفاده از قارچ   ]. 4[ ش است يافزا د ي

ر بـه سـرعت توسـعه       يم قرن اخ  ي ن ي در ط  يمحصولات مهم تجار  
 وجريلوس نـا  يآسـپرژ  شـامل    لوسيآسـپرژ ه  ي دو سـو   .افته اسـت  ي

 ـ تول ي منتخـب بـرا    يهـا هين سـو  ي متـداولتر  كوميلوس ف يآسپرژ د ي
 اسـتفاده   يتـاز دارا  يم ف يآنـز ]. 5[شـوند   يتاز محسوب م  ي ف يتجار
- مقـرون بـه    يورآكتورهايتاز در ب  ي در صنعت استاز جمله ف     يعيوس

 ـها كه   تول فسفات ينوزيد ا ي تول يصرفه برا   يك محـصول سـلامت    ي
گـر  ي د يك ـيرد؛  ياس بزرگ مورد استفاده قرار گ     يبخش است در مق   

-β كارآمـدتر    ي جداساز ي برا تازين از ف  ي نو ي صنعت يهااستفادهاز  

conglycinin   و glycinin  يتازهـا ين فيا اسـت؛ همچن ـ  ي از سو 
 ـل هستند كه به عنـوان       ين پتانس ي ا يگرمادوست دارا   ـ ي  يك افزودن

تـاز  يف. رنـد يپ و كاغذ مورد استفاده قـرار گ    قدرتمند در صنعت پال   
نـد پالـپ عمـل      ي فرآ ي برا ييافزالاناز در حالت هم   يتواند با گز  يم

  .]6[كند 
 اسـت   يديوري مدت مد  م به روش تخمير حالت غوطه     يد آنز يتول

 يها رشد در كشت   ي الگوها ي محققان رو  يكه پابرجا است بررس   
 ييهـا تي بـا محـدود    يورر غوطـه  يسه با تخم  يحالت جامد در مقا   

 ـ      يهمراه است از جمله در اكثـر تحق         در  يقـات منتـشر شـده نگران
 بـه حـداكثر     يابي در جهت دست   يطيط مح ينه كردن شرا  يرابطه با به  

 ـدر  ]. 5[د و مـصرف سوبـسترا وجـود دارد          ي ـ تول يهاسرعت ك ي
د ي ـرفت عوامل مـوثر بـر تول      ي صورت پذ  2004 كه در سال     يبررس

 كـه  Thermoascus aurantiacus(TUB F 43)تاز توسطيف
 گلوكز، نشاسته،   يع حاو يط ما يك قارچ گرمادوست است در مح     ي

 در ].7[نـه شـد   ي بـا سـبوس گنـدم به   ي معـدن  يهـا پپتون و مكمل  
 كـشت   يرهـا ي صورت گرفت متغ   2008گر كه در سال     ي د يقيتحق

د ي ـموثر بـر تول   ) ميتات سد ي و ف  80ن  ينشاسته محلول، پپتون، توئ   (
 Sporotrichum thermophileمادوست تاز توسط كپك گريف

-ي م ـ يق سـع  ين تحق يلذا در ا  . ]8[ نه شد ي به يورط غوطه يدر مح 
تـاز در   يد ف ي ـ كـه در رابطـه بـا تول        ي انـدك  يشود با توجه به كارها    

تاز با در نظر گرفتن     يد ف ي صورت گرفته شراط تول    يورط غوطه يمح
ن همچون سبوس گنـدم جهـت كـاهش         ييمت پا ي با ق  يمنبع فسفر 

  .  نه شوديد و با استفاده از روش سطح پاسخ، بهينه توليهز
  

  ها مواد و روش-2
  زسازوارهي ر-2-1

صورت آگار شـيب دار از   به  PTCC 5288آسپرژيلوس فيكوم
هـاي   عفوني سازمان پژوهش   يهايها و باكتر  ون قارچ يمركز كلكس 

 به منظور تكثير و توليد اسـپور بـه          .علمي و صنعتي ايران تهيه شد     
هـاي حـاوي محـيط      ه بـر روي بـشقابك     ريز سـازواره  مقدار زياد،   

 كشت داده شده و تا زمان اسـپورزايي         كشت پوتيتو دكستروز آگار   
به منظور تكرار   . گذاري شد گراد گرمخانه ي درجه سانت  30كامل در   

