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بهینه‌سازی تولید زیست توده زنده باکتری Cupriavidus necator ATCC17699 با استفاده از گلوکز حاصل از تجزیه آنزیمی کاغذ با طراحی شرایط کشت: بررسی روش‌های تک‌متغیره و چندمتغیره
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چکیده 
پلی‌هیدروکسی‌آلکانوآت‌ها پلی‌استر‌های زیستی هستند که 100% تخریب‌پذیر بوده و ویژگی‌هایی مشابه پلاستیک‌های رایج از خود نشان می‌دهند. تولید این پلی‌‌استرها در باکتری در فاز سکون انجام می‌شود. افزایش هرچه بیشتر توده‌ی باکتری در فاز لگاریتمی زمینه‌ساز تولید هرچه بیشتر پلیمر در فاز سکون خواهد بود. در این پژوهش، باکتری Cupriavidus necator ATCC17699 و گلوکز حاصل از تجزیه‌ی آنزیمی کاغذ به عنوان منبع کربن ارزان‌قیمت، مورد استفاده قرار گرفت. بهینه‌سازی تک‌متغیره و چند‌متغیره به روش سطح‌پاسخ روی فاکتورهای غلظت گلوکز، نسبت نیتروژن به کربن (N:C)، نوع منبع نیتروژن (اوره، عصاره‌ی مخمر، آمونیوم سولفات و آمونیوم نیترات) و pH اولیه‌ی محیط کشت به منظور دست‌یابی به بالاترین توده‌ی زنده انجام گرفت. جذب سوسپانسیون باکتری در nm600، جرم خشک توده‌ی سلولی و شمارش سلولی زنده (تعداد سلول در میلی‌لیتر) به منظور بررسی میزان تولید توده انجام شد. در بررسی تک‌متغیره 6pH=، 5/0=N:C، غلظت گلوکز 30 گرم بر لیتر و منبع نیتروژن عصاره‌ی مخمر بهترین نتیجه‌ی کلی را شامل جذب 76/5، جرم خشک g/l 46/9 و CFU=1E10 با استفاده از گلوکز خالص نشان دادند. بهینه‌سازی چند‌متغیره نیز با تأیید نسبی نتایج تک‌متغیره بیشترین میزان تولید توده را در 5/0N:C=، 6=pH، غلظت گلوکز g/l 33/33 و منبع نیتروژن عصاره‌ی مخمر پیش‌بینی کرد. بالاترین میزان توده‌ی تولیدی بعد از تمامی مراحل بهینه‌سازی، جرم خشک g/l 49/10، جذب 34/6 و CFU=1.33E10 با استفاده از گلوکز خالص و جذب 03/6، جرم خشک سلولی g/l 34/10 و CFU=1.2E10 با استفاده از گلوکز حاصل از تجزیه‌ی آنزیمی کاغذ بود که به ترتیب 99% و 95% مشابهت با مقادیر پیش‌بینی‌شده نشان دادند.
كلمات كليدي: Cupriavidus necator، تولید زیست‌توده، تجزیه آنزیمی کاغذ، طراحی چندمتغیره، پلی‌هیدروکسی‌آلکانوات (PHA)
مقدمه 
در سال‌های اخیر، به دلیل نگرانی‌های روزافزون زیست‌محیطی و محدودیت منابع فسیلی، تلاش‌های گسترده‌ای در راستای تولید زیستی پلیمرهای زیست‌تخریب‌پذیر به‌عنوان جایگزینی پایدار برای پلاستیک‌های سنتزی انجام شده است (Chen & Patel, 2012; Sudesh et al., 2000). در این میان، پلی‌هیدروکسی‌آلکانوات‌ها (PHAs) به‌عنوان دسته‌ای از پلیمرهای زیستی با قابلیت تجزیه در محیط، زیست‌سازگاری بالا و خواص فیزیکی مطلوب، جایگاه ویژه‌ای در صنایع مختلف از جمله بسته‌بندی، پزشکی و داروسازی یافته‌اند (Philip et al., 2007). این پلیمرها به‌صورت دانه‌های ذخیره‌ای درون‌سلولی توسط انواع مختلفی از باکتری‌ها تولید می‌شوند و می‌توانند به‌عنوان منابع ذخیره‌ای انرژی و کربن در شرایط نامساعد رشد عمل کنند (Koller et al., 2010; Steinbüchel & Füchtenbusch, 1998).
یکی از مهم‌ترین میکروارگانیسم‌های مدل برای تولید PHAs، باکتری Cupriavidus necator (که پیش‌تر با نام‌های Ralstonia eutropha  و Alcaligenes eutrophus شناخته می‌شد) است. این باکتری گرم‌منفی، هوازی و دارای رشد سریع، توانایی تولید مقادیر زیادی از PHA، به‌ویژه پلی‌هیدروکسی‌بوتیرات (PHB)، را دارد و به همین دلیل به‌طور گسترده‌ای در پژوهش‌های زیست‌فناوری و صنایع زیستی مورد استفاده قرار می‌گیرد (Choi & Lee, 1999; Koller et al., 2010).
C. necator قادر است از طیف وسیعی از منابع کربنی مانند گلوکز، اسیدهای چرب، الکل‌ها و حتی گاز دی‌اکسید کربن به‌عنوان سوبسترا برای رشد و تولید PHA بهره‌برداری کند (Choi & Lee, 1999). این انعطاف‌پذیری در مصرف سوبسترا باعث شده است که این باکتری یکی از مهم‌ترین گزینه‌ها برای تولید صنعتی پلیمرهای زیستی محسوب شود (Choi & Lee, 1999).
با این حال، یکی از مهم‌ترین چالش‌ها در مسیر تجاری‌سازی تولید PHAs، هزینه‌ی بالای تولید زیست‌توده و پلیمر است (Khanna & Srivastava, 2005). از آنجا که تولید PHA به‌صورت درون‌سلولی انجام می‌شود، ابتدا نیاز به انباشت توده سلولی بالا در شرایط مطلوب رشد وجود دارد. هرچه توده‌ی سلولی بیشتری تولید شود، پتانسیل تولید بیشتر پلیمر نیز افزایش می‌یابد. بنابراین، بهینه‌سازی شرایط رشد باکتری برای تولید حداکثری زیست‌توده، نخستین گام کلیدی در فرآیند تولید صنعتی PHA است. این امر نه تنها بهره‌وری نهایی را افزایش می‌دهد، بلکه با کاهش هزینه‌های فرآیند تخمیر، نقش مهمی در اقتصادی‌سازی این فناوری ایفا می‌کند (Chanprateep, 2010).
طراحی یک محیط کشت بهینه برای رشدC. necator  نیازمند درک دقیق از نیازهای تغذیه‌ای و فیزیولوژیکی این باکتری است. عواملی مانند نوع و غلظت منبع کربن، نسبت عناصر کربن به نیتروژن (C/N ratio)، pH، دما، میزان تلقیح اولیه، تهویه و سرعت هم‌زن از جمله مهم‌ترین پارامترهایی هستند که بر رشد این میکروارگانیسم اثرگذارند (Chanprateep, 2010).
در سال‌های گذشته، روش‌های مختلفی برای بهینه‌سازی محیط‌های کشت مورد استفاده قرار گرفته‌اند. روش سنتی تک‌متغیره (One-Variable-at-a-Time, OVAT) یکی از ابتدایی‌ترین و درعین‌حال رایج‌ترین روش‌هاست که در آن تنها یک عامل در هر مرحله تغییر داده می‌شود، در حالی که سایر عوامل ثابت نگه داشته می‌شوند. با وجود سادگی این روش، بزرگ‌ترین نقطه‌ضعف آن ناتوانی در شناسایی اثرات متقابل بین عوامل مختلف است، به‌طوری‌که ممکن است ترکیباتی از عوامل که منجر به بهترین نتیجه می‌شوند، در این روش شناسایی نشوند (Montgomery, 2017).
