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Background and Aims: Vitamin D3 deficiency can causes many diseases such as rickets, 

osteopenia and osteoporosis and increases the risk of some types of cancer. Probiotic strain of 

Lactobacillus plantarum, which can store fat-soluble vitamin D3 in its bulk, can reduce the 

effects of vitamin D3 deficiency in addition to being able to produce products with probiotic 

benefits. 

Materials and Methods: This research was carried out in 2016. By designing the one-

factor-at-a- time tests, the range of possible effective variables on vitamin D3 absorption in 

bacterial mass and effective factors were selected. Optimization of vitamin D3 entrapment in 

biomass of bacteria was performed using response surface methodology via Box-Behnken 

design. The high-performance liquid chromatography was employed for determination of 

vitamin D3 quantities. 

Results: Among the parameters affecting vitamin D3 entrapment, three factors including 

incubation temperature, initial vitamin D3 and sucrose concentrations were most effective. The 

optimal points were obtained at vitamin D3 concentration of 351723.537 IU/mL, sucrose 

concentration of 2.89 (g/L) and incubation temperature of 33.8 °C. The maximum value of 

vitamin D3 in dry cell weight of L. plantarum was 1028.5 IU/g which was consistent with the 

proposed statistical model. 

Conclusions: In this study L. plantarum enriched with vitamin D3 was produced and 

optimized for the first time. Experimental and statistical studies confirm the accuracy and 

reliability of this optimization. 
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یی مانند نرمی استخوان، استئوپنی، پوکی هایماریبدرخطر ابتلای به  D3ویتامین  اثر کمبود زمینه و اهداف:

که بتواند  سیلوس پلانتاروملاکتوباشده است. سویه پروبیوتیک باکتری خوبی شناختهاستخوان و انواع سرطان، به

محصولاتی با  تولید ساززمینه تواندعلاوه بر اینکه می کند، ذخیره خود توده زیستی در را D3 چربی در محلول ویتامین

 را کاهش خواهد داد. D3شود، احتمالاً اثرات نقص ویتامین  پروبیوتیک مزایای

 گسترهی یک فاکتور در زمان، هاشیآزماشد، با طراحی  انجام 5931در این مطالعه که در سال مواد و روش کار: 

ی مؤثر انتخاب گردیدند. فاکتورهادر توده زیستی باکتری مشخص و  D3 نیتامیوی مؤثر احتمالی بر جذب رهایمتغ

سازی شدند. روش تعیین کمی ویتامین در بهینه رهایمتغبنکن این  -ی باکسهاشیآزماسپس با طرح رویه پاسخ، با انجام 

 .باشدیم( HPLCتوده زیستی، کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا )

و غلظت ساکارز از بقیه اهمیت  D3شده، سه فاکتور دما، غلظت اولیه ویتامین از میان فاکتورهای بررسی: هایافته

 (g/L) کشت محیط به شدهافزوده ساکارز غلظت ،D3 IU/mL 195/915559 ویتامین اولیه غلظت بیشتری داشت. در

به  (IU/g 1/5159)خشک سلولی  وزن در ویتامین سلسیوس، بیشترین میزان انباشته شدن درجه 9/99 دمای و 93/5

 دست آمد که با مدل آماری پیشنهادی مطابقت داشت.

 D3 با ویتامین لاکتوباسیلوس پلانتارومسازی توده زیستی زمینه غنی این مطالعه، اولین گزارش در :گیرینتیجه

سازی دهنده صحت و اعتبار این بهینهشده نشانمطالعات آزمایشگاهی و آماری انجام. باشدیمسازی آن ینهبه و

 باشد.یم

 بنکن، طرح رویه پاسخ -ی باکسهاشیآزما، D3، ویتامین لاکتوباسیلوس پلانتاروم :کلیدی کلمات

 
 

 

 

 پزشکی ایران محفوظ است. شناسیمیکروبه برای مجلاین مقاله  و استفاده علمی از نشر حق چاپ، :© رایتکپی

 :نویسنده مسئول

  نسرین صمدیدکتر 
 

 دانشکده غذا، و دارو کنترل گروه

 تضمین تحقیقات مرکز و داروسازی

 پزشکی علوم دانشگاه دارو، کیفیت

 تهران، تهران، ایران

 

 2322112121321 تلفن:
 

