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  چكيده

اسـيد لاكتيـك در صـنايع غـذايي،     .  اسـت D) -( و L(+) ربن نامتقارن، داراي دو فرم ايزومر نوري   اسيد لاكتيك با يك اتم ك      :سابقه و هدف  
 آن در صنايع دارويي و تركيبات حدواسـط دارويـي، پليمرهـاي     (+)Lامروزه فرم ايزومر نوري. چرم، نساجي، كشاورزي و پزشكي كاربرد دارد

هاي فراواني به عنوان توليد كننده اسـيد لاكتيـك          از ميكروارگانيسم . ي يافته است  تجزيه شونده، جهت ساخت تجهيزات پزشكي كاربرد وسيع       
انـد، در ايـن تحقيـق بـا هـدف جداسـازي بهتـرين سـويه           تشخيص داده شده GRASها نام برده شده است، اما با توجه به اينكه لاكتوباسيل

  . شدهاي مختلف لاكتوباسيل بررسي  سويه(+)Lتوليدكننده اسيد لاكتيك نوع 

ايـن  . صنعتي ايران تهيـه شـد   هاي علمي و ژوهش  ها از بخش كلكسيون ميكروبي سازمان پ هاي ليوفيليزه لاكتوباسيل آمپول :ها مواد و روش
.   به عنوان پيش كشت تلقيح شدند MRSكشت و سپس در محيط مايع MRS دار ها در شرايط كاملا استريل، روي محيط جامد شيب آمپول
محـيطِ توليـد،    ليتر ميلي 50 ليتريِ حاوي ميلي 250هاي ليتر به فلاسك باكتري در ميلي 108محيط پيش كشت حاوي  ازيترميلي ل5/2سپس 

هـا   ميزان توليد اسيد لاكتيك، مصرف گلوكز و رشد هـر يـك از سـويه   . دور در دقيقه، گرماگذاري شدند  180 و C30˚ و در دماي . تلقيح شد
      .ري شدگي حداقل با سه تكرار اندازه

هاي كاملا در بسته، سـويه    گلوكز  با حداقل هوادهي در ارلن گرم در ليتر100بر اساس نتايج به دست آمده، در محيط توليد داراي  : يافته ها 
 بـازده   گـرم در ليتـر سـاعت  بـا    98/0دهي   لاكتات كلسيم و بهرهg/L 95با توليد ssp. casei  PTCC 1608   Lactobacillus casei ميكروبي
گـرم   85/0دهـي    لاكتات كلسيم و بهره گرم در ليتر40/81 با توليد  Lactobacillus rhamnosus PTCC 1637 سويههمچنين و% 95واكنش 

مـشخص   اسيد لاكتيـك L (+)فرمانتاتيو توليد كننده نوع ايزومر نوري  هاي  همو به عنوان بهترين باكتري% 63در ليتر ساعت و  بازده واكنش 
  .شدند

  (+)L با توليد مقادير مناسب  اسيد لاكتيك نـوع  L. rhamnosus PTCC 1637 وssp. casei  PTCC 1608   L. caseiهاي   سويه:گيري نتيجه
جهت توليد اسيد لاكتيكِ مجاز براي استفاده در صنايع غذايي و دارويي و تـدوين دانـش فنـي توليـد در شـرايط نيمـه صـنعتي بـه عنـوان                                

  . ارزشمند هستندنگهدارنده غذايي،

  غربالگري، لاكتوباسيل سازي شرايط كشت، سيد لاكتيك، توليد، بهينه ا:واژگان كليدي

    مقدمه •
بـا   )  هيدروكسي پروپيونيك اسـيد -2(اسيد لاكتيك 

ــو ــي   CH3CHOHCOOH لفرمــ ــيد آلــ ــك اســ  يــ
ــسيـل ــم و  هيدروكـ ــولي كـ ــا وزن مولكـ ــعيف بـ                  دار ضـ

 86/3 =PKа در˚C   25 اسيد لاكتيك بـراي اولـين   . است

 از 1780شيميدان سـوئدي در سـال    Scheele بار توسط
پاستور به بررسـي رونـد       ، سپس، لويي  )1-3(شير جدا شد    

