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-پلاکت با استفاده از طرح آزمایشی Paenibacillus polymyxaغربالگری فاکتورهای موثر در رشد باکتری 

 رمنب

 3، سید علی مرتضوی3، فرشته فلاح*2، محبوبه سرابی جماب 1علیرضا وسیعی 

 یران ا  یع غذایی، مشهد،و صنا ی علومپژوهش کنترل کیفیت مواد غذایی، مؤسسهگروه ایمنی و -1

 یران ا یع غذایی، مشهد،و صنا ی علومپژوهش یی، مؤسسهمواد غذا یست فناوریز گروه-2

 ، مشهد، ایران مشهد گروه علوم ومهندسی صنایع غذایی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی-3

 دهیچک اطلاعات مقاله                        

 مقاله :   یخ هایتار

 14/8/1403افت: یخ دریتار

 21/9/1403رش: یخ پذیتار

توانایی های اسممت که  از جمله میکروارگانیسمم  Paenibacillus polymyxa  یباکتر

عوامل  باشممد   ها را دارا میبیوتیکسمماکاریدهای رارس سمملولی و نیز  نتیتولید اگزوپلی

، دما، سمرعت هوا و pH یتروژن،کشمت، منعع کربن و ن یطمح  یاز جمله محتوا  یمتعدد

های میکروبی  و نیز تولید متابولیت  رشممد و تولید توده سمملولی با ترکشممت بر   یطشممرا

در محیط   P. polymyxaهدف از این مطالعه بررسممی میزان رشممد باکتری  دارند    یرتأث

فاکتور شممرایط   4جزء محیط کشممت و  5کشممت واوی م و و همینین غربالگری  

برمن جهت به وداکثر رسممماندن میزان تولید توده -تخمیر با اسمممتفاده از رولا پ کت 

مورد بررسمی بریک  م و مورد اسمتفاده،   از بین متغیرهایسملولی بود  نتای  نشمان داد 

زدن، میزان گلوکز و اوره زمان، درصمممد تل،یم، میزان سمممولفای  مونیوم، سمممرعت ه 

توده داری بر رشممد باکتری و تولید زیسممت اثر مثعت معنی معادله درجه اولصمموری به

دارد که از این میان اثر بریک  م و مورد اسممتفاده بیا از سممایر متغیرها اسممت  این 

و میزان عناصمر ک  مرمرف مورد اسمتفاه اثر منفی بر رشمد سملولی  pHدروالی اسمت که 

تواند به عنوان یک داشممتند  نتای  این مطالعه نشممان داد محیط کشممت برپایه م و می

 مورد استفاده قرار گیرد  P. polymyxaگزینه ارزان قیمت و مناسب برای رشد باکتری  
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 مقدمه -1

