
انو همكار سيد مهدي رفيق

13

غذاييوتغذيه
علوم

/تاب
ستان

1394
سال

/
دوازده

شماره
م/

3
Food

Technology
&

N
utrition

/Sum
m

er
2015

/V
ol.12

/N
o.3

و مدلسازي توليد صمغ كردلان از سنتز، شناسايي، بهينه سازي
Paenibacillus polymyxa روش سطح پاسخبوسيله )RSM(

dمهدي ارجمند،c، علي اكبر سيف كرديc، علي وزيريb، منوچهر وثوقيa*سيد مهدي رفيق

aو تحقيقات تهران، آموخته دانش  دانشگاه آزاد اسلامي، تهران، ايران دكتري گروه مهندسي شيمي، واحد علوم
bو نفت، دانشگاه صنعتي شريف، تهران، ايران  استاد گروه مهندسي شيمي

cو تحقيقات تهران، دانشگاه آزاد اسلامي، تهران، ايران  استاد گروه مهندسي شيمي، واحد علوم
dته استاديار  ران، ايرانگروه مهندسي شيمي، واحد تهران جنوب، دانشگاه آزاد اسلامي،

 16/4/1393تاريخ پذيرش مقاله: 21/3/1393تاريخ دريافت مقاله:

هچكيد
) دي گليكوزيدي حاصل مي شود. بعلتβ-)1←3صمغ كردلان يك بيوپليمر پلي ساكاريدي باكتريايي است كه از پيوند هاي مقدمه:

و فيبرهاي خوراكي كاربرد دارد. همچنين ها، نودلو نگهداري آب، كردلان در توليد مواد غذايي متعدد نظير انواع ژلهاي شدن توانايي دلمه ها
در اين تحقيق براي اولين بار  در صنايع دارويي است. و كاربردهاي وسيعي كردلان زيست تخريب پذير، غيرسمي، داراي خواص بيولوژيكي

 Paenibacillus polymyxa PTCCمحيط كشت ناپيوسته، مدل سازي توليد صمغ كردلان بوسيله سويه توليد، بهينه سازي تركيبات

1020 ) از روش سطح پاسخ و تعيين خصوصيات كردلان انجام شد.RSMبا استفاده (
و روش طرحها مواد از و محيط كشت، ابتدا از آماده سازي ميكروارگانيزم مايش بمنظور يافتنآز12و تعداد Plackett–Burman: پس

از ميان  طرح11عوامل مغذي موثر متغير محيط كشت ناپيوسته براي توليد كردلان استفاده شد. سپس با استفاده از روش سطح پاسخ با
FT-IR ،XRD،13C روش4آزمايش براي بهينه سازي متغيرهاي موثراستفاده شد. همچنين20مركب مركزي،  NMR وDSC براي
 بكار گرفته شد.نشناسايي كردلا

در محيط كشت توليد كردلان موثر هستند.x-100عامل مغذي بترتيب گلوكز، عصاره مخمر، تريتون3نتايج نشان داد كه ها: يافته
در ) بدست آمد.g/l 3(x-100)، تريتونg/l 5/2)، عصاره مخمر(g/l 100از شرايط بهينه گلوكز(g/l 75/4حداكثر توليد كردلان   همچنين

ازDa 106×7/1اين تحقيق، وزن مولكولي صمغ كردلان  تعيين شد. GPCبا استفاده
كهنتيجه گيري: ( نتايج حاصل بيانگر اين بود در اين تحقيق توانايي توليد صمغ كردلان را با نرخ رشد ويژه ) بيشترµسويه مورد مطالعه

از روش هاي شناسايي تاييد شد. نسبت به تحقيقات گذشته دارد. همچنين صحت توليد صمغ كردلان  با استفاده

(:هاي كليديواژه  Paenibacillus polymyxa،)، صمغ كردلانRSMبهينه سازي، روش سطح پاسخ

 :Rafigh@engineer.com email مكاتبات مسئول نويسنده*
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 مقدمه
يك بيوپليمر پلي ساكاريدي، باكتريايي1صمغ كردلان

و بطور كامل  خارج سلولي، خنثي، خطي بدون شاخه
ميβ-)1←3شامل پيوندهاي  باشد ) دي گليكوزيدي

)Lee, 2005(شدن2. نامگذاري كردلان بعلت توانايي دلمه
گيرد آن هنگامي است كه در معرض گرما قرار مي

)Harada, 1977(.مي كه همين خاصيت باعث شود
اي مناسب براي بهبود كيفيت اي ژله كردلان را بعنوان ماده

و پايداري حرارتي محصولات بافت ها، قدرت نگهداري آب
. كردلان)Jezequel, 1998( تجاري متعدد در نظر گرفت

داراي پتانسيل استفاده در توليد محصولات غذايي همانند 
 زدهيخ خوراكي، غذاهاي ها، فيبرهاي ها، نودل ژله انواع

ميو  باشد اخيراً محصولات كاهش دهنده كالري
)Funami & Nishinari, 2007; Zhang & Nishinari, 

2009; Funami et al., 1998; Wang et al., 2010 (.
و غير سمي براي پذير، كردلان زيست تخريب خوراكي

و انسان در محيط زيست و ظرفيت روز افزوني ها است
هاي صنايع داروسازي بدليل وجود پتانسيل فعاليت

