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نیر ر آب پبهینه سازي شرایط تولید اسید لاکتیک در فرایند غیر مداوم تخمی

  لوس کازئی لاکتوباسیتوسط باکتري
  

سمیره هاشمی  ،3مهوش خدابنده ،*2ابراهیم واشقانی فراهانی، 1عبدالعلی زاده محمد صادق
    4نجف آبادي

  
 ولوژي، دانشگاه تربیت مدرسبیوتکنگروه مهندسی شیمی، بخش دانش آموخته کارشناسی ارشد،  -1

 ستاد گروه بیوتکنولوژي، دانشکده فنی مهندسی، دانشگاه تربیت مدرسا -2

 استادیار گروه بیوتکنولوژي صنعتی و محیط زیست، مرکز ملی تحقیقات مهندسی ژنتیک و تکنولوژي زیستی -3

  استادیار گروه بیوتکنولوژي، دانشکده فنی مهندسی، دانشگاه تربیت مدرس -4
 )28/4/88:رشی پذخی  تار7/7/87: افتی درخیتار(

 

  دهچکی
، ن پژوهشدر ای .د آلی صورت گرفته استت آن، در سال هاي اخیر مطالعات زیادي به منظور تولید این اسیک و مشتقابدلیل مصرف فراوان اسید لاکتی

گرفته و به منظور  مورد مطالعه قرار لوس کازئیلاکتوباسی مداوم توسط  غیررشرایط تولید اسید لاکتیک از آب پنیر پروتئین گیري شده در یک فرایند تخمی
ي  سطح برا3 و ؛وم مخمر، پپتون و سولفات آمونیعصارة غلظت مختلف براي منابع ازت؛ 4. گوچی استفاده شدط کشت، از روش تابهینه سازي شرایط محی

 ساعت 24، پس از گذشت pHر مداوم و بدون کنترل هاي تاگوچی، در یک فرایند غیلیل  با تحن شده تعییۀرایط بهیندر ش. دما و دور همزن انتخاب شد
   .ک بدست آمدر لیتر اسید لاکتی گرم ب5/12گرماگذاري نمونه ها، 

  
   روش تاگوچی وش، طراحی آزمایلاکتوباسیلوس کازئی، پنیرک، آب اسید لاکتی - L (+):کلید واژگان

  

  مقدمه -1
   دو شکل  به  که لاکتیک اسید . لاکتیک خالص ایجاد کرده است            صنایع    در   آن  مشتقات و  کلاکتی اسید   فراوان  مصرف بدلیل 

    وجود دارد، با واکنش شیمیایی، توسطL(+) و D)-(فعال نوري               در ،يمر شیمیایی و خصوصاً پلیشی، آرایی،ی دارو نساجی،ی،غذای
  .  می شود  لاکتونیتریل و فرایندهاي تخمیر میکروبی تولیدآبکافت             آلی د  اسی  این تولید  منظور   به اديزی   عاتر مطالسال هاي اخی

  ، از آنجائی که در سوخت و ساز طبیعی انسان نیز واردL(+)نوع               طریق  از  علاوه براین، اسید لاکتیک می تواند.صورت گرفته است
   فقط   آن، شیمیایی  فرایند   اما . می شود  داده ترجیح می شود،              اکسید،  پروپیلن   مانند مفیدي،   مواد    به  اییشیمی واکنش هاي 

  1 کازئی لاکتوباسیلوس  .را تولید می کند) DL(مخلوط راسمیک              لاکتیک  پلی ساخت  . پروپیلن گلیکول و استر لاکتات تبدیل شود
   نوع فقط  است،   اختیاري باکتري گرم مثبت بی هوازي که یک            بازار مهمی براي اسید کریلیک اسیدهاي زیست تخریب پذیر نیزاو 

                                                
  evf@modares.ac.ir : مسئول مکاتبات *

1. Lactobacillus casei 
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(+) Lپلی . د می کند را تولی(+)L- لاکتیدها در حال حاضر 
براي ساخت وسایل پزشکی پیوندي گران قیمت مصرف می 

