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  چکیده

 کنندهحل ریزجاندارانستفاده از پتانسیل ا .باشدمی کننده رشد گیاهانصر محدوداترین عناز مهمیکی فسفر 

 ریزجاندارانگري توانایی انحلال غربال است.مین نیاز فسفري گیاهان أت یکی از راهکارهاي مهم درنامحلول  هايفسفات

هدف از باشد.  میاصر غذایی محیط ثیر ترکیب عنأمنظور استفاده در کودهاي زیستی، تحت تدر شرایط آزمایشگاهی به

کلسیم فسفات بر انحلال فسفر با تري میزان نیتروژن و مختلف کربن وثیر منابع و سطوح أسازي تاین مطالعه مدل

منظور غربالگري و پاسخ بر مبناي طرح مرکب مرکزي بود. ابتدا بهسطح برمن و روش  –استفاده از طرح پلاکت 

آزمایش  12تعداد  ،Pseudomonas fluorescensکربن و نیتروژن بر انحلال فسفر توسط باکتري ثیرگذار أشناسایی منابع ت

ثیر بیشتري در انحلال أبرمن اجرا شد. نتایج نشان داد که از بین منابع نیتروژن، عصاره مخمر ت –بر اساس طرح پلاکت 

کلسیم فسفات بر انحلال مر و همچنین ترياثر سطوح متفاوت ساکارز، عصاره مخ ،. براساس نتایج این بخششتفسفر دا

و  L g0372/0 =SEMR-1گر کارآمدي بالاي (بیان تجزیه واریانس سازي شد.  نتایجفسفر با استفاده از طرح مرکب مدل

896/0 =2Rترتیب فسفات بهکلسیماي بود. عصاره مخمر و تري) مدل طرح مرکب مرکزي در برآورد انحلال فسفر مشاهده

 برگرم  4صفر تا  که افزایش مقدار عصاره مخمر در محدودهوريطهب .ثیرگذار بر انحلال فسفر بودندأتعوامل ن مؤثرتری

لیتر سبب افزایش غلظت فسفر محلول شد. براساس مدل طرح  برگرم  20صفر تا  فسفات در محدودهکلسیملیتر و تري

عنوان شرایط کلسیم فسفات بهساکارز، عصاره مخمر و تريگرم بر لیتر از  97/17و  4، 58/18هاي مرکب مرکزي غلظت

 بینی شد.غلظت فسفر محلول در محیط کشت پیش بیشینهیابی به بهینه براي دست

  

  سازيمدلمحیط کشت، برمن، طرح مرکب مرکزي،  –کننده فسفر، پلاکت باکتري حل کلیدي: هايواژه
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Abstract 

Phosphorus is one of the most important limiting elements for plant growth. Using phosphate solubilizing 

microorganisms (PSM) is one of the main strategies to meet plant P demand. In Vitro screening of phosphate 

solubilization potential in order to use as biofertilizers, is influenced by nutrient composition of media. The purpose of 

this study was modeling the effects of different carbon and nitrogen sources and tricalcium phosphate on phosphorous 

solubilization using Placket-Burman design and response surface methodology with a central composite design. At the 

first step, 12 experiments based on Placket-Burman design were carried out to screen and identify the effective carbon 

and nitrogen sources in phosphorous dissolution by Pseudomonas fluorescens. Results indicated that yeast extract was 

more effective source of nitrogen in comparison with other nitrogen sources. According to the results of the first step, 

response surface methodology with central composite design was employed to evaluate and to model the effects of 

sucrose, yeast extract and tricalcium phosphate concentrations on phosphate dissolution. The analysis of variance 

(ANOVA) depicted the high performance of the central composite predictive model of phosphorus dissolution (R2= 

0.896 and RMSE=0.0372 g L-1). The yeast extract and tricalcium phosphate were the most significant parameters for 

phosphate solubilization. Increasing of the yeast extract concentration at the range of 0-4 g L-1 and the tricalcium 

phosphate at the range of 0-20 g L1 significantly increased the soluble phosphate concentration. According to central 

composite design, maximum phosphate dissolution was obtained at the yeast extract, sucrose and tricalcium phosphate 

concentrations of 4, 18.58, 17.97 g L1 respectively. 
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   مقدمه

باشد یپرمصرف م ییاز عناصر غذا یکیفسفر 

با این  کند.یشدت محدود مرا به اهیکه کمبود آن رشد گ

فسفر در خاك بسیار کم بوده و ترکیبات حال حلالیت 

 يهافسفات شکلبخش قابل توجهی از فسفر خاك به

با  گرید سوي. از )1994 عبداله(باشد ینامحلول م

بخش قابلحاوي فسفر نیز  ییایمیش يکودها مصرف 

تبدیل  نامحلول يهابیترک شکلاز فسفر به ياملاحظه

 يهاخاكبنابراین  گردد.یم تیدر خاك تثب شده و

فسفر نامحلول  ریاز ذخا يادیز ریمقاد يحاو يکشاورز

- تینامحلول و تثب يهافسفر از فرم يآزادساز بوده و

 یهمفرا تیقابل شیمنظور افزاشده موجود در خاك به

برخوردار  ايویژه تیاز اهم یزراع اهانیگ يفسفر برا

در این میان  .)1999 اگا(رودریگز و فر ستا

نقش بسیار مهمی در  1کننده فسفاتحل ریزجانداران

-کنند بهحلالیت ترکیبات نامحلول فسفر در خاك ایفا می

استفاده فسفر خاك، معدنی و غیرقابل  هاينحویکه شکل

 و ت نمودنیلییی نظیر اسیدسازي، کاز طریق فرآیندها

کننده فسفات حل ریزجاندارانهاي تبادلی توسط واکنش

کننده حل ریزجاندارانشوند. به فسفر محلول تبدیل می

توانند فسفات موجود در خاك علاوه بر اینکه می

مصرف کودهاي شیمیایی حاوي فسفات را کاهش دهند، 

 شوندیباعث افزایش جذب فسفر در گیاهان نیز م

هاي مختلف توان سویه .)2002(سیلزپور و همکاران 

                                                           
1- Phosphate solubilizing microorganisms 
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هاي معدنی هاي خاك براي انحلال فسفاتباکتري

