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سازي محيط  و بهينه اسيد هيالورونيكي  هاي توليد كننده غربالگري لاكتيك اسيد باكتري
  كشت باكتري منتخب با روش تاگوچي

  1مهوش خدابنده و 1، فاطمه تابنده2، وهب جعفريان*1، سعيد امين زاده2و1يچاهوك فاطمه فتوحي

  گروه مهندسي زيست فرآيند، پژوهشكده صنعت و محيط زيست ،پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريتهران،  1
  گروه زيست شناسيدانشكده علوم،  ،دانشگاه زنجانزنجان،  2

  10/4/97 :تاريخ پذيرش  30/10/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

هم چنين زء اصلي ماتريكس خارج سلولي اپيتليال، عصب و بافت همبند مهره داران  و ، ج)HA(اسيد هيالورونيكساكاريد  پلي
ي بالا و  به علت ويژگي هايي از قبيل ويسكوزيتهاين پلي ساكاريد .  ها است كپسول خارج سلولي برخي از ميكروارگانيسم

بافت هاي . ايشي و مهندسي بافت داردهاي چشم پژشكي، ارتوپدي، آر كاربردهاي مختفي در زمينهخاصيت زيست سازگاري، 
اما به دليل مشكلاتي از جمله آلودگي با  ؛دارنداسيد هيالورونيك آوردن  بدستها سهم اصلي را در  حيواني و استرپتوكوك

. جلب شده استاسيد هيالورونيك زا براي توليد  هاي غير بيماري پروتئين و وجود اندوتوكسين توجه ها به سمت باكتري
زيستي توسط اين گروه از  اكرومولكول هايتوليد م. دارند هاي پروبيوتيكي هستند كه مصارف گوناگوني ها، باكتري اسيلوسلاكتوب
 ،(Generally Recognized As Safe (GRAS)) اينكه به عنوان ارگانيسم هاي ايمن در نظر  گرفته مي شوند ها به دليل باكتري

لاكتوباسيلوس شامل  GRAS هاي لاكتيك اسيد باكتريدر اين براي اولين بار، نيك هيالوواسيد توليد . باشد در الويت مي
استرپتوكوكوس و  1608PTCC لاكتوباسيلوس كازئي، 1637PTCC لاكتوباسيلوس رامنوسوس، 1643PTCC اسيدوفيلوس
كشت اختصاصي  محيط ساعت از 96روزانه تا  بطور  هيالورونيكاسيد ي اول،  در مرحله. درسي شبر 1738PTCC ترموفيلوس

اسيد هيالورونيك روش كربازول براي سنجش ميزان توليد . شد  نسبي خالص بطورهر سويه جداسازي و  توسط رسوب با اتانول 
گرم در ليتر را در  4/0حدوداً  اسيد هيالورونيكتوليد  لاكتوباسيلوس رامنوسوسآمده،   بدستبر طبق نتايج . به كار برده شد

بهينه سازي محيط كشت با با استفاده از  توليدي توسط اين باكتريهيالورونيك اسيد افزايش  ي بعد، ر مرحلهد .داشت 96ساعت 
ي  درجه 37ترتيب در مقادير ، اوره، لاكتوز و عناصر كمياب بفاكتورهاي دما ي ، نقاط بهينهدر اين روش.روش تاگوچي بررسي شد

 %162به ميزان  اسيد هيالورونيكو توليد  ميلي ليتر بر ليتر مشخص شدند 5/1گرم بر ليتر و  30گرم بر ليتر،  5سانتي گراد، 
  .افزايش يافت

  لاكتوباسيلوس رامنوسوس  روش تاگوچي، ،GRAS هاي باكتري اسيد هيالورونيك، : كليدي واژه هاي

 aminzade@nigeb.ac.ir :يكيپست الكترون 021-44787412مسئول، تلفن  يسندهنو* 

  مقدمه
 Hyaluronan(، HA( هيالورونان(هيالورونيك اسيد 

)Hyaluronic acid(  (كوزآمينو گليكان است كه نوعي گلي
گلوكورونيك اسيد  - Dحاوي واحدهاي يك در ميان 