 هـا از نظـر تعـداد اسـپور تلقـيح شـده در دفعـات               پذيري آزمـون  
تر براي هـر بـار      يليلي اسپور در م   3× 107هايي با تعداد    ويالمتعدد،

گـراد  ي درجه سانت  - 80تلقيح تهيه شد و سپس در شرايط برودت         
 . شديتا زمان تلقيح نگهدار

  يورر غوطهي تخم-2-2
ش ي شـده در آزمـا     يط كـشت طبـق روش طراح ـ      يه مح يپس از ته  

ز يس گندم، املاح ن   وم و سبو  ياز نظر منابع سولفات آمون    ) 1جدول(
 100 گـرم در     KCl  ،05/0تر  يليلي م 100 گرم در    05/0ر    يدر مقاد 

ــيم ــر يليل ــرم در 01/0 وMgSO4. 7H2Oت ــي م100 گ ــر يليل ت
FeSO4.7H2O  درجـه سـانتي    121 در   يسازسترون. افزوده شد -

  . دقيقه صورت گرفت20گراد به مدت 
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  طرح آزمايش و نتايج آزمون فعاليت فيتاز مشاهده شده و پيش بيني شده طرح سطح پاسخ  1جدول 
  

(U/mL)فعاليت فيتاز 

2مشاهده شده  پيش بيني شده 1مشاهده شده    

 
D 

-مدت زمان گرمخانه

 گذاري
)ساعت(  

 

C 
 سبوس گندم

 100گرم در (
)تريليليم  

B 
سولفات 
 آمونيوم

 100گرم در (
)تريليليم  

A 
 گلوكز

 100گرم در (
)تريليليم  

شماره 
شيآزما  

43/27  
63/43  
58/30  
08/41  
26/34  
96/37  
08/27  
09/25  
80/34  
67/59  
87/36  
04/56  
26/31  
63/43  
01/23  
68/29  
68/35  
65/47  
91/37  
37/18  
18/38  
38/27  
50/31  
37/54  
47/35  
47/35  
47/35  
47/35 

9091/28  
0111/46  
9192/31  
5833/36  
2671/31  
4684/39  
7625/23  
3704/24  
9423/35  
7022/70  
765/33  
7003/62  
0629/32  
1163/47  
0494/22  
2772/27  
6102/33  
8411/46  
0249/35  
6399/19  
2473/39  
2935/26  
4118/35  
1288/53  
5612/36  
5607/34  
7054/38  
1638/38 

4819/28  
4191/42  
6482/30  
8558/43  
5208/29  
9101/39  
6424/29  
4377/28  
6597/32  
4426/48  
5555/35  
7435/58  
2008/31  
3854/40  
4256/24  
6145/28  
6002/37  
9342/47  
5672/37  
6399/19  
8433/37  
0672/27  
3171/32  
2113/50  
9467/34  
7986/35  
8438/39  
1772/25 

00/120  
00/264  
00/120  
00/264  
00/120  
00/264  
00/120  
00/264  
00/120  
00/264  
00/120  
00/264  
00/120  
00/264  
00/120  
00/264  
00/192  
00/192  
00/192  
00/192  
00/192  
00/192  
00/48  
00/336  
00/192  
00/192  
00/192  
00/192 

00/2  
00/2  
00/4  
00/4  
00/2  
00/2  
00/4  
00/4  
00/2  
00/2  
00/4  
00/4  
00/2  
00/2  
00/4  
00/4 

00/3  
00/3  
00/3  
00/3  
00/1  
00/5  
00/3  
00/3  
00/3  
00/3  
00/3  
00/3 

00/2  
00/2  
00/2  
00/2 

00/4  
00/4  
00/4  
00/4  
00/3  
00/3  
00/1  
00/5  
00/4  
00/4  
00/4  
00/4  
00/3  
00/3  
00/1  
00/5  
00/3  
00/3  
00/3  
00/3  
00/3  
00/3  
00/3  
00/3 

50/3  
50/3  
50/3  
50/3  
50/3  
50/3  
50/3  
50/3  
50/6  
50/6  
50/6  
50/6  
50/6  
50/6  
50/6  
50/6 
00/2  
00/8  
00/5  
00/5  
00/5  
00/5  
00/5  
00/5  
00/5  
00/5  
00/5  
00/5 