مختلف مورد اشاره قرار  هايپژوهشنامحلول در 

از انواع  هاسودوموناس .)1986(گلداستین  گرفته است

(ایلمر و  باشندکننده فسفات میهاي حلمهم باکتري

هاي باکتریایی مختلفی از جمله گونه .)1995همکاران 

Pseudomonas putida ،P. fluorescens،P. aeruginosa ،

P.aureofaciens ،Bacillus firmus ،B. circulans ،B. 

megatherium فسفر برخوردارند.  از توانایی انحلال

گزارش کردند که حلالیت میکروبی  )1983( کاسی

ترشح  دلیلبههاي نامحلول در محیط کشت مایع فسفات

. وجود اسیدهاي آلی از قبیل باشداسیدهاي آلی می

هاي اگزالیک، سیتریک، لاکتیک و گلوکنیک با روش

در محیط  HPLCو TLC مختلف کروماتوگرافی از قبیل

توسط  ،کننده فسفاتحل ریزجاندارانکشت مایع 

(وایت  تعیین و گزارش شده است پژوهشگران متعددي

 ).1982یک و دي بان ،1999لاو و همکاران 

عوامل مختلفی از قبیل منابع کربن و نیتروژن، 

، شرایط تهویه و دوره انکوباسیون در کارآیی pHدما، 

 ،2005(پرادان و ساکلا  هاي فسفات نقش دارندکنندهحل

از نظر  سودوموناسهاي جنس . باکتري)2007وایت لاو 

منبع انرژي و کربن کموارگانوتروف هستند و قادرند از 

عنوان منبع کربن و انرژي استفاده ترکیب آلی به 150

ها و در لذا رشد و فعالیت متابولیکی این باکتري ،نمایند

ها توسط اجزاء نتیجه قابلیت انحلال فسفر توسط آن

هاي معدنی بستر رشد نظیر منابع کربن و نیتروژن، نمک

 گیردثیر قرار میأمصرف تحت تمتنوع و عناصر کم

سازي بستر یکی از . بنابراین بهینه)2004(تودار 

باشد. ترکیب معیارهاي مهم براي انحلال فسفر می

-ها از روشثر بر رشد باکتريؤسطوح مختلف عوامل م

هاي معمول براي تشخیص شرایط مناسب انحلال فسفر 

هاي معمول براي بررسی در روش .ها استتوسط آن

لال فسفر اثر عوامل مختلف بر شرایط رشد و قابلیت انح

و عوامل دیگر  متغیر بودهها یک عامل توسط باکتري

زمانبر  برشوند که این امر علاوهداشته میثابت نگه

پرهزینه نیز بوده و از سوي دیگر تضمینی براي  ،بودن

تشخیص شرایط کاملا بهینه براي فعالیت متابولیکی 

. در این ارتباط )2015(پدماواتی  دهدباکتري ارائه نمی

برمن و روش  -هاي آماري نظیر طرح پلاکت روش

توانند ابزارهاي مفیدي جهت تشخیص پاسخ ، میسطح 

 بیشینهمنظور نیل به ها بهي کشت باکتريشرایط بهینه

هاي زیستی در انجام فعالیت ریزجاندارانیی این آکار

(سووتا و همکاران  نظیر انحلال فسفر محسوب شوند

  . )2007راجندران و همکاران  ،2014

- هایی ترکیبی از روشهاي مذکور تکنیکروش

با  2هامنظور طراحی آزمایشهاي آماري و ریاضی به

کننده هستند که بینیهدف ایجاد مدل ریاضی پیش

عنوان ثیر تعدادي عامل بهأتوانایی ارزیابی میزان ت

متغیرهاي مستقل را بر روي یک پاسخ مطلوب به عنوان 

. در )2002گومري یرس و مانت(مامتغیر وابسته دارند 

ها از اطلاعات کمی حاصل از تعداد حقیقت در این روش

طور همزمان استفاده شده و با ها بهمناسبی از آزمایش

ها از طریق تحلیل معادلات چندپارامتري، متغیر تلفیق آن

گردد. روش سازي میبینی شده و یا بهینهپاسخ پیش

 - اي مختلف مانند باکسهپاسخ با استفاده از طرحسطح 

پذیر است. در انجام 4و یا طرح مرکب مرکزي 3بنکن

ها به عنوان ابزارهایی توانمند هاي اخیر این روشسال

سازي سازي و بهینههاي مربوط به مدلدر پژوهش

فرآیند در علوم مهندسی و بیولوژي مورد استفاد قرار 

یبدي م-نژادآقایی ،2013(موسوي و همکاران اند گرفته

  . )2015و همکاران 

توجهی که اجزاء محیط کشت نقش قابل دلیلبه

مطالعات هاي نامحلول دارند، در انحلال فسفات

شناسایی مؤثرترین بستر کشت در  جهتگوناگونی 

ارزیابی توانایی انحلال فسفر صورت گرفته است (زیا و 

، سانینگهام و 2001، سنگتا و ناتیال 2009همکاران 

منظور ارزیابی ) به2009زیا و همکاران ( ).1992کوآیک 

 Rhizobium توسط هاتوانایی انحلال فسفات

minosarumuleg  محیط کشت مختلف شامل  3از

محیط رشد و  6، عصاره مخمر مانیتول5پیکوسکایا

                                                           
2-  Design of experiments (DOE) 
3- Box-Behnken 
4- Central composite design (CCD) 

5 - Pikovskaya’s medium 
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استفاده  7شناسی ملیفسفات مؤسسه تحقیقات گیاه

هاي منتخب سویهنتایج حاکی از آن بود که نمودند. 