)UDP-GlcUA ( وN - گلوكزآمين استيل )UDP-GlcNAc( 

 50، كه از بيش از  هيالورونيكاسيد وزن مولكولي . است
ساكاريد تكراري تشكيل شده است؛ به  هزار واحد دي
مسير توليد  1شكل . )6( رسد ميدالتون چندين ميليون 
  .را نشان مي دهد اسيد هيالورونيك
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  )9(اسيد هيالورونيكمسير توليد  -1شكل 

هايي از  به فراواني در بافت اسيد هيالورونيكها در انسان
قبيل مايع سينوويال، غضروف و غشاء مياني پوست يافت 

مشخص نقش ساختاري مهمي را بسته به  بطورشود كه  مي
ي ارتباط آن با ديگر  هاي هيدروديناميك و نحوهويژگي

از طرف ديگر . كنداجزاي ماتريكس خارج سلولي بازي مي
ها در نقش مهمي در انتقال سيگنال سلول هيالورونيك اسيد

 زايي ريختطي فرايندهاي دايناميك سلولي از قبيل 
)Morphogenesis(چنين ، التهاب، ترميم زخم دارد و هم

-گيرنده فعال مي-سرطان، كه در آن ميانكنش هيالورونان

شود و در هدايت مسيرهاي انتقال سيگنال تقسيم بيشمار 
 اسيد هيالورونيكهمچنين  .)15( كندي ميسلولي همكار

در مهندسي بافت  پوست براي توليد داربست يكي از 
پلي  ژلاتين، كيتوسان، موادي است كه علاوه بر كلاژن،

  ) 1( تاس شده اسيد استفاده لاكتيك پلي كاپرولاكتون،

 60از تخمير باكتريايي از دهه اسيد هيالورونيك توليد 
جدا شده اسيد هيالورونيك شروع شد، زماني كه فهميدند 
اي هستند كه  هاي ناخواسته از منابع حيواني داراي پروتئين

اسيد چون . شوند باعث پاسخ هاي التهابي آلرژيك مي
ها يكسان  توليد شده در حيوانات و باكتريهيالورونيك 

 ؛باكتريايي ايمونوژنيك نيست اسيد هيالورونيكاست و 
اسيد يك منبع خوب براي توليد  باكتري اينبنابر

اسيد جداسازي . با مصارف پزشكي استهيالورونيك 
از محيط كشت مايع تخمير ميكروبي با هيالورونيك 

يك مزيت مهم و . اي است محصول بالا فرايند نسبتاً ساده
ميكروبي اين است كه اسيد هيالورونيك اضافي توليد 

فيزيولوژيكي و يا  ورتبصتوانند  هاي ميكروبي مي سلول
بيشتر با وزن اسيد هيالورونيك متابوليكي براي توليد 

اسيد بنابراين توليد . دنمولكولي بالاتر سازگار شو
ميكروبي چه با استفاده از استرپتوكوك هيالورونيك 

هاي نوتركيب امن كه ميزبان از پاتوژنيك و چه با استفاده
امروزه  ،ندهستسنتاز ضروري  اسيد هيالورونيكحاوي 

براي جلوگيري از خطر آلودگي . شود بيشتر ترجيح داده مي
هاي بيماريزاي استرپتوكوك در  با اگزوتوكسين باكتري
هاي امني  با  اسيد، ارگانيسم محصولات هيالورونيك
هاي هيالورونيك  ن ي وارد كردن ژ مهندسي ژنتيك به وسيله

، توسيداپاستورلا موليا  استرپتوكوكهاي  سنتاز از سويه
با استفاده از . كنند را پيدا مي اسيد هيالورونيكتوانايي توليد 

شامل اسيد هيالورونيك ي  هاي توليد كننده اين روش سويه
، باسيلوس سوبتيليس، E.coli ،انتروكوكوس فكاليس
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آمده و براي  بدست آگروباكتريوم، لاكتوباسيلوس لاكتيس
  .)4( روند به كار مياسيد هيالورونيك توليد 

