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  دهيچك
  

خصوصيت منحصر به فرد اين مواد در كاهش كشـش سـطحي و   . از جمله مواد فعال سطحي هستندها سورفكتانت
هـا،  صـنايع شـوينده  صنايع غذايي، ردهاي زياد اين مواد در افزايش امولسيفيكاسيون مواد غير محلول در آب باعث كارب

 ـهـا  ميكروارگانيسـم توسـط  شـده  مـواد فعـال سـطحي توليـد     . شده است... و  ، محيط زيستصنايع وابسته به نفت ه ب
 از... پذير بودن اين مواد، سميت كمتـر، قابليـت توليـد از مـواد ارزان قيمـت و      زيست تجزيه. ها معروفندبيوسورفكتانت

-ليل هزينه، به دچنين مزاياي مهميبا وجود . هاي شيميايي استبه نمونهنسبت  هابيوسورفكتانتهاي مهمترين مزيت
يـك روش ممكـن بـراي    . است نشده استفادهبه طور گسترده در صنعت از بيوسورفكتانتها هنوز  بالا نسبتاًهاي توليدي 
سوبستراهاي جايگزيني همچون ضـايعات  و يا استفاده از نه اجزا با تركيب بهيمحيطهايي فراهم نمودن  ،هاكاهش هزينه

 توسط بيوسورفكتانتتوليد با هدف افزايش سازي تركيب محيط كشت بهينه ،در اين مطالعه .كشت و صنعت مي باشد

ATCC 6633  Bacillus subtilis در ابتدا بـا اسـتفاده از روش طراحـي آزمـايش فاكتوريـل كسـري      . گرفته است انجام 
در دو سـطح   )، نيتـرات و گلـوكز  Fe+2 ،K+1 ،Na+1 ،Ca+2 ،Mg+2 ،Mn+2(تشكيل دهنده محيط كشت  ءهشت جز غلظت

با اسـتفاده  . باشداول ميفاكتور به ترتيب براي پنج  ،تاثيرميزان دهنده بيشترين نشان ،نتايج. دانهمورد بررسي قرار گرفت
 درجه اول مربوط بـه غلظتهـاي   هايترمكه  گرديدمشاهده  اجرا و  طرح تركيب مركزي يهاآزمايش، فاكتوراز اين پنج 

Fe+2 ،K+1و ترمهاي متقاطع مربوط به ، Fe+2 و Na+1، Fe+2 و Mg+2، K+1  وNa+1 ،K+1  وCa+2 و Na+1 و Ca+2 اثـر   داراي
استفاده از روش سطح  محيط كشت با سازي توجه به نتايج حاصل از بهينهبا . باشندميوليد بيوسورفكتانت تبر معنادار 

بـا توجـه بـه پيچيـدگي روابـط متقابـل ميـان        . برابر افزايش يافت 1.5پاسخ، ميزان سورفكتين نسبت به حالت كنترل 
و سپس بـا اسـتفاده از روش الگـوريتم ژنتيـك، بهينـه       شدمدلسازي سيستم با شبكه عصبي  ،فاكتورهاي محيط كشت

تعـداد  . جي شبكه همان ورودي و خروجي مدل سطح پاسـخ هسـتند  ها و خروورودي. سازي محيط كشت انجام گرفت
نـورون بـه دسـت     12لايه مياني با سعي و خطـا  بوده و در  نورون 1و در لايه خروجي  نورون 5لايه ورودي نورونها در 

بـالاتري   (R2)مدل بدست آمده از شبكه عصبي مصنوعي در مقايسه با مدل سطح پاسـخ داراي ضـريب تعيـين    . آيد مي
روش . )0.746در مقابـل   0.9455( تـر اسـت  مدل شبكه عصبي در مقايسه بـا مـدل رگرسـيوني قـوي    بنابراين . ستا