Paenibacillus polymyxa متعلق  گرم مثعمت    یبماکتر  یمک

هما   Paenibacillusاسممممت      Paenibacillusبمه جن   

  اند ندوسموور  دهندهلیو تشمک  یاریارت  یهوازیب  یهایباکتر

و سمو  در سمال    هقرار گرفت  Bacillusکه در ابتدا در جن   

  نمدشمممد  یبنمدجن  جمداگمانمه هع،مه  کیم بمه عنوان    1993

Paenibacillus polymyxa  در رما     یعیکمه بمه هور هع

مواد    یمددر تول  همایاییبمه رماهر توانما  شمممود،یم  یمافمت 

شمنارته    سماکاریدهایو پل  هابیوتیکیمانند  نت یدمف  یکیمتابول

عامل    یکبه عنوان   یسم ارگان  ینا  ین،  همین[ 1]  شمده اسمت 

مورد توجمه قرار    یو کماهنمده  فمای درکشممماورز  یوکنترلیب

و   یتروژنن  یت قادر اسمت به تثع  P. polymyxaگرفته اسمت   

محر  رشممد  یکرا  کمک کند و به عنوان    یفیت بهعود ک 

  ی که بررساست باعث شده   هایت راص  ینعمل کند  ا یاهیگ 

برروردار    ییبا   یت از اهم  یباکتر ینعوامل مؤثر بر رشممد ا

    [ 4-2]  دباش

ن  یرنظ  یمختلف  عواممل و    یمواد معمدن  یتروژن،منمابع کربن، 

در رشممد   ییبسممزا  یرتأث  pHهمیون دما و   یطیمح  یطشممرا

دارند  منابع کربن مختلف مانند سمماکارز، گلوکز و    هایباکتر

و نسمعت کربن    شموندیاسمتفاده م  یکروبیرشمد م  ینشماسمته برا

م،مدار   یمدتول  یکشمممت برا  هماییط( در محC:N)  یتروژنبمه ن

بمه عنوان    یزن  یتروژن  ن[ 6,  5]   دارد  یمت اهم  همایمت متمابول  یبما 

شمنارته    هایکروارگانیسم در رشمد م  یاز عناصمر ضمرور یکی

و در  یگرسممنگ  یجاددر هنگام ا  یژهو ن به یرو تأث  شممودیم

مشممخ   یشممترپ  از مروله رشممد ب یدراندمان تول  یاافزا

مماننمد فسمممفر،    یاز مواد معمدن  یبرر  ین،بر ا  ع وه   گرددیم

هسمممتنمد و   های  نز  یبرا یمهم  یگوگرد و  هن کوفاکتورها

 یزن  pH  دما و کنندیم یفاا  ین،ا اسماسم   یهثانو   یسم در متابول

بر   یمادیز  یرهسمممتنمد کمه تمأث  یمهممحیطی  از جملمه عواممل  

  [ 8, 7]  دارند  هایت متابول یدو تول  هایکروارگانیس رشد م

اسمممتفماده از   هما،یمت متمابول  یمدتول  یبما   همایینمهتوجمه بمه هز  بما

و    ییغمذا  یعصمممنما  یو مواد جمانع  یممت قارزان  یبسمممترهما

م و به عنوان منعع کربن مورد توجه قرار   یرنظ  یکشمماورز

های تولید م و از محرمو ی جانعی کاررانهگرفته اسمت   

عنوان  بهقند و شمکر اسمت و در پزشمکی، صمنعت، کشماورزی  

م و چغنمدرقنمد محلولی از   .[ 10, 9]   مماده اولیمه کماربرد دارد

  77/ 74شمممکر، مواد  لی و معمدنی در    بما مماده رشمممک  

درصمد )وزنی/وزنی( اسمت  قند کل )عمدتاس سماکارز( ت،ریعاس  

درصمد و کل ترکیعای واوی    11/ 9درصمد، راکسمتر    62/ 48

درصمد را   13/ 12نیتروژن )عمدتاس بتائین و اسمید گلوتامیک(  

ها  اسمممتفاده از م و در کشمممت باکتری  .دهندتشمممکیل می

همینین به دلیل هزینه پایین و دسمترسمی راوت به این ماده،  

  .به ویژه در کشمورهای در وال توسمعه، بسمیار جذا  اسمت 

این مماده وماوی م،مادیر قمابمل توجهی قنمد، پروتئین، و مواد  

تواند به عنوان منعع انرژی و مواد مغذی معدنی اسمت که می

ها و  اسیدهای  مینه، ویتامینها عمل کند  وجود  برای باکتری

عناصممر کمیا  در م و،  ن را به یک محیط کشممت غنی  

,  11]  را تسهیل کند  هاتواند رشد باکتریکند که میتعدیل می

12 ]    

تواند میاسمت که    یشمی زما یکتکن  یکبرمن  -رولا پ کت 

مؤثر در رشمممد   یفماکتورهما  ییو شمممنماسممما  یغربمالگر  یبرا

- از رولا پ کت   اسمتفاده  رودیبه کار م  هامیکروارگانیسم 

منمد و  تما بمه شمممکمل نظمام  کنمدیبرمن بمه مح،،مان کممک م

را   هامیکروارگانیسم شمده، عوامل مؤثر در رشمد    یزیربرنامه

بم   یبمررسممم  دانما  بممه  و  بم   یشمممتمریکمرده  ممورد    یمولموژی در 
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به پژوهشمگران   توانندیها مداده ینایابند  دسمت    هایسم ارگان

  تأثیر و فاکتورها    یطکمک کنند تا مشخ  کنند که کدام شرا

کشمت را   یطشمرا  سمازیینهدارند و به  یبر رشمد باکتر  یشمتریب

  [ 14, 13]  ممکن سازند 

مطالعه،  ینا یاصممل  الذکر، هدفبا توجه به توضممیحای فو 

)م و، گلوکز، سمممولفای مختلف   یاثر فاکتورها یبررسممم 

بر (  میزان تل،یم  و  زدنه   ،، زممان1TES  ،pH مونیوم، اوره،  

- با اسممتفاده از تکنیک پ کت   P. polymyxa  یرشممد باکتر

   رمن است ب

 هامواد و روش-2

 سازی میکروارگانیسمفعال -2-1

 .P  یبماکترسمممازی میکروارگمانیسممم ، ابتمدا  بمه منظور فعمال

polymyxa PTCC 1021    لیوفلیزه که از مرکز کلکسممیون

در های صممنعتی ایران رریداری شممده بود،  میکروارگانیسمم 

منت،ل و  کشمت تریوتکاز سوی برا  یطبه مح  یلاسمتر  یطشمرا

  گراد یدرجه سانت  30  یبا دما  گرمخانهساعت در    24به مدی  

کشمت   یطفعال به سمطم مح  یکروارگانیسم م قرار داده شمد 

  یط مشممابه شممرا  گذاریگرمخانهمنت،ل و تریوکاز سمموی  گار  

های بدسممت  مده در (  از کلنی1انجام گردید )شممکل   یقعل

محیط کشممت مذکور به منظور انجام فرایند تخمیر اسممتفاده  

    [ 15] شد 

 
Fig. 1- P. polymyxa activated on the basic culture medium . 

 

 رسم منحنی رشد باکتری -2-2

سممازی اولیه میکروارگانیسمم  در محیط تریوکاز پ  از فعال

سموی برا ، سموسموانسمیون میکروبی به محیط کشمت پایه  

در انکوبماتور  درجمه سممممانتی  30تل،یم  و در دممای   گراد 

شمممیکردار گرمخمانمه گمذاری گردیمد  تعمداد کلنی بماکتری در 

 

1 - Trace Element Solution 

گیری و  روز متوالی انمدازه  6فواصمممل زممانی مختلف هی  

    [ 16] منحنی رشد باکتری رس  شد 

 1گرم بر لیتر گلوکز،   50شممامل   2محیط کشممت پایه تخمیر

گرم بر لیتر مونوپتاسی  فسفای،  2گرم بر لیتر عراره مخمر، 

گرم بر لیتر کلرید   1پتاسمممی  فسمممفای، گرم بر لیتر دی  0/ 5

گرم بر لیتر    1 بمه،    4گرم بر لیتر کلریمد منگنز    1 بمه،    6 هن  

2 - Fermentation culture 
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 به  7گرم بر لیتر سمولفای منیزیوم   0/ 5 به،  2کلرید کلسمی  