 پست الکترونیک:

samadin@tums.ac.ir 

مهمقد

های ناشی از آن امروزه به علت شیوع سوءتغذیه و بیماری

ها و سازی مواد غذایی انسان و دام با ویتامیندر جهان بحث غنی

های ترین شکل(. ساده1) املاح موردنیاز بسیار حائز اهمیت است

 هایی مثلاست از اضافه کردن ریزمغذی سازی عبارتغنی

های هایی مثل ویتامینسلنیوم، روی، مس، آهن، منگنز و ویتامین

و ... به مواد غذایی که ممکن است با مشکلاتی  A ،B ،D ،Eگروه 

مثل تخریب و ناپایداری این ترکیبات در مواد غذایی، عدم جذب 

ها در ها توسط انسان یا دام و یا ایجاد سمیت آنمناسب آن

هایی که اخیراً برای (. یکی از راه2) مقادیر بالا مواجه باشد

شود کاربرده میسازی مواد غذایی با مواد ضروری یادشده، بهغنی

های ها با مواد آلی است. میکروارگانیسماضافه کردن یا ترکیب آن

عنوان غذا ها بهکه همواره از آن ها، لاکتوباسیلپروبیوتیک مانند 

ناسبی برای این منظور شود، حامل مهای مفید یاد مییا افزودنی

روند. مطالعات مختلف نشان داده است که اگر به شمار می

پروبیوتیک ها به میزان کافی در رژیم غذایی انسان و دام وجود 

داشته باشند علاوه بر اینکه فضاهای اکولوژیک لوله گوارش را از 
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کنند، با ایجاد های پاتوژن حفظ میدسترس میکروارگانیسم