ترین رهاسازي فسفر را در پیکوسکایا داشتند. بیش

محلول نیز  ترین غلظت فسفرو پایین pHکمترین کاهش 

با وجود اینکه . عصاره مخمر مانیتول بود مربوط به

 NBRIP ترکیب شیمیایی محیط کشت پیکوسکایا و

مشابه با عصاره مخمر  ینتایج NBRIP،بود یکسان

این دو محیط کشت تفاوت  آندلیل  .نشان داد را مانیتول

منابع آهن و منگنز و وجود  از نظر مقدار عناصر غذایی

نوع و غلظت اسیدهاي آلی که  در پیکوسکایا است چرا

از ترکیب و غلظت اجزاء  ،ریزجاندارانتولید شده توسط 

پرادهان و ساکلا پذیرد (ثیر میأموجود در بستر کشت ت

-) نیز به2005پرادهان و ساکلا (). 1999لاو ، وایت2005

-هاي معدنی توسط قارچمنظور ارزیابی انحلال فسفات

هاي محیطاز  ،هاي زراعیهاي جداسازي شده از خاك

محیط رشد فسفات مؤسسه  و 8AYGکشت پیکوسکایا، 

استفاده کردند. در این مطالعه شناسی ملی تحقیقات گیاه

 بود. AYGمحیط کشت  بیشترین غلظت فسفر مربوط به

با  ریزجاندارانزیابی توانایی انحلال اربر این اساس 

 نمایدمیهرکدام از بسترهاي کشت نتایج متفاوتی ایجاد 

-هدف از این پژوهش مدل .)2005(پرادهان و ساکلا 

سازي اثر متغیرهایی مانند منابع کربن و نیتروژن بر 

کلسیم فسفات  توسط باکتري میزان انحلال تري

Pseudomonas fluorescens  .ین اساس ابتدا اثر بر ابود

- منابع مختلف کربن و نیتروژن بر قابلیت انحلال تري

کلسیم فسفات توسط این باکتري با استفاده از طرح 

گري و برمن تعیین شده و پس از غربال –پلاکت 

ثیرگذار کربن و نیتروژن، اثر سطوح أشناسایی منابع ت

کلسیم فسفات با پذیري تريمختلف این منابع بر انحلال

  سازي شده است.ستفاده از طرح مرکب مرکزي مدلا

  

 هامواد و روش

                                                                                          
6 - Yeast mannitol extract 

7- National botanical research institute's phosphate 
(NBRIP) 
8 -Ammonium sulfate yeast extract glucose (AYG) 

   کننده فسفاتحل گونه باکتري

 يدرمرحله خاك ریزوسفري نمونه 50تعداد

 گندم استان آذربایجان غربی مزارع از گندم دهیپنجه

-جداسازي سویهپس از . شد تهیه (شهرستان ارومیه)

وسکایا (پیک فسفات کنندهحل هايهاي برتر باکتري

داراي که  Pseudomonas fluorescensباکتري  ،)1948

فسفر آزاد شده  مقداربالاترین میزان شاخص حلالیت و 

عنوان سویه مورد به ،هاي دیگر بودنسبت به سویه

  مطالعه انتخاب شد.

  

  گیري فسفرتهیه مایه تلقیح و اندازه

مورد استفاده،  سسودوموناس فلورسنباکتري 

کشت  ٩در محیط کشت نوترینت آگارپس از جداسازي 

. پس از رشد باکتري، )2012آرولانتام و همکاران ( شد

-میلی 50سازي مایه تلقیح، ارلن حاوي به منظور آماده

تهیه و باکتري در این  ١٠لیتر محیط کشت نوترینت براث

 1ساعت شیک نمودن،  24محیط تلقیح شد. پس از 

سلول  4/6×810ابر  لیتر از مایه تلقیح (با جمعیت برمیلی

لیتر محلول در جذب نور با طول باکتري در یک میلی

هاي حاوي محیط نانومتر) به هر یک از ارلن 600موج 

هاي ذیل) (مرحله اول و دوم آزمون کشت پیکوسکایا

 25روز در دماي  9مدت ها بهافزوده شد. سپس ارلن

ها با شدند. محتویات ارلن انکوباسیون سیلسیوسدرجه 

- ستفاده از کاغذ صافی واتمن صاف شده و در عصارها

آمده مقدار فسفر محلول با روش دست ههاي ب

وانادات و با استفاده از دستگاه - مولیبدات

گیري نانومتر اندازه 470اسپکتروفتومتر در طول موج 

  .)1980(کاتنی گردید 

  

رایط محیط شسازي انحلال فسفات بر مبناي تغییر مدل

  کشت

سازي و تعیین شرایط بهینه انحلال مدلمنظور به

 Pseudomonas fluorescensفسفر توسط باکتري

 ها در دو مرحله طراحی و اجرا شد. در مرحلهآزمایش

                                                           
9- Nutrient agar 
10- Nutrient broth 
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مدل خطی درجه اول  برمن بر پایه –اول طرح پلاکت 

گري منابع کربن و نیتروژن منظور ارزیابی و غربالبه

ستفاده قرار مختلف بر قابلیت انحلال فسفر مورد ا

هاي مربوط به این مرحله مطابق با گرفت. آزمایش

و با ترکیب مقادیر متفاوتی از سطح منابع  1جدول 

کربن و نیتروژن مختلف صورت گرفت. در این بخش 

سه منبع مختلف کربن و سه منبع مختلف نیتروژن 

مورد بررسی قرار گرفتند که منابع کربن شامل گلوکز، 

لیتر) و  برگرم  20+ (1ر دو سطح ساکارز و فروکتوز د

لیتر) بوده و منابع نیتروژن نیز شامل  برگرم  10( -1

+ 1عصاره مخمر، سولفات آمونیوم و اوره در دو سطح 

) بود. بر مبناي لیتر برگرم  5/0( -1لیتر) و  برگرم  10(

آزمایش مختلف با ترکیب  12برمن تعداد  –طرح پلاکت 

رسی (سه منبع کربن و متغیر مورد بر 6سطوح مختلف 

  سه منبع نیتروژن) انجام شد.

