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 آغازگركشت هاي تخميرغيرمداوم با استفاده از توليد دي استيل درفرايند

  لاكتيكي
 

  3∗، سيد عباس شجاع الساداتي2مهين آذر ،1هما الوندي

 
 اي وصنايع غذايي كشور، دانشگاه علوم پزشكي ارشد علوم وصنايع غذايي ، انستيتو تحقيقات تغذيه دانش آموخته دوره كارشناسي -1

  شهيد بهشتي

  استاد، گروه علوم و صنايع غذايي، انستيتو تحقيقات تغذيه اي وصنايع غذايي كشور، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي-2

   مهندسي، دانشگاه تربيت مدرس- استاد، گروه بيوتكنولوژي، دانشكده فني-3
 

  چكيده
ــق  ــن تحقي ــنايع         دراي ــره اي در ص ــم ك ــر و طع ــاد عط ــل ايج ــوان عام ــه عن ــتيل ب ــد دي اس ــتفاده  تولي ــا اس ــذايي ب ــي   غ ــاي لاكتيك ــاكتري ه   از ب

بـدين منظـور فراينـد تخميـر هـوازي غيرمـداوم       . مورد بررسي قرار گرفتLeuconostoc)  (لوكونوستوكو Lactococcus) (لاكتوكوكوس  جنس هاي
مختلف دما، دورهمزن، ميـزان گلـوكز   درشرايط   ، محيط كشت بر پايه پودر آب پنير ومحيط كشت بر پايه پودر شير بدون چربي MRSبرروي محيط كشت

ميزان آنزيم كاتالاز، ميزان خون گاوي به عنـوان منبـع    دي استيل، درصد مايه تلقيح، به عنوان منبع كربن ، ميزان تري سديم سيترات به عنوان پيش ساز توليد
نتـايج نـشان داد كـه بهتـرين     . لاترين راندمان توليد مشخص شدوميزان نمك كلريد مس دو ظرفيتي انجام و شرايط بهينه براي به دست آوردن با              پروتئين هم 

  درجه سـانتي گـراد، دورهمـزن       32شرايط تخمير براي توليد دي استيل با استفاده ازآغازگرلاكتيكي مخلوط ودرمحيط كشت بر پايه پودر آب پنيرشامل دماي                 
ليتـر، ميـزان خـون    بر ميلـي ليتـر    6 درصد، ميزان آنزيم كاتـالاز     5، ميزان مايه تلقيح     رليتر  ب گرم   5رليتر، تري سديم سيترات     ب گرم   6 دور در دقيقه ، گلوكز     180
 ليتر، بـراي توليـد   5/6ليتري باحجم كاري  10در نهايت از يك فرمنتور. ميلي گرم برليتر مي باشد15گرم بر ليتر و ميزان نمك كلريد مس دو ظرفيتي  4گاوي

  .  ليتردي استيل در كشت بهينه به دست آمدبر ميلي گرم 945اردي استيل در شرايط بهينه استفاده شد كه مقد
 

   ، تخميرغيرمداوم، بهينه سازي توليدلاكتوكوكوس لاكتيس ، لوكونوستوك مزانتروئيدسدي استيل ، : واژگان كليد 
  

   مقدمه -1
            به  شده و كلريدريك آبكافت  اثير اسيد ت  تحت  و سپس                 از جمله تركيبات   )  بوتانديون3 و 2 ( دي استيل         

  تحت  شده  توليد استيل  دي  . تبديل مي شود استيلدي                   با  سبز-كل مايعي به رنگ زردشطعم دهنده است كه به  
                 تافي،   مارگارين،  انواع فراوري در كره دهنده طعم  عنوان                 وطعم ايجاد عطر  بوي تند كره اي، كاربردهاي وسيعي در

   فراورده هاي لبني، غلات حجيم سس، آبنبات، شكلات،                   روش به"عمدتا   استيل دي. دارد  غذايي  صنايع  كره در
  ميزان . مي شود استفاده ايي محصولات غذ و ديگر  شده                  . مي شود  ساخته  (MEK) 1اتيل كتون متيل از  شيميايي

  غذايي  هاي  بندي فراورده فرمول  استيل در  دي مصرف                  تبديل2 به يك تركيب ايزونيتروزوMEK  ابتدا اين روش

                                                 
   shoja_sa@modares.ac.ir :مسئول مكاتبات ∗

1. Methyl Ethyl Keton 
2. Isonitroso compound 
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                     1سـاخت  خـوب   فراينـد   العمـل اي   اساس دسـتور    بر    مختلف
 فهرست در  استيل  دي طعم دهنده  طوركلي، ه ب. شود تنظيم مي

GARS 2       ورده آ انواع  فـر     بندي فرمولدر  قرار دارد و مصرف آن
 محـدوده مـصرف آن در       "عمومـا . هاي غـذايي محـدويت نـدارد      

 ppmكه به عنوان طعم دهنده مورد استفاده قرار گيرد، از  صورتي
  ] . 2و1[ متغير است) چربيها و روغن ها(18/62 تا 76/0

دهنده از طريق واكنش هـاي پيچيـده         امروزه اكثر تركيبات طعم     
درصنايع غذايي   ، خالص سازي و استخراج شده و      ساختهشيميايي  

طعم مناسب و مورد پسند مصرف كننـدگان         به منظور ايجاد عطرو   
احتمال وجود ناخالصي در ايـن تركيبـات و بـه           . استفاده مي شوند  

دنبال آن خطرات احتمالي اين مـواد برسـلامتي انـسان و افـزايش              
اضاي مصرف فراورده هاي غذايي با منشا زيستي سبب شده كـه      تق

 توجهات خاص به دانش زيست فناوري جهت توليد اين فـراورده          
  سهم بازار فروش جهـاني     4/1طور كلي   به . ]3و1[  شود  مبذول ها

روند رو  . مواد افزودني غذايي را مواد طعم دهنده تشكيل مي دهند         
ال براي فـروش مـواد طعـم         ميليارد دلار در س    2-3به رشد معادل    

. ]4[ دهنده طبيعي به جاي مواد طعم دهنده شـيميايي وجـود دارد           
براي اولين بار دي استيل طبيعي از طريـق روش تخميـر در اوائـل      

. ژاپن توليد شـد  3 در شركت فراورده هاي لبني مي جي       1990سال  
غير مداوم، پديده   تخمير وليد تركيبات طعم دهنده در فرايند     اساساً ت 

، غلظــت  pHماننــد  ي پيچيــده اســت كــه تحــت تــاثير عــوامليا
 4فرايند تثبيت سلول هـا     ها و  سيترات ، شرايط فيزيولوژيك سلول    

