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 Alcaligenesتعیین شرايط بهینه تولید ماده ضد میکروبی توسط
faecalis جداشده از خاک های آلوده به نفت به روش سطح پاسخ

محمد يعقوبی آوينی1 *، غلامحسین ابراهیمی پور2، علیرضا قاسمپور3

چکیده
ظهــور مقاومــت هــای دارويــی در بیــن میکروارگانیســم هــای بیماريزا 
نشــان دهنــده نیــاز بــه كشــف آنتــی بیوتیــک هــای جديــد اســت. در 
جســتجوی يــک میکروارگانیســم تولیــد كننــده مــاده ضــد میکروبــی 
Al�  جديــد از خــاک هــای آلــوده بــه نفــت اطــراف دزفــول يــک ســويه
 caligenes faecalis subsp. faecalis جداســازی شــد. عوامــل موثــر 
ــد مــاده ضــد میکروبــی بــه روش يــک فاكتــور در هــر زمــان  در تولی
  °C 35،ــا ــب pH = 9، دم ــه ترتی ــر اســاس آن ب ــه ب ــد ك ــن گردي تعیی
34/0NH4Cl، % 2 %  اســتات ســديم و K2HPO4 02/0 % بیشــترين 

 ،NH4Cl ــتات و ــت اس ــج غلظ ــن نتاي ــاس اي ــر اس ــت. ب ــر را داش تاثی
دور همــزن و زمــان فرمانتاســیون بــه روش ســطح پاســخ بــا طراحــی 
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مقدمه
افزای��ش ش��یوع مقاوم��ت ه��ای چن��د داروی��ی در 
می��ان باکت��ری ه��ا، جس��تجو ب��رای عوام��ل ض��د 
میکروب��ی جدی��د را ب��ه ی��ک اس��تراتژی مه��م در 
کنت��رل  عفون��ت ه��ای ش��دید تبدی��ل کرده اس��ت 
از روش ه��ای کش��ف  )Rice, (2006. یک��ی 
متابولی��ت ه��ای جدی��د جس��تجو در محی��ط های 
 Knight & et al., ب��ا ش��رایط خ��اص اس��ت
(2003( و از آنجاییک��ه آلودگ��ی خ��اک ب��ا نف��ت 

باع��ث افزای��ش مناب��ع کرب��ن و ان��رژی در خ��اک 
و ایج��اد رقاب��ت بی��ن میک��رو ارگانیس��م های��ی 
ب��ا توانای��ی تجزی��ه ترکیب��ات هیدروکربن��ی م��ی 
ش��ود )Duncan & et al., (1997 م��ی توان��د 
مح��ل مناس��بی ب��رای آغ��از جس��تجو جه��ت 
کش��ف س��ویه ه��ای تولی��د کنن��ده متابولی��ت 
ه��ای جدی��د باش��د. تاکن��ون چندی��ن م��ورد 
 Alcaligenes فعالی��ت ض��د میکروب��ی از جن��س
گ��زارش ش��ده اس��ت. Mare و Coetzee در 
Al� 1964 اع��لام کردن��د ک��ه دو س��ویه  س��ال

طی��ف  ب��ا  باکتریوس��ین  تولی��د   caligenes
Tokun- ،1996  وس��یع می نماین��د. در س��ال

aga و هم��کاران س��ویه ای از ای��ن باکت��ری را 

جداس��ازی کردن��د ک��ه تولی��د آنت��ی بیوتی��ک 
 S. ب��ا اث��رات ض��د C و A، B کالامانتاس��ین
 M3A س��ویه  همچنی��ن  می ک��رد.   aureus
جداس��ازی ش��ده از دری��ا نی��ز تولی��د م��اده ض��د 
M. tu�  میکروب��ی آب دوس��ت ب��ا اث��ر ب��ر روی

berculosis و M. avium مقاوم دارو و چندین 
ونکومایس��ین  مق��اوم   Entrococcus س��ویه 
س��ویه   .Bacic &Yoch, (2001( می ک��رد 
 AE 1.16ج��دا ش��ده از باقیمان��ده کمپوس��ت 

ک��ه از لح��اظ فیلوژنتی��ک نزدی��ک تری��ن س��ویه 
ب��ه س��ویه جداش��ده در ای��ن تحقی��ق اس��ت نی��ز 
دارای فعالی��ت آنتاگونیس��تی ب��ر روی ق��ارچ 
 .Kavroulakis & et al., (2010( ه��ا اس��ت
همچنی��ن در ژن��وم س��ویه HPC1271 ک��ه از 
لج��ن فع��ال جداس��ازی ش��ده و دارای اث��ر ض��د 
میکروب��ی ب��ر روی دو س��ویه مق��اوم چن��د 
  Serattia sp.و. Enterobacter spداروی��ی از
 GMXم��ی باش��د نی��ز ژن ه��ای ان��واع مختلف��ی 
 I (PKS I) از پلی کتای��د س��نتتاز ه��ای تی��پ
 .Kapley & et al., (2013( شناس��ایی ش��ده اند

ــتات، %  ــرايط % 1/88 اس ــن ش ــدند. بهتري ــه ش ــزی بهین ــب مرك مرك
،NH4Cl 29/0 دور همــزن rpm 3 و زمــان 6/7 روز تعییــن گرديــد كــه 

باعــث افزايــش 47% در تولیــد گرديــد. همچنیــن مشــخص گرديــد كــه 
در بیــن متغیــر هــا برهــم كنــش وجــود دارد.

