
  90پاييز ـ  3ـ شماره  پنجمدوره                                                                                   مجله دانشگاه علوم پزشكي قم                                                        

 

 

  
  

  
  

  باسيلوسجدايه اثر تركيبات محيط كشت بر توليد آنزيم هيالورونيداز توسط 
 

 5دحمدرضا زن، م4محمد سليماني درجاق، 3يحسين عبدالمحمدمحمد ،2احمدعلي پوربابايي ،1فاطمه زهراب

  
  .انيرم، اق ،قمواحد دانشكده علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلامي  ،شناسي ميكروب كارشناس ارشد1
  .ايران ،هران، تدانشگاه تهران دانشكده علوم، ،شناسي دانشيار ميكروب2
  .يرانم، اق قم،دانشگاه علوم پزشكي  ،دانشكده پزشكي شيمي،استاديار بيو3
   .يرانم، اق ،قمواحد ، دانشكده علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلامي شناسي ميكروبستاديار ا4
  .يرانم، اق ،دانشگاه آزاد اسلامي واحد قمه، پاي دانشكده علوم، ارشناس ارشد شيميك5

  
  چكيده 
اهميت . ي داردا پزشكي كاربرد گسترده انكولوژي و چشم، امروزه آنزيم هيالورونيداز در پزشكي، داروسازي، مهندسي بافت :هدف زمينه و

كاهش ويسكوزيته و تسهيل انتشار  ،فوذپذيري غشاكه موجب افزايش ن باشد يها م درماني هيالورونيداز براساس شكست هيالورونان در بافت
 ،دهد يها را تسريع و افزايش م بيوتيك مثل آنتي قيجذب و انتشار داروهاي تزري ،عنوان ماده جانبي هيالورونيداز به. شود يشده م مايعات تزريق
نظر به اينكه . ها مورد توجه قرار گرفته است انيسممروزه توليد اين آنزيم توسط ميكروارگا .بخشد يموضعي را بهبود م يها يهوشيو كارآيي ب

 عنوان يك محيط كشت با صرفه از نظر اقتصادي، براي توليد صنعتي آنزيم به تواند ينمقيمتي است و  براث محيط گران BHIمحيط كشت 
حي شود كه توليد آنزيم را در حد به كار رود؛ لذا در اين مطالعه تلاش گرديد تا محيط كشت سنتزي طرا ها كروبيمهيالورونيداز توسط 

 .دصرفه باش  داشته باشد و ضمناً از لحاظ اقتصادي نيز مقرون به) Unit/ml4/7(ث برا BHIمحيط 

استفاده توليدكننده آنزيم هيالورونيداز  بومي عنوان سويه جداشده از خاك بهشت زهراي تهران به G8اين تحقيق از جدايه  در :روش بررسي
 ميزان غلظت آنها نيز در ،شده علاوه بر تعيين نوع تركيبات محيط كشت انجام بررسيدر  .است هوازي نوعي باسيل اسپورداراين جدايه . شد

  .گرفت صورت ميزان توليد آنزيم به كمك روش كربازول سنجش .دست آمده توسط طراحي تاگوچي ب سنتزي محيط كشت
، عصاره مخمر g/l5محيط كشت حاوي فروكتوز در استفاده از طراحي تاگوچي  با ،G8آنزيم توسط جدايه در اين مطالعه، توليد  :ها افتهي

g/l15يوم ، كلريد آمونg/l10 شيكر  همراه با دورrpm250 اين شرايط ميزان توليد آنزيم در. صورت گرفت unit/ml04/8  كه  گرديدگزارش
  . استميزان قابل توجهي 

تعيين شرايط فيزيكوشيميايي محيط  كشت صنعتي و يها طيجهت طراحي مح تواند ميوهش نتايج به دست آمده از اين پژ :گيري نتيجه
  .كار روده ب  G8كشت نظير ميزان هوادهي براي توليد بهينه آنزيم هيالورونيداز توسط جدايه

 .ها ؛ باسيلطراحي تا گوچي ؛روش كربازول ؛هيالورونيك اسيد نوگلوكوزآمينالاز؛هيالورو :ها واژه كليد

  

 يران؛م، اق ،قمواحد دانشكده علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلامي  :يسنده مسئول مكاتباتنو

  fatemezohrab@yahoo.com: آدرس پست الكترونيكي
  3/7/89: تاريخ پذيرش                 10/6/89: تاريخ دريافت

 
  شيشيپژوهپژوهمقاله مقاله 

(Original Article)  

 

  مجله دانشگاه علوم پزشكي قم
  90 پاييزـ  سومـ شماره  پنجمدوره 

 44الي  38صفحات 



 و همكارانفاطمه زهراب                                                                                 باسيلوسجدايه اثر تركيبات محيط كشت بر توليد آنزيم هيالورونيداز توسط 

 