هزینه ها و بهینه  رساندن بنابراین، ضرورت به حداقل . شوند
   .]1 -3[ سازي شرایط تولید کاملاً مشهود است

از مشخصات ریزسازواره هاي صنعتی براي تولید اسید لاکتیک، 
می توان به توانایی در تخمیر سریع و کامل مواد خام ارزان، نیاز 

بالا براي تولید محصول به حداقل میزان مواد نیتروژنی و بازدهی 
 بخش عمده اي از هزینه هاي منابع اولیه ،مواد خام .]4[اشاره کرد 

انواع تاکنون .  به خود اختصاص می دهندزیستی هايرا در فرایند
 نیتروژنی براي تولید اسید لاکتیک به کار کربوهیدرات ها و مواد

انتخاب ماده اولیه اي که مصرف می شود، به ریزسازواره . رفته اند
سوکروز، مالتوز، گلوکز، . و محصول مورد نظر بستگی دارد

ملاس ارزان . مانیتول و غیره به صورت تجاري استفاده شده اند
 ذرت، کاه، .است، اما بازدهی کمی براي تولید اسید لاکتیک دارد

لاکتوز آب پنیر به .  پنبه و غیره نیز بررسی شده اندپوست دانۀ
آب پنیر، محصول  .ژه اي مورد توجه قرار گرفته استطور وی

طی بالقوه است که  محیبی صنایع پنیر سازي، یک آلایندةانج
آب پنیر . می باشدده اي براي باکتري ها حاوي مواد مغذي پیچی

حاوي لاکتوز شیر، پروتئین ها، ویتامین ها و نمک هاي معدنی 
 بودن، منبع خوبی براي تولید میکروبی اسید ل ارزان و بدلیاست
یج ترین روش تولید صنعتی تخمیر ناپیوسته هنوز را. ک استلاکتی

 است،  از آب پنیر، با استفاده از باکتري اسیدلاکتیکاسید لاکتیک
ن محدود می حصول نهایی، به تولید نسبتاً پاییل مهار مگرچه بدلی

   .]5-1[شود 
 تولید :نه عبارتند ازن زمیر ای دپژوهش هاي انجام شده سابقۀ

 منابع ر افزودناثبررسی  و ید لاکتیک از لاکتوزر مداوم اسغی
اسید  -D)-( و L(+)د میزان تولیبررسی  ؛]7 و 6[ مختلف ازت

 - L(+)د تولی ؛]9 و 8[  کازئیسلولاکتوباسی ک با استفاده ازلاکتی
بررسی اثر منابع و  لوس کازئیلاکتوباسی ک با استفاده ازاسید لاکتی

ر  در فرایند غیکد اسید لاکتیولیت ؛]10[ بر آنمختلف ازت و دما 
ط کشت به  و محی مداوم همراه با برگشت مجدد سلولاوم ومد

قابلیت هاي ابی  تخمیر ناپیوسته براي ارزیبررسی ؛]11[ فرمنتور

 ؛]12[ لاکتیک د، در تولید اقتصادي تر اسیتروژن نیمنابع پیچیدة
تولید پیوسته و ناپیوسته اسید لاکتیک از آب پنیر، با استفاده از 

ک فرمنتور ک در یتولید اسید لاکتی؛ ]13[ لاکتوباسیل تثبیت شده 
 تأثیر منابع مطالعۀ ؛]14 [ت سلول تثبیبستر متخلخل، همراه با 

اثر بررسی  ؛]15[بر تولید اسید لاکتیک B ن مختلف ازت و ویتامی
 - D)-(و  L(+) زومر درصد تولید دو ایق سازي برشدت رقی

 با کی اسید لاکت قیمتد ارزانتولیو  ؛]17 و 16[ک ید لاکتاسی
ر حالت می در تخ برنج، به عنوان تنها منبع کربنپوستۀاستفاده از 

  .]18[جامد 
 تولید اسید به منظور تعیین شرایط بهینۀ، پژوهشن در ای

 بر روي محیط لاکتوباسیلوس کازئیتوسط کشت باکتري ک، لاکتی
 سه براي بررسی ]19[  تاگوچیاز روش طراحی آماريآب پنیر، 