 هستند كه زنده ميكروبي خوراكي مكمل يك ها پروبيوتيك

 روده انسان در غذايي تعادل و ميكروبي تعادل ايجاد بدليل

 عنوان پروبيوتيك به كه باكتريايي هاي گونه. باشند مي مفيد

 از بيشتر اند كه لاكتيك اسيد باكتريهاي شوند مي استفاده

 .)2( باشند مي بيفيدوباكتر و لاكتوباسيلوس جنس
 ارگانيسم هاي كه معمولاً) LAB(هاي اسيد لاكتيك  باكتري

اي  گسترده بطور؛  (GRAS) شوند مي گرفته نظر در ايمن
در محصولات غذايي تخميري مورد استفاده قرار مي گيرند 

 .هاي پروبيوتيك هستند و مشخص شده كه داراي ويژگي
ها داراي خاصيت توليد  اين باكتريبسياري از 

هاي سلامت و  ساكاريدها هستند؛ كه در بخش اگزوپلي
باشد و همچنين داراي كاربردهاي  پزشكي حائز اهميت مي

  .)3( مي باشندصنعتي 

طراحي آزمايشات تاگوچي يكي از روش هاي مورد 
استفاده در مبحث طراحي آزمايشات است كه اجراي آن در 

با . مراه بوده استصنايع مختلف با موفقيت هاي زيادي ه
تركيب مربعات لاتين ارتوگونال با يك روش ثابت، 
تاگوچي سري جديدي از آرايه هاي ارتوگونال استاندارد را 
فراهم كرد كه براي تعدادي از موقعيت هاي آزمايشي 

آرايه هاي ارتوگونال، فرايند طراحي . استفاده مي شوند
ش طراحي يك آزماي. سهولت مي بخشند آزمايشات را

شامل انتخاب مناسب ترين آرايه ارتوگونال، تعيين فاكتورها 
توضيح تركيباتي از آزمايشات  و نهايتاً متناسب با ستونهاي 

  .)16( مجزا موسوم به شرايط آزمايش مي باشد

اسيد ما به دنبال يافتن منبع جديدي از  در اين مطالعه
هستيم كه مشكلات نامبرده را نداشته باشد و  هيالورونيك

اولين كار پيدا . همچنين توليد محصول بيشتري داشته باشد
ي مناسب است كه با توجه به اينكه توليد  كردن سويه

ها  در برخي لاكتوباسيلوس اسيد هيالورونيكمقداري 
را روي اين  اسيد هيالورونيكسنجش  ؛شده است گزارش

به عنوان  استرپتوكوكوس ترموفيلوسها و همچنين  باكتري
ها انجام  همچون لاكتوباسيلوس GRASيك باكتري 

در نهايت محيط كشت باكتري منتخب به روش   .دهيم مي
طراحي آزمايش تاگوچي بهينه سازي خواهد شد تا بتوان 

  .تبه حداكثر توليد دست ياف

  هامواد و روش

 يدوفيلوساس لاكتوباسيلوسهاي  باكتري :ها سويه
ATCC4356 ،رامنوسوس لاكتوباسيلوس ATCC7469 ،
 استرپتوكوكوسو  ATCC39392 كازئي لاكتوباسيلوس
از مركز كلكسيون ميكروبي   ATCC19258 ترموفيلوس

 .ليوفيليزه تهيه شد بصورتمركز ذخاير ژنتيكي ايران 

براي كشت  MRS  محيط كشت  :و دستگاه مواد 
براي كشت  Medium 117و محيط  لاكتوباسيلهاي  سويه

اسيد ، (Merck Millipore)استرپتوكوكوسباكتري 
، آگارز، )Sigma-Aldrich(استانداردهيالورونيك 

 ،تترابورات سديم ، دي)Merck Millipore(كربازول
ميكروپليت دستگاه  ،)(Merck Milliporeلاكتوز
  .Labsystem multiskan MS)(ريدر

