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هاي اغلب   غیرپروتئینی است که تقریبا در بافت ، یک اسیدآمینه)گابا(اسید گاماآمینوبوتیریک
خوابی،  کاهش فشارخون، درمان بی. شود ها یافت میها، گیاهان، جانوران و انسانمیکروارگانیسم

. هاي فیزیولوژیکی گاما آمینوبوتیریک اسید است دن از جمله ویژگیآور بو اضطراب، افسردگی و ادرار
هاي مختلف شیمیایی و زیستی به منظور تولید آن در  به دلیل افزایش تقاضا براي مصرف گابا، روش

ترین و  رسد که بیوسنتز گابا امیدبخش ها به نظر می در میان همه این تلاش. دست مطالعه است
در این پژوهش اثر شوك حرارتی بر تولید گاماآمینوبوتیریک اسید، در .  باشدترین روش تولید آن ساده

سازي تولید، میزان  براي بهینه.  مورد بررسی قرارگرفت10818IBRC لاکتوباسیلوس برویسباکتري 

 و 45 و 40 گرم بر لیتر و شوك حرارتی در سه دماي 10 و 5/5و 1مونوسدیم گلوتامات در سه سطح 
 دقیقه در فاز تاخیر رشد میکروبی اعمال شد و میزان 30گراد به مدت  درجه سانتی 50

 37دماي  گذاري در  ساعت گرمخانه72 و5/43،  15اسید  تولیدي  در بازه زمانی  گاماآمینوبوتیریک
 گرم بر لیتر مونوسدیم 935/3بیشترین میزان تولید گابا با افزودن . گیري گردید گراد اندازه درجه سانتی

 ساعت در 37/63 درجه سانتی گراد و در مدت انکوباسیون 56/47ت در شوك دمایی گلوتاما
 . اندازه گیري شد10818IBRC لاکتوباسیلوس برویس 
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  مقدمه  - 1
 در زیستی، به عنوان یک محصول 1)گابا(اسید گاماآمینوبوتیریک

 کشف کردندآنها . شناسایی شد 3و کوشر 2 بوسیله آکرمن1910
 1950در  .شود یجاد میا ]1[ 4که این ماده از اسید گلوتامیک

   .]2[ دکر در مغز انسان شناسایی این ماده را 5اودنفرد
تمام  در ست که تقریباا  کربنه غیرپروتئینی4مینه آ گابا یک اسید

ها، گیاهان و جانوران و در  عالم هستی، اعم از میکروارگانیسم
 زمینی اولین گیاهی بود که سیب .]3[ شود ها یافت میبدن انسان

گابا به صورت کلی  .]4[ه صورت طبیعی در آن کشف شد گابا ب
  و از طریق آلفا 6گلوتامات-و عمدتا در حضور ال

وسیله آنزیم   کاتالیز شده غیر قابل برگشت به7کربوکسیلاسیون
هاي اسید  در باکتري ]GAD(8 ]5(بوکسیلازدکر داسی گلوتامیک

 در گیاهان و  آنزیم مذکور.]6[شود  سنتز می)LAB( لاکتیکی
اسید لاکتیکی  هاي  باکتريها از جمله نات و میکروارگانیسمحیوا

, 7[ موجود است که از جمله بهترین تولیدکنندگان گابا هستند،
 لاکتوباسیلوس هاي در باکتريGAD   ژنهاي رمزگذاري .]8

، 11، لاکتوباسیلوس فرمنتوم10م،  لاکتوباسیلوس پلانتارو9برویس
آمینواسید غیر . ]9[  و غیره وجود دارد12لاکتوباسیلوس روتري

 کند می در سیستم اعصاب مرکزي بازي می، نقش مه گاباپروتئینی
 ناز جمله کاهش فشار خو. ]10[ هاي درمانی زیادي دارد نقشو
به   ]12[داشتهکنندگی از تحریک سیستم ایمنی  و ممانعت ]11[

و باعث  ]13[ بوده آور  ادرارد،کن دیابت کمک می  ازجلوگیري
  .]4[ راب میشودکاهش درد و اضط

هاي مختلف شیمیایی و بیولوژیک براي تولید آن مورد  روش
 بهترینگابا، وسنتز ، بیآنهااست که در میان همه  گرفتهقراربررسی 
، به طور ي اسید لاکتیکیها  باکتري .]14[ تترین آنهاس و ساده

این در میان  .]15[کنند گسترده اي گابا را از طریق تخمیر تولید می
، 13لاکتوباسیلوس بوخنري ،یسلاکتوباسیلوس برو، خانواده

                                                        
1. Gamma Aminobutyric Acid(GABA) 
2. Ackermann 
3. Kosher 
4. Glutamic Acid 
5. Odenfred 
6. L-Glutamat 
7. α carboxylation 
8. Glutamic acid decarboxylase(GAD)   
9. Lactobacillus brevis 
10. Lactobacillus   plantarum   
11. Lactobacillus fermentum 
12 . Lactobacillus reuteri 
13. Lactobacillus Buchneri 

به  غیره و14لاکتوباسیلوس رامنوزوس لاکتوباسیلوس پلانتاروم،
سازي ترکیب   بهینه.کننده خوب گابا مطرح هستند عنوان تولید

 و این  تخمیر نیازمند  بودهمحیط براي تولید بهینه گابا ضروري
 .]3[ استMSG(15( ماتافزودن مونو سدیم گلوتا