بـا  . كنـد بهتر عمل كرده و نتايج قابل اعتماد و بهتري را ارائه ميسطح پاسخ الگوريتم ژنتيك نيز در مقايسه با روشهاي 
  g/l، ميـزان سـورفكتين بـه    الگـوريتم ژنتيـك  از روش محيط كشـت بـا اسـتفاده     توجه به نتايج حاصل از بهينه سازي

  .دهدافزايش را نشان مي برابر 2رسيد كه نسبت به حالت كنترل،  1.8293

الگـوريتم  شبكه هاي عصبي مصنوعي، بيوسورفكتانت، بهينه سازي، محيط كشت، مدلسازي،  :واژه هاي كليدي

 Bacillus subtilis ATCC 6633، كشش سطحي، ژنتيك
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ت تتعيين عوامل موثر در محيط كش  توليد بيوسورفكتان
مقدمه

خصوصيت منحصر به فـرد ايـن مـواد در كـاهش     . طحي هستندها از جمله مواد فعال سسورفكتانت
كشش سطحي و افزايش امولسيفيكاسيون مواد غير محلول در آب باعث كاربردهاي زياد ايـن مـواد در   

بسـياري از  . شـده اسـت  ... ها، صنايع وابسته بـه نفـت، محـيط زيسـت و     صنايع غذايي، صنايع شوينده
زيسـت  . هـا معروفنـد  حي توليد نماينـد كـه بـه بيوسـورفكتانت    ها قادرند مواد فعال سطميكروارگانيسم

هـاي  از مهمترين مزيـت ... پذير بودن اين مواد، سميت كمتر، قابليت توليد از مواد ارزان قيمت و تجزيه
  . هاي شيميايي استاين دسته مواد نسبت به نمونه

به طور از بيوسورفكتانتها هنوز بالا  نسبتاًچنين مزاياي مهمي، به دليل هزينه هاي توليدي با وجود 
يـك روش ممكـن بـراي كـاهش هزينـه هـا فـراهم نمـودن         . اسـت  نشـده  استفادهگسترده در صنعت 

سوبسـتراهاي جـايگزيني همچـون ضـايعات كشـت و      محيطهايي با تركيب بهينه اجزا و يا اسـتفاده از  
بايد ست كه محيط كشت اينجايگزين مشكل عمده در زمينه استفاده از سوبستراهاي  .باشدصنعت مي

اسـتفاده از  . حاوي ميزان مناسبي از مواد مغذي باشد تا رشد سلولي و توليـد محصـول مناسـب باشـد    
 نيز مواجه اسـت چـرا كـه نـوع و خصوصـيات محصـول       يمحيط كشت بر پايه ضايعات با مشكل ديگر

 )..Nitschka, et al، 2004(ت نهايي به تركيب محيط كشت وابسته اس

. و انباشتگي محصولات متابوليكي به شدت تحت تاثير تركيبـات محـيط كشـت اسـت    رشد سلولي 
ولوژيكي بسـيار دشـوار اسـت،    نسازي آنها براي فرآيندهاي بيوتكو بهينه مهمبنابراين يافتن فاكتورهاي 

، دمـا،  pHاي داشته و علاوه بر اين از عوامل محيطـي همچـون   زيرا اين فاكتورها اثرات متقابل پيچيده
تـا  به منظور بهينـه سـازي تركيبـات محـيط كشـت      . رندپذيان در دسترس بودن اكسيژن تاثير ميميز

بسياري از ايـن روشـها ماننـد يـك فـاكتور در يـك       . از روشهاي گوناگوني استفاده گرديده استكنون 
ميـان  علاوه بر وقت گير بودن نتايج قابل اعتمادي را نيز به دليل در نظر نگرفتن اثـرات متقابـل    1زمان

زيـاد،   3نيز به دليل داشتن ترمهاي هـم اثـر   2بورمن-روشهايي همچون پلاكت. كنندفاكتورها ارائه نمي
سـتقبال  نيـز علـي رغـم ا    4روش تـاگوچي اسـتفاده از  . تنها براي غربال نمودن اوليه فاكتورها مناسـبند 