منظور انجام روش ب Minitab 18.0 نرم افزار  :آناليز آماري
براي يافتن سطوح بهينه  Qualitek-4 تاگوچي و نرم افزار

  .ي فاكتورها مورد استفاده قرار گرفت

منظور ب ي منتخبها باكتري اسيد لاكتيك غربالگري
ي مورد نظر انتخاب  سويه 4 :مورد نظر يهانتخاب سو

اسيد و جداسازي در روزهاي متوالي پس از كشت . دندش
از محيط كشت، خالص سازي نسبي با استفاده  هيالورونيك

اسيد سپس توليد . از رسوب با اتانول انجام شد
با استفاده از روش كربازول سنجيده شد تا  هيالورونيك

  .انتخاب شود HAبهترين سويه از نظر توليد 

يكي  :يالورونيك اسيدسنجش همنظور كربازول ب روش 
گيري اورونيك اسيدها منظور اندازههاي رايج باز روش
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روش متداول كربازول است كه توسط بيتر و مويير در سال 
ها در اين روش گلوكزآمينوگليكان. )14( ابداع شد 1962

- كمي سنجش مي بصورتهاي رنگ سنجي توسط روش

  .)12(شود

مقادير . شوداستفاده مي Bو  Aدر اين روش از دو محلول 
ها طبق دستورالعمل بيتر و مويير ساخته ن محلولاي

گرم از كربازول در  A  :125/0ي محلول طرز تهيه.)14(شد
منظور حل شدن كامل ب. ليتر اتانول مطلق حل شدميلي 100

دقيقه بر روي همزن  30كربازول در اتانول، بشر به مدت 
ليتر اسيد ميلي B  :500ي محلول طرز تهيه. قرار گرفته شد

 سولفوريك خالص در زير هود شيميايي به بشر انتقال يافته
تترابورات به آرامي به آن سديمگرم دي 77/4و سپس 
  . افزوده شد

اسيد  مختلف هايغلظت از ميكروليتر 50 مقدار ابتدا در
 به چاهك  3 حداقل. شد ريخته چاهك هر درهيالورونيك 

 شاهد عنوان به مقطر آب از. شد داده اختصاص نمونه هر
 رد دقيقه 5  مدت به الايزا سپس پليت .شد استفاده
 واجد كه هاييچاهك در سپس. شد داده قرار - 20فريزر
 B محلول از ميكروليتر 200 مقدار به بود نمونه

مولار ميلي 25/0) تترابوراتسديمدي - اسيدسولفوريك(
 جوش آب حمام در دقيقه 15 مدت به پليت و افزوده شد

 وسيله جوش به حال در بار 2 ها چاهك. شد داده قرار
 B محلول و ها نمونه كامل امتزاج تا شدند ميكروفيوژ سمپلر

 در دقيقه 10 مدت به زمان پليت اين از پس .پذيرد صورت
 50 چاهك هر به سپس و گرفت قرار محيط دماي

 سپس. شد افزوده )اتانول+كربازول(  Aاز محلول ميكروليتر
 آب جوش حمام در دقيقه 10 مدت به دوم بار براي پليت
 ها چاهكمحلول درون  زماني زهبا اين در .شد داده قرار
 پليت الايزا سپس .شدندمخلوط  سمپلر توسط ديگر بار يك
در طول  ريدر  ميكروپليت دستگاه توسط دقيقه 20 مدت در

  .شد خوانده نانومتر 540 موج

اسيد نتخاب فاكتورهاي موثر براي افزايش توليد ا
پس از  :تاگوچي طراحيبا استفاده از  هيالورونيك
 كه )لاكتوباسيلوس رامنوسوس( ي كانديد يهانتخاب سو

بيشتري نسبت اسيد هيالورونيك توليد  طبق بررسي اوليه،
اكتور انتخاب شد ف 4دارد؛  هاي مورد بررسي ساير سويهبه 