1  
2  
3  
4  
5  
6  
7  
8  
9  
10  
11  
12  
13  
14  
15  
16  
17  
18  
19  
20  
21  
22  
23  
24  
25  
26  
27  
28 
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. لارد گلوكز جداگانه سترون شد    ي از واكنش ما   يريبه منظور جلوگ  
 ــ  ــدن مح ــك ش ــس از خن ــصي از   يپ ــدار مشخ ــا مق ــشت ب ط ك

 مـشخص شـدهدر     يهـا سوسپانسيون اسپور تلقيح شده و به مدت      
 شد همـزن بـا سـرعت        يگذارگراد گرمخانه ي درجه سانت  30 يدما

  . قه صورت گرفتي دور بر دق180
  مي استخراج آنز-2-3

 منتقل شـده    يتريليلي م 50 يها حاصله به فالكون   يريمخلوط تخم 
 درجـه   4قـه در    ي دور بـر دق    10000 دقيقه با سرعت     20مدت  و به 
قـسمت شـفاف فـاز رومانـد بلافاصـله          . گراد سانتريفوژ شد  يسانت

ماً يع مـستق يط ماي مح.براي سنجش آنزيم مورد استفاده قرار گرفت      
  .شدوژ يفيسانتر

  مي آنزيريگ اندازه-2-4
 ـ برابـر رق   10 كه   يم خام استخراج  يتر از آنز  يلكروي م 500 ق شـده   ي

تـر  يلروك ـي م250 مـولار و 2/0تـر بـافر اسـتات       يلكروي م 250بود با   
قـه در   ي دق 45 مولار مخلوط شد و به مـدت         يلي م 15م  يتات سد يف

واكنش با افـزودن    . گراد قرار داده شد   ي درجه سانت  40حمام آبگرم   
 5/0. افـت ي درصـد خاتمـه      15ك  يد است ي كلرو اس  يتر تر يليلي م 1
ك يد سـولفور  يتر مخلوط اس  يليلي م 4تر از مخلوط حاصله با      يليليم
كــه بــه ( مــولار و اســتون يلــي م10وم يــت آمونبــداي نرمــال، مول5

د يتـر اس ـ يليل ـي م 4/0و  )  با هـم مخلـوط شـده بودنـد         2:1:1نسبت
 نـانومتر خوانـده     355 مولار مخلوط شـد و جـذب در          1ك  يتريس

 ـ]. 9[شد دروژن ي ـم ه ي اسـتاندار فـسفر بـا اسـتفاده از پتاس ـ          يمنحن
  . كرو مولار رسم شدي م360 تا 30فسفات در غلظت 

بهينه سازي متغيرهاي انتخاب شده توسـط        -2-5
  روش سطح پاسخ
ي متغيرهاي انتخاب شده از روش آمـاري        براي تعيين مقادير بهينه   

بـا  )CCD (1سطح پاسخ با استفاده از طرح آزمايش مركب مركزي        
گلوكز، سولفات آمونيـوم، سـبوس گنـدم و مـدت زمـان             ( متغير   4

 28يك طرح آزمـايش بـا       .  سطح استفاده شد   5در  )گذاريگرمخانه
ت يفعال(آزمايش در سطوح مختلف براي چهار عامل و يك پاسخ           

 Design Expert، بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     )1جـدول  ) (تازيف

Version 7.0.0 چهـار آزمـايش در نقـاط    .  طراحي و اجرا شـد

                                                            
1. Central composite design 

هـدف از تكـرار     . تكـرار شـدند   ) سـطح كـد شـده صـفر       (مركزي  
.  در نقاط مركزي، بررسي خطاي آزمايش در طـرح اسـت           آزمايش
  .ها در دو تكرار انجام گرفتآزمايش

 

  ج و بحثينتا-3
 ـ موثر بـر تول    يرهاي متغ يسازنهيج به ي نتا -3-1 د ي
 توسـط روش سـطح      يورط غوطـه  يتاز در مح  يف

  پاسخ
، سبوس گندم   (B)ومي، سولفات آمون  (A)زان گلوكز   يچهار عامل م  

(C)   يگـذار  و مدت زمـان گرمخانـه (D) ـ در اي بررس ـي بـرا  ن ي
 مقادير پاسخ بدست آمده از انجام آزمايش و         .مرحله انتخاب شدند  