هــاي  تخميــر آن پرداخــت و بــا جداســازي انــواع بــاكتري
ــير،    ــري از ش ــذاهاي تخمي ــه غ ــا در تهي ــك، از آنه لاكتي
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اد كـه   سبزيجات، غلات و گوشت استفاده كـرد و نـشان د          
ايــن اســيد در برابــر فــساد ميكروبــي از غــذاها محافظــت 

  ). 1، 2(كند مي
 توسـط   1881اسيد لاكتيك براي اولين بـار در سـال          

Charles Avery  در آمريكــا بــه صــورت تجــاري توليــد 
ايـن اسـيد،  داراي فعاليـت نـوري اسـت و دو              ).  4 ،5(شد

ن از آنجا كه بد  .  آن شناخته شده است    (+)L و (-)Dايزومر  
 لاكتات دهيدروژناز است، مصرف زياد      Dانسان فاقد آنزيم    
ــك   ــيد لاكتي ــي (-)Dاس ــدن م ــع آن در ب ــد   و تجم توان

بـه همـين    . مخاطراتي براي سلامتي انسان داشـته باشـد       
 در صــنايع غــذايي و (-)Dدليــل، وجــود اســيد لاكتيــك 

 بـراي مـصرف آن      WHOدارويي، چندان مناسب نيست و      
  . محدوديت قائل شده است

هــاي  در صــنايع تخميــري اســيد لاكتيــك، از ســويه 
شـود    استفاده مـي  ) همو فرمانتاتيو   (ميكروبي جور تخمير    
 اسـيد لاكتيـك را      (+)Lتوانند فقـط      كه با راندمان بالا مي    

از آنجا كه توليد ايزومر نوري خـالص،        ). 1،  6(توليد كنند   
پـذير نيـست، امـروزه اسـتفاده از           با روش شيميايي امكان   

بـه  .  تخميري در توليد آن افزايش يافتـه اسـت         هاي  روش
طوري كه توليد بيولوژيكي اسيد لاكتيك در حدود بـيش          
از نيمي از كل توليـد جهـاني را بـه خـود اختـصاص داده                

  .)7-9(است 
تـوان بـه دو     موارد استفاده از اسـيد لاكتيـك را مـي   

ــلي آن      ــشتقات اص ــك و م ــيد لاكتي ــاربرد اس ــته ك دس
طور عمده به صنايع غذايي، دارويي      بندي كرد كه به       طبقه

در صـنايع غـذايي از اسـيد        . شـود   و شيميايي مربوط مـي    
هـا،    لاكتيك در توليد پنيـر، ماسـت، خيـار شـور، اسـانس            

هـاي   هـا و سـاير فـراورده    شربت آبليمو، اسـتخراج آبميـوه     
غذايي و همچنين جلوگيري از فـساد ميكروبـي غـذاهاي           

ي در ايجاد طعـم و      كنسرو شده و به عنوان افزدوني طبيع      
همچنــين ). 10، 11(مــزه در غــذاها اســتفاده مــي شــود 

ممكن است از آن در توليد ساير اسيدهاي آلي، اسيدهاي          
). 12(آكريليــك، اســتالدئيد و اتــانول اســتفاده شــود     

جديــدترين كــاربرد اســيد لاكتيــك در ارتبــاط بــا تهيــه  
لاكتيـك    پذير و از جمله پلـي       هاي زيست تجزيه    پلاستيك

ــاليني و ســاخت  ) PLA(دها اســي ــوارد ب ــه در م اســت ك

،   آلات پزشـكي نظيـر نـخ بخيـه، ابـزار آلات پيونـدي               ابزار
كش از آن     داروهاي آهسته رهايش كنترل شونده و حشره      

  ). 7(شود  استفاده مي
توانند ميزان بالايي اسـيد       ها مي   تعدادي از لاكتوباسيل  

تلـف  هاي مخ   موضوع حاضر در سويه   . لاكتيك توليد كنند  
لازم به ذكر است كه     . لاكتوباسيل مورد بررسي قرار گرفت    

جهت توليد نيمـه صـنعتي هـر محـصول تخميـري بايـد              
مراحل توليد با مواد اوليه موجود در همان كشور بررسـي           

از آنجا كه گلوكز حاصل از هيدروليز نـشاسته، يكـي       . شود
اسيد لاكتيك است و همچنين     ) 4(از منابع توليد صنعتي     

