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مقدمه
هـاي نوظهـور اسـت کـه     فراصوت یکی از فناوري

کاربرد آن در صنایع مختلف از جمله صنایع غذایی 
). نحـوه  1باشـد ( روز به روز در حال گسـترش مـی  

بـه دو  امواج فراصوت در صـنایع غـذائی  استفاده از
گونه است: امواج داراي بسامد بالا و تـوان پـائین و   

امـواج  ). 2امواج داراي بسامد پـائین و تـوان بـالا (   
فراصوت با تـوان بـالا بـه عنـوان ابـزاري در تغییـر       

کـردن،  هاي مواد غـذایی نظیـر همـوژنیزه   ویژگی
ــرارت دادن،    ــردن، حـ ــتریل کـ ــردن، اسـ تمیزکـ

ــزیم    ــت آن ــار فعالی ــردن، مه ــیفیه ک ــا و امولس ه
ــروب ــدید   میک ــلول، تش ــردن س ــی ک ــا و متلاش ه

اصـلاح  وهاي اکسیداسیون، اصلاح گوشتواکنش

). 3شود (کریستالیزاسیون استفاده می
از امواج فراصوت با توان پـایین بـه عنـوان روش    

اي و تشخیصی در تهیه اطلاعات مربـوط بـه   تجزیه
ــذایی  ویژگــی ــواد غ ــاي فیزیکــی و شــیمیایی م ه
شود. در این حالت توان به کار رفته به میاستفاده 

حدي پائین است که پس از قطع امـواج فراصـوت،   
گونه تغییري در خـواص فیزیکـی و شـیمیایی    هیچ

شـود. در نتیجـه بـه ایـن     مواد غـذایی ایجـاد نمـی   
گوینـد  می) Non-destructive(تکنیک غیرمخرب 

. بـــه کـــارگیري فراصـــوت تـــوان پـــایین در )4(
یکروبی، موجـب کـاهش یـا از    هاي کشت ممحیط

اي شـود. در مطالعـه  بین رفتن بقاي زیستی نمـی 
هـاي مخمـر کـه    ) حیات سلول5(رادل و همکاران
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مـواج مختلـف   اهـاي  تحت اعمال فراصوت با دامنه
قرار گرفتـه بودنـد، بررسـی شـد. در ایـن تحقیـق       

مگاهرتز مورد اسـتفاده قـرار   2فراصوت با فرکانس 
کاهشی در بقاي زیسـتی و  گرفت. نتایج نشان داد،

حیات سلولی ایجاد نشده است، ولی تغییراتـی بـر   
ــوع سوسپانســیون و تیمــار فراصــوت در   حســب ن

هاي مورفولوژیکی مخمر ایجاد شده اسـت.  ویژگی
سلول میکروارگانیسم ها به طـور کـاملا مشخصـی    

توانـد حساسـیت متفـاوتی نسـبت بـه شـوك       می
بسـیاري از  فراصوت از خود نشـان دهنـد ولـی در    

تواند افزایش نرخ و رشد و تولید شود. موارد می
) 6(براي مثال در یک تحقیق فرانکـو و همکـاران  

هرتز بـه مـدت   کیلو24تیمار فراصوت با فرکانس 
دقیقه موجب افزایش نرخ رشـد و میـزان   5روزانه 

ــایی در   ــلولی نه ــوده ي س ــات ــیانوباکتریوم آنابن س
)Cyanobacteria Anabaena ( ،در صورتی که شد

ــد    ــرخ رشـ ــاهش نـ ــب کـ ــار موجـ ــین تیمـ همـ
ــتروممیکروارگانیســــم  ــلنا ســ ــا ســ میکروآلگــ

)Selenastrum capricornutum( شد، البته در هر
دو میکروارگانیسم تیمـار فراصـوت سـبب افـزایش     

شود، اعمـال فراصـوت بـر    محتویات پروتئینی می
درصـدي تولیـد تـوده ي    46آنابنا موجب افـزایش  

نمونه ي شاهد شد. این اثـر مهـم   سلولی نسبت به
ــال فراصــوت،  فراصــوت در دوره ــاه اعم ــاي کوت ه

پتانسیل تجاري خوب این تکنیـک، در بکـارگیري   
دهــد.هــاي زیســتی را نشــان مــی آن در فرآینــد

) اثر اعمال فراصوت بر رشد 7ماتیسورا و همکاران (
مخمر و همچنین تولیـد دیگـر ترکیبـات فـرار در     

مورد بررسـی قـرار دادنـد، نتـایج     فرآیند تخمیر را 
درصد 50-64ي تخمیر جو و برنج نشان داد دوره

اي دیگـر چـو و   کاهش یافت، همچنین در مطالعه
ثانیه با 150) اعمال فراصوت به مدت 8همکاران (
ــانس  ــر روي  25فرک ــوهرتز، ب ــپورا کیل میکرونوس

Micromonospora(اکینوسـپورا  echinospora(،
صـدي تولیـد جنتامایسـین    در76موجب افـزایش  

دهـد اعمـال   درون سلولی شد. مطالعات نشان می
فراصوت در شرایط  مناسب موجب تسریع در رشد 
سلولی و افزایش تولید محصولات تخمیـر در اکثـر   

موارد شده است.
آب پنیر مایعی زرد مایل به سبز است که پس از 

انعقاد شیر به وسیله اسید یا آنـزیم پروتئولیتیـک،   
شـود  حله آب گیري از دلمه شـیر جـدا مـی   در مر

آب پنیر داراي مواد آلی مفیدي اسـت کـه در   ).9(
طور ه شود. بفرآیند تولید پنیر، از شیر وارد آن می

گرم در هـر  65-70متوسط آب پنیر حاوي حدود 
کیلوگرم ماده جامد بوده است که این مـاده جامـد   

غیرپروتئینی شامل لاکتوز، پروتئین، خاکستر، ازت 
و جربـی اســت. اجــزاء پروتئینــی آب پنیــر شــامل  
ــواع   ــالبومین و ســایر ان ــالاکتوگلوبولین، آلفالاکت بت

.)10(ایمونوگلوبولین ها استپروتئین ها از جمله
آب پنیـر بــه سـبب دارا بــودن پـروتئین هــایی بــا    

اي بالاترین کیفیت بیولوژیکی، داراي ارزش تغذیه
به دلیل وجـود ایـن مـواد،    بسیار بالایی می باشد.  