 نشان  1همچنين مقادير پاسخ پيش بيني شده توسط مدل در جدول         
شود كه يك اختلاف قابل      مشخص مي  1از جدول   .داده شده است  

. تخميـر وجـود دارد    توجه در ميزان فعاليت فيتاز بر اساس شرايط         
 (U/mL) 7022/70 تـا    6399/19ميزان فعاليت آنزيم در محدوده      

  . متغير بود
م يد آنز ي تول ي درجه دوم را برا    يا چند جمله  ي مدل عموم  1معادله  

  . دهديتاز را نشان ميف
 

  )1(معادله 
Y = a + a1A + a2B + a3C + a4D + a12AB + a13AC 
+ a14 AD + a23 BC + a24 BD + a34CD + a11A2 + 
a22B2 + a33C2 + a44 D2  

 
ــه در آن  ، a1 ،a2 ،a3 ،a4 ،a12 ،a13 ،a14 ،a23 ،a24 ،a34 ،a11كـــ

a22 ،a33و ،a44ر هستنديب هر متغي ضر. 

A  ،B  ،C   و D  وم، سـبوس   يب مقدار گلوكز، سولفات آمون    ي به ترت
، AB ،AC ،AD. باشـند ي م ـيگـذار گندم و مدت زمان گرمخانه   

BC  ،BD   و CD  وم، يب اثر متقابل گلوكز و سولفات آمون      ي به ترت
، يگـذار گلوكز و سبوس گنـدم، گلـوكز و مـدت زمـان گرمخانـه             

وم و مـدت زمـان      يوم و سبوس گندم، سولفات آمون     يسولفات آمون 
-ي م ـ يگذار و سبوس گندم و مدت زمان گرمخانه       يگذارگرمخانه
ــه ترتD2 و A2 ،B2 ،C2. باشــند ــ ب ــوكز، ي ــر درجــه دوم گل ب اث

-ي م ـ يگذاروم، سبوس گندم و مدت زمان گرمخانه      يسولفات آمون 
 ـ درجـه دوم پـس از تجز       ياب مدل چنـد جملـه     يضرا. باشند ه و  ي
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دار توسـط روش  ير معني غيهاافزار و حذف ترمل توسط نرم يتحل
FORWARD جه حاصله معادلـه   يدست آمدند و نت   افزار به در نرم

معادله بر اساس كـد     (تده اس ير ارائه گرد  يباشد كه در ز   ي م 2 يكل
  ).متغيرها است

  )2(معادله 
Y= 46/3499/2+  A 88/4 -  B 70 /2-  C +72/5  D 59/2 -  

AB 17/2+  AD 58/2 - BC 12/3 –  BD -43/1  CD 72/1+  

A 267/1 –  B 2+03/2  D2 
Y=ميزان فعاليت آنزيم فيتاز   

ــي  ــطح معن ــهس ــيله  2ي داري معادل ــه وس ــهF-test ب ي  و تجزي
چنانكه در جـدول  ). 2جدول( بررسي شد  (ANOVA)واريانس
 Fي واريانس نشان داده شده اسـت، مـدل نهـايي در عـدد               تجزيه

همچنين مدل نهـايي    . باشدداري بسيار بالايي مي   داراي سطح معني  
 و  =8806/0R2دار، ضـريب تبيـين       غيـر معنـي    2داراي عدم تطابق  

همچنـين  . باشـد  مي=8472/0Adj R2ضريب تبيين اصلاح شده 
دهـد و   ي مربوط به مدل را نشان م      يهان داده ي ب ي همبستگ 1شكل  

) 2معادلـه  ( درجه دوم نهايي  ياانگر آن است كه مدل چند جمله      يب
كارآمد بوده و قادر است به طور رضايت بخـشي تغييـرات مقـدار              
توليد فيتاز را توجيه نمايد و در مراحل بعدي پـيش بينـي و بهينـه                

  .تفاده قرار گيردسازي مورد اس

22

Actual

P
re

di
ct

ed

Predicted vs. Actual

18.00

31.25

44.50

57.75

71.00

18.37 31.45 44.54 57.62 70.70

  
هاي پيش بيني شده توسط هاي تجربي در برابر دادهنمودار داده 1 شكل

  .مدل
  
  