ــی، روش  ــی نفت ــدی:Alcaligenes faecalis  ، آلودگ ــای کلی واژه ه
ســطح پاســخ ، طــرح مركــب مركــزی، يــک فاكتــور در هــر زمــان
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ش��رایط کش��ت در تولی��د متابولیت ه��ای ثانوی��ه 
بوس��یله میکروارگانیس��م بس��یار تاثی��ر گ��ذار 
اس��ت. تغیی��ر ش��رایط کش��ت می توان��د باع��ث 
و  ثانوی��ه  متابولیت ه��ای  بیوس��نتز  تحری��ک 
بنابرای��ن تس��هیل کش��ف ترکیب��ات طبیع��ی 
جدی��د گ��ردد. ب��رای مث��ال ب��ا تغیی��ر در ش��رایط 
س��اده ای مانن��د غلظ��ت اکس��یژن محل��ول و دم��ا 
ترکیب��ات جدی��دی از قارچ ه��ا و اکتینومیس��ت ها 
جداس��ازی ش��ده اند. بنابرای��ن طراح��ی ش��رایط 
مناس��ب کش��ت از پی��ش نیاز ه��ای  تحری��ک 
ثانوی��ه، در ی��ک  بیوس��نتز متابولی��ت ه��ای 
 Bode & et al., پروس��ه فرمانتاس��یون اس��ت

.)2002)

اس��تفاده از روش ه��ای آم��اری طراح��ی آزمای��ش 
می توان��د باع��ث افزای��ش تولی��د، کاه��ش تغیی��رات 
کنت��رل نش��ده در پروس��ه و کاه��ش در زم��ان 
و هزین��ه تولی��د در مقایس��ه ب��ا روش ه��ای 
معم��ول بهین��ه س��ازی ت��ک فاکت��ور گ��ردد. از 
جمل��ه ای��ن روش ه��ا می ت��وان ب��ه روش س��طح 
 )Responce surface method, RSM( پاس��خ
اش��اره نم��ود ک��ه ق��ادر اس��ت ت��ا اهمی��ت نس��بی 
چندی��ن فاکت��ور دخی��ل در آزمای��ش را حت��ی در 
ص��ورت وج��ود ارتباط��ات متقاب��ل پیچی��ده بی��ن 
 .Fang & et al., (2012) آن ه��ا ارزیاب��ی کن��د
پی��ش آگاه��ی از رون��د آزمای��ش و عوام��ل موث��ر 
در آن ب��رای منطب��ق نم��ودن ه��ر چ��ه بیش��تر 
م��دل طراح��ی ش��ده ب��ا واقعیت ض��روری اس��ت، 
بنابرای��ن RSM در دو س��طح انج��ام م��ی ش��ود، 
ابت��دا شناس��ایی فاکت��ور ه��ای موثر که ب��ه روش 

ه��ای مختلف��ی مانن��د ی��ک فاکت��ور در ه��ر زم��ان 
ی��ا پلاک��ت- بورم��ان انج��ام می ش��ود و س��پس 
Central compos- )ب��ا طراح��ی مرک��ب مرک��زی 

ite design, CCD( ش��رایط بهین��ه ه��ر فاکت��ور 

.)Wang & et al., 2008) تعیی��ن م��ی ش��ود
در پژوه��ش ه��ای قبل��ی در خ��اک ه��ای آل��وده 
ب��ه نف��ت اط��راف دزف��ول ی��ک باکت��ری تولی��د 
کنن��ده م��اده ض��د میکروب��ی جداس��ازی و 
 Alcaligenes faecalis subsp. faecalis

strain persicum شناس��ایی ش��د. م��اده ض��د 

میکروب��ی حاص��ل دارای طی��ف وس��یع اث��ر ضد 
میکروب��ی اس��ت و بیش��ترین اث��ر را ب��ر روی 
  Aspergillus nigerو  Candida albicans
از خ��ود نش��ان م��ی ده��د در حالی  ک��ه ب��ر روی 
 Yagoobi( ن��دارد  اث��ری   .Entrococcus sp
بنابرای��ن ه��دف   .)Avini & et al., (2014)

از انج��ام ای��ن مطالع��ه تعیی��ن نم��ودن فاکت��ور 
ه��ای موث��ر در تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی 
جداس��ازی   Alcaligenes faecalis توس��ط 
ش��ده و به دس��ت آوردن بهتری��ن ش��رایط تولی��د 
بوس��یله روش آم��اری پاس��خ س��طح در حداق��ل 

زم��ان و ب��ا حداق��ل امکان��ات اس��ت.

مواد و روش ها
میکروارگانیسم 

 Alcaligenes faecalis subsp. faecalis
ای��ن  اس��تفاده در  strain persicum م��ورد 
مطالع��ه از خ��اک ه��ای آل��وده ب��ه نف��ت در 
اط��راف دزف��ول ب��ه روش رق��ت س��ازی س��ریال 



محمد یعقوبی آوینی و همکاران تعیین شرایط بهینه تولید ماده ضد میکروبی توسط Alcaligenes faecalis  جداشده از - 230

و کش��ت متقاط��ع جداس��ازی ش��د.
بررســی شــرايط تولیــد مــاده ضــد میکروبی 

بــه روش يــک فاكتــور در هــر زمان
جه��ت انج��ام فرمانتاس��یون از محی��ط پای��ه 
معدن��ی ش��امل آمونیوم کلراید g 1، دی پتاس��یم 
هی��دروژن فس��فات g  0/05 ، س��ولفات آه��ن 
0/01 g  (ІІ)، کلری��د کلس��یم g 0/01 س��ولفات 
منیزی��مg 0/2 ، در 1000 میلی لیت��ر آب مقط��ر 
)Schlegel, 1982( اس��تفاده ش��د. جدای��ه جهت 
تولی��د بیش��تر م��اده ض��د میکروب��ی، ب��ه ترتی��ب  
از نظ��ر انتخ��اب منب��ع کرب��ن و ان��رژی، تاثی��ر 
فاکتوره��ای pH، دم��ا، غلظ��ت منب��ع نیت��روژن 
و فس��فات م��ورد بررس��ی ق��رار گرف��ت )ج��دول 
1(. تمام��ی ای��ن آزمایش��ات، ش��امل 3 تک��رار 
ب��رای ه��ر تیم��ار بودن��د. رش��د باکت��ری در ه��ر 
آزمای��ش در OD600 پیگی��ری و بع��د از ورود 
ب��ه ف��از س��کون، mL 2 از مای��ع فرمانتاس��یون 

س��انتریفیوژ ش��ده و بع��د از دیس��ک گ��ذاری ب��ا 
جری��ان ه��وای اس��تریل خش��ک ش��د. ان��دازه 
هال��ه ع��دم رش��د )برحس��ب mm( ب��ا روش 
انتش��ار از دیس��ک ب��ر روی B. subtilis م��ورد 
بررس��ی ق��رار گرف��ت. محی��ط اس��تات ب��راث 
و س��یترات ب��راث ش��امل محی��ط پای��ه معدن��ی 
بع��لاوه ب��ه ترتی��ب 20 و 30 گ��رم در لیت��ر 
اس��تات و س��یترات س��دیم ب��ه عن��وان منب��ع 
کرب��ن م��ی باش��ند. داده ه��ای مرب��وط ب��ه منب��ع 
NH4Cl دم��ا، اث��ر غلظ��ت ،pH ،کرب��ن و ان��رژی