براساس تحلیل نتایج مربوط به انحلال فسفات از 

ثیرگذار أاول منابع کربن و نیتروژن مهم و ت لهحمر

دوم با استفاده از طرح  شناسایی شده و در مرحله

مرکب مرکزي و با ترکیب سطوح مختلف این منابع و 

-بلیت انحلال فسفات مدلکلسیم فسفات، قاهمچنین تري

سازي شده و شرایط بهینه محیط کشت براي انحلال 

سازي طرح هاي مربوط به مدلتعیین شد. تجزیه  تحلیل

-برمن و طرح مرکب مرکزي با استفاده از نرم –پلاکت 

  صورت گرفت. MINITAB 14افزار 

 

  .عنوان متغیر پاسخات محلول بهبرمن و مقدار فسف  –ي متغیرهاي مربوط به مدل پلاکت دامنه -1جدول 

  شماره آزمایش
  منبع نیتروژن    منبع کربن

  اوره  سولفات آمونیوم  عصاره مخمر    کتوزوفر  ساکارز  گلوکز

1  1+  1+  1+    1-  1+  1+  

2  1+  1-  1+    1+  1-  1+  

3  1-  1-  1+    1+  1+  1-  

4  1-  1-  1-    1+  1+  1+  

5  1-  1+  1+    1-  1+  1-  

6  1-  1+  1+    1+  1-  1+  

7  1+  1+  1-    1+  1+  1-  

8  1+  1-  1-    1-  1+  1+  

9  1-  1-  1-    1-  1-  1-  

10  1+  1-  1+    1-  1-  1-  

11  1-  1+  1-    1-  1-  1+  

12  1+  1+  1-    1+  1-  1-  

 باشند.لیتر منابع نیتروژن می برگرم  5/0و  10لیتر منابع کربن و  برگرم  10و  20 دهندهترتیب نشانهب -1+  و 1

  

  نتایج و بحث

  برمن –طرح پلاکت 

اثر منابع مختلف کربن و نیتروژن بر قابلیت 

با  Pseudomonas fluorescensانحلال فسفر توسط باکتري

برمن مورد بررسی قرار  –استفاده از طرح پلاکت 

گرفت. نتایج مربوط به قابلیت مدل حاصل از طرح 

 1بینی انحلال فسفات در شکل برمن براي پیش –پلاکت 

تایج مربوط به تجزیه آماري این طرح در و همچنین ن

 1گونه که در شکل ارائه شده است.  همان 2جدول 

برمن  -شود، مدل مربوط به طرح پلاکت مشاهده می

و  g L 214/0  =RMSE-1توانسته با دقت قابل قبولی (

784/0  =2R12هاي ) مقدار انحلال فسفر در آزمایش 

ی نماید. براساس بینگانه مربوط به مرحله اول را پیش

دست به P و مقدار آماره 2نتایج ارائه شده در جدول 

توان گفت که آمده براي منابع کربن و نیتروژن می

داري در استفاده از منابع مختلف کربن تفاوت معنی
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. )2(طبق جدول  است مقدار انحلال فسفر را ایجاد نکرده

ف کربن داري بین منابع مختلعبارت دیگر تفاوت معنیبه

عنوان توانند بهها میکدام از آن وجود نداشته و هر

جایگزین یکدیگر در محیط کشت استفاده شوند. اما در 

شود که مقدار ده میهمورد منابع مختلف نیتروژن مشا

دار بوده و در ) معنی04/0براي عصاره مخمر ( P آماره

) و 51/0براي  اوره ( P تر از مقدار آمارهعین حال کم

. این امر )2(طبق جدول  ) است398/0ولفات آمونیوم (س

دهد که در بین منابع مختلف نیتروژن عصاره نشان می

مخمر نقش بیشتري در فعالیت متابولیکی باکتري و در 

نتیجه افزایش قابلیت انحلال فسفر توسط آن را دارد. 

 دهندهروشنی نشانها بهنتایج این مرحله از آزمایش

برمن بوده  –مدل مربوط به طرح پلاکت قابلیت مطلوب 

نابع مختلف کربن کننده این واقعیت است که مو بیان

عنوان توانند بهکز و فروکتوز میشامل ساکارز، گلو

جایگزین یکدیگر در محیط کشت استفاده شوند در 

که در بین منابع مختلف نیتروژن، عصاره مخمر حالی

رد. بر این نسبت به سایر منابع اولویت بیشتري دا

سازي سطوح منابع کربن و نیتروژن اساس براي بهینه

هاي مربوط به طرح مرکب محیط کشت در آزمایش

ب ترتیدوم) ساکاروز و عصاره مخمر به مرکزي (مرحله

  انتخاب شدند. به عنوان منابع کربن و نیتروژن

  

  
  .برمن –ه و برآورد شده با استفاده از مدل پلاکت بینی شدارتباط بین مقادیر فسفات پیش -1شکل 

  

  .برمن –هاي آزمایشی مدل پلاکت مربوط به داده *ضرایب رگرسیونی -2جدول 

  تیمار
 Pآماره   Tآماره   ضریب  پارامتر

  000/0  25/11  079/1  ثابت معادله

  منبع کربن

  357/0  01/1  097/0  گلوکز

  267/0  25/1  119/0  ساکارز

  464/0  -79/0  -076/0  کتوزوفر

  منبع نیتروژن

  040/0  75/2  263/0  عصاره مخمر

  398/0  92/0  088/0  سولفات آمونیوم

  051/0  56/2  245/0  اوره
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* 40/78  =2R 

