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 چکیده 

تولید خمیرمایهکاربردهای گستردهساکارومایسس سرویزیه    مخمر  سابقه و هدف:  از   ای در  دارد و  اتانول زیستی  تولید  نانوایی و 

توویژگی آن در صنعت  کاربرد  این سویه که  و مهم  قرار میهای شاخص  تاثیر  را تحت  اتانول  میلید  برابر دهد،  در  به تحمل  توان 

تر و افزایش  تر، کاملهای صنعتی منجر به تخمیر سریعغلظت های بالاتر اتانول اشاره کرد. افزایش تحمل در برابر اتانول در سویه

 شود. راندمان تولید اتانول در صنعت می 

تحت تیمار با ی برتر با تحمل بیشترین غلظت اتانول،  در تحقیق حاضر به منظور بهبود فنوتیپ تحمل اتانول، جدایهها: مواد و روش

یافته با  های جهشر مبنای تکامل تطبیقی و مهندسی تکاملی قرار داده شدند. جدایهبماده شیمیایی اتیدیوم برماید و اعمال گزینش  

روز خو داده شده و غربال    144اتانول در طی    %12تا غلظت    %8های رو به افزایش اتانول از غلظت  استفاده از محیط حاوی غلظت

غ  جدایهشدند.  توسط  شده  تولید  اتانول  الکللظت  و  تقطیرمستقیم  مبنای  بر  این   سنجیها  توسط  اتانول  تولید  میزان  شد.  تعیین 

 سازی شد.  بهینه جدایه با متد سطح پاسخ

و مهندسی تکاملی از غلظت  های تکامل تطبیقی  اعمال آزمونزایی با اتیدیوم بروماید و همچنین  اعمال جهشجدایه طی    یافته ها:

د. در این مطالعه بهترین جدایه با قابلیت تولید بیشترین خو داده شاتانول    %12روز به غلظت    144اتانول طی    %12تا غلظت    8%

توان تولید اتانول توسط  تکامل تطبیقی، زایی و گزینش برمبنای های جهشنامگذاری شد. پس از اعمال روشF1 جدایه میزان اتانول 

گرم در    20، سولفات آمونیوم  26شامل درصد بریکس  لید  همچنین با اعمال شرایط بهینه تواین جدایه  شد.    %10±0.25جدایه  این  

  رسید. %11± 0.25به  %10±0.25میزان تولید اتانول توسط این جدایه از  910لیتر و میزان تلقیح 

تواند سویه کارآمدی برای استفاده از نظر میزان تولید اتانول می  F1 نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که جدایه    نتیجه گیری:

 در صنعت تولید اتانول کشور جهت افزایش راندمان تولید باشد.  

 جهش زایی، مهندسی تکاملی ،  ساکارومایسس سروزیه اتانول، های کلیدی:  واژه
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Abstract 

Introduction: Saccharomyces cerevisiae yeast has wide applications in the production of 

baker's yeast and the production of bioethanol, and one of the important characteristics of this 

strain, which affects its use in the ethanol production industry, is tolerance to higher 

concentrations of ethanol. Increasing the tolerance against ethanol in industrial strains leads to 

faster, more complete fermentation and increasing the efficiency of ethanol production in the 

industry.  

Materials and Methods: In the current research, in order to improve the phenotype of ethanol 

tolerance, the superior isolate with the highest concentration of ethanol was treated with the 

chemical substance ethidium bromide and selection was applied based on adaptive evolution 

and evolutionary engineering. Mutant isolates were cultured using medium containing 

increasing concentrations of ethanol from 8% to 10% ethanol concentration during 144 days and 

screened. The amount of ethanol production by this isolate was optimized by the response 

surface method. 

Results: The isolate was acclimated to 10% ethanol concentration during 144 days from 8% 

concentration to 10% concentration of ethanol during mutagenesis with ethidium bromide as 

well as adaptive evolution and evolutionary engineering tests. In this study, the best isolate with 

the ability to produce the highest amount of ethanol was named Saccharomyces cerevisiae F1. 

After applying mutagenesis and selection methods based on adaptive evolution, the ethanol 

production capacity of this isolate was 10±0.25%. Also, by applying the optimal production 

conditions including the percentage of brix 26, sulfate ammonium 20 g/l, and Inoculation rate 

109 the amount of ethanol production by this isolate reached from 10± 0.25% to 11± 0.25%. 

Conclusion: The results of this study showed that the strain of Saccharomyces cerevisiae ZF2 

can be an efficient strain for use in the country's ethanol production industry in terms of ethanol 

production to increase production efficiency. 
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 مقدمه

از سالیان دور از مخمرها برای تهیه غذاهای تخمیر شده و  

و  نوشیدنی آبجو  نان،  مانند  الکلینوشیدنیها  استفاده    های 

رنگ، قابل تجزیه و قابل  اتانول مایعی است بی  . (1)شودمی

توان از آن در صنعت به عنوان حلال و ماده  اشتعال که می

استفاده  آلی  ترکیبات  بیشتر  تولید  برای  شیمیایی  واسطه 

به   بالا  اکتان  عدد  داشتن  دلیل  به  اتانول  همچنین  نمود، 

مهم میعنوان  که  شده  شناخته  زیستی  سوخت  تواند  ترین 

.  (2)به تنهایی به عنوان سوخت و حامل اکسیژن به کار رود

نگرانیاز مهم ایمنی محیط زیست ترین  های جهان کنونی، 

باشد چرا که در آن تقاضا برای انرژی به  و تامین انرژی می

افزا بهدلیل  زندگی  کیفیت  و  جمعیت  مداوم  طور یش 

با   مقایسه  در  اتانول  است.  کرده  پیدا  افزایش  چشمگیری 

پذیر و در دسترس، یکی از  های زیستی تجدید تمام سوخت

باشد که با  های سوخت زیستی میترین گزینهامیدوار کننده

تواند بخشی  های فسیلی میبنزین و سایر سوخت  جایگزینی

کند فراهم  را  دنیا  نیاز  انرژی مورد  و   .(3)از  نظر حجمی  از 

حوزه   در  استراتژیک  محصول  یک  زیستی  اتانول  اقتصادی 

باشد چراکه سالانه در سراسر جهان حجم  زیست فناوری می

شود که این حجم  حیرت انگیزی از الکل تخمیری تولید می

بر   لیتر می  100بالغ  را   ،در صنعت  .(4)باشد میلیارد  اتانول 

توان تولید کرد: روش اول سنتزی از اتیلن و  از دو طریق می

باشد. اتانول حاصل از روش  صورت تخمیری میروش دوم به

گردد  اول منشا فسیلی دارد چراکه اتانول از اتیلن سنتز می

از   حاصل  گازی  هیدروکربن  ترکیبات  از  نیز  اتیلن  خود  و 

به مینفت  با  وجود  سنتتیک  اتانول  اصلی  تمایز  پس  آید 

بیواتانول در این است که اولی ترکیبی تجدیدناپذیر با منشا  

می منشا  فسیلی  با  تجدیدپذیر  ترکیبی  دومی  اما  باشد 

می نشاسته .(5)باشدغیرفسیلی  قندی،  گروه  و  سه  ای 

بیواتانول تولید  برای  زیستی  اولیه  مواد  از  که  سلولزی  اند 

نیز مهم  گیاهی  منشا  عمدتا  فراواندارند.  ارزان ترین،  ترین، 

دسترس در  و  ضایعات  ترین  اتانول،  تولید  برای  منابع  ترین 

می کشاورزی  نظیر  همچنین  صنایعی  از  باشد.  برخی 

ها قادر  ها و قارچهایی نظیر مخمرها، باکتریمیکروارگانیسم

-از بین تمام میکروارگانسیم (.6) باشندبه تولید بیواتانول می 

مخمر   سرویزیهها،  ی  به  ساکارومایسس    ک عنوان 

GRAS(Generally recognized as safe    )  مسمیکروارگانی

بی بالاطبقه  خطر()عموما  تولید  به  قادر  و  شده  ترین  بندی 

به است.  زیستی  اتانول  در  میزان  زیاد  نسبتا  پایداری  علت 

پذیری در  شرایط سخت و خشن صنعتی و همچنین انعطاف

سازگاری موثر برای تخمیرهای مقیاس بزرگ باعث شده تا  

سرویزیهمخمر   از   ساکارومایسس  وسیعی  طیف  برای 

تخمیری  اتانول  تولید  جمله  از  زیستی  صنعتی  فرایندهای 

های خاص نیز باعث کاهش  برگزیده شود و تمام این ویژگی 

پایین و  هزینه  آلودگی  تخمیر  آوردن  فرایند  در  تقطیر  ی 

تولید  در  مخمر  این  از  استفاده  دلیل  همین  به  که  شده 

می گسترده  و  رایج  زیستی  چالش   (.  7)باشداتانول  های  از 

توان به تولید مقرون به صرفه اتانول با  اصلی این صنعت می
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راندمان بالا اشاره کرد و هرگونه افزایش در غلظت تولیدی  

