
 
 

 نشريه علوم و مهندسي جداسازي
 74-65، صفحه1394، سال دوم، شماره هفتمدوره

 Journal of Separation Science and Engineering 

Vol. 7, No. 2, pp. 65-74 

 

65 
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 ايران تهران، پليمر، دانشگاه صنعتي اميركبير،مهندسي گروه  .3
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  94خرداد  7 :دريافت پس از اصلاح
  94شهريور  18 :پذيرش نهايي

، توجه بسياري از دانشمندان ي مرسومهاي ضد خزهرنگ بالايسميت  به دليلامروزه 
 اسيد كربوكسيليك -1 فنازين. هايي سازگار با محيط زيست استسوي پوششبه
)PCA (بوده دريايي هاي پوشش در استفاده قابليت با مؤثر هاي بيوتيك آنتي جمله از 

 بدنه به دريايي ناخواسته زنده هاي گونه اتصال از ضدخزه عامل عنوان به تواند مي كه
) PCA(كربوكسيليك اسيد  -1در اين پژوهش فنازين . كند جلوگيري شناورها

به عنوان ماده ضدباكتريايي  MUT.3 سودوموناس آئروجينوزاتوليدي توسط سويه 
با استفاده از روش  PCAفرآيند استخراج سازي  با بهينه. مورد بررسي قرار گرفته است

: عبارتند از PCAشرايط بهينه در استخراج نتايج نشان داد كه ، )RSM(پاسخ سطحي 
در پژوهش . 150دقيقه و درصد اختلاط  30حلال اتيل استات در زمان گيري از  بهره

در افزايش توليد محصول  مؤثرفرآيند استخراج به عنوان يك روش  سازي بهينهحاضر، 
يستي پيشنهاد شد كه طي آن ميزان استخراج ماده ضدباكتريايي ياد در فرآيندهاي ز
  .نسبت به مطالعات قبلي افزايش يافت% 34شده، به ميزان 
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  مقدمه -1
به چسبيدن، رشد و تجمع  1يا رسوب زيستي بستن خزهپديده 
. شود ور در آب گفته مي بر سطوح غوطه هاي زنده مختلف گونه

صنايع مرتبط با آب  رهاي اصلي د نگراني از بستن خزهپديده 
بروز چنين مشكلي بر بدنه  زيرابه ويژه صنايع دريايي است، 

تواند بر سرعت، بازدهي هيدروديناميكي، مصرف  مي شناورها
يا  بيوفيلم بستن، در اثر خزه. منفي بگذارد سوخت و وزن تأثير

موجب تواند  مي شود كه بر سطح تشكيل مي 2لايه زيستي
درصدي  50و نيز كاهش مصرف سوخت درصدي  14 افزايش

روش متداول براي مقابله با اين ]. 1[ها شود  سرعت در كشتي
همچون سمي  باتيتركهاي حاوي  پديده، استفاده از پوشش

بوده است كه با از بين بردن ) TBT( 3قلعبوتيلتريقلع 
ها به سطح  مانع از چسبيدن آن در اطراف پوشش، موجودات

كاربرد تركيبات  ،محيطي زيست مسائل دليلبه . ندشد مي
بر استفاده از  ها پژوهش ممنوع و هاي دريايي در پوشش سمي

 ،هاي زيستي در روش. تركيبات زيستي تمركز يافته است
استخراج  ضدباكتريايي موادتوان از  بستن مي خزه مهارجهت 

، جلبك ]5,4,3[ها  شده از موجودات دريايي همچون اسفنج
ساير مواد  يا و] 9,10,11[ ها ريزسازواره، ]8,7,6[دريايي 

  .استفاده كرد ]14[ و غيره] 12,13[ها  همچون آنزيم
مناسب  در رسيدن به جايگزيني مؤثركارهاي راهجمله از 

هاي مرسوم، استفاده از تركيبات توليد شده توسط  براي پوشش
تركيب مختلف با خاصيت  650بالغ بر . ها است ريزسازواره