 ر هرو تأثی استفاده شده ف، دما و دور همزنمنبع ازت مختلنوع 
  .ابی شده است بر تولید اسید لاکتیک ارزی از متغیرهایک
  

  مواد و روش ها -2
لوس لاکتوباسین پژوهش از باکتري در ای :1ز سازوارهری

قات  تحقیئی از طرف مؤسسۀ، اهدا)RICC 1267 (کازئی
  .واکسن و سرم سازي رازي استفاده شد

 که MRSازواره بر روي محیط کشت ریزس :ط کشتمحی

 پس از .، حاوي لاکتوز است، کشت داده شدبه جاي گلوکز
 ساعت، میزان لاکتوز 72 و 48، 24گذشت مدت زمان هاي 

 کشت تهیۀبه منظور . موجود در محیط کشت اندازه گیري شد
 رشد کرده ة، به ظروف یک میلی لیتري حاوي ریزسازوار2رهذخی

سرول اضافه شده درصد حجمی گلی MRS ،20ط کشت در محی
، با 3ش کشت پیبراي تهیۀ . نگهداري شد-ºC 70و در دماي 

ره به  میکرولیتر کشت ذخی1000 تا 100از، توجه به میزان مورد نی
 اضافه شده MRSط کشت  میلی لیتري حاوي محی250ارلن هاي 

                                                
1. Microorganism 
2. Stock Culture 
3. Pre-culture 
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 دور در 165 و دور همزن ºC 37 ساعت در دماي 16و به مدت 
  . شدند1ذاريقه گرماگدقی

 در این پژوهش، از آب پنیر به عنوان محیط پایۀ :آب پنیر

 آب پنیر مورد استفاده در این مطالعه، از . تخمیر استفاده شد
این آب پنیر از فرایند تولید . کارخانه پنیرسازي مطهري تهیه شد

 آب.  می باشد4 تا 5/3 بین pH و داراي آمدهپنیر پیتزا بدست 
می باشد که هنگام سترون ر زیادي پروتئین پنیر حاوي مقادی

بنابراین .  سنج فرمنتور رسوب می کندpHسازي، بر روي الکترود 
قسمت . لازم است تا قبل از تخمیر، آب پنیر پروتئین گیري شود

 6/4 ایزوالکتریک pHاعظم این پروتئین ها را لاکتالبومین، با 
ي، ابتدا با افزودن بنابراین، به منظور پروتئین گیر. تشکیل می دهد

سپس، به .  تنظیم شد6/4 آب پنیر در حدود pH مولار، 5سود 
قرار گرفته ) درون اتوکلاو (ºC 110مدت چند دقیقه در حرارت 

و لخته هاي پروتئینی تشکیل شده در اثر حرارت، با عبور آب پنیر 
بدلیل رسوب پروتئین هاي باقی . از یک صافی پارچه اي، جدا شد

 مولار، 5 هاي بالاتر، با افزودن سود pHب پنیر، در مانده در آ
pH با چند دقیقه حرارت دادن .  تنظیم شد5/6 مایع زیر صافی در

، پروتئین هاي باقی مانده ºC 100مایع به دست آمده، در دماي 
مجدداً، سوسپانسیون بدست آمده، از صافی . نیز رسوب کردند
اده از اولترافیلتر داراي مایع زیر صافی، با استف. پارچه اي رد شد

جدا شده و به منظور استفاده در تخمیر، در   میکرون2/0صافی 
  .نگه داري شد   ºC 4دماي 

آب پنیر پروتئین گیري شده از نظر مواد غذایی  :رتخمی 

. نمی باشد  مناسبلاکتوباسیلوس کازئیضعیف بوده و براي رشد 
 MnSO4.H2O، 1تر  گرم بر لی05/0زودن پس از اف ،بنابراین

ع ازت، مورد  و غلظت مناسبی از مناب802ن یمیلی لیتر بر لیتر توئ
 میلی لیتري با 250میر در ارلن هاي تخند رایف. استفاده قرار گرفت