اتانول در طول تخمیر از نظر کیفیت و ملاحظات اقتصادی  

می به  مطلوب  فرایند  طی  تولیدی  اتانول  افزایش  باشد. 

قدرت   و  عملکرد  چگونگی  داردکه  بستگی  متعددی  عوامل 

از  تخمیری  شرایط  در  سلول مخمر  فیزیولوژی  و حفظ  بقا 

آن   مهم  مختلف    بر(.  8)باشدمیعوامل  مطالعات  اساس 

 زاصورت گرفته در مورد ترکیبات مواد مغذی و عوامل تنش

زا، اتانول به عنوان تنش بر رشد مخمر، درمیان عوامل تنش

اتانول و توقف تخمیر می تولید  باشد  اصلی، مسئول کاهش 

زیست اهمیت  دلیل  به  صنعتی  که  و  اکولوژیکی  شناسی، 

گرفته  درباره صورت  زیادی  مطالعات  اتانول  تحمل  ی 

روش  (.9)است طریق  از  فیزیولوژی  اتانول  بر  مختلفی  های 

می تاثیر  مخمر  میسلول  جمله  آن  از  که  به  گذارد  توان 

بر ساختار و عملکرد غشای سلولی مخمر  تاثیرات مضر آن 

های مهم  اشاره کرد. همچنین اتانول باعث اختلال در آنزیم

اکسیژن در مخمر   آزاد  رادیکال  تولید  مسیر گلیکولیتیک و 

کند،  شده و علاوه بر آن، اتانول اندوسیتوز سلول را مهار می

پمپ فعالیت  داخل  بر  غشاهای  هیدروژنی  های 

هایی مانند  گذارد و باعث مهار آنزیممیتوکندریایی تاثیر می 

می دهیدروژناز  انتقال  الکل  سیستم  بر  اتانول  تجمع  شود. 

می تاثیر  نیز  سلولی  کاهش  درون  باعث  نهایت  در  و  گذارد 

می تولیدی  اتانول  که (.  10)شودمقدار  تغییراتی  جمله  از 

توانیم به مهار متابولیسم،  کند می اتانول در مخمر ایجاد می

کاهش مصرف سوبسترا توسط مخمر، کاهش رشد، تغییر در  

ساختار غشا و افزایش نفوذپذیری اشاره کنیم که در نهایت  

می  مخمر  سلول  مرگ  به  در  منجر  اینکه  به  توجه  با  شود. 

تلاشسال اخیر  برای  های  وسیعی  مطالعات  و  زیاد  های 

شناسایی ساز و کارهای پاسخ به تنش اتانول انجام شده اما  

با این حال ساز و کار تحمل به اتانول در این مخمر به طور 

کامل شناسایی نشده، به عبارت دیگر صفت تحمل در برابر  

شبکه به  پیچیدهاتانول  واکنشی  که  است  وابسته  های  ای 

از دلایلی که    (.11)  متقابلی در سطح ژنوم باهم دارند  یکی 

شود،  مشکل  اتانول  تحمل  کار  و  ساز  تعیین  شده  باعث 

شبکه میپیچیدگی  مخمر  پاسخ  که ی  طوری  به  باشد 

-شوند. بسیاری از ژنریزی میمسیرها به طور مداوم برنامه

های شناخته شده در تحمل به اتانول نقش دارند، مربوط به  

سلولی غشای  ژنترکیب  مثال،  برای  ، ETRI  هایاند؛ 

OARI  ،SUR4،  FENI    وHTD2    متابولیسم به  مربوط 

ژن و  غشا  اشباع  چرب  ،  DEPI،  FEN2  هایاسیدهای 

UME6  ،HACI    وPEXI5    و لیپیدها  متابولیسم  به  مربوط 

چرب   در    افزایش(.  12)هستنداسیدهای  اتانول  به  تحمل 

تر منجر  تر و کاملبه تخمیر سریع مخمرهای سویه صنعتی

و  می کارایی  تولید،  بازده  افزایش  باعث  همچنین  و  شود 

ها قادر به  پایداری سویه حین فرایند خواهد شد. این سویه

طولانی مدت  به  تخمیر  فرایند  عملکرد  زمان  در  افزایش  تر 

اتانول می برسویهحضور  تحقیق  مقاوم  شوند. همچنین  های 

سویه این  که  است  داده  نشان  اتانول  تنش  برابر  از  در  ها 

تنشقابلیت سایرعوامل  به  مقاومت  مانند  دیگر  از های  زا 

حرارتی   و  اکسایشی  تنش  و  اسمزی  فشار  جمله 

از دو رویکرد مهندسی ژنتیک و مهندسی  (.  13)برخوردارند

می سویه  تکاملی  بهبود  مسیر  در  ساکارومایسس  توان 

هردو    سرویزیه در  برد.  بهره  اتانول  به  تحمل  افزایش  برای 

یا   مستقیم  طور  به  شده  اعمال  تغییرات  رویکردها،  این 

می اتفاق  ژنتیکی  تغییرات  طریق  از  و  غیرمستقیم  افتد 

تمامی این تغییرات نیازمند درک سطح بالایی از توانمندی 

تنش برابر  در  ژنسلول  و  مدنظر  این  های  در  موثر  های 

می فنوتیپی  رویکردی (.  14)باشد  صفات  تکاملی  مهندسی 

صفتی بهبود  جهت  اتانول   است  به  تحمل  )صفت 

سرویزیه آزمایشساکارومایسس  آن  در  که  تکامل  (  های 

فشار   تطبیقی اعمال  از  استفاده  با  و  دلخواه  شرایط  در 

هنگامی که  (.  15)  شوندانتخابی به مدت طولانی طراحی می

اندازه و  کوتاه  میکروارگانیسم،  نسل  تولید  جمعیت زمان  ی 

آزمایش باشد،  ایدهبزرگ  زیرا  ها در شرایط  بود؛  آل خواهند 

جهش از  خودبسیاری  نسل  هر  در  داده  رخ  خودی  ه بهای 
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است و نسل تطبیق یافته به سرعت در کل جمعیت تکثیر 

تکاملی  بنابراین  (.  9)  یابدمی مهندسی  در  موثر  عوامل  از 

اشاره می اولیه  جمعیت  میزان  و  زمان  مدت  به  توان 

می    (.16)کرد دیگر  عبارت  جمعیت به  هرچه  گفت،  توان 

های بیشتر و آزمایش شده بیشتر باشد، احتمال وقوع جهش

زیادتر آزمون  مفیدتر،  طی  آماری  لحاظ  از  همچنین  است. 