در ميان ]. 15[ است ضدباكتريايي تا به حال شناسايي شده
از يكي ) PCA(كربوكسيليك اسيد  -1اين تركيبات، فنازين 

ه عنوان تركيب كه ب بودهتركيبات ضدباكتريايي  مؤثرترين
 جنس]. 16[ضدخزه در پوشش دريايي قابليت استفاده دارد 

 باشدميهاي مولد اين تركيب   يكي از باكتري سودوموناس
سازي  هاي موجود به بهينه در تعدادي از پژوهش ].17[

تركيبات و بررسي اثر عوامل و شرايط مختلف محيط كشت در 
ه در سال طي گزارشي ك. پرداخته شده است PCAتوليد 
از  PCAميزان توليد  ،و همكاران ارائه شد 4يوانتوسط  2008
افزايش يافت  g/l 24/1به  75/0 از M-18Q سودوموناسسويه 

]18.[  
و همكاران با انجام دو  5سو 2010همچنين در سال 

                                                 
1 Biofouling 
2 Biofilm 
3 Tributyltin 
4 Yuan 
5 Su 

گرم بر ليتر  03/4موتاسيون بر سويه مذكور قادر به توليد 
طي پژوهشي كه ]. 19[كربوكسيليك اسيد شدند  -1فنازين 

در دانشگاه صنعتي مالك اشتر صورت گرفت،  1390در سال 
 PCAبا هدف توليد  MUT.3 6سودوموناس آئروجينوزاسويه 

جهت كاربرد در پوشش دريايي به عنوان ماده ضدباكتريايي 
ي اين پژوهش، تركيبات و شرايط در ادامه. جداسازي شد

قرار  سازي بهينهمحيط كشت سويه مذكور مورد بررسي و 
افزايش  g/l1به  6/0از  PCAگرفت كه طي آن ميزان توليد 

هايي در زمينه توليد  هر چند پژوهش]. 20,21[پيدا كرد 
PCA  صورت گرفته، وليكن به شرايط فرآيندي در استخراج و

ي اخير در مطالعه. شده استكمتري  استحصال محصول توجه
 سودوموناس آئروجينوزااز سويه  PCAاستخراج حلالي فرآيند 

MUT.3 شد سازي بهينهي با استفاده از روش پاسخ سطح.  
  
  ها مواد و روش - 2
  باكتري، محيط كشت و روش كشت -2-1

سودوموناس باكتري  پژوهش از در اين PCAبراي توليد 
از شهر اراك  باكتري مذكور. استفاده شد MUT.3 آئروجينوزا

و در كلكسيون دانشگاه صنعتي مالك اشتر در ايران جدا شده 
عصاره  g3 اين سويه در محيط كشت حاوي. شود نگهداري مي

گلوكز،  g3، 9عصاره گوشت g5، 8پپتن كازئين g3، 7مخمر
g5/1 K2HOP4 ،g5/1 KH2PO4 ،g5 NaCl  پس از . شدكشت

پيش كشت ، 10اتوكلاوسترون سازي محيط كشت به وسيله 
 oC30 ،pHر دماي د به محيط تزريق و %5به ميزان  ميكروبي

خوردن قرار  روز تحت هم 4مدت  هب rpm140و دور  7 برابر
  ].22[گرفت 

  
  بيوتيك استخراج آنتي -2-2

محيط كشت ها از  سلول ساعت انكوبه شدن، 96پس از 
مدل  11سانتريفيوژ اپندورفدستگاه توسط  g7500در 

R5810 جهت سپس سوپرناتانت حاصل، . ندشد سازيجدا
در دكانتور افزوده و حلال  به 1:1نسبت ه استخراج حلالي ب

، حلال PCAپس از جدا نمودن فاز آلي حاوي . مخلوط شد
تقطير توسط دستگاه تغليظ كننده تقطير شده و باقيمانده 

  .تغليظ شد
                                                 
6 Pseudomonas Aeruginosa 
7 Yeast extract 
8 Peptone from casein 
9 Meat extract 
10 Autoclave 
11 Eppendorf 
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  آزمايش نفوذ ديسكي -2-3
زان هاي تعيين مياز جمله روشآزمون نفوذ ديسكي 

