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 Alcaligenesتعیین شرایط بهینه تولید ماده ضد میکروبی توسط
faecalis جداشده از خاک های آلوده به نفت به روش سطح پاسخ
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چکیده
ظهــور مقاومــت هــای دارویــی در بیــن میکروارگانیســم هــای بیماریزا 
نشــان دهنــده نیــاز بــه کشــف آنتــی بیوتیــک هــای جدیــد اســت. در 
جســتجوی یــک میکروارگانیســم تولیــد کننــده مــاده ضــد میکروبــی 
Al�  جدی�ـد از خ�ـاک ه�ـای آل�ـوده ب�ـه نف�ـت اط�ـراف دزف�ـول ی�ـک س�ـوه ی
 caligenes faecalis subsp. faecalis جداســازی شــد. عوامــل موثــر 
ــد مــاده ضــد میکروبــی بــه‌روش یــک فاکتــور در هــر زمــان  در تولی
  °C 35،ــا ــب pH = 9، دم ــه ترتی ــر اســاس آن ب ــه ب ــد ک ــن گردی تعیی
34/0NH4Cl، % 2 %  اســتات ســدیم و K2HPO4 02/0 % بیشــترین 

 ،NH4Cl ــتات و ــت اس ــج غلظ ــن نتای ــاس ای ــر اس ــت. ب ــر را داش تاثی
دور همــزن و زمــان فرمانتاســیون بــه روش ســطح پاســخ بــا طراحــی 
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مقدمه
افزایــش شــیوع مقاومــت هــای چنــد دارویــی در 
میــان باکتــری هــا، جســتجو بــرای عوامــل ضــد 
میکروبــی جدیــد را بــه یــک اســتراتژی مهــم در 
کنتــرل  عفونــت هــای شــدید تبدیــل کرده اســت 
از روش هــای کشــف  )Rice, (2006. یکــی 
متابولیــت هــای جدیــد جســتجو در محیــط های 
 Knight & et al., بــا شــرایط خــاص اســت
(2003( و از آنجاییکــه آلودگــی خــاک بــا نفــت 

باعــث افزایــش منابــع کربــن و انــرژی در خــاک 
و ایجــاد رقابــت بیــن میکــرو ارگانیســم هایــی 
بــا توانایــی تجزیــه ترکیبــات هیدروکربنــی مــی 
شــود )Duncan & et al., (1997 مــی توانــد 
محــل مناســبی بــرای آغــاز جســتجو جهــت 
کشــف ســویه هــای تولیــد کننــده متابولیــت 
هــای جدیــد باشــد. تاکنــون چندیــن مــورد 
 Alcaligenes فعالیــت ضــد میکروبــی از جنــس
گــزارش شــده اســت. Mare و Coetzee در 
Al� 1964 اعاــم کردنــد کــه دو ســویه �ـال   س

طیــف  بــا  باکتریوســین  تولیــد   caligenes
Tokun� ،1996  وسـ�یع می‌نماینـ�د. در سـ�ال 

aga و همــکاران ســویه‌ای از ایــن باکتــری را 

جداســازی کردنــد کــه تولیــد آنتــی بیوتیــک 
 S. بــا اثــرات ضــد C و A، B کالامانتاســین
 M3A ســویه  همچنیــن  می‌کــرد.   aureus
جداســازی شــده از دریــا نیــز تولیــد مــاده ضــد 
M. tu�  میکروب�ـی آب دوس�ـت ب�ـا اث�ـر ب�ـر روی 

berculosis و M. avium مقاوم دارو و چندین 
ونکومایســین  مقــاوم   Entrococcus ســویه 
ســویه   .Bacic &Yoch, (2001( می‌کــرد 
 AE 1.16جــدا شــده از باقیمانــده کمپوســت 

کــه از لحــاظ فیلوژنتیــک نزدیــک تریــن ســویه 
بــه ســویه جداشــده در ایــن تحقیــق اســت نیــز 
دارای فعالیــت آنتاگونیســتی بــر روی قــارچ 
 .Kavroulakis & et al., (2010( هــا اســت
همچنیــن در ژنــوم ســویه HPC1271 کــه از 
لجــن فعــال جداســازی شــده و دارای اثــر ضــد 
میکروبــی بــر روی دو ســویه مقــاوم چنــد 
  Serattia sp.و. Enterobacter spدارویــی از
 GMXمــی باشــد نیــز ژن هــای انــواع مختلفــی 
 I (PKS I) از پلی‌کتایــد ســنتتاز هــای تیــپ
 .Kapley & et al., (2013( شناســایی شــده‌اند

ــتات، %  ــرایط % 1/88 اس ــن ش ــدند. بهتری ــه ش ــزی بهین ــب مرک مرک
،NH4Cl 29/0 دور همــزن rpm 3 و زمــان 6/7 روز تعییــن گردیــد کــه 

باعــث افزایــش 47% در تولیــد گردیــد. همچنیــن مشــخص گردیــد کــه 
در بیــن متغیــر هــا برهــم کنــش وجــود دارد.