شرایط ایده آل در توانایی زیستن در ها، براي میکروارگانیسم
هر تغییري در شرایط محیط . کنند سازي می هاي نرمال، بهینهمحیط

 را روي  میکروارگانیسم تنشیکه آن را از حالت بهینه خارج کند، 
ها، قادر به تحمل تغییرات  اغلب باکتري .]16[کند  تحمیل می

توانند  هاي محیطی گوناگون هستند و می کوچک در وضعیت
ها، این کار میکروارگانیسم. خودشان را به این شرایط سازگار کنند

مواد مناسب براي بقا یا تلاش براي ایجاد  وسیله ساخت را به
 .]17[، انجام می دهند تنششرایط مقاومت به

ها  داراي   مانند بسیاري دیگر از باکتريي اسید لاکتیکیها باکتري 
 کنند مقاومت میتنشو در برابر  ]18[  هستندتنشسیستم درك 

ي دهد درشرایط سخت پایدار که این مورد به آنها اجازه می ]19[
پاسخ به . نشان دهند و تغییرات سریع محیطی را تحمل کنند

 نقش آنهاست که ا هاییبیان ژناساس هاي باکتریایی بر  تنش
 ترکیب اجزا غشا براي نقل و انتقال سلول وتقسیم و متابولیسم 

 ،تنش بروز و در هنگام بودهسلولی به خارج از سلول داخل مواد 
سازهاي آنها و یا  ها، پیشولیتشرایط را با تولید یا مصرف متاب

 کنند ها، براي بقا سلول آماده میتغییر در فعالیت برخی آنزیم
]20[.  

زیستی و غیر زیستی قرار  هاي تنشتحت  در گیاهان وقتی گیاه
ها  شود و در باکتري گیرد، گاما آمینوبوتیریک اسید تشکیل می می

تشکیل گابا، مکانیسم حمایتی بر علیه  شود که نیز گفته می
زنی   جوانه در زمان پایین و نیزpH ، به باکتريهاي وارده  تنش

در طول HL7 16انتروکوکوس فیسیوم .]20[ ها است باکتري
هایی که با د بقا خود را با سنتز پروتئینتوان سازگاري با گرما، می
 کیلودالتون وزن دارند و احتمالا مرتبط 100گرما القا می شوند و

 کنند هستند، تضمین17HSP100 ی یهاي شوك گرما با پروتئین
هاي اسید لاکتیکی نیز   که باکتريهاي گرم مثبت در باکتري .]21[

 ژنها هستند که میکروارگانیسم را گروه از 3 از همین گروه است،
  Class Ιژنهاي ) سازند الف در برابر شوك گرمایی سازگار می

، به توالی اپراتورهاي دو HrcAهاي  که به وسیله ممانعت کننده
                                                        
14. Lactobacillus rhamnosus 
15. Monosodium glutamate 
16. Enterococcus faecium HL7   
17. Heat Shock Protein100 
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 که تحت  Class ΙΙهايژن) ب. شوند  باند میCIRCEسره 
شود که تحمل   بوده و  منجر به بیان ژنهایی میB σکنترل فاکتور 

  که به وسیله  Classژنهاي )  برد و ج را بالا می استرس
   .]20[ شوند  کنترل می3 دسته تنشکننده هاي ژن  ممانعت

  با توجه به مواردي که مطرح شد، برخی متغیرهایی که به عنوان 
تغییر  توانند مطرح باشند شامل گرما، سرما، محرك استرس می

pHدر این  .، امواج مایکروویو، اولتراسوند و فشار اسمزي هستند
 گرمایی را  در گونه تنش پژوهش، بر آن هستیم که  اثر

تاثیر بر  تولید گاما  و 10818IBRC 18 لاکتوباسیلوس برویس
آمینو بوتیریک اسید مورد بررسی  قرار داده و به روش سطح 

  .سازي نماییم هینه تولید آن را مدلپاسخ، شرایط ب
  

  مواد و روشها - 2
 )Liofilchem( شرکت لیوفیلکمMRS Brothمحیط کشت  
، ) آلمان) (Merck(مرك ، مونوسدیم گلوتامات شرکت)ایتالیا(

) Sigma-Aldrich(چ  اسید سیگماآلدریگاماآمینوبوتیریک
به صورت   10818IBRC لاکتوباسیلوس برویسسویه . )آلمان(

. (IBRC)ن از مرکز ذخایر ژنتیکی و زیستی ایراکشت فعال شده 
فنل ، هیدروکسید سدیم مرك آلمان، بوریک اسید مرك آلمان

 هیپوکلریت سدیم مرك ،مرك آلمان، قرص رینگر مرك آلمان
 هود ،  ساخت کشور ایتالیاAngelantoniباتور انکو، آلمان

 اتوکلاو هان طب ،لامینار آزمایشگاهی ژال تجهیز ساخت ایران
 eppendorf bioPhotometer plus اسپکتروفوتومتر ،ایران
 ریحان طب حمام آب،   آلمانMemmert حمام آب ،آلمان
 ترازوي ، ساخت تایوانUV/Vis اسپکتروفوتومتر ،ایران

   R 581 سانتریفیوژ ، آمریکاAcculab آزمایشگاهی
eppendorfدستگاه یخ ساز ، سمپلر برند آلمان، آلمان kw  

  .کشور ایتالیا
  تهیه پیش کشت - 2-1

وپ اسـتریل در نزدیکی   بـراي تهیـه پـیش کشـت به وسیله لـ
لاکتوباسیلوس  هاي کشت فعال خریداري شده  پرگنهاز  شـعله