اسيد ي  منظور رسيدن به توليد بيشينهكه در سه سطح ب
  ). 1جدول(بررسي گرديد  هيالورونيك

  در طراحي تاگوچي بررسيفاكتورها و سطوح مورد  -1جدول 

 سطوح مورد بررسي
1سطح 2سطح 3سطح  فاكتورها واحد 
3733 30 Cº دما 
75 3 g/l اوره 
3025 20 g/l لاكتوز 

5/11 5/0  ml/l  عناصر
*كمياب  

*MgSO4 250mg/l, FeSO4.7H2O 16.4g/l, CuSO4 
200mg/l, MnSO4.H2O 100mg/l, ZnSO4.7H2O 1g/l, 
NiSO4.6H2O 20mg/l. 

  و بحث نتايج
ي مورد  سويه 4ي توليد اسيد هيالورونيك در  مقايسه
 اسيد هيالورونيكبراي انتخاب كانديد اصلي توليد : مطالعه

ي مورد مطالعه  سويه 4لازم است توليد اين ماده را در 
ي كار و افزايش  مقايسه كنيم تا بهترين سويه را براي ادامه

را تا  اسيد هيالورونيك توليد 2شكل . توليد انتخاب كنيم
  .دهد سويه براي مقايسه نشان مي 4ساعت توسط  96

در  لاكتوباسيلوس رامنوسوسآمده  بدستطبق نتايج 
يعني  اسيد هيالورونيكبيشترين توليد  96ساعت 

لاكتوباسيلوس همچنين . گرم بر ليتر را دارد2/0037/0
بيشترين مقدار توليد يعني  48نيز در ساعت  اسيدوفيلوس

. را داشت اسيد هيالورونيكتر گرم بر لي 25/0حدود 
با  GRASبه عنوان يك باكتري لاكتوباسيلوس رامنوسوس

ذاتي و بدون دستكاري  بطور اسيد هيالورونيكتوليد بالاي 
  . ي مناسبي براي افزايش توليد باشد ژنتيكي مي تواند گزينه
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در باكتري  اسيد هيالورونيكهمانطور كه در شكل مشخص است ميزان توليد  . ي مورد سويه 4در  اسيد هيالورونيكي ميزان توليد  مقايسه -2شكل 

  .در روز دوم بيشترين مقدار را دارد وس اسيدوفيلوسلاكتوباسيلدر روز چهارم و در باكتري  لاكتوباسيلوس رامنوسوس

هاي مورد  در سويه اسيد هيالورونيكمقايسه توليد 
ميزان توليد : ي مشابه دههاي بررسي ش بررسي با سويه
ي لاكتوباسيلوس مورد  سويه 4توسط  اسيد هيالورونيك
اين مطالعه نشان . هاي مشابه مقايسه شد بررسي با سويه

هاي مورد بررسي در اين تحقيق توليد  دهد كه سويه مي
هاي مشابه  نسبتاً بالاتري حتي تا دو برابر نسبت به سويه

  .اند داشته

اسيد نقش فاكتورهاي انتخاب شده براي افزايش توليد 
  با استفاده از روش تاگوچي هيالورونيك

در اكثر مقالات : نقش دما در توليد هيالورونيك اسيد
ي  درجه 37دماي بهينه براي توليد هيالورونيك اسيد، دماي 

برخي مطالعات اما با توجه به . سلسيوس گفته شده است
تواند باعث افزايش سوق  تر از دماي بهينه مي دماي پايين

نسبت به مسير  اسيد هيالورونيكسازها براي ساخت  پيش
اسيد گليكوليز شود؛ كه اين امر باعث افزايش توليد 

اي ديگر به اين  در مقاله. )10( خواهد شد هيالورونيك
نكته اشاره شده است كه با كاهش دماي بهينه و در واقع 

را  اسيد هيالورونيكتوان توليد  كاهش رشد سلولي مي
اسيد افزايش داد؛ بدين علت كه در طي رشد سلولي، توليد 

سازها به سمت توليد  كاهش يافته و بيشتر پيش هيالورونيك
  .)11( پپتيد و گليكان مي روند