ــی، روش  ــی نفت ــدی:Alcaligenes faecalis  ، آلودگ ــای کلی واژه ه
ســطح پاســخ ، طــرح مرکــب مرکــزی، یــک فاکتــور در هــر زمــان
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شــرایط کشــت در تولیــد متابولیت‌هــای ثانویــه 
بوســیله میکروارگانیســم بســیار تاثیــر گــذار 
اســت. تغییــر شــرایط کشــت می‌توانــد باعــث 
و  ثانویــه  متابولیت‌هــای  بیوســنتز  تحریــک 
بنابرایــن تســهیل کشــف ترکیبــات طبیعــی 
جدیــد گــردد. بــرای مثــال بــا تغییــر در شــرایط 
ســاده‌ای ماننــد غلظــت اکســیژن محلــول و دمــا 
ترکیبــات جدیــدی از قارچ‌هــا و اکتینومیســت‌ها 
جداســازی شــده‌اند. بنابرایــن طراحــی شــرایط 
مناســب کشــت از پیــش نیاز‌هــای  تحریــک 
ثانویــه، در یــک  بیوســنتز متابولیــت هــای 
 Bode & et al., پروســه فرمانتاســیون اســت

.)2002)

اســتفاده از روش‌هــای آمــاری طراحــی آزمایــش 
می‌توانــد باعــث افزایــش تولیــد، کاهــش تغییــرات 
کنتــرل نشــده در پروســه و کاهــش در زمــان 
و هزینــه تولیــد در مقایســه بــا روش هــای 
معمــول بهینــه ســازی تــک فاکتــور گــردد. از 
جملــه ایــن روش‌هــا می‌تــوان بــه روش ســطح 
 )Responce surface method, RSM( پاســخ
اشــاره نمــود کــه قــادر اســت تــا اهمیــت نســبی 
چندیــن فاکتــور دخیــل در آزمایــش را حتــی در 
صــورت وجــود ارتباطــات متقابــل پیچیــده بیــن 
 .Fang & et al., (2012) آن‌هــا ارزیابــی کنــد
پیــش آگاهــی از رونــد آزمایــش و عوامــل موثــر 
در آن بــرای منطبــق نمــودن هــر چــه بیشــتر 
مــدل طراحــی شــده بــا واقعیت ضــروری اســت، 
بنابرایــن RSM در دو ســطح انجــام مــی شــود، 
ابتــدا شناســایی فاکتــور هــای موثر که بــه روش 

هــای مختلفــی ماننــد یــک فاکتــور در هــر زمــان 
یــا پلاکــت- بورمــان انجــام می‌شــود و ســپس 
Central compos� )ب�ـا طراح�ـی مرک�ـب مرک�ـزی) 

ite design, CCD( شــرایط بهینــه هــر فاکتــور 

.)Wang & et al., 2008) تعییــن مــی شــود
در پژوهــش هــای قبلــی در خــاک هــای آلــوده 
بــه نفــت اطــراف دزفــول یــک باکتــری تولیــد 
کننــده مــاده ضــد میکروبــی جداســازی و 
 Alcaligenes faecalis subsp. faecalis

strain persicum شناســایی شــد. مــاده ضــد 

میکروبــی حاصــل دارای طیــف وســیع اثــر ضد 
میکروبــی اســت و بیشــترین اثــر را بــر روی 
  Aspergillus nigerو  Candida albicans
از خــود نشــان مــی دهــد در‌حالی‌‌کــه بــر روی 
 Yagoobi( نــدارد  اثــری   .Entrococcus sp
بنابرایــن هــدف   .)Avini & et al., (2014)

از انجــام ایــن مطالعــه تعییــن نمــودن فاکتــور 
هــای موثــر در تولیــد مــاده ضــد میکروبــی 
جداســازی   Alcaligenes faecalis توســط 
شــده و به‌دســت آوردن بهتریــن شــرایط تولیــد 
بوســیله روش آمــاری پاســخ ســطح در حداقــل 

زمــان و بــا حداقــل امکانــات اســت.

مواد و روش ها
میکروارگانیسم 

 Alcaligenes faecalis subsp. faecalis
ایــن  اســتفاده در  strain persicum مــورد 
مطالعــه از خــاک هــای آلــوده بــه نفــت در 
اطــراف دزفــول بــه روش رقــت ســازی ســریال 
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و کشــت متقاطــع جداســازی شــد.
بررســی شــرایط تولیــد مــاده ضــد میکروبی 

بــه روش یــک فاکتــور در هــر زمان
جهــت انجــام فرمانتاســیون از محیــط پایــه 
معدنــی شــامل آمونیوم کلراید g 1، دی پتاســیم 
هیــدروژن فســفات g  0/05 ، ســولفات آهــن 
0/01 g  (ІІ)، کلریــد کلســیم g 0/01 ســولفات 
منیزیــمg 0/2 ، در 1000 میلی‌لیتــر آب مقطــر 
)Schlegel, 1982( اســتفاده شــد. جدایــه جهت 
تولیــد بیشــتر مــاده ضــد میکروبــی، بــه ترتیــب  
از نظــر انتخــاب منبــع کربــن و انــرژی، تاثیــر 
فاکتورهــای pH، دمــا، غلظــت منبــع نیتــروژن 
و فســفات مــورد بررســی قــرار گرفــت )جــدول 
1(. تمامــی ایــن آزمایشــات، شــامل 3 تکــرار 
بــرای هــر تیمــار بودنــد. رشــد باکتــری در هــر 
آزمایــش در OD600 پیگیــری و بعــد از ورود 
بــه فــاز ســکون، mL 2 از مایــع فرمانتاســیون 