                                                            
2.Lack of fit 

زان يمن اثرات خطي،    ي مشخص است در ب    2همانطور كه از جدول     
 و مـدت    (C)، سـبوس گنـدم      (B)ومي ـ، سولفات آمون  (A)گلوكز  

 و اثـرات متقابـل گلـوكز و سـولفات           (D) يگـذار زمان گرمخانـه  
، (AD) يگــذار،گلــوكز و مــدت زمــان گرمخانــه(AB)وميــآمون

وم و مدت   ي، سولفات آمون  (BC)وم و سبوس گندم     يسولفات آمون 
، A2 و در مـورد اثـرات درجـه دوم،           (BD) يگذارزمان گرمخانه 

B2   و D2    اثر متقابل   .باشنددار مي  درصد معني  99در سطح احتمال 
در ســطح (CD) يگــذار و مــدت زمــان گرمخانــهســبوس گنــدم

  .باشددار مي درصد معني95احتمال 
 ـيبشينه پ ير به ي مقاد -3-2  شـده توسـط مـدل       ين

  رهايي متغيدرجه دوم برا
 Design Expertافـزار   شـده توسـط نـرم   ينيبشينه پير بهيمقاد
، سبوس گنـدم    (B)ومي، سولفات آمون  (A) گلوكز   يرهايي متغ يبرا

(C)    يگذار و مدت زمان گرمخانه (D)  100 گـرم در     5ب  ي به ترت 
تـر و   يليل ـي م 100 گرم در    3تر،  يليلي م 100 گرم در    59/1تر،  يليليم

 61/39 يديتاز تول يزان ف ين حالت م  يدر ا . باشدي ساعت م  30/198
 براي تاييد مدل، آزمايشي در شرايط       .تر است يليليم بر م  يواحد آنز 

ميـزان  .  شده براي هر عامـل انجـام گرفـت         مقادير بهينه پيش بيني   
 تـر يليل ـيم بـر م   ي واحد آنز  21/40فعاليت آنزيم در شرايط آزمايش      

ي آن با مقدار پيش بيني شـده، كـارايي مـدل ارائـه      كه مقايسه . شد
 ـ آمـده  دسـت  بـه  زانيم نيا بعلاوه .كندشده را تاييد مي     3 از شيب

 ـتول تازيف برابر  2008 سـال  در انايانارايسـات  و 3نقيس ـ توسـط  يدي
-غوطـه  طيمح درSporotrichum thermophile قارچ توسط

 با سهيمقا در. ]8[ است گندم سبوس درصد 3 از استفاده با و يور
ــا هــايبررســ ريســا ــم ني ــ زاني ــر 3  از شيب ــازيف براب ــتول ت  يدي

Rhizomucor pusillus ــر 5 و ــازيف براب ــتول ت ــط يدي  توس
Pichia anomalaاني ـب يروشـن  به جينتا نيا. ]11 و 10[ است 

 طيشـرا  و زسـازواره ير يهـا يژگ ـيو به تازيف تيفعال زانيم كنديم
  .دارد يبستگ ديتول
 ـ اثر متقابل گلوكز و سـولفات آمون       -3-3 وم بـر   ي
  تازيم فيد آنزيتول

                                                            
3. Singh 
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 مربوط به دو عامل گلوكز و سولفات        ي نمودار سه بعد   2در شكل   
 كــه عوامــل ســبوس گنــدم و مــدت زمــان يطيدر شــراوم يــآمون

 انـد  خود ثابت در نظر گرفته شـده       ي در نقطه مركز   يگذارگرمخانه
 2وم در محـدوده   يش سولفات آمون  يبا افزا . را نشان داده شده است    

 ـ م 8 تـا    2ش گلـوكز در محـدوده       ي و با افزا   4تا   تـاز  يد ف ي ـزان تول ي
دهد كه اثـر درجـه دوم    ي نشان م  ي به خوب  2شكل  . ابدييش م يافزا

 ـن ا يهمچن ـ. دار است يگلوكز معن   ـين شـكل تا   ي  يهـا  بـر داده   يدي
كنـد اثـر متقابـل گلـوكز و سـولفات           يان م ـ ي ـ است كه ب   2جدول  