    [ 16] گرم بر لیتر کلرید سدی  بود  1و 

غربالگری فاکتورهای مؤثر در رشدد با اسدتفاده از   -2-3

 برمن-پلاکت طرح آزمایشی

با توجه به اهمیت فاکتورهای مختلف رشممد بر افزایا توده  

سمملولی غربالگری فاکتورهای مؤثر در رشممد توده سمملولی،  

جزء محیط کشت شامل م و )بریک (، گلوکز   5براسماو  

)درصد(، سولفای  مونیوم )گرم در لیتر(، اوره )گرم در لیتر(  

 بمه، 4کلریمد  (  ɪɪکلریمد، منگنر )(ɪɪ)  )وماوی روی  3TESو  

( ɪɪ بمه، کعمالمت )4کلریمد  (  ɪɪ بمه، م  )6کلریمد  (  ɪɪنیکمل )

 به( )میکروگرم در لیتر( و  2مولیعدای  به و سممدی  6کلرید  

زدن )سماعت(، ه  ، زمانpHپارامتر شمرایط تخمیر شمامل   4

بر اسممماو هر   )درصمممد( میزان تل،یم  ی،مه( ودر دق  ردو)

بما اسمممتفماده از نرم افزار  مماری )  برمن-پ کمت   زممایشمممی

Design-Expert 7.0.0 Stat-Ease, Inc., 

Minneapolis, MN, USA    انجام شممد  این متغیرها بر )

اسماو بررسمی تح،ی،ای گذشته و پیا تیمارهای انجام شده  

 زممایا هراوی    12انتخما  و در قمالمب یمک مماتری  بما  

  [ 17] شدند 

 گیری توده سلولیاندازه-2-4

در  میکروبی  کشممممت  محیط  تخمیر،  دوره  پممایممان  از  پ  

g×8000    بعمد از دقی،مه سمممانتریفیوژ شمممد     20بمه ممدی

به دسمت  مده   یتوده سملول یر،کشمت تخم  یطمح  یفیوژسمانتر

در  مده و به مدی   یونمو ر به صموری سموسموانسم  2با سمود 

قرار گرفمت و سمممو ، مجمدد   یکرشممم   یسممماعمت رو  یمک

 

3  - Trace Element Solution 

در این مرولمه به    پلمت به دسمممت  مده یدگرد  یفیوژسمممانتر

عنوان غلظت توده سملولی بر اسماو وزن مرهو  و رشمک  

  [ 18] )بر وسب گرم در لیتر( محاسعه شد 

 تجزیه تحلیل آماری-2-5

جزء   4غربالگری اولیه جهت تولید بیوم  سملولی  براسماو  

شمیکرف سمک با  پارامتر شمرایط تخمیر در  5محیط کشمت و 

 ,Design-Expert 7.0.0 Stat-Easeافزار  اسمتفاده از نرم

Inc., Minneapolis, MN, USA   براساو  زمون پ کت -

 انجام شد   یا زما 12با   ی ماتر یکدر قالب  رمن  ب

 

 نتایج و بحث-3

بداکتدری    3-1 رشدددد  مندحدندی   Paenibacillusآندالیدز 

polymyxa 

متعددی  به اه عای  میکروبی،  رشد  منحنی  دست  وردن 

راجع به مراول فازی رشد میکروارگانیس  مانند زمان ورود 

فاز  به  ورود  زمان  فاز،  این  مدی  هول  لگاریتمی،  فاز  به 

سکون، هول مدی فاز سکون و زمان شروع فاز مرگ را در  

توان بروسب براساو تجزیه و  دهد  لذا می ارتیار قرار می

تحلیل منحنی رشد میکروبی، فرایند کشت را در زمان مناسب  

 متوقف و محرول را برداشت نمود  

در محیط کشت پایه مورد    P. polymyxaرشد  براین اساو 

دسمت  بررسمی قرار گرفت و فازهای رشمد با توجه به نتای  به

 (  2 مده رس  گردید )شکل 

در    شود،مشاهده می  2هور که در منحنی رشد شکل  همان

به    P. polymyxaساعت اول تعداد باکتری    24و    12هی  
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به ودود   لگاریتمی رسید  جوان  7و    3ترتیب  بودن  سیکل 

سوسوانسیون میکروبی تل،یحی و توانایی باکتری در متابولیزه  

نمودن مشت،ای کربنی و نیتروژنی در سرعت رروس از فاز  

می 4تأریری  اهمیت  وائز  زمان  بسیار  بودن  کوتاه  باشند  

رسیدن میکروارگانیس  به فاز لگاریتمی و افزایا وداکثری  

در  زیستی  تولید  بازده  در  مه   بسیار  فاکتورهای  از  رشد 

هوری که تعداد دفعای فرایند تولید  م،ای  صنعتی بوده، به

وری تخمیر را در واود وج  افزایا را افزایا داده و بهره

  فاز لگاریتمی تا روز سوم ادامه یافته و سو   [ 19] دهد  می

به ععارتی دیگر   5فاز سکون  ماکزیم  رشد در   غاز گردید  

زمان   در  پایه  است     72محیط  بدست  مده  افزایا  ساعت 

تا روز سوم محیط را با کاها    P. polymyxaفعالیت باکتری  

نماید  همینین در روز منابع غذایی و ریز مغذی روبرو می

کننده تخریب  های هیدرولیزسوم  با ترشم و فعال شدن  نزی 

شود  لذا همراه با رشد سلولی، مرگ سلولی سلولی شروع می

شود  هرچند نیز رخ داده و به این ترتیب فاز سکون شروع می

تواند بر  غاز  نیز می  pHاثر دما و فاکتورهای محیطی نظیر  

فاز سکون تأثیر گذاشته و تولید توده سلولی را باکاها روبرو  

به[ 20] سازد   نتای   براساو  رشد    منحنی  از  دست  مده 

در محیط کشت پایه، باکتری پ  از     P. polymyxaباکتری  

ساعت )پ  از روز پنج ( وارد فاز مرگ رود گردیده    120

 است  

Lee  ( 2022و همکماران)    دو نوع واریتمه  منحنی رشمممدP. 

