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  ، تبریز دانشگاه تبریزگروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشیار  - 3
  ، ارومیه دانشگاه ارومیهو صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، گروه علوم  استاد - 4
  ، ارومیهدانشگاه ارومیهگروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي،  استاد - 5

)14/05/98: رشیپذ خیتار  98/ 25/03:  افتیدر خیتار(  

  
 چکیده

 ضایعات کارخانجات با استفاده ازوسط دو باکتري پروبیوتیک تجاري هدف پژوهش حاضر بررسی عوامل موثر بر فرآیند تخمیر در تولید باکتریوسین ت
 و 6، 5( اولیه pH، )گراد درجه سانتی38 و 34، 30(دماي گرمخانه گذاري : شاملاز این رو اثر متغیرهاي مستقل . باشدمیلبنی به عنوان محیط کشت      

لاکتوباسـیلوس  (، نـوع بـاکتري پروبیوتیـک    ) درصـد 4 و 2صـفر،  (ر ، غلظـت عـصاره مخم ـ  ) سـاعت 48  و30، 12 (، مدت زمان گرمخانه گذاري   )7
اسـتفاده از طـرح پایـه کـاملاً     ) آب پنیر و پرمیات شـیر (و نوع محیط کشت  )BB12  لاکتیس زیرگونه بیفیدوباکتریوم انیمالیس وLA5 اسیدوفیلوس

 زمان گرمخانه گذازي و همچنین نوع محیط کشت بـر میـزان   نتایج نشان داد که دماي و. تصادفی به صورت آرایش فاکتوریل دو سطحی، بررسی شد  
ها اثر معنی داري بر میزان همچنین دما، غلظت عصاره مخمر، نوع محیط کشت و نوع کشت باکتري). >05/0p(باکتریوسین تولید اثر معنی دار داشت 

بر اسـاس نتـایج دمـاي گرمخانـه     ). >05/0p(نی دار داشت  اولیه و نوع محیط کشت بر مقدار پروتئین کل اثر مع pH). >05/0p(زیست توده داشت    
گذاري، مدت زمان گرمخانه گذاري، غلظت عصاره مخمر، نوع محیط کشت و نوع باکتري پروبیوتیک بر اسیدیته قابل تیتراسیون تأثیر معنی دار داشتند 

)05/0p<(. ،تراسیون به ترتیب در محدوده ، پروتئین کل و اسیدیته قابل تیزیست توده مقادیر فعالیت باکتریوسینAU/mL 10005000 تا،   g/L80/0 
 لاکتوباسیلوس اسـیدوفیلوس به طور کلی نتایج نشان داد که آب پنیر و باکتري  . متغیر بود41/1 تا  g/L 25/0  و92/351 تا mg/L  75/107،67/8تا 

LA5  بودندجهت تولید باکتریوسین محیط کشت و باکتري مناسب به ترتیب.  
  

       ،BB12 لاکتـیس   زیرگونـه انیمـالیس  بیفیـدوباکتریوم ، LA5 لاکتوباسـیلوس اسـیدوفیلوس   ،  ضـایعات لبنـی   باکتریوسـین،    :واژگان کلید
  تخمیر غیرمداوم

                                                             
 مسئول مکاتبات: rmokarram@tabrizu.ac.ir  
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  مقدمه -1
ها گروهی از پپتیدهاي زیست فعال خـارج سـلولی       باکتریوسین

در ریبـوزوم سـنتز شـده و     ها هستند کهمترشحه توسط باکتري
این پپتیـدهاي  . ها دارندضد میکروبی علیه دیگر باکتري   فعالیت  

 از نظر ي بیوشیمیایی متغیرهايکوچک مقاوم به حرارت ویژگی
داشته و بـسیاري   طیف فعالیت  و وزن مولکولی، مکانیسم عمل   

تولیـد   .]3  و2 ،1 [باشندها در محدوده نانومولار فعال می   از آن 
ex situ  اي خـالص و نیمـه   ه ـ، که شامل افـزودن باکتریوسـین

و یا استفاده از یک محصول   خالص به عنوان نگهدارنده غذایی    
 تولیـد کننـده   LAB یک یا چند گونـه       توسطقبلاً تخمیر شده    