براي انجام اين  .آيد به شمار مي بيوتيك قدرت بازدارندگي آنتي
با  PBSمحلول . استفاده شد 1از محيط نوترينت آگار آزمايش
شد  يساز قيرق DH5α E.Coliاز سويه  2فارلند مك 5/0غلظت 

آگار  بر روي پليت حاوي نوترينت 3پآسو لهيوس بهشد و سپس 
 به دستبيوتيك  سپس آنتي]. 23[ آگار كشت چمني داده شد

رسانده شد و از محلول  ml1و به حجم  در متانل حلآمده 
 ،پس از خشك شدن. روي ديسك ريخته شد lµ20حاصل 
 .شد سترون در مركز پليت قرار دادهبه كمك پنس  ديسك
و منتقل  oC30ها به داخل انكوباتور رشد باكتري جهتپليت 

عدم رشد باكتري در  ههالقطر ، ساعت انكوبه شدن 12پس از 
لازم به ذكر است كه بررسي  .شد يريگ اندازهاطراف ديسك 

هاي طراحي شده، با سه بار  قطر هاله شفاف هر يك از آزمايش
  .تكرار صورت گرفت

  
  طراحي آزمايش -2-4

در فرآيندهاي زيستي  مؤثرهاي  استخراج از جمله بخش
گذار بوده كه بر كيفيت و همچنين بر قيمت محصول تأثير

 مؤثربا توجه به مقالات ارائه شده در اين زمينه، عوامل . است
نوع حلال، درصد حلال : بر فرآيند استخراج حلالي عبارتند از
ر ميان عوامل د]. 24,25[مورد استفاده، زمان و دماي اختلاط 

هاي صورت گرفته در آزمايشگاه، مشخص  مطرح شده با بررسي
 .نيست مؤثر PCAشد كه دما بر استخراج ماده ضدباكتريايي 

بر فرآيند  مؤثربه همين دليل سه عامل ديگر به عنوان عوامل 
سازي و  جهت بهينه. سازي قرار گرفتند انتخاب و مورد بهينه
. استفاده شد 7 4ين اكسپرتآديز افزار نرمطراحي آزمايش، از 

هاي مختلفي اشاره شده است كه قابليت  ر مقالات به حلالد
اتيل  توان به ها مي از جمله اين حلال. را دارند PCAانحلال 

، ]28[ كلروفرم ،]27[، نرمال هگزان ]26[استات 
. نموداشاره ] 31[ بنزن و ]30[ ، استن]29[ كلرايد دي متيلن

چهار حلال كلروفرم، اتيل استات، ها،  پس از بررسي
 سازي بهينههگزان، براي انجام مراحل  -nكلرايد و  دي متيلن

كلروفرم به دليل ميزان بالاي ناخالصي  كه انتخاب شدند
  .كنار گذاشته شد سازي بهينهاز جريان  محصول

كروماتوگرافي  از روشها،  جهت اطمينان از انتخاب حلال
براي انجام كروماتوگرافي از . شد دهاستفامايع با عملكرد بالا 

                                                 
1 Autoclave 
2 Mc Farland 
3 swap 
4 design expert 

استفاده  mm5/4و قطر داخلي  mm150با طول  C18ستون 
پر  µm5اين ستون با اكتا دسيل سيليكا به قطر متوسط  .شد

ليتر بر  ميلي 5/0جريان  سرعتدر  HPLCآناليز . شده بود
دقيقه از صد درصد آب به  30دقيقه و با شيب خطي به مدت 
طيف خروجي در طول موج . صد درصد استونيتريل اعمال شد

nm250 ثبت شد.  
مدت زمان  درصد حلال واستخراج، نوع حلال، فرآيند در 

انتخاب بيوتيك  بر ميزان توليد آنتي مؤثراختلاط از عوامل 
 گرفتمورد بررسي قرار در سه سطح مذكور  ملسه عا. شدند