مطلوب فنوتیپ  جداسازی  امکان  مدت  طولانی  تر های 

می ارگانیسم  (.17)یابدافزایش  پایینی  بیشتر  جهش  نرخ  ها 

بنابراین      10-10 تا  10-9یعنی در حدود   در هر نسل دارند، 

چند کوچک که باعث افزایش    در شرایط رشد، هر عاملی هر

-های مفید فراهم می را برای جهش  نرخ جهش شود، زمینه

جهش مواد  زاییکند.  یا  اشعه  از  استفاده  با  که  هایی 

می رخ  تنوع  شیمیایی  افزایش  باعث  اغلب  ژنتیکی دهد، 

آزمایش در  اولیه  میجمعیت  تکاملی  رکیب   (.18)شودهای 

مخمر سلول  فیزیولوژی  در  تخمیر  محیط  مغذی  و   مواد 

از اهمیت حیاتی    همچنین توان تحمل و تولید اتانول مخمر

می عواملباشد برخوردار  دستر  تاثیرگذاری  .  در   سمانند 

منیزیم،  گوگرد،  پتاسیم،  مثال  برای  معدنی،  مواد    بودن 

هم  ب کمیار  عناص  نیتروژن، رشد   چنینو  برای  اکسیژن 

مسلول بهوها  عوامل  این  است.  چشمثر  رشد  طور  بر  گیری 

تأثیرگذار  اتانول  تولید  بازده  و  تنش  تحمل  مخمر، 

  محیطpH مهم    پارامترهای  از  دیگر  یکی (.  19)هستند

  ها، باکتری  ناخواسته  رشد  از   جلوگیری  برای  که  است  تخمیر

  های میکروارگانیسم  رشد  و  لاکتیک  اسید  هایباکتری  ویژهبه

  قند   بالای  غلظت  با  ملاس(.  20شود)  کنترل  باید  شده  کشت

منبع    مناسب  اتانول  تولید  و  تخمیر  برای عنوان  به  و  است 

دارد گسترده  استفاده  صنعتی  ابعاد  در   (.22و21)کربن 

به   را  ساکارز  گلوک  دومخمر  فر  زمونوساکارید   توزکوو 

را    و  زهیدرولی کربن    بهآن  منبع  مسیرهای  دشکل  ر 

  دهد. به دو علت اصلی ده قرار میاتفاس  د موردخو  کابولیتم

یا نیشکر م غنچ  لاسم تولید مخمر   در   اصلی   و  اولیه  اده در 

و    ستفادهس الار مد  جودخوبی از قند موخمر بهم  -1:  است

صرفه ی بهدصاتنظر اق  از  لاساز م   تفادهاس  -2    کند؛رشد می

از  عملیاتی  هیچ  انجام  بدون  که  است  پسابی  زیرا  است؛ 

میدبه  شکر  فیهتص م   به  ملاس  .یدآست  ر  دکه  ایعی  هر 

تشکیلاجزا  ود  43از    شبی  آن  ههند د  ی  قند    جود رصد 

باشد،تاشد استعموما  ؛  دشومی  گفته  ه  ساکارز  قند  . این 

 ه شکر،یفو به مراحل تص  بوده   اوت تفبسیار م  لاسترکیب م

فصل  و  بآ  موقعیت و  نیشکر   لاسم  دارد.  گیتبس  یهوایی 

 ستدنیشکر است که    از  شکر  تولید   نهانبی کارخاج  لصوحم

از  تن نباید کم آو بیریکس    داردرصد قند  د  46کم    5/79ر 

انبی تولید شکر ل جصوحدر مغنچ  لاسم(.  23)درصد باشد

رصد قند و بریکس  د  48کم  ستدارای  دندر است که  غاز چ

 از  یکی   صنعتی  محیط  یک  سازی  بهینه(.  24)است  5/79

  شده  بهینه  محیط.  است  بیواتانول  تولید  افزایش   های  راه

  و   کربن  منابع  جمله  از  اجزاء   تمام   بهینه  مقادیر  حاوی

 برای  نیاز  مورد  مقادیر  حداقل  و  رشد  فاکتورهای  و  نیتروژن

  میکروارگانیسم   یک  توسط  هامتابولیت  تولید  و  رشد

مجموعه(.  26و25)است پاسخ  سطح  تکنیکمتد  از  های ای 

رود  کار میسازی فرایندهایی بهباشد که در بهینهآماری می

ها تحت تاثیر قرار که پاسخ موردنظر توسط تعدادی از متغیر

واژهمی تعریف  ریاضی سبب  مدل  ی  گیرد. شمای گرافیکی 

طرح  این  مزایای  از  است.  شده  متد  این  به  پاسخ  سطح 

-ها اشاره کرد و هم توان به کاهش تعداد آزمایش آماری می

چنین کلیه ضرایب مدل رگرسیون درجه دوم و اثر متقابل  

ترین مسئله این تحقیق باشند. مهمفاکتورها قابل برآورد می

این از  بود که  اصلی و متقابل فاکتورها  آثار  رو طرح  بررسی 

شد انتخاب  پاسخ  سطح  با    در(.  28و27)آماری  روش  این 

متغیر تعداد  قراردادن  کمینه معیار  و  بیشینه  حدود  ها، 

می  متغیر،  هر  برای  شده  را  تعیین  آزمایش  ماتریس  توان 

زمانی  کرد.  اینطراحی  باشد،  زیاد  متغیرها  تعداد  روش    که 

روش با  کامل  درمقایسه  فاکتوریل  مانند  پرحجمی  های 

آزمایش   که  مواردی   ( خاص  شرایط  در  و  دارد  ارجحیت 

می مفید  بسیار  است(  سیستمیک  غیر  و  نامنظم  -تجربی 
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های خمیرمایه و تخمیری در این مطالعه ابتدا از نمونه  باشد. 

مخمر   جدایه  شده،  آوری  سروزیهجمع  با    ساکارومایسس 

گردد و  قابلیت تحمل غلظت های اتانول بالاتر جداسازی می 

های بالاتر  سپس با هدف افزایش توان تحمل و تولید غلظت

جدایه این  جهش  اتانول،  عوامل  )اتیدیوم با  شیمیایی  زای 

مهندسی   و  تطبیقی  تکامل  راهبرد  همچنین  و  بروماید( 

به غلظت اتانول بالاتر خوتکاملی  . نهایتا  داده می شود  های 

پس از بررسی توان تولید اتانول توسط جدایه توسعه یافته،  

مهم تاثیرگذار در توان تولید اتانول از جمله   محیطی  عوامل

های سولفات آمونیوم و میزان بریکس محیط کشت، غلظت

روش از  استفاده  با  پاسخ   تلقیح  سطح  آزمایش   طراحی 

(RSM)    بهینه خواهد شد و تولید اتانول با راندمان بالا ایجاد

 خواهد گردد. 

 

 

 ها مواد و روش

 های کشت و شرایط کشت مخمرها محیط

سلول   مخمرجداسازی  غلظت  های  به  تحمل  بالاتر  با  های 

در کشور  از خمیرمایه  اتانول موجود  مختلف  عنوان  های  به 

ی والد در  سویهانجام شد.  ی والدی  هاسویهجمعیت اولیه و  

کشت  YPD  (Yeast extract Peptone  مایع  محیط 

Dextroseحاوی داده  اتانول    % 8  (  حجم( کشت  در  )حجم 

بهشد و  سانتی  30در    ساعت  48مدت    ند  در گراد  درجه 

انکوباتور   گرم    20این محیط حاوی  .  گذاری شدگرماشیکر 

 10گرم در لیتر پپتون )مرک( و    20)مرک(،    در لیتر گلوکز

مخمر عصاره  لیتر  در  می  گرم  ساخت  )مرک(  برای  باشد. 