، ابتـدا مراحـل     )1( سوبـستراي توليـد نيـز هـست        بهترين
آزمايشگاهي بر مبناي استفاده از گلوكز با درجـه خلـوص           

ريزي شد تا پس از بهينه سازي شـرايط در            مناسب برنامه 
، شرايط توليد به سـمت منـابع سوبـستراي            بهترين حالت 

توليد داخل مانند گلوكز و لاكتوز صنعتي و در نهايت، آب           
و ميزان توليد در مراحل نيمـه صـنعتي         پنير هدايت شود    

  .با شرايط و مواد استاندارد، قابل قياس شود

  ها  مواد و روش •
ــسم ــا ميكروارگاني ــي   :ه ــسيون ميكروب ــش كلك      از بخ

هـاي   آمپـول  ژوهـشهاي علمـي وصـنعتي ايـران      سازمان پ
                    ليوفيليزه لاكتوباسيل توليد كننده اسيد لاكتيك شامل

 Lactobacillus sp. PTCC 1332   
L. delbrueckii ssp. delbrueckii PTCC 1333  
L. plantarum PTCC 1058  

 L. rhamnosus PTCC 1637  
  casei ssp.casei  PTCC 1608 L.    

ها در شرايط كـاملا اسـتريل روي          اين آمپول . دريافت شد 
دار كـشت داده و در جـار     شيب1MRS agarمحيط جامد 

2CO   و در دماي  ˚C 30     سـاعت گرماگـذاري     48 به مـدت 
  . شدند

 بـراي رشـد مناسـب از        :محيط كشت رشد و پيش كشت     
اسـتفاده شـد و بعـد از تلقـيح سـويه        MRS محيط مـايع 

 و C  ˚ 30هـا  درشـرايط   در محيط رشد، فلاسك ها باكتري
  . ساعت گرماگذاري شدند36 به مدت  دور در دقيقه180

بر اساس   :لاكتيكفرمولاسيون محيط كشت توليد اسيد      
محـيط كـشت     هـاي آزمايـشگاهيِ بهينـه سـازي،         بررسي

                                                           
1 - Man, Rogosa and Sharpe medium  [
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طراحي شده با مقادير متفاوت گلوكز به عنوان منبع كربن   
تركيبـات ديگـر محـيط كـشت        . مورد بررسي قرار گرفـت    

 ، 15عصاره مخمر ): بر حسب گرم در ليتر    (عبارت بودند از    
، دي 5/0پتاسـيم هيـدروژن فـسفات     ، دي1استات سديم   

، 2/0، ســولفات منيــزيم 5/0دروژن پتاســيم فــسفات هيــ
      حـدود  pH . 0/ 03، سولفات آهـن  03/0سولفات منگنز 

 محيط توليد در طول تخمير، بـا        pH.  تنظيم شد  6 0±/ 1 
كربنات كلسيم اسـتريل تعـديل شـد        % 1افزودن متناوب   

)8.(  
 250هـاي    محيط توليد به فلاسكml50: شرايط تخمير

محـيط پـيش كـشت      ازml5/2. ه شـد اضـاف  ليتـري  ميلي
به  محيط توليـد، تلقـيح    ليتر باكتري در ميلي 108حاوي 

دور در دقيقـه   180 و C30˚ها در دماي  شد و سپس ارلن
ميزان توليد محصول و ميـزان مـصرف        . گذاري شدند   گرما

    .گيري شد سوبسترا  براي هر يك از سويه ها  اندازه
ا به صورت ميكروآئروفيـل     با توجه به اينكه لاكتو باسيل ه      

هـاي   كنند، شرايط كشت بـه دو صـورت فلاسـك      رشد مي 
هاي با شرايط تبادل گاز مناسب،        كاملا در بسته و فلاسك    

هاي كاملا بسته، توسط گاز پنبـه         درِ فلاسك . طراحي شد 
ــه و ــشرده ب ــومي ف ــل آلوميني ــارافيلم و فوي ــيله پ  و درِ س

هـاي    از پنبـه  هاي با شرايط تبادل گاز مناسب با گ         فلاسك
  .غير فشرده استريل بسته شد

غلظت اسـيد لاكتيـك      :روش اندازه گيري اسيد لاكتيك     
با اضافه كردن اسيد    .  گيري شد   سنجي اندازه   به روش رنگ  