با معرفي . ارائه شده است 1 در جدول عواملكه اين سطوح و 
طراحي  هايي ، آزمايشافزار نرمبه  PCAبر توليد  مؤثر عوامل

ها  و تأثير متقابل آن عامل، مقادير بهينه هر آنكه با انجام  شد
 ،افزار نرمهر آزمايش توسط براي انجام . آمد به دستبر توليد 

ml50  كه توسط از حلال  مشخصيسوپرناتانت با حجم
و تحت  در دكانتور مخلوط شدارائه شده است،  افزار نرم

لازم به ذكر است  .استخراج و آزمايش نفوذ ديسكي قرار گرفت
  .شدندها در شرايط يكسان انجام  كه تمامي آزمايش

  

  بيوتيك آنتيي بازدهي استخراج ريگ اندازه -2-5
بيوتيك به  ميزان بازدهي استخراج آنتي يريگ اندازهبراي 

به همين . استفاده شد HPLC روشروش استخراج حلالي، از 
نمونه : نمونه اول: جهت، دو نمونه به صورت مجزا تهيه شد

رسانده شد، سپس  ml1بيوتيك خشك با متانل به حجم  آنتي
 ml2به حجم  آزمايش لولهبرداشته و در  µl200از اين محلول 

ها،  پس از كشت و جداسازي سلول: نمونه دوم. رسانده شد
عبور  µm22/0سانتريفيوژ و از فيلتر  g7500در سوپرناتانت 
با مقايسه  .از آن براي انجام آزمايش جدا شد ml2داده شد و 

ها، ميزان بازدهي استخراج  سطح زير پيك در هر يك از نمونه
PCA  سودوموناس آئروجينوزااز محيط كشت سويه MUT.3 

 .مشخص شد
  

  سازي شده جهت بهينهسطوح طراحي  عوامل و )1( جدول
  بيوتيك آنتي ياستخراج حلال 

  رديف  عامل 1سطح  2سطح  3سطح 
n - 1 نوع حلال اتيل استات كلرايد دي متيلن  هگزان 

 2 درصد حلال  50  100  150

 3 زمان اختلاط 30 75 120
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  ها تحليل يافته ارائه نتايج و -3
جهت اطمينان از صحت تر بيان شد،  كه پيش طور همان

براي هر يك از  HPLC آزمونانتخاب سه حلال مورد بررسي، 
  .ها به منظور مقايسه ميزان قابليت استخراج انجام شد حلال

مطابق  .استشدهنشان داده 1در شكل  اين بررسينتيجه 
 30در زمان  HPLCدر نتايج  حاصل 1هاي يا پيك قله، 1شكل 

هاي  پيك. است موردنظرمحصول  دهنده نشاندقيقه  32و 
و ) پيك اول(كربوكسيليك اسيد  -1حاصل مربوط به فنازين 

كربوكسيليك اسيد هستند كه در  -1هيدروكسي فنازين 
  ].20[هاي پيشين شناسايي شده بودند  پژوهش

و اتيل استات  مشخص است، 1شكل كه در  طور همان
  و  داشتهمناسب  PCAيد قابليت استخراج اكلردي  متيلن

n - قيمت نسبتا پائين  لذا. داردهگزان قابليت استخراج كمتري
 آن راتوانايي  سازي بهينهدر آزمايش  تااين حلال موجب شد 

 36، افزار نرمبا ارائه عوامل و سطوح به  .نيز بررسي نماييم
  .شده استارائه  2آزمايش طراحي شد كه در جدول 

  

 

 

 
  ) HPLC(نتايج كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا  )1(شكل 

  .ها هاي اوليه در غربالگري حلال نمونهحاصل از 
  هگزان-n) جكلرايد و  دي متيلن) باتيل استات، ) الف 

                                                 
1
 peak 

  افزار نرمارائه شده توسط  يها شيآزما )2(جدول 

  درصد حلال  نوع حلال  رديف
(%)  

 زمان اختلاط
(min) 