های مفید و مضر روده باعث یک تغییر مثبت اکتریتعادل میان ب

در میکروفلور روده شده و عمل هضم مواد غذایی را بهبود 

های پروبیوتیک ایمنی موضعی لوله بخشند. همچنین، سویهمی

 (.3) کنندگوارشی را نیز تحریک می

( در تنظیم تعادل cholecalciferol) D3نقش ویتامین 

های اخیر شده است. در سالتوصیف خوبیکلسیم در استخوان به

نقش این ویتامین در تنظیم سیستم ایمنی شامل دفاع سلولی، 

موردتوجه قرارگرفته است. کمبود ویتامین رفع التهاب و ترمیم 

D3 یافته و هم در اغلب کشورهای هم در برخی کشورهای توسعه

ی هایماریب. در مطالعات اخیر ارتباط باشدیمتوسعه شایع درحال

مشخص گردیده است. مطالعات  D3تنفسی نیز با کمبود ویتامین 

با  D3که سطح پایین ویتامین  دهدیمگیرشناسی نشان همه

ی نئوپلاستیک، هایماریباختلال عملکرد ریوی، افزایش بروز 

ی دخیل انهیزمی هاسمیمکان. باشدیمعفونی و التهابی در ارتباط 

وجود، به نشده است؛ باایناختهطور کامل شنبه هایماریبدر این 

ی ایمنی هاسلولبر روی عملکرد  D3میزان ویتامین  رسدیمنظر 

و  هاتیمنوس، Tو  Bی هاتیلنفوسی دندرتیک، هاسلولمثل 

 نیتامیوتوجهی از . مقادیر قابلگذاردیمی اپیتلیال تأثیر هاسلول

D3  ؛ شودیمدر پوست انسان تحت تابش نور خورشید تشکیل

 تواندیم D3یکن در فصول پاییز و زمستان کمبود ویتامین ول

ی باکتریایی و هاعفونتی عفونی ازجمله هایماریبکودکان را به 

و عملکرد  D3ویروسی مستعد سازد. ارتباط بین سطوح ویتامین 

را  D3ی ویتامین هامکملایمنی خصوصاً در اطفال، استفاده از 

 (.2دهد )یمضروری نشان 

ها علاوه بر اینکه خود تولیدکننده یک سری  پروبیوتیک

ها ها و حامل یک سری املاح هستند، اگر ریزمغذیویتامین

ها وارد ها و املاح ضروری( به نحوی در توده زیستی آن)ویتامین

مانند، علت که در سیستم گوارش انسان و دام باقی میاینگردد به

ها در لوله یزمغذیاحتمالاً باعث آزاد شدن و جذب تدریجی این ر

های که کمبود ویتامینگوارش میزبان خواهند شد. ازآنجایی

ها را محلول در چربی امروزه فراگیر شده است اگر بتوان ویتامین

توان های پروبیوتیک وارد کرد میدر توده زیستی باکتری

محصولات پروبیوتیک کارآمدی تولید کرد که کیفیت و ماندگاری 

شده برای شند و همچنین، محصولاتی غنیبالاتری داشته با

از مزایای های ناشی از کمبود ویتامین باشند. پیشگیری از بیماری

توان یمها یتامینوشده با دیگری که برای پروبیوتیک های غنی

ذکر کرد کاهش سمیت این عناصر در توده سلولی باکتری نسبت 

ن و دام صورت آزاد در رژیم غذایی انسابه زمانی است که به

یکی دیگر از مزایای احتمالی  (.5) یرندگیممورداستفاده قرار 

سازی، این است که یک محصول پروبیوتیک خود اثرات عمل غنی

متعددی در زمینه جلوگیری از کلونیزه شدن پاتوژن ها در بدن، 

افزایش سطح ایمنی مخاطی، توانایی تثبیت فلور روده و غیره 

با یک یا چند ریزمغذی غنی نمود دارد که اگر بتوان آن را 

توان محصولات جدید پروبیوتیک با کارایی و مزایای بیشتری یم

 (.1کرد )تولید 

برای  لاکتوباسیلوس پلانتارومدر این مطالعه از سویه 

استفاده شد. این میکروارگانیسم یک  D3سازی با ویتامین غنی

میکروبی  شده است و نقش آن در ایجاد تعادلپروبیوتیک شناخته

بخش آن های گوارشی و نقش التیامدستگاه گوارش، تثبیت آنزیم

(. 1.1) شده است( مشخصIBS) پذیردر سندروم روده تحریک

طراحی آزمایش و طرح رویه پاسخ، برای کاهش تعداد 

های های مبتنی بر سعی و خطا و کاهش هزینهآزمایش

وم پایه شده در زمینه علهای انجامآزمایشگاهی در پژوهش

منظور (. در این پژوهش به2) موردتوجه قرارگرفته است

در توده سلولی باکتری از  D3سازی میزان جذب ویتامین بهینه

 بنکن استفاده شد. -های باکسطرح رویه پاسخ و آزمایش

 هاروشمواد و 

 سازیانتخاب سویه، شرایط کشت و غنی

 ATCC 14917 Lactobacillus یباکتردر این مطالعه از 

plantarum  ی پروبیوتیکی و محصولات تخمیری هافرآوردهکه در

محیط کشت پایه برای کشت  دارای اهمیت است استفاده شد.

 Merckبراث بوده است )این محیط از شرکت  MRSباکتری، 

 سازی گردید(.شده، آمادهآلمان تهیه و طبق روش ارائه

، D3ویتامین با  لاکتوباسیلوس پلانتارومسازی سویه در غنی

های مختلف طور جداگانه با غلظتبراث به MRSمحیط کشت 

در ارلن مایرهای  300000 تا IU/mL 30000 بین D3ویتامین 

برای انحلال و هموژنیزه شدن  D3رنگ آماده شد. ویتامین تیره

نیاز داشت. از کشت  %1/0به میزان  00در محیط کشت به تویین 

های با به محیط %3مون به میزان مورد آز لاکتوباسیلساعته  24

غلظت متفاوت ویتامین تلقیح شد و برای کشت اولیه، در دمای 

گرمخانه گذاری  3/3حدود  pHدرجه سلسیوس و  53تا  53

های یک متغیر در زمان، گردیدند. سپس با طراحی آزمایش
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گستره و اثربخشی متغیرهای مؤثر احتمالی برافزایش جذب 

سلولی باکتری، شامل: غلظت اولیه ویتامین در توده  D3ویتامین 

در محیط کشت، میزان تلقیح اولیه باکتری به محیط کشت، 

و زمان  pHمیزان افزودن ساکارز، دمای گرمخانه گذاری، 

ها پس از استخراج موردبررسی قرار گرفت. نمونه بردارینمونه

 موردسنجش قرار گرفتند. D3چربی ازنظر میزان ویتامین 

 از باکتری D3ویتامین استخراج 

به  g×5000های کشت در ابتدا حجم معینی از محیط 

دقیقه سانتریفوژ شد. سپس مایع رویی جدا گردید.  3مدت 

 g×5000رسوب حاصله سه بار با سرم فیزیولوژی شستشو و در 

برای شکستن سلول باکتری ابتدا توده سلولی سه  سانتریفوژ شد.

گلیسرول  %1فسفات سالین حاوی بار شسته شده باکتری در بافر 

سوسپانسیون و ورتکس گردید. سپس لیزوزیم اضافه شد و 

سوسپانسیون حاصل مخلوط و هموژن گردید. محلول نهایی با 

ثانیه سونیکه شد تا توده  20کیلوهرتز و مدت  3فرکانس خفیف 

های فالکون حاوی در مرحله بعد، لوله سلولی یکدست گردد.

 رار گرفت. برای شکستن دیواره سلولی،نمونه در حمام یخ ق

کیلوهرتز  40 ثانیه در 30تا  30حاصل به مدت  هایسوسپانسیون

ثانیه برای جلوگیری از داغ  30ای و وقفه ثانیه 10های با پالس

ها سونیکه شدند. لایزیت های شدن نمونه و تخریب ویتامین

سانتریفوژ  g×10000و دور  درجه سلسیوس 4 حاصل در

عبور داده  µm 22/0ند. مایع رویی جدا گردید و از فیلتر گردید

 شد.