سولفوريك غليظ به اسيد لاكتيك و حرارت در بن مـاري           
.  ، اسـتالدئيد حاصـل مـي شـود           دقيقـه  10جوش بعـد از     

و پارافنيـل فنـل     % 4مـس   استالدئيد در حـضور سـولفات       
 دقيقه كمپلكس رنگي ايجـاد    30، بعد از    )در اتانول % 5/1(

 nm570كند كه ميزان جذب نوري آن درطـول مـوج    مي

  ). 9(گيري شد  اندازه
 غلظت گلوكز به روش آنزيمي،      : روش اندازه گيري گلوكز   

به اين ترتيـب اسـت كـه گلـوكز توسـط            . گيري شد   اندازه
ه گلوكونيـك اسـيد و آب اكـسيژنه      آنزيم گلوكز اكسيداز ب   

آب اكسيژنه، تحت تاثير  آنزيم پراكسيداز  .شود تبديل مي
 آمينو آنتي پيرين به كينـون قرمـز         -4و در حضور فنل و      

شود كه رنگ ايجاد شده نسبت مـستقيم          رنگي تبديل مي  

 دقيقه كمپلكس   20. با مقدار گلوكز موجود در نمونه دارد      
 بررسـي و مقـدار    nm 500 رنگي ايجاد شده درطول موج 

گيـري شـد      گلوكز نمونه بر اساس منحني استاندارد اندازه      
)13.(  

مـايع تخميـر    : بررسي نوع ايزومر نوري اسـيد لاكتيـك       
هاي مولد در هر مرحله، توسط كيت    حاصل از كشت سويه   

هيـدروژناز      لاكتـات د   -Lلاكتات دهيدروژناز و    -Dآنزيمي  
(Boehringer Mannheim Biochemica)   مـورد ارزيـابي

 در اين روش، آنزيم اختصاصي، لاكتات حاصل      . قرار گرفت 
جــذب  .كنــد  تبــديل مــي NADH+Hرا بــه پيــرووات و

 nm334 به همـراه معـرف در طـول مـوج      NADHنوري
 در  NADHبديهي است كه ميزان توليد .  شدگيري اندازه

حضور هر آنزيم، معرف ميزان نوع ايزومر نوري مربوط بـه           
  ). 1(م استآن آنزي
هـاي كـشت تجـاري         كليـه موادشـيميايي و محـيط       : مواد

ــركت    ــق از شـ ــن تحقيـ ــده در ايـ ــتفاده شـ ــاي  اسـ              هـ
Merck  Fluka, و  PanReacتهيه شد .  

  ها يافته •
هاي انجام شده، از گلـوكز بـه عنـوان             اساس بررسي  بر

عصاره مخمر به عنوان منبع     ) g/L60(بهترين منبع كربن    
، دي    ت سديم به عنـوان منبـع كـربن و سـديم           ، استا   ازت

هيدروژن پتاسـيم فـسفات    پتاسيم هيدروژن فسفات و دي   
املاح مورد نياز عبارت    .  استفاده شد   به عنوان منابع بافري   

. ، سولفات منگنز و سولفات آهـن        سولفات منيزيم : بودند از 
 محــيط توليــد بــا افــزودن pHدر طــول تخميــر، تعــديل 

، 10،  12(لسيم استريل انجـام شـد       كربنات ك % 1متناوب  
9 ،8 ، 5،  1. (  

شـود، توليـد       ملاحظـه مـي    1 گونه كه در شـكل      همان
 L.casei ،L.rhamnosus هاي  لاكتات كلسيم توسط سويه

در دو شرايط هوادهي و بدون هوادهي،    L.plantarum و 
در تمـام مـوارد، شـرايط       . هـاي ديگـر بـود       بيشتر از سويه  

ايـن نكتـه در     . بيشتر، ارجحيت داشـت   هوازي با توليد      بي
مراحل افـزايش حجـم توليـد و در فرمانتورهـا از اهميـت             
خاصي برخوردار است؛ زيرا عـدم هـوادهي باعـث كنتـرل            

  . شـود   بهتر آلودگي و كاهش بسيار زياد هزينه توليـد مـي          
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٦٠

 Lactobacillusدر شرايط تبـادل مناسـب گازهـا، سـويه    

rhamnosus ــا ــر   83/57 بــ ــرم در ليتــ ــويه  گــ و ســ
Lactobacillus casei subsp. casei   گـرم در  83/52بـا 