 
  سازي طرح مرکب مرکزيمدل

-سازي و پیشمنظور مدلطرح مرکب مرکزي به

ز، عصاره مخمر و وبینی اثرات سطوح مختلف ساکار

-سیم فسفات موجود در محیط کشت، بهکلهمچنین تري

-عنوان متغیرهاي مستقل، بر قابلیت انحلال فسفر به

عنوان متغیر وابسته مورد استفاده قرار گرفت. در این 

هاي متفاوتی از این سه متغیر شامل روش دامنه

گرم  0-4لیتر)، عصاره مخمر ( برگرم  0-40ساکاروز (

لیتر) در  برم گر 0-20فسفات ( کلسیملیتر) و تري بر

 هصورت کدبندي شده در محدودنظر گرفته شده و به

معرفی گردید. در  MINITABافزار به نرم - 1+ تا 1

ها تغییرات آن متغیرهاي مورد استفاده و دامنه 3جدول 

 افزار براساس دامنهبه طور خلاصه ارائه شده است. نرم

 معرفی شده و همچنین تعداد متغیرهاي مستقل، مجموع

-آزمایش و با ترکیب سطوح متفاوتی از مقادیر کد 20

هاي نماید. آزمایشبندي شده این متغیرها طراحی می

افزار براساس مقادیر کدبندي طراحی شده توسط نرم

اند. نشان داده شده 4هاي مستقل در جدول متغیر شده

این مرحله، محیط کشت باکتري براساس  در ادامه

- اره مخمر و همچنین تريسطوح مختلف ساکارز، عص

کلسیم فسفات آماده شده و پس از کشت باکتري مقدار 

گیري شد که ها اندازهفسفر انحلال یافته در هر یک از آن

یش نیز در نتایج مربوط به انحلال فسفر در هر آزما

  ارائه شده است. 4جدول 

  

 .سازيدامنه مقادیر آزمایشی متغیرهاي مورد استفاده در مدل -3جدول 

  هاي مستقلمتغیر
  دامنه و مقادیر  فاکتور

iX 1+  0  1-  

  L g(  1X  40  20  0-1ساکاروز (

  L g(  2X  4  2  0-1عصاره مخمر (

  L g(  3X  20  10  0-1کلسیم فسفات (تري

  

  
-اي و پیشمقایسه غلظت فسفات محلول مشاهده -2شکل 

  بینی شده با استفاده از مدل طرح مرکب مرکزي.

  
تحلیل پارتو براي مقایسه اثر پارامترهاي مدل  نتایج -3شکل 

  طرح مرکب مرکزي بر غلظت فسفات.

  

  

  



  319                                                                با استفاده از روش سطح پاسخ Pseudomonas fluorescensسازي انحلال فسفر توسط مدل

 

 
 

  

  

  .سازي روش طرح مرکب مرکزيماتریس مقادیر متغیرهاي کد شده در مدل -4جدول 

شماره 

 آزمایش

  محلول فسفات  )Coded variablesمقادیر کد شده متغیرها (

)1-L g(  ) ساکاروزSuc(  ) عصاره مخمرYE(  تري) کلسیم فسفاتTCa(  

1 595/0- 595/0 595/0 526/0 

2  595/-0 595/0 595/0- 235/0 

3  000/0 000/0 000/0 460/0 

4  595/0 595/0- 595/0- 247/0 

5  000/0 000/0 000/0 460/0 

6  000/0 000/0 000/0 460/0 

7  000/0 000/1 000/0 573/0 

8  000/0 000/1- 000/0 149/0 

9  000/1- 000/0 000/0 290/0 

10  595/0- 595/0- 595/0 316/0 

11  000/0 000/0 000/0 460/0 

12  000/1 000/0 000/0 408/0 

13  595/0 595/0 595/0- 281/0 

14  000/0 000/0 000/0 460/0 

15  595/0 595/0- 595/0 296/0 

16  000/0 000/0 000/0 460/0 

17  595/0- 595/0- 595/0- 252/0 

18  000/0 000/0 000/1 411/0 

19  000/0 000/0 000/1- 218/0 

20  595/0 595/0 595/0 457/0 

  بینی غلظت فسفات محلول.طرح مرکب مرکزي براي پیش ضرایب تابع چند جمله -5جدول 

 Pآماره  Tآماره   ضریب  پارامترهاي مدل  بخش مدل

 Constant 4600/0 441/21 000/0 ثابت مدل

 خطی

Suc 0110/0 770/0 549/0 

YE 0807/0 667/5 000/0 

TCa 0663/0 561/4 001/0 

 ي دودرجه

Suc × Suc 0409/0- 950/2- 015/0 

YE × YE 0368/0- 656/2- 024/0 

TCa × TCa 0532/0- 833/3- 003/0 

 برهمکنش

Suc × YE 0004/0 019/0 958/0 

Suc × TCa 0162/0- 872/0- 404/0 

YE × TCa 0444/0 383/2 038/0 

Suc ،YE  وTCa باشند.فات میکلسیم فسساکاروز، عصاره مخمر و تري دهندهترتیب نشانهب  
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براي  5براساس نتایج ارائه شده در جدول 

ي طرح داري هر یک از ضرایب تابع چند جملهمعنی

مرکب مرکزي و با در نظر گرفتن ضرایب داراي اثر 

-کننده مقدار فسفر محلول بهبینیدار تابع پیشمعنی

قابل ارائه خواهد بود. در این معادله  1 صورت معادله

1X ،2X  3وX ساکارز،  ترتیب مربوط به مقادیر کد شدهبه

  باشند.کلسیم فسفات میعصاره مخمر و تري

  

[1]  
 
 

  
  

که بر مبناي نتایج تحلیل آماري ضرایب  1 معادله

روشنی مدل طرح مرکب مرکزي خلاصه شده است به

- ) و تري2Xعصاره مخمر ( گر اثر مثبت و افزایندهبیان

یش فسفر محلول است. در افزا ) بر3Xکلسیم فسفات (

هاي نیز مقدار فسفر مشاهده شده در آزمایش 2شکل 

طرح مرکب مرکزي در مقابل میزان فسفر محاسبه شده 

ترسیم شده  1از روي مدل طرح مرکب مرکزي معادله 

دهد که مدل طرح روشنی نشان میاست. این شکل به

طور مطلوبی مقدار فسفر محلول مرکب مرکزي به

را برآورد نموده است. براساس مقدار  مشاهده شده

توان گفت که ضریب تبیین مدل طرح مرکب مرکزي، می

درصد از تغییرات فسفر محلول توسط این مدل  6/89

قابل تبیین است. ریشه میانگین مربعات خطا براي مدل 

  ر لیتر است.بگرم  037/0مذکور نیز برابر با 

اثر  ديبنمنظور تفسیر بهتر نتایج مدل و رتبهبه

، 1 پارامترهاي مدل طرح مرکب مرکزي در معادله

درصد اثر هر یک از این پارامترها با استفاده از تحلیل 

پور و محاسبه گردید (امان 2 کاربرد معادلهو با  11پارتو

  ).2013همکاران 

   

[2] 
 

درصد اثر هر یک از پارامترهاي مدل طرح مرکب 

نشان  3در شکل داري آن همراه سطح معنیمرکزي به

                                                           
11- Pareto analysis 

از بین متغیرهاي مستقل بررسی شده  داده شده است.

