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  Lactobacillus casei subsp. casei سويه  نيمه صنعتي اسيد لاكتيك  بوسيلهتوليد 

  
  *د سعيد ميرداماديسي

  
  .، ايرانتهران هاي علمي و صنعتي ايران، پژوهشكده بيوتكنولوژي،سازمان پژوهش
 Mirdamadi@irost.org : نويسنده مسئول مكاتبات*

  )16/3/91: پذيرش نهايي  12/4/90: دريافت مقاله(
     
  

 چكيده
دار و به منظور طراحي خط صنعتي توليد اسيدلاكتيك با هاي همزندر اين تحقيق مراحل توليد نيمه صنعتي اسيد لاكتيك در فرمانتور   

  سـويه ميكروبـي اسـتاندارد     كـار چهـار  بـراي ايـن   . درجه خلوص مورد اسـتفاده در صـنايع غـذايي مـورد ارزيـابي قـرار گرفـت       
)Staphylococcus aureus PTCC 1113،Microccoccus luteus PTTC 1110 ،Escherichia coli PTCC 1330 وListeria 

monocytogenes PTCC 1304 ( گرديد و تغيير منحني رشد هر سـويه در  مهار كننده رشد براي هر يك بررسي انتخاب و حداقل غلظت
ه منظور بدست آوردن دانش فني توليد اسيد لاكتيك، مراحل افزايش ب .حضور و عدم حضور اسيد لاكتيك و لاكتات كلسيم مقايسه شد

ليتـري انجـام    750و 20داردر دو فرمانتور همـزن  PTCC 1608   Lactobacillus casei subsp. Caseiسويه حجم توليد و تخليص توسط
در خيسانده ذرت به عنوان منبع نيتـروژن و بـه   و پو) گلوكز، لاكتوز و آب پنير(سازي شده با منابع كربن متفاوت محيط توليد بهينه. شد

  پـس از  . جهـت تخلـيص اسـيد لاكتيـك از روش كلاسـيك اسـتفاده شـد       . دو روش كشت غير مداوم و كشت نيمه مداوم انجام شد
گلوكز و  g/l80بيشترين توليد را در محيط حاوي  دارخانه همزنهاي آزمايشگاهي در گرمدر بررسي اين سويه سازي محيط كشت،بهينه

g/l 50 در اين سيستم. آب پنير داشتg/l  69/72 وري لاكتات كلسيم با بهره g/lh51/0  ليتري در  20در فرمانتور. توليد شد% 56و بازده
ولي بدليل كـاهش  % 83در اين شرايط بازده واكنش . لاكتات كلسيم توليد شد g/l75/108 ساعت  44تخمير نيمه مداوم، در مدت زمان 

 g/l350 ليتري در كشت نيمـه مـداوم    750سپس در فرمانتور. مشاهده گرديد) g/lh47/2 (وري بهره يد افزايش قابل توجهي درزمان تول
  . توليد شد g/lh 4/5وري لاكتات كلسيم با بهره

  

  دار، تخمير، افزايش حجم توليدهمزن فرمانتور ،لاكتوباسيلوس كازئي اسيد لاكتيك،: كليديهاي واژه
  
  

  مقدمه
مواد  يالزوم استفاده از پارهايي ع غذيتوسعه صنا   
از آنها را  ياكند كه دستهيجاب ميرا ا ييايميش

، به هايافزودن ينقش اصل. دهنديل ميها تشكيافزودن

، حفاظت و ي، خواص حسييش ارزش غذايمنظور افزا
ر در ياخ يهاشرفتيپ. است ييمواد غذا يدارنگه

با  يعيطب يهايد افزودني، تولييمواد غذا يهايافزودن
ن يمأروش ت، كه باشديم يوتكنولوژياستفاده از علم ب
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به  (GRAS)و سالم و بدون خطر بودن آن  يسلامت
 يت كاربردهايمحدود يز طرفا .اثبات رسيده است

متعدد باعث  يل اثرات جانبيبه دل ييايميش يهايافزودن
د يشرفته به سمت توليپ يشده است كه كشورها

 .آورند يرو يوتكنولوژيق بياز طر يعيطب يهايفزودنا
)Mirdamadi et al., 2009; Tafreshi et al., 2010.(  از

است در كشورها  يان درازيها كه سالين افزودنياجمله 
ك، و يلاكت يها، نمككيد لاكتيگردد، اسياستفاده م

ر ينظ يكيلاكت يهاير باكتريحاصل از تخم يهاوردهآفر
 Mirdamadi et al., 2007; Mirdamadi( تاسن يسين

et al., 2009; Tafreshi et al., 2010 .(كه لاكتيك  اسيد
 - 2 و يك اسيدكسي پروپيونهيدرو -2 يهابا نام

شود يك يم يز معرفين هيدروكسي پروپانوئيك اسيد
 ييايميش فرمولف با يدار ضعاسيد آلي هيدروكسيـل

CH3CHOHCOOH ا بودن دو د با دارين اسيا .است
ع يدر صنا ياديز يكاربردها (+)Lو  (-)D يزومر نوريا