برای رفع این محدودیت، در سال‌های اخیر روش‌های آماری پیشرفته‌تری توسعه یافته‌اند که به‌عنوان روش‌های بهینه‌سازی چندمتغیره شناخته می‌شوند. از جمله این روش‌ها می‌توان به طراحی‌های سطح پاسخ (Response Surface Methodology, RSM)  اشاره کرد که توانایی تحلیل تأثیرات متقابل عوامل مختلف و یافتن نقطه بهینه را با دقت بالایی دارند (Myers et al., 2016). در میان طراحی‌های آماری RSM، طرح Box-Behnken یکی از کاراترین و متداول‌ترین روش‌هاست که با تعداد آزمایش‌های کمتر نسبت به طرح‌های دیگر، امکان تحلیل دقیق و مدل‌سازی ریاضی شرایط فرآیند را فراهم می‌آورد (Ferreira et al., 2007). استفاده از این روش در طراحی محیط کشت، با بررسی هم‌زمان اثر چندین عامل کلیدی، موجب افزایش چشمگیر در کارایی رشد و تولید می‌شود (Ferreira et al., 2007).
در مطالعات گذشته نیز به دفعات اثربخشی این روش‌ها در بهینه‌سازی تولید زیستی پلیمرها توسطC. necator  نشان داده شده است. به‌عنوان مثال، در تحقیقات مختلف استفاده از منابع کربنی متنوع، از جمله گلوکز، روغن‌های گیاهی و گلیسرول، در ترکیب با تنظیم مناسب شرایط فیزیکی و شیمیایی محیط کشت، موجب افزایش معنادار توده سلولی و در نتیجه تولید PHA گردیده است (Khosravi-Darani et al., 2013; Obruca et al., 2010). همچنین گزارش‌هایی مبنی بر کاربرد موفق RSM در بهینه‌سازی پارامترهایی مانند pH، دما، هوادهی و غلظت مواد مغذی برای سویه‌های مختلفC. necator  موجود است که همگی بر اهمیت طراحی دقیق و علمی محیط کشت در این زمینه تأکید دارند (Khosravi-Darani et al., 2013).
با توجه به اهمیت مرحله‌ی رشد در فرایند تولید پلیمرهای زیستی و نقش حیاتی طراحی محیط کشت در افزایش بازده زیست‌توده، هدف از مطالعه‌ی حاضر بررسی اثر عوامل کلیدی محیطی و تغذیه‌ای بر رشد باکتری Cupriavidus necator و بهینه‌سازی آن با بهره‌گیری از دو رویکرد تک‌متغیره و چندمتغیره است. در این پژوهش، ابتدا با استفاده از روش تک‌متغیره، اثر جداگانه‌ی هر یک از عوامل بررسی شده و سپس در مرحله‌ی دوم، با طراحی Box-Behnken به‌عنوان یکی از طراحی‌های سطح پاسخ، شرایط بهینه برای بیشینه‌سازی توده سلولی تعیین گردیده است. انتظار می‌رود یافته‌های این پژوهش به درک بهتر از عوامل مؤثر در رشدC. necator  منجر شده و گامی مؤثر در جهت تولید اقتصادی و پایدار پلیمرهای زیستی باشد.
مواد و روش‌ها
گلوکز حاصل از تجزیه آنزیمی کاغذ
گلوکوز مورد استفاده با اثر آنزیم سلولاز قارچ Trichoderma reesei بر روی کاغذهای باطله اداری در بافر استات تولید شد. مجموعه‌ی قندهای احیایی حاصل از غشای تخت اولترافیلتراسیون از جنس پلی اتر سولفون عبور داده شد و گلوکوز خالص تولید شد. گلوکوز تولید شده با روش بندیکت تعیین غلظت و خشک شد و بعدا با انحلال مجدد در غلظت‌‌های مورد نظر برای انجام آزمایشات مورد استفاده قرار گرفت.
آماده‌سازی و احیای سویه
سویه‌ی باکتری Cupriavidus necator ATCC17699 مورد استفاده در این پژوهش از نوع صنعتی بوده و از کلکسیون قارچ‌ها و باکتری‌‌های صنعتی ایران (PTCC) تهیه گردید. این سویه لیوفیلیزه پس از دریافت، طبق دستورالعمل رسمی سازمان، احیا شد. سپس باکتری بر روی محیط نوترینت آگار کشت داده شد و ویژگی‌‌های ماکروسکوپی کلنی و میکروسکوپی باکتری مورد بررسی و تایید قرار گرفت. برای نگهداری بلندمدت کلنی‌‌های خالص به محیط TSB حاوی 25٪ گلیسرول منتقل و در دمای 20- درجه سانتی‌گراد ذخیره شدند. پیش از شروع آزمایش‌ها، باکتری از محیط ذخیره خارج شده و جهت احیا، در محیط کشت پیشنهادی PTCC کشت داده شد. در ضمن نمودار رشد باکتری نیز با روش استاندارد ترسیم شد.
ترکیب محیط‌های کشت افزایش توده و تلقیح
جهت بررسی تأثیر فاکتورهای مدنظر بر افزایش توده‌ی سلولی، محیط کشت پایه شامل منبع کربن (گلوکز در غلظت‌‌های متغیر)، منبع نیتروژن (انواع منبع نیتروژن در نسبت‌‌های مختلف)، TMM، و آب مقطر تهیه شد. محیط‌های کشت به‌صورت استریل شده و در حجم 50 میلی‌لیتر به ارلن‌های 100 میلی‌لیتری منتقل شدند. همه آزمایشات در ارلن 100 میلی‌لیتری با 50 میلی‌لیتر محیط کشت انجام شدند تا هوادهی ثابت باقی بماند. تلقیح اولیه در تمام آزمایش‌ها با رقت 1:50 از سوسپانسیون دارای جذب نوری معادل 5/0 مک‌فارلند انجام شد. ارلن‌ها در انکوباتور شیکردار با دمای 30 درجه سانتی‌گراد و دور 150 rpm تا رسیدن به انتهای فاز لگاریتمی (حدود 40 ساعت) انکوبه شدند.
روش‌های ارزیابی و اندازه‌گیری رشد باکتری
برای ارزیابی افزایش توده‌ی باکتری در شرایط مختلف، از سه روش مکمل استفاده شد:
سنجش جذب نوری
در پایان هر آزمایش، جذب نوری سوسپانسیون باکتریایی در طول موج 600 نانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر اندازه‌گیری شد. این روش به‌عنوان یک نشانگر غیرمستقیم برای بررسی افزایش توده سلولی در نظر گرفته شد.
اندازه‌گیری جرم خشک سلولی
به‌منظور تعیین دقیق‌تر میزان رشد، 45 میلی‌لیتر از کشت هر نمونه سانتریفیوژ شده (rpm10000، مدت 10 دقیقه)، سلول‌ها با آب مقطر شستشو داده شدند و مجدداً سانتریفیوژ شدند. رسوب سلولی حاصل در آون خلا با دمای 30 درجه سانتی‌گراد به مدت 12 ساعت خشک شد. پس از خشک شدن، وزن نمونه‌ها اندازه‌گیری و به‌عنوان جرم خشک سلولی (CDW) ثبت شد.
شمارش سلول زنده (CFU)
برای تعیین تعداد سلول زنده، از روش رقت‌سازی سریالی و کشت بر روی محیط نوترینت آگار استفاده شد. از هر رقت، 10 میکرولیتر روی پلیت کشت داده شد (3 تکرار) و پس از 48 ساعت انکوباسیون در دمای 30 درجه سانتی‌گراد، کلنی‌ها شمارش شدند. فقط رقت‌هایی که کلنی‌های مجزا داشتند برای محاسبه CFU/ml لحاظ شدند. میانگین سه تکرار برای هر نمونه به‌عنوان تعداد سلول‌های زنده در نظر گرفته شد.
طراحی آزمایش‌ها
منبع کربن مورد استفاده در آزمایشات بهینه‌سازی گلوکز خالص بود و فقط بعد از هر مرحله بهینه‌سازی آزمایش نهایی با گلوکز حاصل از تجزیه آنزیمی کاغذ انجام و نتایج آن با گلوکز خالص مقایسه شد. جهت دستیابی به ترکیب محیط کشت بهینه برای رشد باکتری، از دو روش طراحی آزمایش استفاده شد:
طراحی تک‌متغیره 
در این رویکرد، در هر سری آزمایش فقط یک متغیر تغییر داده شد و سایر متغیرها ثابت نگه‌ داشته شدند. این رویکرد امکان بررسی اثر مستقیم هر متغیر را فراهم کرد. مقادیر انتخاب‌شده برای هر پارامتر در جدول 1آمده‌اند و ترکیب سری‌های آزمایشی در جدول 2 تنظیم شده است.
[bookmark: _Ref202279270]جدول 1- مقادیر در نظر گرفته شده هر پارامتر در طراحی آزمایشات تک متغیره افزایش توده
	pH
	5
	6
	7
	8