1  n - 75  100  هگزان  
  75  29/29  كلرايد دي متيلن  2
  75  100  كلرايد دي متيلن  3
  75  100  اتيل استات  4
5  n - 75  100  هگزان  
  30  150  كلرايد دي متيلن  6
  75  29/29  اتيل استات  7
8  n - 64/138  100  هگزان  
  64/138  100  كلرايد دي متيلن  9
  36/11  100  اتيل استات  10
  36/11  100  كلرايد دي متيلن  11
  75  71/170  كلرايد دي متيلن  12
13  n - 120  50  هگزان  
14  n - 75  100  هگزان  
15  n - 75  71/170  هگزان  
16  n - 75  29/29  هگزان  
  120  50  كلرايد دي متيلن  17
  75  100  اتيل استات  18
  64/138  100  اتيل استات  19
  75  100  كلرايد دي متيلن  20
21  n - 120  150  هگزان  
  75  100  اتيل استات  22
23  n - 30  50  هگزان  
  120  150  كلرايد دي متيلن  24
  36/11  50  اتيل استات  25
  75  100  اتيل استات  26
27  n - 75  100  هگزان  
  150  120  اتيل استات  28
  120  50  اتيل استات  29
  30  50  كلرايد دي متيلن  30
  75  71/170  اتيل استات  31
  30  150  اتيل استات  32
  75  100  كلرايد دي متيلن  33
34  n - 30  150  هگزان  
  30  50  اتيل استات  35
  75  100  كلرايد دي متيلن  36
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قطر هاله ميانگين هاي طراحي شده،  با انجام آزمايش
ها در آزمايش نفوذ ديسكي  شفاف حاصل از هر يك از نمونه

  .ه استارائه شد 3جدول شد كه در  گيري اندازه
  

  تحليل آماري نتايج -3-1
به روش واريانس صورت  شده حاصلهاي  تحليل داده

نمادي جهت ميزان  P-valueعامل در اين روش، . گرفت
در  .شوداطمينان به تأثيرگذاري يك عامل در نظر گرفته مي

 05/0كمتر از  P-valueآناليز نهايي واريانس عواملي كه داراي 
نهايي گزينش امل مشخص در مدل وباشند به عنوان ع

 شتنددا 05/0بيشتر از  P-valueعواملي كه  در ادامه .شوند مي
 به دست 4در جدول  شده و در نهايت عوامل ارائه شدهحذف 

  .آمد
ضرايب رگرسيون چندگانه از طريق روش حداقل مربعات 

درجه دوم براي متغير  يا چندجملهمدل  ينيب شيپ جهت
مدل  4ضرايب جدول  يدار يمعنپاسخ ايجاد شد و با توجه به 

  .ارائه شد 5پيشنهادي جدول 
  
 بررسي اثر عوامل -3-1-1 

براي تعيين چگونگي اثر هر متغير بر متغير پاسخ، از 
اثر  5با توجه به جدول . روش تحليل نموداري استفاده شد

بر فرآيند استخراج كاملا مشخص شد كه در ادامه  مؤثرعوامل 
  .است ها پرداخته شده به بررسي آن

  

 اثر درصد حلال

درصد حلال نشان داد كه در اتيل استات با افزايش 
نسبت حلال به سوپرناتانت، ميزان قطر هاله شفاف افزايش 

هگزان نتيجه كاملا متفاوت  -nاين در حالي است كه در . يافت
، ميزان قطر %100بود و با افزايش درصد حلال به بيشتر از 

كلرايد اين امر مشابه  دي يلنبراي حلال مت. هاله كاهش يافت
  استات بود، يعني با افزايش نسبت حلال، قطر هاله  اتيل