,.Spicer et al;(بيولوژيكي منحصر بفرد دارد  1999,

Zhang & Edgar, 2014; Lee, 2005 (صمغ كردلان .
و مشتقات آن بعنوان حامل هاي دارورساني براي رهايش 
و همچنين پايه حمايتي براي تثبيت هدفمند مواد دارويي

,.Takeda-Hirokawa et al(ها كاربرد دارند آنزيم 1997 
Kim et al., 2000; Saudagar & Singhal, 2004; 

Renn, 1997; (مشتقات هيدروكسي اتيل كردلان بعنوان .
ابزاري كمكي در دارورساني پروتئيني نيز كاربرد دارند 

)Renn, 1997(.و مشتقات آن خاصيت سولفات كردلان
) ) با حداقل AIDSبالاي ضد سندروم نقص ايمني اكتسابي

,.Aoki et al(باشند تاثيرات جانبي را دارا مي 1991,
Jagodzinski et al., 1994; Takeda-Hirokawa et 
al., 1997; Jeon et al., 1997; Gao et al., 1999(.

همچنين، سولفات كردلان داراي تاثيرات بازدارندگي قوي
مي ضدلختگي خون مي و توان آن را در درمان بيماري باشد

. وجود)Alban & Franz, 2000(بكار برد3ترومبوزيس
ن بعنوان اين خواص متعدد باعث مي شود تا صمغ كردلا

و دارويي قرار گيرد.  يك ماده جذاب براي صنايع غذايي
و  مطالعات گذشته بطور عمده به توليد كردلان

4 Response Surface Methodology 

هاي سازي شرايط كشت تخميري با استفاده از باكتري بهينه
بوده است Alcaligenesو Agrobacteriumهاي گونه

)Kim et al., 2000; Kim et al., 2003; Lee et al.,
1999a; Lee et al., 1999b; Wu et al., 2008; West 
& Nemmers, 2008; Jin et al., 2008; Xia, 2013(.

 Bacillusو.Pseudomonas spاخيراً نيز سويه هاي
sp. SNC 107 اند نيز براي توليد كردلان بكار گرفته شده 

)Cui & Qiu, 2012 Gummadi & Kumar, 2005;(.
بيني كننده بعنوان يك ابزار هاي پيش همچنين، مدل

و كم هزينه رشد  آگاهي بخش براي مطالعه سريع
ميكروبي، توسعه محصولات ميكروبي، ارزيابي ميزان خطر 
و ساير اهداف علمي متعدد در علم بيوتكنولوژي پذيرفته 

,.Khoramnia et al( شده اند 2011(.
4روش سطح پاسخ

2)RSM يك تكنيك براي طراحي (
آزمايشات بمنظور ايجاد مدلي رياضي پيش بيني كننده 

 يابي ميزان تاثير تعدادي عاملاست كه توانايي ارز
(متغير هاي مستقل) را بر روي يك پاسخ مطلوب(متغير

,.Hamsaveni et al( وابسته) را دارد . در حقيقت)2001
RSM از، تكنيكي آماري است كه از اطلاعات كمي حاصل

و  تعداد مناسبي آزمايش، بطور همزمان براي تعيين
همچنين تحليل معادلات چند پارامتري براي رسيدن به 

,.Daramola et al( كند شرايط بهينه استفاده مي 2007; 

Kalil et al., . روش سطح پاسخ يك تكنيك)2000
و مرسوم براي بهينه و مناسب سازي اجزاء محيط كشت

و  ديگر متغير هاي تاثير گذار براي توليد بيومولكول ها
بيوپليمرهايي از قبيل: صمغ كردلان، صمغ زانتان، صمغ 

ص مغ ولان، پولالان، سلولز ميكروبي، دكستران، گلان،
و اسيدهاي آلي همچون اسيد سيتريك واسيد  لوان

 Psomas et al., 2007; Banik et( باشد سوكسينيك مي
al., 2007; Panesar et al., 2012; Ben Salah et 
al., 2010; Sim & Kamaruddin, 2008; Chen et 
al., 2012; Naessens et al., 2004; Bajaj et al.,

2006; Kalil et al., 2000; Cui & Qiu, 2012(.
Paenibacillus polymyxa ،يك باكتري گرم مثبت
و ندرتاً غير هوازي، ميله و ايجاد كننده هوازي اي شكل

و اندام ريشه گياهان يافت  اسپور است كه معمولاً در خاك
,.Ash et al( شود مي 1991 Timmusk et al., 1999; (.

هاي اخير تبديل به يك ميكروارگانيزم اين گونه در سال
 

1 Curdlan Gum          2 Curdle             3 Thrombosis 
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و در سال ميلادي بعنوان 2002بيولوژيكي مهم شده است
ها بوسيله آژانس حمايتي ترين ميكروارگانزيم يكي از مهم

) ,.Bent et al( ) معرفي شده استEPAمحيط 2002(.
 منظور اينكه صمغ كردلان در رقابت با ساير پليهب

هاي ساكاريدهاي تجاري باقي بماند، لزوم افزايش جذابيت
و كاهش هزينه هاي توليد اقتصادي در ميزان راندمان توليد

رسد. هدف از اين تحقيق، براي اولين آن ضروري بنظر مي
يد، ارزيابي خصوصيات محصول پليمر بار مطالعه امكان تول

و ارائه مدلي با استفاده نهايي، بهينه  سازي محيط كشت
از روش سطح پاسخ براي توليد كردلان از گونه

Paenibacillus polymyxa PTCC 1020 .است 

و روش ها  مواد
و مواد شيميايي استفاده شده در اين همه تركيبات

(تحقيق با درجه آزمايشگاهي از شرك -Sigmaت سيگما

Aldrich, St. Louis, MO, USA.خريداري شده است ( 

و پيش كشت:-  آماده سازي محيط هاي كشت
(گرم بر ليتر) است: محيط پيش كشت شامل مواد زير

،Peptone ،1:KH2PO4:5: عصاره مخمر،5: گلوكز، 20
5/0:MgSO4·7H2Oمحيط كشت تخمير نيز شامل .