COD (Chemical Oxygenآب پنیــر داراي 
Demand) حــدود)ppm76000 و (BOD بســیار
باشد کـه بـه عنـوان    ) میppm40000بالا (حدود 

).9شود(پساب بسیار آلوده در نظر گرفته می
نرخ مصرف اکسـیژن در داخـل آب   BODمقدار 

کـم باشـد آب   BODاگـر  است. ها توسط ارگانیزم
پاك و فاقد ارگانیسم است یا آنکـه ارگـانیزم هـاي    
داخل آب مرده و نیازي به مصرف اکسیژن ندارنـد. 

)،همان (اکسیژن خواهی شـیمیایی یاCODمقدار 
هـاي سـنجش آلـودگی    یکی از مهمترین شـاخص 

فاضــلاب اســت. آلــودگی فاضــلاب ناشــی از مــواد 
خارجی است که وارد آب شده و بصورت معلـق یـا   

باعث آلودگی آن و تولید فاضلاب شده اند. محلول 
بدیهی است هرچـه مقـدار ایـن مـواد در فاضـلاب      

آلودگی آن نیز بیشتر خواهد بـود.  بیشتر باشد، بار
بنابراین اندازه گیري مقدار مواد خـارجی فاضـلاب   
کلید اصلی در تعیین مقـدار آلـودگی و آلاینـدگی    

فاضلاب است.
اگر آب پنیر بر روي خاك هاي کشاورزي پخش 
شود، املاح آن باعـث جلـوگیري از رشـد گیاهـان     

BOD (Biologicalخواهد شـد. میـزان    Oxygen
Demand)    بالاي آب پنیر عمدتا بـه دلیـل لاکتـوز

باشد که حتی پـس از جداسـازي   موجود در آن می
پروتئین ها با تکنولوژي هاي جدید غشایی نیـز در  

). نظـر بـه تنـوع گسـترده     11مانـد ( اقی میها بآن
ترکیبات موجود در آب پنیر و همین طـور عکـس   
العمل مناسب این زیـر فـرآورده نسـبت بـه عمـل      
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آوري توسط روش هاي مختلف بیولوژیکی، جهـت  
ــودگی آن راه هــاي متعــدد و متفــاوتی   کــاهش آل
پیشنهاد شده است. در این روش ها صـرفا کـاهش   

ــر و  ــودگی آب پنی ــار آل ــراف  ب ــیط اط ــظ مح حف
هاي تولیـدي مـورد نظـر اسـت و اساسـا بـر       واحد

تصفیه بیولوژیکی آب پنیر قرار دارند. از مهمتـرین  
تـوان بـه تخمیـر هـاي هـوازي و      ها مـی این روش

).12هوازي اشاره نمود (بی
همچنین در طول دو دهه اخیـر نیـز اسـتفاده از    
آب پنیر بـه عنـوان مـاده اولیـه تخمیـر، بـه نحـو        

اي مورد بررسی قرار گرفته و نتیجه حاصل ردهگست
هــا نشــان داده کــه امکــان از انجــام ایــن بررســی

پذیرترین فرآیندها در ایـن راسـتا، اسـتفاده از آب    
تولید پـروتئین  افزایش رشد سلولی،پنیر در جهت

بدین د.باشهاي آلی میتک یاخته، اتانول و اسید
ــی  ــا م ــه تنه ــد و ترتیــب ن ــوان محصــولات مفی ت

تـوان میـزان   گرانقیمتی را به دست آورد، بلکه می
90-95بالاي آلودگی ناشی از آن را نیز تـا حـدود   

).9درصد کاهش داد (
تـرین میکروارگانیسـم   توان قـدیمی خمر را میم

صنعتی شناخته شده توسط بشـر در نظـر گرفـت.    
مخمرها یوکاریوت هایی تک سلولی هستند که در

یـا سلسـله   فرمانرو طبقه بندي علمی جانداران در 
)Kingdom (ها دسـته  ها و شاخه آسکومیستقارچ

شوند. مخمرها به سه صورت فعالیت مـی  بندي می
کننــد؛ اکســیدکننده، تخمیرکننــده، هــم اکســید  
کننده و هم تخمیر کننده. بهترین مـاده انـرژي زا   

).13(براي آن ها قندها می باشند
تخمیرکننده قوي ساکارومایسس سرویزیهمخمر

است که در صنایع مختلف تخمیـري نظیـر نـان و    
گیـرد  هاي الکلی مورد اسـتفاده قـرار مـی   نوشیدنی

هاي محیطی مثل این مخمر نسبت به شوك). 13(
pH  ــادي دارد و ــت زی ــالا مقاوم ــاي ب ــایین و دم پ

محیط کشت آن حاوي قند، نمک هاي معـدنی بـا   
pH،3/4  درجـه ســانتیگراد و 30و دمــاي 5/4تـا

ــین  ــا 5/0غلظــت قنــد ب ). 14باشــد (% مــی5/1ت
در محیط کشت ساکارومایسس سرویزیههاي کلنی

آگار حاوي عصاره دکستروز، توانایی بالایی از خـود  
). ایـن مخمـر کـارایی بسـیار     15دهنـد ( نشان می

بالایی در صنعت تخمیر دارد و طی فرآیند تخمیـر  

کنـد. کـاربرد   متابولیت فعالیت مـی با تولید بالاي 
هـاي تخمیـري در صـنایع    گسترده آن در فرآینـد 

باشـد سـلول هـاي    غلات خود گویاي این مهم می
تولیـد  صنعت تولید اتـانول و این مخمر، در هر دو

نان، بیشترین رانـدمان را از خـود نشـان داده انـد     
به همین جهـت راهکارهـایی بـراي افـزایش     ).16(

ارائه شده که از آن جمله استفاده متابولیت حاصل 
از آب پنیر بـه عنـوان کمـک پایـه محـیط کشـت       

)17باشد (می

راکروش 
ساکارومایســـس میکروارگانیســـم مـــورد نظـــر 

انتخاب و به صورت آمپـول  PTCC5269سرویزیه
لیوفلیزه از سازمان پژوهش هاي علمـی و صـنعتی   
ایران دریافت شد. مخمـر جهـت آمـاده سـازي در     