  
  قطر هاله شفاف گيري اندازهنتايج حاصل از ) 3(جدول 

شماره 
  آزمايش

قطر هاله 
  شفاف

)cm(  

شماره 
  آزمايش

قطر هاله 
  شفاف

)cm( 

شماره 
  آزمايش

قطر هاله 
  شفاف

)cm( 

1  7/0  13  6/0  25  7/0  
2  6/0  14  7/0  26  9/0  
3  8/0  15  6/0  27  7/0  
4  9/0  16  75/0  28  95/0  
5  7/0  17  6/0  29  7/0  
6  9/0  18  9/0  30  75/0  
7  6/0  19  9/0  31  95/0  
8  7/0  20  8/0  32  95/0  
9  6/0  21  6/0  33  8/0  
10  95/0  22  9/0  34  6/0  
11  9/0  23  6/0  35  75/0  
12  8/0  24  75/0  36  8/0  

 
  عوامل تحليلي آناليز واريانس اصلاح شده) 4(جدول 

  

  توضيحات F-value  P-value  ميانگين مربعات  درجه آزادي  مجموع مربعات  عوامل
  Significant  >0001/0  53/40 057/0 19 51/0 مدل

    A( 072/0 1 072/0 66/51  0001/0(حلال%
    B( 030/0 1 030/0 31/21  0003/0(زمان

    >C(  24/0 2 12/0 00/86  0001/0(نوع حلال
AC 088/0 2 044/0 37/31  0001/0    
BC 038/0 2 019/0 48/13  0004/0    
A2  042/0 1 042/0 09/30  0001/0    
  

  هاي مختلف مدل پيشنهادي طرح براي حلال )5(جدول 

  

  فرمول محاسبه قطر هاله شفاف  نوع حلال
- 83333/1×  10-5 ×) حلال(% 2  استاتاتيل  - 35307/3× 10-4×زمان   +02910/6×10-3×حلال%   49863/0+  

n - 56276/0  هگزان+ 13634/3× 10- 3×  حلال%  +  - 19262/1×10-18×زمان    -83333/1×10-5×)حلال(2%    
+61073/0  كلرايد دي متيلن 12377/5×10-3×  حلال +  - 01184/2×10-3×زمان %   - 83333/1 ×10-5×)حلال(2%   
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كلرايد،  دي در هر دو حلال اتيل استات و متيلن .افزايش يافت
. به بعد كاهش يافت% 100شيب افزايش ميزان قطر هاله از 

حلال % 150مشخص است،  2كه از شكل  طور همانبنابراين 
هگزان به  - nبراي % 100كلرايد و اتيل استات و  دي براي متيلن

  .عنوان درصد اختلاط بهينه انتخاب شدند
  

 اثر زمان اختلاط

زمان اختلاط يكي از سه عاملي بود كه مورد بررسي قرار 
گرفت، وليكن تأثير چنداني بر قابليت استخراج هر يك از 

در اتيل استات، با افزايش زمان . ها در فرآيند نشان نداد حلال
بيوتيك به مقدار جزئي كاهش  اختلاط، ميزان عملكرد آنتي

هگزان با مقدار بسيار  - nداشت، اين در حالي است كه در 
كلرايد، ميزان قطر هاله شفاف به  دي جزئي افزايش و در متيلن

تواند به جهت  ياين امر م. شدت با گذر زمان كاهش يافت
كلرايد باشد كه با افزايش زمان اختلاط،  دي ماهيت متيلن

حداقل زمان، يعني  ني؛ بنابراشد تر مي جداسازي دو فاز مشكل
تأثير زمان در . دقيقه بهترين زمان اختلاط انتخاب شد 30

  .نشان داده شده است 3بيوتيك در شكل  توليد آنتي
  

   

   

   
اتيل استات ، ) الف. اثر درصد حلال بر ميزان قطر هاله شفاف) 2(شكل 

 هگزان -n) كلرايد و ج دي متيلن) ب

اتيل استات، ) الف. اثر زمان اختلاط بر ميزان قطر هاله شفاف )3(شكل 
  هگزان -n) كلرايد و ج دي متيلن) ب
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  مقايسه نتايج حاصل از قطر هاله شفاف ) 6(جدول 
  شده گيري اندازهتئوري و 

  نوع
  حلال 

درصد 
  حلال

)%( 

زمان 
  اختلاط
(min) 