هاي حاوي  محیط  و به ارلن،  برداشته  10818IBRCبرویس
 و سپس سازي شد  منتقل و همگن MRS brothکشت استریل 

 هاي آزمـایش در آنگاه لوله. توزیع گردیدهاي  آزمایش  در  لوله

                                                        
18. Lactobacillus brevis  IBRC10818 

 24 درجه  سانتیگراد بـه مـدت 37انکوبـاتور با درجـه حـرارت 
. شود سـاعت نگهـداري  شـد تا  توده سلولی در محیط مایع دیده

مدت یک هفته قابل  بـراي انجام مراحل بعدي به هـا له لواین
   .]22[ استفاده بودند

   تلقیح میکروبی- 2-2
هاي باکتریایی با سرعت هاي تلقیحی اولیه، کشت براي تهیه مایه

دقیقه سانتریفیوژ شده و  10به مدت   در دقیقه،دور 8000
استریل شستشو  رمقط با استفاده از آب شدهنشین  باکتریهاي ته

در نهایت سوسپانسیون . شد  تولیدسوسپانسیوناز آن گردیده و 
% 4 عنوان  مایه تلقیح  به میزانمیکروبی حاصله به 

 حجمی از یک کشت بر مبناي استاندارد  نیمه مک فارلند،/حجمی
  .]23[ گرفت مورد استفاده قرار

سنجی  تعیین میزان تلقیح به روش کدورت - 2-3
  19نیمه مک فارلند

روش کدورت  محیط مایع از ها در براي کاربرد تعداد باکتري
کدورت محیط مایع که حاوي . فارلند استفاده شد سنجی مک

ی بود، با استانداردي که کدورت آن با تعداد سوسپانسیون میکروب
 استاندارد نیمه. معینی باکتري تناسب دارد، مقایسه گردید

 20 میلی لیتر اسید سولفوریک95/9فارلند، محلولی شامل  مک 
 %75/1میلی لیتر، کلرید باریوم05/0و )  نرمال36/0% (1خالص 

وسپانسیون کدورت این استاندارد برابر با  س. است)  مولار480/0(
جذب محلول   .باشد می21CFU/ml  5/1 ×108باکتریایی معادل 

از  .]24[  است1/0 نانومتر،600نیم مک فارلند، در طول موج 
 لاکتوباسیلوس برویسکشت آماده شده باکتري  پیش

10818IBRC بر روي محیط کشت ،MRS37اي در دم  براث 
گیري میزان گاما  و اندازه درجه سانتیگراد تلقیح گردیده
 22 انکوباسیون پس از ساعت72آمینوبوتیریک اسید تولید شده  

انجام پذیرفت و داده آزمون به عنوان میزان تولید نرمال باکتري 
  .سازي شد ذخیره

  انجام شوك گرمایی - 2-4
 دار، با همزن گرمدر حمام آب رشد، کشت میکروبی در فاز تاخیر

 تحت تیمار شوك دقیقه 30به مدت  ، سازي شده مدل شرایط

                                                        
19. McFarland Turbidity measurement   
20. Sulfuric acid    
21. Colony Forming Unite 
22. Incubation 
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 دقیقه سرد شده و پس 5یخ براي  شد، سپس در گرمایی قرار داده
دما شدن با دماي محیط براي ادامه انکوباسیون، به انکوباتور  از هم

 و پس از طی شدن زمان لازم  منتقل شدهگراد  سانتی درجه37
محلول  .]21[ گاباي تولیدي اندازه گیري شدمیزان انکوباسیون، 

ر میلیون از قسمت د 50و150و200و250و300با غلظتهاي ا، بگا
  گاباوسیله پودر مرجع  قسمت در میلیون، به500یک محلول مادر 

ه و براي تعیین شد منحنی کالیبراسیون رسم  براي آنتهیه شد و
  .]25[  قرار گرفتاستفادهمورد  ها، مقدار محتواي گابا در نمونه

 در تعیین مقدار گاباي تولید شده - 2-5
  کشت محیط

 میلی لیتر 1/0مقدار   در یک لوله آزمایش درپیچ دار به
 دقیقه سانتریفیوژ 15محلول تهیه شده از (  میکروبی 23سوپرناتانت

 دور در 4000نمودن لوله آزمایش حاوي کشت میکروبی ، تحت 
 شامل ، مخلوطی از محلول) درجه سانتی گراد 22دقیقه در دماي 

 حجم از محلول اسید 5/3(  مولار2/0 میلی لیتر بافربورات 2/0
 2/0 مولار با یک حجم از محلول هیدروکسید سدیم 2/0 بوریک
  که گرم از پودر فنل6 ( %6 میلی لیتر واکنشگر فنول 1  و )مولار

 افزوده و پس از افزودن )شود می میلی لیتر رسانده 100به حجم 
محتواي لوله آزمایش به %  5/7یپوکلریت میلی لیتر سدیم ه 4/0

 دقیقه در آب و یخ به 5جوشانده شد و به مدت   دقیقه10مدت 
وسیله  نانومتر 630آن در  OD24 و شدسرعت سرد 

سپس با بررسی این . خوانده شد UV/Visاسپکتروفوتومتر 
اطلاعات و مقایسه با منحنی کالیبراسیون نمونه استاندارد، میزان 

با مقایسه مقدار  .]25[ ط کشت تعیین مقدار شدگابا در محی
و   در تیمارهاي ارائه شده نرم افزارمدل سازيمتابولیت با شرایط 