اگزالواستات تبـديل    سيترات ابتدا به استات و     .]6 و 5[گيردقرارمي  
و  در اثردكربوكـسيلاسيون، پيـروات را بـه وجـودمي آورد          شده و   

پژوهش هاي انجـام  از جمله  . پيروات به دي استيل تبديل مي شود      
شـرايط بهينـه بـراي افـزايش         شده در زمينه توليد دي استيل ايجاد      

    .]7[استبوليت ها در محيط هاي كشت تخميري متا توليد
هدف از اين پژوهش، توليد دي استيل از طريـق فراينـد تخميـر              

ــوازي، ــاي  ه ــاكتري ه ــتفاده از ب ــا اس ــنس  ب ــوسج  و لاكتوكوك
 محيط كـشت    ،MRS 5 يط كشت مرجع   بر روي مح   لوكونوستوك

چـرخ   پـس   بر پايه پودرشـير    بر پايه پودر آب پنير و محيط كشت       

                                                 
1. Good Manufacturing Practice 
2.Generally Recognize As Safe 
3. eiji 
4. Immobilization 
5. De Man,Rogosa and Sharpe medium 

 ،دورهمـزن  متغيرهـاي دمـا،   در همين ارتباط اثـر  .شدمي با انجام 
ميزان تـري سـديم سـيترات بـه          كربن، عنوان منبع  به گلوكز ميزان

 درصد مايه تلقيح، ميـزان آنـزيم       توليد دي استيل،   عنوان پيش ساز  
 ميزان نمك و كاتالاز، ميزان خون گاوي به عنوان منبع پروتئين هم

 6آغازگرهـاي  دي اسـتيل توسـط     رفيتي بـر توليـد    دو ظ مس   كلريد
ــاده و  ــي س ــام   لاكتيك ــا ن ــوط ب ــار  مخل ــاي تج  و DY 11يه
PROBAT 505     مورد بررسي قـرار گرفـت و شـرايط مناسـب 

   .توليد تعيين شد
  

  د و روش هاموا - 2
  انيسم ها ميكرو ارگ  2-1
آغازگرلاكتيكي ساده و مخلوط جهت توليد دي دو نوع  از 

   :از  بودندكه عبارت استيل استفاده شد
شامل باكتري  DY11  آغازگر لاكتيكي ساده  -الف 

 . دي استي لاكتيس زير گونه لاكتوكوكوس لاكتيس

شامل باكتري  PROBAT 505 آغازگر لاكتيكي مخلوط -ب
  : هاي

    دي استي لاكتيس زير گونه سلاكتوكوكوس لاكتي 
   لاكتيس زير گونهلاكتوكوكوس لاكتيس 
    كرموريس زير گونهلاكتوكوكوس لاكتيس 
  كرموريس زير گونه لوكونوستوك مزانتروئيدس 

  محيط كشت   2-2
نوع محيط كشت جهت كشت باكتري هاي لاكتيكي  3از 

 . استفاده شد
   7اس ام آرمحيط كشت  -الف 

 به عنوان محيط كـشت مرجـع        اس ام آر  محيط كشت    تركيبات 
   :شامل در دسترس قرار گرفت  كه به صورت آماده

 گوشت عصاره،  g/l 5  عصاره مخمر، g/l5/10  مخلوط پپتون
g/l 10، گلوكزg/l 20، مفسفات پتاسي g/l2 ،استات سديم  g/l 5 
سولفات  ، g/l 2/0 سولفات منيزيم ,g/l 2 سيترات آمونيوم ،

  .] g/ l 08/1]8   ميزانبه Tween 8  0 ماده و g/l  05/0  منگنز

                                                 
6. Starters 
7. MRS medium 
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    بدون چربيپودر شير برپايه     محيط كشت -ب
 بـه عنـوان مـاده اصـلي     1بازسـازي شـده   از پودر شير پس چرخ

  درصـد عـصاره مخمـري و       1/0جهت تهيه محيط كشت همراه با       
 ميلـي مـولار تـري سـديم         20 و   سـولفات منگنـز   ميلي مولار    يك

 C3° استفاده شد وبه منظـور پاستوريزاسـيون ، در دمـاي             سيترات
 نـوع   2با توجه به اينكه     .  دقيقه حرارت داده شد      30 به مدت    ±95

ــوه ــازگر انب ــك از   2آغ ــر ي ــد، از ه ــه گردي ــوط تهي ــاده و مخل  س
 پودر شير پـس   درصد در محيط كشت  5آغازگرهاي انبوه به ميزان     

 .] 9[دشتلقيح چرخ 

 پودر آب پنير  محيط كشت بر پايه -ج 

ي بـاكتري هـا    به عنوان ماده پايه جهت رشـد         3از پودر آب پنير    
تركيبات محيط كشت بر پايه پـودر آب پنيـر           .شدلاكتيكي استفاده   
از ( گـرم، مخلـوط پپتـون هـا          20پودر آب پنير    : در ليتر عبارتند از   

  بـه ميـزان مـساوي         پپتـون سـويا     و پپتون كازئين، پپتـون گوشـت     
 گـرم، نمـك تـري سـديم         5/3رم، عصاره مخمـر      گ 5) استفاده شد 
ــيترات  ــرم2/2س ــور     . گ ــه منظ ــشت ب ــيط ك ــه مح ــس از تهي پ

 دقيقـه حـرارت   30به مدت  C 3  ±95°پاستوريزاسيون در دماي 
 درصـد   5داده شد و سپس از هر يك از آغازگرهاي انبوه به ميزان             

در محــيط كــشت محــيط كــشت بــر پايــه پــودر آب پنيــر تلقــيح 
  . ]11و10[گرديد

  آغازگر انبوه 2-3

 ليتر آغازگر انبوه، از پودر شير پس چـرخ اسـتفاده            1جهت تهيه   
 در آب مقطـر حـل       90 بـه    10پودر شير پس چرخ به نـسبت        . شد

 دقيقـه در حمـام آب گـرم         30 به مـدت     C3±95°شده ودر دماي    
جهت تلقـيح پـودر آغـاز گرهـاي كـره سـاده و              . حرارت داده شد  

از آغـازگر هـا در شـرايط كـاملاً          يك قاشقك از هر يك       مخلوط،  
 بـدون چربـي   به محيط كـشت شـير   4لامينار  و در زير هودسترون

پس از تلقيح، ارلن ها در گرمخانه بـا تكـان دهنـده در              . اضافه شد 

                                                 
1. Reconstitute skim milk powder 
2. Bulk starter 
3.Whey powder 
4. Laminar hood 

 rpm180   سـاعت بـا دور همـزن   24 به مدت C 32-30°دماي 

، )max µ( 5پس از رسيدن به شدت رشد ويـژه بيـشينه  . قرار گرفتند
ي لاكتيكي در هر دو نوع آغـازگر بدسـت آمـد و بـراي               هاباكتري  