و اث��ر غلظ��ت K2HPO4 ابت��دا از لح��اظ نرم��ال 
Kolmogorove-Smirn- تس��ت ب��ا   ب��ودن 

ove بررس��ی ش��دند و س��پس آنالی��ز ه��ای 

آم��اری ب��رای ه��ر تیم��ار ب��ا کم��ک تحلی��ل 
واریان��س یکطرف��ه )one way ANOVA( در 
احتم��الp<0/05 م��ورد بررس��ی ق��رار گرفتن��د. 
 SPSS جه��ت آنالی��ز ه��ای آم��اری از نرم اف��زار

جدول1: انواع فاكتورها و سطوح مورد استفاده در بهینه سازی به روش يک فاكتور در هر زمان.

نوع و سطحفاکتور

NBCBABMHBTSBمنبع کربن*

pH5678910

)C˚( 202530354050دما

)%( NH4Cl0/020/040/080/170/340/68

)%( K2HPO40/0030/0050/010/020/040/08

NB, Nutrient broth; CB, Citrate broth; AB, Acetate broth; MHB, Muller Hinton broth; TSB, Trypticase Soy broth*.
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18 اس��تفاده گردی��د.
طراحــی آزمايــش و بررســی شــرايط بهینــه 

تولیــد بــه روش ســطح پاســخ
RSM ش��امل مجموع��ه ای از تکنی��ک ه��ای 

آم��اری اس��ت ک��ه ب��رای ارزیاب��ی ارتب��اط بی��ن 
عوام��ل آزمایش��ی و پاس��خ گ��زارش ش��ده ب��ا 
توج��ه ب��ه ی��ک ی��ا چن��د معی��ار انتخاب��ی ب��ه کار 

م��ی رود )Silva & Roberto, (2001. ب��ا توجه 
ب��ه نتای��ج حاصل��ه از ی��ک فاکت��ور در ه��ر زم��ان 
عوامل��ی مانن��د غلظ��ت مناب��ع کرب��ن و نیت��روژن، 
دور هم��زن و زم��ان فرمانتاس��یون جه��ت بهین��ه 
س��ازی بوس��یله CCD انتخ��اب گردیدند. س��طح 
و دامن��ه ه��ر ی��ک از ای��ن متغی��ر ه��ا در ج��دول 2 

ارائ��ه گردی��ده اس��ت.

.RSM جدول2: انواع متغیرها و سطوح مورد استفاده در بهینه سازی به روش

متغیر                      فاکتور
سطح و دامنه

-2-1012

A)%(0/10/571/051/572/00غلظت استات سدیم

B)rpm( 050100150200سرعت همزن

C)%( NH4Cl 0/050/140/230/310/40غلظت

D)34/567/59زمان فرمانتاسیون )روز

جه��ت ایج��اد معادل��ه رگرس��یون، متغی��ر ه��ا 
بوس��یله معادل��ه زی��ر کدگ��زاری گردیدن��د.

xi=((Xi-X̅i))/(∆Xi )           i=1,2,3,…,k

ک��ه در آن xi مق��دار ک��د ش��ده ه��ر متغی��ر 
مس��تقل،  Xi مق��دار واقعی آن متغی��ر،X̅i مقدار 
واقع��ی متغی��ر در نقط��ه مرک��زی )س��طح صف��ر( 
و ΔXi مق��د  ار تغیی��ر در ه��ر س��طح م��ی باش��د. 
متغی��ر پاس��خ )قط��ر هال��ه ع��دم رش��د( در قال��ب  
م��دل درج��ه دوم ق��رار گرف��ت ت��ا ب��ا متغی��ر 
ه��ای مس��تقل مرتب��ط ش��ود. ش��کل کل��ی ی��ک 
 Second( معادل��ه چن��د جمل��ه ای درج��ه دوم

order polynomial equation( ب��ه ص��ورت 

زی��ر اس��ت.
Y=b_0+ ∑i bixi+∑i ∑j bijxij+ ∑ biixi

2

 bi، ،ضری��ب ثابت b0 ،مقدار پاس��خ Y ک��ه در آن
 bijو bii ب��ه ترتی��ب بیانگ��ر اث��رات خط��ی، متقابل 

و مربع��ات متغی��ر ه��ا )xi و xj ( م��ی باش��ند. 
CCD کام��ل ب��رای چه��ار متغی��ر مس��تقل، 

ه��ر ک��دام در پن��ج س��طح ب��ا 6 تک��رار در نقط��ه 
مرک��زی و 8 نقط��ه مح��وری ب��رای هماهنگ��ی 
ب��ا م��دل درج��ه دوم چن��د متغی��ره ب��کار ب��رده 
ش��د. CCD کام��ل در اص��ل ش��امل 2n طراح��ی 
 n0 ،)تع��داد متغی��ر ه��ا ،n( فاکتوری��ل آزمای��ش
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نقط��ه   مرک��زی و دو نقط��ه مح��وری ب��رای ه��ر 
متغی��ر اس��ت. بنابرای��ن تع��داد کل نق��اط آزمایش 
 N= 2n+2n+n0اس��ت ک��ه نش��ان دهن��ده نی��از 

ب��ه 30 آزمای��ش ب��رای ای��ن م��دل م��ی باش��د. 
  Design-Expert 7.0 (Stat-Easeن��رم اف��زار
(Inc., MN, USA جه��ت آنالی��ز رگرس��یون 

داده ه��ای بدس��ت آم��ده و تعیی��ن ترکی��ب 
بهین��ه متغی��ر ه��ای مس��تقل بوس��یله معادل��ه 
چن��د جمل��ه ای درج��ه دوم م��ورد اس��تفاده ق��رار 
گرف��ت. آنالی��ز ه��ای آم��اری م��دل ب��ه روش 
آنالی��ز واریان��س)ANOVA( انج��ام ش��د. ای��ن 
آنالی��ز ه��ا ش��امل  آزم��ون فیش��ر ) معن��ا دار 
  P( Fاحتمالات وابس��ته ب��ه آن ،)ب��ودن کل م��دل
( و ضرای��ب تعیی��نR2 و R2adjusted هس��تند 
ک��ه معی��ار مناس��ب ب��ودن م��دل رگرس��یون 
هس��تند. تعیی��ن می��زان هال��ه عدم رش��د) پاس��خ( 
مطاب��ق ب��ا روش ارائ��ه ش��ده در ب��الا ص��ورت 

گرف��ت. 

