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را تولید  هاو باکتریوسین 12بسیاري از محصولات مهم صنعتی مثل اسید پروپیونیک، ویتامین بتوانند  می هاباکتریومپروپیونی :سابقه و هدف
هدف تحقیق حاضر بررسی . اي هستندهاي مفید رودهعوامل محرك رشد باکتريداراي فواید پروبیوتیکی  علاوه بر داشتن هااین باکتري. کنند

شده با استفاده از ملاس و دهیبر میزان تولید توده سلولی و اسیدهاي پروپیونیک، استیک و لاکتیک در سامانه ناپیوسته خوراك pH اثر کنترل
  .است لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس ویی شرمانیزیرگونه یی باکتریوم فرئودنریچیپروپیونیزمان عنوان منبع کربن و کشت هملاکتوز به

 36پس از گذشت دهی با قند لاکتوز و خوراكآغاز عنوان منبع کربن لیتري با محیط پایه و ملاس به 3 تخمیر در فرمانتور :هامواد و روش
 24ساعت بوده و هر  96تخمیر فرایند زمان . گراد صورت گرفتدرجه سانتی 30 لیتر بر ساعت در دماي 03/0با سرعت  ساعت از شروع فرایند

با  pHبدون کنترل فرایند با مقایسه  pHاثر کنترل . برداري انجام شدري توده سلولی و اسیدهاي آلی از فرمانتور نمونهگی منظور اندازهساعت به
 HPLCمقدار توده سلولی با روش خشک کردن انجمادي و اسیدهاي آلی با . بررسی گردید 5/6) نرمال 1سود ( pHتخمیر انجام شده در 

  .گیري شد اندازه
، 72/1±07/0و  79/1 ±07/0توده سلولی  :ترتیب عبارت بودند ازبه pHبدون و با کنترل غلظت نهایی متغیرهاي وابسته براي دو تیمار  :هایافته

گرم بر ( 10/6±09/0و  93/7±06/0 و اسید لاکتیک 16/4±04/0و  87/4±13/0 استیکاسید  ،16/4±04/0و  87/4±13/0 اسید پروپیونیک
  .)لیتر

  .نداردشده آلی یاد اسیدهاي بر تولید داري اثر معنینرمال تخمیر با سود  pHدر این مطالعه نشان داده شد که کنترل  :گیري نتیجه
  شده، ملاسدهی، اسید پروپیونیک، سامانه ناپیوسته خوراكییشرمانی زیرگونه ییفرئودنریچی باکتریوموپیونیپر :واژگان کلیدي

 مقدمه 
هـاي گـرم مثبـت، غیـر     ها، ریزسـازواره باکتریومپروپیونی

 اي شـکل هـوازي اختیـاري و میلـه   اسپورزا، غیرمتحرك، بـی 
ي لبنـی و  هـا بـه دو دسـته عمـده    این بـاکتري ). 1(هستند 
ــتی ــی ) Cutaneous( پوس ــیم م ــه تقس ــوند ک ــروه اول  ش گ
هاي آغازگر مهم در تخمیـر لبنـی هسـتند و بعضـی      سازواره

، لاکتـات را  یی ـفرئـودنریچی بـاکتریوم  یپروپیونها مثل گونه
ایجاد  کنند که علاوه بر کمک بهتخمیر کرده و گاز تولید می

بســیاري از توانــد  مــی ،)2(مناســب در پنیــر طعــم و  روزنــه
 12محصولات مهم صنعتی مثل اسید پروپیونیک، ویتامین ب

ــین ــاو باکتریوســ ــدرا  هــ ] اخیــــرا، ). 3(د نــــکن تولیــ
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 ١١٤

 سلامتیبراي (به دلیل فواید پروبیوتیکی  ها باکتریوم پروپیونی
ــراي ت( يهــا بیوتیــک و تولیــد پــري )انســان ک رشــد یــحرب
 )2( )هاي بیفیدوباکتریوماي مثل گونههاي مفید روده باکتري

هـا ضـمن    این باکتري. اند توجه زیادي به خود معطوف کرده
، دستگاه گـوارش  یحفظ سلامتو فلور میکروبی روده تنظیم 

جلوگیري و سیستم زا  جهشعوامل مولد هاي  آنزیماز فعالیت 
هـاي پروبیوتیـک    گونـه ). 4(کننـد  ایمنی بدن را تقویت مـی 

ها باعث افـزایش جـذب کلسـیم و آهـن از     باکتریوم پروپیونی
طریـق تولیـد اسـیدهاي     باکتریوم ازپروپیونی. شوندروده می

چرب کوتاه زنجیر مثل پروپیونات باعث افزایش جذب آهـن  
همچنین با تولید اسـیدهاي چـرب کوتـاه    . شوندروده میدر 

که به نوبه خود  می دهندکربنات را افزایش میزان بیزنجیره 
مـی  کلسیم جذب افزایش  منجر بهروده  pHبه دلیل افزایش 