جامد،   مواد   2محیط  سایر  به  )مرک(  آگار  وزنی  درصد 

محیط درنهایت،  و  شد  دمای  افزوده  در  درجه   121ها 

به مدت  سانتی استریل شدند.   15گراد و  اتوکلاو  در    دقیقه 

از   حاوی    YPD  مایع  محیط کشتساعت رشد در    48پس 

محیط  100اتانول،    8% روی  بر  محیط  از  های  میکرولیتر 

YPDA  (Yeast extract Peptone Dextrose Agar  )  کشت

  24اتانول منتقل و کشت داده شدند و به مدت    %8حاوی  

در   سانتی  30در  ساعت  شدند.    گراددرجه  گرماگذاری 

های تشکیل شده برای سنجش توانایی تولید اتانول در  کلنی

 زایی برداشت شدند. ابتدا و سپس برای اعمال جهش

 د یبروما  وم یدیاتزایی با  جهش

منظور     این  مایع    2×810به  از محیط کشت  ،  YPDسلول 

تهیه و سپس سوسپانسیون سلولی در بافر فسفات سدیم با  

دار تهیه شد در یک لوله درپیچ  pH  2/7مولار و    1/0غلظت  

گراد با  درجه سانتی  30ساعت روی شیکر در    1و به مدت  

گرم بر لیتر اتیدیوم میکرو  500در مجاورت    rpm  110دور  

ژنتیکی  )سیگما(   بروماید  تنوع  ایجاد  شد.    جهت  داده  قرار 

  و   نشین شدندسانتریفیوژ و ته  rpm  3000ها در دور  سلول

بافر فسفات  با  سوسپانسیون سلولی    شست و شویواکنش با  

شد.   متوقف  تهیه   100سدیم  سوسپانسیون  از  میکرولیتر 

کشت  بهشده   در    %8حاوی    YPD  مایع   محیط  )حجم 

منتقل    حجم( مدت  اتانول  به  درجه   30در    ساعت  48و 

 (.  29و 11شد)گذاری گرما در شیکر انکوباتور گراد سانتی

 های تکامل تطبیقیآزمایش

آزمایش    برای  ملاس  محیط کشت  از  آزمایش  این  های  در 

اتانول به الکل  از  و  عنوان تنش فیزیولوژیک تکامل تطبیقی 

مجاورت   برومایدمیکرو  5  غلظتدر  اتیدیوم  لیتر  بر    گرم 

به عنوان عامل ایجاد جهش تصادفی و ایجاد تنوع    )سیگما(

کردن  ژنتیکی   رقیق  با  ملاس  کشت  محیط  شد.  استفاده 

قند ملاس   بریکس    چغندر  تا  مقطر  آب  شد.    18در  تهیه 
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به رقت،  تهیه  از  ناخالصیپس  حذف  جامد،  منظور  های 

دقیقه   25مدت  به  rpm5000 محیط کشت آماده شده در  

دمای   در  سانتی  4و  از  درجه  پس  شد.  سانتریفیوژ  گراد 

با    2افزودن   کشت  محیط  آمونیوم،  سولفات  لیتر  در  گرم 

در   سولفوریک  اسید  محیط     5/4pHافزودن  شد.  تنظیم 

دقیقه    10گراد به مدت  درجه سانتی  121کشت در دمای  

شد تطب(.  30)اتوکلاو  متوالی   80طیی  ق یتکامل   مرحله 

جدایه زمان  کشت  مدت  به  مرحله  هر  و  در    ساعت،   24ها 

با  میکروپلیت به عبارتی    .شد   انجام خواهد چاهک    96هایی 

در    یافتههای جهشجدایهچاهک جمعیتی حاصل از   در هر

الکل   تنش  جهششرایط  ماده  غیرکشنده  غلظت  زای  و 

به اتانول  غلظت  و  قرارگرفت  بروماید  تدریج درطول اتیدیوم 

افزایش  کشت متوالی  تحقیق،  .  یافتخواهد  های  این  در 

بودن   محیط کشت  سلولرشد  مثبت  کدورت  افزایش  و  ها 

پارامتر انتخابی برای انتخاب و انتقال  عنوان  بهدر هر مرحله،  

بالاتریهجدا تحمل  با  بعد   های  مرحله  قرار    به  -میمدنظر 

مخمریگیرد جمعیت  در  .  مکرر  رشد  اتیدیوم    با  حضور 

غلظت بالای تنش الکل با آن خو گرفته و سازگار    بروماید و

شرایط  این  در  برتر  جمعیت  تکثیر  به  نهایت  در  که  شده 

های بالاتر اتانول  به غلظتیافته  های تکاملمنجر شد و سویه

به     (. 31)شوندانتقال داده می های  جداسازی جدایهباتوجه 

غلظت آزمایش%8اتانول    اولیه در  برای شروع  تکامل  ،  های 

درصد    %12)حجم در حجم( تا    %8تطبیقی از غلظت اولیه  

اتانول افزایش %)حجم در حجم(  به صورت  در   0.5،  اتانول 

و   غلظت  افزایش  اعمال    10هر  جهت  غلظت  هر  در  پاساژ 

کارآمدتر،   بهتطابق  که  شد  بدون  استفاده  و  مستقیم  طور 

هر   سپس  شد.  اضافه  کشت  محیط  به  کردن  استریل 

از  تا  شد  پوشیده  محکم  کاملا  غشایی  فویل  با  میکروپلیت 

میکروپلیت  تبخیر  شود.  جلوگیری  دمای  الکل  در    30ها 

سانتی دور  درجه  و  برای   rpm70 گراد  شدند.  گرماگذاری 

بیرونی از  محیط  تبخیر  از  ردیف جلوگیری  های  ترین 

استفاده نشد به  16و  11)میکروپلیت  توجه  با  مثبت  رشد   .)

سویه طریقها  خوگیری  در  اندازه  از  کدورت  میزان  گیری 

600OD    یک  24هر دستگاه  ساعت  از  استفاده  با   Bio)بار 

tech, USA)    افزایش و    شودمیخوانش در صورت  دور  هر 

شد. خواهد  داده  پاساژ  بعدی  مرحله  به  منظور به  کدورت 

یافته، قبل از   های سلول تکاملنگهداری و حفظ تمامی رده

کشت،   تکرار  به  میلی  2/0هربار  قبلی  کشت  از   2/0لیتر 

گلیسرول  میلی محلول  از  کشت    40لیتر  محیط  در  درصد 

YPD    گراد ذخیرهدرجه سانتی  -80تازه، اضافه و در دمای-

محاسبه برای  نمایی  رشد  تابع  از   . گرفت  صورت  ی سازی 

اولیه  مقادیر  گردید.  استفاده  نمونه  برای هر  رشد  ویژه  نرخ 

600OD  ها محاسبه و مورد استفاده  یکسان برای همه چاهک

رابطه زیر محاسبه   از  استفاده  با  قرار گرفت. نرخ ویژه رشد 

 (. 32)شد

µ = (lnX2 – lnX1) / (t1-t2) 

های حاصل از بررسی توان تولید اتانول توسط جدایه

 تکامل تطبیقی

اتانول   %12مخمر حاصل از تطابق در محیط غلظت    جدایه 

کشت    -  )حجمی محیط  به   %12حاوی    YPDAحجمی(، 

  30در    ساعت  24شت داده شد و به مدت  اتانول منتقل و ک

سانتی گرماگدرجه  کلنیگراد  شد.  شده  ذاری  تشکیل  های 

اتانول تولید  توان  سنجش  محیط میلی  200به    برای  لیتر 

بریکس   با  لیتر سولفات   2حاوی    22کشت ملاس  در  گرم 

در   سولفوریک  اسید  افزودن  با  کشت  محیط  آمونیوم، 

5/4pH     و   200  و   گرادسانتی  درجه  29  دمای  در منتقل 

پس  شوند.  می  اریذساعت گرماگ  24  مدتبه  دقیقه در  دور

زیست  24از   افزایش  و  هوازی  رشد  سلولی، ساعت    توده 

  29  دمای   درشود و  هوازی میمحیط جهت تولید اتانول بی

گرماگ   24  مدتبه  گرادسانتی  درجه شوند.  می  اریذساعت 

بیبه شرایط  ایجاد  از  هوامنظور  اتانول  تولید  جهت  زی 

نازل ورود  درپوش  از  جلوگیری  هوا جهت  قفل  دارای  و  دار 

می استفاده  محفظه  داخل  به  تولید   شود.اکسیژن  میزان 
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جدایه  تولید  میزان  بالاترین  با  خاصی  جدایه  توسط  اتانول 