(گرم بر ليتر : گلوكز بعنوان منبع كربن،50) است: مواد زير
:KH2PO4،5/0:2: عصاره مخمر بعنوان منبع نيتروژن،1

K2HPO4،1:FeCl3 . 6H2O،1:MnCl2 . 4H2O،
1:, CaCl2 . 2H2O5/0:MgSO4·7H2O،1:NaCl 

محيط ها، از اسيد كلريدريك pH=7است. بمنظور تنظيم
و سود يك نرمال استفاده ها نيم نرمال و سپس محيط شد

در سانتي C°121دقيقه در دماي20را براي مدت  گراد
 داخل اتوكلاو استريل شدند.atm 5/1فشار 

 ميكروارگانيزم-
از Paenibacillus polymyxa PTCC 1020سويه

و باكتري مركز كلكسيون قارچ هاي هاي سازمان پژوهش ها
و صنعتي ايران بصورت كشت ليوفيليزه در  آمپول علمي

هاي شامل تهيه شد. سپس اين كشت باكتري را به پليت
(نوترينت آگار) براي مدت  در48محيط كشت رشد ساعت

و بمنظور رشد اوليه ارگانيسم C°24دماي  ها قرار گرفت

C°4سپس اين پليت ها را در يخچال با دماي
 نگهداري شدند. اين پليت ها هر دو هفته تجديد كشت شد.

كش- ت ناپيوستهشرايط
كلوني هاي رشد كرده بر روي پليت ها را به اندازه

2cm 1و به ارلن هاي cc 50كه شامل cc 250برداشته
محيط پيش كشت است، تلقيح شد. اين پيش كشت را در

C°30 در24داخل شيكر انكوباتور به مدت  rpmساعت
از اين محيط پيش cc40 گذاري شد. سپس گرمخانه 120

محيط كشت cc 400يك ارلن يك ليتري شامل كشت به 
داخل شيكر انكوباتور C°30تخمير تلقيح شد. اين كشت در 

در96به مدت   گذاري شد. گرمخانه rpm 180ساعت

و وزن توده سلولي-  تخمين مقدار صمغ كردلان
و توده سلولي را مطابق روش راندمان توليد كردلان

شداصلاح شده از دستورالعملي كه قبلاً   گزارش شده، انجام
)Lee et al., 1999b(در اين روش، محيط كشت تخمير .

 g×10000دقيقه با دور10را پس از همگن سازي بمدت 
سانتري فوژ شد. سپس ذرات شامل كردلانC°5در دماي

و سلول ها استحصال شد. كردلان را با افزودن  cc 10خام
در2محلول سود مولار بمدت يك ساعت بصورت محلول

و سپس سلول ها بوسيله سان ×gتري فوژ با دور آورده
در15بمدت 10000 دقيقه جداسازي شدند. كردلان موجود

2مايع رويي با افزودن حجم مناسبي از اسيد كلريدريك 
و كردلان را بار با آب مقطر3مولار رسوب شد. سلول ها

و در دماي  تا رسيدن به وزن ثابت نگهداري C°80شسته
يط تخمير، از شدند. بمنظور تعيين گلوگز اضافي در مح

 ,Miller( روش دي نيترو سالسيليك اسيد استفاده شد

گيري قند كل از روش فنل . همچنين بمنظور اندازه)1959
شد- ,.Dubois et al( اسيد سولفوريك استفاده 1956(.

 شناسايي صمغ كردلان-
4،بمنظور اطمينان از صحت توليد صمغ كردلان

( زمونآ FT-IR ،13Cشناسايي NMR ،XRD وDSC (
 توليد شده در اين تحقيقخالص هر كدام براي كردلان 

 گونهو نمونه كردلان تجاري سيگما تهيه شده از
Alcaligenes faecalis ام گرفت.انج 
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)FT-IR(1قرمز مادون فوريه تبديل سنجي طيف-
)  Shimadzuاين آزمون بوسيله دستگاه طيف سنج

spectrometer 8400, Japan 1) با رزولوشن-cm 4در
هاي با در اختيار گرفتن ديسك cm 4000-500-1بازه

) ()KBrبروميد پتاسيم -ASTM E1252مطابق استاندارد

 ) انجام شد.07

1اي كربنس مغناطيسي هستهرزونان-

2)C-NMr(
 BRUKER Ultrashieldاين آزمون بوسيله دستگاه

400 Mhz هاي كردلان حل شده در حلال بر روي نمونه
)  ) انجام گرفت.DMSOدي متيل سولفوكسيد

)x3)XRDآزمون پراش اشعه-
(xآزمون پراش اشعه  Philipsتوسط دستگاه

X'pertآزمون، ژنراتور توليد ) انجام گرفت. براي انجام
تنظيم شد. ابتدا نمونه هايmA 40وkV 40درxاشعه 