اسـیدهاي  ماننـد  زنجیره اسیدهاي چرب کوتاه ). 5، 6( دنشو
پپتید تحریک ترشح به دلیل  استیک، پروپیونیک و بوتیریک

چنـین  هـم و ) 7-9( به عنوان مهار کننده اشتها YYاي  روده
ــد  ــه مع ــأخیر تخلی ــش مهمــی  )10( هت ــس در نق ــاد ح ایج

بـا   هـا باکتریومپروپیونی). 11(دارند  ) Satiety( سیرکنندگی
فعالیـت آنـزیم   مهـار   مهار سنتز کلسترول در کبـد از طریـق  

سـنتتاز و افـزایش دفـع     Co.Aگلوتاریـل  –هیدروکسی متیل
بـراي  کلسـترول  باعـث مصـرف   اسیدهاي صفراوي از مدفوع 

سـطح کلسـترول   شـده و   مجـدد اسـیدهاي صـفراوي   تولید 
هــاي برخــی گونــه). 12، 13(دهنــد  مــیپلاســما را کــاهش 

 12و ب 2هـاي ب قادر بـه تولیـد ویتـامین    باکتریومپروپیونی
  ).14، 15(هستند 

هـاي  گونـه  رشـد  بـراي دهـد کـه   هـا نشـان مـی    پژوهش
تا  pH 6گراد و درجه سانتی 30-37 باکتریوم دمايپروپیونی

و حـداقل   5/8براي رشـد   pHحداکثر ). 16(مطلوب است  7
بـاکتري  ، رشـد  5/4تر از کم pHدر است و گزارش شده  6/4

-باکتریومپروپیونی). 17( متوقف و تولید اسید کم خواهد شد
، )18، 19(نـد گلـوکز   ها قادرند منـابع کربنـی مختلفـی مان   

، 24(، لاکتـات  )22، 23(، لاکتـوز  )21(، ساکارز )20(مالتوز 
کـه  جـایی از آن. نـد کنرا استفاده  )25، 26(و گلیسرول ) 19

هـاي متـداول و   کـاربرد سیسـتم  کم وري تولید  غلظت و بهره
بـازده تولیـد   لذا افـزایش  گران تخمیر را محدود کرده است، 

ضایعات صنعتی ارزان قیمت مثـل  تخمیر ا اسید پروپیونیک ب
 توجیـه بـه   مـلاس،  ماننـد پـذیر  گلیسرول یـا منـابع تجدیـد   

کـاهش  را نیـز  ضایعات صنعتی کمک کرده و اقتصادي تولید 
پذیر است که ملاس نیشکر منبعی تجدید). 16، 27( ددهمی

و منجر به  شودجزء ضایعات کارخانجات قند نیز محسوب می
د بـه عنـوان مثـال    وش ـسلولی می به تولید مقدار زیادي توده

توسـط   12اي مثـل ویتـامین ب  هنگام تولید متابولیت ثانویه
مـلاس بـه مقـدار    اسـتفاده از  توان با میها  باکتریوم پروپیونی

دسـتیابی بـه   توده سلولی دسـت یافـت کـه بـراي     از زیادي 
  ). 28(است شرط اساسی ویتامین وري بالاي تولید  بهره

در سامانه ناپیوسته رشد آهسته ترین مشکل تخمیر عمده
مشـکل  و ) 29، 30(محصـول  شـدید  باکتري، اثر بازدارندگی 

سـایر فراینـدها شـامل    ). 31(استخراج از محیط کشت است 
، )24(شـده  دهی، سامانه ناپیوسته خوراك)32(تثبیت سلول 

با هـدف بهبـود بـازده و    ) 34(اي و چند مرحله) 33(پیوسته 
-تخمیـر ناپیوسـته خـوراك    .اندشده وري تخمیر ارزیابیبهره
قند در فواصل زمانی متناوب افزودن شده متداول شامل دهی

تواند کمبود مـواد مغـذي را برطـرف کـرده و از     است که می
ــوگیري کنــد ل تجمــع محصــو ــاکنون ). 24(بازدارنــده جل ت

تولید اسـید پروپیونیـک بـه    ارتباط با اندکی در هاي  پژوهش
عنوان کارگیري ملاس بهچنین بهشده و همدهیروش خوراك

فرایند ) 2008(کرال و همکاران . منبع کربن انجام شده است
زمان اسید پروپیونیک و  اي را براي تولید همتخمیر دو مرحله

  ). 28(پیشنهاد دادند  12ین بمویتا
عنوان منبـع کـربن    ملاس به مصرفاي بر تاکنون مطالعه

بـاکتریوم در سـامانه   تولید اسـیدهاي آلـی از پروپیـونی    ايبر
هـدف  جایی که  .نشده است انجامشده دهیناپیوسته خوراك