 ;John, 1996( دارد ييايميو ش يي، غذايي، دارويپزشك

Mirdamadi et al., 2002; Mirdamadi, 2007.(  
توسـط   شير تـرش شـده،   در 1780در سال  اولين بار   

Scheele  ــزارش و ــال در  Schulzeگ ــود  1868س وج
-هاي كشت كارخانهتيك را در مايهي اسيد لاكهاباكتري

بـراي   را   L. delbreckiiهاي تقطير نشـان داد و سـويه   
داراي ايـن اسـيد   . دربسيد لاكتيك به كار اتوليد تجاري 

آن در  L(+)تنهـا ايزومـر نـوري     و فعاليت نوري اسـت 
اربرد اسـيد  مـوارد عمـده ك ـ  . گـردد انسان متـابوليزه مـي  

ايع غذايي، دارويـي  لاكتيك و مشتقات آن مربوط به صن
 تــرين واز مهــم .شــودو صــنايع مختلــف شــيميايي مــي

هيـه  ت پزشـكي  و ييغذا در صنايع جديدترين كاربرد آن
از جملـه پلـي لاكتيـك     بي ـتخرهاي زيسـت  پلاستيك

ــيدها ــي  ،(PLA)اس ــاي پل ــيد و  كوپليمره ــك اس  لاكتي

كـه در مـوارد   اسـت   (PLA-PGA)گليكوليك اسيد پلي
  هـاي بخيـه،   نخ ر آلات پزشكي نظيرباليني و ساخت ابزا
آهسـته رهـا شـونده از آن     ي، داروهـا ابزارآلات پيوندي

 ,.John, 1996; Mirdamadi et al( شـود اسـتفاده مـي  

2007; Mirdamadi et al., 2008(.  
فرآينــدهاي (اســيد لاكتيــك بــه دو طريــق بيولــوژي    

بيشـترين  امـروزه   .شـود  توليد مـي شيميايي و ) تخميري
توليـد  از به يناسيد لاكتيك در جهان به دليل يد حجم تول

 شـده بصـورت   سـنتز  ت نـوع ي ـعدم كفاو  L(+)ايزومر 
  (+)Lيزومر نورياز دو ا يكه بصورت مخلوط شيميايي

 Zyed and) ر اسـت ي ـبصـورت تخم  باشـد، يم  (-)Dو

Winter, 1995; Mirdamadi et al., 2007(.  ــق طب
 ،Chemical Economics Handbook (CEH) گزارشات
 هـا و نمـك  ،توليد جهاني اسـيد لاكتيـك   2002در سال 

 درصـد  88. هـزار تـن بـوده اسـت     8/201 هاي آناستر
 عيصـنا  بخصـوص مصرف جهاني آن در موارد صـنعتي  

، درصـد  7/9با متوسط نرخ رشد سـاليانه   وغذايي است 
بـه    توليـد جهـاني آن   2007در سـال   شد كـه بيني پيش

 ,Bizzari( ابـد يو ادامـه   هديهزار تن در سال رس 5/320

تـن   34000د يبا تول در آمريكا PURACكمپاني  .)2003
ــ ــد لاكتياسـ ــاليـ ــداوم   ك در سـ ــه روش مـ  بـ

(Continuous)يهـــابزرگتـــرين توليدكننـــده از يكـــي 
هـاي  تخميري اسيد لاكتيك در جهان است كه كارخانـه 
اروپـا   متعددي در آمريكاي لاتين و آمريكـاي جنـوبي و  

ــرا   L. bulgaricusهياز ســو .دارد ــتول يب   د اســتفاده ي
  .(Bray, 1998) كنديم

  PTCC 1608 casei .L. casei ssp ، ن پژوهشيا در   
به دليل راندمان بالا، زمان توليد كوتاه و توليد نزديك به 
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لاكتيك به عنوان سويه اسيد  L(+)صد در صد نوع 
سازي بهينهسپس  .استفاده شد هالاكتات توليدكننده

 يط تخمير و تركيبات محيط كشت جهت افزايششرا
 ،(Scale up) تريل 750و 20يدر فرمانتورها ديحجم تول

توليد  ،راندمان و ميزان توليد در واحد زمانش يافزا
 يو بررس يمه صنعتيدر حجم ن اقتصادي اسيد لاكتيك

ها يگر افزودنيب با ديا تركيكاربرد آن بصورت تنها و 
  .ه استقرار گرفت يابيمورد ارز

  
  هامواد و روش

  

ــاميكروارگانيســم    ــو :ه ــوفيليزه لآمپ ــاهيســو لي  يه
ــتاندارد  Staphylococcus aureus  (Test strain)اس

PTCC 1113،Microccoccus luteus PTTC 1110  
،Escherichia coli PTCC 1330  ،Listeria 

monocytogenes PTCC 1304  د يه مولــد اســيســوو
 Lactobacillus  casei  ssp. casei PTCCك ي ـلاكت

هاي ژوهش  ميكروبي سازمان پ از بخش كلكسيون 1608
در  هـا ايـن آمپـول  . شـد دريافـت   نصنعتي ايرا علمي و