هـاي   یکـی از راه  به عنوان افزودنی در مواد غذایی      ،باکتریوسین
ها ، باکتریوسیناین روش در .تولید این مواد ضد میکروبی است

د کننده در سوبستراي با درجه خوراکی       پس از کشت گونه تولی    
تواند به عنوان ماده تغلیظ شده، تا حدي خالص یا خـالص،       می

که به عنوان مواد نگهدارنده از نقطه نظر قوانین و مقـررات بـه              
         اضـافه شـود    تأیید برسد، به صورت افزودنی بـه مـواد غـذایی          

ــتفاده از   .]5  و4 ،2[ ــده در اسـ ــده عمـ ــدود کننـ عامـــل محـ
ها به عنوان نگهدارنده در مواد غـذایی بـازده پـایین      اکتریوسینب

بنـابراین، مـواد غـذایی      . ها در طی فرآوري غذا اسـت      تولید آن 
 بــه عنــوان ترکیبــات ضــد میکروبــی  ،هــاحــاوي باکتریوســین

 تولیـد   آغازگرهـاي رشـد    .]6[ نگهدارنده، گران قیمت هـستند    
،  چـرخ پـس  ، شـیر  باکتریوسـین در محیطـی ماننـد شـیر    کننده

  ، رویکردي براي استفاده از ایـن ترکیبـات اسـت    ...و  دکستروز  
  .]7  و2[

 95-85(آب پنیر محصول جـانبی عمـده صـنعت تولیـد پنیـر               
است، که شامل مایع شفاف مایل به سـبز      )  از حجم شیر   درصد

مواد مغـذي   . به دست آمده از شیر پس از رسوب کازئین است         
هـاي  ، پـروتئین )W/V  درصـد 5/4-5( مهم در آب پنیر لاکتوز

 است B هاي گروهو ویتامین )W/V درصد 8/0 -6/0( محلول
گـردد زیـرا    سالانه مقادیر زیادي آب پنیـر تولیـد مـی         .]8 و   7[

 کیلـوگرم آب پنیـر   9حدوداً به ازاي یک کیلوگرم پنیر تولیدي،      
پرمیات محصول جانبی مهم حاصل از فرآینـد    . آیدبه دست می  

ر در صنعت پنیرسـازي اسـت کـه حـاوي           اولترافیلتیراسیون شی 
هـاي  لاکتوز به عنوان اجـزاي عمـده، عـلاوه بـر آب، ویتـامین             

 80این محصول جـانبی در حـدود     . محلول و املاح شیر است    

 .]9[درصد لاکتوز اولیه از شیر فیلتر شده را حفظ کـرده اسـت        
، ولـی  هـستند آب پنیر زیست تخریب پـذیر  و  اگر چه پرمیات    

یط زیست به دلیل بالا بـودن نیـاز بیوشـیمیایی     مح درانتشار آن   
 میلـی گـرم بـر       48،000-40،000(به اکـسیژن آن     ) بیولوژیکی(

-80،000(و همچنـین اکـسیژن مـورد نیـاز شـیمیایی آن             ) لیتر
به طـور قابـل تـوجهی بـه آلـودگی      )  میلی گرم بر لیتر    95،000

اغلـب دفـع   . ]12 و 11، 10،  8[ شـود منجر مـی  محیط زیست   
ز به پیش تیمار گسترده و در نتیجـه منجـر بـه افـزایش       مؤثر نیا 
یکــی راه . گــرددمــیهــاي عملیــاتی در کارخانــه لبنــی هزینــه

 و  نویدبخش براي استفاده مستقیم از لاکتوز مبتنی بـر آب پنیـر           
هاي زیستی و یا بـه عبـارت بهتـر در         در تولید فرآورده   پرمیات

   .]14 و 13، 8[ فرآیندهاي بیوتکنولوژیکی است
 بهینـه سـازي     راي، ب ـ 2004و همکاران در سال     لادرا اولیویرا   ک