شت و ط ک محیپس از تهیۀ.  میلی لیتر انجام شد100حجم کاري 
ط  محیºC 121 ،pHقه در دماي  دقی15سترون سازي آن به مدت 

                                                
1. Incubation 
2. Tween-80 

، )V/V% (2زان ح به میارلن ها پس از تلقی. د تنظیم ش5/6در 
 24ش ها، به مدت تحت شرایط تعیین شده در طراحی آزمای

  .ساعت گرماگذاري شدند

براي اندازه گیري اسید لاکتیک  :ريروش هاي اندازه گی

  و به منظور تعیین میزان]20[ ونتولید شده، از روش تیتراسی
(+)L- دانسیتۀ. ی استفاده شدم از کیت آنزیک موجود،اسید لاکتی 

 620زان جذب نوري در طول موج سلولی، با اندازه گیري می
  از روشط کشت نیز با استفادهکتوز در محیغلظت لا و نانومتر

  .ند شدتعیین] 21[د  سولفوریک اسی-فنل

به منظور بهینه سازي محیط کشت  :ش هاطراحی آزمای

  عصارةل غلظت مستقمتغیر 5ک، آب پنیر براي تولید اسید لاکتی
.  انتخاب شدندوم، دما و دور همزنمخمر، پپتون، سولفات آمونی

 سطح 3  دردما و دور همزن سطح و 4، در هرکدام از منابع ازت
 و )2جدول  (]19[تاگوچی  M16 ۀاز آرایبا استفاده ) 1جدول (

  .ند شدبررسی Qualitek-4نرم افزار 
  

   و بحثنتایج -3
هاي غذایی پیچیده اي دارند، زیرا از  ها نیازمندي لاکتوباسیلوس

 تولید زیستیآن دسته ریزسازواره هایی هستند که قابلیت 
زشان را محدودي داشته و نمی توانند فاکتورهاي رشد مورد نیا

روي منبع کربن و نمک هاي بر نمی توانند فقط آنها . بسازند
بنابراین به مجموعه اي از اسیدهاي . معدنی نیتروژن رشد کنند

 ،این فاکتورهاي رشد.  نیاز دارندهاي متفاوتمینه و ویتامین آ
، پپتون و سولفات  مخمرلاً با منابع نیتروژنی شبیه عصارةمعمو

 مخمر، بدلیل دارا بودن خصوصاً عصارة. می شوند فراهم آمونیوم
 بیشترین اثر را Bبازهاي پورین و پیریمیدین و ویتامین هاي گروه 

  . ]22 و 4، 2[ دارد
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   و سطوح انتخاب شدهلاکتوباسیلوس کازئیمتغیرهاي مؤثر بر تولید اسید لاکتیک و رشد  1جدول 
  
  
  
  
  
  
  

  
  اندازهOD620سطحی و پاسخ هاي بدست آمده براي مقادیر  3 متغیر 2 سطحی و 4 متغیر 3 تاگوچی براي بررسی M16آرایه  2دول ج

   ) تکرار3به صورت میانگین (گیري شده و غلظت نهایی اسید لاکتیک تولید شده 
  پاسخ  متغیر

شماره 
  آزمایش

  غلظت 
  پپتون 

)g/L(  

  غلظت 
عصارة 

  مخمر 
)g/L(  

   غلظت
سولفات 
  آمونیوم 

)g/L(  

دور 
همزن 

)rpm(  

  دما
)°C(  

  جذب نوري
  nm 620 در 

اسید لاکتیک 
  تولیدشده 

)g/L(  

1  0  0  5  100  30  73/2  3/4  
2  0  2  8  165  37  08/4  7/8  
3  0  5  12  230  45  27/3  9/7  
4  0  8  15  100  30  76/4  7/7  
5  2  0  8  230  30  77/3  1/5  
6  2  2  5  100  45  81/3  1/8  
7  2  5  15  100  37  19/6  6/10  
8  2  8  12  165  30  26/6  0/9  
9  5  0  12  100  37  93/4  3/9  
10  5  2  15  230  30  78/4  9/6  
11  5  5  5  165  30  23/6  8/8  
12  5  8  8  100  45  14/5  5/10  
13  8  0  15  165  45  82/3  5/8  
14  8  2  12  100  30  75/4  9/7  
15  8  5  8  100  30  52/5  9/8  
16  8  8  5  230  37  43/7  2/11  