ــاملاً  ــرايط ك ــتريل ش ــاز و اس ــيط  ب ــر روي مح ــاب  يه
ــه .دار كشــت داده شــدندشــيب ياختصاصــ ــاي لول   ه

. شـدند  گـذاري نـه اخگـرم  مناسـب  يدمـا  شده درتلقيح
 ,MRS Agar)(Man ط يمح ـ در ييوس كـاز ليلاكتوباس

Rogosa and Sharpe  ــاكترو ــايبـ ــر در يد يهـ گـ
 Mirdamadi( .كشت داده شـدند   Nutrient agarطيمح

et al., 2007; Mirdamadi et al., 2002; Tafreshi et 
al., 2010 .( 

لوس يلاكتوباس تهيه پيش كشت و محيط كشت رشد   
بـر   استريل باز و كاملاًدر شرايط  زهيليوفيآمپول ل :يكازئ

 .دار كشــت داده شــدشــيب  MRS Agarروي محــيط

بـه   C 37˚در دماي  و CO2شده در جار هاي تلقيحلوله 

ــدت  ــذاري  48م ــاعت گرماگ ــدند س ــرا .ش ــته يب   ه ي
بعـد از   اسـتفاده شـد و   MRS ط مـايع يازمحكشت شيپ

فلاسـك حـاوي محـيط    هـا در يبـاكتر  يهاح كشتيتلق
ساعت  36به مدت  ور در دقيقهد 180و C30˚ط يدرشرا

  در 
 Mirdamadi et( گرماگذاري شـدند  دارخانه همزنگرم

al., 2007; Mirdamadi et al., 2008 .( 
با  :فرمولاسيون محيط كشت توليد اسيد لاكتيك   

توجه به اهميت منبع كربن در توليد اسيد لاكتيك، 
متفاوت و منابع  مقاديربا محيط كشت طراحي شده 

: (g/l) نه عبارت بود ازيط بهيمح. دينه گرديهب كربن
، 1م ي، استات سد20ودر خيسانده ذرت ، پ130 گلوكز

، سولفات 03/0 ، سولفات منگنز2/0وم يزيسولفات من
  .ديم گرديتنظ 6 ±1/0 حدود طيمح  pH ،03/0 آهن
 محيط توليد با pHتعديل نمودن  ،در طول تخمير    

به صورت  و تريلاس مافزودن محلول هيدروكسيدكلسي
  Hofvendahl, 2000 and( صورت گرفتپيوسته 

Hahn-Hagerdal.(  
 كشت تهيه شده درشيپ يهايباكتر :شرايط تخمير   

 سلول باكتري CFU/ml108  زانيبه م  MRSمايع محيط
 .ح شديد تلقيط توليمحدر  (v/v)% 10 نسبتبه  و

 و دور در دقيقه C 42، 500˚اي دم بهينه تخمير طيشرا
در  ميد لاكتات كلسيزان توليم .بودهوازي سيستم بي

 ,.Mirdamadi et al)گيري شداندازه مختلف يهازمان

2008 (.  
 از جهت بررسي اثرات افزايش حجم توليد :فرمانتور   

 Chemap يكمپان ساخت يتريل 20دار فرمانتور همزن
 MBR يساخت كمپان يتريل 750و فرمانتور آمريكا

  .شد استفاده سيسوئ
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 ريتخملاكتات كلسيم حاصل از  :بازيافت اسيد لاكتيك 
به اسيد لاكتيك تبديل % 63توسط اسيد سولفوريك 

لوله آزمايش، هر كدام  10در در اين مرحله ابتدا .گرديد
ml  10 سپس . حاصل از مرحله قبل ريخته شد از مايع

اضافه % 63ك يد سولفوريبه هر كدام  مقادير متفاوت اس
ك جهت تبديل لاكتات يد سولفورير مناسب استا تيتشد 

 Zyed and(كلسيم به اسيد لاكتيك مشخص گردد 

Winter,1995(.  
بس توليد شده يرسوبات و ژ :جداسازي رسوبات   

  .توسط فيلتر پرس جداسازي شدند
 .اسـتفاده شـد   يرنگبـر  جهت زغال فعالاز  :رنگبري   

، عـال زمان ماند در مجـاورت زغـال ف  زغال فعال،  مقدار
ــ ــا همــزدن ثير أت ــايع و دم ــرام ــر يب    و يبررســ يرنگب
  .شد يسازنهيبه
د ياس ـ يري ـگانـدازه  :د لاكتيـك ياس يريگروش اندازه   
با اضافه نمودن . انجام شد يك به روش رنگ سنجيلاكت
در بن ك و حرارت يد لاكتيظ به اسيك غليد سولفورياس
 .دد حاصـل ش ـ يقـه، اسـتالدئ  يدق 10جوش بعد از  يمار
ل فنـل  ي ـو پارافن% 4د در حضور سولفات مـس  يتالدئاس
 يقــه كمــپلكس رنگــيدق 30، بعــد از )در اتــانول% 5/1(
 nmآن درطـول مـوج    يزان جذب نوريكه مكرد جاد يا