از آنجايي : نقش منبع نيتروژن در توليد هيالورونيك اسيد
هاي سخت رشد  جزء باكتري لاكتوباسيلوس رامنوسوسكه 

ها براي رشد نياز به منبع قوي نيتروژن  است و اين باكتري
دارند؛ اين منبع طبق مقالات مختلف منبع مهمي براي رشد 

در . آيد به شمار مي اسيد هيالورونيكباكتري و توليد 
مطالعات ديگر منابع مختلفي براي تامين نيتروژن استفاده 

عصاره : اما چند منبع مهم استفاده شده شامل. شده است
مخمر، گلوتامين، اوره و آمونيوم سولفات است كه جزء 

اسيد موثرترين منابع نيتروژن براي افزايش توليد 
  .)7, 10( روند به شمار مي هيالورونيك

در موارد : نقش لاكتوز در توليد هيالورونيك اسيد
ه اشاره شده كه افزايش گلوكز اوليه مختلف به اين نكت

, 10( شود مي اسيد هيالورونيكباعث افزايش در تيتر توليد 
اسيد ي توليد  چرا كه گلوكز جزء پيش سازهاي اوليه. )13
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از طرف ديگر لاكتوز هم دي . باشد مي هيالورونيك
ساكاريدي است كه مي تواند با تبديل به گلوكز و 

گالاكتوز . را افزايش دهد اسيد هيالورونيكگالاكتوز، توليد 
گلوكز تبديل شود - UDPهم از مسير ديگري مي تواند به 

 موثر باشد اسيد هيالورونيكو در نتيجه در افزايش توليد 
)9(.  

در : در توليد هيالورونيك اسيد عناصر كميابنقش 
به عنوان كوفاكتور آنزيم  +Mg2مطالعات مختلف به نقش 

در بررسي كه در سال . ز اشاره شده استهيالورونان سنتا
ها با استفاده از داكينگ  لاكتوباسيلوسبر روي  2014

 اشاره شده است +Fe2و  +Cu2مولكولي انجام شد؛ به نقش 
باعث بهبود تمايل  +Cu2طبق اين مقاله، حضور يون . )5(

گلوكز - UDPبه ) HasB(گلوكز دهيدروژناز- UDPاتصال 
- UDPباعث بهبود تمايل اتصال  +Fe2و حضور يون 
در . شود سفات ميف-1به گلوكز ) HasC(پيروفسفوريلاز

ي اين  هاي ديگر اشاره شده و همه مقاله ديگر هم به يون
  .)7( اند استفاده شده عناصر كميابها به شكل  يون

منظور افزايش ي بطراحي آزمايش به روش تاگوچنتايج 
براي شناسايي فاكتورهاي موثر : توليد هيالورونيك اسيد

 بطورآزمايش  9هيالورونيك ، اسيد در افزايش توليد 
پس از وارد . تصادفي توسط روش تاگوچي طراحي شد

آمده، خروجي نرم افزار اثرگذارترين  بدستكردن نتايج 
 اسيدسطوح هر كدام از فاكتورها را بر فرايند توليد 

  .معرفي نمود هيالورونيك

هاي مورد بررسي  در سويه اسيد هيالورونيكيد ي تول مقايسه -2جدول 
  هاي مشابه و سويه

 باكتري)g/l(اسيد هيالورونيكتوليد  منبع

~25/0 اين تحقيق  
 لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس

)48ساعت (  

PTCC 1643 
(5)  )5(  124/0~  لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس 

FTDC 0291 
)5    (  076/0~  لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس 