نتايج
ــه  ــد مــاده ضــد میکروبــی ب بیشــترين تولی

ــان ــر زم ــور در ه ــک فاكت روش ي
تاثی��ر عوام��ل مختل��ف در تولی��د م��اده ض��د 
میکروب��ی و می��زان ای��ن تاثی��ر در )ج��دول 3 (

دی��ده می ش��ود. در بی��ن محی��ط ه��ای کش��ت 
م��ورد اس��تفاده، محی��ط ه��ای اس��تات ب��راث و 
س��یترات ب��راث به ص��ورت معن��ا داری )0/05 
>p(نس��بت ب��ه س��ایر محی��ط ه��ای کش��ت باعث 

افزای��ش تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی می ش��دند 
در حالیک��ه بی��ن ای��ن دو محی��ط تف��اوت معن��ا 

داری دی��ده نمی ش��د.  
تاثی��ر pH ه��ای مختل��ف در تولی��د م��اده ض��د 
میکروب��ی در ط��ی 12 روز کش��ت در 100 میل��ی 
لیت��ر محی��ط اس��تات ب��راث نش��ان داد ک��ه بی��ن 
pH ه��ای 7 ت��ا 10، باکت��ری رش��د ک��رده و تولید 

م��اده ض��د میکروب��ی م��ی نمای��د، ای��ن تولی��د در 
pH=9 بیش��تر ب��وده و نس��بت به pH ه��ای 7، 8 
و10 دارای اخت��لاف معن��ی دار )p< 0/05( ب��ود.

تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی در ط��ی 12 روز 
کش��ت در 100 میل��ی لیت��ر محی��ط اس��تات ب��راث 
 40 °C 35 و °C نش��ان داد ک��ه دم��ای pH=9 ب��ا
بهتری��ن دم��ای تولی��د م��اده ض��د میکروبی اس��ت 
ول��ی اخت��لاف معن��ی داری )p< 0/05( در می��زان 

تولی��د در ای��ن دو دم��ا مش��اهده نم��ی ش��د.
ط��ی 10 روز کش��ت در 100 میل��ی لیت��ر محی��ط 
اس��تات ب��راث ب��ا  pH=9 و دم��ای C° 35 دی��ده 
ش��د ک��ه باکت��ری در غلظ��ت ه��ای % 0/34 و 
NH4Cl 0/68 %، بهتری��ن عملک��رد تولی��د را 

 )p< 0/05( ب��دون وج��ود اخت��لاف معن��ی داری
بی��ن ای��ن دو غلظ��ت داش��ت.

 K2HPO4 جه��ت تعیی��ن حداق��ل مق��دار بهین��ه
روی تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی، 10 روز 
کش��ت در 100 میل��ی لیت��ر محی��ط اس��تات ب��راث 

ح��اوی حداق��ل مق��دار بهین��ه
 35 °C و دم��ای pH=9و در NH4Cl(% 0/34)

انج��ام ش��د. غلظ��ت ه��ای 0/01، 0/02، 0/04 و 
0/08 درص��د K2HPO4، دارای رش��د و تولی��د 
ب��ه   >p( نس��بت  بیش��تر معن��ی داری )0/05 
غلظت ه��ای 0/003 و 0/005 درص��د بودن��د در 
حالیک��ه در بی��ن ای��ن غلظ��ت ه��ا تف��اوت معن��ا 
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داری در می��زان تولی��د مش��اهده نم��ی ش��د.
ــه  ــد مــاده ضــد میکروبــی ب بیشــترين تولی

ــخ  ــطح پاس روش س
جه��ت ارزیاب��ی ارتب��اط بی��ن پاس��خ و متغی��ر 
ه��ای مس��تقل و تعیی��ن حداکث��ر فعالی��ت ض��د 
میکروب��ی نس��بت ب��ه س��طح بهینه غلظت اس��تات 
 ،)B, rpm( )% ,A(، س��رعت هم��زن  س��دیم 
غلظ��ت)% ,NH4Cl )C  و زم��ان فرمانتاس��یون 
)روز,D(، م��دل چن��د جمله ای توان دوم اس��تفاده 
ش��د. م��دل چن��د جمل��ه ای درج��ه دوم بااس��تفاده 
از آنالی��ز چندگان��ه رگرس��یون، نق��ش ه��ر ک��دام 
از متغی��ر ه��ا و بره��م کن��ش درج��ه دوم آن ه��ا 
را ب��ر روی فعالی��ت ض��د میکروب��ی بی��ان م��ی 
کن��د. معادل��ه پاس��خ م��دل درج��ه دوم ب��ر پای��ه 
متغی��ر ه��ای ک��د ش��ده به ص��ورت زی��ر اس��ت.

Y =5.04A – 4.00 B +0.083C – 2.88D 

+2.56AB + 0.19AC + 2.38AD– 5.50BC 

– 0.81BD – 4.44CD + 2.02A2+ 2.90B2– 

0.23C2+1.02D2

 D و A، B، C مق��دار   پاس��خ و Y ک��ه در آن
مقادی��ر ک��د ش��ده متغی��ر ه��ا هس��تند. ای��ن معادله 
ش��امل 15 جمل��ه اس��ت ک��ه چه��ار جمل��ه آن 

خط��ی، چه��ار جمل��ه درج��ه دوم و ش��ش جمل��ه 
برهمکن��ش دو فاکتوریل��ی اس��ت. بع��د از ح��ذف 
جم��لات ب��دون معن��ی )برپای��ه p< 0/05( معادل��ه 
م��دل ب��ه معادل��ه خلاص��ه ش��ده زی��ر تبدیل ش��د. 