  . )Mirdamadi et al., 2008(شد  يريگاندازه 570
جهت  :گيري كيفيت اسيد لاكتيك توليدياندازه   

با ها ده نمونهلاكتيك توليد شبررسي كيفيت اسيد 
  analytical reverse phase HPLCروش به  C18ستون

  .Mirdamadi et al., 2009)( قرار گرفت يابيمورد ارز
 :ط كشتيمانده در محيباق گيري گلوكزروش اندازه    

-واكنش. گيري شدغلظت گلوكز به روش آنزيمي اندازه

هاي انجام شده در اين آزمايش بدين ترتيب است كه 

گلوكز اكسيداز به گلوكونيك اسيد و  ز توسط آنزيمگلوك
ثير أآب اكسيژنه تحت ت .گرددمي آب اكسيژنه تبديل
آمينوآنتي پيرين  -4در حضور فنل و  آنزيم پر اكسيداز و

شود كه رنگ ايجاد شده تبديل مي به كينون قرمز رنگي
كه . نسبت مستقيم با مقدار گلوكز موجود در نمونه دارد

جاد شده درطول يا يقيقه كمپلكس رنگد 20بعد از 
و مقدار گلوكز نمونه بر اساس  يبررس nm500 موج 
 ,Bruno-Barcena(شد  يريگاستاندارد اندازه يمنحن

1999; Bergmeyer, 1974; Mirdamadi et al., 
2007(.  

ــيتع ــده   ي ــت بازدارن ــداقل غلظ ــواد  :(MIC)ن ح   از م
. ده ش ـي ـته يط كشـت رقـت متـوال   يدارنـده در مح ـ نگه
 كشـت و پـس از رشـد    يط اختصاص ـيها در محيباكتر
تـر  يل يل ـيعدد در م 108 يتر از كشت حاويكروليم 100

(CFU/ml) دارنـده  مـاده نگـه   يط كشـت حـاو  يبه مح ـ
، رشـد در  يگزارخانهساعت گرم 24پس از . افزوده شد

ن لوله عدم رشـد بـه عنـوان    يآخر. ديگرد يها بررسلوله
   .ديانتخاب گردحداقل غلظت بازدارنده رشد 

ــ ــم منحن ــد يرس ــميكروارگانيم :رش ــس ــا در مح ط يه
دارنده با حـداقل  نگه يدارنده و حاوفاقد نگه ياختصاص

زان رشد بـر  يها ميباكتر يغلظت بازدارنده كشت و برا
 يمتـوال  يهـا تر در سـاعت نـانوم  600اساس جـذب در  

  .ديرشد در هر حالت رسم گرد يمحاسبه و منحن
هـاي كشـت تجـاري    محـيط يميايي و ش كليه مواد :مواد
 ,Merck هـاي فاده شده در ايـن تحقيـق از كمپـاني   است

Fluka و PanReac بود.  
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  هايافته
سازي محيط پس از بهينههاي آزمايشگاهي، در بررسي   

بيشترين توليد را در  L. casei ssp. casei كشت، سويه
گرم در ليتر  50گرم در ليتر گلوكز و  80 محيط حاوي

گرم در ليتر  69/72در اين سيستم . ب پنير داشتآ
 توليد% 56و بازده  g/lh51/0 وري لاكتات كلسيم با بهره

دو  افزايش حجم توليد، تخمير درسپس با هدف . شد
ليتري به دو روش كشت  750و  20دار فرمانتور همزن

  .غيرمداوم و نيمه مداوم انجام شد
تري، محيط توليـد  لي 20 (STR)دار در فرمانتور همزن   

انده ذرت به عنـوان منبـع   بهينه سازي شده با پودر خيس
ــاي   ــه دم ــر بهين ــرايط تخمي ــز ش ــروژن و ني ، C 42˚ نيت

500rpm: هوازي مورد استفاده قرار گرفتبي و سيستم .
بعـد از   .لاكتوز استفاده شـد  g/l130 ابتدا محيط توليد با

ــيم  g/l 91/73 ،ســـاعت 141گذشـــت    لاكتـــات كلسـ
شـكل  (توليـد شـد   % 56: و بازده g/lh 52/0 :وريبهره(
1(.  

بـه عنـوان    g/l130به ميـزان   در آزمايش بعدي از گلوكز
بعد از  g/l22/95 لاكتات كلسيم . منبع كربن استفاده شد

 و بازده g/lh68/0   وريساعت توليد شد كه بهره 140

   ). 1شكل (بود  %73 واكنش
 محيط توليد براي ساخت) Whey(سپس از آب پنير     

در  .لاكتوز استفاده شـد  g/l 80 به همراه g/l50به ميزان 
ساعت ميزان توليد لاكتات كلسيم  68اين شرايط بعد از 

و بازده  g/lh62/1  وريافزايش يافت و بهره g/l 110به 
  ). 1شكل(رسيد % 85به 
  

  
  ابع كربن متفاوتدر محيط توليد با منوليد لاكتات كلسيم در واحد زمان ميزان ت: 1شكل 
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ليتر شرايط  20پس از موفقيت توليد در فرمانتور    
با  (STR)دار توليد اسيد لاكتيك در فرمانتور همزن