هـا  ها خواص سلامتی بخـش آن  باکتریومپروپیونیاز استفاده 
جهت در قالب یک محصول فراسودمند است، استفاده از سود 

فرهـادي و  . را مطـرح کنـد  مهمی تواند معضل  می pHکنترل 
به بیشترین میزان اسید پروپیونیک در پی ) 2012(همکاران 

ــا نســبت ــه  1 تلقــیح ب  و لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوس 4ب
رسیدند  ییشرمانیزیرگونه  ییباکتریوم فرئودنریچیپروپیونی

)3(.   
در دو تیمـار   pHدر این تحقیق تلاش بر این است تا اثر 

. لو یـی  فرئودنریچی. پمختلف با استفاده از کشت همزمان 
. بر تخمیر و تولید اسیدهاي آلی بررسـی شـود  اسیدوفیلوس 

منبع کربن ملاس براي تولید تـوده سـلولی   از در مرحله اول 
لاکتـوز  بـا  دهـی  خـوراك بعد شد و در مرحله استفاده بیشتر 

تـامین  عـلاوه بـر   استفاده از این مونوساکارید . صورت گرفت
-لاکتوباسـیلوس و پروپیـونی  رشـد  براي منبع کربن مناسب 
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فـراهم  را یک نوشیدنی لبنی تخمیري تولید باکتریوم، امکان 
  .کندمی
 ها مواد و روش 

زیرگونـه   یـی بـاکتریوم فرئـودنریچی  پروپیـونی : ریزسازواره
لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوس و ) PTCC1661( یــیشــرمانی

)PTCC1643 ( بــه صــورت لیــوفیلیزه از کلکســیون میکربــی
در و هـاي علمـی صـنعتی ایـران خریـداري      پژوهشسازمان 

 30 روز در دمـاي  6باکتریوم به مدت محیط کشت پروپیونی
شـامل  یـاد شـده   محـیط  . کشت داده شـد گراد درجه سانتی

 1و  5/0، 1بـه میـزان   کازئین، عصاره مخمر و لاکتات سدیم 
گـراد  درجه سانتی 121که در دماي بود در آب مقطر درصد 

بـه  سپس باکتري فعال شـده  . ه اتوکلاو شددقیق 15مدت به
در گـذاري   منتقـل و گرمخانـه  باکتریوم محیط مایع پروپیونی

. ل. شـد  جامساعت ان 48مدت گراد بهدرجه سانتی 30 دماي
 37کشت و در دماي  MRS مایع در محیطنیز اسیدوفیلوس 
  .گذاري شد ساعت گرمخانه 48گراد به مدت درجه سانتی

ابتـدا  : آماده سازي مایه تلقیح براي تزریق به فرمـانتور 
و شـد  کشت خطی داده  محیط ذخیرهدر باکتري فعال شده 

گـذاري  ساعت گرمخانه 48گراد به مدت درجه سانتی 30 در
پتاسـیم   1لیتر آب دیونیزه، حاوي  1این محیط به ازاي . شد
ــوم هیــدروژن فســفات،  2هیــدروژن فســفات،  دي دي آمونی

ــه، 7فروســولفات  005/0  025/0منیــزیم ســولفات،  01/0آب
 5کلرید کبالـت،   01/0کلرید کلسیم،  01/0منگنز سولفات، 

سـپس  . بـود  )گـرم ( آگار 7سدیم لاکتات و  5عصاره مخمر، 
لیتـر  میلـی  2یک کلنی از محیط کشت ذخیره برداشته و در 

) آگاربدون  که همان محیط ذخیره( کشتمحیط کشت پیش
سـاعت   48گـراد بـه مـدت     درجه سـانتی  30 حل کرده و در

لیتـر از آن بـه فلاسـک    میلی 4/0سپس . گذاري شدگرمخانه
کشت محیط کشت پیشبه لیتر میلی 40 بدون همزن حاوي

سـاعت   24-36گـراد بـه مـدت     درجه سانتی 30 درو منتقل 
ســاعت، جــذب نــوري بــا  36بعــد از . گــذاري شــدگرمخانــه

-فرئـودنریچی . پدر مورد (د اسپکتروفوتومتر اندازه گیري ش
). 28) (بـود  ≈8/0نـانومتر   660جذب نوري در طول موج یی 

منظور تعیین تعداد دقیق باکتري موجـود در مایـه تلقـیح،    به
روي محـیط سـدیم    10-12تـا   10-6هـاي  یک ویال در رقـت 

ترکیبات محـیط کشـت سـدیم    . لاکتات آگار کشت داده شد
لاکتات  10عصاره مخمر،  10کازئین،  10لاکتات آگار شامل 

 5/0کلرید سدیم،  5/1گلیسین،  2پیرووات سدیم،  2سدیم، 
آگـار   12دي پتاسـیم هیـدروژن فسـفات و     25/0، 80تواین 