لیتر از محیط کشت میلی100شرایط استریل در 
PDBمایع  (Potato dextrose Broth) فعال سازي
). این محیط براي کشت و شمارش مخمر 18شد (

تهیه شده بـه صـورت   ها به کار می رود.پلیت هاي
ــی      ــا در ط ــوند ت ــی ش ــه م ــور تهی ــخیم و قط ض
انکوباسیون طـولانی مـدت،اثرات خشـک شـدن را     
کاهش دهند. همچنین از این محیط براي تحریک 
اسپورســازي (تهیــه لام و اســلاید)،براي نگهــداري 

) بعضی از درماتوفیت ها stockکشت هاي ذخیره (
ت هـا از  و براي تفکیک انواع غیر معمولی درماتوفی

طریق تولید پیگمان استفاده می شود. این محـیط  
مناسب ترین محیط براي رشد و تولیـد متابولیـت   

براي این . مخمر ساکارومایسس سرویزیه می باشد 
درجـه سـانتیگراد و لرزاننـده    37منظور از دمـاي  

نگهـداري  دور در دقیقه استفاده شـد. جهـت   100
PDAشـیب دار مخمرها از محـیط کشـت جامـد   

(Potato Dextrose Agar) گـذاري در  و گرمخانـه
درجـه سـانتیگراد اسـتفاده    37انکوباتور در دمـاي  

تهیـه  D+گلوکز ). براي اثر افزودن قند، 19گردید (
و بر حسب درصد هـاي مـورد نظـر بـه تیمارهـاي      

ها . براي مشاهده نمونهمشخص شده، اضافه گردید
اده با دوربین دیجیتال اسـتف از میکروسکوپ نوري

شد. 
براي اعمال فراصوت، دستگاه فراصوت پـروب بـا   

و بـه  کـار توان پائین انتخاب شد. به جهت سهولت 
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حداقل رسـاندن احتمـال آلـودگی ثانویـه، محـیط      
کشت در درون لوله آزمایش تهیه شد. آزمایش بـا  

% کشت آغازگر به لوله ها آغاز شـد. بـراي   2انتقال 
افـزایش  کاهش احتمال مرگ و میر مخمـر در اثـر  

دماي ناگهـانی ناشـی از اعمـال فراصـوت، کنتـرل      
شرایط دمایی و کاهش دمـاي نمونـه طـی اعمـال     

دمـا  انجام شـده و فراصوت، با استفاده از حمام یخ
). 20در حدود درجه حرارت محیط تثبیت گردید (

: فرموله کردن محیط کشت بر پایه آب پنیر
جهت بررسی اثر افزودن آب پنیـر بـه عنـوان یـک     

بــر رانــدمان تولیــد )Complex(محــیط پیچیــده
محـیط  ساکارومایسـس سـرویزیه،  متابولیت توسط 

بر اسـاس  PDB(Potato dextrose Broth)کشت
افزودن آب پنیر فرموله شد. به این ترتیـب کـه بـا    

 ـ  جـاي افـزودن آب مقطـر،    ه جایگزینی آب پنیـر ب
محیط کشت مورد نظر تهیه شد. این انتخاب سبب 

، )Define(از یک محـیط کشـت سـاده   شود تا می
بتوان یک محیط کشت پیچیـده مناسـب و جدیـد    
براي افزایش راندمان تولید متابولیت توسط مخمـر  

سازي کرد. پس از افزودن آب پنیر به محیط بهینه
ــاي    ــردن در دم ــوکلاو ک ــک، ات ــه 121خش درج

دقیقه انجام شد. بـه جهـت   15سانتیگراد به مدت 
آب pHتیمار یکسان باشـد،  اینکه شرایط براي دو 

pHنرمال خنثـی شـد تـا مشـابه     1/0پنیر با سود 
معمولی باشد.PDBمحیط 

بـراي اعمـال   : اعمال امواج فراصوت به مخمر
فراصوت، جهت سهولت کار و بـه حـداقل رسـاندن    
احتمال آلودگی ثانویه، محیط کشت در درون لوله 

% کشـت  2آزمایش تهیه شـد. آزمـایش بـا انتقـال     
آغازگر به لوله ها آغـاز شـد. پـروب در عمـق یـک      
سانتی متري محیط کشـت، درون لولـه قـرار داده    
شد. یک نمونه بـه عنـوان شـاهد و شـانزده تیمـار      
(تعیین فرمولاسیون با روش سـطح پاسـخ)، تهیـه    

کیلو هرتز، بـا  24شده و تیمار فراصوت با فرکانس 
توجه به تـوان فراصـوت، زمـان اعمـال فراصـوت و      

). بـه جهـت اینکـه    20ودن گلوکز اعمـال شـد(  افز
هاي اولیه مخمر تحت فراصوت قرار گرفـت و  سلول

هـاي حاصـل از رشـد نیـز تحـت      براي اینکه سلول
فراصوت قرار گرفته و براي مشاهده نتیجه نهـایی،  

تـا پایـان   هر سه ساعت یکبـار بـه صـورت مـداوم     

آزمایش انجام و تغییـرات مشـاهده و ثبـت شـدند.     
مـایع  pHن ها سه بار تکرار شدند. دما و کلیه آزمو

دمـاي  . )21(به صورت متناوب اندازه گیـري شـد  
محیط درون لوله در هنگام اعمال امواج با استفاده 

تخمیر از حمام یخ در دماي محیط نگه داشته شد.
درجه سانتیگراد، به مـدت  37±1در دامنه دمایی 

. )22(ساعت ادامه پیدا کرد 48
آزمون تعیین : زن خشک مخمراندازه گیري و

وزن خشک، به جهت بررسی زنده مانی مخمر بعد 
از اعمـال فراصـوت و همچنـین بـراي بررسـی اثـر       
متغیر هاي فراصوت و میزان گلوکز محیط بر رشـد  

در ).23مخمر و تشکیل توده زیستی انجام شـد ( 
مرحله قبل از اعمـال فراصـوت و بعـد از تیمـار بـا      
فراصوت، از نمونـه هـا وزن خشـک گرفتـه شـد و      
میـزان افـزایش وزن خشـک، نشـان دهنـده رشــد      
ــوت    ــال فراص ــی اعم ــرگ آن ط ــدم م ــر و ع مخم