 نتایجی که در پیش تیمار کسب شده از  نمونه کنترلی بدون تیمار،
  . انتخاب گردید حاصل شد، نمونه بهینه توسط نرم افزار

   آماري تجزیه وتحلیل- 2-6
وتیریک اسید، با آمینوبسازي شرایط استخراج گاما به منظور بهینه

تیمار (هدف رسیدن به بالاترین میزان متابولیت از سه متغیر دما 
 دقیقه، 30 درجه سانتی گراد به مدت 50و 40،45) شوك حرارتی

هایی با میزان متفاوت مونوسدیم گلوتامات   بر روي محیط کشت
 گرم بر لیتر، در فاز تاخیر رشد میکروبی و زمان 10 و 5/5، 1

طرح مورد .  ساعت استفاده شد72 و 5/43 و 15انکوباسیون 
                                                        
23. Supernatant 
24. Optical Density 

  Design Expert  استفاده  مکعب مرکزي و از نرم افزار 
آنالیز واریانس متغیرهاي  .سازي استفاده شد  براي بهینه12نسخه 

 p value )05/0 ( و باanovaمستقل بر مدل ارائه شده به روش 
سط وبراي ارزش سنجی شرایط پیشنهاد شده ت.  انجام شد  

 Designاز فرمول پیشنهادي نرم افزار افزار، نمونه بهینه  نرم
Expert با  در سه تکرار کشت شده و مقدار متابولیت تولیدي 

  t با آزمون جهت تایید صحت آن افزار بینی شده نرم مقدار پیش
 SPSS   آماريو براي مقایسه از نرم افزار مقایسه شده

  .استفاده گردید) 21نسخه(
  
  ج و بحثنتای - 3
یرهاي موثر بر تولید گابا و  بررسی متغ- 3-1

  سازي فرمولاسیون مدل
هاي  خی سویهتوانایی تولید گابا در بر ،هاي اخیر در سال

است که رشد  شده هاي اسید لاکتیکی، ارزیابی و نشان داده باکتري
 و pHشرایط کشت مثل  ، شدیدا تحت تاثیرسلول و تولید گابا

ند دانسیته بالاي  چرا که براي تولید بیشینه گابا نیازم.]14[ دماست
 سی در رشد توده سلولی دارد دما نقش اساسلولی هستیم  و

 شرایط محیط یش تولید گاما آمینوبوتیریک اسید افزا جهت .]26[
 و  تجزیه و سازي شد  اعمال شوك گرمایی بهینهباکتري وکشت 

تایج ن.  گزارش گردید1 آن مطابق با جدول تحلیل واریانس مدل
مان انکوباسیون و میزان مونوسدیم دهد که  فاکتورهاي ز نشان می

 بر میزان تولید گابا اثر گذار است که با نتایج )MSG(گلوتامات 
) 2014 ( و همکاران Binh ، ]27[) 2020 (زارعی و همکاران

. مطابقت داشت ]29[)2013( و همکاران Chunlungو  ]28[
آمینوبوتیریک اسید و گاماتولید   جهت تعیین روند تغییرات

 در ابتدا نیاز به تعیین اثر هر یک از متغیرهاي مستقل،  بررسی
از . باشد هاي آزمون می ن مدل جهت برازش دادهیتر مناسب

 نظرآماري مدلی مناسب است که آزمون عدم برازش آن معنی دار
 . داراي بالاترین مقدار باشد25هاصلاح شد R2و  R2نبوده، 

گر همبستگی مناسب مدل   درصد نشان100به    R2نزدیکی 
 کمتر از وتتفاها بود و دست آمده از آزمون هاي بهتجربی و داده

   تایید کردند که مدل ارائه Adjusted R²  و  R²  واحد، 2
  .گفت تایید شد شده، مدل قابل قبولی بوده و درستی نتایج پیش

                                                        
25. Adjusted R 
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Table 1 Model variance analysis quadratic 
Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value  
Model 28691.11 9 3187.90 16.33 0.0211 significant 

A-MSG 3200.00 1 3200.00 16.39 0.0271  
B-Time of incubation 6050.00 1 6050.00 30.98 0.0114  

C-Temprature of heat shock 50.00 1 50.00 0.2561 0.6477  
AB 8.33 1 8.33 0.0427 0.8496  
AC 8.33 1 8.33 0.0427 0.8496  
BC 2408.33 1 2408.33 12.33 0.0391  
A² 4921.95 1 4921.95 25.21 0.0152  
B² 913.33 1 913.33 4.68 0.1193  
C² 313.33 1 313.33 1.60 0.2947  

Residual 585.81 3 195.27    
Lack of Fit 585.81 1 585.81    
Pure Error 0.0000 2 0.0000    
Cor Total 29276.92 12     

C.V%      10.21       
                    R² 0.9800      
            Adjusted R² 0.9200      

 
مونوسدیم % 5در شرایط بدون شوك گرمایی، در حضور 

پس از   درجه سانتی گراد،37نکوباسیون  و در دماي اگلوتامات،
 قسمت در میلیون گابا حاصل 1/165گذاري،  خانه  ساعت گرم72

 28/175 مبنی بر تولید )2010(  و همکارانLiشد که با نتایج 
  NCL 912 لاکتوباسیلوس برویسقسمت در میلیون گابا در 

  ppm مبنی بر تولید)  2018 (نیز زارعی و همکاران و   ]30[
  ppm   4/170 شزایط تولید و سازي  بهینه گابا بدون 115/ 24