 300از توده سلولی باکتری،  D3برای استخراج ویتامین 

لایزیت( داخل میکروتیوب ) میکرولیتر از مخلوط لیز شده سلولی

اضافه گردید. به نمونه موردمطالعه،  لیترمیلی 2با گنجایش 

دقیقه ورتکس  10و  هگزان اضافه گردید –ان میکرولیتر 1000

دقیقه سانتریفوژ شد.  13به مدت  g×12000شد. نمونه با دور 

آزمایش منتقل گردید. با میکرولیتر از فاز آلی به لوله 000

، شرکت SBH200D/3)مدل  Block Heaterاستفاده از دستگاه 

Stuart درجه سلسیوس تحت گاز ازت  40، انگلستان( در دمای

مانده در اتانول حل و برای آنالیز و باقیسرعت تبخیر شد حلال به

 (.3) استفاده گردید HPLCبا 

 شرایط کروماتوگرافی

از نوع فازمعکوس و با روش  HPLCکروماتوگرافی 

ایزوکراتیک انجام شد. شرایط کروماتوگرافی عبارت بود از: فاز 

و آب دیونیزه  %20، ایزوپروپانول %30متحرک شامل متانول 

لیتر در دقیقه، دگاز میلی 1فاز متحرک ، سرعت جریان 12%

های فاز متحرک قبل شروع کروماتوگرافی و در طول کار با حلال

لیتر در دقیقه به مدت میلی 100گاز هلیوم، میزان دمیدن اولیه 

لیتر هلیوم در میلی 10دقیقه و در طول کار با سرعت جریان  13

سط دتکتور بود و ردیابی تو C18دقیقه. فاز ثابت شامل ستون 

UV 30نانومتر انجام شد. حجم لوپ تزریق  233موج با طول 

میکرولیتر و حجم تزریقی توسط سرنگ همیلتون به داخل لوپ 

ها توسط ها و رسم منحنیمیکرولیتر بود. ثبت و پردازش داده 00

، Waters)شرکت  Millennium®افزار کامپیوتر و با استفاده از نرم

 ها برای هر تزریقمدت ثبت داده ام شد.میلفورد، آمریکا( انج

(run time )22 ( دقیقه و زمان بازدارندگیretention time برابر )

 گیری شد.اندازه D3دقیقه برای ویتامین  14

و به تعادل و ثبات  HPLCبعد از آماده کردن سیستم 

رسیدن فاز متحرک در مسیر ستون و فراهم آمدن شرایط لازم 

های کاری استاندارد به میزان بتدا از محلولجهت تزریق نمونه ا

میکرولیتر توسط سرنگ همیلتون در لوپ تزریق شد و پس از  00

سازی و تزریق های باکتری آمادهاطمینان از تعادل سیستم نمونه

ابتدا  HPLCها جهت تزریق به سازی نمونهگردید. برای آماده

حاوی عصاره میکرولیتر از محلول فاز متحرک در هر لوله  100

میکرولیتر از  00 ثانیه ورتکس شد. سپس 50نمونه افزوده و 

محلول حاصله توسط سرنگ همیلتون بعد از خارج کردن هوا و با 

 دقت داخل لوپ تزریق شد.

 طراحی آزمایش و طرح رویه پاسخ

از بین فاکتورهای موردبررسی از طریق روش یک متغیر در 

ین، دمای گرمخانه گذاری و زمان، سه فاکتور غلظت اولیه ویتام

باکتری لاکتوباسیلوس  سازیشده، در غنیمیزان ساکارز افزوده
مؤثر شناخته شدند. سپس با استفاده از  D3با ویتامین  پلانتاروم

شده با آزمایش طراحی 13بنکن،  -طرح رویه پاسخ و مدل باکس

Stat-، شرکت 10.1.1)نسخه  Design Expert®افزار آماری نرم

Easeسازی سه شرایط بهینه ، مینیاپولیس، آمریکا( برای بررسی

ها، هر متغیر را در سه فاکتور یادشده انجام گرفت. این آزمایش

آزمایش از  3کند. تعداد سطح حداقل، حداکثر و بهینه بررسی می

بنکن، تکراری و برای بررسی دقت  –های باکس سری آزمایش

بنکن با  -ای باکسهشده است. پاسخ آزمایشآزمون طراحی

افزار آماری مذکور موردبررسی قرار گرفت و بهترین استفاده از نرم

مدل ریاضی پیشنهادی مورداستفاده قرار گرفت. با تحلیل آماری 
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ها توسط رسم بنکن و بررسی آن -های باکسپاسخ آزمایش

افزار پیشنهاد شد. با نمودارهای آماری، نقطه بهینه توسط نرم

 D3پیشنهادی بالاترین میزان جذب ویتامین  انجام آزمایش

توسط توده زیستی باکتری به دست آمد. برای بررسی نقاط بهینه 

و اثر هریک از سه متغیر موردبررسی بر آن، از نمودارهای 

گیری ( و اندازهANOVA) بعدی استفاده گردید. آنالیز واریانسسه

ل بودن و صحت مدداری معنیبرای بررسی  Pو  Fآزمون 

 موردبررسی قرار گرفت.