  .دار استيمعن )>001/0P(وميآمون
  

د يوم بر تولي اثر متقابل گلوكز و سولفات آموني نمودار سه بعد2شكل 
- كه عوامل سبوس گندم و مدت زمان گرمخانهيطيتازدر شرايم فيآنز

 .اند خود ثابت در نظر گرفته شدهي در نقطه مركزيگذار
  

  هاي بهينه سازيي واريانس نتايج آزمايش تجزيه 2جدول 

 F P ميانگين مربع درجه آزادي مجموع مربعات عوامل

 >0001/0 49/22 05/420 12 61/5064 مدل

A 44/429 1 44/429 69/26 0001/0< 

B 09/1145 1 09/1145 17/71 0001/0< 

C 93/349 1 93/349 75/21 0001/0< 

D 29/1569 1 29/1569 54/97 0001/0< 

AB 96/214 1 96/214 36/13 0007/0 

AD 55/150 1 55/150 36/9 0036/0 

BC 02/213 1 02/213 24/13 0007/0 

BD 10/312 1 10/312 40/19 0001/0< 

CD 99/64 1 99/64 04/4 0494/0 

A2 91/150 1 91/150 16/7 0036/0 

B2 99/141 1 99/141 03/10 0064/0 

D2 93/211 1 93/211 39/10 0007/0 
ماندهباقي  64/683 43 90/15   

 6213/0 83/0 84/13 12 05/166 عدم تطابق
   70/16 31 59/517 خطاي خالص
    55 25/5724 همبستگي كل

  
  

  
  

  2.00

  3.50

  5.00

  6.50
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5.00  
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50  
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se

  

  A: Glucose    B: Ammonium sulphate  

  g /10 0mL 
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 ـش گلـوكز م   ين با افزا  ي بنابرا  ـابـد و ا   ييش م ـ يتـاز افـزا   يزان ف ي ن ي
از . درصـد وابـسته اسـت   4زان ي ـوم تـا م ي ـش به سولفات آمون  يافزا

هاي خارج سلولي در طي تخمير،      آنجايي كه ترشح بيشتر متابوليت    
ي زيستي دارد، افـزودن قنـدهايي كـه بـه           ارتباط مستقيمي با توده   

ي شوند مانند گلوگز، باعث افزايش سريع تـوده       آساني متابوليزه مي  
گزارش شده كه قندهاي ساده مانند گلوكز باعـث         . گرددزيستي مي 

در طي تخمير حالـت     آسپرژيلوس نايجر افزايش توليد فيتاز بوسيله     
در تحقيقـي  ]. 13 و 12[شـود   وري و تخمير حالت جامد مي     غوطه

كه توسط راماچاندران و همكاران انجام گرفت، آمونيـوم نيتـرات،           
تروژن براي توليد فيتاز توسط قارچ رايزوپوس       يترين منبع ن  مناسب

بر روي سوبستراي كنجاله كنجد، معرفي شد و نشان داده شـد كـه      
آمونيوم سولفات، تاثير منفي بر توليد فيتاز توسط رايزوپـوس دارد           

]14.[  
-اثر متقابل گلوكز و مدت زمـان گرمخانـه    -3-4

  تازيم فيد آنزي بر توليگذار
 و كنتور مربوط بـه دو عامـل گلـوكز و    ينمودار سه بعد3شكلدر  

 كه عوامل سبوس گنـدم و       يطيدر شرا  يگذارمدت زمان گرمخانه  
 انـد  خود ثابت در نظر گرفته شده      يركزوم در نقطه م   يسولفات آمون 

 2 جـدول    يها بر داده  يديي الف تا  3شكل  .را نشان داده شده است    
-كند اثر متقابل گلـوكز و مـدت زمـان گرمخانـه           يان م ياست كه ب  

 3 كــه در شــكل يهمـانطور . دار اســتيمعنــ)>001/0P(يگـذار 
 يگـذار ش گلوكز و مدت زمـان گرمخانـه       ي با افزا  بمشخص است، 

 مدت زمان تخمير    .ابدييش م ي افزا يتاز به طور قابل توجه    يد ف يتول
در توليـد   . وابسته به سرعت رشد و الگوي توليد آنزيم سويه است         