  مقدمه
ــال   ــار در س ــين ب ــراي اول ــاي  F-Durans-Reynol، 1928ب در غش

 را كننـده عوامـل ويروسـي    فاكتور پخش ،توزوئيدپلاسمايي اسپرما
 ،1936در سـال  ). 1( نمـود معرفـي   Duran-Reynol  نام فـاكتور  به

كـه بـا تجزيـه    گرديـد  ها كشف  در اثر فعاليت پنوموكوك يا ماده
و  شـد  هيالورونان بافت پيوندي موجب كـاهش ويسـكوزيته بـافتي    

كـه از   نام گرفتاز هيالورونيد ،واسطه تجزيه هيالورونان اين ماده به
ــا فــاكتور يلحــاظ فيزيكوشــيم ــود Duran-Reynolايي ب . يكســان ب

جنس كانديدا بـه توليـد    يها پاتوژنز قارچ ،1995در سال همچنين 
مولــد  يهــا يدر بــاكتره شــد كــه آنــزيم هيالورونيــداز ارتبــاط داد

و  دي ـآ يهيالورونيداز، اين آنزيم فاكتور ويـرولانس بـه حسـاب م ـ   
ــاكتر ــ يگســترش ب ــت اه ــا در باف ــه يه ــان را ب ــيله ميزب ــه  وس تجزي

عملكردي ايـن   يها يژگيدليل وبه ). 2(د كن يهيالورونان تسهيل م
امروزه استفاده از آن در صنايع دارويي اهميت زيادي پيـدا   ،آنزيم

 ، نئوپرمئــاز(Hyalase) كــرده اســت و داروهــايي ماننــد هيــالاز    
(Neopermease)ويداز ، (Wydase)ويتراز ، (Vitrase) با تركيب ،

 شـأ كه من )3( هيالورونيداز در بازارهاي دارويي كشورها وارد شده
 نيتر مهم. )4(باشد  مي  (BTH)گاويتستيكولار آنها هيالورونيداز 

ه است كه براي رساندن يكاربرد آنزيم هيالورونيداز در جراحي قرن
). 5( ردي ـگ يمورد استفاده قـرار م ـ  ،كننده به بافت حس داروهاي بي

سـرطاني مقاومـت نشـان     يهـا  سـلول  كه نيز زماني درماني شيميدر 
و بـه كمـك ايـن     كـرده را با هيالورونيـداز حسـاس    آنها؛ دهند يم

و عـلاوه   دنده يآنزيم قدرت نفوذ دارو را به بافت هدف افزايش م
بر اين با تجزيه هيالورونيك اسيد موجود در اطراف توده سرطاني، 

ترتيب حركت دارو براي اثر  بدينته و ياف  ادم بافت سرطاني كاهش
اگرچـه منـابع توليدكننـده    ). 1( شـود  يتـر م ـ  بر بافت سرطاني سريع

ايـن آنـزيم را از منـابع حيـواني      توان يمبوده و  متنوعهيالورونيداز 
سازي آنـزيم   تهيه نمود؛ اما به دلايل متعددي از جمله مسئله خالص

آنزيم هيالورونيـداز از   و پرهزينه بودن تهيه، و احتمال آلودگي آن
امروزه منابع ميكروبي به دليل تكثير سريع، دسترسي ، منابع حيواني

هاي ژنتيكي، نسبت به منابع حيواني بيشـتر مـورد    آسان و دستكاري
هـا و   ، اسـترپتوكوكوس هـا  قـارچ شـامل   ها كروبيمانواع . اند توجه

 .شـند با حتي برخي باكتريوفاژهـا قـادر بـه توليـد هيالورونيـداز مـي      
عنـوان يـك سـويه     امروزه اسـترپتوكوكوس هيـالورورليتيكوس بـه   

جداشده از خاك  G8جدايه . شود  يمتجاري مولد آنزيم، استفاده 

بهشت زهراي تهران نيز سويه توليدكننده آنـزيم بـوده و بـه گـروه     
بـراث،   BHIنظر به اينكه محيط كشـت  ). 3(د ها تعلق دار باسيلوس

عنوان محيط كشت در يـك   به تواند ينمقيمتي است و  محيط گران
آنزيم ي ور و باصرفه از نظر اقتصادي براي توليد صنعت سيستم غوطه

 يتـا محـيط كشـت    گرديـد تـلاش   به كار رود؛ لـذا در ايـن تحقيـق   
 BHIتوليـد آنـزيم در حـد محـيط      كـه در آن طراحي شود  زيسنت
  .باشد صرفه مقرون بهو ضمناً از لحاظ اقتصادي نيز  بوده
شده علاوه بر تعيين نوع تركيبات محـيط كشـت،    وهش انجامدر پژ

روش . نيز توسط طراحي تاگوچي به دست آمـد  آنهاميزان غلظت 
عنوان  ميلادي، به1980در سال  Tagochiتاگوچي توسط پروفسور 

روشي مناسب و كارآمـد جهـت افـزايش كيفيـت محصـولات در      
 نيمتـر كبا كمك ايـن روش آمـاري بـا    . كشور امريكا معرفي شد
جويي زمـاني، مـالي و انسـاني، بهتـرين و      تعداد آزمايشات و صرفه