	نسبت نیتروژن به کربن
	1/0
	25/0
	5/0
	-

	منبع نیتروژن
	عصاره مخمر
	آمونیوم سولفات
	آمونیوم نیترات
	اوره

	غلظت گلوکوز (گرم بر لیتر)
	10
	20
	30
	40



[bookmark: _Ref202279277]جدول 2- آزمایشات طراحی شده بهینه‌سازی تک متغیره افزایش توده
	
	pH
	نسبت نیتروژن به کربن
	منبع نیتروژن
	غلظت گلوکوز (گرم بر لیتر)

	سری 1
	5 و 6 و 7 و 8
	5/0
	عصاره مخمر
	20

	سری 2
	6
	1/0 و 25/0 و 5/0
	عصاره مخمر
	20

	سری 3
	6
	5/0
	عصاره مخمر و آمونیوم سولفات و آمونیوم نیترات و اوره
	20

	سری 4
	6
	5/0
	عصاره مخمر
	10 و 20 و 30 و 40


در پایان هر سری، بهترین مقدار هر فاکتور به‌عنوان مبنای طراحی سری بعدی در نظر گرفته شد.
طراحی چندمتغیره به روش RSM و الگوریتم Box-Behnken
برای بررسی اثرات متقابل متغیرها و تعیین دقیق شرایط بهینه، طراحی آزمایش‌ها به روش RSM و مدل 
Box-Behnken انجام شد. متغیرهای لحاظ‌شده عبارت بودند از:
· pH (5، 6، 7، 8)
· نسبت نیتروژن به کربن (1/0، 25/0، 5/0)
· نوع منبع نیتروژن (کدگذاری‌شده: 1 = اوره، 2 = عصاره مخمر، 3 = آمونیوم سولفات) (به دلیل عملکرد مشابه آمونیوم سولفات و آمونیوم نیترات در آزمایشات تک متغیره و ارزان‌تر بودن آمونیوم سولفات، در طراحی چند متغیره فقط از آمونیوم سولفات استفاده شد)
· غلظت گلوکز (10، 20، 30، 40 گرم بر لیتر)
در مجموع 27 آزمایش توسط نرم‌افزار Design Expert (نسخه 13) طراحی شد.
آنالیز آماری
نتایج حاصل از آزمایش‌ها شامل جذب نوری، CFU و جرم خشک سلولی وارد نرم‌افزار شد. تحلیل واریانس (ANOVA) (تعیین R2) و مدل رگرسیون چندجمله‌ای برای تعیین معناداری متغیرها و اثرات متقابل به‌کار گرفته شد. شرایط بهینه پیشنهادشده توسط نرم‌افزار در یک آزمایش جداگانه مورد بررسی و صحت‌سنجی قرار گرفت.
نتایج 
گلوکز حاصل از تجزیه آنزیمی کاغذ
غلظت اولیه محلول گلوکز بعد از خالص‌سازی 35 گرم بر لیتر تعیین شد. نتایج ICP برای عناصر بررسی شده در جدول 3 ارائه شده است. 
[bookmark: _Ref202279306]جدول 3- نتایج تعیین غلظت عناصر مدنظر به روش ICP
	عناصر
	P
	Mo
	Zn
	Cu
	B
	Fe
	Mg

	غلظت (میلی‌گرم بر لیتر)
	569/1
	081/0
	065/1
	479/0
	524/0
	136/0-
	105/5



بررسی رشد باکتری در محیط پایه و ارزیابی اولیه
کلنی‌‌های این باکتری بعد از 24 ساعت انکوباسیون در محیط کشت جامد نوترینت آگار گرد با قطر حدود 5/0 تا 1 میلی‌متر و بیرنگ، موکوئیدی و برآمده هستند و پس از ادامه رشد به مدت 48 ساعت درشت‌تر شده و به رنگ سفید درمی‌آیند. این باکتری در زیر میکروسکوپ به شکل کوکوباسیل‌‌های گرم منفی و عمدتا دوتایی دیده می‌شود. 
منحنی رشد باکتری دارای فاز تاخیر طولانی (15 ساعت) و فاز لگاریتمی 25 ساعته است و باکتری بعد از 40 ساعت وارد فاز رکود می‌شود (شکل 1). 
	


شکل 1- منحنی رشد باکتری Cupriavdus necator
مرحله اول بهینه‌سازی: روش تک‌متغیره 
در این مرحله 4 سری آزمایش انجام شد که در هر سری فقط یکی از فاکتورها متغیر و بقیه ثابت بودند. 
[bookmark: _Toc411804555][bookmark: _Ref428267801]بررسی اثر pH اولیه در میزان توده‌ی تولید شده (سری 1)
مطابق (شکل 2) با افزایش pH، از 6 به هفت جذب در 600 نانومتر، جرم توده خشک سلولی و CFU کاهش یافته و با افزایش بیشتر pH تا هشت جذب در 600 نانومتر و جرم توده خشک سلولی تقریبا ثابت مانده اما CFU همچنان کاهش نشان می‌دهد. رشدی در 5pH= مشاهده نشد.
[bookmark: _Toc411804556]بررسی اثر نسبت نیتروژن به کربن در میزان توده‌ی تولید شده (سری 2)
مطابق (شکل 3) مقادیر جذب در 600 نانومتر، جرم توده خشک سلولی و CFU با افزایش نسبت نیتروژن به کربن تا 4/0، افزایش یافته و سپس ثابت می‌ماند.
[bookmark: _Toc411804557]بررسی اثر منبع نیتروژن در میزان توده‌ی تولید شده (سری 3)
مطابق (شکل 4) مقادیر جذب در 600 نانومتر، جرم خشک سلولی و CFU در منبع نیتروژن عصاره‌ی مخمر بیشتر از اوره، در هردو این‌ها بیشتر از آمونیوم سولفات و در هر سه بیشتر از آمونیوم نیترات است.
[bookmark: _Toc411804558]بررسی اثر غلظت منبع کربن بر میزان توده‌ی تولید شده (سری 4)
مطابق (شکل 5) میزان جذب در 600 نانومتر، جرم خشک سلولی و CFU با افزایش غلظت گلوکز تا 30 گرم بر لیتر، افزایش یافته و سپس با افزایش بیشتر غلظت گلوکز این مقادیر اندکی کاهش نشان می‌دهند.
	