  .  منتقل شدC4°نگهداري به يخچال 

  تلقيح آغازگر انبوه به محيط هاي كشت 2-4
 ساعت گرمخانه گذاري، از هر دو نوع آغاز گر به 24بعد از  

 درصدحجمي به محيط هاي كشت آبگوشت ام آر اس ، 5نسبت 
بدون  محيط كشت پودر شيرمحيط كشت بر پايه پودر آب پنير و 

 48 به مدت C 32°كليه ارلن ها در دماي . تلقيح گرديد چربي
قرار  rpm  180ساعت در گرمخانه با تكان دهنده با دور همزن

  . گرفتند
ي لاكتيكي روي محيط باكتري هاكشت  5 -2

 جامد ام آر اس كشت
 در  ميلـي ليتـر    1 سـترون    از هر يك از ارلن ها در شرايط كـاملاً         

 تلقيح شـد و در  6آميختني  آگاردار به روشام آر اسحيط كشت م
ــاي د ــدت   C32°م ــه م ــد  48ب ــذاري ش ــه گ ــاعت گرمخان       .  س

  .  نگهداري شدندC4°  يخچال در وهاي تهيه شدهبشقابك 
  منحني رشد و توليد محصول 6 -2 
 حاوي محيط كشت شير پس چرخ بازسازي شده  هايارلن 

 , DY11  505غازگر انبوهتهيه شده و از هر دو نوع آ
PROBAT   

كليه ارلن ها در گرمخانه با . دش درصد حجمي تلقيح 5به ميزان  
 24 به مدت rpm 100 ودور همزن C32°تكان دهنده با دماي 
 ، 18، 14، 10، 8، 6، 4 ، 2 ، 0در زمانهاي . ساعت قرار گرفتند

  زمان برداشته شدند و ميزان  ساعت، دو ارلن به طورهم24، 20
پس . دشقرائت نانومتر  530 در طول موج  )OD( 7دانستيه نوري

 C4°، ارلن هاي مربوط به هر زمان در سردخانه ODاز قرائت 
 اندازه گيري دي استيل به طور  ساعت24پس از  قرار گرفتند و

  .همزمان انجام شد
  

                                                 
5  . Specific growth rate 
6. Pour plate 
7. Optical density(OD) 
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  توليد دي استيل 2-7
 آر ام شامل محيط كشت آبگوشت ،انواع محيط كشت توليد 
با افزودن يا بدون (، محيط كشت بر پايه پودر آب پنير  اس

و محيط كشت پودر شير پس ) افزودن نمك تري سديم سيترات
 ميلي ليتري در 500ي شده تهيه و در ارلن هاي زچرخ بازسا

حجمي از مايه   %5مقدار سوبسترا . قرار گرفت  سترونشرايط
نواع محيط هاي  به اكه  بودستروندرشرايط تهيه شده تلقيح 

پس از انجام تلقيح، كليه ارلن ها در گرمخانه با . كشت اضافه شد
  .همزن مورد آزمايش قرار گرفتند تكان دهنده دردما و دور

 جداسازي دي استيل حاصل از فرايند  2-8
  تخمير لاكتيكي

 ابتدا توسط 1هاي توليد، توده زيستي پس از برداشت كشت 
شد  دقيقه جداسازي 10به مدت  و rpm 6000سانتريفوژ با دور 

 درحلال دي 2 تقطيربا بخارروش سپس استخراج دي استيل توسط
  ].12[ شدجاماتيل اتران

   اندازه گيري دي استيل  2-9
ــري دي اســتيل از دو روش رنــگ ســنجي  ــدازه گي ــراي ان  و 3ب

  . استفاده شد گازيكروماتوگرافي
   روش رنگ سنجي  2-9-1

 دي استيل در حضورمعرف  اساس اين روش چنين است كه
   مي شودبديل ت5گلايوكسيم بافري به دي متيل 4هيدروكسيل آمين

در محلول قليايي سولفات آهن دو ظرفيتي  كه ماده مذكور با 
واكنش داده و كمپلكس صورتي رنگ آمونوفروس دي متيل 

اين   باها  كليه نمونهپس از تيمار.  را ايجاد مي كند6گلايوكسيم
  نسيته نوري در دستگاه اسپكتروفوتومتردر ميزان دا، روش

 رسم منحني كاليبراسيون باو قرائت شد نانومتر 530طول موج
ل در نمونه هاي مجهول به يغلظت دي است نمونه هاي استاندارد،

   .]13[دست آمد

                                                 
1. Biomass 
2. Steam distillation  
3. Colorimetric method 
4. Hydroxylamine 
5 .  Dimethylglyoxim 
6. Ammomo-ferrous dimethyl-glyoximate  

 انــدازه گيــري دي اســتيل بــا اســتفاده از   2 – 9 -2 
  دستگاه گاز كروماتوگرافي 

نمونه ها در حـلال دي اتيـل اتـر، از فـاز       پس از استخراج كليه      
بالايي اتري با استفاده از سرنگ هميلتـون بـه ترتيـب بـه دسـتگاه                

ابتـدا  . د ش ـتزريق  7 4410فيليپس پ يو   مدلگازي   كروماتوگرافي
غلظت هاي استاندارد تزريق شده و پس از به دست آوردن منحني            

نمونه هاي   هايپيك  كاليبراسيون و محاسبه معادله خط رگرسيون،       
مشخـصات دسـتگاه گـاز كرومـاتوگرافي         .]14[شدآزمون  مجهول  

 25، طـول سـتون       8ينئبپلو مـو   نوع ستون    : از نداستفاده شده عبارت  
 ميكرومتر  25/0 ميلي متر و ضخامت فيلم آن        22/0متر، قطر ستون    

 دقيقـه ،    3 درجه سانتي گراد و مدت زمـان         50، دماي اوليه ستون     
 درجـه   280آشكار ساز   سانتي گراد، دماي     درجه   250دماي تزريق   

 درجـه   240، دمـاي نهـايي سـتون         FID 9 سانتي گراد و نوع آن      
  و درجــه ســانتي گــراد در دقيقــه30ســانتي گــراد، شــيب دمــايي 

  .  بودموهلي گازحامل
   طراحي آزمايش ها 2-11

به منظور  10روش تاگوچي از  طراحي آزمايش ها براي
ابتدا  .دشاستفاده در دو مرحله  ها  متغيرتداخلجلوگيري از 