باشد. براي این کـار، ابتـدا حجـم مشخصـی از     می
حـاوي میکروارگانیسـم تخمیـر    PDBمحیط براث 

به ظرف هاي سانتریفوژ منتقـل  شده را برداشته و 
گردیده و سه بـار عمـل سـانتریفیوژ نمونـه هـا بـا       

4000=G دقیقه انجام شد، سـوپرناتانت  5به مدت
فوقانی از آن جدا شد و پروتئین تک یاخته توسـط  

، )23(مقطر، سه بـار شستشـو گردیـد    افزودن آب
دادن مجـدد، در همـان شـرایط    سپس براي رسوب

وتئین تک یاخته به ظرف هاي سانتریفوژ گردید. پر
شیشه اي که از قبل وزن شـده بودنـد، منتقـل در    

درجه سـانتیگراد  100نهایت آون گذاري در دماي 
تا رسیدن به وزن ثابت انجام شـد بـراي ایـن کـار     

ساعت یـک بـار انجـام    3الی 2توزین نمونه ها هر 
شد تا زمانی که وزن نمونـه در اثـر حـرارت و دمـا     

ابت ماند. تفاوت وزن اولیـه و نهـایی   تغییر نکرد و ث
.)24میزان پروتئین تک یاخته را تعیین نمود (

براي بهینه سـازي اثـر   : تجزیه و تحلیل آماري
فاکتورها بر راندمان افزایش وزن خشـک مخمـر از   

Response(طـــرح آمـــاري روش ســـطح پاســـخ
surface methodology(.براي بهینـه  استفاده شد

Design of(سازي در روشـهاي طراحـی آزمـایش    
experiments(    روشــهاي بهینــه ســازي شــامل

Mixture design ،Taguchi ،Response Surface
Methodology     وجــود دارنــد کــه اولــی بــراي
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فرمولاسیون دومی براي شرایط فرآیندي و سـومی  
داراي کاربرد همزمـان بـراي تغییـرات فرآینـدي و     

2خــود داراي  RSMیون اســت. روش  فرمولاسـ ـ
Central Composite Designتکنیک است. یکـی  
(متغیر مستقل) فاکتور9تا 2که همزمان میتواند 

را با تعداد زیادي پاسخ (متغیر وابسته) مدل سازي 
-Boxو بهینه نماید. دیگري  Behnken الـی  3که

فاکتور را با تعداد زیادي پاسخ (متغیـر وابسـته)   7
کنـد. نکتـه قابـل    سازي نموده و بهینـه مـی  مدل 

ست که براي اسـتفاده از ایـن روشـها از    اتوجه این
ابتدا طراحی تیمار ها باید بوسیله این روشها انجام 
گیرد تا بتوان تحلیل داده ها را نیز به همین روشها 
و به کمک نرم افزار انجـام داد. بطوریکـه طراحـی    

بـا توجـه بـه    تیمار هـا توسـط نـرم افـزار و البتـه      
گردد شود مشخص میاطلاعاتی که به آن داده می

و پس از بدست آمدن نتایج آزمایشها، تحلیـل داده  
ها نیز توسط نرم افزار صورت گرفته و نقطه بهینـه  

ــع   ــد. در واق ــا اســتفاده از RSMبدســت مــی آی ب
رگراسیون و بر اسـاس یـک تـابع چنـد جملـه اي      
درجــه دو مــدل ســازي ریاضــی داده هــا را انجــام 

-Boxبنکن (-میدهد.در این تحقیق از طرح باکس
Behnken آزمایش در 4آزمایش که شامل 16) با

. اثـرات  )25(مرکزي است، اسـتفاده گردیـد   نقطه
اهده تغییرپذیري غیر قابـل توجیـه در پاسـخ مش ـ   

شـده، بــه علـت عامــل هـاي خــارجی، بـه وســیله     
تصادفی کردن ترتیب آزمایش ها کاهش داده شد. 

، 0، -1هاي مستقل طرح در سـه سـطح (  متغیر
2) در سطوح (، واتX1+) شامل توان فراصوت (1
) ، ثانیهX2وات) ، زمان اعمال فراصوت (10و 6، 

کز ثانیه) و افـزودن گلـو  30و 20، 10در سطوح (
) در سـطوح  ، وزنی/وزنـی% X3به عنوان منبع قند (

) Yباشـند. متغیـر وابسـته (   % ) می15و 10، 5(
.)1(جدول میزان وزن خشک (گرم) انتخاب شد

(انگلسـتان) بـراي تجزیـه و    SAS 9.1نرم افـزار  
تحلیل داده هاي آماري مورد استفاده قرار گرفـت.  

اي درجـه  داده هاي آزمایشی با معادله چند جمله
ضریب همبستگی محاسـبه  دوم تطبیق داده شد و 

ــتگی (  ــریب همبســـ ــد. ضـــ Correlationشـــ
Coefficient     ابزاري آمـاري بـراي تعیـین نـوع و (
غیـر کمـی   ي یک متغیـر کمـی بـا مت   درجه رابطه
شدت رابطـه و همچنـین نـوع رابطـه     ودیگر است

ــوس)   ــا معک ــا (مســتقیم ی ــین متغیره را نشــان ب
اي درجه دوم اسـتفاده  معادله چند جملهدهد.می

در تجزیه و تحلیل به صورت زیر است:شده

=)1معادله ( + ∑ + ∑ +∑ ∑
، 0βمتغیر وابسته یا پاسخ مدل، Yدر این فرمول 

iβ  ،iiβوijβ    به ترتیب ضـرایب رگرسـیون بـراي
عامل هاي ضریب ثابت (عرض از مبدأ)، ضریب اثر 
خطی، ضریب اثر درجه دوم و ضـریب اثـر متقابـل    

هــاي مســتقل هســتند. متغیــرXjو Xiهسـتند و  
براي ایجـاد سـطوح   Statistica 10افزار آماري نرم

پاسخ و کنتور در حالی مورد استفاده قـرار گرفـت   
اي درجـه دوم  معادله چند جملهکه یک متغیر در

داشته شد.ثابت نگه

هایافته
تیمار مـورد آزمـون کـه بـا روش     16با توجه به 

سطح پاسخ بدست می آید، آزمون هاي مورد نظـر  
هـاي تـأثیر اثـر تـوان     نتـایج آزمـایش  انجام شد و

فراصوت، زمان اعمال فراصوت و اثر افزودن گلـوکز  
در محـیط کشـت   روي میزان وزن خشـک مخمـر   

PDB آورده شـده  2در جـدول ( حاوي آب پنیـر (

هاي اصلی در سه سطح جهت تعیین میزان پاسخمتغیر-1جدول 
سطوح متغیرنماد ریاضی متغیرواحدنوع متغیر

1+01-
W(X11062وات  (توان فراصوت

Sec.(X2302010ثانیه (زمان اعمال فراصوت
w/w(X315105درصد % (افزودن گلوکز
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است. با توجه به داده هاي این جـدول کمتـرین و   
گـرم و  8/14بیشترین میزان وزن خشـک مخمـر   

) 8و 1گــرم (بــه ترتیــب در نمونــه شــماره  6/64
مشاهده شد. 