[bookmark: _Ref202279470]شکل 2- اثر pH روی میزان توده تولید شده

	


[bookmark: _Ref202279481]شکل 3- اثر نسبت نیتروژن به کربن روی میزان توده تولید شده

	


[bookmark: _Ref202279488]شکل 4- اثر منبع نیتروژن روی میزان توده تولید شده
	


[bookmark: _Ref202279492]شکل 5- اثر غلظت منبع کربن روی میزان توده تولید شده
مرحله دوم بهینه‌سازی: طراحی آزمایش به روش Box–Behnken
طراحی مدل
آنالیز داده‌ها برای نتایج حاصل از CFU، CDW، و OD مدل‌‌های رگرسیون زیر را ‌‌پیش‌بینی کرده است. مقادیر 
p-value برای مدل طراحی شده و پارامترهای بررسی شده در جدول 4 ذکر شده‌اند.
رگرسیون پیشنهادی نرم‌افزار برای فاکتورهای موثر در میزان تولید زیست توده به شرح زیر می‌باشند:
Weight (g/l) = -26.2 + 1.5pH + 17.30source + 79.8ratio + 0.158concentration 
- 0.217pH*pH - 5.962source*source - 19.4ratio*ratio 
- 0.00349concentration*concentration + 0.98pH*source - 6.71pH*ratio 
+ 0.0228pH*concentration - 3.92source*ratio 
- 0.0043source*concentration - 0.247ratio*concentration

A (600nm) = -15.6 + 0.88pH + 10.34source + 48.0ratio + 0.098concentration 
- 0.130pH*pH - 3.594source*source - 11.6ratio*ratio 
- 0.00209concentration*concentration + 0.610pH*source 
- 4.02pH*ratio + 0.0136pH*concentration - 2.46source*ratio 
- 0.0039source*concentration - 0.149ratio*concentration

CFU = 143072498310 - 42726645000pH - 3887038333source + 106444212500ratio + 578420741concentration + 3078161667pH*pH - 1589438333source*source 
+ 2086729167ratio*ratio + 3060307concentration*concentration 
+ 1406905000pH*source - 14430500000pH*ratio - 98396667pH*concentration 
- 414750000source*ratio + 333333source*concentration 
- 35916667ratio*concentration

[bookmark: _Ref202279328]جدول 4- مقادیر p-value برای داده های حاصل از جرم، جذب و CFU
	مدل (Model)
	p-value داده‌های CFU
	p-value داده‌های جذب در ۶۰۰ نانومتر
	p-value داده‌های جرم خشک سلولی

	Model
	18/0
	09/0
	09/0

	pH
	04/0
	26/0
	34/0

	source
	02/0
	06/0
	21/0

	ratio
	006/0
	07/0
	07/0

	concentration
	02/0
	43/0
	46/0

	pH*pH
	07/0
	50/0
	72/0

	source*source
	01/0
	07/0
	44/0

	ratio*ratio
	03/0
	32/0
	23/0

	concentration*concentration
	02/0
	43/0
	43/0

	pH*source
	15/0
	19/0
	19/0

	pH*ratio
	03/0
	14/0
	16/0

	pH*concentration
	17/0
	06/0
	07/0

	source*ratio
	04/0
	32/0
	23/0

	source*concentration
	999/0
	996/0
	955/0

	ratio*concentration
	066/0
	04/0
	04/0





آزمون سازگاری مدل
برای بررسی مدل‌های طراحی شده توسط نرم‌افزار، مقادیر پیش‌بینی شده براساس مدل با مقادیر واقعی به دست آمده مقایسه شد. مدل پیش‌بینی شده براساس داده‌های جذب در 600 نانومتر تطابق نسبتا مناسبی با داده‌‌های واقعی نشان می‌دهد (شکل 6).
	


[bookmark: _Ref202279516]شکل 6- آزمون سازگاری مدل حاصل از نتایج ‌‌اندازه‌گیری جذب در 600 نانومتر با نتایج واقعی
مدل ‌‌پیش‌بینی شده بر اساس داده‌‌های جرم خشک سلولی تطابق نسبتا مناسبی با داده‌‌های واقعی نشان می‌دهد (شکل 7).
	


[bookmark: _Ref202279534][bookmark: _Ref411606518]شکل 7- آزمون سازگاری مدل حاصل از نتایج ‌‌اندازه‌گیری جرم خشک سلولی با نتایج واقعی

مدل ‌‌پیش‌بینی شده بر اساس داده‌‌های CFU تطابق نسبتا مناسبی با داده‌‌های واقعی نشان می‌دهد (شکل 8).
	


[bookmark: _Ref202279548]شکل 8- آزمون سازگاری مدل حاصل از نتایج CFU با نتایج واقعی

[bookmark: _Toc411804562]بررسی اثر فاکتورها در تولید
نمودارهای بررسی اثر همزمان دو متغیر روی میزان تولید توده سلولی، برای هر 3 پارامتر CFU، جرم و OD به صورت مجزا براساس نتایج حاصل از آزمایشات چندمتغیره توسط نرم‌افزار رسم و در (شکل 9) تا (شکل 26) نشان داده شده است. در تمامی شکل‌ها مقادیر متغیرهای ثابت در شرایط بهینه‌ی خود در کنار عکس‌ها ذکر شده است. در ضمن بررسی برهمکنش‌‌های بین فاکتورها نیز انجام شده است (در این مقاله مورد بررسی قرار نخواهد گرفت).
[bookmark: _Toc411804563]اثر همزمان نسبت نیتروژن به کربن و غلظت منبع کربن
در بررسی اثر همزمان نسبت نیتروژن به کربن و غلظت گلوکوز، مدل‌‌های حاصل از نتایج ‌‌اندازه‌گیری جذب در 600 نانومتر (شکل 9) و جرم توده (شکل 10) الگوی مشابهی را نشان دادند. در این الگو بیشترین میزان تولید در رنج نسبت نیتروژن به کربن 4/0 تا 5/0 و غلظت گلوکز 10 تا 35 مشاهده می‌شود.
مدل حاصل از نتایج اندازه‌گیری CFU (شکل 11)، الگوی متفاوتی از شرایط بهینه را نشان می‌دهد. در این الگو بیشترین تولید همچنان در رنج نسبت نیتروژن به کربن 4/0 تا 5/0 اما در رنج غلظت گلوکز 30 تا 40 مشاهده می‌شود.
	[image: ][image: ]


[bookmark: _Ref202279584][bookmark: _Ref417724202][bookmark: _Ref417724163]شکل 9- اثر همزمان نسبت نیتروژن به کربن و غلظت منبع کربن روی جذب در 600 نانومتر

	[image: ][image: ]