ستفاده ا .ديآ يمبه دست  Full Factorialنتايج به روش  نيكترينزد
از طراحي تاگوچي از آن جهت اهميت بالايي دارد كـه عـلاوه بـر    
كاهش تعـداد آزمايشـات، كـاهش هزينـه و صـرف زمـان كمتـر،        

، و با در نظر )3( را بر هم مقايسه كرده همزمان اثر فاكتورها طور به
شـرايط بهينـه محـيط كشـت را      فاكتورهاگرفتن تأثير همزمان همه 

طـور جداگانـه بررسـي     كند؛ زيرا اگر اثر هـر فـاكتور بـه      يممعرفي 
جداگانـه اثـر    طـور  بـه شود ايـن امكـان وجـود دارد كـه تركيبـات      

ال نيـز هسـت   ولـي ايـن احتم ـ  ، مطلوبي بر توليد آنزيم داشته باشـند 
در اثر اينتراكشن بين  دهند يمكه با هم تشكيل محيط كشت  زماني

روش تـاگوچي از ايـن   ؛ بنابراين اثر كاهشي داشته باشند ،تركيبات
جهت كه همزمان اثر فاكتورهـا را بـر يكـديگر و بـر توليـد آنـزيم       

  .قابل اطمينان و اهميت است كند يملحاظ 
  

  روش بررسي
شت جامد حـاوي هيالورونيـك اسـيد بـراي     محيط كدر اين مطالعه، 

مورد استفاده قرار  G8جدايه بررسي توليد آنزيم هيالورونيداز توسط 
 g7/3، آب مقطـر  ml60 براي ساخت اين محـيط كشـت بـه   . گرفت
نوبل آگار بـه آن افـزوده    g1 سپس گرديد،براث اضافه  BHIمحيط 
محلــولي از  C°45 در دمــاي ،واتــوكلا انجــام پــس از و ،شــد

عنوان سوبستراي آنزيم به محـيط كشـت اضـافه     يالورونيك اسيد بهه
هيالورونيــك اســيد در  g04/0محلــول از حــل كــردن يــن ا. گرديــد

ml20 بــافر فســفات ســديم M5/0 همچنــين از حــل . بــه دســت آمــد
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بـافر فسـفات سـديم     ml20در  vآلبومين گـاوي فركشـن    g1 كردن
M5/0،  محلول آلبومين گاوي فركشنv   شـدن   لتـر ياز ف پـس و تهيـه

 اضـافه شـد   C°45، به محيط كشـت بـا دمـاي    µ2/0 يهاتوسط فيلتر
تقســيم  cm8هــاي  شــده در پليــت ســپس محــيط كشــت ســاخته. )6(

آنجايي كـه   از. يي ايجاد شدها چاهكو در اين محيط جامد  گرديد
از محلـول رويـي    µl200 ؛ لذاخارج سلولي است آنزيم هيالورونيداز
، BHIساعت باكتري در محيط مـايع   24 كشت حاصل از سانتريفوژ
، بـه  C°37پـس از گرماگـذاري پليـت در    . شـد به هر چاهك اضافه 

 ،براسـاس ايجـاد هالـه يـا عـدم ايجـاد هالـه        N2استيك  كمك اسيد
هيالورونيـك اسـيد بـا آلبـومين     . حضور هيالورونيداز بررسي گرديـد 

گاوي در شـرايط اسـيدي كنجوگـه شـده و محـيط كشـت را كـدر        
، زه توليدكننــده هيالورونيــدا جدايــ درصــورت وجــود  .كنــد مــي

 هيالورونيك اسيد اطراف چاهك توسط هيالورونيداز باكتري تجزيه
براي سـنجش ميـزان    ).3(ماند  اطراف چاهك شفاف باقي ميو شده  

ــزيم و سوبســترا   ــده از واكــنش آن روش  ،هيالورونيــك اســيد باقيمان
روش بر مبناي تغييـرات   اين). (7( استفاده قرار گرفتمورد كربازول 

OD  كربـازول  ش بـا رو . )براساس غلظت هيالورونيك اسيد اسـت و
محلـول  . جداگانه سـاخته شـد  طور  به) 2(و ) 1(محلول شماره  2ابتدا 

بوراهيـدرات و محلـول    حـاوي اسـيد سـولفوريك و تتـرا    ) 1(شماره 
، )1(تهيه محلول شماره براي . بود حاوي اتانل و كربازول) 2(شماره 

تـا   ،آب مقطـر افـزوده شـد    ml25، %95سـولفوريك   اسـيد  ml75 هب
اسـيد   cc100پس بـه  س ـ. دسـت آيـد   به%) 75(اسيدسولفوريك رقيق 