ســانتریفیوژ شــده و بعــد از دیســک گــذاری بــا 
جریــان هــوای اســتریل خشــک شــد. انــدازه 
هالــه عــدم رشــد )برحســب mm( بــا روش 
انتشــار از دیســک بــر روی B. subtilis مــورد 
بررســی قــرار گرفــت. محیــط اســتات بــراث 
و ســیترات بــراث شــامل محیــط پایــه معدنــی 
بعاــوه بــه ترتیــب 20 و 30 گــرم در لیتــر 
اســتات و ســیترات ســدیم بــه عنــوان منبــع 
کربــن مــی باشــند. داده هــای مربــوط بــه منبــع 
NH4Cl دمــا، اثــر غلظــت ،pH ،کربــن و انــرژی

و اثــر غلظــت K2HPO4 ابتــدا از لحــاظ نرمــال 
Kolmogorove-Smirn� تسـ�ت بـ�ا   بـ�ودن 

ove بررســی شــدند و ســپس آنالیــز هــای 

آمــاری بــرای هــر تیمــار بــا کمــک تحلیــل 
واریانــس یکطرفــه )one way ANOVA( در 
احتمــالp>0/05 مــورد بررســی قــرار گرفتنــد. 
 SPSS جهــت آنالیــز هــای آمــاری از نرم‌افــزار

جدول1: انواع فاکتورها و سطوح مورد استفاده در بهینه سازی به روش یک فاکتور 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 اســتفاده گردیــد.
طراحــی آزمایــش و بررســی شــرایط بهینــه 

تولیــد بــه روش ســطح پاســخ
RSM شــامل مجموعــه ای از تکنیــک هــای 

آمــاری اســت کــه بــرای ارزیابــی ارتبــاط بیــن 
عوامــل آزمایشــی و پاســخ گــزارش شــده بــا 
توجــه بــه یــک یــا چنــد معیــار انتخابــی بــه کار 

مــی‌رود )Silva & Roberto, (2001. بــا توجه 
بــه نتایــج حاصلــه از یــک فاکتــور در هــر زمــان 
عواملــی ماننــد غلظــت منابــع کربــن و نیتــروژن، 
دور همــزن و زمــان فرمانتاســیون جهــت بهینــه 
ســازی بوســیله CCD انتخــاب گردیدند. ســطح 
و دامنــه هــر یــک از ایــن متغیــر هــا در جــدول 2 

ارائــه گردیــده اســت.

.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

جهــت ایجــاد معادلــه رگرســیون، متغیــر هــا 
بوســیله معادلــه زیــر کدگــزاری گردیدنــد.

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

کــه در آن xi مقــدار کــد شــده هــر متغیــر 
مســتقل، ‌Xi مقــدار واقعی آن متغیــر،X̅i مقدار 
واقعــی متغیــر در نقطــه مرکــزی )ســطح صفــر( 
و ΔXi مقــد  ار تغییــر در هــر ســطح مــی باشــد. 
متغیــر پاســخ )قطــر هالــه عــدم رشــد( در قالــب  
مــدل درجــه دوم قــرار گرفــت تــا بــا متغیــر 
هــای مســتقل مرتبــط شــود. شــکل کلــی یــک 
 Second( معادلــه چنــد جملــه‌ای درجــه دوم

order polynomial equation( بــه صــورت 

زیــر اســت.
Y=b_0+ ∑i bixi+∑i ∑j bijxij+ ∑ biixi

2

 bi، ،ضریــب ثابت b0 ،مقدار پاســخ Y کــه در آن
 bijو bii بــه ترتیــب بیانگــر اثــرات خطــی، متقابل 

و مربعــات متغیــر هــا )xi و ‌xj( مــی باشــند. 
CCD کامــل بــرای چهــار متغیــر مســتقل، 

هــر کــدام در پنــج ســطح بــا 6 تکــرار در نقطــه 
مرکــزی و 8 نقطــه محــوری بــرای هماهنگــی 
بــا مــدل درجــه دوم چنــد متغیــره بــکار بــرده 
شــد. CCD کامــل در اصــل شــامل 2n طراحــی 
 n0 ،)تعــداد متغیــر هــا ،n( فاکتوریــل آزمایــش
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نقطــه   مرکــزی و دو نقطــه محــوری بــرای هــر 
متغیــر اســت. بنابرایــن تعــداد کل نقــاط آزمایش 
 N= 2n+2n+n0اســت کــه نشــان دهنــده نیــاز 

بــه 30 آزمایــش بــرای ایــن مــدل مــی باشــد. 
  Design-Expert 7.0 (Stat-Easeنــرم افــزار
(Inc., MN, USA جهــت آنالیــز رگرســیون 

داده هــای بدســت آمــده و تعییــن ترکیــب 
بهینــه متغیــر هــای مســتقل بوســیله معادلــه 
چنــد جملــه‌ای درجــه دوم مــورد اســتفاده قــرار 
گرفــت. آنالیــز هــای آمــاری مــدل بــه روش 
آنالیــز واریانــس)ANOVA( انجــام شــد. ایــن 
آنالیــز هــا شــامل  آزمــون فیشــر ) معنــا دار 
  P( Fاحتمالات وابســته بــه آن ،)بــودن کل مــدل
( و ضرایــب تعییــنR2 و R2adjusted هســتند 
کــه معیــار مناســب بــودن مــدل رگرســیون 
هســتند. تعییــن میــزان هالــه عدم رشــد) پاســخ( 
مطابــق بــا روش ارائــه شــده در بــالا صــورت 

گرفــت. 