[bookmark: _Ref202279616]شکل 10- اثر همزمان نسبت نیتروژن به کربن و غلظت منبع کربن روی جرم خشک توده

	[image: ][image: ]


[bookmark: _Ref202279627]شکل 11- اثر همزمان نسبت نیتروژن به کربن و غلظت منبع کربن روی CFU
[bookmark: _Toc411804564]اثر همزمان منبع نیتروژن و غلظت منبع کربن
در بررسی اثر همزمان منبع نیتروژن و غلظت گلوکوز، مدل‌‌های حاصل از اندازه‌گیری جذب در 600 نانومتر (شکل 12) و جرم توده (شکل 13)، الگوی یکسانی را نشان دادند. بیشترین میزان تولید در این الگو در منبع کربن شماره 2 (عصاره مخمر) و رنج غلظتی 10 تا 40 گرم بر لیتر گلوکز مشاهده می‌شود. اما مدل حاصل از نتایج CFU (شکل 14)، الگوی کاملا متفاوتی را نشان می‌دهد. در این مدل مقادیر بیشینه‌ی تولید در منابع نیتروژنی 1 و 2 (عصاره مخمر و آمونیوم سولفات) و رنج غلظت گلوکز 35 تا 40 گرم بر لیتر مشاهده می‌شود.
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[bookmark: _Ref202279644]شکل 12- اثر همزمان منبع نیتروژن و غلظت منبع کربن روی جذب در 600 نانومتر
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[bookmark: _Ref202279649]شکل 13- اثر همزمان منبع نیتروژن و غلظت منبع کربن روی جرم خشک توده
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[bookmark: _Ref202279653]شکل 14- اثر همزمان منبع نیتروژن و غلظت منبع کربن روی CFU
[bookmark: _Toc411804565]اثر همزمان pH و غلظت منبع کربن
در بررسی اثر همزمان pH و غلظت منبع کربن، مدل‌‌های پیش‌بینی شده براساس نتایج اندازه‌گیری جذب در 600 نانومتر (شکل 15) و جرم توده (شکل 16) الگوی یکسانی را نشان دادند. در این الگو بیشترین میزان تولید در pH‌‌های بین 6 تا 3/6 و رنج غلظت گلوکز 10 تا 35 گرم بر لیتر مشاهده می‌شود.
اما مدل حاصل از نتایج CFU (شکل 17) الگوی کاملا متفاوتی را نشان می‌دهد. در این مدل بیشترین میزان تولید در نزدیکی 6pH= باقی مانده اما به غلظت‌‌های 35 تا 40 گرم بر لیتر گلوکوز محدود شده است.
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[bookmark: _Ref202279668]شکل 15- اثر همزمان pH و غلظت منبع کربن روی جذب در 600 نانومتر
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[bookmark: _Ref202279672]شکل 16- اثر همزمان pH و غلظت منبع کربن روی جرم خشک توده
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[bookmark: _Ref202279684]شکل 17- اثر همزمان pH و غلظت منبع کربن روی CFU

[bookmark: _Toc411804566]اثر همزمان منبع نیتروژن و نسبت نیتروژن به کربن
در بررسی اثر همزمان منبع نیتروژن و نسبت نیتروژن به کربن، مدل‌های پیش‌بینی شده براساس نتایج جذب در 600 نانومتر (شکل 18) و ‌‌اندازه‌گیری جرم توده (شکل 19) الگوی یکسانی را نشان دادند. مقادیر بهینه‌ی تولید توده در منبع نیتروژن 2 و نسبت‌های نیتروژن به کربن 4/0 تا 5/0 مشاهده شد.
اما مدل حاصل از نتایج CFU (شکل 20) الگوی کاملا متفاوتی را نشان می‌دهد. در این مدل منبع نیتروژن 1 (آلومینیوم سولفات) در نسبت‌‌های نیتروژن به کربن حدود 45/0 تا 5/0 و منبع نیتروژن 2 (عصاره مخمر) در نسبت‌‌های نزدیک به 5/0 نیتروژن به کربن مقادیر بهینه را نشان می‌دهند.
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[bookmark: _Ref202279688]شکل 18- اثر همزمان منبع نیتروژن و نسبت نیتروژن به کربن روی جذب در 600 نانومتر
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[bookmark: _Ref202279694]شکل 19- اثر همزمان منبع نیتروژن و نسبت نیتروژن به کربن روی جرم خشک توده
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[bookmark: _Ref202279710]شکل 20- اثر همزمان منبع نیتروژن و نسبت نیتروژن به کربن روی CFU



[bookmark: _Toc411804567]اثر همزمان pH و نسبت نیتروژن به کربن
در بررسی اثر همزمان pH و نسبت نیتروژن به کربن، مدل‌‌های ‌‌پیش‌بینی شده براساس نتایج جذب در 600 نانومتر (شکل 21) و اندازه‌گیری جرم توده (شکل 22) الگوی یکسانی را نشان دادند. مقادیر بهینه‌ی تولید در pH‌‌های نزدیک 6 و نسبت نیتروژن به کربن نزدیک به 5/0 مشاهده شد.
اما مدل حاصل از نتایج CFU (شکل 23) اندکی تفاوت را با دو مدل بالا نشان می‌دهد. مقادیر بیشینه تولید به 6pH= و نسبت نیتروژن به کربن 5/0 محدودتر شده و سایر مرزبندی‌ها نیز جابجا شده‌اند.
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[bookmark: _Ref202279721]شکل 21- اثر همزمان pH و نسبت نیتروژن به کربن روی جذب در 600 نانومتر
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[bookmark: _Ref202279728]شکل 22- اثر همزمان pH و نسبت نیتروژن به کربن روی جرم خشک توده
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[bookmark: _Ref202279738]شکل 23- اثر همزمان pH و نسبت نیتروژن به کربن روی CFU
[bookmark: _Toc411804568]اثر همزمان pH و منبع نیتروژن
در بررسی اثر همزمان pH و منبع نیتروژن، مدل‌‌های پیش‌بینی شده براساس نتایج ‌‌اندازه‌گیری جذب در 600 نانومتر (شکل 24) و جرم توده (شکل 25) الگوی یکسانی را نشان دادند. منبع نیتروژن 2 (عصاره مخمر) در pH‌‌های 6 تا نزدیکی 3/6 مقادیر بهینه‌ی تولید توده را دارند.
	[image: C:\Users\E.coli\Desktop\New Folder\Contour Plot of A(600nm) vs source; pH.jpg][image: ]


[bookmark: _Ref202279750]شکل 24- اثر همزمان pH و منبع نیتروژن روی جذب در 600 نانومتر
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[bookmark: _Ref202279755]شکل 25- اثر همزمان pH و منبع نیتروژن روی جرم توده خشک
مدل حاصل از نتایج CFU (شکل 26) اندکی تفاوت را با دو مدل بالا نشان می‌دهد. در این مدل در حضور منبع نیتروژن 2 (عصاره مخمر) رنج pH بهینه محدود به 6 شده و همچنین در منبع نیتروژن 1 (آمونیوم سولفات) و 6pH= نیز مقادیر بالای تولید مشاهده می‌شود.
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[bookmark: _Ref202279590]شکل 26- اثر همزمان pH و منبع نیتروژن روی CFU