 هایافته

های یک متغیر در زمان برای شناسایی نتایج آزمایش

 متغیرهای مؤثر

 گستره زمان، در متغیر یک هایآزمایش توسط انجام

 دمای گرمخانه گذاری، فاکتور ازجمله: مؤثر، احتمالی فاکتورهای

 ویتامین، اولیه غلظت میزان اولیه، تلقیح باکتری به کشت میزان

 کشت، محیط به شدهاضافه ساکارز غلظت برداری،نمونه زمان

ها، طبق این آزمایش .مشخص گردید pH و بردارینمونه زمان

درجه سلسیوس، میزان تلقیح اولیه ویتامین  40تا  50دمای بین 

بین  D3، میزان غلظت اولیه ویتامین (cfu/mL)310تا  310بین 

برداری بین ساعت نه، زمان نمو(IU/mL) 400000تا  200000

 1شده به محیط کشت بین ، غلظت اولیه ساکارز اضافه24تا  10

بهترین گستره برای دستیابی  3/3تا  pH 3/3گرم در لیتر و  4تا 

در توده سلولی باکتری  D3به بیشترین میزان جذب ویتامین 

آن برجذب ویتامین  باشند. نتایج مربوط به هر متغیر و تأثیرمی

D3  خشک باکتری، نشان داد که در میان این فاکتورهای در وزن

شده، سه فاکتور دمای گرمخانه گذاری، غلظت اولیه بررسی

و غلظت ساکارز افزوده به محیط کشت، تأثیر  D3ویتامین 

 بیشتری بر پاسخ داشتند.

کن و انتخاب بهترین بن -های باکسنتایج آزمایش

 مدل پیشنهادی

 Designافزار آماری اده از نرمطور که ذکر شد، با استفهمان

®Expert  شرکت 10.1.1)نسخه ،Ease-Stat ،مینیاپولیس ،

بنکن برای سه متغیر دمای  -های باکسآمریکا(، طراحی آزمایش

و غلظت ساکارز افزوده  D3گرمخانه گذاری، غلظت اولیه ویتامین 

به محیط کشت در سه سطح بالا، پایین و بهینه استفاده گردید. 

شده، شرایط آزمایش و بنکن انجام -گانه باکس 13های شآزمای

موجود است. در این  1آمده، در جدول دستهای بهپاسخ

ها سه فاکتور مؤثر برای تعیین نقطه بهینه با مقادیر آزمایش

شود، مقادیر طور که مشاهده میمتفاوت طراحی شدند و همان

انسانی و آزمایش انتهایی که برای تعیین خطای  3پاسخ در 

 نشان نداد. داریورد ارزیابی قرار گرفت تفاوت معنیابزاری م

 D3ویتامین  با لاکتوباسیلوس پلانتاروم سازیغنی و پاسخ آن در بنکن – باکس هایی آزمایشطراح :1 جدول
در وزن  D3 پاسخ: میزان جذب ویتامین

 (IU/g)خشک باکتری 

 D3 غلظت ویتامین 5فاکتور 

(IU/mL) 

 2فاکتور 

 (ºC)ا دم

 1فاکتور 

 (g/L)ز غلظت ساکار

 استاندارد ترتیب

3031/342 00/500000 00/50 00/1 4 1 

2331/333 00/500000 00/50 00/4 13 2 

4033/543 00/500000 00/40 00/1 3 5 

3435/430 00/500000 00/40 00/4 3 4 

3144/333 00/200000 00/53 00/1 15 3 

0321/332 00/200000 00/53 00/4 10 3 

3433/002 00/400000 00/53 00/1 13 3 

1050/321 00/400000 00/53 00/4 11 0 

3020/333 00/200000 00/50 30/2 3 3 

0013/533 00/200000 00/40 30/2 14 10 

4350/013 00/400000 00/50 30/2 0 11 

5222/302 00/400000 00/40 30/2 1 12 

3011/330 00/500000 00/53 30/2 2 15 

3033/332 00/500000 00/53 30/2 3 14 

4353/332 00/500000 00/53 30/2 5 13 

3130/303 00/500000 00/53 30/2 13 13 

3554/330 00/500000 00/53 30/2 12 13 
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بنکن، برای  -های باکسآمده از آزمایشدستهای بهپاسخ

 افزارشده با نرمسازی مورداستفاده قرار گرفت. نتایج بررسیمدل

نشان داد که مدل خطی برای این مطالعه مناسب نیست. 