FTDC 1733 

~4/0 اين تحقيق  
 لاكتوباسيلوس رامنوسوس

)96ساعت (  
PTCC 1637 

(5)  )5(  236/0~  لاكتوباسيلوس رامنوسوس 
FTDC 8313 

~2/0 اين تحقيق  
 لاكتوباسيلوس كازئي

)48ساعت (  
PTCC 1608 

)5(  25/0~  لاكتوباسيلوس كازئي 
BT 2113 

)5(  047/0~  لاكتوباسيلوس كازئي 
BT 1311 

)5(  26/0~  لاكتوباسيلوس كازئي 
BT 1268 

)5(  257/0~  لاكتوباسيلوس كازئي 
BT 8633 

)5(  258/0~ توباسيلوس كازئيلاك   
FTDC 8033 

)5(  050/0~  لاكتوباسيلوس كازئي 
BT 314 

~2/0 اين تحقيق  
 استرپتوكوكوس ترموفيلوس

)96ساعت (  
PTCC1738 

(8)  )8(  23/0~  
 استرپتوكوكوس ترموفيلوس

YIT 2084 
  

  طراحي آزمايشات توسط روش تاگوچي -3ول جد
  (ºC) دما (g/l) اوره  (g/l)لاكتوز (ml/l)عناصر كمياب (g/l)هيالورونيك اسيد توليد 

223/0  5/0203 30 1 
351/0  1255 30 2 
568/0  5/1307 30 3 
228/0  5/1253 33 4 
360/0  5/0305 33 5 
174/0  1207 33 6 
653/0  1303 37 7 
434/0  5/1205 37 8 
361/0  5/0  25 7 37 9 
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 آمده بدست آناليز اثر سطوح مختلف هر فاكتور بر پاسخ
ي  آوردن همه بدستبا : بر اساس طراحي تاگوچي

سطوح  Minitabها در نرم افزار  آندادن ها و قرار  پاسخ
يانگين پاسخ و هم ي هر فاكتور هم بر اساس م استفاده دمور

بر ). 3شكل (آمد  بدست Signal/Noiseبر اساس نسبت 
عناصر كمياب ها فاكتورهاي دما، لاكتوز و  اساس اين شكل

داراي  2در سطح بالاي خود و فاكتور اوره در سطح 
  .بيشترين پاسخ هستند

 
در سطح بالاي خود و  عناصر كميابرهاي دما، لاكتوز و فاكتو ؛همانطور كه در شكل مشخص است. S/Nنسبت اثر سطوح هر فاكتور بر  -3شكل 

  .داراي بيشترين پاسخ هستند 2فاكتور اوره در سطح 

  .)تاثير هر فاكتور در ستون آخر آورده شده است(جدول آناليز واريانس  -5جدول 

  درصد
P (%)  

Pure sum 
(S') 

  واريانس 
)V(  

  مجموع مربعات
)S(  

  فاكتورها  )DOF(ي آزادي  درجه

565/38078/0  دما 039/0078/02 
187/0  اوره 2 0 0 0 
619/53109/0  لاكتوز 054/0109/02 
578/7  015/0  007/0  015/0  عناصر كمياب 2 
- - --0 Error  

100%    204/0  جمع كل 8 

  

نشان داده شده  4ميزان ميانكنش بين فاكتورها در جدول 
ميزان شدت تداخلات يا برهمكنش با معياري به نام . است

SI )Severity index ( يا شاخص شدت نمايش داده شده
و اوره در سطح  1در سطح  عناصر كميابنش ميانك. است

  .داراي بيشترين شدت برهمكنش مي باشد 2

آورده  5آناليز واريانس فاكتورهاي مورد استفاده در جدول 
درصد مشاركت هر كدام از فاكتورها در آخرين . ه استشد

اين جدول لاكتوز را . ستون جدول زير ديده مي شود
  .معرفي مي كند اسيد هيالورونيكمهمترين فاكتور در توليد 
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و پاسخ  ي پيشنهاد شده توسط نرم افزار  طوح بهينهس
 طبق نتايج و: هيالورونيكاسيد بيني شده براي توليد  پيش

آمده، نرم افزار پاسخي را بر اساس  بدستنمودارهاي 
  ).6جدول( بهترين سطوح هر فاكتور پيش بيني كرد