Y = 0.00 + 5.04A – 4.00 B– 2.88D + 

2.56AB  - 2.38AD – 5.50BC– 4.44CD + 

2.02A2 + 2.90B2

بررس��ی ANOVA م��دل رگرس��یون درج��ه 
ب��ه  ک��ه  می ده��د  نش��ان  )ج��دول4(  دوم 
عل��ت پایی��ن ب��ودن  p value آزم��ون فیش��ر 
]pmodel>F<(0/0001([، م��دل بس��یار معن��ی 
دار ب��وده  اس��ت. م��دل ب��ه عل��ت نب��ود اخت��لاف 
در پاس��خ تک��رار ه��ای نقط��ه مرک��زی فاق��د 
خط��ای خال��ص )pure error( ب��وده و در نتیجه 
فاق��د ع��دم ب��رازش )lack of fit( می باش��د، ای��ن 
در حال��ی اس��ت ک��ه درج��ه آزادی کاف��ی ب��رای 
 R2 محاس��به آن ه��ا وج��ود دارد. هرچ��ه می��زان
ب��ه 1 نزدی��ک ت��ر باش��د، م��دل ق��وی ت��ر و پی��ش 
بین��ی پاس��خ توس��ط آن بهت��ر اس��ت. در ای��ن 
مطالع��ه R2 پ��س از ح��ذف جم��لات ب��ی معن��ی 

جدول3: آنالیز واريانس يک طرفه )one way ANOVA( طرح يک فاكتور در هر زمان

F-valuep-valueمجموع مربعاتهمگنی واریانسدرجه آزادیفاکتور

0/49551/60010/4000/001)14/4(منبع کربن

pH)17/5(0/117926/000414/3000/000

0/274498/933231/3750/000)14/4(دما 

NH4Cl0/303358/27862/0900/000)17/5(غلظت   

K2HPO4  0/40744/0007/5000/002)17/5(غلظت   
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R2adjust- 0/910ب��ود؛ از ط��رف دیگ��ر  براب��ر
ed ک��ه معی��ار مناس��ب ت��ری در ط��رح ه��ای 

آزمایش��ی مانن��د RSM اس��ت و ب��رآوردی از 
کل تغیی��رات توصی��ف ش��ده بوس��یله م��دل را 
ارائ��ه می کن��د، در ای��ن مطالع��ه براب��ر 0/857 
ب��ود؛ در نتیج��ه تنه��ا % 15 تغیی��رات بوس��یله 
م��دل توصی��ف نمی ش��وند. ای��ن مقادی��ر نش��ان 
دهن��ده دق��ت و فراگی��ری مناس��ب م��دل چن��د 
جمل��ه ای در تحلی��ل پاس��خ ه��ا و منطق��ی ب��ودن 
اس��تفاده از آن در بهین��ه س��ازی م��ی باش��د. 

نتای��ج آنالی��ز واریان��س )ANOVA( در ج��دول 
5 دی��ده می ش��ود. س��ه جمل��ه خط��ی A، B و 
D در س��طح p< 0/05  معن��ی دار بودن��د. در 

بی��ن ای��ن جم��لات، مهمتری��ن تاثی��ر متعل��ق ب��ه 
 (pA=pB غلظ��ت اس��تات س��دیم و دور هم��زن
فرمانتاس��یون  زم��ان  س��پس   (0/0001<و 

)pD=0/0007( می باش��ند. جم��لات درج��ه دوم 
 .)p< 0/05 ( نی��ز معن��ی دار هس��تند B2و A2

ای��ن نتیج��ه نش��ان می ده��د ک��ه آن ه��ا ب��ه 
عن��وان متغی��ر ه��ای مح��دود کنن��ده عم��ل ک��رده 
و تغیی��ر جزی��ی در آن ه��ا می توان��د تغیی��رات 
قاب��ل توجه��ی را در می��زان رش��د ی��ا تش��کیل 
محص��ول و ی��ا ه��ر دو باع��ث ش��وند. جم��لات 
بره��م کنش��یAB، AD، BC و CD نی��ز در 
س��طح p< 0/05 معن��ی دار بودن��د ک��ه در بی��ن 
آن ه��ا بره��م کن��ش بی��ن دور هم��زن و غلظ��ت 
و  فرمانتاس��یون  زم��ان  همچنی��ن  NH4Clو 

جدول4: آنالیز واريانس مدل درجه دوم

ضریب تخمینیF- valuep- valueمیانگین مربعدرجه آزادیمجموع مربعاتمنبع اثر

0/0001>1532/0314109/4313/55مدل

A522/891522/8964/74<0/00015/04
B307/201307/2038/03<0/0001-4/00
C0/1410/140/0180/89620/083
D158/701158/7019/650/0007-2/88

AB76/41176/419/460/00892/56
AC0/4510/450/0560/81710/19
AD65/64165/648/130/01362/38
BC352/001352/0043/580/0001-5/50
BD8/4518/451/050/3250-0/81
CD229/141229/1428/370/0001-4/44
A2110/691110/6913/700/00272/02
B2227/311227/3128/140/00012/90
C21/4211/420/180/6815-0/23
D228/25128/253/500/08421/02
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در   ،NH4Cl)pBC=pCD<0/0001) غلظ��ت 
تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی مه��م ت��ر اس��ت. 
 Coefficient( ق��در مطل��ق ضری��ب تخمین��ی
estimate( نش��ان دهن��ده می��زان تاثی��ر ه��ر 

متغی��ر در پاس��خ اس��ت. غلظ��ت اس��تات س��دیم 
بیش��ترین تاثی��ر )5/4( را در تولی��د م��اده ض��د 
میکروب��ی دارد ک��ه به دنب��ال آن دور هم��زن 
ق��رار   )2/88( فرمانتاس��یون  )4/00( و زم��ان 

می گیرن��د. مقادی��ر منف��ی در متغی��ر ه��ای B و 
D نش��ان دهن��ده اث��ر خط��ی آن ه��ا در کاه��ش 
 A تولی��د اس��ت در حالیک��ه می��زان مثب��ت متغی��ر
اث��ر خط��ی افزای��ش دهن��ده آن را بر روی پاس��خ 
نش��ان م��ی ده��د. مقادی��ر مثب��ت A2و B2 بیانگ��ر 
آن اس��ت ک��ه مق��دار تولی��د ب��ا افزای��ش مق��دار 
متغی��ر ه��ا ابت��دا کاه��ش و س��پس افزای��ش پی��دا 

می ک��رد.