قطر هاله 
  شفاف تئوري

(cm) 

قطر هاله 
شفاف 
(cm) 

 96/0 96978/0 48  5/137 اتيل استات
 9/0 908485/0 30  7/138  كلرايدديمتيلن

n-7/0 697985/0 20/103  09/86 هگزان 
  

 اثر نوع حلال

سازي و تأثيرگذارترين عامل در بهينه نيتر مهمنوع حلال 
دقيقه به عنوان زمان اختلاط  30با توجه به انتخاب . است

دقيقه و  30مناسب فرآيند استخراج، تأثير نوع حلال در زمان 
ابق طم. به خوبي مشخص است 4در شكل  150درصد اختلاط 

بيوتيك  حلال مناسبي براي استخراج آنتي ، اتيل استاتنتايج
نسبتا خوبي در بررسي قطر ه كلرايد نيز بازد دي است، متيلن

حلال اتيل استات ، 4با توجه به شكل . شفاف نشان دادهاله 
تواند به عنوان حلال بهينه در  در مقايسه با دو حلال ديگر مي

كربوكسيليك اسيد از سويه  -1فرآيند استخراج فنازين 
  .انتخاب شود MTU.3 دوموناس آئروجينوزاسو

برهمكنش هر دو عامل زمان و نسبت اختلاط  5در شكل 
در . است شده نشان داده شده انتخاببر هر يك از سه حلال 

تصوير نيز مشخص است، برتري اتيل استات و تفاوت اندك آن 
كلرايد و در زمان كمتر و نسبت بيشتر اختلاط  دي با متيلن

  .است
جهت اطمينان از صحت و دقت مدل طراحي شده، با 

آمده، ميزان قطر هاله شفاف تئوري و  به دستتوجه به نتايج 
حاصل شده از آزمايش براي هر يك از سه حلال، بررسي شد 

با توجه به . است شده داده نشان 6كه نتايج آن در جدول 
، تفاوت حداقلي موجود 6مقايسه صورت گرفته در جدول 

شده در آزمايش  گيري اندازهدقت قطر هاله شفاف  دهنده نشان
. دقت بالاي مدل است دهنده نشان، شده ينيب شيپو با قطر 

برابر  Adj R- squaredو  %35/93برابر با  2Rهمچنين با وجود 
  .توان بر اطلاعات مدل اطمينان كرد مي% 04/91

  
  بيوتيك بازدهي استخراج آنتي گيري اندازه 3-2

براي تعيين ميزان بازدهي از مقايسه سطح زير پيك بر 
با توجه به يكسان . حجم تزريق شده در دو نمونه استفاده شد

ها، پاسخ  بودن حجم تزريق هر دو نمونه، مقايسه سطح زير قله
  .است ارائه شده 6 شكلنتايج اين آزمايش در . را مشخص نمود

  
  هاي مختلف در زمان تأثير نوع حلال بر قطر هاله شفاف) 4(شكل 

  

  

  
نمودارهاي سه بعدي مربوط به تأثير درصد حلال و زمان  )5(شكل 

بيوتيك استخراج شده از  اختلاط بر قطر هاله شفاف حاصل از آنتي
اتيل استات، ) الف. MUT.3سودوموناس آئروجينوزا كشت سويه 

هگزان - n )كلرايد و ج دي متيلن) ب
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  بيوتيك سطح زير پيك و بازدهي فرآيند استخراج آنتي) 7(جدول 
سطح زير پيك اول  

)area/50µl ( 

سطح زير پيك دوم 
)area/50µl ( 

بازدهي استخراج   شده ارز همسطوح 
سطح زير پيك اول   بيوتيك آنتي

)area/50µl (  
سطح زير پيك دوم 

)area/50µl(  
  پيك دوم  پيك اول  9/52930259  6/2772402  52930259  27724026  نمونه استخراجي