طـرح آمـاري   از  P40 باسیلوس فرمیسهاي تولید باکتریوسین
تولیـد  . فاکتوریل همراه با بهینه سـازي عـددي اسـتفاده کردنـد         

ر، باگـاس           باکتریوسین ابتدا در ضایعات مختلف ماننـد پـودر پـ
عنـوان محـیط کـشت    انگور، فیبر باقیمانده سویا و آب پنیر بـه      

در ادامه آب پنیـر بـه عنـوان محـیط     . مورد آزمایش قرار گرفت  
اولیه و غلظت آب  pHدما، ( کشت انتخاب شد و اثر سه متغیر   

تجزیه و تحلیـل آمـاري نتـایج        . مورد ارزیابی قرار گرفت   ) پنیر
نشان داد که در محدوده مورد مطالعه، سه متغیر داراي اثر قابـل   

حداکثر تولید باکتریوسـین    . تریوسین بودند توجهی در تولید باک   
 37 و   26 و درجـه حـرارت بـین         5/7 و   5/6اولیه بین    pH در

   ].15 [ گرم در لیتر بود70 غلظت آب پنیر وگراد درجه سانتی
 لاکتوکوکوس لاکتیس ، توانایی   2001و همکاران در سال     گوئرا  

-پـدیوکوکوس اسـیدي   و CECT 539 زیـر گونـه لاکتـیس   

را در تولیـد باکتریوسـین در آب    NRRL B-5627 لاکتیسی 
پنیر رقیق و غلیظ به صورت تخمیر ناپیوسته مورد بررسی قرار           

اگر چه آب پنیر باعث رشد و تولید باکتریوسین توسـط            . دادند
دو سویه شد، ولی هم زیست تـوده و هـم تولیـد باکتریوسـین           

کومـار   ].16[ براث بود  MRS کمتر از میزان به دست آمده در      
لاکتوباسـیلوس  ، توانایی پروبیوتیـک     2012 همکاران در سال     و

ــازئی ــتفاده از   LA-1 ک ــا اس ــد باکتریوســین ب ــراي تولی را ب
محصولات جانبی صنعتی، مانند آب پنیر، به عنـوان مکمـل در            

آب پنیر به عنوان تنها منبع کربن به        . محیط رشد، مطالعه کردند   
 ماننـد مـت  همراه دیگر اجزاي به جاي مـواد مغـذي گـران قی   
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MRS       براي تولید اقتصادي باکتریوسـین مـورد بررسـی قـرار
این تحقیق نشان داد که استفاده از آب پنیـر بـه عنـوان              . گرفت

 MRS جایگزینی مناسب براي محیط کشت گران قیمت مانند

است و براي کاهش هزینه در صنعت بـراي تولیـد محـصولات     
ابوعـامر   ].9[اشـد   بمتابولیت بیولوژیکی نوین امیدوار کننده می     

، تحقیقی را با هدف بررسی اثر شرایط رشـد بـر   2011در سال  
ــین    ــد باکتریوس ــت تولی ــداکثر فعالی ــاي ح ــیلوس ه لاکتوباس

 عملکرد باکتریوسین در محیط. انجام داد AA11 اسیدوفیلوس

M17           براث غنی شده با لاکتوز در مقایسه با سایر منابع کـربن
بع نیتروژن آلی بهینه براي تولید      من.  برابر بیشتر گردید   4حداقل  

و آوونـتس   ].17[بـود  )  درصـد 4(باکتریوسین عـصاره مخمـر    
-، رشد، متابولیسم و تولید باکتریوسـین  2004همکاران در سال    

هاي هفت سویه لاکتوباسیلوس از جمله پنج سویه پروبیوتیـک        
و محـیط   MRS تجاري را در طول تخمیـر در محـیط کـشت   

هـاي مـورد   سـویه .  بررسی کردند5/6ثابت  pH کشت شیر در
ــد از،   ــه عبارتن ــیدوفیلوس مطالع ــیلوس اس ،  ACCلاکتوباس

 لاکتوباسـیلوس کـازئی  ، IBB 801لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
Imunitas ،لاکتوباســــــیلوس کــــــازئی YIT 9029 ،