کلسیم فسفات، توان دوم ترتیب عصاره مخمر، تريبه

کلسیم فسفات و نیز برهمکنش بین عصاره مخمر و تري

ثیر را بر میزان فسفر أکلسیم فسفات بیشترین تتري

 4که درصد اثر این طورياي دارند. بهمحلول مشاهده

 29/10و 78/14، 97/22، 10/34ترتیب برابر با بهمتغیر 

متغیر نیز برابر با  4بوده و مجموع درصد اثرات این 

 درصد است. 14/82

دادن اثر ترکیبی متغیرها شامل منظور نشانبه

فسفات، نمودار  کلسیمساکاروز، عصاره مخمر و تري

بعدي تغییرات غلظت فسفر محلول براي این متغیرها سه

دو به دو و بر اساس مدل طرح مرکب مرکزي  صورتبه

ارائه گردیده است. با افزایش  4ترسیم شده و در شکل 

- عنوان منبع نیتروژنی و تريهمیزان عصاره مخمر ب

فسفات مقدار فسفر محلول به شدت افزایش  کلسیم

 برگرم  20که مقدار فسفر در حضور طوريهیافت. ب

لیتر عصاره مخمر  برگرم  4کلسیم فسفات و لیتر تري

 3/83در مقایسه با شرایط عدم حضور این متغیرها 

 الف). 4درصد افزایش داشت (شکل 

هاي بالاي عصاره مخمر میزان فسفر در غلظت

میزان  بیشینهبا کاهش مقدار ساکاروز افزایش یافت. 

لیتر)  برگرم  20فسفر در سطح مرکزي ساکاروز (

  ب). 4مشاهده شد (شکل 

کربن یکی از منابع غذایی اولیه ینکه با توجه به ا

تلقیح شده  ریزجاندارانبراي رشد و فعالیت متابولیکی 

باشد و وجود آن براي تولید اسیدهاي آلی ضروري می

هاي است لذا تعیین منبع کربنی مناسب براي باکتري

(شارمیلال و  باشدکننده فسفر حائز اهمیت میحل

لیا و همکاران گانگو ،2014پراساد  ،1989همکاران 

اي که ) در مطالعه2012و همکاران ( ساگرواوشی )2015

از منابع کربن متنوعی براي ارزیابی انحلال فسفر 

استفاده نمودند، دریافتند که بیشترین انحلال فسفر در 

در نبود گلوکز نیز عصاره ، افتدحضور گلوکز اتفاق می

د. شوتلقیح یافته می ریزجاندارانمخمر منجر به رشد 

) 2008( احمدو  شهابدیگري که توسط  در مطالعه

هاي باکتریایی مورد بررسی صورت گرفت تمام سویه
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در حضور ساکاروز به عنوان منبع کربن از توانایی 

رشد و انحلال برخوردار بودند. اگرچه افزایش غلظت 

هاي تواند با افزایش فعالیت آنزیمقند (منبع کربن) می

یک باعث افزایش تولید اسید شود گلیکولیک و کربوکسیل

باشد صادق نمی ریزجانداراناما این امر در مورد تمام 

عنوان مثال در حضور مقادیر محدود منبع کربن به

یابد افزایش می Penicillium billaiتولید اسید آلی توسط 

و این امر افزایش انحلال فسفر را در پی دارد 

ح علت این امر . در توضی)1992(سانینگهام و کوآیک 

باید بیان نمود که وجود کمتر از حد مطلوب منابع کربنه 

(ایلمر و  هاي ثانویه ضروري استبراي تولید متابولیت

. بر این اساس ممکن است کاهش میزان )1992شینیر 

هاي بالاي ساکاروز ناشی از فسفر محلول در غلظت

سودوموناس کاهش تولید اسیدهاي آلی توسط باکتري 

  باشد. سنفلورس

 بیشینهدهد که مقادیر الف نشان می  4شکل 

مقادیر  بیشینهبینی شده منطبق با فسفر محلول پیش

غلظت در نظر گرفته شده براي عصاري مخمر و 

توان عبارت دیگر میفسفات است. به کلسیمهمچنین تري

بینی نمود که در صورت افزایش غلظت این دو پیش

مورد آزمایش، غلظت فسفر  متغیر به خارج از محدوده

توانست همچنان افزایش یابد. با این حال با محلول می

 توجه به اینکه اعتبار مدل طراحی شده تنها در دامنه

مورد استفاده براي متغیرهاي ورودي قابل اطمینان 

سازي مقدار غلظت فسفر محلول نیز در این است، بهینه

ارائه شده  5دامنه صورت گرفت. که نتایج آن در شکل 

  است.