polymyxa E681   را که در جو زمسمتانه  شمهیرجداشمده از

 

4 - Lag phase 

5 - Stationery Phase 

 28  یدر دماتل،یم و   6برا   کیوتیتر  یسمممو   محیط کشمممت 

تکان دادن   طیشمراتحت   یک هفتهبه مدی    گرادیدرجه سمانت

گمذاری شمممده بود ارزیمابی  گرمخمانمه  ،مهیدور در دق  180در  

سماعت انجام  24میکروارگانیسم  هر کردند  شممارلا تعداد  

سماعت   24شمد  بیشمترین میزان رشمد در هر دو واریته پ  از 

سمممیکمل    8گمذاری مشممماهمده شمممد کمه بمه بیا از  گرمخمانمه

تا روز چهارم   Bلگاریتمی رسممید  در ررممور واریته نوع  

سممیکل لگاریتمی کاها   5میزان میکروارگانیسمم  به ودود 

یافت ولی پ  از  ن مجددا میکروارگانیسم  رشمد نمود و تا  

سممیکل لگاریتمی رسممد  دروالی که   7روز هفت  به ودود 

تا روز هفت  همینان  Fروند کاهشمممی میزان رشمممد واریته  

هوری کمه در  ررین روز نگهمداری بمه ومدود  اداممه یمافمت  بمه

لگماریتمی رسمممیمد    4 و همکماران    Zhao    [ 21] سمممیکمل 

(2024)Paenibacillus polymyxa B7    برن  شلتو   را از  

 600جمداسمممازی نموده و بما بررسمممی جمذ  در هول موس  

نانومتر، مراول رشممد میکروارگانیسمم  شممناسممایی شممده را 

سماعت  غاز   4بررسمی نمودند  فاز لگاریتمی سمویه پ  از 

و همکاران    Grinev   [ 22] سمماعت ادامه یافت   14شممد و تا 

 .Pسممماکماریمد از گونمه  ( بمه منظور تولیمد اگزوپلی2020)

polymyxa 92  درصد ساکارز،   3های واوی  کشمت از محیط

  ی وداکثر غلظت سمملول گلوکز یا فروکتوز اسممتفاده نمودند  

در محیط   سماعت رشمد و  48پ  از  ( cfu/ml  810)ودود

   درصد ساکارز، مشاهده شد 3  واوی

6 -Soy Tryptic Broth 
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Fig. 2- Growth curve of P. polymyxa bacteria in basic culture medium . 

بداکتری    3-2 رشدددد  بر  مؤثر  عوامدل   .Pغربدالگری 

polymyxa  

- در پژوها واضمر هر  غربالگری براسماو رولا پ کت 

برمن، به منظور شمناسمایی متغیرهای مؤثر بر رشمد در محیط  

اسمممت که   دیمف یزمان  ژهیورولا به نیام و انجام شمممد   

 یریگ  ی( بال،وه وجود دارد و ترمریفاکتور )متغ  یادیتعداد ز

  ن یاسمت  در ا  شمکلم ای زما یهراو  یها براو انتخا   ن

از   یدیم و مف  هیم اه عمای اول  ایتعمداد  زمما  نیرولا بما کمتر

  ار یبسم  یهراو یمراول بعد یکه برا  دی یدسمت مبه سمت یسم 

  [ 23]  دارند  ییکارا

متغیرها بر اسماو تح،ی،ای گذشمته و پیا تیمارهای انجام 

 زمایا هراوی   12شمده انتخا  و در قالب یک ماتری  با 

دور در سمرعت چررا )، pHشمد  متغیرهای مسمت،ل شمامل  

، درصمد تل،یم میکروارگانیسم ،  )سماعت( تخمیر زماندقی،ه(، 

، میزان  (تریل  در   سولفای )گرم  ومی مونم و، میزان  ک یبر

  و )درصممد( مورد اسممتفاده  گلوکز    اوره )گرم در لیتر( میزان

کم  عمنمماصمممر  از  در  )مم،ممدار  ممحملمولمی  بمود  تمریم لم ممیمکمرولمیمتمر   )

برمن به منظور ارزیابی تولید توده سملولی  -ماتریک  پ کت 

گیری میزان بیوم   بماکتری و نیز نتمای  وماصمممل از انمدازه

 نشان داده شده است  1تولیدی در جدول 

Table 1. Plackett–burman matrix to evaluate cell mass production 

Dry 

Biomass 

(g/L) 

Wet 

Biomass 

(g/L)a 

pH 
Rotation 

(rpm) 

Mollases 

(Bx) 

Ammonium 

sulfate 

(g/L) 

Urea 

(g/L) 

Inocolum 

(%) 

Glucose 

(%) 

Time 

(h) 

TES 

(µL/L) No. 