 4در مرحله اول  تحقيق،ايندر. ندعوامل و سطوح آنها انتخاب شد
امل دما، دور همزن، تري سديم سيترات به عنوان پيش ساز ع

 سطح 3درتوليد دي استيل و ميزان گلوكز به عنوان منبع كربن 
، دور   درجه سانتي گراد37، 32، 30 دما در سطوح (مختلف 

 گرم 10 ، 5، 2 تري سديم سيترات   ،rpm 75 ،125 ،180  زنهم
  با سه تكرار آزمايش9) ر ليتر د گرم20، 12، 6 ليتر و گلوكز در

 عامل 4تاثيربا استفاده از نتايج مرحله اول درمرحله دوم  وانجام 
 تلقيح، كلريد مس دو ظرفيتي ، خون گاوي و ه ميزان مايديگريعني

 درصد، 5،3،1 ميزان مايه تلقيح(طح مختلف  در سه سآنزيم كاتالاز
  خون ميزانليتر،بر ميلي گرم 25،40، 15كلريد مس دو ظرفيتي 

 ميلي 6،4،1ميزان آنزيم كاتالاز  ليتر وبرگرم  12 ،8  ،4 گاوي
برميزان توليد دي استيل  آزمايش با سه تكرار 9  نيز)ليتربرليتر

                                                 
7. PHILIPS-PU- 4410  
8. Capillary Bplo 
9. Flame Ionization Detector(FID) 
10. Taguchi 
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 انجام و پس از L 9 ها مطابق آرايه متعامد ارزيابي شد و آزمايش
   . ]15[استفاده شد  انجام آزمايش ها  از روش تحليل واريانس

  هـاي    و اسيديته محيط    pHاندازه گيري    2-12
  كشت قبل و بعد از فرايند تخمير

بـا   pH روش تعيين اسيديته كل و       (مطابق استاندارد ملي ايران      
   .]16[ انجام شد) در شير و فرآورده هاي آن+Hتراكم يونهاي 

 دي اسـتيل    اندازه گيري خواص فيزيكـي     2-13
  استخراج شده

وزن مخــصوص، ضــريب شكــست، :  خــواص فيزيكــي شــامل
 اد باقيمانـده حاصـل از تبخيـر       وم نقطه انجماد و   حلاليت در الكل،  

روش انـدازه گيـري خـواص فيزيكـي         ( ملي ايـران   طبق استاندارد 
   .]17 [انجام شد ) هاي طبيعي اسانس

 استيل به روش شناسايي دي 2-14
 (IR) اسپكتروسكوپي مادون قرمز

ها و اتصالات موجود  جهت شناسايي دي استيل و نوع گروه 
 گرفته شده آن IRهاي نمونه استخراج  شده ، طيف  در مولكول
شناسايي گروه براي .  استاندارد دي استيل مقايسه شدIRوبا طيف 

 عدديا  طول موج ،1جداول همبستگياز طيف با مراجعه به ها 
   ] .18[ها ، وجود عامل كربونيل  را ثابت كرد  گروهيموج
  توليد دي استيل دربيوراكتور 2-15
ليتر  10ظرفيت باجنوبي  ساخت كشوركره 2 بيوترونزفرمنتور ا

در آزمايشگاه بيو تكنولوژي دانشكده فني و  ليتر5/6اري كبا حجم 
  و شد استفادهسترون سازي پس ازمهندسي دانشگاه تربيت مدرس

استفاده از داده هاي مربوط به شرايط بهينه توليد كه قبلا به  اب
  .راه اندازي شد طي مراحل زيردست آمده بود بيوراكتور

و  تهيه  ليتر محيط كشت بر پايه پودر آب پنير6  مقدار-1
  . شدسترون

حجمي از مايه تلقيح آغازگر لاكتيكي مخلوط به محيط  5% -2
  .تلقيح شد ونستر كشت در شرايط كاملا

 به وتنظيم  10و 7،4متر بيوراكتور با بافرهاي   pH الكترود -3
  .د شمتصل بيوراكتور

 حسگر اكسيژن محلول از نظر وجود محلول الكتروليت -4
  .دش متصل و به بيوراكتوركنترل 

                                                 
1. Correlation charts 
2. Biotron 

سيليكوني به كف جهت تزريق ماده ضد كف  ضد  حسگر-5
  .شد متصل  و به بيوراكتوركنترل محيط كشت،

  . مسدود شدو خوراك   مسير تزريق سود و اسيد-6
  . قرار گرفت فيلتر هوا در مسير ورودي هوا و نمونه گير-7
    .تنظيم شددما   ترموستات از نظر ميزان آب و-8
  .د ش متصل  همزن در جايگاه مخصوص-9

  .دش متصل  كندانسورتعبيه شده در بالاي بيوراكتور-10
ليتر در  2 از طريق پمپ هوا  ميزان هوادهي محيط كشت-11

  .تنظيم شددقيقه 
   انجام شد بيوراكتور راه اندازي-12

 pHدماي اوليه 6/6 محيط كشت برابر با اوليه ، ºС 27  بوده و
 تنظيم  rpm180   و دور همزنСº 32دماي فرايند تخميردر 

   نتايج و بحث -3  .شد
   منحني رشد  3-1

آغـاز  )  µmax( 3شينه شدت رشد ويژه بي     مي دهدكه   نشان 1شكل
ــي  ــاده لاكتيك ــر س ــي  و h-1) (197/0گ ــوط لاكتيك ــازگر مخل   آغ

h-1)  (305/ 0 آغـازگر سـاده    به طوري كه مشخص اسـت       . است
   4 فـاز تـاخير رشـد      لاكتيكي نسبت به آغـازگر مخلـوط لاكتيكـي ،         

كوتاه تـر و شـدت رشـد        لگاريتمي رشد     و فاز  طولاني تري داشته  
آغـازگر مخلـوط      در مقابـل،    و اردد كمتـري    (µmax)ويژه بيـشينه    

 لگـاريتمي رشـد را   فاز وفاز تاخير رشد كوتاه تري داشته   لاكتيكي  
كـرده و از شـدت رشـد ويـژه بيـشينه             طـي    يدر زمان طولاني تر   
   .مي باشدبيشتري برخوردار 

  
  
  
  
  
  
  
  

 در محيط كشت    منحني رشد آغازگر لاكتيكي ساده و مخلوط1شكل 
MRS 

                                                 
3. Specific Growth Rate 
4. Lag phase   
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  يلدي استتوليد  3-2
 هر دو نوع آغازگر از ويژگي توليد دي          نشان مي دهد كه    2شكل

ــا روش گــاز  اســتيل برخوردارنــد  ــا انــدازه گيــري دي اســتيل ب ب
 درتيمارهـاي كـشت داده       معلوم شد كه    با سه تكرار   كروماتوگرافي