 

  الف  ب

 ج

  .بعدي تغییرات مقدار فسفات در مقابل متغیرهاي ورودي مدل طرح مرکب مرکزينمایش سه -4شکل 
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بینی شرایط بهینه براي انحلال براساس پیش

لیتر  ربگرم  58/18هاي شود که غلظتفسفر مشاهده می

 برگرم  97/17لیتر عصاره مخمر و  برگرم  4ساکاروز، 

غلظت  بیشینهکلسیم فسفات منجر به ایجاد لیتر تري

شود (شکل لیتر می برگرم  58/0فسفر محلول معادل با  

طور هست که در محیط پیکوسکایا با ). این درحالی5

لیتر  برگرم  5/0لیتر گلوکز،  برگرم  10معمول از 

کلسیم فسفات لیتر تري برگرم  5ر و عصاره مخم

  ). 1948 ایکوسکایپشود (استفاده می

منظور تعیین مقادیر بهینه اجزاء اي که بهدر مطالعه

محیط کشت جهت ارزیابی انحلال فسفر صورت گرفت، 

-از بین منابع مختلف فسفر شامل فسفات آمونیوم، تري

کلسیم کلسیم فسفات، فسفات روي و سنگ فسفات، تري

عنوان بهترین منبع فسفاته در محیط کشت فسفات به

مایع پیکوسکایا  تعیین شد چرا که این ترکیب از حلالیت 

). 1992بالاتري برخوردار است (نگوین و همکاران 

اي که در ارتباط ) نیز در مطالعه2014تاکور و همکاران (

سازي شرایط کشت در افزایش انحلال ثیر بهینهأبا ت

 سودوموناس فلورسنتهاي مختلف هفسفر توسط سوی

کلسیم فسفات انجام گرفت، دریافتند که مقدار بهینه تري

باشد. در ارتباط با لیتر می برگرم  5براي انحلال فسفر 

منبع نیتروژنی نیز آزمایشات نشان دادند که تعدادي از 

هاي آمونیوم ها تنها در حضور نمکها و قارچباکتري

ی قادر به انحلال فسفر هستند عنوان منبع نیتروژنهب

). با این 2002، فاسیم و همکاران 1992(ایلمر و شینیر 

حال عصاره مخمر که مخلوطی شامل اسیدهاي آمینه، 

هاي و نمک Bها و سرشار از ویتامین پپتیدها، پروتئین

عنوان معدنی مفید است در نبود سایر منابع نیتروژنی به

صرف شده و منجر به ها ممنبع نیتروژن توسط باکتري

 .)1989شود (شارمیلال و همکاران انحلال فسفر می

  

  
  غلظت فسفات محلول. بیشینهبراي کسب  سازي مقادیر پارامترهاي ورودي مدلبهینه -5شکل 

  

  گیري کلینتیجه

در این پژوهش شرایط محیط کشت باکتري 

و همچنین از نظر منبع کربن  سسودوموناس فلورسن

انحلال فسفر از منبع  بیشینهمنبع نیتروژن، براي نیل به 

کلسیم فسفات مورد بررسی قرار گرفت. نتایج اولیه تري

ي منابع مختلف نیتروژن و کربن با در رابطه با مقایسه

برمن نشان داد که منابع کربن  –استفاده از طرح پلاکت 

سفر از ثیرگذاري بر انحلال فأتفاوت چندانی از نظر ت

کلسیم فسفات ندارند در حالی که از بین منابع تري

نیتروژن، عصاره مخمر در مقایسه با اوره و سولفات 
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آمونیوم نقش بیشتري در قابلیت انحلال فسفر دارد. بر 

ي دوم بر مبناي طرح مرکب این اساس در مرحله

ز، عصاره مخمر و وهاي متفاوتی از ساکارمرکزي دامنه

سیم فسفات با یکدیگر ترکیب شده و کلهمچنین تري

سازي قابلیت انحلال فسفر براساس این متغیرها مدل

سازي اثر توأم متغیرهاي شد. نتایج نشان داد که مدل

کلسیم فسفات براساس ساکاروز، عصاره مخمر و تري

تعدادي آزمایش محدود با استفاده از طرح مرکب 

شده آمیز بوده و مدل توسعه داده مرکزي موفقیت

بینی غلظت فسفر محلول دارد. از قابلیت مطلوبی در پیش

بین متغیرهاي ورودي، غلظت عصاره مخمر و همچنین 

 شکلسیم فسفات موجود در محیط نقغلظت تري

بیشتري در تعیین میزان انحلال فسفر دارند. نتایج 

سازي متغیرهاي ورودي مدل براي مربوط به بهینه

فر محلول نشان داده که غلظت فس بیشینهیابی به دست

ي بینی شده براي دامنهمقدار غلظت پیش بیشینه

لیتر است  برگرم  58/0متغیرهاي مورد استفاده برابر با 

گرم  58/18هاي که از ترکیب محیط کشت حاوي غلظت

 97/17لیتر عصاره مخمر و  برگرم  4لیتر ساکاروز،  بر

  ست.ا یابیکلسیم فسفات قابل دستلیتر تري برگرم 

  

  مورد استفاده منابع

Abd-Alla MH, 1994. Phosphate and the utilization of organic phosphorous by Rhizobium Leguminosarum biovar 
viceae. Lett Appl Microbiol 18: 294-296. 

Aghaeinejad-Meybodi A, EbadiA, Shafiei S, Khataee and Rostampour M, 2015. Degradation of antidepressant drug 
fluoxetine in aqueous media by ozone/H2O2 system: process optimization using central composite design. Environ 
Technol 36(12):1477-1488. 

Amanpour J, Salari D, Niaei A, Mousavi SM and Panahi PN, 2013. Optimization of Cu/activated carbon catalyst in low 
temperature selective catalytic reduction of NO process using response surface methodology. J Environ Sci Health., 
Part A 48(8): 879-886. 

Arulanantham R, Pathmanathan S, Ravimannan N and Niranjan K, 2012. Alternative culture media for bacterial growth 

using different formulation of protein sources. J Nat Prod Plant Resour 2(6): 697-700. 

Banik S and Dey BK, 1982. Available phosphate content of an alluvial soil as influenced by inoculation of some 
isolated phosphate-solubilizing microorganisms. Plant Soil 69: 353-364. 

Cotteni A, 1980. Methods of plant analysis. Pp. 64-100. In: Robert Lee Westerman. Soil and Plant Testing, FAO Soil 
Bulletin. 

Cunningham JE and Kuiack C, 1992. Production of citric acid and oxalic acid and solubilization calcium phosphate by 
penicillium billai. Appl Environ Microbiol 58: 1451–1458. 

Fasim F, Ahmed N, Parson R and Gadd GM, 2002. Solubilization of zinc salts by a bacterium isolated from air 
environment of a tannery. FEMS Microbiol Lett 213: 1–6. 