[bookmark: _Toc410157048][bookmark: _Toc411804576]آزمایش بهینه
با بررسی نتایج حاصل برای هر 3 پارامتر با هم، بهترین شرایط افزایش توده توسط نرم‌افزار با تاکید بیشتر بر CFU پیش‌بینی و ارائه شد که در (شکل 27) مشاهده می‌شود. برای آزمایش بهینه‌ی طراحی شده جذب 37/6 در 600 نانومتر، جرم توده‌ی خشک 49/10 گرم بر لیتر و CFU=1.32×1010 توسط نرم‌افزار ‌‌پیش‌بینی شد. پس از انجام آزمایش جذب 33/6 در 600 نانومتر، جرم خشک سلولی 44/10 و CFU=1.30×1010 به دست آمد.
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[bookmark: _Ref202279773]شکل 27- بهینه‌ی شرایط با در نظر گرفتن داده‌‌های حاصل از هر سه پارامتر OD، CFU و جرم

آزمایش بهینه در حضور گلوکوز حاصل از تجزیه‌ی آنزیمی کاغذ
در این مرحله جذب 03/6 در 600 نانومتر، جرم خشک سلولی 34/10 و CFU=1.2×1010 به دست آمد.
نتیجه‌گیری و بحث
در دنیای امروز پلاستیک‌ها تقریبا در هر صنعتی از صنایع خودروسازی تا پزشکی وارد شده اند. این ترکیبات با تنوع ساختاری بالای خود تنوع عملکردی گسترده ای را نشان می‌دهند و می‌توان آنها را به راحتی به هر شکل دلخواهی از فیبرها تا فیلم‌های بسیار نازک تبدیل کرد با افزایش روزافزون استفاده از پلاستیک‌ها تجمع ضایعات پلاستیکی در محیط زیست نگرانی‌های گسترده ای را ایجاد کرده لذا جایگزینی این پلاستیک‌ها با انواع زیست‌تخریب‌پذیر و سازگار با محیط زیست اهمیت فراوانی پیدا کرده است.
PHAها، پلی‌استرهای میکروبی هستند که به دلیل تنوع مونومری تنوع بالای خواص و کاربردها را از خود نشان می‌دهند همچنین این پلاستیک‌ها به دلیل زیست تجزیه‌پذیری کامل برتری‌هایی نسبت به پلاستیک‌های پتروشیمیایی دارند اما قیمت بالای تمام شده‌ی تولید این پلاستیک‌ها آن‌ها را در رقابت با پلاستیک‌های بیوشیمایی با مشکل روبرو می‌کند موفقیت در جایگزینی پلاستیک‌های پتروشیمیایی با PHAها نیازمند افزایش عرضه با قیمت مناسب است. استفاده از منابع کربن ارزان‌قیمت و در عین حال کارآمد به همراه فراهم کردن بهترین شرایط برای دستیابی به بالاترین بازده تولید می‌تواند هزینه‌های تولید PHAها را به میزان بسیار زیادی کاهش دهد. در نتیجه در این پژوهش استفاده از یک منبع کربن ارزان قیمت به همراه بهینه‌سازی دو مرحله‌ای شرایط رشد سویه و تولید PHA مورد بررسی قرار گرفته است.

بررسی مدل پیش‌بینی شده در بهینه‌سازی تولید توده سلولی
مدل پیش‌بینی شده توسط نرم‌افزار برای CFU جذب در ۶۰۰ نانومتر و جرم خشک توده سلولی مقادیر p-value زیر 05/0 را در بررسی‌های آماری با سطح اطمینان ۹۵ دارا هستند که نشان‌دهنده‌ی قابل اعتماد بودن این مدل‌هاست (جدول 4) مقایسه مقادیر پیش بینی شده توسط نرم‌افزار با مقادیر واقعی به دست آمده که در شکل 6 و شکل 7 و شکل 8 نشان داده شده است مطابقت بالایی را نشان می‌دهند.

بهینه‌سازی تک متغیره و چندمتغیره به روش box-behnken میزان تولید توده
همانطور که در بخش 1-3-3 ذکر شد افزایش pH اولیه محیط از ۶ تا ۸ میزان تولید توده‌ی زنده را کاهش می‌دهد. در بررسی‌های چندمتغیره میزان بهینه‌ی 6= pH به دست آمد که با نتایج بررسی‌های و تک‌متغیره هم‌خوانی دارد اثر بازدارندگی pH  روی میزان رشد این سویه با نتایج پژوهش Yang و همکاران با استفاده از اسیدهای آلی به عنوان منبع کربن و آمونیوم کلرید مطابقت نشان می‌دهد (Yang et al., 2010) با توجه به افزایش pH مشاهده شده در طول رشد این باکتری که در بخش ۴-۲ ذکر شد، علت کاهش تولید PHA در صورت افزایش PH را می‌توان افزایش بیش از حد pH در محیط‌های کشت با pH اولیه‌ی بالا دانست که شرایط رشد را نامساعد کرده و باعث کاهش رشد می شوند. افزایش pH در حین رشد این سویه در محیط‌های کشت دیگر در پژوهش‌های Yang و همکاران با استفاده از اسیدهای آلی و آمونیوم کلرید و Kim و همکاران با استفاده از گلوکز و آمونیوم سولفات نیز به دست آمده اما دلیلی برای این افزایش ذکر نشده است (Kim et al., 1994; Yang et al., 2010) عدم رشد مشاهده شده در 5=pH به دلیل اسیدیته‌ی بالای محیط است.
مطابق نتایج ذکر شده در بخش 2-3-3 افزایش نسبت نیتروژن به کربن تا 4/0 باعث افزایش میزان تولید توده میشود و افزایش بیشتر این نسبت تغییری در میزان رشد ایجاد نمی.کند در بررسی های تک متغیره نسبت نیتروژن به کربن 4/0 و 5/0 هر دو به عنوان مقادیر بهینه تعیین شدند حال آنکه در بررسی‌های چند متغیره و به دلیل اثر سایر فاکتورها روی نسبت نیتروژن به ،کربن میزان نسبت 5/0 نیتروژن به کربن به عنوان میزان بهینه به دست آمد نتایج به دست آمده در پژوهش Yang  و همکاران با استفاده از اسیدهای آلی و آمونیوم ،کلرید Loo و همکاران با استفاده از اوره و Reddy و همکاران نیز این الگوی تاثیر نسبت نیتروژن به کربن روی رشد سویه را تایید می‌کند (Loo & Sudesh, 2007; Reddy & Mohan, 2012; Yang et al., 2010).
در نتایج به دست آمده در بخش 3-3-3 منبع نیتروژن عصاره مخمر بهترین منبع نیتروژن برای افزایش توده است که نشان‌دهنده‌ی ترجیح میکروارگانیسم در استفاده از نیتروژن آلی است و پس از آن به ترتیب اوره آمونیوم سولفات و آمونیوم نیترات بیشترین بازده تولید توده را دارند. منبع نیتروژن شماره ۲ عصاره مخمر در بررسیهای چند متغیره نیز به عنوان بهترین منبع نیتروژن به دست آمد که مشابه با نتایج بررسی‌های تک متغیره است و با نتایج Khanna و همکاران با استفاده از فروکتوز به عنوان منبع کربن و نیتروژن آلی مطابقت دارد (Khanna & Srivastava, 2005).
مطابق نتایج ذکر شده در بخش 4-3-3 افزایش در غلظت گلوکز تا ۳۰ گرم بر لیتر سبب افزایش میزان رشد می‌شود و پس از آن اثر بازدارندگی رشد را دارد که مشابه نتایج به دست آمده توسط Yang و همکاران با استفاده از اسیدهای آلی به عنوان منبع کربن و اوره و Kim و همکاران با استفاده از گلوکز و آمونیوم سولفات است (Kim et al., 1994; Yang et al., 2010). 
بررسی‌های چند متغیره غلظت گلوکز اولیه 33/33 گرم بر لیتر را به عنوان غلظت بهینه تعیین کرد که با غلظت ۳۰ گرم بر لیتر به دست آمده در بررسی‌های تک متغیره متفاوت است اما اختلاف چندانی ندارد این کاهش تولید توده در غلظت‌های بیش از حد گلوکز می‌تواند به دلیل اثر بازدارندگی سوبسترا بر روی رشد باشد (Purushothaman et al., 2001)
مقایسه‌ی میزان توده تولید شده قبل و بعد از بهینه‌سازی
میزان توده‌ی خشک تولید شده بعد از تمامی مراحل بهینه‌سازی از ۸.۱۳ گرم بر لیتر به 44/10 گرم بر لیتر رسید که 28% افزایش نسبت به قبل از بهینه‌سازی نشان می‌دهد (جدول 5). پژوهش‌هایی بسیاری روی میزان تولید توده‌ی خشک سلولی باکتری‌های تولیدکننده‌ی PHA با استفاده از محیط‌های کشت و شرایط رشد متنوع انجام شده است توده‌ی خشک 
10 گرم بر لیتر در Cupriavidus necator (Hafuka et al., 2011)،  5 گرم بر لیتر در  Cupriavidus necator (Ramadas et al., 2010)، 10 گرم بر لیتر در Bacillus sphaericus  (Budde, Riedel, Hübner, et al., 2011)،  4/1 گرم بر لیتر در Cupriavidus necator، (Yang et al., 2010)،  5 گرم بر لیتر در Cupravidus necator  (Kim & Shin, 1996)، 1/15 گرم بر لیتر در Cupriavidus necator  (García et al., 2013)، 3/5گرم بر لیتر در Cupriavidus necator (Budde, Riedel, Willis, et al., 2011)، 11/3، 48/2، 41/2، 79/2 و ۲۰۱۳ گرم بر لیتر در منابع کربن مختلف در گونه‌ای ناشناخته از جنس Alcaligenes (Akiyama et al., 1992) ، 3 گرم بر لیتر در  Cupriavidus necator (Riedel et al., 2012).
گزارش شده است همچنین در این پژوهش میزان جذب در nm 600 نانومتر نیز سنجیده شد که با افزایش از 93/4 به 33/6، %۲۸ افزایش نشان می‌دهد. میزان CFU به دلیل تفاوت قائل شدن بین سلول‌های زنده و مرده معیار مناسب‌تری نسبت به جذب و جرم خشک سلولی است. میزان CFU بعد از بهینه‌سازی از 08E+8/7 به 10E+3/1 رسیده است که 67/15 درصد افزایش را نشان می‌دهد.
[bookmark: _Ref202279380]جدول 5- مقایسه‌ی میزان تولید زیست توده در مراحل مختلف بهینه‌سازی میانگین جذب در میانگین جرم خشک 
	