ــن   ــد در ارل ــر و تولي ــويه    ليت ــسته، س ــاملا در ب ــاي ك ه
Lactobacillus casei subsp. casei   گـرم در  87/59بـا 

  گرم 96/58با  Lactobacillus rhamnosusليتر و سويه 
 اين. در ليتر بالاترين ميزان لاكتات كلسيم را توليد كردند        
هاي  دو سويه به اين دليل اهميت دارند كه بر اساس تست         

ن دو  اي) نتايج ارائه نشده است    ( انجام شده در اين تحقيق    
  دارند در حالي  L(+)Lactic acid ايزومر نوريسويه فقط
 را توليـد     مخلـوط دو ايزومـر نـوري       هـاي ديگـر،     كه سويه 

  .كنند مي

ط يك عامـل اساسـي در شـراي     C/Nسبتاز آنجا كه ن
توليد است، بايد در توليـد اقتـصادي محـصول بـه سـمت       

بررسـي ميـزان    . منابع كشت ارزان قيمـت گـام برداشـت        
گلوكز واقعي مورد نياز توليد، اولين گام تحقيق محـسوب          

هايي با مقادير مختلف گلوكز طراحي شد     آزمايش. شود  مي
، مشخص شـود و مبنـايي بـراي بيـشترين             تا مقدار بهينه  
بيشترين ميزان توليـد  . هاي استاندارد باشد    توليد با محيط  

نتـايج  .  گرم در ليتر گلوكز بـه دسـت آمـد          100با غلظت   
 نـشان   2ز در شـكل    گلـوك  g/l100حاصل از محيط حاوي     

  .داده شده است
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هـا  توليـد مناسـبي         در اين شرايط، تقريبا همه سـويه      
شود، در شرايط     همان گونه كه در شكل ديده مي      . داشتند

بـا   L. casei subsp. casei سـوية  مناسـب تبـادل گازهـا،   
هـاي كـاملا در    لاكتات كلسيم و در ارلـن  g/l 40/81توليد
لاكتات كلـسيم، بيـشترين توليـد را     g/l 95با توليد بسته 

ــت ــويه.  داشـ ــد  L. rhamnosusسـ ــا توليـ  97/94 بـ
هاي بعـدي قـرار     در رده61/93  با توليد  L.plantarumو

داشتند كه از نظـر آمـاري تفـاوت چـشمگيري در توليـد              
هاي فوق    سازي از تمام سويه     هينهنشان ندادند و با اندكي ب     

اين نتيجه با توجه به اينكه از ابتـدا         . توان استفاده كرد    مي
هاي خريداري شده با هدف توليد صـنعتي، انتخـاب            سويه

هاي فـوق      سويه  نتايج مقايسه . شدند، قابل پيش بيني بود    
بديهي است كه انتخاب    .  نشان داده شده است    1در جدول 

ــراي تول  ــويه ب ــرين س ــا   بهت ــد ب ــك باي ــيد لاكتي ــد اس           ي
     ، رانــدمان و ميــزان توليــد در نظــر  دهــي تكيــه بــر بهــره

ــه ــود گرفت ــويه    . ش ــده، س ــه ش ــايج ارائ ــاس نت ــر اس                              ب
PTCC 1608   L. casei ssp caseiبهترين گزينه است.  

سينتيك مصرف سوبسترا و توليد محصول در شـرايط         
مـوارد ديگـري اسـت كـه در توليـد يـك مـاده               بهينه  از    

از آنجا كه راندمان تبـديل گلـوكز        . بيولوژيك اهميت دارد  
% 59هاي مختلف، متفاوت و از  به اسيد لاكتيك براي سويه    

متفاوت است، شيب مصرف گلـوكز بـا        ) 1جدول    % (95تا  
هاي بررسي شده متفاوت بود، ولي        توليد محصول در سويه   
از آنجا كه حـداكثر توليـد   .  كرد  مي از روند مشابهي پيروي   

 ارائـه شـده، در      1 و جـدول   2 و   1هـاي     هر سويه در شكل   
 دارد كـه نـشان      تأكيـد  بر روند مـصرف سوبـسترا        3شكل