های مکعبی )درجه سوم( و بالاتر نیز های فاکتوریل و مدلمدل

( Quadratic) دوم ترین مدل حالت درجهمناسب نبوده و مناسب

 2Rو  2Rشناخته شد. در این مدل درجه دوم، پارامترهای آماری 

را داشتند.  1( بیشترین نزدیکی به عدد 2adjusted Rمیانگین )

داری نیست ( در این مدل معنیLack of fit) نقص برازش

داری نبودن است( و مقدار )بهترین حالت برای این مقیاس معنی

P ( 001/0در کمترین حد خود قرار داردP <) (.2 )جدول 

 D3با ویتامین  L.plantarum باکتری سازیغنی بنکن در – باکس طراحی بهترین مدل انتخاب برای ایمقایسه آماری مقادیر :2جدول 
  2شده بینیپیش میانگین R 2 میانگین P R مقدار در نقص ترتیبی P مقدار شدهارائه هایمدل

  0525/0 2504/0 0001/0> 0330/0 اول رجهد

  3333/0- 0000/0 0001/0> 3350/0 فاکتوریل مدل

 پیشنهادی مدل 3033/0 3332/0 5332/0 0001/0> دوم درجه

  ---------- 3333/0 ---------- 5332/0 سوم درجه
 

 های آماریآنالیز واریانس و نتایج آزمون

است که  50/334بر براF (F Value )در این مدل آزمون 

( در مدل وجود noiseخطا ) %01/0دهد تنها احتمال نشان می

در مدل  Pدهد. مقدار دارد. این آزمون، اعتبار مدل را نشان می

باشد  03/0است. اگر مقدار آن در مدل کمتر از  001/0کمتر از 

غلظت  معرفA است. ضرایبداری معنیدهد مدل فوق نشان می

 و D3معرف غلظت اولیه ویتامین  Cا، معرف دم Bساکارز، 

یر هر متغیر و تأثکه  BC و 2A،2B،2C ،ACهمچنین ضرایب 

کمتر  P دهند، نیز دارای مقداریمتداخلات بین متغیرها را نشان 

داری دهد این ضرایب نیز معنیهستند که نشان می 03/0از 

داری هستند. هرچه تعداد بیشتری از ضرایب معادله مدل معنی

-F Lack of Fit Fند مدل معتبرتر است. نقص برازش آزمون باش

value)( نسبت به خطای خالص )pure error03/1 ( در این مدل 

های آماری نقص برازش نیست. در مدلداری معنیاست که 

داری باشد. بدین مفهوم که نسبت به خطای خالص نباید معنی

دد. در این مدل بیشتر باشد تا کفایت مدل تأیید گر 03/0باید از 

میانگین به هم بسیار  2Rشده و بینیپیش 2R، مقادیر داریمعنی

نزدیک هستند که نشانگر صحت مدل در پیشگویی است. فاکتور 

باشد. در این مدل  4( باید بیش از Adeq Precisionکفایت دقت)

دهد. ضریب است که دقت مدل را نشان می 355/33این میزان 

دهنده میزان تغییرات کم مدل انتخابی، نشان %31/1تغییرات 

اطمینان بودن مدل را اثبات حول انحراف استاندارد است که قابل

 (.5جدول ) کندمی

 D3ویتامین  با L. plantarum یباکتر سازیغنی در افتهیرییتغ درجه دوم مدل ANOVA انسیوار زیآنال :3 جدول
  Pمقدار  F مقدار میانگین مربعات درجه آزادی مجموع مربعات منبع

 داریمعنی 0001/0> 50/334 31/31003 0 310×200/3 مدل

A-0001/0> 03/233 53/43300 1 53/43300 غلظت ساکارز  

B-0001/0> 02/335 310 ×334/1 1 310 ×334/1 دما  

C-0001/0> 35/453 42/30253 1 42/30253 غلظت اولیه ویتامین  

AC 32/2520 1 32/2520 44/14 0032/0  

BC 25/1433 1 25/1433 10/3 0133/0  

A2 23/34332 1 23/34332 33/401 <0001/0  

B2 232/5×310 1 232/5×310 40/2013 <0001/0  

C2 25/23143 1 25/23143 55/130 <0001/0  

    23/131 0 15/1230 ماندهباقی

 داریمعنیغیر  4332/0 03/1 55/130 4 55/335 نقص برازش

    20/134 4 33/313 لصخطای خا

     13 310×235/3 میزان مجموع

R 2 3302/0      

R 3333/0 2 میانگین      

R 3000/0 2شده بینیپیش میانگین      

      355/33 کفایت دقت

      31/1 درصد ضریب تغییرات
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بنکن از  -شده در طرح باکسبرای ارزیابی مدل انتخاب

 به نسبت حقیقی هایداده نمودار اده شد.نمودارهای آماری استف

 .دارد کاربرد ثابت خطای تعیین برای پیشگویی شده مقادیر

شده در این نمودار باید از الگوی خطی تبعیت مقادیر مشخص

 پراکندگی قبول باشد. در این مطالعهکنند تا مدل انتخابی، قابل

 مدل خوب بینیپیش دهندهنشان درجه 43 خط حول هایداده

 (.1 نمودار) است شدهارائه

 
 شده ییشگویپ ریمقاد به نسبت یقیحق موارد نرمال عیتوز :1 نمودار

 با L. plantarum یباکتر سازیغنی برای بنکن -باکس مدلدر 

 D3ویتامین 

 

 

 