بوراهيــدرات  تركيــب ســديم تتــرا mg191 ،شــده ســولفوريك رقيــق
ر دكربازول % g125، )2(محلول شماره  براي تهيه). 7( گرديداضافه 

ml6/12 ظت هيالورونيك اسـيد،  راي سنجش غلب ).7(حل شد  اتانل
حــاوي اســيد () 1(از محلــول شــماره  ml3 ،ابتــدا بــه كمــك ســمپلر

دار  يــك لولــه درپــوش در) بوراهيــدرات ســولفوريك و ســديم تتــرا
. يافـت كـاهش   C°4 پس دماي لوله با استفاده از يخ بـه س شد، ريخته

از نمونـه   µl500، به كمـك سـمپلر   C°4 پس از تنظيم دماي لوله در
نمونه مجهـول در سـطح محلـول    . امي به لوله اضافه شدمجهول به آر

 در ادامـه،  .فاز مجزا قرار گرفت 2صورت شفاف اما در  به) 1(شماره 
ند، سپس فاز ايجادشده تكان داده شد 2ها جهت ادغام  به آرامي لوله

پـس از سـرد شـدن    . يافتندجوش انتقال ماري  بن به دقيقه 10به مدت 
شـامل اتانـل و   ) (2(از محلـول شـماره    µl100لوله، به كمك سـمپلر  

در . گرديـد بـه آرامـي روي محتويـات درون لولـه اضـافه      ) كربازول

جوش قرار داده شد و  ماري بن دقيقه لوله در 15به مدت  مرحله بعد،
جـذب محلـول توسـط دسـتگاه اسـپكتروفتومتر       ،پس از خنك شدن

 تـر باشـد يـا بـه     هرچه رنـگ ارغـواني محلـول پررنـگ    (. خوانده شد
هيالورونيـك  بـالاي  ت غلط ـنشـانه   ،محلول بيشـتر باشـد   ODعبارتي 

 mg50 ،بـراي رسـم نمـودار اســتاندارد    ).7( )اسـت  اسـيد در محلـول  
بـار   2 آب لهيوس ـ به و ،منتقل گرديد ml50هيالورونيك به بالن ژوژه 

 ml5بـالن ژوژه   10 در مرحله بعد،. رسانده شد ml50تقطير به حجم 
در هريــك بــه سـپس  . ندگـذاري شــد  شــمارهبـا فويــل پوشـانده و   را 

، ml5/0 ،1 ،5/1 ،2 ،5/2 ،3 ،5/3 ،4 ،5/4هـاي   حجـم  ،كمك سمپلر
 2 شده هيالورونيك اسيد ريختـه و بـا كمـك آب    از محلول ذخيره 5

هـاي   تظ ـترتيـب غل  بدينرسانده شد و  ml5بار تقطير حجم نهايي به 
از  mg/ml1 و 9/0، 8/0، 7/0، 6/0، 5/0، 4/0، 3/0، 2/0، 1/0

 يهـا  پس از ساخته شدن غلظت. )8( هيالورونيك اسيد به دست آمد
مشخص از هيالورونيك اسيد، براي هـر غلظـت آزمـايش كربـازول     

هـا در طـول مـوج بـين      هريـك از غلظـت   ODو مقدار  گرفتانجام 
nm600 -500   نمـودار اسـتاندارد هيالورونيــك    ، سـپس سـنجيده شـد

ــيد رســم  ــداس ــراي ). 3،9( گردي ــهب ــولم تهي ــترا حل  mg25، سوبس
 و M05/0با بافر فسفات سديم  ml25 يك بالن هيالورونيك اسيد در

7pH=    از محلـول بـه دسـت آمـده     در ادامـه،  . به حجـم رسـانده شـد
  ).3(عنوان سوبسترا آنزيم هيالورونيداز استفاده گرديد  به

بنـابراين از محـيط   . آنزيم هيالورونيداز آنزيمي خارج سلولي است
سـانتريفوژ   لهيوس ـ ، بهبوده باكتري در آن رشد كرده كشت مايع ك

، محلول رويي حاوي آنزيم از رسوب g×8000دار در دور  يخچال
بـراي هـر نمونـه     آنـزيم  مراحل سنجش توليـد براي  ).10(شد جدا 

محلول رويي حـاوي   ml1محلول سوبسترا با  ml1محلول آنزيمي، 
 c°37در دماي  g×8000آمده از سانتريفوژ در دور   آنزيم به دست

ايـن  ساعت در انكوباتور گرماگـذاري شـد و بعـد از     يكبه مدت 
آنـزيم   ،از تركيب سديم دودسيل سولفات µl100 با افزودن مدت،

 20محلـول بـه مـدت     ،اتانـل  ml8 با افزودن سپس. گرديدغيرفعال 
. دار سانتريفوژ شد توسط سانتريفوژ يخچال g×2750دقيقه در دور 

بار تقطير استريل  2با آب  شدهونيك اسيد جدا هيالوررسوب  سپس
ــالن  ــه حجــم رســانده شــد   ml5در ب ــد، ).3(ب ــه بع ــزان  در مرحل مي