 بيـشترين    كـه  بديهي اسـت  .  هستدهنده روند توليد نيز     
ــصرف       ــداكثر م ــان ح ــويه در زم ــر س ــد ه ــزان تولي      مي

ــد   ــرين منحنــي تولي ــسترا اســت و مناســب ت ــرايسوب                ب
PTCC 1608   L. casei ssp casei  95با ضريب تبـديل  %

هاي ديگر    سوبسترا به محصول است و شيب توليد باكتري       
  .نسبت به شيب مصرف سوبسترا ضريب كمتري دارد

  هاي لاكتوباسيل در شرايط بهينه ميزان حداكثر توليد، بهره وري و بازده سويه - 1جدول

  1608  1637  1058  1333  1332  (PTCC)ها  شماره سويه

  43/76  14/79  81/93  40/81  95  )گرم در ليتر(لاكتات كلسيم

  80/0  82/0  98/0  85/0  98/0 ) گرم در ليتردر ساعت(دهي  بهره

  59  61  72  63  95  (%)   بازده

PTCC 1332: Lactobacillus sp, PTCC 1333: L.delbrueckii ssp delbrueckii, PTCC 1058 : L. plantarum ,  

 PTCC 1637: L. rhamnosus, PTCC 1608: L. casei ssp casei. 

0
10
20
30
40
50
60
70

0 20 40 60 80 100 120

زمان (ساعت)

تر)
ر لي

م د
(گر

كز 
گلو

ت 
غلظ

    

L. casei
L. rhamnosus
L. plantarum
L. delbrueckii
L. sp.

  
هاي كاملا در بسته  گلوكز در فلاسكg/l100 غلظت گلوكز در محيط داراي - 3شكل
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٦٢

 بحث •
هـاي     اسيد لاكتيك، گـزارش     در فرايند توليد تخميري   

لـف از جملـه     هـاي ميكروبـي مخت      متعددي دربـارة سـويه    
). 14  ،15(ها و رايزوپـوس اوريـزآ وجـود دارد            لاكتوباسيل

، از     بـه دليـل بـازده بـالاتر توليـد           لاكتوباسـيل  هـاي   سويه
شوند بايـد بـه       هاي صنعتي محسوب مي     ترين گونه   شاخص

اين نكتـه هـم اشـاره كـرد كـه در فراينـد تخميـر اسـيد                  
 ، غلظت كم اكسيژن و غلظت  اسيديpHلاكتيك، به علت  

بالاي لاكتات توليد شده، احتمال بروز آلودگي ميكروبـي،         
 . محدود است

، اسيد توليـد      از آنجا كه در فرايند توليد اسيد لاكتيك       
شده، اثـر مهاركننـدگي روي سـويه توليـد كننـده اسـيد              

  pHشـود،  لاكتيك دارد و سبب كاهش رشد و توليـد مـي  
 بـا   شـد و    ها در طول تخمير به طور متناوب تعيـين            نمونه

 از اثـر    pHافزودن كربنات كلسيم استريل ضـمن تعـديل         
. مهار كنندگي اسيد حاصل هم جلـوگيري بـه عمـل آمـد            

كننده اسيد لاكتيك، پنج      براي انتخاب سوية مناسب توليد    
. سويه گزارش شده در مقالات مورد بررسـي قـرار گرفـت           

گـرم در   60 حـاوي ها در محيط توليد پايه  هريك از سويه
 مقدار  .به عنوان منبع كربن، كشت داده شدند      ليتر گلوكز   

. اسيد لاكتيك توليد شده توسـط هـر سـويه تعيـين شـد             
كـربن نيـز    غلظت گلوكز موجود در محيط به عنوان منبع

ــي      ــه روش آنزيم ــب ب ــور مرت ــه ط ــاني ب ــل زم در فواص
گيري شد و تا به پايان رسـيدن آن، فراينـد تخميـر               اندازه

 بـر اسـاس ميـزان توليـد         نتايج به دست آمده   . ادامه يافت 
لاكتات كلسيم بعد از به پايان رسـيدن گلـوكز محـيط در             

 گلوكز بـا شـرايط  هـوادهي و بـدون     g/l 60محيط داراي
 . نشان داده شده است1 در شكل هوادهي

                       تبــــادل مناســــب گازهــــا، ســــوية در شــــرايط
  Lactobacillus rhamnosusــا ــر  83/57 ب ــرم در ليت  گ