  و  )batch( با دو شرايط كشت غيرمداومليتر  750حجم 
. بررسي شد )feed batch( نيمه مداومدهي خوراك

و نيمه مداوم  مقايسه ميزان توليد در كشت غيرمداوم
شان داد كه افزايش تدريجي سوبسترا بصورت نيمه ن

  .)2شكل (مداوم اثر افزاينده در توليد دارد 

             

  
  
  

  
  مقايسه دو روش تخمير غيرمداوم و نيمه مداوم درمحيط توليد در شرايط آزمايشگاهي تا نيمه صنعتي :2شكل 

  
  

  
  

دهي دهي غيرمداوم زمان خوراكهاي خوراكدر كشت
از تنظيم دقيق زمان . اي برخوردار استيت ويژهاز اهم

اسمز  بدليل خاصيت سوبسترا افزايش غلظتاثر كاهنده 
ضمن  3شكل . شودجلوگيري مي و كاهش آب فعال

، دهي در سيستم نيمه مداوممشخص كردن زمان خوراك
ليتر  750 در فرمانتورميزان توليد را در دو سيستم و 

  .نمايدمقايسه مي
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  به روش تخمير غيرمداوم و  نيمه مداوم L 750توليد لاكتات كلسيم در فرمانتور -3شكل

  
يكي از مراحل مهم ) Scale up(افزايش حجم توليد    

ليتر انجام و در  750توليد صنعتي است كه در فرمانتور 
 وريلاكتات كلسيم با بهره g/l120 شرايط غيرمداوم 

g/lh 8/2 ت آمد در حاليكه در كشت به دس% 92 و بازده

 g/lh4/5  وريلاكتات كلسيم با بهره g/l350 نيمه مداوم
  .توليد شد

وري در نتايج ميزان توليد لاكتات كلسيم و بهره   
 1 ليتر در جدول 750تخمير نيمه مداوم در فرمانتور 

  .نشان داده شده است
  

  ليتر 750مه مداوم در فرمانتوردر تخمير نيميزان توليد لاكتات كلسيم و بهره وري  - 1جدول

  65  58  42  31  21  )ساعت(زمان 

 لاكتات كلسيم
  )گرم در ليتر(

55  92  155  296  350  

  وريبهره
  )گرم در ليتر ساعت(

6/2  3  4/3  5  4/5  

  

ــت     ــر اس ــل ذك ــر،    قاب ــه تخمي ــام مرحل ــس از انج پ
. آغـاز شـد   يندهاي بعد از توليد در حد نيمه صـنعتي آفر

مـراه  سـولفات بـه ه  % 63ولفوريك اسـيد س ـ با افـزودن  
نمايـد و اسـيد   كلسيم بـه صـورت ژيـبس رسـوب مـي     

هـاي  رسوبات ژيـبس و پـروتئين  . گرددمي لاكتيك آزاد
اسـيد لاكتيـك    شده توسط فيلتر پـرس حـذف و  تغليب

  بدليل . آوري گرديدعدارنده جمهاي نگهحاصل در تانك
هــاي شــيميايي متعــدد نظيــر واكــنش مــيلارد،  واكــنش
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هاي باقيمانده و مواد رنگي مليزه شدن كربوهيداراتكارا
موجود در مواد اوليه، اسيد حاصل حاوي تركيبـات زرد  

 2جدول . كه توسط زغال فعال رنگبري گرديد رنگ بود

مراحل تخليص و ميزان بازيافت محصول در هر مرحله 
  .دهدرا نشان مي

  
  ليتر 20ليد شده در فرمانتور مراحل تخليص و ميزان بازيافت اسيد لاكتيك تو - 2جدول

  نمونه
  حجم

  )ليتر(
  مقدار لاكتات

  )گرم(
  درصد بازيافت

  100  2624  16  مايع تخمير

  6/99  36/2613  8  هارسوبدهي پروتئين

  25/94  2473  8  افزودن اسيد سولفوريك و جداسازي ژيبس
  88  1906 3 تغليظ
  7/87  1900 3 رنگبري

، و اجراي L 750 وربعد از پايان تخمير در فرمانت   
ليتر مايع تخمير نهايي  100مراحل تخليص از حدود 

ليتر  80گرم در ليتر لاكتات كلسيم، حدود  350داراي 
  .گرم در ليتر حاصل شد 270اسيد لاكتيك 

ها جهت بررسي كيفيت اسيد لاكتيك توليد شده، نمونه 
 مورد ارزيابي قرار گرفت  C18با ستون HPLCبه روش 

   ). 4شكل(

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  جهت بررسي كيفيت اسيد لاكتيك توليد شده HPLC نتايج  :4شكل
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با توجه به كاربردهاي مختلف اين تركيبات در صنايع    
سيد لاكتيك غذايي، اثر بازدارندگي هر يك از تركيبات ا

در جدول . ابي قرار گرفتارزيو لاكتات كلسيم مورد 

كتات كلسيم حاصل طيف اثر اسيد لاكتيك و لا 3شماره 
  . هاي ديگر مقايسه گرديددر مقايسه با بازدارنده