Goldstein AH, 1986. Bacterial solubilization of mineral phosphates: historical perspective and future prospects. Am J 
Altern Agri 1: 51-57. 

Gangoliya SS, Kishor G and Singh ND, 2015. Phytase production through response surface methodology and molecular 
characterization of Aspergillus fumigatus NF191. Indian J Exp Biol 53: 350-355. 

Illmer P and Schinner F, 1992. Solubilization of hardly-soluble AlPO4 with P-solubilizing microorganisms. Soil Bio 
and Biochem 24: 389-395. 

Illmer P, Barbato A and Schinner F, 1995. Solubilization of hardly soluble AlPO4 with P Solubilizing Microorganism. 
Soil Biol Biochem 27: 265-270. 

Isaie M and Padmavathi T, 2015. Statistical optimization of cellulase and xylanase enzyme production by Penicillium 
crustosum using sugar beet peel substrate by response surface methodology. Res J Pharm BiolChem Sci 6: 1144-
1151. 

Kucey RMN, 1983. Phosphate – solubilizing bacteria and fungi in various cultivated and virgin Alberta soils. Can J Soil 
Sci 63: 671- 678. 

Mousavi SM, Niaei A, Salari D, Nakhostin-Panahi P and Samandari M, 2013. Modelling and optimization of 
Mn/activate carbon nanocatalysts for NO reduction: comparison of RSM and ANN techniques. Environ Techno 
34(11): 1377-84. 

Myers RH and Montgomery DC, 2002. Response Surface Methodology: Process and Product Optimization using 

Designed Experiments, (2end ed.), John Wiley and Sons, UK. 



 1395/ سال  2/4 ارهشم 26 نشریه دانش آب و خاك / جلد                                    و ...           رسولی صدقیانی، اشرفی سعیدلو                         324

 

 

Nguyen C, Yan W, Le Tacon F and Lapyire F, 1992. Genetic variability of phosphate solubilizing activity by 
monocaryotiv and dicaryotic mycelia of the ectomycorrhizal fungus laccaria bicolor (Maire) P D Orton. Plant Soil 
143:193-199. 

Padmavathi T, 2015. Optimization of phosphate solubilization by Aspergillus niger using plackett-burman and response 
surface methodology. Soil Sci Plant Nutr 15 (3): 781-793. 

Plackett RL and Burman JP, 1946. The Design of optimum multifactorial experiments. Biometrika 33:305-325.  
Pikovskaya RI, 1948. Mobilization of phosphorous in soil connection with the vital activity of some microbial species. 

Microbiol 17: 362-370. 
Pradhan Nand Sukla L.B, 2005. Solubilization of inorganic phosphate by fungi isolated from agriculture soil. Afr J 

Biotechnol 5: 850-854. 
Prasad MP, 2014. Optimization of fermentation conditions of phosphate solubilizing bacteria- a potential bio fertilizer. 

MRJMBS 2(2): 031-035. 
Rajendran A, Meikandhan T and Viruthagiri T, 2007. Statistical evaluation of medium components by Plackett- 

Burman experimental design and kinetic modeling of lipase production by Pseudomonas fluorescens. Indian J 
Biotechnol 6: 469- 478. 

Rodriguez H, and Fraga R, 1999. Phosphate solubilizing bacteria and their role in plant growth promotion. Biotechnol 
Adv 17: 319-339. 

Sagervanshi A, Kumari P, Nagee A and Kumar A, 2012. Media optimization for inorganic phosphate solubilizing 
bacteria isolated from Anand agriculture soil. Int J pharm Life sci 2: 2250-0480. 

Sangeeta M, and Nautiyal CS, 2001. An efficient method for qualitative screening of phosphate-solubilizing bacteria. 
Curr. Microbiol 43:51-56.  

Seilsepour M, Baniani E and Kianirad M, 2002. Effect of Phosphate Solubilizing Microorganism (PSM) in reducing the 
rate of phosphate fertilizers application to cotton crop. Proceedings of the 15th International Meeting on Microbial 
Phosphate Solubilization Salamanca University, 16-19 July, Salamanca, Spain. 

Shahab S and Ahmed N, 2008. Effect of various parameters on the efficiency of zinc phosphate solubilization by 
indigenous bacterial isolates. Afr J Biotechnol 7 (10): 1543-1549. 

Sharmila M, Ramanand K and Sethunathan N, 1989. Effect of yeast extract on the degradation of organophosphorus 
insecticides by soil enrichment and bacterial cultures. Can J Microbiol 35: 1105-1110. 

Sheydaei M, Aber S and Khataee AR, 2014. Degradation of amoxicillin in aqueous solution using nanolepidocrocite 
chips/H2O2/UV: optimization and kinetics studies. Ind Eng Chem Res 20:1772–1778. 

Swetha S, VarmaA and Padmavathi T, 2014. Statistical evaluation of the medium components for the production of 
high biomass, a-amylase and protease enzymes by Piriformospora indica using Plackett–Burman experimental 
design. Biotech 4: 439–445. 

Thakur D, Kaur M and Shyam V, 2014. Optimization of best cultural conditions for high production of phosphate 
solubilizing activity by Fluorescent Pseudomonas isolated from normal and replant sites of apple and pear. Bioscan 
9: 143-150. 

Todar K, 2004. Todars Online Textbook of Bacteriology. University of Wisconsin Madison. Department of 
Bacteriology, Wisconsin, USA.  

Whitelaw MA, Harden TJ and Helyar KR, 1999. Phosphate solubilization in solution culture by the soil fungus 
Penicillium radicum. Soil Biol Biochem 31: 655- 665. 

Whitelaw MA, 2007. Growth promotion of plants inoculated with phosphate solubilizing fungi. Adv Agronomy 69: 99-
151. 

Xia J, Knight D and Leggett M, 2009. Comparison of media used to evaluate Rhizobium leguminosarum bivar viciae for 
phosphate solubilizing ability. Can J Microbiol 55: 910–915. 