در توده زیستی  D3مقدار بهینه جذب ویتامین 

 باکتری و اعتبارسنجی آن

دهد شده برحسب مقادیر پاسخ، پیشنهاد میتخابمدل ان

، غلظت D3 IU/mL 353/531325 که در غلظت اولیه ویتامین

 0/55و دمای  03/2( g/L) شده به محیط کشتساکارز افزوده

درجه سلسیوس میزان ویتامین در وزن خشک توده سلولی 

 خواهد بود. IU/g 431/1010باکتری، 

هینه که مدل در اختیار برای سنجش اعتبار مدل، نقطه ب

 IU/gگذاشته است سه بار آزمایش شد و میانگین عددی 

شده نمودار بینیبه دست آمد. این عدد با عدد پیش 3/1020

بالا و پایین  %33همخوانی دارد و در بازه تحمل  02/33%

 03/332و  35/1004افزار که به ترتیب شده توسط نرمارائه

 باشد.هنده معتبر بودن مدل میدهستند قرار دارد، که نشان

 که زمانی را فاکتور دو کنشبرهم اثر بعدیسه نمودارهای

 نشان اصلی پاسخ بر است، بهینه نقطه در و ثابت سوم فاکتور

 D3کنش دو متغیر غلظت اولیه ویتامین برهم 2 نمودار .دهندمی

در توده زیستی  D3و غلظت ساکارز بر تجمع زیستی ویتامین 

 53دهد. در این نمودار، دما در نقطه بهینه )ا نشان میباکتری ر

دهنده نمایش 5درجه سلسیوس( ثابت فرض شده است. نمودار 

و دما بر تجمع  D3کنش متغیرهای غلظت اولیه ویتامین برهم

در توده زیستی باکتری است. در این نمودار  D3زیستی ویتامین 

( g/L 3/2نه )فرض بر آن است که غلظت ساکارز در میزان بهی

 تأیید اشکال این. باشندمی قله نمودارها دارای قرار دارد. شکل

 قله و است گرفتهانجام درستیبه فاکتورها سازیبهینه که کنندمی

 است. بهینه نقاط دهندهنشان نمودارها
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Design-Expert® Softw are

Factor Coding: Actual

International Unit/ Dry Weight ((IU/g))

Design points above predicted value

Design points below  predicted value

987.716

347.408

X1 = A: Sucrose

X2 = C: Vitamin concentration

Actual Factor

B: Temperature = 35.00
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 که یزمان D3 ویتامینبا  L. plantarum یباکتر زیستی توده سازیغنی در ساکارز غلظت و D3 نیتامیو هیاول غلظت اثر بعدیسه شینما: 2 نمودار

 دارد قرار نهیبه حالت در دما

Design-Expert® Softw are

Factor Coding: Actual

International Unit/ Dry Weight ((IU/g))

Design points above predicted value

Design points below  predicted value

987.716

347.408

X1 = B: Temperature

X2 = C: Vitamin concentration

Actual Factor

A: Sucrose = 2.50

200000.00  

275000.00  

350000.00  

425000.00  

500000.00  
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B: Temperature (°C)

C:Initial vitamin D3 concentration (IU/mL)

 
 نهیبه حالت در ساکارز غلظت که یزمان D3 ویتامین با L. plantarum یباکتر سازیغنی در دما و نیتامیو هیاول غلظت اثر بعدیسه شینما :3 نمودار

 د.دار قرار

 

 بحث

ی توده زیستی سویه سازهدف از این مطالعه غنی

با ویتامین محلول در چربی  لاکتوباسیلوس پلانتارومپروبیوتیک 

D3 شده با ویتامین، منظور تولید یک محصول پروبیوتیک غنیبه

شده باکتری فوق برای اولین بار بود. بر اساس مطالعه انجام

 را در توده سلولی خود جذب کند. D3توانست ویتامین 

های پروبیوتیک که طی آن، یکترباسازی در خصوص غنی

ها را یتامینوها و مواد ضروری مثل یی ریزمغذیهاروشبتوان با 

گرفته وارد توده سلولی پروبیوتیک ها نمود، مطالعات کمی انجام

سازی توده سلولی گرفته به غنیاست. از این میان، مطالعات انجام

(. 12است )ها با فلزات ضروری معطوف شده یکروارگانیسممبرخی 

ها نیز مطالعات بسیار کمی یباکترها در یچربدر ارتباط با جذب 

نشان دادند  Thomasو  Olsen ،1335 شده است. در سالانجام

تواند جذب یمیی هاناقلتوسط  PRDI که باکتریوفاژ حامل چربی

شود، که علاوه بر باکتریوفاژ، چربی  E.coliتوده زیستی باکتری 

(. پژوهشی دیگر نیز در مورد 11شد )یمنیز جذب باکتری 
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های دیگری ازجمله سالمونلا یباکترباکتریوفاژهای حامل چربی و 

عنوان ها بهلاکتوباسیل (. در مطالعه دیگری از 12است )شده انجام

است کننده کلسترول و کاهنده آن در بدن انسان یادشده مصرف

(13.) 