 .RSM جدول5: آنالیز واريانس برای ارزيابی متغیر های تعیین شده بوسیله
 

F- valuep- valueمیانگین مربعمجموع مربعاتدرجه آزادیمنبع 

0/0001>141532/03109/4313/55مدل

13105/008/08باقیمانده

8105/0013/13عدم برازش

500خطای خالص

271637/03مجموع

0/910 = )coefficient of determination( ضریب تعیین = R2

0/857 = Adjusted R2

شکل 1: نمودار هم ترازی )راست( و سه بعدی )چپ( اثر همزمان دور همزن و غلظت استات سدیم در تولید ماده 
ضد میکروبی. کاهش دور همزن یا افزایش غلظت استات سدیم باعث افزایش میزان تولید می شود. 
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نم��ودار ه��ای س��ه بع��دی پاس��خ س��طح و دو 
بع��دی ه��م ت��رازی )contour( رس��م ش��دند ت��ا 
می��زان تاثی��ر ه��ر متغی��ر مس��تقل و همچنی��ن 
تاثی��ر بره��م کنش��ی متغی��ر ه��ا ب��ر پاس��خ را 
نش��ان  دهن��د. )ش��کل 1( نم��ودار س��ه بع��دی و 
ه��م ت��رازی اث��ر غلظ��ت اس��تات و دور هم��زن 
را ب��ر روی فعالی��ت ض��د میکروب��ی نش��ان 
می ده��د در حالیک��ه دو متغی��ر دیگ��ر در نقط��ه 
میان��ی ثاب��ت هس��تند. در غلظ��ت پایی��ن اس��تات 
می��زان  از  هم��زن  دور  افزای��ش  ب��ا   )%0/1(
فعالی��ت ض��د میکروب��ی کاس��ته می ش��د و ب��ه 
صف��ر می رس��ید؛ در حالیک��ه در غلظ��ت % 2 ب��ه 
می��زان اندک��ی از 27/2 ب��ه 31/2 افزای��ش پی��دا 
ک��رد. همچنی��ن ای��ن نم��ودار نش��ان م��ی داد ک��ه 
تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی در نقط��ه میان��ی هر 

دو متغی��ر کاه��ش پی��دا می ک��رد.

زم��ان  و  اس��تات  غلظ��ت  متقاب��ل  اث��ر 
فرمانتاس��یون درحالی ک��ه دو متغی��ر دیگ��ر در 
نقط��ه میان��ی ثاب��ت هس��تند، در ش��کل 2- ال��ف 
اس��تات  ب��الای  غلظ��ت  در  می ش��ود.  دی��ده 
ب��ا افزای��ش زم��ان از 3 ب��ه 9 روز در ح��دود 
50% ب��ه می��زان تولی��د اف��زوده می ش��د ام��ا در 
غلظ��ت پایی��ن اس��تات ب��ا افزای��ش زم��ان تولی��د 

ب��ه صف��ر می رس��د.
نم��ودار س��ه بع��دی و ه��م ت��رازی اث��ر متقاب��ل 
دور هم��زن و غلظ��ت NH4Cl)ش��کل 2- ب( 
نش��ان م��ی داد ک��ه در دور هم��زن صف��ر ب��ا 
افزای��ش غلظ��ت NH4Clاز % 0/05 ب��ه % 0/4، 
تولی��د افزای��ش پی��دا ک��رد در حالیک��ه در دور 

rpm 200 می��زان تولی��د در پایی��ن تری��ن غلظ��ت 

NH4Clبیش��تر اس��ت. در مجم��وع ب��ا کاه��ش 

دور از rpm 200 ب��ه صف��ر و افزای��ش غلظ��ت 
NH4Cl، فعالی��ت از 25/07 ب��ه 40/52 افزای��ش 

NH4Clاز  0/4  % غلظ��ت  در  می کن��د.  پی��دا 
بیش��ترین تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی پ��س از 
گذش��ت 3 روز از آغ��از فرمانتاس��یون ص��ورت 
 NH4Cl)% غلظ��ت  کمتری��ن  در  می گرف��ت. 
0/05( بیش��ترین تولی��د پ��س از گذش��ت 9 روز 
و ب��ه می��زان 50% کمت��ر از حال��ت قب��ل پی��ش 

بین��ی می ش��ود )ش��کل2- ج(.  

تعیین شرايط بهینه پاسخ
تاب��ع مطلوبی��ت ب��رای تعیی��ن بهتری��ن ش��رایط 
تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی بوس��یله روش 
حداق��ل مربع��ات محاس��به ش��د. ب��ه ای��ن منظ��ور 
)mm 0( و  فعالی��ت مش��اهده ش��ده  حداق��ل 
بالاتری��ن آن  )mm 25( ب��ه ترتی��ب مطلوبی��ت 
0 و 1 ق��رار گرفتن��د، همچنی��ن مقادی��ر متغی��ر 
ه��ای مس��تقل در دامن��ه طراح��ی آزمای��ش ق��رار 
گرف��ت )ج��دول 2(. بع��د از 30 ب��ار همانن��د 
س��ازی توس��ط ن��رم اف��زار مق��دار بهین��ه غلظ��ت 
اس��تات، 88/ 1 %؛ غلظ��ت NH4Cl ، %0/29؛ 
دور هم��زن، rpm 3 و زم��ان فرمانتاس��یون، 6/7 
 mm روز ب��رای بدس��ت آوردن هال��ه عدم رش��د
31/7 محاس��به ش��د. جه��ت تایی��د م��دل، ش��رایط 
پی��ش بین��ی ش��ده تح��ت آزمای��ش ق��رار گرف��ت 
و قط��ر هال��ه mm 30 بدس��ت آم��د ک��ه نش��ان 
دهن��ده دق��ت و قاب��ل اعتم��اد ب��ودن م��دل در 
پی��ش بین��ی تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی ب��ود. 
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ش��کل 2: نم��ودار ه��م ت��رازی )راس��ت( و س��ه بع��دی )چ��پ( تاثی��ر همزم��ان ال��ف( غلظ��ت اس��تات س��دیم و زم��ان 
فرمانتاس��یون، ب( غلظ��ت NH4Cl و دور هم��زن، ج( غلظ��ت NH4Cl و زم��ان فرمانتاس��یون ب��ر روی تولی��د م��اده 

Alcaligenes faecalis subsp. faecalis strain persicum  ض��د میکروب��ی توس��ط

الف

ب

ج
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می��زان فعالی��ت ض��د میکروب��ی بع��د از بهین��ه 
س��ازی ب��ا RSM ب��ه می��زان % 47 نس��بت ب��ه 

روش ت��ک فاکت��ور افزای��ش یاف��ت )ج��دول6(.