نتایج
ــه  ــد مــاده ضــد میکروبــی ب بیشــترین تولی

ــان ــر زم ــور در ه ــک فاکت روش ی
تاثیــر عوامــل مختلــف در تولیــد مــاده ضــد 
میکروبــی و میــزان ایــن تاثیــر در )جــدول 3 (

دیــده می‌شــود. در بیــن محیــط هــای کشــت 
مــورد اســتفاده، محیــط هــای اســتات بــراث و 
ســیترات بــراث به‌صــورت معنــا داری )0/05 
>p(نســبت بــه ســایر محیــط هــای کشــت باعث 

افزایــش تولیــد مــاده ضــد میکروبــی می‌شــدند 
در حالیکــه بیــن ایــن دو محیــط تفــاوت معنــا 

داری دیــده نمی‌شــد.  
تاثیــر pH هــای مختلــف در تولیــد مــاده ضــد 
میکروبــی در طــی 12 روز کشــت در 100 میلــی 
لیتــر محیــط اســتات بــراث نشــان داد کــه بیــن 
pH هــای 7 تــا 10، باکتــری رشــد کــرده و تولید 

مــاده ضــد میکروبــی مــی نمایــد، ایــن تولیــد در 
pH=9 بیشــتر بــوده و نســبت به pH هــای 7، 8 
و10 دارای اختاــف معنــی دار )p< 0/05( بــود.

تولیــد مــاده ضــد میکروبــی در طــی 12 روز 
کشــت در 100 میلــی لیتــر محیــط اســتات بــراث 
 40 °C 35 و °C نشــان داد کــه دمــای pH=9 بــا
بهتریــن دمــای تولیــد مــاده ضــد میکروبی اســت 
ولــی اختاــف معنــی داری )p< 0/05( در میــزان 

تولیــد در ایــن دو دمــا مشــاهده نمــی شــد.
طــی 10 روز کشــت در 100 میلــی لیتــر محیــط 
اســتات بــراث بــا  pH=9 و دمــای C° 35 دیــده 
شــد کــه باکتــری در غلظــت هــای % 0/34 و 
NH4Cl 0/68 %، بهتریــن عملکــرد تولیــد را 

 )p< 0/05( بــدون وجــود اختاــف معنــی داری
بیــن ایــن دو غلظــت داشــت.

 K2HPO4 جهــت تعییــن حداقــل مقــدار بهینــه
روی تولیــد مــاده ضــد میکروبــی، 10 روز 
کشــت در 100 میلــی لیتــر محیــط اســتات بــراث 

حــاوی حداقــل مقــدار بهینــه
 35 °C و دمــای pH=9و در NH4Cl(% 0/34)

انجــام شــد. غلظــت هــای 0/01، 0/02، 0/04 و 
0/08 درصــد K2HPO4، دارای رشــد و تولیــد 
بــه   >p( نســبت  بیشــتر معنــی داری )0/05 
غلظت‌هــای 0/003 و 0/005 درصــد بودنــد در 
حالیکــه در بیــن ایــن غلظــت هــا تفــاوت معنــا 
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داری در میــزان تولیــد مشــاهده نمــی شــد.
ــه  ــد مــاده ضــد میکروبــی ب بیشــترین تولی

ــخ  ــطح پاس روش س
جهــت ارزیابــی ارتبــاط بیــن پاســخ و متغیــر 
هــای مســتقل و تعییــن حداکثــر فعالیــت ضــد 
میکروبــی نســبت بــه ســطح بهینه غلظت اســتات 
 ،)B, rpm( )% ,A(، ســرعت همــزن  ســدیم 
غلظــتNH4Cl (C, %)  و زمــان فرمانتاســیون 
)روز,D(، مــدل چنــد جمله‌ای توان دوم اســتفاده 
شــد. مــدل چنــد جملــه‌ای درجــه دوم بااســتفاده 
از آنالیــز چندگانــه رگرســیون، نقــش هــر کــدام 
از متغیــر هــا و برهــم کنــش درجــه دوم آن هــا 
را بــر روی فعالیــت ضــد میکروبــی بیــان مــی 
کنــد. معادلــه پاســخ مــدل درجــه دوم بــر پایــه 
متغیــر هــای کــد شــده به‌صــورت زیــر اســت.

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 مقــدار   پاســخ و Y کــه در آن
مقادیــر کــد شــده متغیــر هــا هســتند. ایــن معادله 
شــامل 15 جملــه اســت کــه چهــار جملــه آن 

خطــی، چهــار جملــه درجــه دوم و شــش جملــه 
برهمکنــش دو فاکتوریلــی اســت. بعــد از حــذف 
جماــت بــدون معنــی )برپایــه p< 0/05( معادلــه 
مــدل بــه معادلــه خلاصــه شــده زیــر تبدیل شــد. 