هـا  نتایج تجزیه و تحلیـل نحـوه پراکنـدگی داده   
میـزان وزن خشـک   بـراي  اطراف مقـدار میـانگین   

) نشـان  3مخمر در مرحله بهینه سازي در جدول (
داده شده است. مدل به دسـت آمـده بـراي پـیش     

ــوان فراصــوت (  ــأثیر ت ــان اعمــال X1بینــی ت )، زم
) بر روي میزان X3) و افزودن گلوکز (X2فراصوت (

وزن خشک مخمر با حذف عوامل غیر معنی دار به 
).2آید (معادله صورت زیر به دست می

= Y)2(معادله  - 14.6562 +
3.7300 X2 – 4.5250 X3 – 0.5391 X1

2 –
0.0645 X2

2 + 0.2660 X3
2

حـاوي  PDBدر محـیط کشـت   نمایش تأثیر توان فراصوت، زمان اعمال فراصوت و افزودن گلوکز بر روي میزان وزن خشک مخمر -2جدول 
(اعداد به صورت میانگین آورده شده اند).آب پنیر

میزان وزن خشک مخمر (گرم) *فرمولاسیونمیزان وزن خشک مخمر (گرم) *فرمولاسیون
4/28±90015/0تیمار 8/14±1032/0تیمار 
6/16±100013/0تیمار 1/35±2001/0تیمار 
6/52±11021/0تیمار 5/24±30032/0تیمار 
5/57±120001/0تیمار 3/28±40014/0تیمار 
9/40±13003/0تیمار 6/20±5013/0تیمار 
4/37±14007/0تیمار 9/38±6032/0تیمار 
1/39±15003/0تیمار 7/39±7041/0تیمار 
6/45±16002/0تیمار 6/64±80051/0تیمار 

انحراف استاندارد آورده شده است.±* اعداد به صورت میانگین 

در محـیط  نتایج تجزیه و تحلیل واریانس تأثیر توان فراصوت، زمان اعمال فراصوت و افزودن گلوکز بر روي میزان وزن خشک مخمر -3جدول 
حاوي آب پنیرPDBکشت 

ضرایبمنبع تغییرات
رگرسیون

درجه آزادي
)df(

مجموع مربعات
)SS(

میانگین مربعات
)MS(

FP

X15000/0+10000/20000/20737/07953/0
X27300/3+14013/5934013/5938420/21**0035/0
X35250/4-11110/14661110/14669648/53***0003/0

X1
25391/0-15625/2975625/2979527/10*0163/0

X1X21031/0-10625/680625/685053/21646/0
X1X32088/0+17225/697225/695664/21603/0

X2
20645/0-14100/1664100/1661253/6*0482/0

X2X30330/0+18900/108900/104008/05500/0
X3

22660/0+18900/1768900/1765110/6*0434/0
0037/0**90500/28517833/3166602/11-مدل

0008/0***35120/20611708/6872935/25-اثر خطی
0168/0*38625/6406208/2138630/0-اثر درجه دوم

36750/1485583/498242/12431/0-اثر متقابل
--60075/1631680/27-باقی مانده

35175/1258391/413481/31738/0-عدم تطابق داده ها با مدل
--34900/374967/12-خطاي خالص

---150570/3014-کل
R2 = % 94.59   , R2

adj = 86.48 %
% و *** نشان دهنده معنی داري در سطح 1% ، ** نشان دهنده معنی داري در سطح احتمال  5* نشان دهنده معنی داري در سطح احتمال 

% است.1/0احتمال 
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) و بــراي عــدم p>01/0بــراي مــدل (pمقــادیر 
) تأییـدي بـر تطـابق    17/0تطابق داده ها با مدل (

دسـت آمـده   خوب مدل با داده هاي آزمایشی بـه 
) مشـخص اسـت،   3دارد. همانطور که در جـدول ( 

)، 01/0p<X2) ،(001/0p<X3اجــــزاي مــــدل (
)05/0p<X1

2 ،()05/0p<X2
2) ،(05/0p<X3

2 (
به این ترتیب که اثر زمان، افزودن معنی دار بودند.

-تـوان، زمـان  -گلوکز، و همچنین اثر متقابل تـوان 
افزودن گلوکز در سطوح ذکر -زمان و افزودن گلوکز
شده معنی دار بودند. 

دهد که میزان مدل نشان میpضرایب و مقادیر

توان فراصوت، وزن خشک مخمر به طور زیادي به
زمان اعمال فراصوت و میزان افزودن گلوکز بستگی 

). 3)، (جدول >01/0pداشت (
دهد کـه بـا افـزایش    اثر خطی متغیرها نشان می

تــوان فراصــوت، زمــان اعمــال فراصــوت و میــزان  
افزودن گلوکز، میزان وزن خشـک مخمـر افـزایش    

). همچنــین اثــر 3)، (جــدول >001/0pیابــد (مــی
دهـد کـه بـا افـزایش     دوم متغیرها نشان میدرجه 

درجه دوم توان فراصوت، زمان اعمـال فراصـوت و   
میزان افزودن گلـوکز، میـزان وزن خشـک مخمـر     

). مقــدار 3)، (جــدول >05/0pیابــد (افــزایش مــی

(گرم)وزن خشک مخمر نمودار سطح پاسخ تأثیر توان فراصوت و زمان اعمال فراصوت بر روي میانگین -1شکل 