بــا روش كربــازول ســنجيده و طبــق را هيالورونيــك اســيد باقيمانــده 
براســاس (. گرديــدآنــزيم مشــخص  نمــودار اســتاندارد ميــزان توليــد

دقيقـه   30كـه در مـدت    اسـت  واحد آنزيمي مقدار آنزيمي ،تعريف
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 ).3،7) (دهــد مــيكــاهش  1/0ميــزان جــذب هيالورونيــك اســيد را 
كـه تمـام   اي  نمونـه . آنزيم توليدشده به دست آمد ترتيب مقدار بدين

آن در و تنها اثر فعاليت آنزيم  بودهفاكتورهاي مورد آزمايش را دارا 
 نظـر  آزمـايش در  نمونـه كنتـرل بـراي هـر     عنـوان  شده بود، بهحذف 

ميـزان اثـر    ،نمونـه ايـن  با انجام تست كربازول بـر روي  تا  ؛گرفته شد
آنزيم هيالورونيداز در نمونه مورد آزمايش با توجه بـه نمونـه كنتـرل    

 . گردد بررسي

ا محـيط  ابتـد ، براي بررسي اثر منابع كربني متفـاوت بـر توليـد آنـزيم    
سپس انواع قندها شـامل گلـوكز، فروكتـوز،     شد، طراحي كشت پايه

 محيط كشت پايه جداگانه افـزوده  4به  g/l5 به ميزان لاكتوز، نشاسته
ه ميـزان توليـد آنـزيم ب ـ   در شـرايط بهينـه    ،G8و پس از رشـد جدايـه   

بـراي   .روش كربازول طبق دستور كـار مـورد سـنجش قـرار گرفـت     
محـيط كشـت    ، ابتـد ر منابع نيتروژني متفاوت بر توليد آنزيممطالعه اث

انواع منابع نيتروژني شـامل نيتـرات آمونيـوم،     سپس ،شد پايه طراحي
 4بـه   g/l5مخمر به ميـزان   پيپتون از كازئين سولفات آمونيوم، عصاره

در  G8و پس از رشد جدايه طور جداگانه اضافه  كشت پايه به محيط
 .ارزيـابي گرديـد  ، ميزان توليد آنـزيم طبـق دسـتور كـار     شرايط بهينه

ــين  ــر كهمچن ــراي بررســي اث ــزيم  ب ــد آن ــر تولي لريــدهاي مختلــف ب
 :انواع كلريدها شـامل  ،محيط كشت پايهبا ساخت ا ابتدهيالورونيداز، 

كلريـد منگنـز و كلريـد پتاسـيم بـه       ،كلريـد منيزيـوم   كلريد آمونيوم،
، و پـس  طور جداگانه اضافه شد محيط كشت پايه، به 4به  g/l5ميزان 

ميـزان توليـد آنـزيم طبـق روش      شرايط بهينـه، در  G8از رشد جدايه 
منظـور مطالعـه همزمـان چنـد      بـه  .گرفـت  مورد سنجش قـرار  بررسي

ــرين و     ــف، بهت ــطح مختل ــد س ــاكتور در چن ــبف ــر مناس روش  نيت
علـت بـالا بـودن     باشـد كـه بـه    مي) Full Factorial(ل فاكتوريل كام

ي مـالي، زمـاني و   هـا  نـه يهزتعداد آزمايشات در اين روش و صـرف  
عنوان يك روش آمـاري مطمـئن و    نيروي انساني، روش تاگوچي به

برتري ايـن  . جايگزين روش فاكتوريل كامل شود تواند يمقابل قبول 
همزمان اثـرات متقابـل    توان يمروش بر تك فاكتوريل اين است كه 

كـه   عوامل مختلف مورد سنجش را در نتيجه لحـاظ نمـود؛ درحـالي   
ري فقط اثر يك فاكتور را در صورت ثابت مانـدن  روش تك فاكتو

  .سنجد يمبقيه فاكتورهاي مورد نظر 
نوع كلريدي كه در  كربني و، پس از مشخص شدن منابع نيتروژني

براساس طراحـي   ند،محيط كشت تأثير بيشتري بر توليد آنزيم داشت
نيـز تـأثير ميـزان هـوادهي      تاگوچي ميزان غلظت بهينه تركيبـات و 

غلظت واردشده . گرديدارزيابي  زيكشت سنت هاي يطمحهمراه با 
 محيط كشـت و  g/l2 و 5/1، 1، 5/0تركيبات در طراحي تاگوچي 

. گرفتـه شـد   در نظـر  rpm 100 ،150 ،200، 250 سـطوح هـوادهي  
ــا براســـاس ــابي فاكتورهـ ــرم و ســـطوح انتخـ ــاگوچي،  نـ ــزار تـ افـ

شـده   كشـت طراحـي   هاي يطبه تمام مح .شد طراحي هايي يشآزما
نزيم و آعنوان كو عصاره گوشت به g/l3 افزار تاگوچي راساس نرمب