  سازي رشد  بهینه شرایطحت ت  ]L. plantarum ]31 گابا در
  .خوانی داشت هم
  تاثیر میزان مونوسدیم گلوتامات بر تولید گابا-3-1-1

میزان  است،   نشان داده1  جدول وA-1  شکل  کهگونه همان
تاثیر  آمینوبوتیریک اسید گامامیزان تولید بر مونوسدیم گلوتامات

ایش اي که با افز به گونه). P≤0.05(است  داشته دار معنی
  متابولیت تولیدبیشترین میزان،  درصد4تا  مونوسدیم گلوتامات
   10818IBRC لاکتوباسیلوس برویس گابا در باکتري

با  A-1 چنین با استناد به شکل  هم ).ppm 175(شد مشاهده
متابولیت تولید راندمان ، میزان مونوسدیم گلوتامات افزایش بیشتر
 درصد 10 در محتوايداشته است به گونه اي که گابا کاهش 

 ppm( است  حداقل بودهمونوسدیم گلوتامات، میزان تولید گابا
اران  و همکChua منطبق با نتایج نتایج این پژوهش. )150

ات در طول  گلوتاماست که نشان دادند، افزودن مکمل) 2019(

 گذار است اما، برتولید گابا اثرلاکتیکیاسید هاي تخمیر باکتري
اعث کاهش تولید گاماآمینو بوتیریک اسید مقادیر بیشتر آن ب

ا افزایش غلظت گردد چرا که فشار اسمزي بالایی که ب می
روي متابولیسم باکتریایی اثر گذارده و  شود بر گلوتامات ایجاد می

 و فلاح همچنین .]3[ گردد باعث کاهش تولید متابولیت می
د  بیـان کردنـد کـه فعالیت آنزیم گلوتامیک اسی)2020 (همکاران

دکربوکسلاز با افزایش گلوتامیک اسـید افـزایش یافتـه و ایـن 
 و Binh .]32[ باشـد عامل مهمی در افزایش تولید گابا می

 پژوهشی نشان دادند که با افزایش در) 2014 (همکاران
حجمی میزان تولید / درصد وزنی6 به 4مونوسدیم گلوتامات از 

 mg/ml27 ي از گابا در لاکتوباسیلوس برویس افزایش معنی دار
 درصد تولید گابا کاهش 8 داشته ولی در بالاي  mg/ml 31 به 

ا  درصد مونوسدیم گلوتامات میزان گاب10 به گونه اي که در یافت
اثر ممانعتی بر تولید گابا و مقادیر بیشتر  رسیده mg/ml 24 به

در تحقیقی از ) 2018( و همکاران Zhong .]28[ است داشته
 1هاي اسید لاکتیکی در میزان  تخمیر پودر توت به وسیله باکتري

درصد مونوسدیم گلوتامات بیشترین میزان گابا را گزارش کردند 
ترین میزان گابا بدون حضور مونوسدیم  و این در حالیست که کم

گابا د  تولی درصد، 1گلوتامات گزارش شد و در مقادیر بیشتر از 
گزارش کردند که ) 2019(زارعی و همکاران  .]33[ کاهش یافت

              وسیله  هتولید  گابا در شیرسویاي تخمیر شده ب
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                        لاکتوباسیلوس برویس با افزایش میزان مونوسدیم گلوتامات
 . ]34[ افزایش یافته است mM    270 -0از 

  گذاري بر تولید گابا  اثر مدت زمان گرمخانه-3-1-2
 شد که با ، نشان دادهB-1 با توجه به نتایج ارائه شده در شکل 

افزایش مدت زمان انکوباسیون، تولید گاما آمینوبوتیریک اسید 
-1  شکل  با استناد به .)P≤0.05( است دار داشته افزایش معنی

B میزان تولید  ساعت، 72 تا 15از افزایش زمان انکوباسیون ، با
 این .است افزایش یافته ppm 173 به ppm67  از به ترتیبگابا 

 به دلیل  افزایش توده سلولی و در نتیجه  بهبود تواند نتیجه می
هاي  تبدیل گلوتامیک اسید موجود در محیط توسط آنزیم

شد و تعداد گلوتامیک اسید دکربوکسیلاز باشد که با افزایش ر
زیم ایجاد براي آنمحیط شرایط بهینه  pH و نیز کاهش باکتري

البته به مرور زمان و ورود به فاز . یابد شده و تولید افزایش می
 باکتري از میزان تولید مرگ و نیز عدم وجود شرایط مناسب رشد

 تولید   بر روي )2020( همکاران و  فلاحنتایج .شود کاسته می
 نشان Nz 133026 لاکتوباسیلوس لاکتیس  باکتريگابا توسط

 ساعت بر 72 ساعت به 24دهد که  با افزایش زمان تخمیر از  می
شده که دلیل آن  د گاما آمینوبوتیریک اسید افزودهمیزان تولی

 باکتري و بهبود بازده تبدیل مونوسدیم گلوتامات به دافزایش تعدا
بر  در پژوهشی ]35[ 2018  همکارانو  Kim .]32[گاباست 

 و بررسی تولید گابا نشان دادند L. brevis BJ-20روي باکتري 
که تولید گابا یک فرایند وابسته به زمان بوده و با افزایش زمان 

 و همکاران  Kook .است  به میزان تولید گابا افزوده شدهتخمیر
 ساعت 48تا  8گزارش کردند که میزان گابا از  )2013(در سال 