  
ش طراحی شده به  آزمای16نتایج بدست آمده از  2جدول 

را نشان  )  تکرار انجام شده3ن  صورت میانگیبه(روش تاگوچی 
این جدول، تأثیر هر متغیر در داده هاي با استفاده از . می دهد

 ارائه شده 1 تولید اسید لاکتیک در شکل  بر میزان،سطوح مختلف
  . است
  

  4سطح   3سطح   2سطح   1سطح   متغیر
  g/L(  0  2  5  8(پپتون 

  g/L(  0  2  5  8(عصارة مخمر 
سولفات آمونیوم 

)g/L(  
5  8  12  15  

  -  rpm(  100  165  230(دور همزن 
  -  ºC(  30  37  45(دما 
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9
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0 1 2 3 4
سطح متغير 

ــير
متغ

لي 
صــ

ثر ا
ا

اثر غلظت پپتون 

اثر غلظت عصاره مخمر

اثر غلظت سولفات آمونيوم 

اثر دور همزن

اثر دما

  
بر تولید اسید لاکتیک اثرات اصلی متغیرها 1شکل   

 
  :به نتایج زیر دست یافت، می توان 1با توجه به شکل 

با افزودن پپتون به محیط کشت، تولید اسید لاکتیک افزایش 
 قابل ن سطوح اول تا سوماین تفاوت بی. قابل توجهی می یابد

ادي مشاهده نمی تفاوت زیملاحظه است، اما در سطوح بالاتر 
خصوصاً ( مخمر در محیط کشت ارةبا افزایش غلظت عص .شود

 شده به طور قابل د، میزان اسید لاکتیک تولی)در سه سطح اول
 بررسی ها نشان داده اند که عصارة .ابدملاحظه اي افزایش می ی
 عموماً در مقیاس ون است نیتروژبراي مخمر یک منبع گران 

گاهی تخمیر اسید لاکتیک استفاده می شود، زیرا هیچ منبع آزمایش
 باید بنابراین،.  با آن رقابت کندي نمی تواند در این مورددیگر

 مخمر به ضمن حفظ تولید بالا، افزودن عصارةتلاش شود تا 
با  حتی این امکان وجود دارد که. محیط کشت به حداقل برسد

به صورت مخلوط با  تر استفاده از برخی منابع نیتروژنی ارزان
ش با افزای .]22 و 18[  مخمر، تولید اسید لاکتیک را بالا بردارةعص

می کند دا اسید لاکتیک افزایش پید غلظت سولفات آمونیوم، تولی
 4وت میان اما تفا. تر به حداکثر می رسد گرم بر لی12و در غلظت 

در تولید اسید  دور همزن اثر .ستسطح مورد بررسی زیاد نی
    . در نقاط میانی استبیشینهیک ود  وجکتیک، نشان دهندةلا

 پروتئین ها، خصوصاً زیستی بر فعالیت  به طور قابل توجهیدما
 تولید یک ،بنابراین انتظار می رود که دما. آنزیم ها مؤثر است
 تولید اسید ،ش دمابا افزای. سریع یا مهار کندمتابولیت خاص را ت

ر به حداکث) ºC 39- 36(هاي متوسط اد شده و در دمالاکتیک زی

ک  اما با افزایش بیشتر دما، تولید اسید لاکتی.مقدار خود می رسد
وش  نیز با استفاده از ر]2[  و همکاران1هوجانن. ابداهش می یک

 . دست یافتندºC 35 حدود آماري پاسخ سطحی به دماي بهینۀ
  .ردند را گزارش کºC 37 ۀدماي بهین ]18[ 3 و یائو2کیهمچنین، 

 ها در پاسخمتغیرر کدام از ج و سهم ه آنالیز نتای3در جدول 
هاي مؤثر به چنانکه مشاهده می شود، متغیر. شده استی ارائه نهای