Y = 0.00 + 5.04A – 4.00 B– 2.88D + 

2.56AB  - 2.38AD – 5.50BC– 4.44CD + 

2.02A2 + 2.90B2

بررســی ANOVA مــدل رگرســیون درجــه 
بــه  کــه  می‌دهــد  نشــان  )جــدول4(  دوم 
علــت پاییــن بــودن  p value آزمــون فیشــر 
]pmodel>F>(0/0001([، مــدل بســیار معنــی 
دار بــوده‌ اســت. مــدل بــه علــت نبــود اختاــف 
در پاســخ تکــرار هــای نقطــه مرکــزی فاقــد 
خطــای خالــص )pure error( بــوده و در نتیجه 
فاقــد عــدم بــرازش )lack of fit( می‌باشــد، ایــن 
در حالــی اســت کــه درجــه آزادی کافــی بــرای 
 R2 محاســبه آن هــا وجــود دارد. هرچــه میــزان
بــه 1 نزدیــک تــر باشــد، مــدل قــوی تــر و پیــش 
بینــی پاســخ توســط آن بهتــر اســت. در ایــن 
مطالعــه R2 پــس از حــذف جماــت بــی معنــی 

جدول3: آنالیز واریانس یک طرفه )one way ANOVA( طرح یک فاکتور 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� 0/910بــود؛ از طــرف دیگــر �ـر  براب
ed کــه معیــار مناســب تــری در طــرح هــای 

آزمایشــی ماننــد RSM اســت و بــرآوردی از 
کل تغییــرات توصیــف شــده بوســیله مــدل را 
ارائــه می‌کنــد، در ایــن مطالعــه برابــر 0/857 
بــود؛ در نتیجــه تنهــا % 15 تغییــرات بوســیله 
مــدل توصیــف نمی‌شــوند. ایــن مقادیــر نشــان 
دهنــده دقــت و فراگیــری مناســب مــدل چنــد 
جملــه‌ای در تحلیــل پاســخ هــا و منطقــی بــودن 
اســتفاده از آن در بهینــه ســازی مــی باشــد. 

نتایــج آنالیــز واریانــس )ANOVA( در جــدول 
5 دیــده می‌شــود. ســه جملــه خطــی A، B و 
D در ســطح p< 0/05  معنــی دار بودنــد. در 

بیــن ایــن جماــت، مهمتریــن تاثیــر متعلــق بــه 
 (pA=pB غلظــت اســتات ســدیم و دور همــزن
فرمانتاســیون  زمــان  ســپس   (0/0001<و 

)pD=0/0007( می‌باشــند. جماــت درجــه دوم 
 .)p< 0/05 ( نیــز معنــی دار هســتند B2و A2

ایــن نتیجــه نشــان می‌دهــد کــه آن هــا بــه 
عنــوان متغیــر هــای محــدود کننــده عمــل کــرده 
و تغییــر جزیــی در آن هــا می‌توانــد تغییــرات 
قابــل توجهــی را در میــزان رشــد یــا تشــکیل 
محصــول و یــا هــر دو باعــث شــوند. جماــت 
برهــم کنشــیAB، AD، BC و CD نیــز در 
ســطح p< 0/05 معنــی دار بودنــد کــه در بیــن 
آن‌هــا برهــم کنــش بیــن دور همــزن و غلظــت 
و  فرمانتاســیون  زمــان  همچنیــن  NH4Clو 

جدول4: آنالیز واریانس 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) غلظــت 
تولیــد مــاده ضــد میکروبــی مهــم تــر اســت. 
 Coefficient( قــدر مطلــق ضریــب تخمینــی
estimate( نشــان دهنــده میــزان تاثیــر هــر 

متغیــر در پاســخ اســت. غلظــت اســتات ســدیم 
بیشــترین تاثیــر )5/4( را در تولیــد مــاده ضــد 
میکروبــی دارد کــه به‌دنبــال آن دور همــزن 
قــرار   )2/88( فرمانتاســیون  )4/00( و زمــان 

می‌گیرنــد. مقادیــر منفــی در متغیــر هــای B و 
D نشــان دهنــده اثــر خطــی آن هــا در کاهــش 
 A تولیــد اســت در حالیکــه میــزان مثبــت متغیــر
اثــر خطــی افزایــش دهنــده آن را بر روی پاســخ 
نشــان مــی دهــد. مقادیــر مثبــت A2و B2 بیانگــر 
آن اســت کــه مقــدار تولیــد بــا افزایــش مقــدار 
متغیــر هــا ابتــدا کاهــش و ســپس افزایــش پیــدا 

می‌کــرد.