شده با آغازگر مخلوط لاكتيكي، ميزان توليـد دي اسـتيل بيـشتر از              
 در تيمارهـاي كـشت      1دول  طبـق ج ـ  . آغازگر ساده لاكتيكي است   

داده شده با آغازگر ساده لاكتيكي، ميانگين دي استيل توليـد شـده             
 486در محيط كشت بر پايه پودر آب پنير بدون افـزودن سـيترات              

 ـ ميلـي گـرم      719ر ليتر و با افـزودن سـيترات         بميلي گرم    ر ليتـر،   ب
 ـ ميلي گرم 248محيط كشت پودر شير پس چرخ بازسازي شده    ر ب

 ميلـي   51به طور ميـانگين      ام آر اس  در محيط كشت مرجع     ليتر و   
در تيمارهاي كشت داده شـده بـا آغـازگر           .گرم در ليتر بوده است    

مخلوط لاكتيكي، ميانگين دي استيل توليد شده در محيط كشت بر           
 ـ ميلي گرم    663پايه پودر آب پنير بدون افزودن سيترات         ر ليتـر و    ب

 پايـه   بـر  ليتـر، محـيط كـشت     ر  ب ميلي گرم    923با افزودن سيترات    
 ـ ميلـي گـرم      553پودر شير پس چرخ بازسازي شده        ر ليتـر و در     ب

 ـگرم   ميلي 88/81 به طور ميانگين     ام آراس محيط كشت مرجع     ر ب
 در  ميـزان توليـد دي اسـتيل      كه    نشان مي دهد    ها گزارش .ليتر بود 

 ppm 17 بـدون افـزودن سـيترات،         ام آر اس   محيط كشت مرجع  
ميـزان دي    اسـت كـه   شايان يـاد آوري      .]5 [تبوده اس  استيل   دي

  بـا   و شده در محيط كـشت حـاوي ضـايعات پكتينـي           استيل توليد 
لاكتوكوكــوس   ولوكونوســتوك كرمــوريسبــاكتري هــاي كــشت 
شـده   گـزارش  ppm 1700  دي اسـتي لاكتـيس     زيرگونه   لاكتيس
  . ]19 [       است
  
  
  
  
  
  
  
  
  

لاكتيكي ساده و منحني توليد دي استيل در آغازگر هاي   2شكل
  MRSمخلوط در محيط كشت  

  توليد توده سلولي  3-3
كه آغازگر مخلوط نسبت به آغـازگر       نشان داد    انجام شده    تحقيق

  پـس از   ساده در زمان مساوي توده سلولي بيشتري توليـد كـرده و           
آغازگر سـاده و     ميزان وزن خشك سلولي توده زيستي        ، ساعت 24

در  رليتر به دست آمد   ب گرم   38 و   88/24آغازگر مخلوط به ترتيب     
توليـد تـوده سـلولي را در محـيط كـشت             ميزانمحققين  حالي كه   

  لوكونوسـتوك مزانتروئيـدس    بـاكتري  با كـشت    و ام آر اس  مرجع  
بـا افـزودن     و4/0 ،سـيترات  افـزودن   بـدون  مزانتروئيدسزيرگونه  
غلظت توده سلولي   . كردند ميلي گرم بر ليتر گزارش       64/0سيترات  
در  nm600  منحني استاندارد جذب نوري در طول موجاز طريق 

   .]20[وزن خشك سلولي به دست آمد
   توليد دي استيل در تيمارهاي غني شده با سيترات 3-4

 توليد شده در     دي استيل   اندازه گيري ميزان   نتايج ،   1طبق جدول 
 نشان داد كه در محيط كشت        گازي  با روش كروماتوگرافي   تيمارها

آب پنير كه به آن نمك تـري سـديم سـيترات اضـافه              بر پايه پودر    
شد، ميزان توليد دي استيل بيشتر از ساير محيط هاي كشت بـود و           

 از ،علاوه بر اين آغازگر مخلوط لاكتيكي در محيط كـشت مـذكور           
 ها  گزارش. توانايي بيشتري جهت توليد دي استيل برخوردار است       

 لاكتيكـي بـه   يباكتري هـا سيترات سبب ترغيب نشان مي دهد كه     
  توليـــد دي اســـتيل شـــده و بـــه عنـــوان پـــيش ســـاز توليـــد 

 با وجـود  .  دي استيل در فراورده هاي لبني تخميري عمل مي كند         
شرايط هوادهي و با حضور اكسيژن كافي، افزودن نمـك سـيترات            

 ولـي   يابـد به محيط كشت توليد دي استيل و استوين افزايش مـي            
  شتربه زمــان تخميــربايــد توجــه داشــت كــه افــزودن ســيترات بيــ

 سيترات بـه دي اسـتيل       تبديل زيستي  طولاني تري نيازمند و بازده      
دليل كاهش توليـد دي اسـتيل، افـزايش    . و استوين كاهش مي يابد   

بـا افـزايش غلظـت      . اثربافري در غلظت هاي بالاي سيترات است      
، سـبب كنـد      pH افزايش مي يابـد و افـزايش         pHاوليه سيترات،   

 ،  pH بـا افـزايش      .مـي شـود    استولاكتات   -α شدن فعاليت آنزيم  
غلظت پيروات خارج سلولي كاهش مي يابد كه اين روند، فعاليت           

  . ]10[ از را كاهش مي دهدت استولاكتات سنت-αآنزيم 
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ميانگين ميزان دي استيل توليد شده در نمونه هاي حاصل  1جدول
  DY11از كشت آغازگر ساده

  

  
نتايج حاصله از آزمايش بهينه سازي طبق الگوي  3-5

  تاگوچي 
دهد كه ميزان توليد دي استيل  و اسـتوين بـا              نشان مي   ها گزارش

 در  30221لاكتـيس  زيرگونـه    لاكتوكوكوس لاكتـيس  كشت باكتري   
 17فاقد هر گونه افزودني به ترتيب       ،   ام آر اس   ت مرجع محيط كش 
تحقيـق  با توجـه بـه اينكـه     . ]5[است بوده  ppm 200 از و كمتر
 3  شكل هـاي   و 2طبق جدول شود   انجام مي   براي اولين بار   حاضر

                                                 
1. Lactococcus lactis subsp lactis 3022  
 

، با طراحي آزمايش ها طبق الگوي تاگوچي ، بهتـرين شـرايط              4و
 غازگر مخلوط لاكتيكي و   تخميربراي توليددي استيل با استفاده از آ      