	میانگین جذب در 600 نانومتر
	میانگین جرم خشک توده (گرم بر لیتر)
	میانگین CFU

	قبل از بهینه‌سازی
	93/4
	13/8
	7.8E+08

	بعد از بهینه‌سازی تک متغیره
	62/5
	46/9
	1.00E+10

	بعد از بهینه‌سازی چند متغیره
	33/6
	44/10
	1.30E+10



[bookmark: _Ref202279385]جدول 6- مقایسه‌ی میزان تولید زیست توده در گلوکز خالص و گلوکز حاصل از تجزیه آنزیمی کاغذ 
	
	میانگین جذب در 600 نانومتر
	میانگین جرم توده خشک سلولی
	میانگین CFU

	گلوکز خالص
	33/6
	44/10
	1.3E+10

	گلوکز حاصل از تجزیه آنزیمی کاغذ
	03/6
	35/10
	126E+10


در هر دو مرحله‌ی بهینه سازی میزان تولید با استفاده از گلوکز حاصل از تجزیه آنزیمی کاغذ اندکی کاهش نسبت به گلوکز خالص نشان می‌دهد (جدول 5 و جدول 6).
نتایج ICP نشان‌دهنده‌ی حضور بعضی از عناصر ضروری در گلوکز حاصل از تجزیه‌ی آنزیمی کاغذ حتى بعد از خالص‌سازی و صاف کردن است افزایش میزان عناصر کمیاب در محیط کشت سبب کاهش توده‌ی زنده و میزان تولید PHA می‌شود (Ramadas et al., 2010) و همین امر کاهش تولید در گلوکز حاصل از تجزیه‌ی آنزیمی کاغذ را به نسبت گلوکز خالص سبب می‌شود.
نتیجه‌گیری
در این پژوهش بهینه‌سازی تولید زیست توده زنده Cupriavidus necator ATCC17699 با استفاده از گلوکز حاصل از تجزیه‌ی آنزیمی کاغذ به عنوان منبع کربن انجام شد. افزایش بازده تولید PHA توسط این باکتری هم نیازمند توده‌ی سلولی زنده بالا و هم نیازمند شرایط مناسب برای افزایش تجمع PHA درون سلول است. بنابراین در این پژوهش با تولید توده شرایط مناسب برای افزایش هرچه بیشتر تولید PHA در گام‌های بعدی ایجاد شده است. استفاده از گلوکز حاصل از تجزیه‌ی آنزیمی کاغذ به عنوان سوبسترا برای رشد و تولید هم هزینه‌ها کاهش می‌یابد و هم کمکی موثر برای پاکسازی محیط زیست خواهد بود. در بهینه‌سازی تولید توده علاوه بر جرم خشک سلولی که تفاوتی بین سلول‌های زنده و مرده قائل نمی‌شود میزان CFU نیز تعیین شده است تا تولید توده‌ی سلولی زنده بهینه شود. در بررسی‌های بهینه‌سازی تطابق بالایی بین مقادیر پیش‌بینی شده‌ی تولید و مقادیر تجربی به دست آمد که نشان‌دهنده‌ی صحت و دقت مدل‌های محاسبه شده است. در نهایت توده زنده تولیدی با توجه به نتایج CFU افزایش 67/15 درصدی را نشان می‌دهد. 
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مقدار توده‌ی سلولی واقعی براساس داده‌‌های A(600nm) 

best linear fit	y = x - 4E-15
R² = 0.829
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best linear fit	y = 1x - 1027.5
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مقدار توده‌ی سلولی واقعی براساس داده‌‌های CFU