آ xو سپس در معرض اشعهمدكردلان را بصورت پودر در

قرار گرفت. تشعشعات)=Å15405/1λ( با طول موج
و در محدوده  بازتابشي از نمونه، در دماي محيط

)°55-5/1=θ2و نمودار مربوط به شدت ) جمع آوري شد
شد ازتابش آنهاب .ترسيم

4گرماسنج پويشي تفاضلي-
2(DSC) 

بمنظور مقايسه خصوصيات حرارتي نمونه هاي كردلان،
بمدت يك ساعت C°60گرم از هر نمونه در دماي ميلي5

و پس از توزين دقيق داخل  آلومينيومي panخشك شدند
و پرچ گرديد. نمونه DSCدستگاه  در قرار گرفته هاي

بر ميلي20با جريان C°300تا30يمحدوده دماي ليتر
و سرعت گرمايش و C°10دقيقه بر دقيقه قرار داده شدند

شدرفتار حرارتي آنها  .ترسيم

5كروماتوگرافي ژل تراوايي-
3)GPC(

) نمونه���بمنظور تعيين تعداد متوسط وزن مولكولي(
- GPCكردلان توليد شده در اين تحقيق از دستگاه 

Waters 2410 مجهز به دتكتور مادون قرمز بدين شرح

 
2 C - Nuclear Magnetic Resonance 
4 Differential Scanning Calorimeter 
6 Plackett–Burman        7 Central Composite Design 

كردن نمونه كردلان در حلال انجام گرفت: حل
) ) در شرايطي كه نوع ذرات پركننده THFتتراهيدروفوران

؛ سرعت جريانÅ106-103 ستون اولترا استايراژل بقطر 
و بصورت اتوماتيك، C°30ليتر بر دقيقه در دماي يك ميلي

در5/0ها؛ غلظت محلولدقيقه45زمان تجزيه  گرم
cc 100 ) و نوع استاندارد پلي استرين ×���106حلال
 ) بود.3-2000

45

)PBD(6طرح پلاكت برمان-
يك ابزار بسيار مفيد بمنظور غربالگري PBDطرح

 N+1متغير فقط بوسيله تعدادNعوامل موثر از ميان 
. اين)Plackett & Burman, 1946( شماره آزمايش است

 خاص توجه تحقيقات بيوتكنولوژي مورد از بسياري طرح در

,.Naveena et al( است گرفته قرار محققان 2005; 

Chauhan et al., از استفاده سيستماتيك، نظر از.)2007
 متغيرها تعداد كه شود مي شرايطي توصيه در طراحي اين

 را آنها ترتيبو اهميت بداند، محقق لازمو باشد6 از بيش

 Elsanhoty et( كند بررسي از تغييرات خاصي محدوده در
al., 2012; Plackett & Burman, 1946(.مطابق

(كلريدPBD ،11، بر اساس طرح1جدول   عامل مغذي
 مخمر، كلريد پتاسيم، عصارهدي آبه، فسفاتدو كلسيم

 منو، گلوكز، فسفات)II( منگنز سديم، كلريد آهن، كلريد
و هفت منيزيم، سولفات X-100پتاسيم، تريتون آبه

در سولفات بر2روي) هر كدام سطح در نظر گرفته شد.
آزمايش براي غربالگري شناسايي12اين اساس تعداد 

متغيرهاي مستقل موثر بر راندمان توليد صمغ كردلان 
و مقدار3انجام گرفت. همه آزمايشات  مرتبه انجام شد

 آورده شد.2متوسط مشاهدات در جدول

م- )CCD(7ركزيطرح مركب
و شناسايي براي PBD از در اين تحقيق پس از استفاده

( متغيرهاي موثر، غربال ) با RSMاز روش سطح پاسخ
و كيفي طرح مركب مركزي استفاده از بمنظور ارزيابي كمي

(راندمان توليد مؤثر تاثير متغيرهاي بر متغير وابسته
كردلان) استفاده شد. طرح مركب مركزي يكي از 

و روفترين روشمع  هاي طراحي آزمايشات براي بهينه سازي

1 Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
3 X-ray Diffractometry 
5 Gel Permeation Chromatography 
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و سطوح آنها درطرح آزمايشات-1جدول  PBDمتغيرها
)‒سطح پايين(سطح بالا (+)عواملمتغير

13كلريد كلسيم دو آبه1
13فسفات دي پتاسيم2
5/15/2عصاره مخمر3
13كلريد آهن4
35كلريد سديم5
(كلريد منگ6 II(5/15/2نز
50100گلوكز7
24فسفات منو پتاسيم8
X-100 24تريتون9
35سولفات منيزيم هفت آبه10
13سولفات روي11

PBDسطوح متغير ها براي غربالگري با طرح–2جدول

123456789101112آزمايش

ميزان سطح
 ماده مغذي

1-1-11-1-11-1111-1كلريد كلسيم دو آبه
-111-1-11-1-1111-1فسفات دي پتاسيم

-11-11-111-11-1-11عصاره مخمر
-11111-11-1-11-1-1كلريد آهن

1-11-1-111-1-11-11كلريد سديم
) -II(1111-1-1-1111-1-1كلريد منگنز

1-11111-1-11-1-1-1زگلوك
1111-1-1-1-1-1-111فسفات منو پتاسيم

X-10011-111-1-1-11-1-11تريتون
-1-11-11-11-11-111سولفات منيزيم هفت آبه

11-1-1111-1-1-11-1سولفات روي
45/234/011/167/35/145/155/239/275/205/217/259/2]گرم بر ليتر[توليد كردلان