  شرايط بهينهدارنده درميلي ليتر محيط كشت در تعيين حداقل غلظت بازدارنده مواد نگه: 3جدول 

زليستريا منوسيتوژن  دارندهماده نگه يلاوشيا كياشر ميكروكوكوس لوتئوس   استافيلوكوكوس ارئوس 

 4-10 4-510-410-10  اسيد لاكتيك

 3-10 3-310-310-10  لاكتات كلسيم 
 4-10 4-510-510-10  بنزوات سديم
5×10  نيترات سديم -310×5/2 -310×5 -3 10×5 -3 
2×10  نيتريت سديم -410×2 -4× 25/6  10-4 × 25/6  10-4 

  

ي اثر بر تركيبات لاكتات با بررس بررسي اثر مهاري   
هاي استاندارد قابل بررسي ضريب رشد ميكروارگانيسم

لذا اثر اسيد لاكتيك و نمك . باشدو استانداردسازي مي

هاي استاندارد لاكتات آن بر ضريب رشد ميكروارگانيسم
  .)5شكل ( مهم در صنايع غذايي بررسي گرديد

 
 
 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  هاي مهم در صنعت غذاكروارگانيسماثر اسيد لاكتيك و نمك لاكتات بر ضريب رشد برخي مي: 5شكل

 )ساعت(زمان  )ساعت(زمان

 )ساعت(زمان  )ساعت(زمان
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  گيريبحث و نتيجه
 اسيد لاكتيك در L(+)از آنجا كه تنها ايزومر نوري    

اين گردد و سويه مولد بايد تنها بدن انسان متابوليزه مي
  L. casei ssp. caseiسويه. ايزومر نوري را توليد نمايد
 سميمتابولك، يد لاكتياس به دليل توان بالاي توليد

  L(+)خالص  نسبتاً يزومر نورياتوليد و  هموفرمانتاتيو
-Bruno( گرديدانتخاب  جهت توليد اسيد لاكتيك

Barcena et al., 1999; Gieese, 1994; Mirdamadi et 
al., 2007(.  با توجه به هدف اين تحقيق كه از طرفي

و در توليد در  توليد اسيد لاكتيك بود، يساز يصنعت
صنعتي استفاده از سوبستراهاي  حجم نيمه صنعتي و

 ,.Anuradha et al( ارزان و در دسترس ضروري است

، ما در اين تحقيق از مواد اوليه در دسترس نظير )1999
لاكتوز صنعتي، آب پنير به عنوان منبع  گلوكز صنعتي،

 خيسانده ذرت، (Fitzpatrick et al., 2001) لاكتوز
استفاده ) ذرت هاي استخراج نشاسته ازپساب كارخانه(

  .نموديم
در حال حاضر، از سوكروز بدست آمده از ساقة    

پنير   قند، لاكتوز موجود در آب  نيشكر و چغندر
(cheese whey) مالتوز و دكستروز حاصل از هيدروليز ،

هاي توليد  يندآنشاسته به صورت تجاري در فر
ما نشان  يهاآزمايشنتايج  .شود لاكتيك استفاده مي اسيد
ترين سوبستراها براي لاكتوز و گلوكز از مناسبد كه دا

بنابراين . توليد اسيد لاكتيك از اين سويه است
سوبستراهاي لاكتوز، گلوكز و آب پنير تقويت شده با 
هر يك از اين دو سوبسترا به عنوان بهترين منبع انتخاب 

سازي نشان داده شد گلوكز در اين سويه و پس از بهينه
  . باشدميبالاتري در توليد اسيد لاكتيك  داراي راندمان

داري نظير جوانه جو، عصارة  منابع نيتروژن معمولاً   
، (corn steep liquor)ذرت   خيسانده  جو، عصاره

به عنوان منبع ازت و عصاره مخمر يا شير دلمه نبسته 
ها به  منظور ايجاد رشد سريع و انبوه ميكروارگانيسمه ب

عصاره ما در اين راستا  .نماينديممحيط كشت اضافه 
ارزان، در  يبه عنوان يك سوبسترارا خيسانده ذرت 
با توجه به  .داديممورد استفاده قرار يدسترس و صنعت

هاي تامينو وي املاح ياينكه عصاره خيسانده ذرت دارا
از حداقل  )(Anuradha et al., 1999 استمتعددي 

   .ده گرديدعناصر ديگر جهت تكميل محيط توليد استفا
هاي در بررسي ط كشت،يمح يسازنهيپس از به   

 750و  20دار دو فرمانتور همزن درافزايش حجم توليد 
غيرمداوم و نيمه مداوم انجام كشت ليتري به دو روش 

در افزايش توليد استفاده از سوبستراي ارزان قيمت  .شد
 داردر فرمانتور همزنلذا . باشداز اصول توليد صنعتي مي

(STR) 20 ،سازي شده با پودر محيط توليد بهينه ليتري
  خيسانده ذرت به عنوان منبع نيتروژن و سيستم