   : شـامل در مرحلـه اول     محيط كـشت بـر پايـه پـودر آب پنيـر            در
  (3همـزن در سـطح   دور ،) درجه سـانتي گـراد  32 (2درسطح دما

rpm 180(،   2تري سديم سـيترات درسـطح) ـ گـرم  5    و)ليتـر  رب
، عواملاز نظر تاثير نسبي      و) رليترب گرم   6( 1ميزان گلوكز در سطح   

و   دمـا، ميـزان گلـوكز      و داراي بيشترين تـاثير    تري سديم سيترات  
  و3 طبـق جـدول    .به ترتيب داراي تاثير كمتـري هـستند       دورهمزن  

 براي توليد  در مرحله دوم بهترين شرايط تخمير     ،   6 و 5هاي  شكل  
كلريد مـس دو     ،) درصد   5 (3دي استيل، ميزان مايه تلقيح درسطح     

 4 (1سـطح ، خون گاوي در)رليتر بميلي گرم15 (1ظرفيتي درسطح
قـرار  ) رليتـر  ب  ميلـي ليتـر    6 (3درسطح آنزيم كاتالاز  و) ر ليتر بگرم  

، كلريد مـس دو ظرفيتـي داراي        عواملاز نظر تاثير نسبي      داشت و 
خـون گـاوي بـه       آنزيم كاتالاز، ميزان مايه تلقيح و      و بيشترين تاثير 

 درصد، ميزان   5ميزان مايه تلقيح     .ترتيب داراي تاثير كمتري هستند    
ر ليتر و بگرم  4 رليتر ، ميزان خون گاويب ميلي ليتر 6  كاتالازآنزيم

  .ليترمي باشد ربميلي گرم  15ميزان نمك كلريد مس دو ظرفيتي 
  

بهينه سازي طبق الگوي نتايج حاصل از آزمايش هاي   2جدول
  تاگوچي در مرحله اول

  

ف  
ردي

  

 
ت
كش

ط 
محي

وع 
ن

  

  دهآغازگر سا
 ±  ميانگين  
خطاي 

  (mg/l)استاندارد

  آغازگر مخلوط
 ±ميانگين 
خطاي 

 (mg/l)استاندارد

بر پايه   1
RSMP 

33/2±09/248  36/1±93/553  

2  

  
بر پايه 

پودر آب 
پنير 

بدون (
افزودن 
  )سيترات

  

25/4±64/486  25/2±20/663  

3  

بر پايه 
پودر آب 

با (پنير
افزودن 
  )سيترات

  

87/1±13/719  00/1±44/923  

مرجع   4
MRS  

44/1±25/51  93/0±88/81  

5  
  

آغاز گر 
  انبوه

42/4±36/1021  98/0±24/2863  

  عوامل
  شماره

  آزمايش

  دما
°C  

دور 
  همزن
rpm 

تري 
سديم 

سيترات 
g/l  

  گلوكز
g/l 

ميانگين ميزان دي 
 استيل توليد شده

 خطاي  ±
  استاندارد
mg/l  

1  30  75  2  6  33/2±66/521  

2  30  125  5  12  89/7±66/732  

3  30  180  10  20  65/4±568  

4  32  75  5  20  44/5±33/896  

5  32  125  10  6  35/4±33/860  

6  32  180  2  12  28/7±66/777  

7  37  75  10  12  45/6±33/552  

8  37  125  2  20  65/5±33/426  

9  37  180  5  6  33/5±893   
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52

53

54

55

56

57

58

59

A1 A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3 D1 D2 D3

  فاكتورها
 

  
  

                                                                              
    
  

  
تري سديم : Cدور همزن، : Bدما،  : A(   اثرات عمده عوامل  3شكل

  در سه سطح) گلوكز :  Dسيترات، 
     
  
  
  
  
  
  
  
 

ميزان تري سديم سيترات، دما، گلوكزو ( عامل 4تاثير نسبي  4شكل
  برميزان توليد دي استيل) دور همزن 

  
  
  
  
  
  

كلريد مس دوظرفيتي،   : Fمايه تلقيح ،  : E( اثر عمده عوامل   5شكل
G:  ، خون گاويH : در سه سطح) آنزيم كاتالاز  

  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  

  
  

درصد مايه ميزان كلريد مس، آنزيم كاتالاز، ( عامل 4تاثير نسبي  6شكل
  بر ميزان توليد دي استيل) تلقيح و خون گاوي

  
  

 نتايج حاصل از آزمايش هاي بهينه سازي طبق الگوي  3جدول
  تاگوچي در مرحله دوم

  

  
  
  

  عوامل
  

  شماره
  آزمايش

ميزان 
مايه 
تلقيح 

  )درصد(

كلريد 
 مس

mg/l  

خون 
  گاوي
g/l  

آنزيم 
  كاتالاز

ml  

ميانگين ميزان دي 
 ±استيل توليدشده 

  ستانداردخطاي ا
mg/l  

1  1  15  4  1  66/5±66/680  

2  1  25  8  4  89/7±66/549  

3  1  40  12  6  78/6±33/684  

4  3  15  8  6  56/8±66/749  

5  3  25  12  1  58/7±66/476  

6  3  40  4  4  45/3±33/578  

7  5  15  12  4  56/4±33/814  

8  5  25  4  6  87/7±66/773  

9  5  40  8  1  58/6 ±66/608  

0
5

10
15
20
25
30
35
40
45
50

تری سديم
سيترات

دما گلوکز دورهمزن خطا

54
54.5

55

55.5
56

56.5
57

57.5
58

E1 E2 E3 F2 F3 G1 G2 G3 H1 H2 H3

 عوامل

  عواملثر عمدهاا
 )درصد اثر گذاري(

0

5

10

15

20

25

30

35

40

د

کلريد مس آنزيم کاتالاز درصد مايه
تلقيح

خون گاوی  خطا

 عواملاثر عمده
 )درصد اثر گذاري(

در
هم
د س

ص
مل
عوا

 
 

در
هم
د س

ص
مل
عوا
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  و آهن پور فيرينتاثير نمك مس  6 -3
آنزيم دي  توليد  بر  مثبت   در شرايط هوادهي شده اثر       +Cu2 يون  
 را از   Aاز دارد و علاوه بر آن تـشكيل اسـتيل كـوآنزيم             تسنتاستيل  

ي لاكتيكـي را    بـاكتري هـا    رشـد    +Cu2.پيروات ترغيب مي كنـد      
  ترغيــب كــرده و باعــث افــزايش مــصرف گلــوكز شــده و توليــد 

بعلاوه توليـد دي اسـتيل    .  دي استيل و استوين را افزايش مي دهد       
بـر بيـشتر از      برا 10و استوين در محيط كشت حاوي پروتئين هـم          