در  pHپـس از تنظـیم   . بـود لیتر آب مقطر  1در  )موادگرم (

درجـه   121کشت تهیه شده در دمـاي  محیط  7±2/0دامنه 
 7مـدت  ها بهپلیت. شد دقیقه اتوکلاو 15مدت بهگراد سانتی

 گراد در شرایط غیرهوازي قـرار درجه سانتی 30روز در دماي 
زیـر گونـه    یـی فرئودنریچی. پشمارش میکربی ). 3( گرفتند
 CFU/mlسوسپانسیون موجـود در هـر ویـال    در یی شرمانی

  .بود 27/4×109
محـیط پایـه تخمیـر    : شدهدهیسامانه ناپیوسته خوراك

محیط لیتر  1شده شامل دهیخوراكبراي سیستم ناپیوسته 
گـرم و عصـاره    20سـدیم لاکتـات   حاوي (کشت کشت پیش

گرم بر لیتـر مـلاس بـه عنـوان منبـع       25و  )گرم 10مخمر 
کربن گرم بر لیتر قند لاکتوز به عنوان منبع  25اولیه و کربن 

 40-44درصـد قنـد کـل،     50-52حـاوي  مـلاس  . ثانویه بود
، محـیط پایـه  . بـود  بـریکس درصـد   77-80درصد ساکارز و 
در دمـاي  کـربن  دو منبـع  هاي حاوي  بطريظرف فرمانتور و 

. دقیقـه اسـتریل شـدند    15گراد به مـدت  درجه سانتی 121
بـه  اسـتریل  هاي حاوي ملاس و لاکتـوز طـی شـرایط    بطري

 بـه گراد درجه سانتی 30دماي در فرمانتور و فرمانتور متصل 
 36دهـی  فراینـد خـوراك  . ساعت تنظیم شـد  96مدت زمان 

 8لاکتوز بـه مـدت   کربن ساعت پس از شروع تخمیر با منبع 
مایـه  ). 22(انجـام شـد   لیتر بر دقیقه  03/0ساعت با سرعت 

ــزان   ــه می ــیح ب ــامل   1تلق ــانتور ش ــم فرم ــد حج . پ درص
بـا   اسـیدوفیلوس . لو  یـی شـرمانی زیرگونـه   ییفرئودنریچی

، در pHبراي بررسی اثر ). 3(سامانه تزریق شد  به 1:4نسبت 
 1خودکـار سـود   افـزودن  و  5/6در  pHتیمار اول بـا تنظـیم   

ثابت نگـه داشـته و در تیمـار دوم منبـع سـود از       pHنرمال، 
امکان قرائت در هر لحظه  .شددستگاه جدا پمپ پرستالتیک 

pH  دسـتگاه  ثبـت کننـده   یا ثبـت آن در  و محیط از مانیتور
لیتـري از   میلـی  20هـاي  سـاعت نمونـه   24هر . داشتوجود 

  .شد برداري نمونهدستگاه 
برداري  از نمونه پس: گیري وزن خشک توده سلولی اندازه

به مـدت   rpm 12000نمونه با دور  لیترمیلی 20از سیستم، 
فاز ته  .شدگراد سانتریفوژ درجه سانتی 4دقیقه در دماي  10

وزن خشک توده زیستی نشین شده پس از شستشو با آب به 
  .گیري شد اندازه انجماديبا روش خشک کردن 

گیري میزان اسـیدهاي پروپیونیـک، لاکتیـک و    اندازه
حاصل از سانتریفوژ مایع رویی کردن همگن پس از : استیک

 6نرمـال بـه    5/0لیتر اسید سولفوریک میلی 5محیط کشت، 
 rpmدقیقـه بـا سـرعت     15لیتر نمونه اضافه و به مدت میلی

فــاز شـفاف رویـی بــه کمـک فیلتــر    . سـانتریفوژ شـد   5000
هاي آلـی  میـزان اسـید  . میکرومتر فیلتر شد 45/0سرسرنگی 
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مجهز به  HPLCتولید شده در محصول با استفاده از دستگاه 
براي آنـالیز از فـاز متحـرك    . گیري شداندازه ODS-5ستون 

فـاز  (و متانول ) فاز متحرك(مولار  10دسولفوریک شامل اسی
بـر دقیقـه اسـتفاده و     لیترمیلی 1و سرعت جریان ) متحرك

ــالیز   ــالیز اســیدهاي مــذکور در طــول مــوج اســتفاده و آن آن
نانومتر  210اسیدهاي مذکور در طول موج آشکارساز معادل 

  ).3(انجام شد 
هـا  نـه آماده سـازي نمو : 12گیري میزان ویتامین باندازه

اسـتخراج ایـن   . نیـاز بـود   12براي اندازه گیـري ویتـامین ب  
در سـیانات  هـا   سـلول سلولی بـا جوشـاندن   داخل متابولیت 

. دقیقه انجـام شـد   15مدت به pH=0/6مولار در  1/0پتاسیم 
 45/0دســت آمــده از فیلتــر سرســرنگی ســپس محلــول بــه