 روز تخميـر مقـدار آنـزيم بـه          7، بعد از    آسپرژيلوس نيجر فيتاز از   
 8 تـا  2(وده مطالعـه شـده گلـوكز        در محـد   .]15[رسد  حداكثر مي 

- ال يبررس ـ كـه در     ي مشاهده نشد در حال    ياثر بازدارندگ ) درصد
در غلظـت   جريلوس نا يآسپرژتاز توسط   يم ف يد آنز ي تول باتال و كارم  

  ].16[ مشاهده شد يدرصد اثر بازدارندگ10ش از يگلوكز ب
  
  
  

  
 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

اثر متقابل گلوكز و مدت زمان ) الف (ي نمودار سه بعد3شكل 
 كه عوامل سبوس گندم يطيتاز در شرايم فيد آنزي بر توليگذارگرمخانه
  .اند خود ثابت در نظر گرفته شدهيوم سولفات در نقطه مركزيو آمون

وم ي اثر متقابل سبوس گندم و سولفات آمون       -3-5
  تازيم فيد آنزيبر تول

 خـود ثابـت در نظـر گرفتـه          ي در نقطه مركز   يگذارزمان گرمخانه 
كند اثر متقابل   يان م ي الف ب  4شكل  .اند را نشان داده شده است     شده

 ـسبوس گنـدم و سـولفات آمون        ـ )>001/0P( ومي . دار اسـت  يمعن
ش سبوس گندم و    يدهد كه با افزا   يب به وضوح نشان م     4  شكل  

 ب
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تواند ين امر م  يا. ابدييتاز كاهش م  يد ف يزان تول يوم م يسولفات آمون 
 ـي از تجمع مـواد ن     ي ناش يا سركوب ي ي از اثر بازدارندگ   يناش  يتروژن

 بوگـار و همكـاران از بـين منـابع نيتـروژن             يهايطبق بررس .باشد
آمونيـوم  ) فات، عصاره مخمر، اوره، آمونيـوم نيتـرات       آمونيوم سول (

ــب ــولفات مناس ــيس ــر م ــد ت  ــ]. 17[باش ــق س ــه تحقي  نق وينتيج
 3(م با سبوس گنـدم      يتات سد ي ف ينيساتيانارايانا نشان داد كه جانش    

زان سبوس  ي كه م  ي هنگام يكند ول يت م يتاز را تقو  يد ف يتول) درصد
 به حالت   يور از حالت غوطه   يريمط تخ يابد مح ييش م يگندم افزا 

  ]. 18[د يآيمه جامد درمين
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
د يوم بر تولياثر متقابل سبوس گندم و سولفات آمون) ب(كنتور  4شكل 

 در يگذار كه عوامل گلوكز و مدت زمان گرمخانهيطيتازدر شرايم فيآنز
  .اند خود ثابت در نظر گرفته شدهينقطه مركز

 و  يگـذار  اثر متقابل مدت زمـان گرمخانـه       -3-6
  تازيم فيد آنزيوم بر توليسولفات آمون

 و كنتـور مربـوط بـه دو عامـل مـدت             ينمودار سه بعد  5در شكل   
 ـ و سولفات آمون  يگذارزمان گرمخانه   كـه عوامـل   يطيوم در شـرا ي

 خود ثابـت در نظـر گرفتـه         يسبوس گندم و گلوكز در نقطه مركز      
 يهـا  بـر داده   يدي ـي الف تا  5 شكل .اند را نشان داده شده است     شده

) >001/0P (كند اثر متقابل زمان و دمـا      يان م ي است كه ب   2جدول  
 ب مـشهود اسـت بـا        5 كـه در شـكل       يهمان طور .دار است يمعن
 ـي كـاهش منبـع ن      و يگـذار ش مـدت زمـان گرمخانـه      يافزا  يتروژن

همچنـين مـدت    . ابـد ييش م ـ يتاز افـزا  يد ف يتول) وم سولفات يآمون(
 ـدر  . باشـد هاي طولاني از لحـاظ صـنعتي مناسـب نمـي          زمان ك ي
جر در  يلوس نـا  يم توسط آسـپرژ   يد آنز ي با گذشت زمان تول    يبررس
 روز  15تاز پس از    يد ف ينه تول يشيافت وب يش  ي افزا يورر غوطه يتخم
شتر زمـان بـه علـت       ي ـش ب يبا افزا . تر بود يليلي در م  مي واحد آنز  41
تـاز  يت ف ي ـشود و فعال  ياه م يط س يط رنگ مح  يل اسپور در مح   يتشك
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 و سولفات يگذاراثر متقابل مدت زمان گرمخانه) ب( كنتور 5شكل 
 كه عوامل سبوس گندم و گلوكز يطيمدر شرايتازآنزيد فيوم بر توليآمون