پـژوهش  در   .]6 و 5[محيط كـشت فاقـد پـروتئين هـم مـي باشـد            
 ميلي گـرم    15افزودن نمك كلريد مس دو ظرفيتي  به ميزان          حاضر

نقش موثري در توليـد      گرم در ليتر     8به ميزان    و خون گاوي  ر ليتر ب
  .بهينه دي استيل دارد

 تاثير آنزيم كاتالاز 3-7 

رنـده الكتـرون و توليـد       عنـوان يـك پذي    ه   ب O2 توانايي مصرف    
H2O2      اثـر   و هـاي لاكتيكـي اسـت       از جمله ويژگيهـاي بـاكتري   

  با كاهش نرخ رشـد و توليـد اسـيد تحـت              H2O2 مهار كنندگي   
، مـاده   بـاكتري هـا    براي   H2O2. شرايط هوادهي شده همراه است    

دي استيل در طول فرايند كشت غيـر         توليد وسمي و كشنده است     
توليـد دي  فراينـد   لذا در طـول    شود  مهار مي  H2O2مداوم توسط   

آنزيم كاتالاز، مكمل محيط كشت اسـت و        . استيل بايد كاهش يابد   
 واحـد   4000بهترين غلظت آنزيم كاتـالاز بـراي توليـد دي اسـتيل           

به دليل اينكه افزودن آنزيم     .  ميلي ليتر محيط كشت است     ربكاتالاز  
  اسـتيل كاتالاز به محيط كشت سبب افزايش هزينه هاي توليـد دي            

 بـه  )  (1HBLجگر گاوي يكنواخـت شـده  مي توان از، دشو مي 
 افـزودن  تحقيـق حاضـر  در   .]21[دكـر  كاتالاز اسـتفاده  آنزيم  جاي  

 حاصـل  H2O2ر ليتر، با تجزيـه      ب  ميلي ليتر  6به ميزان   آنزيم كاتالاز 
 .شددي استيل  سبب توليد بهينهاز فرايند تخمير 

  pHنتايج حاصل از اندازه گيري   3-8     
 سرعت اسيدي شدن در محيط كشتي كه به آن سيترات افـزوده            
  شــده نــسبت بــه محــيط كــشتي كــه فاقــد ســيترات اســت كمتــر 

طبـق   . ]10[  به دليل اثـر بـافري سـيترات اسـت          " كه احتمالا  بوده
محيط كشت بـر پايـه پـودر آب          اسيديته و  pH ميانگين 4 جدول
  و بـدون   بـا  ( مخلـوط    با  كشت آغازگر هاي لاكتيكي ساده و        پنير

نشان دهنده اين است كه هر دو نـوع آغـازگر از         )  افزودن سيترات 

                                                 
1. Homogenized bovin liver 

و آغـازگر سـاده، محـيط     ويژگي توليد اسيد لاكتيـك برخوردارنـد    
به علاوه سرعت اسـيدي شـدن در         كشت را بيشتر اسيدي مي كند     

محيط كشتي كه به آن سيترات اضافه شده نسبت به محيط كـشتي             
  .متر استكه سيترات ندارد ك

   
 محيط كشت بر پايه پودر آب پنير pHميانگين    4جدول

 قبل و بعد از كشت

  
  نتايج حاصل از اندازه گيري خواص فيزيكي 3-9

 نتايج اندازه گيري خواص فيزيكي دي استيل توليد          5 در جدول 
 ميانگين وزن مخـصوص مـاده       . مي شود  ديده شده در شرايط بهينه   
 ، مـواد  389/1ص ضريب شكـست     شاخ،  90/0حاصل از استخراج    

 و از نظـر     -8/3، نقطـه انجمـاد       %3/74باقيمانده حاصل از تبخيـر      
 بـا توجـه بـه     . دادحلاليت در الكل ، محلول كاملاً شفاف تـشكيل          

اسـتيل كـه توسـط       دي دهنده طعم فيزيكي   هاي ويژگياستاندارد  
 2 مواد افزودنيدر موردFAO/WHO شترك م كميته متخصصين

ــده اســت  ــين ش ــتيل خــالص داراي وزن مخــصوص ،تعي   دي اس
g/ml96/0، ــست ــريب شك ــاخص ض ــه 393/1 -397/1  ش ، نقط
نظرحلاليت در الكل، محلـول كـاملاً شـفاف           و از  -4 تا   -2انجماد

استاندارد كـدكس ، ويژگـي هـا ي دي           در3 .]22[دهد تشكيل مي 

                                                 
2. Joint FAO/WHO Expert Committee On Food Additives 

ف
ردي

  
  شرح

 ±ميانگين 
خطاي 

  استاندارد
  52/6±52/1  قبل از كشت  1

2 
 پس از  PROBAT505پس از تلقيح آغازگر مخلوط

  )با افزودن سيترات( ساعت گرمخانه گذاري48
78/1±92/3  

3 
 پس از PROBAT505 پس از تلقيح آغازگر مخلوط

  )بدون افزودن سيترات( ساعت گرمخانه گذاري 48
23/0±80/3  

 سـاعت  48 پـس از    DY11 پس از تلقيح آغازگر ساده      4
  )با افزودن سيترات(گرمخانه گذاري 

13/1±73/3  

5 
 سـاعت   48 پـس از     DY11بعد از تلقيح آغازگر سـاده       

  )بدون افزودن سيترات(گرمخانه گذاري 
47/0±64/3  
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  مـواد  FAO/WHOتوسـط متخصـصين كميتـه مـشترك          استيل
 با توجه   .]23[ آن رسم شده است    IR طيف    و افزودني تعيين شده  

 در منحني عرض هـا و       1 به صورت درصد عبور    IRبه اينكه طيف    
 در محور طول ها رسم مي شـود، بـا مقايـسه             2بر حسب عدد موج   

پيك استاندارد معلوم شـد      آزمون  با    جذبي نمونه هاي مورد    طيف
، محـيط    MRSكه در مادة حاصل از استخراج محيطهـاي كـشت           

ودر آب پنير و محيط كشت پودر شير پس چرخ كه           كشت بر پايه پ   
با آغازگر ساده و آغازگر مخلوط كشت داده شده اند، گـروه هـاي              

عامل هاي كربونيل داراي ارتعـاش يـا پيـك          . كربونيل وجود دارند  
 مـاده   IR بوده و طيـف      cm-1 1750 -1650 جذبي قوي در ناحيه   

  بونيل عامل كر حاصل از استخراج كليه محيط هاي كشت وجود 
  كيفي  صورت    به  از آنجا كه آزمون مذكور. را اثبات مي كند