 HPLCبـا دسـتگاه    12میکرومتر عبور داده شد و ویتامین ب
از فاز متحرك، متشکل . گیري شداندازه C18مجهز به ستون 

مـولار و   02/0هیدروژن پتاسیم متانول و محلول فسفات دي
  .نانومتر بود UV ،361طول موج دتکتور 

 هایافته  
 pHروند تغییـرات   1 شکل: طی دوره تخمیر pHتغییرات 

بـدون  در ایـن حالـت   . دهـد نشـان مـی  را طی دوره تخمیـر  
تولید اسیدهاي آلـی در محـیط،   در نتیجه استفاده از سود و 

pH  طـور کـه در نمـودار     همـان . کاهش یافت 6/4به  5/6از
 محیط از لحظه شروع تخمیر تـا  pHشود کاهش مشاهده می

بود و این میزان کاهش  یدهی مقدار قابل توجهزمان خوراك
بـا  یافـت و  ادامـه  ) لاکتـوز (کربن منبع دهی  خوراكبا شروع 

باکتري . داشت تريکندروند  ،رسیدن به انتهاي زمان تخمیر
ساعت قادر به مصرف سریع منبـع   36در مدت زمانی حدود 

  .استمحیط  pHو تولید سریع اسید و کاهش کربن 

  
طی تخمیر در سامانه ناپیوسته  pHروند تغییرات . 1 شکل

  ساعت 96زمان گراد و مدت درجه سانتی 30شده در دماي دهی خوراك

  
: روند تغییرات توده خشک سـلولی طـی دوره تخمیـر   

بـا   1 تیمـار (تخمیر روند تغییرات توده خشک سلولی در دو 
نشـان   2 شـکل در ) pHبـدون کنتـرل    2 و تیمار pHکنترل 

شـود مقـدار تـوده    طور که مشاهده می همان. داده شده است
ــار ــلولی در تیم ــاعت   2 س ــدود س ــا ح ــروع ( 36ت ــان ش زم

ملاس است  فقطکربن ، یعنی هنگامی که منبع )دهی خوراك
دهـی   كشـروع خـورا  از پـس  بیشتر از حالت دیگر است ولی 

از  داربـه طـور معنـی    1لولی در تیمـار  مقدار توده س ـلاکتوز 
بـا اینکـه میـزان تـوده     ). P>05/0(شـود  بیشتر مـی  2تیمار 

خشک سلولی در پایان تخمیر هر دو تیمار تقریبا نزدیک هم 
 2و  1غلظت نهایی توده خشک سلولی براي تیمـار  (هستند 

 )گرم بر لیتـر  72/1±07/0و  79/1±07/0 ترتیب عبارتند ازبه
دار ولی روند افزایش غلظت توده سلولی هـم اخـتلاف معنـی   

  .دارد
روند تغییرات اسید پروپیونیک، اسید استیک و اسـید  

روند تولید اسید پروپیونیـک در  : لاکتیک طی دوره تخمیر
 شود که در تیمـار مشاهده می. نشان داده شده است 3شکل 

میــزان اســید  48تـا ســاعت   2و در تیمــار  24تـا ســاعت   1
تولید مقدار اندکی . قابل تشخیص نبودتولید شده پروپیونیک 

مشاهده شـد و   1 تیمار 48اسید پروپیونیک در نمونه ساعت 
و  1 براي تیمـار  96غلظت نهایی اسید پروپیونیک در ساعت 

از . گرم بر لیتـر بـود   52/3±07/0و  95/3±08/0به ترتیب  2
دار اختلاف روند تولید اسید در دو تیمـار معنـی   لحاظ آماري

  ).P< 05/0(نیست 
هاي نهایی حاصل از هر دو تیمار وجود چنین در نمونههم

تولیـد ایـن    HPLCاسـتفاده از  بررسی شد که  12ویتامین ب
غلظت ویتامین تولیدي . ویتامین در هر دو تیمار را تأیید کرد

و  66/34±52/1، 1در تیمـار  ) 96سـاعت  (در انتهاي تخمیـر  
  .گرم بر لیتر بودمیلی 01/30±14/1، 2در تیمار 

وري تولیـد تـوده خشـک    میزان بهره 2با توجه به جدول 
ونه نهایی سلولی و اسید پروپیونیک، استیک و لاکتیک در نم

است  2بیشتر از تیمار  1در همه موارد در تیمار ) 96ساعت (
وري فرایند تخمیر بهرهبه طور کلی توان نتیجه گرفت که می

  .بهتر است 1در تیمار 
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روند تغییرات غلظت توده خشک سلولی طی دوره تخمیر در دو تیمار  .2 شکل

گراد و درجه سانتی 30شده در دماي دهیمختلف در سامانه ناپیوسته خوراك
محیط با سود  pHتخمیر با کنترل ( 1مربع توپر مربوط به تیمارساعت؛  96طی مدت 