  .ويتامين افزوده شد
  

  اه افتهي
و  G8توليد آنزيم هيالورونيـداز توسـط جدايـه     ليبه دلطبق نتايج، 

هيالورونيـك قـادر    تجزيه هيالورونيك اسيد اطراف چاهك، اسيد
محـيط كشـت، در    Vركشـن  به كنجوگه شدن با آلبومين گـاوي ف 

 مانـد  ميو اطراف چاهك شفاف باقي نخواهد بود اطراف چاهك 
  .)شكل(
 

  
  

     استيكتن اسيد ريخ پس از ايجاد هاله شفاف در محيط كشت جامد: شكل

، خصوصـــيات G8پـــس از اثبـــات توليـــد آنـــزيم توســـط جدايـــه 
ايـن بـاكتري   . ميكروسكوپي و ماكروسكوپي اين جدايه ارزيابي شد

 24شـده از كشـت    گرم مثبت و اسپوردار اسـت و در لام تهيـه   باسيل
صـورت   آگار، آرايش كلني آن بـه  BHIدر محيط  G8ساعته جدايه 

 تـر  ليطوها  كه با افزايش مدت زمان كشت باسيل باشد يمي ا رهيزنج
لني اين جدايه فاقـد پيگمـان و   ك .شود يمكمتر  آنهاشده و ضخامت 

  .ر برجسته استموكوئيدي با حاشيه نامنظم و س
براي رسم نمودار استاندارد هيالورونيك اسيد مطابق با روش 

و در  گرديد آزمايش كربازول در مورد هر غلظت انجام بررسي،
طول موج  .جذب گرفته شد nm600-500بين  يها طول موج

به دست آمد و  nm526مناسب براي سنجش هيالورونيك اسيد در 
   .ترسيم شدد هيالورونيك اسيد در اين طول موج نمودار استاندار
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  mg/mlغلظت هيالورونيك اسيد 
 

  اسيد استاندارد هيالورونيك نمودار: اردنمو
 

، rpm100دور شـيكر   pH=7براساس آزمايشـات صـورت گرفتـه،    
محــيط كشــت و مــدت  ml20 بــه ازاي µl300 حجــم تلقــيح اوليــه

در محـيط   G8سـاعت، شـرايط بهينـه رشـد جدايـه       9گرماگذاري 
BHI 3( باشد يراث مب.(   

 ،در شرايط بهينه ميزان توليد آنزيم به روش كربازول سـنجيده شـد  
بـراث در   BHIدر محـيط   G8و ميزان توليد آنـزيم توسـط جدايـه    

اثـر   مطالعهبراي  .گرديدگزارش  unit/ml 4/7شرايط بهينه مذكور 
نمونه كنترل تهيـه   ،مطابق روش بررسي منابع كربني بر توليد آنزيم

در مقايسـه بـا    تا ميزان اثر منابع كربني متفاوت بر توليد آنـزيم  شد؛
با بررسي تأثير منـابع مختلـف كربنـي     .نمونه كنترل مشخص گردد

ــامل فروك( ــش ــوز ت ــته، لاكت ــوكز، نشاس ــزيم ) وز، گل ــد آن ــر تولي  ب
در مراحـل سـنجش    هيالورونيداز در محيط كشت حاوي فروكتوز

را نشـان داد كـه   ب ذاهش ج ـك 594/0آمده  به دست OD ،آنزيم
مربوط به  OD. به دست آمد unit/ml9/5م بر اين اساس توليد آنزي

با رشد جدايـه  . بود 209/0و لاكتوز  328/0گلوكز  ،414/0نشاسته 
G8  نمونـه كنتـرل طبـق     ،محيط پايه با منابع نيتروژني متفاوت 4در

 نيـز  تهيه شد و آزمايش كربازول روي نمونـه كنتـرل   بررسيروش 
ميزان جذب نمونه مـورد آزمـايش و   ، سپس با مقايسه گرفت انجام

متفاوت از نظر نـوع   يها طيميزان توليد آنزيم در مح، نمونه كنترل
شـامل  (با بررسي تأثير منابع نيتروژنـي   .منبع نيتروژني به دست آمد

ــون از كــازئين و ســولفات    ــوم، عصــاره مخمــر، پيپت ــرات آموني نيت
در محـيط   ،G8ورونيداز توسط جدايـه  بر توليد آنزيم هيال) آمونيوم

بـه   OD، مراحـل سـنجش آنـزيم   در كشت حـاوي عصـاره مخمـر    
را نشـان داد  ب ، كاهش جذ632/0ر آمده براي عصاره مخم دست

بـراي   OD .دست آمده ب unit/ml3/6توليد آنزيم  كه بر اين اساس
و ســولفات  310/0، نيتــرات آمونيــوم  590/0پيپتــون از كــازئين  

  . بود 270/0آمونيوم 
محـيط پايـه بـا كلريـدهاي متفـاوت، مطـابق        4در  G8با رشد جدايه 
ميـزان  با مقايسه ، سنجش توليد آنزيم صورت گرفت و روش بررسي