(گرم)وزن خشک مخمر نمودار سطح پاسخ تأثیر توان فراصوت و افزودن گلوکز بر روي میانگین -2شکل 
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R2عددي ضریب تبیین 
adj  براي مدل رگرسـیونی

توان نتیجه % بود. بنابراین می48/86به دست آمده 
مـدل رگرسـیونی توانسـته رابطـه بـین      گرفت کـه  

هاي مستقل (تـوان فراصـوت، زمـان اعمـال     متغیر
وزن فراصوت و افزودن گلـوکز) و متغیـر وابسـته (   

) را نشان دهد و پیش بینی کند. خشک مخمر
وزن خشـک  براي تعیین کردن تغییـرات میـزان   

با تغییـر متغیرهـاي مسـتقل، سـه منحنـی      مخمر 
سطح پاسخ سـه بعـدي کـه در آن متغیـر وابسـته      

در مقابـل هـر دو   Z) بر محـور  وزن خشک مخمر(
متغیــر مســتقل، در حــالی کــه ســایر متغیرهــا در 

داشته شوند، ترسیم شـدند. مقادیر بهینه شان نگه
اثر متقابل افزایش تـوان و زمـان   1بر اساس شکل 

اعمال فراصوت بر میزان وزن خشک، در مـورد اثـر   
صورت درجه دوم و براي زمان بـه صـورت   ه توان ب

که با افزایش توان تا باشد. به این ترتیب خطی می
6مقادیر متوسط، افزایش وزن خشک، در متوسـط  

و گـرم  6/64وات بیشترین وزن خشک که برابر با 
8/14در مقادیر بالا کمترین وزن خشـک برابـر بـا    

شود. همچنـین بـا بـالارفتن زمـان     حاصل میگرم 
ــزایش وزن خشــک مشــاهده   اعمــال فراصــوت، اف

شود.می
 ــ  ــودار ش ــه در نم ــانطور ک ــاهده 2کل (هم ) مش

شود، اثر متقابل افزایش توان فراصوت و افزودن می
گلوکز بر میزان وزن خشک، در مورد اثر تـوان بـه   
صورت درجه دوم و براي افزودن گلوکز به صـورت  

باشد. به این ترتیب که با افزایش توان تا خطی می
مقادیر متوسط، افـزایش وزن خشـک، در متوسـط    

و در مقادیر بـالا  گرم 6/64بیشترین مقدار برابر با 
شود. همچنـین بـا   کمترین وزن خشک حاصل می

(گرم)وزن خشک مخمر نمودار سطح پاسخ تأثیر زمان اعمال فراصوت و افزودن گلوکز بر روي میانگین -3شکل 

)X10) از اعمال فراصوت. (گرفته شده با عدسی B) و بعد (Aتصویر میکروسکوپ نوري از ساکارومایسس سرویزیه قبل (-4شکل 
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بالارفتن میزان افزودن گلوکز، افزایش وزن خشـک  
شود.مشاهده می

اثر متقابل افزایش زمان اعمال فراصوت و افزودن 
 ـ  ه گلوکز بر میزان وزن خشک، در مورد اثر زمـان ب

صـورت  ه صورت درجه دوم و براي افزودن گلوکز ب
). بـه ایـن ترتیـب کـه بـا      3باشد (شکل ی میخط

افزایش زمان افزایش وزن خشک به صورت درجـه  
شود. همچنین بـا بـالارفتن میـزان    دوم حاصل می

افزودن گلوکز، افزایش وزن خشک به صورت خطی 
شود.مشاهده می

از تصــویر بــراي مشــاهده رابطــه بــین مخمرهــا 
ر ) استفاده شد. براي این کا4میکروسکوپی (شکل 

ــا    ــا ب ــه ه ــد از اعمــال فراصــوت از نمون ــل و بع قب
میکروسکوپ نـوري مجهـز بـه دوربـین دیجیتـال      

تصاویري تهیه گردید.

بحث و نتیجه گیري
توانـد تحـت تـأثیر    هایی کـه مـی  یکی از فاکتور

ساکارومایسس سـرویزیه فراصوت تغییر کند، رشد 
باشد. ایـن پدیـده بـر روي    و تولید توده سلولی می

میزان توده سلولی پروتئینی تولیدي (توده زیستی) 
. بنابراین بررسی میزان )23(گذارد تأثیر زیادي می

هـاي مهـم در   توده سلولی حاصل، یکی از فـاکتور 
باشد و براي ایـن  بررسی اثر فراصوت بر  مخمر می

بررسـی  د.شـو کار وزن خشک مخمر سنجیده می
در سـه منحنـی   وزن خشک مخمر تغییرات میزان 

سطح پاسخ سه بعدي نشان می دهد که بیشـترین  
ــلولی   ــد س ــزان رش ــل از روش می در ، RSMحاص

گرم بود (جـدول  6/64، مقدار PDBمحیط کشت 
). به ایـن ترتیـب شـرایط عملکـرد بهینـه رشـد       2

در محــیط کشــت ، RSMحاصــل از روش ســلولی 
PDB وات، زمان اعمـال فراصـوت   6توان فراصوت

درصد گلوکز گزارش شد.10ثانیه و افزودن 20
وانـگ و همکـاران   نتایج ایـن آزمـایش بـا نتـایج    

مطابقت داشت. بر اساس این پژوهش، در اثـر  )26(
20وات و فرکانس 1اعمال فراصوت با توان پایین 

کیلوهرتز میـزان مصـرف منبـع قنـدي در محـیط      
یش یافته  و هـم چنـین   تخمیر حاوي آب پنیر افزا

متابولیت تولیدي در این محیط نیز افـزایش یافتـه   
است. براساس این تحقیـق دلیـل اصـلی ایـن امـر      

ساکارومایسـس  افزایش نفوذپذیري سـلول مخمـر   
به قند و درنتیجه مصرف بیشتر ترکیبـات  سرویزیه

موجود در محیط تخمیر توسط مخمر و در نهایـت  
هـاي  نول در نمونـه تولید و آزاد سـازي بیشـتر اتـا   

فراصوت زده بوده است. گلوکز در غلظت هاي بـالا  
تقسیم سلولی را تحریک می کند و مـانع از رفـتن   

به سمت تولیـد متابولیـت   ساکارومایسس سرویزیه 
می شود، به تدریج با کاهش گلـوکز در دسـترس،   
مخمر به سمت تولید متابولیت می رود. در حالیکه 