  . باشددر برخي موارد، راهكار مناسبي نمي و نتايج مناسب عمومي

                                                 
1- One factor at a time 
2- Placket - Burman 
3- Alias 
4- Taguchi 



  

 

ت تتعيين عوامل موثر در محيط كش  توليد بيوسورفكتان
مقدمه

 Bacillus subtilisم اين مطالعه بهينه سازي محيط كشت توليد بيوسورفكتانت توسط هدف از انجا

ATCC 6633 تابع هدف ميزان بيوسورفكتانت اسـت كـه بايسـتي در فرآينـد بهينـه سـازي       . باشدمي
پـس از  . متغيرهاي مورد بررسي غلظت اجـزاي تشـكيل دهنـده محـيط كشـت هسـتند      . بيشينه گردد

 1رشد و توليد بيوسـورفكتانت بـا اسـتفاده از يـك طـرح فاكتوريـل كسـري       هاي بدست آوردن منحني
با انجام اين آزمايشها از ميان هشـت فـاكتور مـورد بررسـي در محـيط      . آزمايشهايي طراحي و اجرا شد

براي بهينه سازي بيشـتر مـورد    2كشت، پنج فاكتور موثر تشخيص داده شده و در طرح تركيب مركزي
هاي عصبي مصنوعي ابزار مدلسازي غير پارامتري است و به همين دليـل از  بكهش .استفاده قرار گرفتند

بـا توجـه بـه پيچيـدگي روابـط متقابـل ميـان        . باشـد قدرت بيشتري در مدلسازي فرآيند برخوردار مي
انجام گرفت و سپس بـا اسـتفاده    3مصنوعي فاكتورهاي محيط كشت مدلسازي سيستم با شبكه عصبي

-بر برتـري شـبكه   ،بدست آمدهنتايج . ك، بهينه سازي محيط كشت انجام گرفتاز روش الگوريتم ژنتي

در عين حال الگوريتم ژنتيك نيز نتايج بهتري . گذارندهاي عصبي نسبت به روش رگرسيوني صحه مي
  .كندارائه مي 4را نسبت به روش سطح پاسخ

هـاي  ي نظـري روش در فصل دوم ايـن تحقيـق، مبـان   . اين تحقيق در شش فصل ارائه گرديده است
هـاي مختلـف   در فصل سـوم، كـاربرد روش  . سازي معرفي شده استها و بهينهمختلف طراحي آزمايش
سازي در توليد محصولات بيولوژيكي و به طور خاص در توليد بيوسـورفكتانتها  طراحي آزمايش و بهينه

كتانتها و مقايسه آنها با در اين قسمت به طور مختصر به معرفي بيوسورف. مورد بررسي قرار گرفته است
گيـري  سورفكتانتهاي شيميايي و بيان مزيتهاي آنها، و همچنين روشـهاي مختلـف شناسـايي و انـدازه    

مواد و روشهاي مورد استفاده در فصل چهارم و نتايج و بحـث در فصـل   . غلظت آنها پرداخته شده است
انتهـا  در . نهادات پرداخته شده اسـت بندي و ارائه پيش در فصل ششم به جمع. پنجم ارائه گرديده است

  .است پيوست ارائه گرديده 4نيز 

                                                 
1- Fractional factorial 
2- Central composite design 
3- Artificial Neural Network (ANN)  
4- Response Surface Methodology (RSM) 



  

 

  

              2فصل
  
  

هاي ها و روشطراحي آزمايش
مختلف بهينه سازي
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  مقدمه .2-1
مطالعه و شـناخت ايـن   . باشدمختلف ميعوامل يك فرآيند يا يك پديده طبيعي همواره تحت تاثير 

ن فرآيند آآورد كه بتوان يمند اين امكان را فراهم و تعيين چگونگي اثرگذاري آنها بر رفتار فرآيعوامل 
   .را به سمت اهداف از پيش تعيين شده سوق داد