   لاكتوزدر شرايط وجود . بهينه گرديد هوازيبي 
در . حاصل شد %56: و بازده g/lh  52/0 وريبهره

به عنوان منبع كربن استفاده  آزمايش بعدي از گلوكز
و بازده افزايش و به  وريهبهر در اين حالت ميزان .شد

سازي پس از استاندار .رسيد %73و  g/lh68/0 ترتيب به 
براي  )Whey(از آب پنير شرايط با سوبستراي استاندارد 

بدليل  در اين شرايط .استفاده شد ساخت محيط توليد
ها و املاح وجود تركيبات مناسبي نظير برخي ويتامين

شدت افزايش و ه ده بو باز   g/lh ،وريبهرهدر آب پنير 
   .)1شكل ( رسيد% 85 و 62/1 به
  نشان  1شكل  سه نمودارها دريطور كه مقاهمان    
 يبرا يسبامنار يبس يدهد، هرچند لاكتوز سوبسترايم
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اما استفاده از گلوكز به عنوان منبع  ها استليلاكتوباس
لازم و  شده است يوربهره د ويش توليكربن باعث افزا

ت ير كه ماده تقوياستفاده ازلاكتوز و آب پن ،به ذكر است
ش قابل يمنجر به افزاشود يط محسوب ميكننده مح
و بازده  يورم، بهرهيد لاكتات كلسيزان توليتوجه م
  .شوديواكنش م

 ،ز گلوكز به جاي لاكتوز استفاده شدكه ا يهنگام در   
 گلوكز g/l 80 ،آب پنير g/l 50 به محيط توليددر  ييعن

 g/l75/108  ساعت 44در مدت زمان  د،اضافه ش
ط بازده واكنش يدر اين شرا. م توليد شديلاكتات كلس

كاهش زمان بدليل  يبود ول يو بدون تغيير خاص  83%
) g/lh 47/2 ( وريبهره توليد افزايش قابل توجهي در

   ).1شكل( ديمشاهده گرد
ليتر شرايط  20از موفقيت توليد در فرمانتور پس    
با حجم  STRدار ك در فرمانتور همزنيد لاكتيد اسيتول

مداوم مه يو نغيرمداوم  ط كشتيتر با دو شرايل  750
در افزايش حجم با وجود اثرات ممانعتي  شد كه يبررس

سازي شرايط ميزان انتقال جرم و حرارت با بهينه
ط يدر شرايعني . راندمان به بهترين شرايط خود رسيد

 g/lh8/2  وريبهره م بايلسلاكتات ك g/l120  غيرمداوم
لاكتات  g/l350  مداوممه يدر كشت ن و %92 بازده و

اين شرايط قابل . د شديتول g/lh4/5  وريبهرهم با يكلس
 با كه PURAC ، كمپاني مقايسه است با توليد صنعتي

تن  34000در سال   L. bulgaricusهياستفاده از سو
-يد ميتول(Continuous) ك به روش مداوم يد لاكتياس
هاي چيني متعددي با روش غير پيوسته و با كمپاني. كند

نمايند كه بديهي راندمان كم اين محصول را توليد مي
است افزايش راندمان از حالت غير پيوسته به خوراك 

يي در افزايش راندمان ثير بالاأدهي نيمه پيوسته خود ت
  ). (Bray, 1998 خواهد داشت

 ديبعد از تول يندهايفرآ ر،يمپس از انجام مرحله تخ   
)Down Steam Processing( يبا آغاز مرحله جداساز 

 يمه صنعتيص در حد نير و تخليع تخميسلول از ما
ليتر مايع  100از حدود  L 750 در فرمانتور كه آغاز شد

 ،گرم در ليتر لاكتات كلسيم 350 يدارا تخمير نهايي
ر حاصل گرم در ليت 270ليتر اسيد لاكتيك  80حدود 

اسيد لاكتيك توليد و خلوص  جهت بررسي كيفيت. شد
  . استفاده شد HPLCروش از  ،شده

اثر  شوديملاحظه م 3در جدول شماره  همانگونه كه   
ك يد لاكتيار كمتر از اسيم بسيلاكتات كلس يبازدارندگ
در  يريتخم يهاهين نكته باعث رشد بهتر سوياست و ا
 ن نمكيافزودن ا. شد م خواهديكلس يحاو ييمواد غذا
ر نان علاوه بر يخم م و دريكلس يسازيجهت غن

شدن نان  يها، از طنابفرم ياز رشد كل يريجلوگ
 .(Shelef, 1994) كنديم يريجلوگ

ر ي ـمـوارد نظ  ياريبس ك دريد لاكتياس ياثر بازدارندگ    
. باشـد يمترات، بنزوات يت، نيتريمثل ن يگريبات ديترك
اسـتفاده از هـر    يشت كه اثـرات جـانب  د توجه ديبا البته
ــترك ــذا ي ــواد غ ــت و   ييب در م ــاوت اس ــف متف مختل
ممكن است كـه   ييك در مواد غذايد لاكتياس ينيگزيجا