هاي فاكتوريل مدلسازي است. مزيت آن نسبت به روش
و ناقص، اين است بمنظور بهينه و كامل سازي عوامل

تخمين سطوح پاسخ، با وجود داشتن دقت مناسب نيازمند 
;;Box & Wilson, 1992( تعداد آزمايشات كمتري است

Box & Hunter, 1957; Özer & Güçer, 2011(.
طرح طراحي آزمايشات به روش سطح پاسخ بوسيله

در3مركب مركزي براي  5متغير وابسته موثر هركدام
) آورده3) در جدول-αو-α،+1،+0،1سطح كد شده

و مقادير  شده است. رابطه بين متغيرهاي مستقل كد شده
 ) آمده است:1حقيقي آنها در معادله(

�� �
�� 	 �

∆�� 
1�

: مقدار حقيقي،Xi: مقدار كد شده،xi كه در اين معادله؛
X0و : تغيير∆Z: مقدار حقيقي همان متغير در نقطه مركزي

 گام در مقدار متغير است. 
) كه معادله2هاي حاصل از آزمايشات با معادله( داده

 است، مطابقت داده شد:2برازش چند جمله اي درجه 

� � �
 ������ ��������

������� �� 
2�

: عرضβ0: پاسخ پيش بيني شده،Yكه در اين معادله
: ضريب βij،2: ضريب درجهβii: ضريب خطي،βiاز مبداء، 

و  (تعاملي)  متغير هاي مستقل هستند.XjوXiبر هم كنش
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و تحليل-  آماري تجزيه
هاي داده1بمنظور برازش Minitab 16نرم افزار آماري

و آناليز واريانس  آزمايشات، ترسيم نمودارهاي سطح پاسخ
)ANOVA پارامترهاي آماري توليد صمغ كردلان استفاده (

و دقت پيش  شد. همچنين بمنظور ارزيابي صحت برازش
ري: پارامتر آما2بيني مدل ارائه شده با روش پاسخ سطح از 

و ضريب تعيين اصلاح شدهR2(2ضريب تعيين استفاده3)
 هاي آماري در سطح معني شد. همچنين، كليه آزمون

05/0≤Pانجام شد.95(احتمال ( % 

 يافته ها
هاي حاصل از غربالگري عوامل موثر بر توليد يافته-

 كردلان
بمنظور يافتن عوامل مغذي موثر در توليد PBDطرح

با11ميان صمغ كردلان از آزمايش انجام گرفت12متغير
ارزيابي گرديد Pareto Chartو نتايج حاصل با استفاده از 

متغير3آورده شد. مطابق اين شكل، فقط1و در شكل
مستقل داراي تاثير موثر بر توليد صمغ كردلان بودند كه به 
و تريتون  ترتيب ميزان اهميت؛ گلوكز، عصاره مخمر

x-100 .مي باشد 
و همچنين در اين تحقيق بمنظور ارزيابي نحوه تاثير

با3تعامل  20متغير مستقل موثر از طرح مركب مركزي
آزمايش در نقطه مركزي بود،6آزمايش كه از اين تعداد،

و مقدار3استفاده شد. همه آزمايشات  بار انجام گرفت
 گزارش شد.4متوسط نتايج در جدول

و سطوح-3جدول آنها براي طرح مركب مركزيمتغيرها

]گرم بر ليتر[متغير
سطح كد شده متغير

α-1-01+α+
3X18/45/35/25/182/0 : عصاره مخمر

7X7596/57 100 04/142125 : گلوكز
9Xتريتون :x-10068/443232/1

بر11بررسي ميزان تاثير-1شكل متغير مستقل
نراندمان توليد صمغ كردلا

(تجربي-4جدول و وزن توده سلولي حاصل از طرح مر كب مركزي-مقادير توليد صمغ كردلان پيش بيني شده)

 آزمايش
1متغير هاي مستقل در سطوح كد شده

 وزن توده سلولي
]گرم بر ليتر[مقدار توليد كردلان

3X7: عصاره مخمرX9: گلوكزXتريتون :x-100بينيمقدار پيشمقدار تجربي
100011/739/4379/4
21-11-90/613/3555/2
300020/728/4379/4
40068/1-50/501/2166/2
51-1120/695/1976/1
600031/745/4379/4
700010/775/4379/4
800007/767/4379/4
911-1-20/623/1977/0
100068/150/68/1965/1
1111-160/697/0317/1

1 Regression                    2 Determination Coefficient                 3 Adjusted Determination Coefficient 
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4ادامه جدول

 آزمايش
متغير هاي مستقل در سطوح كد شده

 وزن توده سلولي
]گرم بر ليتر[مقدار توليد كردلان

3X7: عصاره مخمرX9: گلوكزXتريتون :x-100مقدار پيش بينيمقدار تجربي
12111-683/3031/4
1368/10050/686/1124/2
1468/1-0090/589/2206/3
151-1-180/525/4080/4
1611110/75/1311/1
171-1-1-80/438/1600/1
18068/1050/64/2739/2
19068/1-010/47/1941/1
2000015/731/4379/4