A B C D E F G H J 

1.18 5.15 5 200 5 3 3 1 12 120 1000 1 
1.19 6.13 5 200 5 1.5 1.5 10 2 120 1000 2 
1.42 5.56 5 100 5 1.5 1.5 1 2 72 100 3 
1.89 7.90 7 100 5 3 1.5 10 12 72 1000 4 
4.35 17.78 7 100 25 1.5 3 10 2 120 1000 5 
3.68 14.03 5 200 25 1.5 3 10 12 72 100 6 
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2.59 10.44 7 200 25 1.5 1.5 1 12 72 1000 7 
1.50 6.08 7 200 5 3 3 10 2 72 100 8 
3.08 12.08 5 100 25 3 3 1 2 72 10000 9 
1.73 7.12 7 100 5 1.5 3 1 12 120 100 10 
2.75 11.45 7 200 25 3 1.5 1 2 120 100 11 
3.19 12.46 5 100 25 3 1.5 10 12 120 100 12 

 

 نمالیز واریمان  فماکتورهمای اولیمه مورد اسمممتفماده در  2جمدول 

اسمماو  دهد  مدل بدسممت  مده بر غربالگری را نشممان می

توده  ارزیمابی فماکتورهمای مسمممت،مل بر میزان تولیمد زیسمممت 

  0/ 9که ضریب تعیین در ودود  دار بوده و با توجه به  نمعنی

  شود شده مناسب ارزیابی میباشد، مدل برازلامی

  ک یاثر هر   یبررسم   بیوم   دیتول رایییروند تغ نییجهت تع

مناسمب تربن مدل  نییبه تع ازیمسمت،ل در ابتدا ن  هایریاز متغ

 ی مدل ی  از نظر  مارباشد ی زمون م  های جهت برازلا داده

و   نعوده  داریمناسممب اسممت که  زمون عدم برازلا   ن معن

بدست  مده   pبراساو ارزلا  باشد   دار ی زمون برازلا معن

  زان یعواممل مختلف بر م  ریتماثبرای هر فماکتور در بررسمممی  

فاکتورهای  شمود که در میان ، مشمخ  میتودهسمت یز دیتول

مورد بررسممی اثر دور همزن، زمان فرایند تخمیر و درصممد 

دار اسمت  پ  از  ن درصمد معنی 95تل،یم در سمطم اهمینان 

های بریک  م و، درصممد گلوکز مورد اسممتفاده، میزان  ترم

باشند   اوره و  مونیوم سولفای مورد استفاده وائز اهمیت می

 ریتخم  ندیسمرعت و نوع ه  زدن در فرا ریبه تأث  شمیکردور 

و    یمواد مغمذ  کنوارمت ی  عیبمه توز  توانمدیاشممماره دارد کمه م

زمان   کمک کند   یکروبیم سممویه هایرشممد   طیبهعود شممرا

موثر    تودهست یز  دیتول یبر رو  تواندیم  نیز ریتخم ی زم برا

  ا ینامناسمب   دیمنجر به تول تواندیم  یافباشمد  مدی زمان ناک 

درصمد  همینین  شمود  ریتخم ندیفرا  لیو عدم تکم فیضمع

  ون یسمموسمموانسمم   ای  فرایند تخمیرکه به   ییهاسمم یکروارگانیم

  توده سمت یز  زانیم یبر رو  یمیمسمت،  ریتاث شموند،یاضمافه م

باعث   تواندیم میرواهد داشمت  درصمد مناسمب تل، یدیتول

  ک  یبر  با توجه به نتای  بدست  مده اثر شمود  دیتول  ایافزا

در مشممخ  می گردد و   محلول یسممنجا غلظت قندها  یا

  ی  ن بر رو  ریغلظت م و و تأث  یبه بررسمم مسممت،یما    نجایا

  هاستس یکروارگانیم  یاشاره دارد  م و منعع قند برا  ندیفرا

به همراه گلوکز به عنوان قند اصممملی    و غلظت مناسمممب  ن

در   گردد   تودهسمممت یز دیتول ایموجب افزا تواندیم فرایند

کنار این عوامل منابع نیتروژنی مانند اوره و سولفای  مونیوم  

به منظور  نیز می توانند بر میزان توده زیسمتی اثرگذار باشمند   

دق کم  قیمطمالعمه  و  فماکتور  هر  همین  یاثر   نیکردن  ن و 

ها، مطالعه پاسم   یو بررسم  ز نالی ها، ارزلا پاسم  دنیسمنج

بودن   داریاسممت  معن  ضممروری  ها   ن ان یوار زیجدول  نال

  ان  یم وار  زیبما  نمال  یاز نظر  ممار  ای  معمادلمه ممدل چنمد جملمه

(ANOVAارز )و در اصمل ضمریب   ان یوار زیشمد   نال یابی

تع  رهمایمتغاثرای    تغییرای   ر یمؤثر و غ  یپمارامترهما  نییدر 

   دهدیمربوط به پاس  نشان م های مدل یمؤثر را برا

 

Table 2. Variance analysis of variables influencing the growth of P. polymyxa based on the plackett–

burman designs 
 

 P value F value Mean 

Square 
Mean 

Square 
Sum of 

Squares 
Source 

Significant 0.0435 0.716 8.42 9 84.19 Model   
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نرممال هر  پ کمت  (،  3برمن )شمممکمل  -در منحنی توزیع 