بحث 
افزای��ش نگران��ی درب��اره گس��ترش مقاوم��ت 
ه��ای میکروب��ی و خ��ارج ش��دن آنت��ی بیوتی��ک 
ه��ای موث��ر قدیم��ی از فهرس��ت انتخ��اب ه��ای 
درم��ان و همچنی��ن شکس��ت روش ه��ای نوی��ن 
تولی��د  ب��رای  ش��یمیایی  و  بیوانفورماتی��ک 
ترکیب��ات ض��د میکروب��ی جدی��د نش��ان دهن��ده 
نی��از ب��ه مطالع��ه ب��ر روی متابولی��ت ه��ای 
 Bredy, ثانوی��ه میکروب��ی جدی��د م��ی باش��د
(2012(. علیرغ��م وج��ود گزارش��اتی از تولی��د 

 ،sp. Alcaligenesماده ض��د میکروب��ی توس��ط
تاکن��ون در م��ورد تعیی��ن ش��رایط بهین��ه تولی��د 
در ای��ن باکت��ری گزارش��ی ارائ��ه نش��ده اس��ت. 

نتای��ج مطالع��ه حاض��ر نش��ان دهن��ده آن اس��ت 
ک��ه ن��وع و می��زان منب��ع کرب��ن نق��ش مهم��ی 
Al�  در تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی توس��ط
 caligenes faecalis subsp. faecalis strain
 persicum   دارد. منب��ع کرب��ن مهمتری��ن ج��ز 
محی��ط کش��ت محس��وب می ش��ود زی��را بای��د 
همزم��ان از رش��د و تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی 
حمای��ت کن��د ک��ه در ف��از ه��ای متف��اوت اتف��اق 
می افتن��د ام��ا ای��ن اث��ر در تولی��د ان��واع آنت��ی 
بیوتی��ک ها و س��ویه ه��ای تولی��د کنن��ده متفاوت 
اس��ت و بط��ور معم��ول اطلاع��ات بس��یار کم��ی 
درب��اره تاثی��ر آن در س��طح ملکول��ی ب��ر روی 
 Rokem( تولی��د آنت��ی  بیوتی��ک ه��ا وج��ود دارد
et al., (2006) &(. بهتری��ن مناب��ع کرب��ن در 

ای��ن پژوه��ش اس��تات س��دیم و س��یترات س��دیم 
ش��ناخته ش��دند ک��ه ب��ا نتای��ج مطالع��ه ب��ر روی 
 Bacic & Yoch, مطابق��ت دارد M3A س��ویه

جدول 6: تايید تجربی پیش بینی بهترين تركیب متغیر ها توسط RSM و مقايسه آن با 
بهترين تركیب متغیر ها در روش يک فاكتور در هر زمان  

هاله عدم رشد )mm(سطحمتغیر

RSMتک فاکتورRSMتک فاکتور

21/882130(%) غلظت استات سدیم

1003(rpm) سرعت همزن

(%) NH4Cl 0/340/29غلظت

106/7زمان فرمانتاسیون )روز(
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(2001( و در نتیج��ه ب��ه نظ��ر می رس��د مه��ار 

کاتابولی��ک در تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی اث��ر 
گ��ذار اس��ت. آزم��ونRSM  مق��دار بهین��ه غلظت 
اس��تات س��دیم را % 1/88 محاس��به نم��ود ک��ه 
در تطاب��ق ب��ا مق��دار 2% روش ت��ک فاکت��ور 
ق��رار می گی��رد. همچنی��ن نتای��ج نش��ان دهن��ده 
آن اس��ت ک��ه ب��رای تولی��د بیش��تر، ه��ر مق��دار 
می��زان منب��ع کرب��ن بیش��تر باش��د لازم اس��ت 
ت��ا دور هم��زن و زم��ان فرمانتاس��یون بیش��تر 

باش��ند )ش��کل ه��ای 1و 2 - ال��ف(. 
ب��رای  نیت��روژن  منب��ع  بهتری��ن  آمونی��وم 
بس��یاری از میکروارگانیس��م ه��ا ب��وده ام��ا 
در بس��یاری م��وارد مه��ار کنن��ده تولی��د آنت��ی 
 .Rokem & et al., (2006( بیوتی��ک ه��ا اس��ت
در ای��ن مطالع��ه مش��خص گردی��د ک��ه تولی��د 
م��اده ض��د میکروب��ی توس��ط آمونی��وم مه��ار 
 Yoch Bacic و  ب��ا مطالع��ه  نمی ش��ود ک��ه 
در س��ال 2001 مش��ابهت دارد. مق��دار بهین��ه 
تعیی��ن ش��ده آمونی��وم در روش ت��ک فاکت��ور 
ب��ا روش RSM مش��ابه اس��ت )ج��دول6( ام��ا 
روش RSM تاثی��ر غلظ��ت آمونی��وم در تولی��د 
را ب��دون معن��ی تش��خیص داده اس��ت ه��ر چن��د 
ک��ه بررس��ی اث��رات متقاب��ل توس��ط ای��ن روش 
نش��ان می ده��د ک��ه افزای��ش غلظ��ت آمونی��وم 
بط��ور معن��ی داری ب��ا کاه��ش دور هم��زن و 
زم��ان فرمانتاس��یون مرتب��ط اس��ت )ش��کل 2- 

ب و 2- ج(.
نتای��ج ب��ه دس��ت آم��ده نش��ان می ده��د ک��ه 
غلظ��ت فس��فات ب��ه می��زان ک��م ام��ا معن��ی داری 