  . در نظر گرفت 1-2توان به صورت شكلمدل كلي سيستم يا فرآيند را مي

  
  همراه با وروديها و خروجيها سيستم يا فرآينديك مدل كلي  .1-2شكل

به صورت تركيبي از ماشـينها، روشـها، اشـخاص و     توانميفرآيند را  ،گرددهمانطور كه مشاهده مي
كنند كه يك و يا چند را تبديل به خروجيهايي مي (x1, x2, …., xk)منابع ديگر تصور كرد كه وروديها 

  . (y1, y2, …, ym) پاسخ قابل مشاهده دارند
گـر كنتـرل   ، در صورتيكه متغيرهـاي دي (z1, z2, …, zp) در فرآيند، كنترل پذيرندبعضي از متغيرها 

  .(w1, w2, …, wQ) ناپذيرند
گذارند اما فرق ان دو در ايـن  متغيرهاي قابل كنترل و غير قابل كنترل هر دو بر روي فرآيند اثر مي

در حاليكه تنظيم متغير غير قابل كنتـرل از  . توان تنظيم نمود است كه مقدار متغير قابل كنترل را مي
  . عهده آزمايشگر خارج است

بـا سـاير   متغير مستقل متغيـري اسـت كـه    . شوندتقسيم ميمستقل و وابسته دو دسته  متغيرها به
به عبـارت ديگـر اگـر بـا ايجـاد تغييـر در متغيـري، تغييـري در         . متغيرهاي ورودي ديگر ارتباط ندارد

متغير وابسـته متغيـري اسـت كـه     . گوييممتغيرهاي ديگر ورودي ايجاد نشود، آن متغير را مستقل مي
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  .باشدتابعي از متغيرهاي مستقل مي مقدار آن
. باشدميو قابل اندازه گيري بوده تابعي از متغيرهاي مستقل متغيري وابسته است كه  ،متغير پاسخ

هر گونه تغير و تنظيمـي در فاكتورهـاي   . باشدفاكتور، متغير قابل كنترل و مستقل در يك آزمايش مي
تـوان بـه دو   ورهاي مورد بررسي در يك آزمـايش را مـي  فاكت. گذاردورودي بر روي متغير پاسخ اثر مي

فاكتورهاي كمي آنهايي هستند كه نشـان دهنـده ميـزان    . تقسيم نمود 2قياسيو كيفي يا  1دسته كمي
-ميزان قد، وزن و يا غلظت يـك مـاده نمونـه    .يك كميت بوده و داراي مقدار عددي مشخصي هستند

يفي توصيفي بوده و حالتي يا ويژگي خاصي را توصـيف  فاكتورهاي ك. هايي از فاكتورهاي كمي هستند
توانـد رنگهـاي مختلـف مثـل قرمـز، سـفيد و يـا آبـي         اين ويژگي خـاص مـي  به عنوان مثال . كنندمي

  . (Lazic, 2004)باشد
  دهيم؟ با وجود اين تعاريف و مقدمات اكنون بايد پرسيد چرا آزمايش انجام مي

در  .نها به سه دسـته تقسـيم شـوند   آا توجه به كيفيت شناخت توانند بمي 3علوم دقيقهبه طور كلي 
تمام فاكتورهايي كه بخشي از يك پديده هسـتند، بـه همـراه قـوانين طبيعـي       ،شناختبالاترين سطح 

اي رتباط ميان تمام فاكتورها در پديـده ا. باشند نها بر يكديگر شناخته شدهآو نحوه اثر  اهنآحاكم ميان 
  . (lazic, 2004) گرددكند بوسيله يك فرمول رياضي بيان ميبعيت ميكه از قوانين طبيعي ت

كه تمام فاكتورهايي كـه بخشـي از يـك پديـده هسـتند،       افتدفاق ميتاشناخت زماني مياني سطح 
ايـن حالـت   . انـد شدهنمشخص  كاملانها آروابط ميان آنها و تاثيرات  در حاليكهباشند، ميشناخته شده 