در زمینه رشد  لاکتوباسیلهای باکتری در ارتباط با گونه

بهینه، تولید محصولاتی مثل اسیدلاکتیک، باکتریوسین و اگزوپلی 

گرفته ساکارید ها و جذب فلزات سنگین مطالعات متعددی انجام

سازی پارامترهای است و از طراحی آزمایش برای انتخاب و بهینه

سازی مؤثر استفاده گردیده است. در مطالعاتی که در زمینه بهینه

گرفته است، فاکتورهایی مثل دما، منبع کربن، دور رشد انجام

اولیه مؤثر  pHهمزن، منبع ازت، میزان تلقیح اولیه باکتری و 

 (.12.15) اندبوده

ای بر روی تولید باکتریوسین توسط مطالعه 2002در سال 

ها و همچنین اثر تلفیقی منبع ازت و منبع کربن بر  لاکتوباسیل

(. در مطالعه دیگری اثر دما 15) ستروی تولید آن صورت گرفته ا

ها  لاکتوباسیلبر رشد باکتری و تولید محصول باکتریوسین از 

ای که برای تولید اگزوپلی (. در مطالعه11) مشخص گردید

اثر  شده بود،طراحی لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسساکارید ها از 

تلقیح اولیه باکتری به محیط کشت، میزان نمک و منبع کربن 

 (.11) اً گلوکز و ساکارز تأیید شدخصوص

در ایران مطالعات اندکی در زمینه طراحی آزمایش برای 

ها  لاکتوباسیلسازی رشد و تولید محصولات مختلف از بهینه

 2014در سال  Ataei و  Pedram شده است. از این میان،انجام

لاکتوباسیلوس اثر املاح پتاسیم و عصاره مخمر را بر رشد 
بررسی کردند و توسط طرح رویه پاسخ، این  اسیدوفیلوس

سازی کردند. در این پارامترها را مؤثر تشخیص داده و بهینه

گرم  53گرم در لیتر و عصاره مخمر  0تا  3مطالعه، میزان گلوکز 

ای (. مطالعه12) عنوان میزان بهینه، معرفی گردیدنددر لیتر به

، اسیلوس پلانتاروملاکتوبدیگر برای تولید توده زیستی بیشتر از 

های طراحی آزمایش فاکتورهای دما و غلظت لاکتوز را با روش

درجه سلسیوس و  51سازی کرد، که در این میان دمای بهینه

 گرم در لیتر مقادیر بهینه تعیین گردیدند 1/0غلظت لاکتوز 

لاکتوباسیلوس بر روی  2014(. مطالعه دیگری در سال 13)

گرفته است که در این اسخ انجامبا طرح رویه پ اسیدوفیلوس

و میزان  pH 0/4مطالعه بهترین شرایط رشد این باکتری در 

(. در 22) گرم در لیتر عنوان گردید 00/23غلظت منبع نیتروژن 

ای جدیدتر، اثر منبع ازت و املاح معدنی را در مطالعه 2013سال 

سازی با روش باکس بنکن بهینه لاکتوباسیلوس پلانتارومرشد 

 (.21) ردندک

سازی تجمع زیستی ویتامین منظور بهینهاین مطالعه که به 

D3  انجام گرفت  لاکتوباسیلوس پلانتارومدر توده سلولی باکتری

شود. همچنین این از اولین نتایج موفق در این زمینه محسوب می

ها در زمینه معرفی فاکتورهای مؤثر بر پژوهش، از اولین گزارش

یک  ها است. با روش لاکتوباسیلچربی در  جذب مواد محلول در

شده در مطالعات متغیر در زمان، از میان چندین فاکتور استفاده

قبل، سه فاکتور دما، غلظت اولیه ویتامین و ساکارز انتخاب 

سازی انجام شد. با استفاده بنکن بهینه -گردیدند و با روش باکس

پروبیوتیک  توان محصولاتاز نتایج این مطالعه احتمالاً می

های محلول در چربی طراحی نمود. لیکن باقابلیت حمل ویتامین

با توجه به اینکه گزارش مشابهی در این زمینه وجود ندارد، 

سازی، رهایش منظور بررسی مکانیسم غنیمطالعات بیشتری به

برون تنی و درون تنی ویتامین از باکتری و همچنین معرفی این 

وتیک کاربردی، ضروری به نظر عنوان یک پروبیمحصول به

 رسد.می

 تقدیر و تشکر

نویسندگان این مقاله از حمایت مالی معاونت پژوهشی 

( و پرسنل 52335)گرانت شماره دانشگاه علوم پزشکی تهران

آزمایشگاه تحقیقات پروبیوتیک دانشکده داروسازی دانشگاه علوم 

 نمایند.یمپزشکی تهران سپاسگزاری 

 تعارض منافع

شناسی پزشکی ایران ویسندگان و مجله میکروببین ن

 تعارض منافعی وجود ندارد. گونهیچه
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