ب��ر تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی اث��ر گ��ذار اس��ت 
)ج��دول 3(. نتای��ج همچنی��ن نش��ان دهن��ده آن 
اس��ت ک��ه در س��ویه م��ورد مطالع��ه هم��ه غلظ��ت 
ه��ای بالات��ر از غلظ��ت محی��ط پای��ه معدن��ی 
اس��تفاده ش��ده ب��رای تولی��د مناس��ب هس��تند. 
ای��ن یافت��ه ب��ر خ��لاف س��ایر گزارش��ات اس��ت 
ک��ه نش��ان م��ی  ده��د در بیش��تر م��وارد غلظ��ت 
ه��ای پایی��ن فس��فات ب��رای ش��روع تولی��د آنت��ی 
بیوتی��ک ه��ا ض��روری اس��ت ب��ا ای��ن ح��ال 
مکانیس��م ای��ن تاثی��ر بط��ور دقی��ق مش��خص 
نب��وده و احتم��الا جعب��ه ه��ای PHO در آن 

دخی��ل هس��تند. 
pH و س��پس دم��ا بیش��ترین نق��ش را در تولی��د 

م��اده ض��د میکروب��ی مطالع��ه ش��ده دارن��د 
)ج��دول 3( و مق��دار بهین��ه pH براب��ر 9و دم��ا 
C°35 تعیی��ن گردی��ده اس��ت. pH و دم��ا از 

عوام��ل مه��م در رش��د باکت��ری ه��ا و تولی��د 
متابولی��ت ه��ای ثانوی��ه ب��وده و حت��ی تغیی��ر 
ان��دک در آن ه��ا م��ی توان��د باع��ث تغیی��رات 
اساس��ی در می��زان تولی��د و ی��ا تولی��د متابولی��ت 
ه��ای ثانوی��ه دیگ��ری ش��ود. ب��ه نظ��ر م��ی رس��د 
ک��ه ای��ن دو عام��ل از طری��ق ایج��اد تغیی��ر در 
فعالی��ت ه��ای آنزیم��ی ش��امل تخری��ب آن ه��ا 
ی��ا تغیی��ر تمای��ل ب��ه سوبس��ترا ه��ای مختل��ف 
در تولی��د متابولی��ت ه��ای ثانوی��ه دخی��ل هس��تند 

 .Fang & et al., (2012(
تولی��د آنت��ی بیوتی��ک ه��ا ب��ه غلظ��ت اکس��یژن 
بس��یار  کش��ت  محی��ط  در   )DO( محل��ول 
Sterpto-  حس��اس اس��ت. نی��از ب��ه اکس��یژن در

.myces sp معم��ولا ب��الا ب��وده و از عوامل مهم 
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مح��دود کنن��ده در افزای��ش حج��م فرمانتاس��یون 
می باش��د. ب��ا ای��ن وج��ود م��واردی از ب��ی تاثی��ر 
ب��ودن ی��ا افزای��ش تولی��د در غلظ��ت ه��ای ک��م 
 Clark & اکس��یژن محل��ول گ��زارش ش��ده اند
 .et al., (1995) and López & et al., (2012)

نتای��ج RSM در مقایس��ه ب��ا روش ت��ک فاکت��ور 
نش��ان می ده��د ک��ه دور هم��زن دومی��ن عام��ل 
مه��م در تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی ب��وده و 
تولی��د بیش��تر ب��ا کاه��ش دور هم��زن رابط��ه 
مس��تقیم دارن��د )ج��دول 4(. کاه��ش اکس��یژن 
در دس��ترس ب��ه عن��وان عام��ل اس��ترس زا 
می توان��د در ای��ن م��ورد باع��ث تحری��ک تولی��د 
م��اده ض��د میکروب��ی ش��ود. همچنی��ن نتای��ج 
نش��ان م��ی دهن��د ک��ه کاه��ش دور هم��زن باع��ث 
افزای��ش نی��از ب��ه آمونی��وم و اس��تات ب��رای 
تولی��د بیش��تر می ش��ود ک��ه نش��ان دهن��ده 

تغیی��ر در نح��وه متابولیس��م س��لول اس��ت.
نتای��ج بدس��ت آم��ده از RSM نش��ان می ده��د 
ه��ای  فاکت��ور  از  فرمانتاس��یون  زم��ان  ک��ه 
تاثیرگ��ذار مه��م در تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی 
اس��ت. افزای��ش زم��ان فرمانتاس��یون باع��ث 
کاه��ش در تولی��د می ش��ود، همچنی��ن افزای��ش 
زم��ان باع��ث افزای��ش نی��از ب��ه مناب��ع کرب��ن و 

نیت��روژن ب��رای حف��ظ س��طح تولی��د می ش��ود. 
تعیی��ن ش��رایط بهین��ه بوس��یله ای��ن روش باع��ث 
3 روز کاه��ش در م��دت فرمانتاس��یون نس��بت به 
روش ی��ک فاکت��ور در زم��ان گردی��د )ج��دول5(. 
بهتری��ن ش��رایط تولی��د م��اده ض��د میکروب��ی 
Alcaligenes faecalis subsp. fae�  توس��ط

 =9 ،35 °C calis strain persicum؛ دم��ای 
 NH4Cl، 0/29 % ،1/88 اس��تات  س��دیم % ، pH

% K2HPO4 0/01، س��رعت هم��زن rpm 3 و 
زم��ان فرمانتاس��یون 7 روز تعیی��ن ش��دند. نتایج 
همچنی��ن نش��ان می دهن��د ک��ه در تعیی��ن غلظ��ت 
بهین��ه م��واد غذای��ی محی��ط کش��ت، روش آماری 
RSM و روش کلاس��یک ی��ک فاکت��ور در ه��ر 

زم��ان مش��ابه بودن��د ام��ا تعیی��ن ش��رایط بهین��ه 
دور هم��زن و مش��خص ش��دن بره��م کن��ش آن 
ب��ا غلظ��ت م��واد غذای��ی محی��ط کش��ت در روش 
RSM، باع��ث افزای��ش % 47 در تولی��د م��اده 

ض��د میکروب��ی و 3 روز کاه��ش در زم��ان 
فرمانتاس��یون می ش��ود در نتیج��ه م��ی ت��وان 
از ای��ن روش ب��ه عل��ت برت��ری آن در کاه��ش 
زم��ان و هزین��ه ب��رای تعیی��ن ش��رایط بهین��ه و 

افزای��ش حج��م تولی��د اس��تفاده نم��ود.  
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