طح و تعداد یابد و دلیل آن را افزایش س افزایش میانکوباسیون 
) 2010( و همکاران Cagno .]36[ سلولهاي زنده دانستند

افزایش تولید گابا بوسیله لاکتوباسیلوس پلانتاروم را به صورت 
. ]1[گزارش کرده اند  ساعت انکوباسیون 72فزاینده اي تا 

Josefina تولید گابا را یک فرایند وابسته به ) 2016( و همکاران
رش  ساعت گزا48زان تولید را بعد از زمان دانسته و بیشترین می

کاهش   pHکردند که سلول  وارد فاز رشد لگاریتمی شده و
فراهم شده است یافته و شرایط بهینه براي فعالیت کاتالیست 

 تولید در ادامه تخمیر )2008( و همکاران Hiraga به عقیده.]37[

                                                        
26. Lactobacillus Lactis Nz1330   

  و مختل شدن فعالیت آنزیم میگردد وpHموجب افزایش گابا 
زمان ) 2012( و همکاران Dhakal  .]38[یابد  تولید کاهش می

نتاروم لازم براي تولید میزان بهینه تولید گابا در لاکتوباسیلوس پلا
  .]4[ اند  ساعت گزارش کرده72را 
   بررسی اثر شوك حرارتی بر میزان تولید-3-1-3 

 دماي شوك حرارتی در میزان تولید  مستقلثر اC-1مطابق شکل 
 1، نتایج مندرج در جدول )P>0.05(گابا معنی دار نبود 
 مدت زمان و همزمان دماي شوك حرارتی مشخص کرد که تاثیر

 است تاثیر معنادار داشته  گابات انکوباسیون بر میزان تولید متابولی
)P≤0.05.(فاز رسد که اعمال شوك حرارتی در    به نظر می

 گذشت زمان د آمدن استرس بر باکتري شده کهتاخیر، باعث پدی
 و نیز  و بقاي بیشتر باکتريازگار شدن باکتري با شرایطو س

 منجر به افزایش هاي القاگر شوك حرارتی، افزایش میزان پروتئین
  نتایج.زمان با افزایش زمان انکوباسیون شده است تولید، هم

Broadbent  دقیقه تحمل 20  نشان داد که )1997(و همکاران 
لاکتوباسیلوس   درجه سانتیگراد در54- 63شوك حرارتی 

 و lC301 28و لاکتوباسیلوس کازئی  NCFM 27 اسیدوفیلوس
ی  باعث بهبود در توانایLH21229لاکتوباسیلوس هلوتیکوس 

 گردید برابر 27 و5و11ها به ترتیب   در فاز لگاریتمی باکتريرشد
تواند باعث   لگاریتمی می فاز براي رشد دربیشتر توانایی .]16[

 یت میزان متابولیت راافزایش تعداد سلول باکتري گردد که در نها
 پاسخ شوك )2019(  همکاران  وEsteves  .دهد افزایش می

 تحت بررسی قرار دادند 30حرارتی را در پیروکوکوس فوریوسوس
له مونوزیل گلیسراتها، برخی  متابولیت از جم37و با اندازه گیري 

که در طی   ترکیبات سازنده دیواره سلولی،استیل گلوکزآمینها و
 نشان دادند که افزایش قابل اند شوك حرارتی تخریب شده

ها وجود داشته و تخریب مواد  ملاحظه اي در این متابولیت
وانتقال آمینواسیدها، میتواند باعث  حاصل از  بیوسنتز و نقل

تغییراتی که . ]39[آمینه باشد  ري به برخی اسیدهايپذی دسترسی
آید   به وجود می طی تخریب در شوك حرارتی در دیواره سلولی

تواند باعث بهبود نقل وانتقال مواد لازم براي ایجاد یک  می
 نشان دادند که )2007( و همکاران Fiocco. متابولیت گردد

هاي شوك حرارتی کوچک، در اثر  زایش سه نوع از پروتئینفا

                                                        
27. Lactobacillus acidophilus NCFM 
28. Lactobacillus casei LC301 
29. Lactobacillus helveticus LH212 
30. Pyrococcus furiosus 
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 درجه سانتی گراد در 40 و 37سازگاري به شوك حرارتی 
 افزایش بقا باکتري در حضور لاکتوباسیلوس پلانتاروم باعث

 در طی شوك .]40[ هایی مثل اتانول و بوتانول گردید حلال
تقال مواد به داخل بیند و نقل و ان حرارتی دیواره سلولی آسیب می

هاي شوك حرارتی با  شود  با این حال پروتئین سلول تسهیل می
هاي ساختاري از دناتوره شدن آنها  ایجاد تاخوردگی در پروتئین

و  Kang .]41[ کنند لوگیري میدر طی اعمال شوك حرارتی ج
هاي پاسخ شوك حرارتی،  ژننشان دادند که  )2015 (همکاران

ها در سلول حفاظت  ناتوره شدن پروتئین د ازشود   میوقتی بیان
ها  ها و بالارفتن بقاي سلول  برابر شدن پروتئین3- 2 کرده و باعث
در این خصوص . است  کشنده شدهش دماي غیرهمراه با افزای

 که در HE-1 31باکتري لاکتوکوس لاکتیس زیرگونه لاکتیس 
 دقیقه قرار 15د براي  درجه سانتیگرا60معرض شوك حرارتی 

هد که هیچ ، در مقایسه با گروه شاشد بود، وقتی کشت داده گرفته
  بودlog CFU/ml   53/5، دارايرشدي در آن مشاهده نشد