میانگین OD	0	0	0	0	0	0	0	0	0	0	3.6055512754639891E-3	4.62240918425302E-3	6.0470378423378929E-3	2.6583202716502514E-3	5.1316014394468881E-3	8.8881944173155817E-3	2.1221058723195994E-2	2.7073972741361769E-2	4.4643028571099468E-2	0.10408329997330661	0.10785793124908967	9.5393920141694524E-2	0.11135528725660029	0.24248711305964277	0.17547079529084036	2.0000000000000018E-2	0.1601041327803045	0.14571661996262919	4.0414518843273822E-2	0.17243356208503455	0.20231987873991336	0.21000000000000021	0.19974984355438161	0.10503967504392486	0.23072349974229645	6.2449979983984001E-2	0.43247350593225153	0.25455844122715671	0.38890872965260165	0.31819805153394648	0.268700576850888	6.3639610306789177E-2	1.4142135623730649E-2	4.2426406871192576E-2	0.21213203435596412	0	0	0	0	0	0	0	0	0	0	3.6055512754639891E-3	4.62240918425302E-3	6.0470378423378929E-3	2.6583202716502514E-3	5.1316014394468881E-3	8.8881944173155817E-3	2.1221058723195994E-2	2.7073972741361769E-2	4.4643028571099468E-2	0.10408329997330661	0.10785793124908967	9.5393920141694524E-2	0.11135528725660029	0.24248711305964277	0.17547079529084036	2.0000000000000018E-2	0.1601041327803045	0.14571661996262919	4.0414518843273822E-2	0.17243356208503455	0.20231987873991336	0.21000000000000021	0.19974984355438161	0.10503967504392486	0.23072349974229645	6.2449979983984001E-2	0.43247350593225153	0.25455844122715671	0.38890872965260165	0.31819805153394648	0.268700576850888	6.3639610306789177E-2	1.4142135623730649E-2	4.2426406871192576E-2	0.21213203435596412	0	1	2	3	4	5	6	7	8	9	10	11	12	13	14	15	16	17	18	19	20	21	22	23	24	25	26	27	28	29	30	31	32	33	34	35	36	37	38	39	40	41	42	43	44	45	46	47	48	0	0	0	0	0	0	0	0	0	0	5.0000000000000001E-3	1.55E-2	2.3833333333333331E-2	3.6666666666666674E-2	7.7333333333333323E-2	0.14100000000000001	0.25966666666666666	0.42199999999999999	0.628	1.0533333333333332	1.4866666666666666	1.9100000000000001	2.34	2.4700000000000002	2.8849999999999998	3.23	3.6666666666666665	3.7566666666666664	4.2166666666666659	4.2466666666666661	4.4333333333333336	4.63	4.8299999999999992	5.003333333333333	5.3633333333333333	5.7	6.1833333333333336	6.5	6.415	6.4949999999999992	6.83	6.5250000000000004	6.46	6.4	6.4	زمان (ساعت)
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جذب در 600 نانومتر
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Contour Plot of A(600nm) vs concentration; ratio
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Surface Plot of A(600nm) vs concentration; ratio
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Contour Plot of weight(DCW/1) vs concentration; ratio
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Surface Plot of weight(DCW/I) vs concentration; ratio
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Surface Plot of CFU vs concentration; ratio
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Contour Plot of A(600nm) vs concentration; source
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Surface Plot of A(600nm) vs concentration; source
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Contour Plot of weight(DCW/1) vs concentration; source
©

concentration





image10.jpg
Surface Plot of weight(DCW/1) vs concentration; source
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Contour Plot of CFU vs concentration; source
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Surface Plot of CFU vs concentration; source
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Contour Plot of A(600nm) vs concentration; pH
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image14.jpg
Surface Plot of A(600nm) vs concentration; pH
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Contour Plot of weight(DCW/I) vs concentration; pH
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Surface Plot of weight(DCW/I) vs concentration; pH
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Contour Plot of CFU vs concentration; pH
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Surface Plot of CFU vs concentration; pH
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Contour Plot of A(600nm) vs ratio; source
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Surface Plot of A(600nm) vs ratio; source
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Contour Plot of weight(DCW/I) vs ratio; source
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Surface Plot of weight(DCW/I) vs ratio; source
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Contour Plot of CFU vs ratio; source
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Surface Plot of CFU vs ratio; source
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Contour Plot of A(600nm) vs ratio; pH
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Surface Plot of A(600nm) vs ratio; pH
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Contour Plot of weight(DCW/1) vs ratio; pH
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Surface Plot of weight(DCW/1) vs ratio; pH

Hod Vaues

2

concentraion 3333





image29.jpg
Contour Plot of CFU vs ratio; pH
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Surface Plot of CFU vs ratio; pH
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Contour Plot of A(600nm) vs source; pH
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Surface Plot of A(600nm) vs source; pH
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Contour Plot of weight(DCW/I) vs source; pH
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Surface Plot of weight(DCW/I) vs source; pH
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    Cupriavidus necator ATCC17699   بررسی روشهای تکمتغیره و چندمتغیرهندا شعاعی پرچین :  بهینهسازی تولید زیست توده زنده باکتری  با استفاده از گلوکز حاصل از تجزیه آنزیمی کاغذ با طراحی شرایط کشت 1    معصومه بحرینی 2   سید محمود موسوی 3   1   .  2 ) مسئول ( گروه زیستشناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه فردوسی مشهد  .  3 گروه زیستشناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه فردوسی مشهد  گروه مهندسی شیمی، دانشکده فنی و مهندسی، دانشگاه فردوسی مشهد .      چکیده   100 پلیهیدروکسیآلکانوآتها پلیاسترهای زیستی هستند که  تخریبپذیر بوده و ویژگیهایی مشابه پلاستیکهای  %  Cupriavidus necator ATCC17699 ( بهینهسازی تکمتغیره و چندمتغیره به روش سطحپاسخ روی فاکتورهای غلظت گلوکز، نسبت نیتروژن به کربن  .  در این پژوهش، باکتری  و گلوکز حاصل از تجزیهی آنزیمی کاغذ به عنوان منبع کربن ارزانقیمت، مورد استفاده قرار گرفت .  افزایش هرچه بیشتر تودهی باکتری در فاز لگاریتمی زمینهساز تولید هرچه بیشتر پلیمر در فاز سکون خواهد بود .  تولید این پلیاسترها در باکتری در فاز سکون انجام میشود .  رایج از خود نشان میدهند N:C pH nm ) ،  600 جذب سوسپانسیون باکتری در  .  و  اولیهی محیط کشت به منظور دستیابی به بالاترین تودهی زنده انجام گرفت )  اوره، عصارهی مخمر، آمونیوم سولفات و آمونیوم نیترات ( نوع منبع نیتروژن  ، جرم خشک  pH= N:C  گرم بر لیتر و منبع نیتروژن عصارهی مخمر بهترین نتیجهی کلی را شامل جذب  30 ، غلظت گلوکز  = 5/0 ،  6 در بررسی تکمتغیره  .  به منظور بررسی میزان تولید توده انجام شد   ) تعداد سلول در میلیلیتر ( تودهی سلولی و شمارش سلولی زنده  76 / 5 ، جرم خشک  g/l   46 / 9  و  CFU=1E10 N:C= pH g/l g/l   49 بالاترین میزان تودهی تولیدی بعد از تمامی مراحل بهینهسازی، جرم خشک   .   و منبع نیتروژن عصارهی مخمر پیشبینی کرد 33/33 ، غلظت گلوکز   = 6 ،  5/0 بهینهسازی چندمتغیره نیز با تأیید نسبی نتایج تکمتغیره بیشترین میزان تولید توده را در  .  با استفاده از گلوکز خالص نشان دادند / 10 ، جذب  34 / 6  و  CFU=1.33E10  با استفاده از گلوکز خالص و جذب  03 / 6 ، جرم خشک سلولی  g/l   34 / 10  و  CFU=1.2E10   :  كلمات كليدي . مشابهت با مقادیر پیشبینیشده نشان دادند %  95 و  %  99  با استفاده از گلوکز حاصل از تجزیهی آنزیمی کاغذ بود که به ترتیب  Cupriavidus   necator PHA ) ( ، تولید زیستتوده، تجزیه آنزیمی کاغذ، طراحی چندمتغیره، پلیهیدروکسیآلکانوات 