ميـزان توليـد آنـزيم در    ، جذب نمونه مورد آزمايش و نمونـه كنتـرل  
بـا بررسـي تـأثير    . متفاوت از نظر نوع كلريد به دست آمد يها طيمح

كلريـد پتاسـيم، كلريـد منيـزيم، كلريـد       :ملكلريدهاي مختلـف شـا  
آمونيوم و كلريد منگنز بر توليـد آنـزيم هيالورونيـداز توسـط جدايـه      

G8  در مراحــل ســنجش  ، در محـيط كشــت حــاوي كلريـد آمونيــوم
كـاهش   684/0 ،مآمـده بـراي كلريـد آمونيـو     بـه دسـت   OD، آنزيم
ه ب ـ unit/ml8/6توليـد آنـزيم    را نشان داد كـه بـر ايـن اسـاس    ب جذ

و  247/0كلريـد منگنـز    ،355/0براي كلريد پتاسيم  OD. دست آمد
آزمـايش   16 يتـاگوچ با اسـتفاده از روش  . بود 190/0كلريد منيزيم 

 ). جدول(طراحي شد ي براساس فاكتورها و سطوح انتخاب
 

  شده تاگوچي ي طراحيها شيآزما: جدول
غلظت   شآزماي

  g/lز فروكتو
غلظت عصاره 

  g/lمخمر 
 غلظت كلريد

  g/lآمونيوم 
Rpm  

1 5  5 5  100  
2 5  10  10  150  
3 5  15  15  200  
4 5  20  20  150  
5 10  5 10  200  
6 10  10  5  250  
7 10  15  20  100  
8 10  20  15  150  
9 15  5 15  150  

10 15  10  20  200  
11 15  15  5  150  
12 15  20  10  150  
13 20  5 15  150  
14 20  10  15  100  
15 20  15  10  250  
16 20  20  5  200  

كشـت مطـابق طراحـي تـاگوچي و تلقـيح       يهـا  طيپس از تهيه مح
باكتري به محيط كشت و ايجاد شـرايط رشـد بـاكتري طبـق روش     

، سنجش توليـد آنـزيم براسـاس آزمـايش كربـازول انجـام       بررسي
شـده   به دست آمده آزمايشات طراحـي  يها و ميزان جذب ،گرفت

براسـاس نتـايج بـه     سـپس گرديد،  افزار تاگوچي بررسي توسط نرم

nm
)

۵٢
۶

(
O

D
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افـزار تـاگوچي    نـرم  وسـيله  بهشرايط بهينه توليد آنزيم  ،آمده  دست
  .و ميزان جذب در شرايط اپتيمم تخمين زده شدمعرفي 

 ي بـراي توليـد آنـزيم   شـده طراحـي تـاگوچ    معرفي شرايط بهينهدر 
محيط كشتي حاوي فروكتـوز   عنيي G8جدايه  توسط هيالورونيداز

)g/l5(ــ  ــاره مخم ــوم  )g/l15(ر ، عص ــد آموني و دور  )g/l10(، كلري
افزار يعنـي   شده نرم ، ميزان جذب در محدوده تعيينrpm250شيكر 

196/0=OD ــ. بــه دســت آمــد بــه  در شــرايط بهينــه اســاس نيــا رب
  .گزارش شد unit/ml04/8ميزان توليد آنزيم  آمده دست

  

  ثبح
توليـد   در صـنايع دارويـي و  م با توجه به كاربرد روزافزون اين آنزي

و نيز كاربرد گسترده آن در تحقيقـات   ،داروهاي حاوي اين آنزيم
پـاتولوژي و فيزيولـوژي    ،پايه علـوم زيسـتي ماننـد مهندسـي بافـت     

بررسـي تحقيقـات در زمينـه توليـد ميكروبـي      ، ي سـرطاني ها سلول
، 1941و همكارانش در سال   Macciean.آنزيم حايز اهميت است

ي هــــا يبــــاكتريالورونيــــداز از اي در زمينــــه توليــــد ه مطالعــــه
و همكـارانش نيـز در     Dorfman).11( استرپتوكوكي انجام دادنـد 

ســنجي بــراي ســنجش توليــد  ، كــاربرد روش كــدورت1947ســال 
و همكـارانش    Thomasهمچنـين  . هيالورونيداز را بررسي نمودند

، تحقيقاتي در زمينه كلونينگ و سكوانس تـوالي ژن  1994در سال 
ــزيم اهيالورونيــداز  نوتركيــب  Ecoliز پنوموكــوكي و تلخــيص آن

سازي توليـد آنـزيم هيالورونيـداز و     در زمينه بهينه). 3(انجام دادند 
و  Sahooمطالعـاتي توسـط    ،تأثير منابع متفاوت كربني و نيتروژنـي 

آنها اثـر منـابع مختلـف     .صورت گرفت 2008در سال  همكارانش
ته را بر توليد آنـزيم  كربني شامل گلوكز، لاكتوز، سوكروز و نشاس