]42[. Kim براي تولید  که اعلام کردند)2009( و همکاران 
الا هستیم که این خود تابع بیشینه گابا، نیازمند دانسیته سلولی ب

 نتایج پورآذرنگ و همکارانو  ]26[ زمان انکوباسیون است دما و
، pHهاي  گیري شاخص اندازهکه    مبنی بر این)2007(

ط استارترهاي  توسماستتخمیر ویسکوزیته و زمان 
در لاکتوباسیلوس بولگاریکوس و استرپتوکوکوس ترموفیلوس 

دهد که ثبات  در مقایسه با نمونه شاهد نشان میمحصول نهایی 
pH  و کوتاه شدن زمان تخمیر در محصول نهایی و در طی زمان

و  در ساختار و ترکیبات دیواره نگهداري در اثر ایجاد تغییراتی
ی اعمال شوك سرما و  طآغازگر درهاي  غشاء سلولی باکتري

 زمان ایجاد شوك گرما گویاي این مدلینگ تغییراتگرما بوده و 
 باعث افزایش ی دقیقه شوك حرارت8تا  5کارگیري  ه که باست

 و همکاران  Russ  .]43[ گردد می CFU میزان شاخص رشد
هاي   درجه سانتیگراد پروتئین42 در دماي  اعلام کردند که)2012(

 لاکتوباسیلوس پلانتاروم  درHsp3 و Hsp1شوك حرارتی 
  و همکارانwang نهمچنی. ]44[ افزایش شدیدي داشتند

هاي شوك حرارتی  هاي پروتئین اعلام کردند، با انتقال ژن )2019(
 44- 48افزایش دانسیته سلولی در  44632به باسیلوس سابتیلیس 

 درجه 50 سلولی در دماي درجه سانتیگراد و و کاهش مرگ
 لاکتیک اسید هاي خانواده .]45[ است مشاهده شدهسانتیگراد 

                                                        
31. Lactococcus lactis subsp.lactis HE-1 
32. Bacillus subtilis 446 

 نها عمدتامانی آ ت که زندههاي پروبیوتیکی اس باکتریها شامل گونه
هایی است که در طی  ر توانایی آنها تحت شرایط و تنشتحت تاثی

ازگار شدن س. شوند رو می روبهیر با آن اگون تخممراحل گون
تواند با در معرض قرارگیري آنها در  ، میمیکروارگانیسم به تنش

، ها میکروارگانیسم .]21[ وجود آید  زیر حد کشنده بهشرایط تنش
سازي  هاي فیزیولوژیک نرمال، بهینه محیط آل در براي شرایط ایده

ایط محیط از حالت بهینه، یک تنش هر تغییري در شر. میکنند
ها، قادر به تحمل  لب باکتري اغ.کند روي ارگانیسم تحمیل می

توانند  تغییرات کوچک در پارامترهاي محیطی هستند و می
ها این کار  میکروارگانیسم. خودشان را دائما با شرایط سازگار کنند

بقا یا تلاش  براي بازدهی و ساخت مواد مناسب دررا با تغییر
   .]17[ دهند  انجام میبراي مقاومت به تنش
مشخص شد که افزایش مونوسدیم  2  (a)با استناد به  شکل 
 گرم بر لیتر به ترتیب منجر به افزایش و بعد 4گلوتامات تا میزان 

مدت زمان است و با افزایش  از آن کاهش تولید متابولیت شده
مطابق . است انکوباسیون، راندمان تولید متابولیت گابا افزایش یافته

دهد،   نشان می2  (a)با نتایج گزارش شده به صورتی که شکل 
 72(بیشترین میزان تولید متابولیت در بالاترین زمان انکوباسیون 

است و  بوده  گرم بر لیتر5و میزان مونوسدیم گلوتامات ) ساعت
غیر دماي شوك حرارتی و محتواي مونوسدیم برهمکنش مت

داري  گلوتامات، بر راندمان تولید متابولیت اثر معنی
 نیز گزارش شد که تاثیر  2  (b)در شکل). P>0.05(است نداشته

ترکیب مدت زمان گرمخانه گذاري و شوك حراتی بر راندمان 
ان است و بیشترین راندم دار داشته تولید متابولیت گابا تاثیر معنی

گراد شوك حرارتی و   درجه سانتی40تولید گابا، در  دماي 
در ). p≤0.05(است  گذاري بوده بیشترین مدت زمان گرمخانه

 گزارش شد که تاثیر ترکیبی دو متغیر 1  و جدول  2  (c)شکل 
محتواي مونو سدیم گلوتامات و شوك حرارتی بر محتواي 

). P>0.05(است  شتهدار ندا متابولیت گابا تولید شده تاثیر معنی
مبنی بر ) 2020( و همکاران Cuiاین یافته ها با نتایج پژوهش 

افزایش تولید گابا با افزایش میزان مونوسدیم گلوتامات و کاهش 
 و Cagno و نتایج ]46[تولید گابا با مقادیر اضافه تر آن 

بر تولید بیشترین میزان گابا در زمان مبنی ) 2010(همکاران 
  . مطابقت دارد]1[ ساعت 72- 96انکوباسیون 
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Fig 1 Variables Analysis of Gamma aminobutyric acid Production 

(A): MSG is Mono sodium glutamate and metabolite in each section  is gamma aminobutyric acid that reported in 
quantitative terms in part per milion(ppm), variable analysis of monosodium glutamate showed that this substance 

has an effect on production rate up to 5.5% and with further increase, no more GABA will be produced.(B): As 
incubation time increases from 15 to 72 hours, GABA production is increased.(C): Thermal shock temperature in 

contrast to the incubation period has been effective and significant on the production of the metabolite. 