  .است) محیط pH تخمیر بدون کنترل( 2و دایره توپر مربوط به تیمار) نرمال 1

  
اسید پروپیونیک طی دوره تخمیر در دو تیمار  غلظت روند تغییرات .3 شکل

گـراد و  درجه سانتی 30شده در دماي دهیدر سامانه ناپیوسته خوراك مختلف
محیط با سود  pHتخمیر با کنترل ( 1مربع توپر مربوط به تیمار ساعت؛  96طی مدت 

  .است) محیط pHتخمیر بدون کنترل ( 2و دایره توپر مربوط به تیمار ) نرمال 1
  

شده در دهیمیزان تولید توده خشک سلولی و اسید پروپیونیک، استیک و لاکتیک در سامانه ناپیوسته خوراك بر pHاثر کنترل و عدم کنترل . 1جدول 
  .ساعت 96گراد بعد از درجه سانتی 30دماي 

زمان تخمیر   نوع تیمار pH )گرم بر لیتر(غلظت  P/Aنسبت 
 dL cA bP aX )ساعت(

 24 1تیمار  5/6  41/0±06/0 تشخیص داده نشد تشخیص داده نشد تشخیص داده نشد -

  2تیمار 9/5 72/0±03/0 تشخیص داده نشد تشخیص داده نشد تشخیص داده نشد -

 48 1تیمار 5/6 55/1±04/0 20/0±01/0 تشخیص داده نشد 04/0±98/0 -

  2تیمار 3/5 15/1±04/0 تشخیص داده نشد تشخیص داده نشد تشخیص داده نشد -

 72 1تیمار 5/6 02/0±81/1 08/0±19/3 01/0±00/3 10/0±73/5 94/1:0

  2تیمار 8/4 06/0±36/1 09/0±93/2 02/0±10/2 11/0±11/3 72/1:0

 96 1تیمار 5/6 07/0±79/1 08/0±95/3 13/0±87/4 06/0±93/7 23/1:1

  2تیمار 6/4 07/0±72/1 07/0±52/3 04/0±16/4 09/0±10/6 18/1:1

)a( وزن خشک توده سلولی )b (اسید پروپیونیک )c (اسید استیک )d (اسید لاکتیک 

  

  
اسـید اسـتیک طـی دوره تخمیـر در دو تیمـار       روند تغییرات غلظت. 4 شکل

گـراد و  درجه سانتی 30شده در دماي دهیناپیوسته خوراكمختلف در سامانه 
محیط با  pHتخمیر با کنترل ( 1ساعت؛ مربع توپر مربوط به تیمار 96طی مدت 

) محیط pHتخمیر بدون کنترل ( 2و دایره توپر مربوط به تیمار ) نرمال 1سود 
  .است

  
دوره تخمیـر در دو تیمـار   اسید لاکتیک طـی   روند تغییرات غلظت .5 شکل

گـراد و  درجه سانتی 30شده در دماي دهیمختلف در سامانه ناپیوسته خوراك
محیط  pHتخمیر با کنترل ( 1ساعت؛ مربع توپر مربوط به تیمار  96طی مدت 

 pHتخمیـر بـدون کنتـرل    ( 2و دایره توپر مربوط بـه تیمـار   ) نرمال 1با سود 
  .است) محیط

  زمان) ساعت(  زمان) ساعت(
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 ١١٨

توده خشک سلولی و اسیدپروپیونیک، استیک و لاکتیک در سامانه ناپیوسته  وري و بازده تولیدبر روي میزان بهره pHاثر کنترل و عدم کنترل . 2جدول 
  ساعت 96بعد از  گراددرجه سانتی 30شده در دماي دهیخوراك

زمان تخمیر  نوع تیمار pH )گرم بر لیترمیلی(وري بهره )گرم بر گرم(بازده 
 gYL/x fYA/X eYP/X dPL cPA bPP aPX )ساعت(

 24 1تیمار 5/6 90/0±80/3  - - - - - -

  2تیمار 9/5  31/0±29/6 - - - - - -

 48 1تیمار 5/6 38/0±46/13 79/1±12/0 - 51/8±38/0 14/0±01/0 - 62/0±03/0

  2تیمار 3/5 89/0±21/10 - - - - - -

 72 1تیمار 5/6 23/0±77/15 70/0±73/27 10/0±07/26 49/0±77/49 04/0±76/1 01/0±65/1 05/0±15/3

  2تیمار 8/4 12/1±75/11 83/0±40/25 24/0±20/18 95/0±03/27 24/0±99/1 01/0±53/1 08/0±29/2

 96 1تیمار 5/6 23/0±77/15 70/0±28/34 20/1±29/42 48/0±88/68 04/0±21/1 72/0±35/2 03/0±44/4

  2تیمار 6/4 65/0±51/15 64/0±58/30 39/0±16/36 78/0±00/53 04/0±05/2 22/0±54/2 05/0±55/3