والدی   شد.های  خواهد  فنوتیپی    مقایسه  شناسایی  جهت 

آزمون  مخمر،  ریختجدایه  و  های  ماکروسکوپی  شناسی 

های بیوشیمیایی افتراقی انجام  میکروسکوپی به همراه تست

در  آگار YPD ها پس از کشت روی محیط. کلنیمی شود

سانتی  30دمای   مدت  درجه  به  نظر    48گراد  از  ساعت 

و به  های ظاهری )رنگ، سطح، حاشیه و برجستگی(  ویژگی

همچنین .  گیرندمیمورد بررسی قرار  صورت میکروسکوپی  

تخمیر قندها شامل گلوکز، مالتوز، ساکاروز، لاکتوز و  توانایی  

 (.  34و  33)خواهد شدگالاکتوز بررسی 

الکل    تولید  ارزیابی و  مستقیم  تقطیر  روش  با  اتانول 

 سنجی نمونه 

فرایند     اتمام  از  بی   ساعت  48پس  کل    هوازی،کشت 

بالن  محتویات   درون  لیتری  میلی  500  تقطیرمحیط کشت 

ای، اتانول  تخلیه گردید و با استفاده از سیستم تقطیر شیشه

  100تولید شده از محیط ملاس استخراج گردید. در نهایت  

به تقطیر  از  حاصل  مایع  از  لیتر  اندازهمیلی  گیری منظور 

اتانول در یک استوانه مدرج ریخته شد و با استفاده   درصد 

 . درصد اتانول سنجش شدسنج آنالوگ از الکل

 طراحی آزمایش به روش سطح پاسخ 

روشروشاز     آزمون،  طراحی  متداول  پاسخ  های     سطح 

سطح  روش    شود.های تجربی استفاده میبرای ساخت مدل

های آماری و ریاضیات کاربردی ای از تکنیکمجموعه  پاسخ

طرحمی گونه  این  در  هدف  بهینهباشد.  پاسخ ها  سازی 

مستقل  متغیر  چندین  از  متاثر  که  است  خروجی(  )متغیر 

می بهینه   پاسخ  سطح  روشباشد.  ورودی  طرح،  برای  سازی 

روش هزینه  کاهش  گراندر  بیهای  و  های  نظمیقیمت 

آن با  مرتبط  داردعددی  کاربرد  میزان   (.35)ها  متغیرهای 

به  سویه  تلقیح  میزان  و  آمونیوم  سولفات  غلظت  بریکس، 

  1  جدول محیط تخمیر، پارامترهای وروردی هستند که در   

-آورده شده اند و در سه سطح وارد معادله سطح پاسخ می 

آزمایش   15افزار  شوند. پس از وارد نمودن این اطلاعات، نرم

آزمایش انجام  برای  را  همه  مختلف  که  نمود  پیشنهاد  ها 

در  آن  سطح    2جدول  ها  معادله  عموما  است.  شده  آورده 

پاسخ، مدل درجه دوم کامل یا فرم کاهیده آن است. مقدار  

نرم از  شد.  محاسبه  واقعی  مقادیر  براساس  الکل  افزار تولید 

Minitab 19    رسم و  اطلاعات  تحلیل  و  تجزیه  جهت 

         نمودارهای مربوط به روش سطح پاسخ استفاده شد.

            

عوامل اصلی )بریکس محیط، سولفات آمونیوم، میزان تلقیح(   . 1جدول 

 ها و سطوح آن

 بیشینه  کمینه  عامل

)%(  بریکس محیط  18 26 

 10 30 (g/L)سولفات آمونیوم 

 (CELL/ML)میزان تلقیح 

 

   107 109 

 

های متعامد برای سطوح مختلف عوامل اصلی بریکس  آرایه . 2جدول 

 محیط، سولفات آمونیوم و میزان تلقیح 

بریکس  شماره آزمایش 

 محیط 

سولفات  

 آمونیوم 

میزان 

 تلقیح

1 22 30 107 

2 22 10 109 

3 22 20 108 

4 26 20 107 

5 26 10 108 
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6 22 20 108 

7 22 10 107 

8 18 10 108 

9 18 20 109 

10 26 20 109 

11 18 20 107 

12 18 30 108 

13 26 30 108 

14 22 30 109 

15 22 20 108 

 

 نتایج 

توان تحمل غلظتجداسازی جدایه با  بالاتر های  های 

 اتانول 

خمیرمایهسلول   مخمر  های های  نمونه  و  مختلف  های 

درصد )حجم    8تخمیری موجود در کشور تحت تنش ثابت  

قرار گرفتند و    YPDدر حجم( اتانول در محیط کشت مایع  

از   دمای    48پس  در  رشد  سانتی  30ساعت  گراد،  درجه 

های  انجام شد و مجددا سلول  YPDAکشت بر روی محیط  

  24درصد اتانول قرار گرفتند. پس از    8مخمری تحت تنش  

های   کلنی  اولیه،    3ساعت،  گری  غربال  از  حاصل  جدایه 

اولیه و سویه اعمال  تحت عنوان جمعیت  های والدی جهت 

آزمایشجهش و  شد. زایی  گرفته  بهره  تطبیقی  تکامل   های 

میانگین  طور  به  اتانول  تولید  قابلیت  حاصل  های  جدایه 

را  0.5±7 اعمال    درصد  و  زایی  جهش  از  قبل  و  ابتدا  در 

 مهندسی تکاملی نشان دادند. 

 زایی و مهندسی تکاملی نتایج جهش

آزمایش    شروع  از  تطبیقیقبل  تکامل  رشد   های  میزان 

 YPDدر محیط کشت    ساکارومایسس سرویزیهی  ها  جدایه

جدایه  %8دارای   این  گرفت.  قرار  ارزیابی  تحت  ها   اتانول 

اعمال   و  بروماید  اتیدیوم  شیمیایی  ماده  با  تیمار  از  پس 

تا   8های مختلفی از اتانول از  زایی، در معرض غلظتجهش

درصد )حجم در حجم( قرار گرفت و نرخ رشد سویه در    12

های یاد شده تعیین گردید. در این مطالعه،  هر یک از غلظت

سویهکلنی و  بروماید  اتیدیوم  با  جهش  از  حاصل  ی  های 

کشت   محیط  در  ابتدا  و    YPDوالدی  شدند  داده  کشت 

آن از  یک  هر  کشت  حاصل  اولیه جمعیت  جمعیت  که  ها 

های تکامل تطبیقی در  روز در آزمایش144نامیده شد، طی  

قرارگرفتند. اتانول  تنش  مشابه  شرایط  راستای  با  در  سازی 

جدایه انتخاب  جهت  در  صنعتی  لحاظ  شرایط  از  برتر  های 

آزمایش در  ملاس  کشت  محیط  از  اتانول،  به  های  مقاومت 

برای گزینش جدایه   استفاده شد. معیارمان  تکامل تطبیقی 

درپی در شرایط  های پیبرتر، توان تکثیر و رشد طی کشت

اتانول بود. این جمعیت ها در محیط کشت ملاس در  تنش 

اتانول  معرض  در  ثابت  و  افزایشی  تنش  کلی  دوحالت 

درصد در تنش افزایشی    12تا    8که از  صورتیقرارگرفتند؛ به

اتانول و در هر پله تحت تنش ثابت به    %5/0  با نرخ افزایش

و    24الی    20مدت   قرار    12الی    10روز  پله  پاساژ در هر 

در شکل  گرفته   آزمایش1سازگار شدند.  -، طرح شماتیک 

های فوق آورده شده است. این آزمایش به طوری انجام شد  

محیط  یک  به  سویه  انتقال  فرایند  افزایشی  رویکرد  در  که 

تازه حاوی غلظت بالاتر اتانول زمانی صورت گرفت که نرخ  

غلظت قبلی برای چندین نسل ثابت باقی مانده بود.   رشد در

از   بیش  از  طی    20پس  که  کشت  صورت   160دوره  روز 

معرض   در  ثابت  و  افزایشی  تنش  رویکردی  در  بود،  گرفته 

رده از  برخی  اتانول  انتخابی  فشار  تحت  گرفتن  های  قرار 

غلظت   در  رشد  به  قادر  شده  آزمایش  درصد    %12سلولی 
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در  ی والد قادر  )حجم در حجم( اتانول بودند؛ درحالی که سویه رشد  نبودند.   به  غلظت  این 