 .RSM جدول5: آنالیز واریانس برای ارزیابی 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 می‌شود. 
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نمــودار هــای ســه بعــدی پاســخ ســطح و دو 
بعــدی هــم تــرازی )contour( رســم شــدند تــا 
میــزان تاثیــر هــر متغیــر مســتقل و همچنیــن 
تاثیــر برهــم کنشــی متغیــر هــا بــر پاســخ را 
نشــان‌ دهنــد. )شــکل 1( نمــودار ســه بعــدی و 
هــم تــرازی اثــر غلظــت اســتات و دور همــزن 
را بــر روی فعالیــت ضــد میکروبــی نشــان 
می‌دهــد در حالیکــه دو متغیــر دیگــر در نقطــه 
میانــی ثابــت هســتند. در غلظــت پاییــن اســتات 
میــزان  از  همــزن  دور  افزایــش  بــا   )%0/1(
فعالیــت ضــد میکروبــی کاســته می‌شــد و بــه 
صفــر می‌رســید؛ در حالیکــه در غلظــت % 2 بــه 
میــزان اندکــی از 27/2 بــه 31/2 افزایــش پیــدا 
کــرد. همچنیــن ایــن نمــودار نشــان مــی‌داد کــه 
تولیــد مــاده ضــد میکروبــی در نقطــه میانــی هر 

دو متغیــر کاهــش پیــدا می‌کــرد.

زمــان  و  اســتات  غلظــت  متقابــل  اثــر 
فرمانتاســیون درحالی‌کــه دو متغیــر دیگــر در 
نقطــه میانــی ثابــت هســتند، در شــکل 2- الــف 
اســتات  بــالای  غلظــت  در  می‌شــود.  دیــده 
بــا افزایــش زمــان از 3 بــه 9 روز در حــدود 
50% بــه میــزان تولیــد افــزوده می‌شــد امــا در 
غلظــت پاییــن اســتات بــا افزایــش زمــان تولیــد 

بــه صفــر می‌رســد.
نمــودار ســه بعــدی و هــم تــرازی اثــر متقابــل 
دور همــزن و غلظــت NH4Cl)شــکل 2- ب( 
نشــان مــی‌داد کــه در دور همــزن صفــر بــا 
افزایــش غلظــت NH4Clاز % 0/05 بــه % 0/4، 
تولیــد افزایــش پیــدا کــرد در حالیکــه در دور 

rpm 200 میــزان تولیــد در پاییــن تریــن غلظــت 

NH4Clبیشــتر اســت. در مجمــوع بــا کاهــش 

دور از rpm 200 بــه صفــر و افزایــش غلظــت 
NH4Cl، فعالیــت از 25/07 بــه 40/52 افزایــش 

NH4Clاز  0/4  % غلظــت  در  می‌کنــد.  پیــدا 
بیشــترین تولیــد مــاده ضــد میکروبــی پــس از 
گذشــت 3 روز از آغــاز فرمانتاســیون صــورت 
 NH4Cl(% غلظــت  کمتریــن  در  می‌گرفــت. 
0/05( بیشــترین تولیــد پــس از گذشــت 9 روز 
و بــه میــزان 50% کمتــر از حالــت قبــل پیــش 

بینــی می‌شــود )شــکل2- ج(.  

تعیین شرایط بهینه پاسخ
تابــع مطلوبیــت بــرای تعییــن بهتریــن شــرایط 
تولیــد مــاده ضــد میکروبــی بوســیله روش 
حداقــل مربعــات محاســبه شــد. بــه ایــن منظــور 
)mm 0( و  فعالیــت مشــاهده شــده  حداقــل 
بالاتریــن آن‌ )mm 25( بــه ترتیــب مطلوبیــت 
0 و 1 قــرار گرفتنــد، همچنیــن مقادیــر متغیــر 
هــای مســتقل در دامنــه طراحــی آزمایــش قــرار 
گرفــت )جــدول 2(. بعــد از 30 بــار هماننــد 
ســازی توســط نــرم افــزار مقــدار بهینــه غلظــت 
اســتات، 88/ 1 %؛ غلظــت NH4Cl ، %0/29؛ 
دور همــزن، rpm 3 و زمــان فرمانتاســیون، 6/7 
 mm روز بــرای بدســت آوردن هالــه عدم رشــد
31/7 محاســبه شــد. جهــت تاییــد مــدل، شــرایط 
پیــش بینــی شــده تحــت آزمایــش قــرار گرفــت 
و قطــر هالــه mm 30 بدســت آمــد کــه نشــان 
دهنــده دقــت و قابــل اعتمــاد بــودن مــدل در 
پیــش بینــی تولیــد مــاده ضــد میکروبــی بــود. 
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شــکل 2: نمــودار هــم تــرازی )راســت( و ســه بعــدی )چــپ( تاثیــر همزمــان الــف( غلظــت اســتات ســدیم و زمــان 
فرمانتاســیون، ب( غلظــت NH4Cl و دور همــزن، ج( غلظــت NH4Cl و زمــان فرمانتاســیون بــر روی تولیــد مــاده 

Alcaligenes faecalis subsp. faecalis strain persicum  ضــد میکروبــی توســط

الف

ب

ج
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میــزان فعالیــت ضــد میکروبــی بعــد از بهینــه 
ســازی بــا RSM بــه میــزان % 47 نســبت بــه 

روش تــک فاکتــور افزایــش یافــت )جــدول6(.