ع وه بر درجه اهمیت هر یک از فاکتورهای مورد بررسممی،  

نیز بمه ترتیمب بما رنم  همای  مثعمت یما منفی بودن اثر فماکتور 

مورد   نارنجی و  بی قابل مشمماهده اسممت  از بین متغیرهای

بررسممی بریک  م و مورد اسممتفاده، زمان، درصممد تل،یم،  

زدن، میزان گلوکز و اوره  میزان سمولفای  مونیوم، سمرعت ه 

داری بر رشمممد اثر مثعت معنی صممموری معادله درجه اولبه

توده دارد که از این میان اثر بریک   باکتری و تولید زیسممت 

م و مورد استفاده بیا از سایر متغیرها است  این دروالی  

و میزان عناصممر ک  مرممرف مورد اسممتفاه اثر   pHاسممت که 

 نفی بر رشد سلولی داشته است   م

 

 

 0.1488 1.07 12.61 1 12.61 pH (A)   

 0.0098 0.0006 0.0075 1 0.0075 Shaker (B)  

 0.0505 0.0703 8.27 1 8.27 Mollases Bx (C) 

 0.0682 0.0484 0.5689 1 0.5689 Ammonium sulfate 

(D) 
 0.0535 0.0798 9.39 1 9.39  Urea (E) 

 0.0307 0.0244 2.88 1 2.88  Inocolum (F) 

 0.0530 0.0823 9.68 1 9.68  Glucose (G) 

 0.0409 0.0531 6.24 1 6.21 Time (H) 

 0.714 0.0231 2.72 1 2.72 TES (J) 

   11.76 1 11.76 Residue 

0.887      Coefficient 

14.52      Coefficient Variation 

Pareto chart 
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Fig. 3. The normal distribution curve of Burman's plackett plot related to the screening of independent 

variables influencing P. polymyxa biomass (Normal plot and Pareto chart)   

 

Rafigh  ( اثر پمارامترهمای مختلف روی  2014و همکماران )

را مورد    P. polymyxaتولید توده سمملولی توسممط سممویه  

نشمان دادند که دما و غلظت گلوکز  ها بررسمی قرار دادند   ن

دارای ارزلا ضمریب با یی بودند،  ،مسمت،لبه عنوان عوامل  

رشممد دار رطی این دو عامل بر که نشممان دهنده تأثیر معنی

، زمان تخمیر، pHاست  اثر مست،ی  شا متغیر )دما، باکتری  

گلوکز، عرماره مخمر و سمرعت همزن( بر بازده متغیر پاسم   

( در نتای  این مطالعه به وضمو  مشمهود  توده سملولیتولید )

تما    5/ 5  اولیمه تخمیر از pH ، هنگمامی کمهpH اسمممت  از نظر

نیز افزایا یافت  با    توده سممملولیافزایا یافت، تولیمد   7/ 0

موجمب کماها تولیمد   (pH=8/ 5) این ومال، م،مادیر بما تر

نشمممان داد کمه بما افزایا زممان   ه  ع وه بر این، مطمالعم گردیمد

 توده زیسمممتیسممماعمت، تولیمد    96تما   72از   گمذاریگرمخمانمه

  و سممماعمت رسمممیمد    96افزایا و بمه یمک ن،طمه ومداکثر در  

 نداشتند  توده زیستیتر تأثیر مثعتی بر تولید های هو نیزمان

که   نشمان داد  (1999و همکاران ) Leeنتای  تح،ی،ای    .[ 16] 

 .P )که مانند   Agrobacteriumباکتری    توده زیسمتی یدتول

polymyxa  سممماکماریمد کرد ن را دارا توانمایی تولیمد اگزوپلی

دور در  150به   120زدن از سمرعت ه   یابا افزاباشمد(،  می

  توده  یمدتول  ین  بما تریمافمت   یاافزا  یتوجهقمابمل وربمه ه  ی،مهدق

به دسمت  مد    ی،هدور در دق 150زدن در سمرعت ه زیسمتی  

کمه  گزارلا شمممد  ک     ی،مهدور در دق  120در    یوم ب  یمدتول

  ین نسمعت داد  با ا یژنانت،ال اکسم  یت  ن را به محدود توانیم

زیسمتی   تودهاز   یسمطو  کمتر ی،ه،دور در دق 180وال، در 
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  ین از چند یناشم   یاییباکتر یهبه تجز تواندیمشماهده شمد که م