)a( وري توده خشک سلولیبهره ،)b( وري تولید اسید پروپیونیکبهره ،)c( وري تولید اسید استیکبهره ،)d( وري تولید اسید لاکتیکبهره ،)e(  بازده تولید
بازده تولید اسید لاکتیک نسبت به توده سلولی )g(، بازده تولید اسید استیک نسبت به توده سلولی )f(، اسید پروپیونیک نسبت به توده سلولی

 بحث  
با گذشت زمـان ابتـدا بـا     pHتغییرات  1بر اساس نمودار 

تمایل پیدا حالت ثابت و سپس به کاهش می یابد شیب ثابت 
طور استدلال کرد که در ابتدا با توجه به توان اینمی. کندمی

هـا، بـه سـرعت سوبسـترا     منبع کربن بـراي بـاکتري  فراوانی 
با سرعت ثابتی شروع بـه   pHد و شومصرف و اسید تولید می

رود با که منبع کربن رو به کاهش میهنگامی .کندکاهش می
ها این امکان را پیدا تدریجی لاکتوز به محیط باکتري افزودن

خواهند کرد که به تولید خود ادامه دهند ولـی بعـد از اتمـام    
مشـاهده   96تا  72دهی و گذشت زمان بعد از ساعت خوراك

بـه  تواند  است که میتقریبا ناچیز  pHشود که این کاهش می
  .باشدمربوط کربن لظت منبع کاهش غ

با مقایسه روند تولید تـوده سـلولی در دو تیمـار مختلـف     
مشـاهده  را در رونـد رشـد سـلولی     pHتوان اهمیت تأثیر می

کنترل شد و روند تولید سـلولی   pHکه  1کرد زیرا در تیمار 
در چنـین  کـم   pHمهـاري  اثر  ،با سرعت بیشتري پیش رفت

قادر به تولیـد بیشـتر تـوده     هامحیطی تعدیل شده و باکتري
سلولی هستند که این روند به خصوص در ابتـداي تخمیـر و   

بـا کـاهش   تجدید منبع کربن قابل مشـاهده اسـت و سـپس    
هنگـامی  . یابـد سوبسترا سرعت روند تولید کاهش میغلظت 

شود تولیـد سـلولی بـا یـک رونـد      محیط کنترل نمی pHکه 
منبع کربن تأثیر خاصی یابد و تغییر تقریبا مشابه افزایش می

-مـی نشان وري تولید توده سلولی بهره. ندارداسید تولید بر 
دار و مثبـت در تولیـد   محیط تأثیر معنی pHد که کنترل ده

وري تولید توده سلولی که میزان و بهرههنگامی دارد و اسید 
بـراي مثـال در   . این نکته حائز اهمیت استمورد توجه باشد 

تـوده  زیـاد  کـه تولیـد    12یه ویتـامین ب تولید متابولیت ثانو
   .شودپیشنهاد می pHسلولی نیاز است کنترل 

نشان ) 5تا  3نمودارهاي (نمودارهاي تولید اسیدهاي آلی 
 36دهی یعنی تا ساعت دهد که در ساعات قبل از خوراكمی

در هر دو تیمـار تولیـد اسـید     48و در بعضی موارد تا ساعت 
از آن در همه موارد روند افزایش قابل تشخیص نبود ولی بعد 

که این روند افزایش در مورد هر سه اسید  تولید مشاهده شد
علت عدم تولیـد اسـید   . آلی در هر دو تیمار مشابه بوده است
مناسـب بـودن   علیرغم (پروپیونیک و اسید استیک از ملاس 

توان به شرایط را می) این منبع کربن براي تولید این اسیدها
دماي فرایند یا میزان مایـه تلقـیح ارتبـاط    مانند دیگر تخمیر 

نشـان   2008و همکـاران در سـال    Coralنتیجه تحقیق . داد
بـراي تولیـد اسـید    گـراد  درجه سـانتی  30داد دماي تخمیر 

گراد است و درصـد مایـه   درجه سانتی 37بهتر از پروپیونیک 
. پروپیونیک تـأثیري نـدارد  بر میزان تولید اسید افزوده تلقیح 

توانـد بـه تفـاوت در     و ایـن تحقیـق مـی    Coralتناقض نتایج 
خصوص افزایش دما و میـزان بیشـتر   شرایط ابتداي تخمیر به

تر مایه تلقیح باشد که به نوبه خود موجب تحریک رشد سریع
  .سلولی و تولید اسیدهاي آلی شده است

ــط     ــرف آن توس ــیط و مص ــه مح ــوز ب ــزودن لاکت ــا اف   ب
چـون  یابـد   مـی تولید اسید لاکتیک افزایش  اسیدفیلوس. ل 

اسـت باعـث تولیـد     اسیدفیلوس. لمنبع کربن مناسب رشد 
از طرفــی  .شـود میـزان زیـاد اسـید لاکتیـک در محـیط مـی      