   در محدوده  شده  ثبت علائم شدت  ،     است گرفته  انجام 
  cm-11750-1650 عــدد مــوجي نيــز مويــد ميــزان عامــل هــاي 

كربونيلي است كه در محيط كشت بر پايـه پـودر آب پنيـر شـدت           
   .ده است مذكور از همه موارد بيشتر بوعلامت

  
مقدار كمي ويژگي هاي فيزيكي دي استيل توليد شده   5جدول

  در شرايط بهينه
  
  رديف

    خطاي استاندارد ±ميانگين   خواص فيزيكي

  90/0±44/0  وزن مخصوص  1
  381/1±11/0  انديس رفراكسيون  2
  كاملاً محلول در الكل  حلاليت در الكل  3
مواد باقيمانده حاصل از   4

  )يداريآزمون پا(تبخير
38/1±3/74٪  

  -8/3±18/0  نقطه انجماد  5
  نتايج حاصل از تخمير در بيوراكتور  3-11

در طول  pHغييراتت 7 شماره شكل طبق ،حاضر در تحقيق  
 آغازگر لاكتيكي مخلوط تلقيح شده با بيوراكتور تخميردر فرايند

)PROBAT 505( محيط كشت بر پايه   درملاحظه مي شود كه
مي رسد و  74/3به 6/6 از pH ساعت 24در مدت آب پنير  پودر

باكتري هاي لاكتيكي در طول  منحني رشد 8شماره شكل طبق 

                                                 
1. % Transmitance 
2. Wave Number 

يتري نشان داد كه در مدت زمان ل 10بيوراكتور فرايند تخمير در
ساعت فاز تاخير طي شده و پس از آن باكتري ها وارد  2حدود

 8در مدت  فاز لگاريتمي رشد فاز لگاريتمي رشد مي شوند و
ساعت وارد فاز 20پس از   باكتري هانهايتاً ساعت طي شده و
در طول فرايند تخمير دربيوراكتور  pH تغييرات.سكون مي شوند

 باكتري هاي لاكتيكي تلقيح شده با آغازگرلاكتيكي و منحني رشد
)ROBAT 505(  10و 9 در نمودار هايدر طول فرايند تخمير 

  نمونه  گازيماتوگرافيآناليز كرونمونه .نشان داده شده است
دي استيل در محيط كشت را نشان ميلي گرم بر ليتر 945وجود 

   .داد
  
  
  
  
  
  
  
   

 در طول فرايند تخمير در بيوراكتور تلقيح شده با pHتغييرات  7شكل
  آغازگر لاكتيكي مخلوط

 
  
  

        
  
  
  

 

   
منحني رشد باكتري هاي آغازگرلاكتيكي مخلوط در طول   8شكل 

  ير در بيوراكتورفرايند تخم
 

   نتيجه گيري -4
درجه  32ي استيل ، دماي دبراي توليد بهترين شرايط تخمير
  رليتر،ب  گرم6گلوكز ميزان ، rpm180 سانتي گراد، دورهمزن
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 5مايه تلقيح  ميزان  گرم درليتر،5 تري سديم سيترات ميزان
ليتر، ميزان خون  رب ليتر  ميلي6، ميزان آنزيم كاتالازحجميدرصد
ميلي  15ظرفيتي  رليترو ميزان نمك كلريد مس دو ب گرم4 گاوي
ي لاكتيكي در باكتري هامقايسه كشت  با.  به دست آمد ليتر برگرم

) كشت همزن دار(و غير استاتيك ) كشت ساكن(شرايط استاتيك 
مشخص شد كه ميزان توليد دي استيل در كشت همزن دار بيشتر 

اكسيژن اوليه افزايش مي از كشت ساكن است و هنگاميكه غلظت 
. يابد، توليد دي استيل و استوين در محيط كشت افزايش مي يابد

 استولاكتات -αاحتمالاً با افزايش غلظت اكسيژن، فعاليت آنزيم 
 اكسيداز افزايش مي يابد و اين مساله منجر به NADHاز و تسنت

دي استيل و تركيبات معطره تحت شرايط  افزايش توليد استوين و
 به علاوه آغازگر لاكتيكي مخلوط در .شود ادهي شده ميهو

مقايسه با آغازگر ساده از توانايي بيشتري در توليد اسيد لاكتيك 
 ساعت 48 محيط كشت را در مدت pHبرخوردار بوده و 

 نتايج اندازه .گرمخانه گذاري به مقدار بيشتري كاهش مي دهد
ط بهينه نشان گيري خواص فيزيكي دي استيل توليد شده در شراي

 فيزيكي در صورتي قابل اندازه گيري هستند كه دي عواملداد كه 
استيل توليد شده خالص سازي شود با توجه به اينكه در اين 
پژوهش عمل خالص سازي انجام نشده و تنها محلول حاصل از 
استخراج جهت آزمايش هاي بعدي مورد ارزيابي واقع شده است 

ي استيل توليد شده در محيط هاي خالص سازي د بررسي روش
  . توصيه مي گرددروش هاي پيشرفته دستگاهي كشت با 

  

   سپاسگزاري-5
زحمات خانم فاطمه تيموري، كارشناس محتـرم     از  به اين وسيله    

 دانشگاه تربيـت     دانشكده فني و مهندسي      آزمايشگاه بيوتكنولوژي 
صـميمانه    در انجـام پـژوهش حاضـر       همكاري مدرس تهران براي  
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Diacetyl Production in Batch Fermentation Process by 
Lactic Starter Cultures  
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In this research diacetyl production as a buttery flavor in food industries by Lactic Acid Bacteria (LAB), 
Lactococcus and Leuconostoc genus was investigated. Batch fermentation process accomplished on MRS 
(De Man, Rogosa and Sharpe medium) broth medium, medium based on whey powder and based on skim 
milk powder at different conditions of temperature, agitation speed, glucose as carbon source, tri-sodium 
citrate as precursor of diacetyl production, inoculum, catalase enzyme, bovin blood as heme protein source 
and CuCl2. Optimum conditions were determined for achivement of highest production yield.  This 
research indicated that the optimum fermentation conditions for diacetyl production by LAB were:32º C, 
180 rpm, glucose 6 g/l,tri-sodium citrate 5g/l, inoculun 5%, catalase enzyme 6 ml/l, bovin blood 4 g/l, 
CuCl2 15 mg/l. Finally, for production of diacetyl, a fermenter was used with 10 liter volume, inoculum 
size 5 % (v/v) with working volume of 6.5 liters. Agitation and temprature were maintained at 180 rpm 
and 32ºC, respectively. Diacetyl concentration under optimized condition in fermenter was obtained as 
945 mg/l.  

 
Key Words: Diacetyl, Batch Fermentation, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesentroides. 
Optimized production  
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