بحث 
افزایــش نگرانــی دربــاره گســترش مقاومــت 
هــای میکروبــی و خــارج شــدن آنتــی بیوتیــک 
هــای موثــر قدیمــی از فهرســت انتخــاب هــای 
درمــان و همچنیــن شکســت روش هــای نویــن 
تولیــد  بــرای  شــیمیایی  و  بیوانفورماتیــک 
ترکیبــات ضــد میکروبــی جدیــد نشــان دهنــده 
نیــاز بــه مطالعــه بــر روی متابولیــت هــای 
 Bredy, ثانویــه میکروبــی جدیــد مــی باشــد
(2012(. علیرغــم وجــود گزارشــاتی از تولیــد 

 ،sp. Alcaligenesماده ضــد میکروبــی توســط
تاکنــون در مــورد تعییــن شــرایط بهینــه تولیــد 
در ایــن باکتــری گزارشــی ارائــه نشــده اســت. 

نتایــج مطالعــه حاضــر نشــان دهنــده آن اســت 
کــه نــوع و میــزان منبــع کربــن نقــش مهمــی 
Al�  در تولیـ�د مـ�اده ضـ�د میکروبـ�ی توسـ�ط
 caligenes faecalis subsp. faecalis strain
 persicum   دارد. منبــع کربــن مهمتریــن جــز 
محیــط کشــت محســوب می‌شــود زیــرا بایــد 
همزمــان از رشــد و تولیــد مــاده ضــد میکروبــی 
حمایــت کنــد کــه در فــاز هــای متفــاوت اتفــاق 
می‌افتنــد امــا ایــن اثــر در تولیــد انــواع آنتــی 
بیوتیــک ها و ســویه هــای تولیــد کننــده متفاوت 
اســت و بطــور معمــول اطلاعــات بســیار کمــی 
دربــاره تاثیــر آن در ســطح ملکولــی بــر روی 
 Rokem( تولیــد آنتــی‌ بیوتیــک هــا وجــود دارد
et al., (2006) &(. بهتریــن منابــع کربــن در 

ایــن پژوهــش اســتات ســدیم و ســیترات ســدیم 
شــناخته شــدند کــه بــا نتایــج مطالعــه بــر روی 
 Bacic & Yoch, مطابقــت دارد M3A ســویه

جدول 6: تایید تجربی پیش بینی بهترین ترکیب متغیر ها توسط RSM و مقایسه آن با 
بهترین ترکیب متغیر ها در روش یک فاکتور در هر زمان  

هاله عدم رشد )mm(سطحمتغیر

RSMتک فاکتورRSMتک فاکتور

21/882130)%( غلظت استات سدیم

rpm(1003( سرعت همزن

)%( NH4Cl 0/340/29غلظت

106/7زمان فرمانتاسیون )روز(
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(2001( و در نتیجــه بــه نظــر می‌رســد مهــار 

کاتابولیــک در تولیــد مــاده ضــد میکروبــی اثــر 
گــذار اســت. آزمــونRSM  مقــدار بهینــه غلظت 
اســتات ســدیم را % 1/88 محاســبه نمــود کــه 
در تطابــق بــا مقــدار 2% روش تــک فاکتــور 
قــرار می‌گیــرد. همچنیــن نتایــج نشــان دهنــده 
آن اســت کــه بــرای تولیــد بیشــتر، هــر مقــدار 
میــزان منبــع کربــن بیشــتر باشــد لازم اســت 
تــا دور همــزن و زمــان فرمانتاســیون بیشــتر 

باشــند )شــکل هــای 1و 2 - الــف(. 
بــرای  نیتــروژن  منبــع  بهتریــن  آمونیــوم 
بســیاری از میکروارگانیســم هــا بــوده امــا 
در بســیاری مــوارد مهــار کننــده تولیــد آنتــی 
 .Rokem & et al., (2006( بیوتیــک هــا اســت
در ایــن مطالعــه مشــخص گردیــد کــه تولیــد 
مــاده ضــد میکروبــی توســط آمونیــوم مهــار 
 Yoch Bacic و  بــا مطالعــه  نمی‌شــود کــه 
در ســال 2001 مشــابهت دارد. مقــدار بهینــه 
تعییــن شــده آمونیــوم در روش تــک فاکتــور 
بــا روش RSM مشــابه اســت )جــدول6( امــا 
روش RSM تاثیــر غلظــت آمونیــوم در تولیــد 
را بــدون معنــی تشــخیص داده اســت هــر چنــد 
کــه بررســی اثــرات متقابــل توســط ایــن روش 
نشــان می‌دهــد کــه افزایــش غلظــت آمونیــوم 
بطــور معنــی داری بــا کاهــش دور همــزن و 
زمــان فرمانتاســیون مرتبــط اســت )شــکل 2- 

ب و 2- ج(.
نتایــج بــه دســت آمــده نشــان می‌دهــد کــه 
غلظــت فســفات بــه میــزان کــم امــا معنــی داری 

بــر تولیــد مــاده ضــد میکروبــی اثــر گــذار اســت 
)جــدول 3(. نتایــج همچنیــن نشــان دهنــده آن 
اســت کــه در ســویه مــورد مطالعــه همــه غلظــت 
هــای بالاتــر از غلظــت محیــط پایــه معدنــی 
اســتفاده شــده بــرای تولیــد مناســب هســتند. 
ایــن یافتــه بــر خاــف ســایر گزارشــات اســت 
کــه نشــان مــی‌ دهــد در بیشــتر مــوارد غلظــت 
هــای پاییــن فســفات بــرای شــروع تولیــد آنتــی 
بیوتیــک هــا ضــروری اســت بــا ایــن حــال 
مکانیســم ایــن تاثیــر بطــور دقیــق مشــخص 
نبــوده و احتمــالا جعبــه هــای PHO در آن 