  تخمين ميانكنش بين فاكتورها -4جدول 

Opt.b SI (%)a هاستون ميانكنش بين فاكتورها 
)1،2(82/45  عناصر كمياب×اوره2×4 

)3،2(77/32  عناصر كمياب×دما1×4 

)1،3(18/9  اوره×لاكتوز2×3 
)3،3(72/7  دما×لاكتوز1×3 
)3،2(07/4  4×3  عناصر كمياب×لاكتوز 
)3،1(41/0  دما×اوره1×2 

a. دهد ها را نشان مي ميزان شدت ميانكنش. شاخص شدت. b . نشان
  .ي سطوح موثر فاكتورها براي شرايط بهينه است دهنده

گرم  4/0از  اسيد هيالورونيكدر شرايط بهينه مقدار توليد 
اين مقدار نسبت . گرم بر ليتر افزايش يافت 65/0يتر به بر ل

توسط باكتري  اسيد هيالورونيكي توليد  به مقدار اوليه
افزايش داشته   %162به ميزان  لاكتوباسيلوس رامنوسوس

اين بدين معناست كه در شرايط بهينه و با افزودن . است
كشت، باكتري قادر فاكتورهاي موثر بررسي شده به محيط 

كه  توليد كند اسيد هيالورونيكبيشتر  %162اهد بود خو

براي اولين  اسيد هيالورونيكتوليد ذاتي اين مقدار گزارش 
 GRASتوسط اين باكتري با توجه به اينكه يك باكتري  بار

  .و غير بيماريزا است؛ اهميت ويژه اي دارد
  شرايط بهينه و پاسخ پيش بيني شده -6جدول 

ميزان
 مشاركت

شماره 
 سطح

سطح 
تعريف 
 شده

 فاكتورها

 دما 37 11/03
 اوره 5 009/02
 لاكتوز 30 154/03
037/03 5/1  عناصر كمياب 
309/0  Total contribution 

from all factors... 
307/0  Current grand 

average 
performance 

682/0  Expected result at 
optimum 

condition… 
  تقدير و تشكر

بدينوسيله از پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست 
بدليل فراهم آوردن امكانات پژوهش و تحقيق اوري فن

   .صميمانه سپاسگزاري مي گردد
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Screening of HA-producing lactic acid bacteria and culture 
condition optimization of selected bacterium by Taguchi method 
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Abstract 

Hyaluronic acid (HA) is a major component of the extracellular epithelial, neural and 
connective tissue of vertebrates, as well as of extracellular microorganisms. This 
polysaccharide has specific applications in ophthalmology, orthopedic, cosmetics and 
tissue engineering due to features such as high viscosity and biocompatibility. Animal 
tissues and streptococci have a major role in producing hyaluronic acid, but because of 
problems such as protein contamination and the presence of endotoxin, attention has 
been drawn to the generally recognized as safe (GRAS  ) bacteria for producing 
hyaluronic acid. Lactobacilli are probiotic bacteria that have diverse uses. The 
production of biochemical macromolecules by this group of bacteria is a priority 
because they are GRAS. Hyaluronic acid production for the first time in these GRAS 
bacteria including Lactobacillus acidophilus PTCC1643, Lactobacillus rhamnosus 
PTCC1637, Lactobacillus casei PTCC1608 and Streptococcus thermophilus PTCC1738 
were investigated. In the first step, Hyaluronic acid was isolated from the specific 
culture medium and partially purified by ethanol precipitation daily for 96 hours. 
Carbazole method was used to measure the production of hyaluronic acid. Based on 
results, Lactobacillus rhamnosus produced about 0.4 g/l of hyaluronic acid at 96 hours. 
The increase of HA was also investigated using optimization culture medium by 
Taguchi design. In this method, optimal points of temperature, urea, lactose and trace 
elements were determined at 37 ° C, 5 g / l, 30 g / l and 1.5 ml / liter, respectively, and 
production of hyaluronic acid was increased by 162 %. 

Key words: GRAS bacteria, Hyaluronic acid, Lactobacillus rhamnosus, Taguchi 
method 

  