 دور همزن و  مخمر، پپتون، دما، عصارة:ت عبارتند ازترتیب اهمی
تأثیر خطاي آزمایش یا عوامل دیگر بر پاسخ . سولفات آمونیوم

ب ک از آشرایط بهینه براي تولید اسید لاکتی .ن استتقریباً پایی
ل آماري، بر اساس تحلی . گزارش شده است4ر در جدول پنی

 گرم بر 6/12نه،  در شرایط بهیک پیش بینی شدهغلظت اسید لاکتی
غلظت   تکرار،3با انجام آزمایش در این شرایط، با .  استترلی

ابق خوبی با تر بود که تط گرم بر لی2/12لاکتیک تولید شده، د اسی
  . مقدار پیش بینی شده دارد

آنالیز واریانس و تحلیل نتایج براي بهینه کردن شرایط  3جدول 
تولید اسید لاکتیک از آب پنیر پروتئین گیري شده توسط باکتري 

  لاکتوباسیلوس کازئی

  
  
  
  

                                                
1. Hujanen 
2. Qi 
3. Yao 

  درجه آزادي  متغیر
  درصد تأثیر 

  در جواب
  2/18  3  پپتون

  6/37  3  عصارة مخمر
  7/0  3  ومسولفات آمونی
  8/3  2  دور همزن

  7/37  2  دما
عوامل دیگر یا 

  0/2  34  خطاها

  100  47  جمع کل
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 شرایط بهینه تولید اسید لاکتیک از آب پنیر پروتئین 4جدول 
  لاکتوباسیلوس کازئیگیري شده توسط 

  
  نتیجه گیري -4

به طور خلاصه در این پژوهش، به منظور تعیین شرایط بهینۀ 
تولید اسید لاکتیک، از روش طراحی آماري تاگوچی براي بررسی 
سه نوع منبع ازت مختلف، دما و دور همزن استفاده شده و تأثیر 

نتایج .  متغیرها بر تولید اسید لاکتیک ارزیابی شده استهرکدام از
نشان دادند که با افزودن پپتون و خصوصاً عصارة مخمر به محیط 

در . کشت، تولید اسید لاکتیک افزایش قابل توجهی می یابد
تولید اسید لاکتیک به حداکثر ) ºC 39 - 36(دماهاي متوسط 

شان دهندة وجود مقدار خود می رسد و اثرات دور همزن نیز ن
بر اساس تحلیل آماري، غلظت .  نقاط میانی استیک بیشینه در

 گرم بر لیتر 6/12اسید لاکتیک پیش بینی شده در شرایط بهینه، 
 تکرار، غلظت اسید 3با انجام آزمایش در این شرایط، با . است

 گرم بر لیتر بود که تطابق خوبی با مقدار 2/12لاکتیک تولید شده، 
  .  شده داردپیش بینی 

  

  سپاسگزاري -5
 تا از زحمات و همکاري هاي ریاست، مدر اینجا لازم می دانی

ملی ئت علمی و کارمندان محترم مرکز معاونین، اعضاي هی
ستی که در راستاي انجام قیقات مهندسی ژنتیک و تکنولوژي زیتح

ن همچنی. مقدر دانی نماییما را یاري دادند، تشکر و  ین تحقیق ا
است وند یوسفی ری فراوان دکتر ت تا از همکاري هايلازم اس
قیقات واکسن و کروب شناسی مؤسسه تحبخش میپیشین محترم 
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Optimization of Lactic Acid Production Conditions in Batch 
Fermentation of Whey by Lactobacillus casei 
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Recently, many studies have been conducted to produce lactic acid. At present study, lactic acid production 
conditions from whey, in batch fermentation, by Lactobacillus casei were studied to optimize culture medium, 
using Taguchi method. Four different concentrations for nitrogen sources; yeast extract, peptone and ammonium 
sulfate; and 3 levels for temperature and shaker rate were selected. At predicted optimum conditions by Taguchi 
analysis, in batch fermentation and without pH control, after 24 hrs incubation, 12.5 g/lit lactic acid was obtained.  

 
Key words: (+) L-Lactic acid, Whey, Lactobacillus casei, Experimental design, Taguchi method   
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