لاکتوز، نسبت کـربن در  در آب پنیر به دلیل وجود 
دسترس کمتر مـی شـود. در آب پنیـر بـا کـاهش      
منبع قندي محیط، مخمـر بـه سـمت اسـتفاده از     
لاکتوز می رود و چون مصرف لاکتوز سخت بوده و 
آنزیم مورد نظر توسـط مخمـر سـنتز نمـی شـود،      
میزان قنـد در دسـترس کمتـر شـده و در نتیجـه      

شود.تولید محصول تحریک می
) اثـر فراصـوت بـر    27(و همکـاران کوویاتکوسکا

جهت افـزایش  ساکارومایسس سرویزیهسلول هاي 
تولید اتانول از آب پنیر را بررسـی کردنـد. در ایـن    

وات و 1تحقیــق فراصــوت بــا تــوان پــایین (تــوان 
کیلوهرتز) جهت افزایش اتانول اعمال 20فرکانس 

شد. وي نشان داد کـه بـا بکـارگیري فراصـوت بـا      
ایط ذکر شده میزان وزن خشک در مقایسـه بـا   شر

% افزایش یافـت.  3نمونه هاي بدون فراصوت حدود 
همچنین میزان لاکتوز مصرف شده در نمونه هـاي  

% بیشـتر از نمونـه هـاي    6تیمار شده بـا فراصـوت   
تیمار نشده با فراصوت بود.
اثر فراصوت با تـوان  ) 28جومدچا و پراتیپاسون (

خمیـر و رشـد سـلولی مخمـر     پایین را بر فرآینـد ت 
بررسی نمودند. نتایج حاصل از آزمایشات این گروه 
نشان داد که رشد سلول هاي مخمر در نمونه هاي 

و لائوپـایبون  تیمار شده با فراصوت افزایش یافـت. 
) اثر منبع کربنـی و نیتروژنـی را بـر    29همکاران (

ــون    ــد. لانچ ــی نمودن ــانول بررس ــد ات ــزان تولی می
تاثیر فراصوت با توان پـایین را بـر   ) 21وهمکاران (

ساکارومایسـس سـرویزیه   خصوصیات فیزیولوژیکی 
کیلـوهرتز،  24بررسی نمودند. فراصوت با فرکانس 

دقیقـه اعمـال شـد. اثـر     30وات به مـدت  2توان 
فراصوت بر قدرت تخمیر و فعالیت پروتئینـاز ایـن   
مخمر بررسی گردید. براساس نتایج فعالیت آنزیمی 
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مخمر افزایش یافت.و وزن خشک
تأثیر سطوح مختلف توان فراصوت و زمـان  

وزن خشـک  اعمال فراصوت را روي میانگین 
در بررسی اثر متقابل تـوان و زمـان اعمـال    : مخمر

در وزن خشـک مخمـر   فراصوت، بیشـترین میـزان   
مقادیر متوسط توان فراصوت و مقادیر بالاي زمـان  

شود. این نتایج بـا نتـایج   اعمال فراصوت حاصل می
ــاران   ــولایمن و همک ــن  )30(س ــت دارد. ای مطابق

محققان در تحقیقات خود به این نتیجـه رسـیدند   
وات میــزان 11کــه بــا اعمــال فراصــوت بــا تــوان 

کلایورومایسس مارکسـیانوس میانگین وزن خشک 
یابد همچنین بر اساس نتایج حاصـل از  فزایش میا

این تحقیقات در صورت طولانی شدن زمان اعمال 
فراصوت وزن خشک نهایی به دلیل اثرات تخریبـی  

یابد.بر مخمر کاهش می
تــأثیر ســطوح مختلــف تــوان فراصــوت و 

وزن خشـک  افزودن گلوکز را روي میـانگین  
وزن خشـک مخمـر  بیشترین میزان : (گرم)مخمر 

ر بررســی اثــر متقابــل تــوان فراصــوت و افــزودن د
گلوکز، در مقادیر متوسط توان فراصـوت و مقـادیر   

شـود. نتـایج ایـن    بالاي افزودن گلوکز حاصـل مـی  
مطابقـت  )31(تحقیق با نتایج یالشـین و اوزبـاس   

دارد. این محققان در تحقیقات خود به این نتیجـه  
بـر  گـرم  50رسیدند که با افزایش گلوکز تا میزان 

لیتر، میانگین وزن خشک مخمر نیز افزایش یافـت  
اما با افزایش بیش از این مقدار به دلیل بالا رفـتن  
فشار اسمزي محیط تخمیـر بـر تعـداد سـلول هـا      

در )32(شود. همچنین ژیونگ همکاران اضافه نمی
مطالعات خود به ایـن موضـوع پـی بردنـد کـه بـا       

گـرم بـر لیتـر    110افزایش مقدار گزایلوز تا میزان 
شود.میزان وزن خشک سلول بیشتر می

تأثیر سطوح مختلف زمان اعمال فراصوت و 
وزن خشـک  افزودن گلوکز را روي میـانگین  

در مقادیر متوسط بـه بـالاي زمـان اعمـال     : مخمر
لاي افـزودن گلـوکز، بیشـترین    فراصوت و مقادیر با

در بررسـی اثـر متقابـل    وزن خشک مخمـر  میزان 
زمان فراصوت و افزودن گلـوکز حاصـل شـد. ایـن     

مطابقـت  )30(نتایج با نتـایج سـولایمن همکـاران    
دارد. این محققان در تحقیقات خود به این نتیجـه  
رسیدند که با اعمال فراصوت در زمان هاي متوسط 

یابـد امـا در   افزایش مـی خشکبه بالا، میزان وزن 
تـر اعمـال   توان هاي بالاتر و زمـان هـاي طـولانی   

فراصــوت، بــه دلیــل آســیب میکروارگانیســم، اثــر  
بازدارندگی بر رشد و در نتیجه کاهش وزن خشک 

شـرایط  نهایی مخمر را بـه دنبـال خواهـد داشـت.     
عملکرد بهینـه حاصـل از شـکل درجـه دوم مـدل      