يتـر سـاعت و بـازده        گرم در ل   80/0دهي  يد داراي  بهره   تول
با   Lactobacillus casei subsp. Casei بود و سويه% 96

 گـرم در  73/0 دهي  در ليتر  توليد داراي بهره      گرم 83/52
  . بود% 87ليتر ساعت  و بازده

هـا و نيـاز بـه         باتوجه به ميكرو آئروفيليك بودن سـويه      
ليد در ارلن هاي كاملا در      ،  تو     در مراحل رشد   2COحضور  

بسته، شـرايط بهتـري دارد؛ زيـرا در ايـن شـرايط، توليـد               
ها مسير متابوليكي     يابد و سويه    لاكتات كلسيم افزايش مي   

در ايـن شـرايط، سـوية        . كننـد   فرمانتاتيو را طـي مـي       همو
Lactobacillus casei subsp. casei   گـرم در  87/59بـا 

 گـرم در ليتـر سـاعت و    83/0 دهي ليتر توليد داراي  بهره
با توليـد   Lactobacillus rhamnosus  و سويه% 99بازده 

 گرم در ليتـر  82/0 دهي   گرم در ليتر داراي  بهره96/58
  .بود% 98ساعت  و بازده 

 به اين ترتيب، با كاهش اكـسيژن محلـول در محـيط            
بيشتر سويه هـاي  . شود دهي ديده مي   افزايش توليد و بهره   

در غياب اكسيژن يـا مقـادير        Lactobacilli ميكروآئروفيلِ
 ).1شـكل  (، فعاليت بالاتري از خود نشان دادند  ناچيز آن

Tseng  وMontive هاي خود نـشان دادنـد     نيز در بررسي
بــا افــزايش ، Lactobacilliهــاي از ســويه كــه در تعــدادي

غلظت اكسيژن محلول در محيط كشت، مكانيسم تخميـر         
 مسير متابوليك همـو فرمانتـاتيو       هتروفرمانتاتيو جايگزين 

شود كه اين موضوع، روند توليد اسيد لاكتيك را تا حد  مي
  ).4(دهد  قابل توجهي كاهش مي

 غلظت گلوكز   ،براي افزايش ميزان توليد اسيد لاكتيك     
افـزايش گلـوكز بـر      .   گرم در ليتر  افـزايش يافـت        100به  

 سـازي در    هاي انجام شده در مرحلـه بهينـه         اساس بررسي 
 گرم در   100آزمايشگاه بود كه نشان داد افزايش گلوكز تا         

شود، بدون اينكـه تـأثيري بـر          ليتر باعث افزايش توليد مي    
رسد كه علت، عـدم تـاثير         به نظر مي  . بازدهي داشته باشد  

) C/N(و نسبت كربن بـه ازت   )aw(گلوكز بر فعاليت آبي 
يط ها در بهترين شرا  رشد اين ميكروارگانيسم  . محيط باشد 

 آزمايشات نشان داد كه افزايش بيش از. ماند ثابت باقي مي
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گرم در ليتـر  گلـوكز،  باعـث كـاهش ميـزان توليـد                100
  . شود مي

 گلـوكز بعـد از گذشـت        g/l100هاي داراي      در محيط 
 ساعت، تقريبا گلوكزي بـاقي نمانـده و زمـان تخميـر              96

 نتايج آزمايشات بر اساس ميزان    . شد  خاتمه يافته تلقي مي   
توليد لاكتات كلسيم بعد از بـه پايـان رسـيدن گلـوكز در              

 ارائـه  2 درشـكل    گلـوكز گرم در ليتـر  100 محيط داراي
بيشترين ميزان توليد در اين محيط، به سـويه         . شده است 

L. casei subsp. casei  ــد ــا تولي ــات  g/l40/81ب لاكت
%  81 گرم در ليتر ساعت  و بازده 85/0 وري  ، بهرهكلسيم
  .شتتعلق دا

در بـسته     سپس ميـزان توليـد در ارلـن هـاي كـاملا           
ــه    ــل ملاحظــ ــزايش قابــ ــه افــ ــد كــ ــي شــ                       بررســ

                   درايــــن شــــرايط، .  وري داشــــت توليــــد و بهــــره 
Lactobacillus casei subsp. casei  توليدg/l95 لاكتات 