  سازي فرمولاسیون   بهینه- 3-2
سازي شرایط  هحداکثري متابولیت گابا به عنوان هدف بهینتولید 

 استفاده از  تولید گابا در نظر گرفته شد و نتایج نشان داد که

 گرم بر لیتر مونوسدیم گلوتامات و شوك حرارتی معادل 935/3
 منجر ، دقیقه در فاز تاخیر30د در مدت  درجه سانتی گرا562/47

   .خواهد شدگابا ت متابولی ppm118 /198    به تولید 

  
(a)  

  
(b)                                                                                                       (c) 

Fig 2 3D GABA production variables analysis 
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Table 2- Formule for the best GABA production conditions  
Number MSG Incubation time Thermal shock temprature Metabolit Desirability  

1 3.935 63.376 47.562 190.118 1.000 Selected 
2 2.500 68.411 46.259 194.756 1.000  
3 4.800 50.889 40.852 191.884 1.000  
4 3.500 66.089 43.333 212.848 1.000  
5 3.417 68.927 47.717 190.302 1.000  

  
براي تایید فرمول حاصل، با استفاده از شرایط بهینه، میزان گاباي 
تولیدي در سه تکرار بررسی شد و نتایج نشان داد که تولید 

  میلی گرم بر 200 ± 5/2متابولیت گابا در این شرایط،   معادل
اختلاف  شده  کیلوگرم به دست آمد که با مقدار پیش بینی

و با مقدار حاصل از شرایط ) p>0.05(است  دار نداشته معنی
است  داري داشته ، اختلاف معنی )1/165(بدون هر گونه تیمار

)p≤0.05 ( که نشان از تاثیر اعمال شوك حرارتی، محتواي
گذاري بر میزان تولید  خانه مونوسدیم گلوتامات و مدت زمان گرم

و استخراج متابولیت گاما آمینوبوتیریک اسید توسط باکتري 
  . دارد10818IBRC یلوس برویسلاکتوباس

با  استفاده از روش سطح پاسخ و داده هـاي حاصـل از آزمایـشها                
ه   (مدلی  ارائه شده که معادله آن در زیـر آورده شـده اسـت             معادلـ

ه،      .)1شماره    ـ   Xدر این معادلـ یش بینـی شـده متابولیـت      ،مقـدار پ
اي  ارتباط تجربی میان راندمان تولید گابـا و متغیره ـ   است و   ) گابا(

  .مستقل با اعداد حقیقی را نشان میدهد
  ):  1معادله  (

  
  =162.05-40A+54.5B-42.25BC-45.09A2 X   

  

  گیري نتیجه- 4
 دست آمده از این پژوهش، اعمال شوك حرارتی مطابق نتایج به

  دراست، ر تولید این متابولیت بررسی نشدهکه تاکنون اثر آن ب
بوتیریک اسید با توجه به آمینوجهت افزایش تولید متابولیت گاما

هاي خانواده  پتانسیل خوب تولید زیستی این محصول از باکتري
و ایجاد یک  که اغلب پروبیوتیک نیز می باشندلاکتیک اسید 

ایده مناسبی تواند   می براي مصارف  انسانیGRASمحصول 
در این مقاله فقط اعمال شوك حرارتی بررسی شد و بهینه باشد 

 با شود پیشنهاد می. است جام نشدهمتغیرها انسازي براي سایر 
کاربرد متغیرهاي بیشتري همچون منابع قند و نیتروژن مصرفی و 

و خوراك دهی پلکانی گذاري  نهکاربرد دماهاي متفاوت گرمخا
 که قبلا ،ي ایجاد شرایط پایدار تولید گابامونوسدیم گلوتامات برا

زمان   این موارد همتاثیر است،  توسط پژوهشگران دیگر انجام شده
 شوك حرارتی براي تولید بیشتر این محصول زیستی با با اعمال

   .ارزش، مورد بررسی قرار گیرد
  

  قدردانی- 5
به این وسیله مراتب قدردانی از پرسنل و کارشناسان آزمایشگاه 

شگاه بیوتکنولوژي مرکز تحقیقات دارویی دانشکده داروسازي دان
  .گردد علوم پزشکی شیراز، اعلام می
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Gamma aminobutyric acid is a non-protein amino acid found in the tissues of 
microorganisms, plants, animals, and humans. Lower blood pressure, therapy for 
insomnia, anxiety, depression, and diuretics are some of the physiological properties 
of gamma aminobutyric acid. Due to the increasing demand for GABA, various 
chemical and biological methods of its production are under study. Among all these 
efforts, GABA biosynthesis seems to be the most promising and easiest method of 
production. In this study, the effect of heat shock on the production of gamma 
aminobutyric acid in Lactobacillus brevisIBRC10818 was investigated. For 
optimizing production, the amount of monosodium glutamate was applied at three 
levels of 1, 5.5, and 10 % and used heat shock at three temperatures of 40, 45, and 50 
° C for 30 minutes in the lag phase of microbial growth. What measured the amount 
of GABA produced in the interval time at 15, 43/5, and 72 hours with incubation in 
37° C. The highest GABA production was measured in Lactobacillus Brevis 
IBRC10818 with 3/935% of monosodium glutamate at heat shock in 47.56 ° C 63.37 
hours of incubation .  
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