گزينش مدل مناسب براي برازش داده ها با روش-
پ  اسخ:سطح

(توليد بمنظور تعيين مدل تجربي براي پيش بيني پاسخ
اي شامل خطي، دو فاكتوريلي كردلان)، معادلات چند جمله

از بر داده3و درجه2(تعاملي)، درجه  هاي بدست آمده
ها مورد روش سطح پاسخ برازش شدند. سپس اين مدل

ي آناليز آماري قرار گرفتند. لازم بذكر است كه از نظر آمار
آن معني دار1مدلي مناسب است كه آزمون ضعف برازش

و داراي بالاترين مقدار   اصلاح شده باشد.R2وR2نبوده
مشاهده مي شود، آزمون ضعف5همانطور كه در جدول

بر2اي درجه برازش مربوط به مدل چند جمله برازش يافته
هاي پاسخ سطح، معني دار نيست كه بيانگر برازش داده

ميدهموفق دا R2وR2باشد. همچنين با توجه به مقادير ها

باشند، مدل چندمي94/0و97/0اصلاح شده كه بترتيب
با2اي درجه جمله  سطح روش بكارگيري انتخاب شد.

 ميان تجربي ارتباطي نشان دهندهكه)3( معادله پاسخ،

(بر اساس3و مقدار توليد كردلان متغير مستقل موثر
.آمد ) بدستمقادير حقيقي

46/4 =[g/l]صمغ كردلان – 36/0 x3 + 28/0 x7 –

092/0 x9 – 46/0 x3 x7 – 53/0 x3 x9 – 76/0 x7 x9 –

68/0 x3
2 – 79/0 x7

2 – 84/0 x9
2 (3)

و راندمان توليد كردلان حاصل از آزمايشات تجربي
آورده4بيني شده از طريق روش سطح پاسخ در جدول پيش

 بسيار همبستگي بيانگر جدول، اين اهداتشده است. مش

 پيش مقاديرو تجربي روش با آمده بدست نتايج بين خوب

همچنين از اين مدل براي.است آماري روش شده با بيني
و درجه  متغير هاي2ارزيابي ميزان تاثيرات خطي، تعاملي

 مستقل بر متغير وابسته استفاده شد.

خاب مدل برازش شده برآناليز آماري براي انت-5جدول
 داده هاي آزمايشات

انحراف نوع مدل
 معيار

ضريب
) )R2تعيين

R2اصلاح
 شده

برايPارزش
ضعف برازش

0001/0<-40/106/009/0 خطي
0001/0<32/134/0032/0فاكتوريل2

233/097/094/00567/0درجه
329/095/095/00338/0درجه

1
و تعيي- ن خواص صمغ كردلان:شناسايي

براي نمونه كردلان FT-IRطيف هاي حاصل از آزمون
و نمونه تجاري، نظير يكديگر  توليد شده در اين تحقيق

مي2بودند. همانطور كه در شكل  -FTشود، طيف مشاهده

IR هاي جذبي: در ناحيه دهنده پيك نشان cm-1 88/3428 
ر ناحيهد (–CH2–)، گروه (OH–)مربوط به حضور گروه

cm-1 50/2915 و گروه(C=O) در ناحيهcm-1 52/1139 
، حاكي از cm-1 77/885باشد. حضور پيك در ناحيه مي

و همچنين بعلت اينكه هيچ مي2βوجود شكل فضايي باشد
مشاهده نشده است cm-1 840پيك جذبي در ناحيه 
در محصول پليمري تاييدα بنابراين حالت فضايي

م نمي  شابه در اين تحقيق براي كردلان قبلاً گردد. طيف

1 Lack of fit                                    2 Configuration 
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.)Zhang et al., 2001( گزارش شده است
13Cطيف،3مطابق شكل NMR هاي براي نمونه

و نمونه تجاري، داراي جهش هاي كردلان توليد شده
13Cباشد. طيف شيميايي برابر مي NMR رزونانس6داراي

و12/74،32/78،88/68،92/76، 78/103اصلي در 
ppm 91/60به -C،2-C،3-1است كه بترتيب مربوط

C،4-C،5-C6و-Cو تاييد كننده ساختمان مي باشد
β-)1←3دي گلوكان در صمغ كردلان توليد شده در اين (

13Cتحقيق است. لازم بذكر است كه طيف  NMR مشابه
 در اين تحقيق براي كردلان قبلاً گزارش شده است

)Zhang et al., 2001Saitô et al., 1979; (.
 ها) كه نشان(ديفراكتوگرامxهاي پراش اشعه منحني

هاي كريستالي ماده مورد آناليز لايه دهنده فاصله بين
و تجاري داراي باشد براي نمونه مي هاي كردلان توليد شده

و در شكل ال هاي آمده است. پيك4گوي مشابه است
درθ2پراش در كردلان توليد شده داراي مقدار  به ترتيب

( زاويه )8/32°و35/22°،68/21°،34/11°،76/6°هاي
 باشند. مي

، مشاهده مي شود كه منحني هاي5مطابق شكل
(گرمانگاشت) حاصل از آناليز حرارتي كالريمتري  ترموگرام

)DSCو تجاري دارايي نمونه) برا هاي كردلان توليدي
براي كردلان DSC اي مشابه يكديگرند. ترموگرام رويه

ناپايداري حرارتي2توليد شده در اين تحقيق داراي 
بترتيب داراي مقدار آنتالپي 251°و8/74°گرماگير در 

 مي باشد.J/g 88/87و 17/157
ونه در اين تحقيق، تعداد متوسط وزن مولكولي نم

با Paenibacillus polymyxaكردلان توليد شده از 
تعيينDa 106×7/1استفاده از كروماتوگرافي ژل تراوايي

تا3/5×104شد. در تحقيقات گذشته، وزن كردلان 
Da 106×2گزارش شده است )Jin et al., 2006; 

Nakata et al., 1998(اخيراً، وزن مولكولي كردلان .
 .Agrobacterium spيافته توليد شده از سويه جهش

ATCC 31750 حدودDa 105×3گزارش شده است 
)Kim et al., 2003(.