به % 95 گرم در ليتر ساعت وبازده 98/0دهي  ، بهره كلسيم
 اســيد g/l 82 و همكــاران توليــدHujanen  .دســت آمــد

            گلـــوكز توســـطg/l100لاكتيـــك را در محـــيط داراي 
 L. casei      گزارش كرده بودند كه بـا توجـه بـه آن، سـويه

مورد مطالعه در اين تحقيق نيز از توان  بـالايي برخـوردار             
گـرم در ليتـر اسـيد لاكتيـك را      68 آنهـا توليـد   . اسـت 
گزارش كردنـد كـه بـا توجـه بـه          L. rhamnosusتوسط
سويه مورد مطالعه نيز از  ،  لاكتات كلسيمg/l97/94توليد 
ميـزان توليـد    . شـود   هاي مناسب توليد محسوب مي      سويه

 گـرم  Dermichi )10( 58 توسـط  L. delbrueckiiسـويه  
   در ليتر  اسيد لاكتيك گزارش شده، در حـالي كـه سـويه             

L. delbrueckii  PTCC 1333   كه در اين تحقيق بررسي
  . لاكتات كلسيم توليد كردg/l43/76شد، 

 گلوكز  گرم در ليتر 100 مجموع، در محيط داراي در 
هاي كاملاً    اقل هوادهي، در ارلن     به عنوان منبع كربن و حد     

ميـزان  . دهي بالاتري مـشاهده شـد       در بسته، توليد و بهره    

هـاي     و بازده سـويه    وري  توليد لاكتات كلسيم، ميزان بهره    
  . ارائه شده است1در جدول مطالعه شده

ز  توسـط هـر سـويه در  شـرايط            ميزان مصرف گلـوك   
اين همان گونه كه    .  نشان داده شده است    3 در شكل  بهينه

، مـصرف سوبـسترا توسـط تمـام         دهـد   منحني نـشان مـي    
هـاي    مقايـسه منحنـي   . ها تقريبا روند مـشابهي دارد       سويه

نشان داد كه آنها نيز رونـد مـشابهي         ها    رشد و توليد سويه   
ايـن  . در راستاي مخالف منحني مـصرف سوبـسترا دارنـد         

دهد كه محيط فوق از نظـر رشـد و توليـد              نتايج نشان مي  
هـاي بررسـي شـده، يكـسان و در حـد              براي همـه سـويه    
  . مطلوبي بوده است

هــم از توليــد   Lactobacillus plantarumبــا اينكــه
ــالايي ــاتg/l81/93(ب ــسيم  لاكت ــود،  )  كل ــوردار ب ــر خ          ب

ــايش  ــا آزمـــ ــه   امـــ ــرد كـــ ــشخص كـــ ــا مـــ                  هـــ
 و Lactobacillus casei ssp.casei   دو ســـوية فقـــط

Lactobacillus rhamnosusتوانند ايزومر نـوع    مي (+)L 
 با توجه بـه اينكـه در بـدن          . را توليد كنند  اسيد لاكتيك   

ايـن  . شـود   يزومر نوري، متابوليزه مي   انسان فقط اين نوع ا    
هاي همو فرمانتاتيو توليد  ها به عنوان بهترين باكتري   سويه

 اسيد لاكتيك براي ادامـه مطالعـات انتخـاب          L(+)كننده  
هـاي    در اين پژوهش، علاوه بر مقايسه توليد سـويه        . شدند

، بررسـي ميـزان توليـد         گزارش شدة مولدِ اسـيد لاكتيـك      
 گلوكز توسط سويه هاي     g/l100ي  لاكتات در محيط حاو   

ــويه      ــد  بــا س ــد و بررســي تولي  بــا L.rhamnosusمول
هاي ارئه شده در مقاله كاملا جديـد اسـت و راه را               ويژگي

     هـاي    سـويه    براي توليد نيمه صنعتي اسـيد لاكتيـك بـا         
L. casei ssp. casei   وL.rhamnosus   كنـد   همـوار مـي .

محيط كشت ارائه شده    لازم به ذكر است كه فرمولاسيون       
در اين تحقيق كه باعث افـزايش ميـزان توليـد در واحـد               
زمان به نسبت افزايش غلظت سوبسترا شد كـاملا جديـد           

  .است
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