 و تکامل تطبیقی  زاییجهش طرح شماتیک  .1شکل 

آزمایشبه مثبت در تدریج درطول  رشد  تطبیقی  تکامل  های 

بعد   مرحله  به  ترتیب  بدین  و  شد  مشاهده  تکرارها  از  برخی 

در  نیز  تکرارها  از  برخی  در  یافتند.  ارتقاء  افزایشی  تنش 

این   در  رشد  کاهش  و  نگردید  مشاهده  مثبت  رشد  مراحلی 

کشت ها نشان دهنده عدم تطابق با فشار تنشی اعمال شده  

ها از ادامه مراحل تکامل شد. بنابراین  و در نتیجه به حذف آن

از   انتخابی    چندینپس  تنش  شرایط  در  متوالی  دوره کشت 

درصد )حجم در    12های تطابق یافته با  اتانول، از بین جدایه

تحمل و رشد در بالاترین    با قابلیتجدایه    یکحجم( اتانول،  

که این جدایه دارای ،  ردارتقا پیدا ک  %12غلظت اتانول یعنی  

جدایه عنوان  به  مثبت  رشد  از  حداکثر  پس  منتخب  های 

انتخاب شد. این جدایه تحت عنوان  آزمایش تکامل تطبیقی 

گردید.   F1   جدایه از    نامگذاری  پس  بررسی  مورد  جدایه 

محیط روی  کلنی YPD کشت  تا  آگار،  کرم  رنگ  با  هایی 

حاشیه و  صاف  سطح  با  سفید،  که  کرد  ایجاد  مشخص  های 

شناختهویژگی همخوانی    هیسروز  سسیساکاروماشده  های 

سلول  میکروسکوپی  مشاهده  وداشت.  بیضوی  شکل  در  ها 

شناسی  مشخص را نشان داد که بیانگر ریخت حال جوانه زنی

است گونه  این  جدول  (.  33)کلاسیک    هایآزمون   3در 

مالتوز،  گلوکز،  مصرف  به  قادر  جدایه  داد  نشان  تخمیری 

ساکاروز و گالاکتوز بوده اما لاکتوز را تخمیر نکرد؛ این الگوی  

  هیسروز  سسیساکاروما  متابولیکی کاملاً با مشخصات فنوتیپی

داردمط می(.  34)ابقت  تأیید  مجموع  در  فوق  که  نتایج  کند 

با فنوتیپی  نظر  از  نظر  مورد    هیسروز  سسیساکاروما  جدایه 
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تطابق کامل دارد و برای مطالعات بعدی مهندسی زیستی و  

 .سازی تولید اتانول قابل اعتماد استبهینه 

 

های فنوتیپی و بیوشیمیایی جدایه  نتایج آزمون .3جدول 

ساکارومایسس سروزیه مخمر    

 

ویژگی/تست  نوع آزمون 

شده انجام  

نتیجه 

مشاهده

 شده

 تفسیر

مشاهده 

ماکروسکوپی 

 کلنی 

رنگ کرم تا  

سفید، سطح  

های  صاف، لبه

کامل و  

 برجسته 

ویژگی تیپیک   مثبت

ساکارومایسس  

 سروزیه 

مشاهده 

 میکروسکوپی

های  سلول

  10-5بیضوی )

در  میکرومتر( 

 حال جوانه زنی 

شناسی  ریخت مثبت

شاخص  

 مخمرها 

حاوی   محیط تولید گاز از گلوکز 

با لوله    گلوکز

 دورهام 

مثبت 

)تشکیل 

حباب  

 گاز( 

توانایی تخمیر  

 گلوکز 

محیط حاوی   تخمیر گلوکز 

 گلوکز 

مثبت 

)اسیدی  

شدن  

 محیط( 

قابلیت مصرف  

 گلوکز 

محیط حاوی   تخمیر مالتوز

 مالتوز 

ویژگی خاص   مثبت

ساکارومایسس  

 سروزیه 

محیط حاوی   تخمیر ساکاروز تایید هویت   مثبت

  ایگونه

ساکارومایسس   ساکاروز 

 سروزیه 

محیط حاوی   تخمیر لاکتوز 

 لاکتوز 

عدم توانایی   منفی

 مصرف لاکتوز 

محیط حاوی   تخمیر گالاکتوز 

 گالاکتوز 

توانایی مصرف   مثبت

 گالاکتوز 

 

 

 ی منتخب میزان تولید اتانول توسط جدایه

میزان   بر  الکل  به  تحمل  افزایش  تاثیر  کردن  مشخص  برای 

،  F1های تکامل یافته منتخب، جدایه  اتانول تولیدی در جدایه

آن توسط  اتانول  تولید  افزایش  هر  بر  اتانول  تولید  میزان  ها، 

با  جدایه مستقیم  صورت  به  گردید  مشخص  یافته  تکامل  ی 

انجام   الکل سنج  با  اتانول  درصد  گیری  اندازه  و  تقطیر  روش 

نشان داده شده است. درجهت بررسی    2در شکل  گردید که  

جدایه اتانول  تولید  میزان  بر  جهش  تولید اثرات  میزان  ها، 

جدایه میانی  یافتهوالدین  )جهش  منتخب  از ی  قبل  های 

گرفتند.  آزمایش قرار  بررسی  مورد  نیز  تطبیقی(  تکامل  های 

ی افزایش میزان تولید اتانول والدین  دهندهها نیز نشانآزمون

 باشد. ی  اولیه میمیانی نسبت به سویه
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 ای   شهیش ریتقط ستمیشده با س د یاتانول تول ریتقط .2شکل 

 

 یافته ها 

تکامل یافته   نشان داد که مقدار تولید اتانول برای جدایهنتایج  

میزان   بیشترین  که  طوری  به  است  یافته  افزایش  منتخب 

آزمون تکامل   انجام  از  والد که قبل  اتانول توسط سویه  تولید 

 منتخب به برابر F1 جدایه  با اتیدیوم بروماید جهش و    تطبیقی

)حجم در حجم( اتانول تکامل یافت. بنابراین     %10±25/0با  

نتایج   این  راهبردهای  مطبق  اعمال  با  اتانول  تولید  قدار 

جدایه   این  در  اتانول  تنشی  فشار  و  تکاملی   % 20مهندسی 

دهنده افزایش تحمل مخمر به  ها نشانافزایش یافت. این داده 

اتانول در جدایهاتانول می تولید  افزایش  به  که منجر  ی  باشد 

 ت. منتخب گردیده اس

 نتایج بهینه سازی تولید اتانول به روش پاسخ سطح

  دو  بین  تعامل   پاسخ،   سطح  بعدی   سه  نمودار  از  استفاده   با   

.  است  درک  قابل  راحتی  به  هاآن  بهینه  سطوح  و  متغیر  عامل

محیط  اثر   ،3  شکل  در آمونیوم  و   بریکس    غلظت   بر   سولفات 

متغیر دیگر   با(  v/v)%    اتانول نظر گرفتن   در سطح صفر در 

حداکثر  شده   داده  نشان   محدوده   در  اتانول  غلظت  است. 