از طرف . داشته باشد ر رايثأگر آن حداقل تيبر خواص د
مـا را بـه    يخطر بودن و حداقل عوارض جـانب يگر بيد
 ـ يسازد كه مين نكته رهنمون ميا همزمـان   ريثأتوان بـا ت
گـر،  يد يهـا دارنـده با نگـه ) در حداقل غلظت(ن ماده يا
مضـر را تـا حـد ممكـن      يهـا دارنـده زان مصرف نگهيم

ــاهش داد ــ .)(Oh and Marshall, 1996 ك  ياز طرف
ك ي ـد لاكتيهمانگونه كه در مقدمه ذكر شد استفاده از اس
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. باشـد يها لازم م ـوردهآاز فر ياريآن در بس يهاو نمك
 ـيم يد علاوه بر كاهش آلـودگ ين اسيا در بهبـود   يكروب

وه عـلا . ر نقش داردير پنينظ يطعم، بافت و قوام مواد لبن
 ـيم يهــايبـر آن در كنتــرل آلـودگ    ييمــواد غــذا يكروب

ثر ؤم ـ ييايسـتر يل يو گوشت، بخصوص آلـودگ  ييايدر
ــ  5در شــكل . )Mejlholm et al., 2010 ( باشــديم

 ب رشـد يد بـه شـدت ضـر   ين اسيشود كه ايملاحظه م
(Specific growth rate) هـا را كـاهش   سـم يكروارگانيم

ــ ــديم ــي .ده ــد    يعن ــت از رش ــوان ممانع ــر ت ــلاوه ب ع
ب رشد آنها يكمتر ضر يهالظتغدر  ها،سميكروارگانيم

ش يرا افـزا  ييك ماده غـذا ير يز كاهش و زمان تخميرا ن
ب رشـد مخصـوص   يرضلازم به ذكر است كه . دهديم
 يابي ـارز يهـا هيكه به عنوان سواستاندارد  يهاهين سويا

روند، در عدم حضور مـاده  يكننده مواد ضد رشد بكار م
ها را نشـان  يباكتر يعيرشد طب يمنحن يدارنده بخوبنگه
شدت كاهش و ه م بيدهد، اما در حضور لاكتات كلسيم

ايـن  . كنديل ميك به سمت صفر ميد لاكتيدر حضور اس
ها بـه كـار   محافظت گوشت، سبزيجات و ماهياسيد در 

بـوتيريكي در  هـاي  لـودگي آمهـار   ها درلاكتات. رودمي
 ــ آفر ــه ت ــر، ب ــد تخمي ــداختن أين ــم در  خير ان ــد س تولي

-، كاهش آلـودگي ميكروارگانيسـم  نوميديوم بوتيليكلستر

هاي هوازي در سوسيس تازه و همبرگـر پختـه و مهـار    
نقش  در مرغ و گوشت گوساله پخته ليستريا منوسيتوژنز

عـلاو بـر ايـن،    ). (Giees, 1994; Shelef, 1994دارنـد  

در  pHاسيد لاكتيك به سفيده تخـم مـرغ بـراي تنظـيم     
در سـفيده تخـم مـرغ و    ، توزيـع پـروتئين   8/4-1/5حد

هـاي  تات كلسيم براي حفـظ سـختي بـرش   بصورت لاك
رنـگ شـدن   آوري و جلـوگيري از بـي  سيب در طي فـر 

ها و سبزيجات و به عنوان عامل تشكيل دهنده ژلـه  هميو
، شـير  هاي دمتيله، بهبود كيفيت شير خشـك براي پكتين

 ,Gieesهــاي قنــادي كــاربرد دارد كندانســه و فــرآورده

1994; Shelef, 1994) .(  ــذا و داروي ــل غـ اداره كـ
ها را بصورت منفرد و يـا  مصرف لاكتات  (FAO)آمريكا

ــي  ــا افزودن ــراه ب ــر در گوشــت و هم ــاز ديگ ــاي مج   ه
ان تشـديد كننـده   درصد، بـه عنـو   2هاي آن تا آوردهفر 

هــاي وردهآدرصــد در فــر 8/4تــا درصــد و  2طعــم تــا 
ل نفـوذ  بندي غيرقابپروتئيني پخته شده كه بصورت بسته

 3-1اسـپري محلـول   . دانـد شـود را مجـاز مـي   ه ميارائ
درصد آن بـراي ضـد عفـوني كـردن سـطح گوشـت و       
كاهش بار ميكروبي با وجود اثر منفـي بـر مـزه توصـيه     

 .(Shelef, 1994)شده است 

مـواد   يوتكنولـوژ يد بي ـروند تول يخوبه ن مطالعه بيا   
را  آن يبايو ارز ييايميش يهادارندهر نگهينظ يكيولوژيب

ش استفاده و يدوار بود با افزايتوان اميم و دهدينشان م
 يدهاير اسينظخطر، يو ب يعيطب يهايافزودن ينيگزيجا
شـدن   يامكان اقتصـاد ره، ين و غيسيو املاح آنها، ن يآل
ــتول ــا در ايــ ــد آنهــ ــران نيــ ــيــ ــردد يز عملــ .گــ
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