 .ايماست مواجه شده يدي پيچيده كه داراي فاكتورهاي زيااافتد كه ما با پديدهميمعمولا زماني اتفاق 
توانيم اين فاكتورها را به صورت يك سيسـتم از معـادلات ديفرانسـيل همزمـان امـا      برخي اوقات ما مي

  .بدون راه حل به يكديگر ارتباط بدهيم
 مربـوط بـه   يخص از فاكتورهـا مش ـ ياست كه تنها تعداد بصورتي ،يك پديده شناختسطح پايين 

در چنـين  . انـد ناشناخته ماندهدر حاليكه تعداد زيادي از فاكتورها  ،پديده براي ما شناخته شده هستند
ايـن صـورت   در . شناسيمما قانون طبيعي يا به عبارت ديگر مدل رياضي عمل فاكتورها را نمي ،سطحي

  . (lazic, 2004) زنيميزمايش مآدست به انجام  ،چنين مدلييابي به براي دست

                                                 
1- Quantitave  
2- Qualitative or categorical  
3  - Exact sciences 
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يك عمل طرح ريزي شده است كه براي رد و يا قبول نمودن يك فرض، يا كشف واقعيتي  ،آزمايش
-سازي يك سيستم تعداد زيادي آزمـايش انجـام مـي   در فرآيند تحقيق، توسعه و بهينه .گيردانجام مي

همچنين مي تواند بـر روي   آزمايش .باشد 1يك آزمايش ممكن است فيزيكي و يا بر مبناي مدل. گيرد
موضـوع مـورد مطالعـه را بـا دقـت       ،هنگامي كه يك مدل. شده نيز انجام پذيرد سادهيك مدل رياضي 

-كافي توصيف كند، عموما آزمايش بر روي موضوع مورد مطالعه با آزمايشي بر روي مدل جايگزين مي

يزيكـي مكـررا توسـط مـدلهاي     اخيرا به واسطه پيشرفت سريع تكنولـوژي كـامپيوتر، مـدلهاي ف   . گردد
  .(Lazic, 2004) اندشده جايگزين شده سادهرياضي 

-هـاي بـي  آزمايش جايگاهي عمده در علم دارد، مخصوصا اكنون كه مسايل علمي داراي پيچيدگي

انجام گرفته است، يك تحقيـق علمـي كـه كـاملا      Bernal براساس تخميني كه توسط. شماري هستند
. باشـد مـي % 2پـذيري تنهـا داراي ضـريبي در حـدود     از نظر قابليت اسـتفاده  نظم انجام گرفته باشدبي

به منظور افزايش راندمان تحقيق، لازم است كه روشي كاملا نـوين در مطالعـات آزمايشـگاهي    بنابراين 
    .(Lazic, 2004) كلاسيك معرفي گردد

گير و تـا  يچيده، وقتهاي ديگر، بر اساس آزمايشات پطالعات مهندسي و شيميايي، همچون رشتهم
  :(Lazic, 2004) كار آزمايشي شامل موارد ذيل است. حدي گران قيمت استوار هستند

مطالعات فيزيكي و شيميايي براي برقرار نمودن ثوابت و خواص اجزا، تركيبات شـيميايي و   •
  ؛مواد

  آناليز معمولي مواد خام، محصولات مياني و نهايي؛ •
  و توسعه فرآيندهاي حرفه اي صنعتي؛ مطالعات آزمايشگاهي براي طراحي •
سازي روشـهاي حرفـه اي صـنعتي در سيسـتمهاي آزمايشـگاهي، واحـدهاي نيمـه         بهينه •

  صنعتي و صنعتي؛
  ؛)خواص-تركيب(مخلوط بهينه سازي ، و يا بهينه سازي خواص ،اتتركيببهينه سازي  •
  مدلسازي رياضي يك سيستم؛ •
  گيري شده؛ها بر روي ميزان پاسخ اندازهانتخاب فاكتورها با توجه به ميزان تاثير آن •
  .تخمين و تعيين ثوابت مدل تئوري •

                                                 
1- Model based 