 نتـايج . نمودنـد هيالورونيداز توسط استرپتوكوكوس ميتيس بررسي 
ــزيم   آنهــا نشــان داد قنــد ــر توليــد آن ــأثير را ب ســوكروز بيشــترين ت

در تحقيق  .هيالورونيداز توسط استرپتوكوكوس ميتيس داشته است
Shaoo  روش ســنجش توليــد هيالورونيــداز براســاس افــزايش  نيــز

با توجـه  ، )12(بود بر  كه بسيار هزينهبررسي شد ترا گرانروي سوبس
عنوان يك محيط مغذي رشد  به BHIدر محيط  G8به اينكه جدايه 

سـنجيده   BHIع مـاي ميزان توليد آنـزيم در محـيط    لذا ؛خوبي دارد
  .)3(به دست آمد  unit/ml4/7 كهشد 

 توانـد  يقيمتي است و نم ـ براث محيط گران BHIنظر به اينكه محيط 
باصـرفه از نظـر   و  ور عنوان محـيط كشـت در يـك سيسـتم غوطـه      به

تـا   گرديـد تلاش  لذا ؛كار روده اقتصادي، براي توليد صنعتي آنزيم ب
توليـد آنـزيم در حـد     كـه در آن طراحي شـود   زيسنت يمحيط كشت

  .باشد صرفه مقرون بهو ضمناً از لحاظ اقتصادي نيز  بوده BHIمحيط 
  

  يگير نتيجه
پزشـكي، فيزيولـوژي، بيولـوژي و تجـاري آنـزيم      به دليل اهميـت  
سـازي شـرايط محـيط     ، اين پژوهش براي بهينـه )4(هيالورونيدازها 

كشت با هدف توليـد صـنعتي آنـزيم هيالورونيـداز توسـط جدايـه       
باسيلوس مولـد آنـزيم جداشـده از خـاك بهشـت زهـراي تهـران،        

 نتايج اين مطالعه، ايـن فرضـيه را اثبـات نمـود كـه     . صورت گرفت
ــزي  ــر توليــد آن ــد، م تركيبــات محــيط كشــت ب هيالورونيــداز مؤثرن

نه تنها  او منابع كربني، نيتروژني و كلريدهت همچنين برخي تركيبا
اثر مهاري بر توليد آنزيم ندارنـد؛ بلكـه باعـث افـزايش توليـد نيـز       

از  تـوان  يم ـ، ...صنعتي در فرمانتورها وت شوند و در محيط كش مي
باشـد،   تركيبـات مـي  ن درصـد بـالايي از اي ـ  كه داراي ي منابع طبيع

غلظت تركيبات محيط كشت  تتعيين نسب از طرفي،. داستفاده نمو
راهنمـايي بـراي طراحـي شـرايط      توانـد  يو تعيين ميزان هوادهي م ـ

محـيط  ترتيـب   و بـدين  بـوده بهينه توليد آنـزيم در مقيـاس صـنعتي    
در . شـود  تهيـه  ،كشت باصرفه از نظر اقتصادي و شرايط بهينه توليد

با توجه به اينكه قند فروكتوز بيشترين تـأثير را بـر    G8مورد جدايه 
از پساب  توان يدر محيط كشت صنعتي م ؛توليد آنزيم داشته است
و يا ضـايعات ايـن    ،...ميوه، يا آب انگور و كارخانجات توليد آب

   .كرداستفاده  نيز كارخانجات
  

  تپيشنهادا
جدايـه  ي جداسـاز  و ،من آنـزي با توجه به كاربردهـاي گسـترده اي ـ  

بومي مولد و با توجه به اينكه توليد آنزيم در داخـل كشـور انجـام    
ي هـا  پسـاب تأثير انواع ي لذا در ادامه اين پروژه بررس ؛تنگرفته اس

حاوي منابع كربني و نيتروژني بر توليد آنـزيم هيالورونيـداز، طبـق    
آنـزيم  شناسـايي ژن مولـد    ،نتايج به دسـت آمـده از ايـن پـژوهش    

ي كلونينـگ و بيـان   هـا  روشو طراحي   G8هيالورونيداز در جدايه
ژن آنــزيم هيالورونيــداز در ميزبــان مناســب و بررســي تــأثير ســاير  

و عناصـر بـر توليـد آنـزيم هيالورونيـداز       هـا  نيتاميوفاكتورها مانند 
ــه ــ  G8توســط جداي ــد يم ــزيم   توان ــد صــنعتي آن راهگشــاي تولي

  .هيالورونيداز باشد
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  قدردانيو  رتشك
اين پژوهش بـا همكـاري صـميمانه پرسـنل آزمايشـگاه تخصصـي       

بدين وسيله از جنـاب آقـاي دكتـر    . مولكولي بوعلي به انجام رسيد

هنــدس خــازني و جنــاب آقــاي هنــدياني سپاســگزاري  ، محــائري
  .نماييم مي
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