  اند خود ثابت در نظر گرفته شدهيدر نقطه مركز

  يري گجهي نت-4
نتايج بهينه سازي عددي نشان داد به منظور توليد حـداكثر آنـزيم،             

 گـرم در    6/1 وميسولفات آمون ،  تريليلي م 100گرم در    5 بايد   گلوكز
تر و مـدت زمـان   يليلي م100 گرم در 3سبوس گندم تر،  يليلي م 100

ي پيش بيني شـده     تحت شرايط بهينه  .  باشد  ساعت 30/198تخمير  
.  گرديـد  تـر يليليم بر م  ي واحد آنز  61/39توسط مدل، فعاليت فيتاز     

ادير بهينه پيش بينـي شـده       براي تاييد مدل، آزمايشي در شرايط مق      
ميـزان فعاليـت آنـزيم در شـرايط         . براي هر عامـل انجـام گرفـت       

ي آن بـا    كـه مقايـسه   .  شـد  تريليليم بر م  ي واحد آنز  21/40آزمايش  
. كـرد مقدار پيش بيني شده، كارايي مدل ارائـه شـده را تاييـد مـي              

ت بخـش   ي بـا اسـتفاده از سـبوس گنـدم رضـا           يديتاز تول يزان ف يم
 ـ   ي حـاو  يعات كـشاورز  ي ضا چرا كه بود  ـي و ن  ي مـواد كربن  يتروژن

-ها قابل استفاده است و استفاده از آن       زسازوارهيهستند كه توسط ر   

مت ارزان در   ي به علت در دسترس بودن و ق       يكروبير م يها در تخم  
د ي اس ـ يسبوس گندم علاوه بر منابع مذبور حاو      . حال توسعه است  

بعـلاوه  .شـود ياز م تيم ف يد آنز يك تول يك است كه موجب تحر    يتيف

شـود  ي كه از سبوس گندم به عنوان منبع فسفر اسـتفاده م ـ           يهنگام
 ـ يج صـورت گرفتـه و مـانع از سـركوب       يآزاد شدن فسفر به تدر     ا ي

ار گـران   يم ماده بـس   يتات سد ي كه ف  يياز آنجا .شودي م يبازخورندگ
 يار اقتـصاد  ين كردن آن با سـبوس گنـدم بـس         يگزي است جا  يمتيق

هـاي طـولاني از لحـاظ صـنعتي         مدت زمان ه  ن ك يبه علت ا  . است
 روزه بدست آمـده توسـط       8 يبي مدت زمات تقر   باشدمناسب نمي 

  .  ز مناسب استيق نين تحقيروش سطح پاسخ درا
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Optimization of phytase production by Aspergillus ficuum in 
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In this research, the culture condition improvement on phytase productionby Aspergillus ficuum PTCC 
5288 was investigated using submergedfermentation method in 250 ml shake flask. Four factors which 
influencing phytase production, including carbon source (glucose) in five level (2, 3.5, 5, 6.5 and 8 g/100 
mL), nitrogen source (ammonium sulphate) five levels (1, 2, 3, 4 and 5 g/100 mL), phosphor source 
(wheat bran) five levels (1, 2, 3, 4 and 5 g/100 mL),and fermentation time five levels (48, 120, 192, 264 
and 336 hour) were studied. The optimum levels of these significant factors were determined via response 
surface methodological approach as: 5.23g/100 mL glucose, 1.6 g/100 mL ammonium sulphate, 3.28 
g/100 mL glucose wheat branand198.30 hours.The maximum predicted amount of phytase was 39.61 
U/mL and the produced amount of phytase under these conditions was 40.21 U/mL, which indicates the 
efficacy of the model for prediction of phytase production content under different conditions of the 
medium.  
Keywords: Optimization, Phytase, Phytic acid, Submerged fermentation, Aspergillus ficuum, Response 
surface methodology. 
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