 نمونه كردلان FT-IRآزمون-2شكل

 نمونه كردلان 13C-NMRآزمون-3شكل
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 نمونه كردلان XRDآزمون-4شكل

 نمونه كردلان DSCآزمون-5شكل

 بحث
(عصاره مخمر،3نحوه تاثير مستقيم هر عامل مغذي

و تر و جرم x-100يتون گلوكز ) بر ميزان توليد كردلان
آورده شده است. گلوكز بعنوان منبع6توده سلولي در شكل 

و همانطور كه در شكل 1 كربني در محيط كشت است
ترين عامل مغذي در توليد صمغ كردلان مشاهده شد، اصلي

و تريتون  و بعد از آن بترتيب اهميت، عصاره مخمر است
x-100 .از قرار دارند تا96/57هنگامي كه غلظت گلوكز

g/l 75مي يابد، جرم توده سلولي نيز افزايش افزايش
و در نتيجه مي يابد كه نشان دهنده شروع رشد سلولي است

و در ادامه، افزايش غلظت مقدار توليد كردلان زياد مي شود
در g/l 100تا75گلوكز از  منجر به افزايش بسيار زياد هم

و همچنين درتوليد كردلان وزن توده سل ولي(رشد سلول)
از مي ، تغييري g/l 100شود. اما افزايش غلظت گلوكز بيش

شود كه بعلت ثابت بودن در مقدار توليد كردلان حاصل نمي
و ثابت بودن رشد  ميزان مصرف قند گلوكز از طرف سلول
سلول ميكروبي است. بنابراين غلظت بهينه گلوكز در محيط 

با تخمير توليد  بدست آمد. g/l 100كردلان برابر
همچنين، هنگامي كه ميزان غلظت عصاره مخمر

g/l 5/2تا82/0بعنوان منبع نيتروژني در محيط كشت از 
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و جرم توده سلولي نيز افزايش مي يابد مقدار توليد كردلان
يابد اما در ادامه، با افزايش در غلظت عصاره افزايش مي

ميمخمر، مقدار توليد كرد يابد. علت اين نيز لان كاهش
توسط تعدادي از محققين اينچنين گزارش شده است كه، 
افزودن مقدار اضافي عصاره مخمر به محيط كشت فقط در 

 تواند بر توليد محصول نهايي حين فاز رشد سلول مي
 موثر باشد كه بدليل وجود فاكتورهاي رشد در عصاره

ا سيدهاي آمينه، مخمر است. عصاره مخمر مخلوطي شامل
و سرشار از ويتامين پپتيدها، پروتئين وBها

,.Sharmila et al(هاي معدني مفيد است نمك 1989; 

Shen et al., . همچنين افزايش زياد غلظت عصاره)1993
(منبع  (منبع نيتروژني) سبب انتقال مقداري از كلوگز مخمر

و اصلي مي كربني گردد ترين عامل مغذي) به خارج سلول
)Jiang, 2013 Phillips et al., 1983; (و در نهايت

شود. بدين ترتيب سبب كاهش توليد صمغ كردلان مي
غلظت بهينه عصاره مخمر در محيط تخمير توليد كردلان 

 بدست آمد.g/l 5/2برابر با 
از x-100همچنين با افزايش تريتون در محيط كشت

درg/l 3تا32/1 ، مقدار توليد كردلان افزايش مي يابد اما
در محيط تخمير x-100ادامه، افزايش غلظت تريتون

يك ماده فعال x-100كند. تريتون تاثيري ايجاد نمي
سطحي خوب است كه باعث افزايش نفوذپذيري غشاء 

و در حقيقت ميزان تراوش دولايه ليپيدي سلول مي شود
 x-100دهد. همچنين وجود تريتون كردلان را افزايش مي

و انتقال در محيط كشت باعث افزايش همگن شدن براث
گردد. اما با افزودن مقدار آسان تر مواد مغذي به سلول مي

توان كشش به محيط كشت نمي x-100اضافي تريتون 
و ميزان نفوذپذيري غشاء  سطحي براث تخميررا كاهش داد

و توليد كردلان تغيير نم كند. بعلاوه، جرم تودهيسلولي
در محيط كشت x-100سلولي با افزايش غلظت تريتون 

و بيانگر اين است كه تريتون   x-100تغييري نداشت
 Paenibacillusبعنوان يك عامل رشد مغذي براي

polymyxa PTCC 1020 و غلظت بهينه تريتون نيست
x-100 با  بدست آمد.g/l 3براي توليد كردلان برابر

بر خلاف گلوكز x-100اگر چه تريتون6ق جدول مطاب
دار نيست اماو عصاره مخمر داراي تاثير خطي معني