  ، 4شکل  .شد   سولفات آمونیوم مشاهده  g/L30 و    26بریکس %

  با   اتانول  غلظت  بر  را  میزان تلقیح  و   بریکس محیط  متقابل  اثر

دیگر متغیر  گرفتن  نظر  در  صفر  سطح    .دهد می  نشان   در 

 بهینه   غلظت  است،   شده  داده  نشان  نمودار  در   که  همانطور

 محدوده  مرکزی  مقدار  از  بریکس  افزایش  تحت  اتانول

  مشاهده  میزان تلقیح  cell/ml  910  و  26به %  نزدیک  آزمایش،

 بر   آمونیوم با میزان تلقیح را  سولفات  متقابل  اثر  ،5شکل  .شد

دیگر  با   اتانول  غلظت متغیر  گرفتن  نظر  در  صفر  سطح    در 

  است،   شده  داده  نشان  نمودار  در  که  همانطور  .دهد می  نشان

محدوده  اتانول  بهینه  غلظت و    g/L  30  در  آمونیوم  سولفات 

cell/ml  910  تلقیح تایید    . شد  مشاهده  میزان  شرایط  برای 

آنالیز   با  گرفت.  صورت  تکرار  سه  در  تایید  آزمایش  بهینه 

دادهداده رگرسیون  بررسی  جهت  مقادیر  ها  تجربی،  -Rهای 

Squared  ،R-Squared (adj)    وR-Squared (Pred) 

مقدار   بودند.  رگرسیون  برای  قبولی  قابل    981/0تاییدکننده 

درصد    1/98نشان دهنده این است که بیش از    R-sqپارامتر  

و داده هستند  توصیف  قابل  پیشنهادی  مدل  با  تجربی  های 

   .ها وجود داردبینی دادهدرصد خطا در پیش 2تنها حدود 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 الف(

( ب  
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 رهایمتغ ری( با سا v/v%بر غلظت اتانول )   سولفات آمونیوم و  بریکس محیطاثر  ،کانتورب( سطح پاسخ و  الف(  ی نمودارها .3شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   رهایمتغ ری ( با ساv/v%بر غلظت اتانول ) میزان تلقیح و بریکس محیطاثر   ، کانتورب(سطح پاسخ و   الف(  ی نمودارها .4شکل 

 

 

 

 

 

 

 الف(

( ب  

( ب  

 الف(
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 رهایمتغ  ری ( با ساv/v%بر غلظت اتانول )  سولفات آمونیوم و میزان تلقیحاثر  ،کانتورب( سطح پاسخ و  الف(  ینمودارها .5شکل 

  به  مدل  بهینه،  محدوده  و  شرایط  انتخاب  برای  6شکل  مطابق  

نیز  طور از  تحلیل  و  تجزیه  مورد  جداگانه   گزارش   قرارگرفت. 

 عنوان   به  اتانول  حداکثر  با  نیاز  مورد  معیارهای  اعتبارسنجی،

 توسط   خودکار  طوربه  ها نیزحل  راه  انتخاب.  شدند  انتخاب  هدف

  بازده   حداکثر  به  دستیابی  نهایی  هدف  .شدند   بازیابی  افزارنرم

محدودکننده  اتانول عوامل  کردن  بهینه  زیرامی  با  منبع   باشد 

 بنابراین  .است  تخمیر  برای  پرهزینه  غذایی  منابع  از  یکی  کربن

آمونیوم  سطوح  . شد  انتخاب  ملاس  %25بریکس    در   سولفات 

 cell/ml  710و میزان تلقیح نیز در محدوده    g/L  21  محدوده

 .  شد  انتخاب 86×

  حد   و  %10پایین    حد.  است  10%  بالای  اتانول  هدف، تولید 

  شده  بینیپیش  پاسخ  حداکثر .باشد می ( v/v) %9/11 بالایی

  مکرری  هایآزمایش  چنینهم  .بود  (v/v)  %08/11  مدل  از

گرفت  شدهبینیپیش  بهینه  تأیید   جهت  نتیجه  .صورت 

.  بود  منطبق  شدهبینیپیش  مقدار  با  تکرار  سه  از  حاصل

  با   مقایسه  در.  شد   ثابت  مدل  که  بود   ( v/v)  %11  میانگین 

  نهایی   بازده   در  افزایش  %10  به  نزدیک   غیربهینه،  محیط

      .شد مشاهده  آماری بهینه شرایط تحت اتانول

 پاسخ  بینی بهینه حالت و بیشترین درصد اتانول تولید شده توسط متد سطحپیش .6شکل 

 گیری بحث و نتیجه
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اتانول جهانی  تقاضای  رشد  افزایش  به  پاندمی  باتوجه  زیستی، 

هرچه   COVID-19اخیر   تولید  به  نیاز  و  جهان  سراسر  در 

اتانول در سال های اخیر، در زمان حاضر نیاز به حجم  بیشتر 

. این بدان معناست که  (36د) زیستی وجود دارزیادی از اتانول

و   عملکرد  بهبود  زیستی  این محصول  تولید  از  مرحله  هر  در 

میبهره ضروری  بسیار  با وری  شرایط  این  از  بسیاری  باشد. 

برطرف شدن میمهندسی میکروارگانیسم قابل  با  ها  باشد که 

دوباره افزایش طراحی  به  منجر  متابولیسمی  مسیرهای  ی 

بهره و  عملکرد  می سطح  اولیه وری  مواد  درنهایت،  شود؛ 

های تولیدکننده و میزان سرمایه موردنیاز در مقیاس کارخانه

تولید کاهش میو هزینه تولید به(.  38و    37)د یاب های  منظور 

به مقرون  و  از کارآمد  است؛  لازم  سریع  تخمیر  اتانول،  صرفه 

رشد این سرعت  دارای  باید  شده  برگزیده  مخمر  سویه  رو، 

(.  39)خوب و میزان تولید اتانول در غلظت بالای اتانول باشد

-طی مطالعات متعدی که تاکنون صورت گرفته است، جهش

-ها رخ میزا در ژنوم سویههایی که با استفاده از مواد جهش 

یا جهش خودبهدهد  تکاملی  های  انطباق  طریق  از  که  خودی 

می سازگار  اتانول  تنش  با  مخمری  می جمعیت  باعث  -شوند 

واقع   در  یابد.  افزایش  تنش  در  مخمر  رشد  میزان  که  شود 

گیرد که مخمر در غلظت کشنده یا  جهش هنگامی صورت می 

می قرار  اتانول  رشد  از مهارکننده  حاصل  تغییرات  با  و  گیرد 

-طور چشمجهش، بقای خود را در حدود این غلظت الکل به

سویه با  مقایسه  در  میگیری  بهبود  والدی  و    40د)ده های 

به.  (41 اتانول  بالای  غلظت  در  مخمرها  رشد  عنوان بنابراین، 

آزمایش  برای  مناسبی  انتخاب  تطبیقی  پارامتر  تکامل  های 

می اتانول  تحمل  صفت  تأثیر  (.  15)باشدبرای  بررسی  برای 

ات تولید  افزایش  بر  الکل  به  تحمل  ازانافزایش  سنجش   ول، 

اتانول توسط جدایه مذکور استفاده شد یج  ا. نتمستقیم تولید 

ها نسبت به اتانول بهبود یافته و هن دادند تحمل این سویانش

-یهنسبت به سوهمچنین توان تولید اتانول توسط این جدایه  

است  والد  ی یافته  اینکه  و  افزایش  بر  در  را  خود    رشد  علاوه 

بیشتری  ن  ای اتانول  میزان  درنهایت،  دادند؛  ادامه  نیز  شرایط 

س به  والدی ویهنسبت  همکاران   Dinh  .کردند  تولید  ی  و 

مهندسی  2008) راهبرد  از  استفاده  با  و  ناپیوسته  روش  با   )

سویه از  یکی  اتانول  به  تحمل  ساکارومایسس  های  تکاملی، 

از    سرویزیه را  آزمایشگاهی  به    8هاپلوئید  درصد    10درصد 

و همکاران در    Stanleyطی مطالعه دیگری  (.  26)ارتقا دادند

سویه  2010سال   جهش  از  سرویزیهی  پس    ساکارومایسس 

W303-1A   اتانول به  تحمل  میزان  سولفونات،  متان  اتیل  با 

جهشسویه سویههای  و  دوره یافته  یک  از  پس  را  والدی  ی 

به اتانول  در  تطبیقی  تکامل  بررسی آزمایش  پیوسته  صورت 

نشان و  از  کردند  پس  که  در   192دادند  مداوم  کشت  روز 

هر   اتانول  به  تحمل  میزان  اتانول،  تنش  شرایط  در  بیوراکتور 

از   افزایش    9درصد به    5/7دو سویه  درصد )حجم در حجم( 

-ای که بدون هیچیافته بود؛ اما میزان مصرف گلوکز در سویه

جهش عامل  یافته گونه  تکامل  اتانول  تنش  شرایط  در   زایی 

سویه به  نسبت  بودبود،  یافته  افزایش  نیز  دیگر    (. 42)ی 

Turanli  ( همکاران  مطالعه2017و  در  متان (  اتیل  از  ای 
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زایی استفاده کردند و میزان تحمل یک سولفونات برای جهش 