  %2/15  %14  34813879  19803166  34813879  19803166  سوپرناتانت
  

به  ، هر پيكHPLCبا توجه به وجود دو قله در آزمايش 
  .صورت جداگانه بررسي شد

اي كه بايد بر آن دقت شود، اين است كه نمونه  تنها نكته
تغليظ شده بود و بايد در  برابر 10حاصل از استخراج به نسبت 

مشخص است كه  7با توجه به جدول . محاسبات لحاظ شود
اين بازدهي براي . اول است% 15بازدهي اين فرآيند در حدود 

پس از . سازي فرآيند استخراج است حالت بدون بهينه
گرم بر ليتر به  1بيوتيك از  سازي، ميزان استخراج آنتي بهينه

 34يافت كه افزايش بازدهي  گرم بر ليتر افزايش 34/1
به همين . دهددرصدي نسبت به حالت اوليه را نشان مي

افزايش % 20به % 15ترتيب ميزان بازدهي كلي استخراج از 
  .يافت

  
  يبند جمع -4 

بررسي و  PCAبر فرآيند استخراج  مؤثردر اين پژوهش، عوامل 
آناليز استاندارد واريانس بر روي قطرهاي هاله . شد سازي بهينه

شفاف حاصل شده، مشخص نمود كه جهت دستيابي به حالت 
كربوكسيليك اسيد از سويه  -1ي استخراج فنازين بهينه

، استفاده از اتيل استات، به MUT.3 سودوموناس آئروجينوزا
حلال به سوپرناتانت و اختلاط به مدت % 150نسبت اختلاط 

ميزان % 34سازي،  پس از بهينه. دقيقه شرايط بهينه است 30
. نسبت به حالت اوليه افزايش نشان داد كيوتيب يآنتاستخراج 

% 20سازي به  بازدهي كلي فرآيند استخراج پس از بهينه
اگرچه اتيل استات بهترين حلال انتخاب شد، اما با . رسيد

قطر هاله به كلرايد نيز  دي ، استفاده از متيلن4توجه به شكل 
تر  شود كه با توجه به قيمت پائينشفاف مناسبي منجر مي

كلرايد، اين حلال در افزايش مقياس و برآوردهاي  دي متيلن
هايي  با توجه به بررسي. اقتصادي بيشتر مورد توجه خواهد بود

كه در اين تحقيق صورت گرفت، نشان داده شد كه فرآيند 
ثيرگذار در فرآيند توليد استخراج از مراحل بسيار مهم و تأ
، سازي بهينهتوان با انجام  محصولات زيستي است كه مي

  .فرآيند را به سوي اقتصادي شدن هرچه بيشتر پيش برد

براي بررسي بازدهي استخراج  HPLCآزمايش ) 6(شكل 
  .وپرناتانت به روش استخراج حلاليبيوتيك از س آنتي
  سوپرناتانت )نمونه استخراج حلالي شده و ب) الف

  
  تشكر و قدرداني

مالك  صنعتي دانشگاه از را خود تشكر تا دانيم مي لازم بر خود
 كمال و بوده ما حامي تحقيق مراحل تمام در كه اشتر

  .نماييم ابراز داشتند، را همكاري
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ABSTRACT 

 

ARTICLE INFO 

Replacing toxic antifouling paints with coatings that have no 
effect on the marine environment is an important issue. 
Phenazine 1-carboxylic acid (PCA) is one of the effective 
antibiotics, which can be used as antifouling agent in marine 
coatings to prevent attachment of marine species on ship 
hulls. In this study, Phenazine 1-carboxylic acid (PCA) as an 
antibacterial agent which produced by Pseudomonas 
Aeruginosa MUT.3 was investigated. PCA extraction process 
was optimized using Response Surface Methodology (RSM). 
Results showed that at 30 min mixing time, 150% of solvent 
and using ethyl acetate as solvent are considered the optimum 
levels and factors in phenazine 1-carboxylic acid production 
which produced by P. aeruginosa MUT.3. In the present 
paper, the optimization of extraction process suggested as an 
effective way to increase the production in biological 
processes in which the extraction of PCA increased by 34% 
compared to previous reports. 
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