شود، داراي تاثيرات تعاملي همانطور كه مشاهده مي
و عصاره مخمر است. بطور كلي تمامي معني دار با گلوكز

(عصاره مخمر تريتون-گلوكز، عصاره مخمر-اثرات تعاملي
x-100 يتونتر-و گلوكزx-100 بر راندمان توليد (

مي كردلان معني و در7توان آنها را در شكل دار بوده است
2و نمودار كنتور1بعدي پاسخ سطحسهقالب نمودارهاي

بر3هر2مشاهده كرد. همچنين تمامي اثرات درجه متغير
 دار بود. راندمان توليد كردلان معني

و وزن توده سلوليبررسي ميزان تاثير مستقيم-6شكل 1 متغيرهاي موثر بر ميزان توليد صمغ كردلان

1 3D-Response Surface Plot                             2 Contour Plot 
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برازش يافته بر داده هاي پاسخ2نتايج آناليز آماري مدل درجه-6جدول

Fارزشمتوسط مربعات درجه آزاديمجموع مربعات منبع تغييرات
Pارزش

F>احتمال 
0001/0<2/32969/348/34مدل

تاثير خطي
3X–77/1177/151/160023/0 عصاره مخمر

7X-03/1103/166/90111/0گلوكز
9X–تريتونX-100 11/0111/007/13243/0

تاثير تعاملي
3X–7X69/1169/182/150026/0
3X–9X29/2129/240/210009/0
7X-9X68/4168/476/43>0001/0

2تاثير درجه
2)3X(59/6159/661/61>0001/0
2)7X(02/9102/933/84>0001/0
2)9X(23/10123/1061/95>0001/0
07/11011/0باقيمانده

88/0518/073/40567/0عدم برازش
19/05037/0خطاي خالص

Adjusted-R2=(94/0: ضريب تعيين اصلاح شدهR2=(97/0)ضريب تعيين(

همچنين در اين تحقيق، حداكثر مقدار توليد كردلان
بوسيله شرايط7بود كه از آزمايش شمارهg/l 75/4برابر با 

(عصاره مخمر:  ، تريتونg/l 100، گلوكز:g/l 5/2بهينه
x-100 :g/l 3،حاصل شده است. در تحقيقات گذشته (

در حدود .Agrobacterium spميزان توليد كردلان از 
g/l 4از ،Bacillus sp. SNC 107 در حدودg/l 7از و

Pseudomonas sp. در حدودg/l 35/2بوده است 
)Gummadi & Kumar, 2005; Cui & Qiu, 2012 

Saudagar & Singhal, 2004;(.

آناليز كينتيك رشد ميكروبي در فرآيند توليد صمغ-
 كردلان

با8مطابق شكل ، تشكيل صمغ كردلان بطور همزمان
شروع رشد سلولي در فرآيند تخمير ناپيوسته تحت شرايط

هده مي شود. ميزان توليد كردلان بسرعت طي بهينه مشا
و سپس توليد صمغ1فاز نمايي رشد سلول افزايش مي يابد

و در2كردلان به آرامي در فاز سكون رشد سلول ادامه يافته

 
3 Growth – Associated 

يابد. نهايت بعد از مرگ سلول، توليد كردلان نيز كاهش مي
به90غلظت صمغ كردلان همچون رشد سلولي در  ساعت

از حداكثر خود و بعد ساعت، توليد كردلان 120رسيده
كاهش يافت. اين كاهش توليد احتمالاً در نتيجه مرگ 

 Paenibacillus polymyxa PTCC 1020سلول 
ساعت از شروع 120باشد. همچنين بعد از گذشت مي

فرآيند تخمير، غلظت مصرف گلوكز در براث بسيار كم 
مي مي صمغ كردلان، رسد كه توليد شود. در نتيجه، بنظر

3فرآيندي وابسته به رشد
 باشد. مي2

با .Agrobacterium spهمچنين، توليد كردلان از
) درh-1 09/0) برابر باµنرخ رشد ويژه  گزارش شده است

h-1 14/0حاليكه در اين تحقيق نرخ رشد ويژه برابر با
برابر5/1باشد كه نسبت به تحقيقات گذشته حدود مي

,.Ben Salah et al( بيشتر است 2011(.

1 Exponential Phase             2 Stationary Phase 
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و تريتون-7شكل  با استفاده از نمودارهاي سطح x-100تاثير تعاملي متغيرهاي موثر گلوكز، عصاره مخمر
(-)Iبعدي(سه پاسخ  ) IIكنتور
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ر-8شكل و غلظت گلوكز مصرف شده در براث تخميرمنحني كينتيكي  شد ميكروبي، توليد صمغ كردلان

 گيري نتيجه
دهد كه سويه نتايج اين تحقيق نشان مي

Paenibacillus polymyxa PTCC 1020 توانايي توليد
g/l 75/4حداكثر مقدار توليد كردلان صمغ كردلان را دارد. 

ايط بهينه بود كه از آزمايش بروش پاسخ سطح بوسيله شر
: x-100، تريتون g/l 100، گلوكز:g/l 5/2(عصاره مخمر: 

g/l 3) ) برابرµ) حاصل شد. در اين تحقيق نرخ رشد ويژه
ميh-1 14/0 با  به براي توليد كردلان باشد كه نسبت

.برابر بيشتر است5/1تحقيقات گذشته حدود 
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