دخیــل هســتند. 
pH و ســپس دمــا بیشــترین نقــش را در تولیــد 

مــاده ضــد میکروبــی مطالعــه شــده دارنــد 
)جــدول 3( و مقــدار بهینــه pH برابــر 9و دمــا 
C°35 تعییــن گردیــده اســت. pH و دمــا از 

عوامــل مهــم در رشــد باکتــری هــا و تولیــد 
متابولیــت هــای ثانویــه بــوده و حتــی تغییــر 
انــدک در آن هــا مــی توانــد باعــث تغییــرات 
اساســی در میــزان تولیــد و یــا تولیــد متابولیــت 
هــای ثانویــه دیگــری شــود. بــه نظــر مــی رســد 
کــه ایــن دو عامــل از طریــق ایجــاد تغییــر در 
فعالیــت هــای آنزیمــی شــامل تخریــب آن هــا 
یــا تغییــر تمایــل بــه سوبســترا هــای مختلــف 
در تولیــد متابولیــت هــای ثانویــه دخیــل هســتند 

 .Fang & et al., (2012(
تولیــد آنتــی بیوتیــک هــا بــه غلظــت اکســیژن 
بســیار  کشــت  محیــط  در   )DO( محلــول 
Sterpto�  حس�ـاس اس�ـت. نی�ـاز ب�ـه اکس�ـیژن در 

.myces sp معمــولا بــالا بــوده و از عوامل مهم 
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محــدود کننــده در افزایــش حجــم فرمانتاســیون 
می‌باشــد. بــا ایــن وجــود مــواردی از بــی تاثیــر 
بــودن یــا افزایــش تولیــد در غلظــت هــای کــم 
 Clark & اکســیژن محلــول گــزارش شــده‌اند
 .et al., (1995) and López & et al., (2012)

نتایــج RSM در مقایســه بــا روش تــک فاکتــور 
نشــان می‌دهــد کــه دور همــزن دومیــن عامــل 
مهــم در تولیــد مــاده ضــد میکروبــی بــوده و 
تولیــد بیشــتر بــا کاهــش دور همــزن رابطــه 
مســتقیم دارنــد )جــدول 4(. کاهــش اکســیژن 
در دســترس بــه عنــوان عامــل اســترس زا 
می‌توانــد در ایــن مــورد باعــث تحریــک تولیــد 
مــاده ضــد میکروبــی شــود. همچنیــن نتایــج 
نشــان مــی دهنــد کــه کاهــش دور همــزن باعــث 
افزایــش نیــاز بــه آمونیــوم و اســتات بــرای 
تولیــد بیشــتر می‌شــود کــه نشــان دهنــده 

تغییــر در نحــوه متابولیســم ســلول اســت.
نتایــج بدســت آمــده از RSM نشــان می‌دهــد 
هــای  فاکتــور  از  فرمانتاســیون  زمــان  کــه 
تاثیرگــذار مهــم در تولیــد مــاده ضــد میکروبــی 
اســت. افزایــش زمــان فرمانتاســیون باعــث 
کاهــش در تولیــد می‌شــود، همچنیــن افزایــش 
زمــان باعــث افزایــش نیــاز بــه منابــع کربــن و 

نیتــروژن بــرای حفــظ ســطح تولیــد می‌شــود. 
تعییــن شــرایط بهینــه بوســیله ایــن روش باعــث 
3 روز کاهــش در مــدت فرمانتاســیون نســبت به 
روش یــک فاکتــور در زمــان گردیــد )جــدول5(. 
بهتریــن شــرایط تولیــد مــاده ضــد میکروبــی 
Alcaligenes faecalis subsp. fae�  توسـ�ط

 =9 ،35 °C calis strain persicum؛ دمــای 
 NH4Cl، 0/29 % ،1/88 اســتات  ســدیم % ، pH

% K2HPO4 0/01، ســرعت همــزن rpm 3 و 
زمــان فرمانتاســیون 7 روز تعییــن شــدند. نتایج 
همچنیــن نشــان می‌دهنــد کــه در تعییــن غلظــت 
بهینــه مــواد غذایــی محیــط کشــت، روش آماری 
RSM و روش کلاســیک یــک فاکتــور در هــر 

زمــان مشــابه بودنــد امــا تعییــن شــرایط بهینــه 
دور همــزن و مشــخص شــدن برهــم کنــش آن 
بــا غلظــت مــواد غذایــی محیــط کشــت در روش 
RSM، باعــث افزایــش % 47 در تولیــد مــاده 

ضــد میکروبــی و 3 روز کاهــش در زمــان 
فرمانتاســیون می‌شــود در نتیجــه مــی تــوان 
از ایــن روش بــه علــت برتــری آن در کاهــش 
زمــان و هزینــه بــرای تعییــن شــرایط بهینــه و 

افزایــش حجــم تولیــد اســتفاده نمــود.  
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