سرویزیهی  سویه آزمایشگاهی    ساکارومایسس  هاپلوئید 

CEN.PK 113-7D    از تا    5را  در    10درصد  )حجم  درصد 

تکاملی   مهندسی  روش  با  نیز  ادامه  در  دادند.  افزایش  حجم( 

تا   را  اتانول  به  آن 12تحمل  از  پس  و  دادند  افزایش  درصد 

کروموزوم تعداد  در  سویهتغییرات  در  را ها  یافته  تکامل  های 

دادند.   قرار  بررسی  افزایشمورد  حاضر  تحقیق  به    در  تحمل 

افزایشی و ثابت ط روز و در کشت   144 یاتانول روش تنش 

با    و در حجم بسیارکم   کچاه  96های با  بسته، در میکروپلیت

 خبهبود نر(.  39)صورت گرفت  %10تا    %8های افزایشی  غلظت

کهرشد تکاملی  ی  روند  گرفت  طی  با  صورت  مقایسه  در   ،

ب اههزینه بسیار سخت  الای  شرایط  و حفظ  پیوسته  ی کشت 

سیستم صراین  با  و  کوتاه  زمان  در  بسیارکم  ف ها،    ی هزینه 

بود رشد  .همراه  تغییرات  مطالعه  این  مثبت در  رشد  و   ی 

و  یافته  جهشهای  هجدای  ترینمقاوم به  ت  درنهایبررسی 

از چنین در این تحقیق  هم  .شد  منجر  ی برترهجدای  1  بانتخا

با توجه به نتایج  .  عنوان شاهد استفاده شدبهسویه والد اولیه  

میبه پژوهش،  این  در  آمده  تعیین  دست  درصدهای  از  توان 

ی غربالگری و  ی اتانول به منظور فشار انتخابی در مرحلهشده

با   همراه  سازشی  تطابق  و  جهش  از  بعد  مرحله  در  همچنین 

هایی منجر  برد. این فرایند به انتخاب جدایهفشار انتخابی بهره

ها افزایش یافته بود. استفاده از  شد که تحمل به اتانول در آن

به   مقاومت  بهبود  روند  تاثیر چندانی در  محیط کشت ملاس 

آزمایشگاهی   محیط  با  مقایسه  در  در  نداشت.    YPDاتانول 

ای را تحت عنوان  و همکاران مطالعه  Paradeep  2012سال  

با  بهینه انگشتی  از طریق گندمیان  اتانول  تولید  فرایند  سازی 

پاسخ آغاز کردند. متغیرهایی که در این  استفاده از روش سطح

از: غلظت عصاره مخمر،   بودند  بود عبارت  بهینه شده  مطالعه 

و   منیزیم  بهینه  pHسولفات  از  پس  که  این محیط  سازی 

میزان   به  اتانول  غلظت  مقادیر    66/13عوامل،  رسید.  درصد 

-سازی شده با دادهبهینه  بینی شده برای شرایط فرایندپیش

خوانی خوبی داشت. تایید مدل ثابت کرد که  های تجربی هم

پیش مقادیر  بین  معناداری  مشاهده شده  تفاوت  و  بینی شده 

ندارد سال    Ratnam  (.43)وجود  در  همکاران    2003و 

از نشاستهمطالعه اتانول  ی درخت نخل ای تحت عنوان تولید 

غلظتدر مرحله و در  تخمیر  انجامی  دادند. طی  های مختلف 

بهترین   سپس  و  شد  مشخص  بهینه  غلظت  آزمایش  این 

زمان   مدت  به  تخمیر  اتانول  تولید  و    17شرایط  ساعت 

دمای    2اسیدیته   سانتی  37و  غلظتدرجه  برای    140گراد 

به نشاسته  لیتر  در  طریق  گرم  از  مقادیر  این  که  آمد  دست 

سطح به  روش  همپاسخ  آمدند.  بهینه  دست  غلظت  چنین 

مشخص شده توسط روش سطح پاسخ با توجه زمان و هزینه  

  Gebregergs  (.  44)خوانی داشتبا روش تجربی کاملا هم

ای تحت عنوان تولید اتانول مطالعه  2016و همکاران در سال

-توسعه و بهینه  درحال  صنعتی از پوست موز برای کشورهای

ها  سازی روش از طریق سطح پاسخ را انجام دادند. در واقع آن

مخمر  طریق  از  اتانول  تولید  جهت  موز  پوست  از 

بهره بردند و اثرات عوامل هیدرولیز را  ساکارومایسس سرویزیه
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طرح با  و  دادند  قرار  بررسی  ترکیبی  مورد  پاسخ  سطح  های 

بهینه از عوامل پیدا کردند. تجزیه و تحلیل ضریب همبستگی  

شده   2Rو    2R =0/865واریانس   بیانگر    0/9782  =تعدیل 

های تجربی توسط مدل رگرسیون ارزیابی بسیار خوبی از داده 

درجهچندجمله میای  دوم  همبستگی  ی  مقدار  این  باشد. 

های تجربی بیانگر توانایی روش سطح پاسخ در صحت و  داده

می آزمایشگاهی  شرایط  از  (.  45)باشددرستی  فوق  درمطالعه 

نمودند درحالی استفاده  اولیه  تخمیر  که در  پوست موز جهت 

استفاده شد و ضریب همبستگی   از ملاس چغندر  ما  مطالعه 

و همکارانش در سال    El-Gendyتقریبا مشابه بود.    واریانس

بهینهمطالعه  2013 و  طراحی  عنوان  تحت  فرایند    سازیای 

توسط   قند  چغندر  ملاس  سرویزیهتخمیر  با    ساکارومایسس 

استفاده از روش سطح پاسخ انجام دادند. از روش سطح پاسخ 

به اساس طراحی مرکزی نمای کامپوزیت  ارزیابی و  بر  منظور 

-سازی شرایط برای تولید حداکثری بیواتانول بهره بردهبهینه

اولیه، دمای   pHشد. در این آزمایش اهمیت دوره انکوباسیون، 

انکوباسیون و غلظت ملاس در عملکرد بیواتانول مورد بررسی  

از معادله اتانول قرار گرفت. با استفاده  ی مدل، تولید حداکثر 

و دمای    6/5ی  گرم در لیتر در اسیدیته  255در شرایط بهینه  

بهدرجه سانتی  38 آزمایشگاهی  گراد  با شرایط  آمد که  دست 

داشت حاضر  مطالعه  با  بالائی  همخوانی  دو  (.  46)آن  هر  در 

عنوان منبع کربن استفاده شده  مطالعه از ملاس چغندرقند به

است اما تفاوت در میزان الکل تولید شده ناشی از تفاوت در  

ازقبیل دما و   ری م و... و همچنین جدایه مخ  pHسایر عوامل 

می تولید  در  استفاده  شده،  مورد  ذکر  موارد  تمامی  در  باشد. 

بهینه پاسخ  تولید روش سطح  برای  را  بهترین شرایط  و  ترین 

ی خوانی روش نتیجه تجربی با نتیجهاتانول تعیین کرده و هم

مدل ارائه شده توسط روش سطح پاسخ تایید شده است، لذا  

کم و  راندمان  بالاترین  با  بیواتانول  تولید  هزینه جهت  ترین 

بهرهمی پاسخ  از روش سطح  از توان  استفاده  به  توصیه  و  برد 
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