  [ 24]   نسعت داده شود  یبرش یس مکان

برمن بمه منظور  -در چنمدین پژوها متفماوی، از هر  پ کمت 

همای رمانواده  سمممازی محیط کشمممت میکروارگمانیسممم بهینمه

Bacillus    بمه نظر قرابمت  از  نزدیمک    Paenibacillusکمه 

در (  2024و همکاران )  Shiباشمند، اسمتفاده شمده اسمت   می

رشمد    یطو شمرا یرتخم  یط کشمت مح  سمازیینهبه به  ایمطالعه

Bacillus velezensis BHZ-29 هاییشممرفت پردارته و پ 

توجه افزا  یقمابمل  توده زیسمممتی  یادر  قمدری   تولیمد  و 

- پ کت هر   یانشممان دادند   زما  یهسممو  ینا  یضممدباکتر

زنمده   هماییعواممل مه  مؤثر بر تعمداد بماکتر یینتع یبرا  برمن

 Box-Behnkenهر    یاو  زمما  یماییو قمدری ضمممد بماکتر

 B. velezensis  ینهرشممد بهشممرایط  به دسممت  وردن   یبرا

BHZ-29   م و، پوتون و  نتای  نشممان داد   اسممتفاده شممد

شمدند که    ییشمناسما یدیعنوان عوامل کلبه یزی سمولفای من

  یمایی ضمممدبماکتر  یمت و فعمال  یبر رشمممد بماکتر  یمعنمادار  یرتمأث

زنده   یهاسملول  تعدادنشمان داد که  یقتح، ینا  ی داشمتند  نتا

و   CFU/mL  1010  ×  17 /2بمه    CFU/mL  910  ×83 /7  از

  یا افزا  mm/mL  13 /153  بمه  111/ 67  از  یضمممدبماکتر  یترت

 .B  یبرا یرتخم  یطشمرا  سمازی،همینین بعد از بهینه   یافت 

velezensis BHZ-29 درجه   25/ 57  بود: دما یربه شممر  ز

سمرعت    سماعت، 95، زمان کشمت  pH=7/ 23 گراد،  یسمانت

 وج  درصمممد و 2  یم، م،دار تل،دور بر دقی،ه 160چررا  

 یر،تخم  یطشمممرا  سمممازیینمه  پ  از بهلیترمیلی 100  تخمیر

  یتر و ت   CFU/mL  1010  ×  9 /3    زنمده بمه  هماییتعمداد بماکتر

   [ 25] یافت  یاافزا mm/ml 85 /158  به  یواستاتیکباکتر

Ahmadzadeh  (2013  )و   Ghasemiکه توسمط   یامطالعه

غربمالگری و    همایرولا  ی، بمه بررسممم اسمممت   انجمام شمممده

  توده زیسمتی  یدهمزمان تول  یاافزا یبرا یرتخم  سمازیینهبه

کمارا ز  متمابولیمت   یمک  ییو   Bacillusاز    یسمممتیکنترل 

subtilis UTB96 کت پ  هراوی  با اسمتفاده از  پردازدیم -

را کمه    یمختلف  یطیعواممل مح  یهور مؤثربمه  مح،،مانرمن،  ب

و بر  نموده   یبررسمم   گذارند،یم  یرتأث تولید توده سمملولیبر 

pHن بمه  کربن  نسمممعمت  و  دمما  بمهC/N)  یتروژن،  عنوان  ( 

— شمدهیینتع  ینهبه  یطشمرا تمرکز کردند   یدیکل  یپارامترها

pH  و نسمعت    گرادیدرجه سمانت 30، دما  7برابر باC/N   برابر

از   یاریبسم   یکه معمو س برا یرشمد  هاییلبا پروفا—23:1با  

دارد   یهمخوان  شمود،یمشماهده م  یلووباسم   اکتریب  یهاگونه

  یمتاهم  یکروبیم  یسممم متمابول  یبرا  یژهومتعمادل بمه pHوفظ  

را   یو جمذ  مواد مغمذ  یمی نز  یمت فعمال  یرادارد، ز  یمادیز

 یطیشممده اوتما س محانتخا  C/Nنسممعت  کند   یم  یلتسممه

  ی ضمممرور  یهاکه به سمممنتز مولکول  وردیمتعادل فراه  م

کممک    توده سممملولیبمه انعماشمممت    یجمهو در نت  کنمدیکممک م

  یا مطمالعمه، افزا  ینبرجسمممتمه ا  هماییمافتمهاز    یکی   کنمدیم

اسمممت کمه تحمت    همایییدر بماکتر  توده سممملولیتوجمه  قمابمل

مح،،ان بیان نمودند کاربرد  اند   کشمت داده شمده  ینهبه  یطشمرا

غربالگری فاکتورهای موثر در رشمد توده سملولی و همینین 

  شمرایط  و صمنعتییمهن  یوراکتوردر ب  سمازی شمرایط کشمت بهینه

رشمممد   یردر کاها هول فاز تأر  یمثعت یرتأث  یشمممگاهی زما

  یک که اسمتفاده از   دهدیمشماهده نشمان م ینداشمت  ا  یباکتر

 یطیمح  یطبا شممرا  هایباکتر  یسممازگار تواندیم  ینهبه یطمح

  یا را افزا  یوربهره  یهور کلکنمد کمه بمه  یعرا تسمممر  یمدجمد

تممأرم دهممدیمم  فمماز  کمماهما  کمماربمردهمما  یمژهوبممه  یمر    یدر 

 تواندیزمان م  ییکارا  یراسممودمند اسممت، ز  یوتکنولوژیکیب

  بگمذارد   یرتمأث  یاقترممماد  یبر سمممود ور  یتوجههور قمابملبمه

 [26 ]  

Praharyawan    همکماران هراو2014)و  از  -کمت پ   ی( 

براب افزا  یطیمح  یعمایترک   یغربمالگر  یرمن  منظور    یا بمه 
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 .Bacillus sp  یتوسمممط بماکتر  یوسمممورفماکتمانمت ب  یمدتول