. ها قادر به مصرف اسـید لاکتیـک هسـتند   باکتریومپروپیونی
. پدهند که در تخمیر انجام شده توسط ها نشان می پژوهش

مـول اســید   2مـول اسـید لاکتیـک بـه      3 ،یـی نریچیرئـود ف
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-تبدیل مـی  CO2مول  1مول اسید استیک و  1پروپیونیک، 
توان یکی از دلایل افزایش تولید ایـن  بنابراین می). 35(شود 

سـاعت را مربـوط بـه مصـرف اسـید       48دو اسید آلی بعد از 
  .عنوان منبع کربن دانستلاکتیک به

چنــین هــاي نهــایی و هــمنتــایج آمــاري مقایســه غلظــت
دهنـد  تولید اسیدهاي آلی در هر دو تیمار نشان می وري بهره

میـزان تولیـد   بـر  داري محـیط تـأثیر معنـی    pHکه کنتـرل  
اسیدهاي آلی ندارد، لذا عدم استفاده از سود در تخمیر تولید 

  .شوداسید پروپیونیک با این روش پیشنهاد می
اي در خواص تغذیه اگر هدف تولید اسید پروپیونیک براي

محصولی فراسودمند باشـد، عـدم اسـتفاده از سـود اهمیـت      
با توجه بـه دسـتیابی بـه میـزان     . بخشد به تولید میاي  ویژه

اثـر   بالاي اسید پروپیونیک در نمونه تولید شـده و بـی   نسبتاً
شـده و  دهـی در کشـت ناپیوسـته خـوراك    pHبودن کنتـرل  

بـع ارزان قیمـت و   عنـوان من همچنین استفاده از مـلاس بـه  
این تحقیق تولید نوعی نوشیدنی فراسـودمند را  فراوان، نتایج 

البته، بررسی دقیـق اثـرات سـیرکنندگی    . میسر ساخته است
  .شوداي توصیه میاین محصول در قالب یک مطالعه تغذیه

در کمک  اسیدوفیلوس. لبا توجه به نقش مفید لاکتوز و 
به افزایش تولید اسید پروپیونیک و اسید استیک، اسـتفاده از  
منبع کربن حاوي لاکتوز مثل شیر براي تولید ایـن محصـول   

علاوه بـر ایـن، بـا در نظـر گـرفتن خاصـیت       . شودتوصیه می
ضدقارچی اسید پروپیونیک، محصول لبنی تولید شده به این 

 بیـوتیکی و روش علاوه بر داشتن خاصـیت سـیرکنندگی، پرو  
، داراي نگهدارنـده شـیمیایی   12اي ویتـامین ب خواص تغذیه

ي احتمالی طور طبیعی است و این موضوع به عدم استفادهبه
هرگونه نگهدارنده شیمیایی نظیـر سـوربات، کمـک شـایانی     

  .کند می
انسـتیتو  این تحقیق با حمایت علمـی و فنـی    :سپاسگزاري

، دانشـکده علـوم   اي و صـنایع غـذایی کشـور    تحقیقات تغذیه
در تغذیه و صنایع غذایی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی 

وسـیله   بـدین  لـذا انجام شده نامه کارشناسی ارشد قالب پایان
  .شود مراتب سپاسگزاري اعلام می
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Background and objective: Propionibacteria are capable of producing many important industrial 
products such as propionic acid, vitamin B12 and bacteriocins. Also these bacteria show some probiotic 
health benefits and produce prebiotics as stimulator of intestinal bacteria. The aim of this research is 
evaluation of pH control on production of biomass propionic, acetic and lactic acids in fed-batch system, 
with feeding of molasses and lactose as carbon sources of co-fermentation of Propionibacterium 
freudenreichii ssp. shermanii and Lactobacillus acidophilus.  

Materials and methods: Fermentation was conducted in a 3-liter fermentor containing base medium and 
molasses as the carbon source in which lactose was fed after 36th hat temperature at 30 °C. Total 
fermentation time was 96 hand sampling was done in every 24 h intervals to measure the biomass and 
organic acids. Two treatments were compared to each other: in one trial, pH was maintained at 6.5 by 
using NaOH 1N, but in another, during fermentation pH was not controlled. Content of biomass and 
organic acid were measured by freeze drying and HPLC methods, respectively. 

Results: The final concentration of the dependent variables for the two treatments with and without pH 
control obtained as following (g/L): biomass 1.97±0.07 and 1.72 ±0.07, propionic acid, 4.87±0.13 and 
4.16±0.04, acetic acid 4.87±0.13 and 4.16±0.04 and lactic acid 7.93±0.06 and 6.10±0.09.  

Conclusion: In this study it was shown that production of mentioned organic acids was not affected 
significantly by adding NaOH for control of pH in medium. 

Keywords: Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii, Propionic acid, Fed-batch system, 
Molasses 
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