RSMخمر در محیط براي بیشترین وزن خشک م
6، تـوان فراصـوت (  حـاوي آب پنیـر  PDBکشت 

ثانیـه) و افـزودن   20وات)، زمان اعمال فراصـوت ( 
% ) تعیین شد.10گلوکز (

اثر فراصوت تـوان پـائین در محـیط هـاي     
به کـارگیري فراصـوت تـوان پـایین در     : میکروبی

هاي کشت میکروبی، موجـب کـاهش یـا از    محیط
شود. همـانطور کـه در   نمیبین رفتن بقاي زیستی 

) مشاهده می شـود،  4تصویر میکروسکوپی (شکل 
با اعمال فراصوت آگلومره هاي مربـوط بـه تجمـع    
مواد دفع شده توسط سلول در اطراف مخمر از هم 
باز شده و مخمرهـا از هـم فاصـله مـی گیرنـد، در      

اکسید کـربن و  نتیجه ورود و خروج اکسیژن و دي
و خـروج مـواد دفعـی    همچنین ورود مواد غـذایی  

تسهیل شده و با اثـر بـر مصـرف گلـوکز و کـاهش      
گلوکز باقیمانده در محیط، در نهایت سبب افزایش 

.)33(رشد و افزایش وزن خشک مخمر خواهد شد
هاي کوتـاه اعمـال   این اثر مهم فراصوت در دوره

فراصوت، پتانسیل تجاري خـوب ایـن تکنیـک، در    
ی را نشــان هــاي زیســتبکــارگیري آن در فرآینــد

دهد. در مواد تراکم ناپذیر، تنش ناشی از امـواج  می
فراصــوت ســبب تســهیل آب زدایــی از طریــق     

هـاي جدیـد   هاي موجـود یـا ایجـاد کانـال    کانال
ــال مــی هــاي گــردد. در دوره انقبــاض امــواج، کان

ــواج و در دوره    ــور ام ــیر عب ــکوپی در مس میکروس
آینـد. چنـین   وجـود مـی  ه انبساط موازي بـا آن ب ـ 

انجامـد و  زوکاري به کاهش گرادیـان فشـار مـی   سا
کند. تحریک فراصوت بـا  خروج مواد را تسهیل می

توان پـائین، در صـنعت اسـتخراج مـواد دارویـی و      
گیــاهی در دامنــه وســیعی کــاربرد دارد. فراصــوت 

تواند نفوذپذیري غشا و سـرعت انتقـال مـواد را    می
مثل سلول ها را بهینهبهبود بخشد و رشد و تولید

دهــد کــه فراصــوت، کنــد. ایــن مــوارد نشــان مــی
کاربردي مناسب در صنعت تخمیرخواهـد داشـت.  
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فراصوت این پتانسیل را دارد کـه در تـوان معینـی    
موجب افزایش انتقـال جـرم در درون یـک سـلول     

هایی درون فراصوت با ایجاد ریز جریان. )34شود (
سلول.گیاهان و جانوران، سـبب افـزایش انتقـال از    

هــاي مــرزي ســلول خواهــد شــد.  فراصــوت لایــه
تواند موجب افزایش نـرخ انتقـال اکسـیژن در    می

اکسید کـربن و حـل شـدن ذرات    مایع، حذف دي
جامد معلـق شـود. ایـن عمـل باعـث افـزایش بـه        

هاي با حلالیت کـم شـده و بـه    کارگیري سوبسترا
طور مستقیم موجب افزایش بازدهی فرآیند تخمیر 

).35شود (می
در ایــن پــژوهش بــا اعمــال امــواج فراصــوت بــه 

، میزان رشد این مخمر بـه  ساکارومایسس سرویزیه
میزان چشمگیري افزایش یافت که این امـر نشـان   
دهنده ي موثر بودن ایـن فنـاوري جدیـد در بـالا     
بردن ظرفیت تولیـد صـنایع تخمیـري اسـت. هـم      
، چنین بـر اسـاس نتـایج حاصـل از ایـن پـژوهش      

نیــر بــه عنــوان فــرآورده جــانبی  اســتفاده از آب پ
روشی نوین و کـاربردي جهـت   ،هاي لبنیکارخانه

و ســرویزیهساکارومایســسافــزایش رشــد مخمــر 
باشد کننده محیط رشد میکروارگانیسم میمتعادل

که در نهایـت سـبب افـزایش رانـدمان رشـد ایـن       
میکروارگانیسم جهت تولید پـروتئین تـک یاختـه    

گردد.می

تشکر تقدیر و 
ــگاه     ــرم آزمایش ــنل محت ــیله از  پرس ــدین وس ب

ــی کــاربردي فرمولاســیون مرکــز تحقیقــات  داروی
دانشگاه علـوم پزشـکی تبریـز، همچنـین پرسـنل      
محترم آزمایشگاه میکروبیولوژي دانشگاه تبریز کـه  
ما را در انجام آزمایشـات یـاري کردنـد، صـمیمانه     

قدردانی می شود.
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Abstract
Background: It is better to use agricultural by-products or waste for microbial production to
reduce costs in the industry. Whey is one of the by-products that are rich in nutrients like
vitamins, proteins and essential amino acids. Low-intensity ultrasound stimulation can
improve membrane permeability and also help optimize the growth and reproduction of cells.
According to high efficiency of Saccharomyces cerevisiae in the fermentation industry, the
purpose of this study was to investigate the effect of ultrasound and the use of whey as
alternative substrate carbohydrate substrates on the growth of Saccharomyces cerevisiae.
Methods: PDB medium was formulated by adding a certain amount of dextrose and 1%
whey. Ultrasound was applied to the medium containing yeast with three powers (2, 6 and 10
W) at different time periods (10, 20, 30 sec). The amount of cell mass was measured after
fermentation process for control and treated samples.
Results: Optimum operating conditions obtained from RSM was the power of ultrasound 6
W, sonication time of 20 seconds and Add 10% glucose. Results showed that ultrasonic
waves (with a power of 6 kW and 30 seconds) and medium containing whey increased the
growth of yeast (from 8/14 to 6/64 mg).
Conclusion: Based on the results, the low-power ultrasound can expedite fermentation
process up to 4 times, also using nutritious compounds in whey new media could be created
to increase fermentation output and prevent possible pollutions. Whey is used as a novel and
applied method to enhance the growth of the Saccharomyces cerevisiae, which will
ultimately increase the growth efficiency of the microorganisms.

Keywords: Fermentation product, Whey, Ultrasound
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