DSW17    هور مؤثر عوامل  به یکردرو ین  انمودنداسمممتفاده

و قدم   ییرا شمناسمایوسمورفاکتانت  ب  هبر بازد یرگذارتأث  یدیکل

به  یمهم  یممدتول  یبرا  یرتخم  ینممدهممایفر   سممممازیینممهدر 

  یبترک   11مجموع  از   شممودیمحسممو  م  یوسممورفاکتانت ب

 یمدبر تول  یتوجههور قمابملمورد  ن بمه  9شمممده،    بررسمممی

،  O2.7H4FeSOهور رار، داشتند  به یرتأث  یوسورفاکتانت ب

3NaNO  ،O2.2H2CaCl  ،4HPO2K   رابطمه و سمممماکمارز 

  یتروژن داشممتند  منابع ن  یوسممورفاکتانت ب یدبا تول یمیمسممت،

  یک نوکلئ  یدهایو اسمم   هاینسممنتز پروتئ  یبرا 3NaNOمانند 

که منابع کربن مانند سممماکارز   یهسمممتند، در وال یضمممرور

را   یوسمممورفاکتانت ب  یدو تول  یرشمممد باکتر  ی زم برا یانرژ

،  O2.7H4ZnSO، مشماهده شمد که دروالیکه  کنندیم ینتأم

4PO2KH    وO2.7H4MgSO   یمدبما تول  یرابطمه معکوسممم 

دارد که در  یند لت بر ا  هایافته یندارند  ا  یوسممورفاکتانت ب

  یعای ترک  ینا یبا   یهامورد مطالعه، غلظت  یمحدوده تجرب

    [ 27]  را مهار کند  یوسورفاکتانت ممکن است سنتز ب

( انجام 2007و همکاران )  Rajendranکه توسمط   یامطالعه

برمن در -کت پ   یاسممتفاده از هراو  ییشممده اسممت، بر کارا

ی افزایا تولید توده  کشمت برا یطمح  یاجزا ی مار  یابیارز

 یدتأک   Bacillus sphaericus  یتوسمط باکتر یوازل سملولی و

 ینمدفر   در  یطیدوازده مؤلفمه مح  یملو تحل  یمه  بما تجزکنمدیم

کمه    یمدیهور مؤثر عواممل کلبمه  مطمالعمه  ینا  ی،ورغوهمه  یرتخم

  یی شمناسما   گذارند،یم یرتأث یوازل یدبر تول  یتوجههور قابلبه

گلوکز، روغن    شمممده،یمابیارز  یاجزا  یمانم  در  کرده اسمممت 

مه بمه  O2·H4MnSOو    NaClپوتون،    یتون،ز  ینترعنوان 

شممدند  وجود    ییشممناسمما  یوازل  یت بر فعال  یرگذارعوامل تأث

و روغن ز بمهبمه  یتونگلوکز  کربن  منمابع  ومائز    یژهوعنوان 

عممل    یمهاول  یمنعع انرژ  یمکعنوان  اسمممت  گلوکز بمه  یمت اهم

  یترا ت،و  یسمتیو رشمد توده ز یسملول نف ت یندکرده و فر 

  ی چر  ضمرور   یدهایاسم  یتونکه روغن ز  یدر وال کند،یم

هسمممتنمد  ن،ا   یماتیو  یومازل  یمدتول  یکمه برا  کنمدیرا فراه  م

  یدهای اسمم  یرامه  اسممت، ز یزن یتروژنعنوان منعع نپوتون به

 ینرا تأم  یوازل  ی از جمله  نز ها،ینسنتز پروتئ  ی زم برا  ینه م

  82 2  یزانبمه م  یومازل  یمت بمه ومداکثر فعمال  یمابیدسمممت  کنمد یم

U/ml   ی بماکتر  یملدهنمده پتمانسممم نشمممان  یرتخم  ینمددر فر  

Bacillus sphaericus  یومازمؤثر ل  یمدکننمدهتول  یمکعنوان  بمه 

    [ 28]   است 

 گیرینتیجه-4 

و مفید    یعی گرم مثعت هع  یباکتر   یک،  P. polymyxa  باکتری

-ها و پلیاست که توانایی تولید انواع  نتی بیوتیک در را  

از قعیل کرد ن را دارا می ارائه ساکاریدهایی  بنابراین  باشد  

های ارزان  راهکار برای رشد بیشتر این سویه در محیط کشت 

تواند منجر به تولید محرول نهایی با قیمت تمام قیمت می

اثرای انواع منابع    ی پژوها به بررس  یناتر گردد   شده پایین

بر استفاده از م و    یدبا تأک   یطیمح  یطو شرا  یتروژنن  ربن،ک 

بر رشد    یرپذو دسترو  یمت قمنعع کربن ارزان  یکبه عنوان  

نتای   زمون غربالگری نشان داد  ارترار دارد   یباکتر ینا

سای  به  نسعت  تل،یم  فرایند و درصد  زمان  ر  اثر دور همزن، 

سلولی   توده  تولید  میزان  بر  بررسی،  مورد  پارامترهای 

تح،ی،ای بیشتری در زمینه ارائه  (ز   P<0.95معنادارتر بود )

بیشتر   رشد  منظور  به  مناسب  در    P. polymyxaراهکار 

محیط کشت واوی م و به منظور تولید توده سلولی با تر  

و در نتیجه تولید با راندمان بیشتر محرول متابولیکی مدنظر، 

  زم است  

 تقدیر و تشکر -5
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

Paenibacillus polymyxa is one of the microorganisms that has 

the ability to produce extracellular exopolysaccharides and 

antibiotics. Several factors, including culture medium content, 

carbon and nitrogen sources, pH, temperature, air velocity, and 

culture conditions, have an effect on the growth and production 

of higher cell mass, as well as the production of microbial 

metabolites. The purpose of this study was to investigate the 

growth rate of P. polymyxa in a culture medium containing 

molasses and to screen five components of the culture medium 

along with four factors of the fermentation conditions using the 

Plackett -Burman method to maximize cell mass production. 

The results showed that among the investigated variables, 

molasses brix, time, percentage of inoculation, amount of 

ammonium sulfate, stirring speed, and the amount of glucose 

and urea, as a first-order equatino, had a significant positive 

effect on bacterial growth and biomass production. Molasses 

brix medium was found to be more effective than other 

variables; however, pH and the amount of low-use elements had 

a negative effect on cell growth. The findings of this study 

indicated that molasses-based culture medium can be used as a 

cost-effective and suitable option for the growth of P. polymyxa. 
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