 و LA1 لاکتوباسیلوس جانسونی ، K7لاکتوباسیلوس گاسري 
هـاي مخلـوط   اگر چـه گونـه   ،GG لاکتوباسیلوس رامنوسوس
هـــاي مخلـــوط  نـــسبت بــه ســـویه لاکتوباســیلوس کـــازئی 

  سطوح بالاتر سـلول را در محـیط  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

MRS       تولید کردند، ولی میـزان باکتریوسـین قابـل تیتـر بـراي
 ].18 [ بالاتر بـود   لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس هاي مخلوط   گونه

 ایزوله بومی،   هايقابلیت ،2005در سال   هالامی و چاندراشکار    
را براي تولید مقادیر قابـل    C20لاکتیسی پدیوکوکوس اسیدي

در پرمیات آب پنیر مورد مطالعه قرار  C20  پدیوسین سنجش
 2بهینه سازي پرمیات آب پنیر همراه بـا عـصاره مخمـر           . دادند

   برابـر در گردیـد و فعالیـت   5/3 موجب رشـد سـلول   درصد

که معادل مقدار بـه  شد  C20 AU/mL  103×150 پدیوسین 
 براث تجـاري بـود     MRS دست آمده با رشد در محیط کشت      

]19.[  
ها و تولید باکتریوسـین و      هزینه منبع کربن براي رشد میکروب     

هاي خالص سازي باکتریوسین، عواملی هـستند       همچنین روش 
ها مؤثر بوده و تا حد      که به شدت بر قیمت تجاري باکتریوسین      

قیاس صنعتی در صنایع غذایی را تحت ها در مزیادي کاربرد آن

بنابراین استفاده از منابع کـربن ارزان قیمـت،    . دهدتأثیر قرار می  
- هاي که از فرآیندهاي صنعتی یا کشاورزي تولید میبه ویژه آن

هاي تولید باکتریوسین و تواند راهی براي کاهش هزینه شود، می 
مینه کاربرد هاي میکروبی فراهم کند و ز   همچنین سایر متابولیت  

 از  ].20 و   6[ نمایـد ها در صنایع غذایی را ایجاد می      گسترده آن 
بررسی اثر فاکتورهاي محیطی   این رو هدف از پژوهش حاضر،       

تولید متابولیت زیست فعال یعنـی باکتریوسـین        مهم و مؤثر در     
هاي خـالص   توسط کشت ) که متابولیت متناسب با رشد است     (

ــنس پروبیوتیــک پرکــاربرد د   ــنایع غــذایی یعنــی   دو ج رص
 زیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیس  و   لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 

  .  است شیر کشت آب پنیر و پرمیاتهايدر محیط لاکتیس
  

  هامواد و روش -2
  مواد -2-1

هاي باکتریـایی مـورد اسـتفاده در        گونه :هاي باکتریایی کشت
ــر ــژوهش حاضـ ــیدوفیلوس  پـ ــیلوس اسـ   وLA5 لاکتوباسـ

  محـصول BB12  لاکتـیس  زیرگونـه باکتریوم انیمـالیس بیفیـدو 
 Christian Hansen, DK-2970(شرکت کریستن هانسن 

Hørsholm, Denmark ( ،از شرکت پیشگامان پخش صدیق
. خریـداري شـد   در ایـران،  Chr. Hansenنمایندگی شـرکت  
، بـه  ATCC 19113 لیـستریا مونوسـیتوژنز  همچنین بـاکتري  

ه باکتریوسین، از انـستیتو پاسـتور       عنوان گونه نشانگر حساس ب    
 از کارخانجات لبنیات  شیرآب پنیر و پرمیات .تهیه گردیدایران 

هاي کشت میکروبی پودري بـه    محیط .واقع در ارومیه تهیه شد    
هـاي تولیـد کننـده در ایـران         شرح ذیل که از نمایندگی شرکت     

 Trypticبراث و آگار، RCA ،MRS ،خریداري خواهد شد

Soy Broth ، BHI  شرکت(پپتون واتر وMerck  آلمـان ، .(
سایر مـواد شـیمیایی      و   )شرکت زلال، کرج، ایران   (آب دیونیزه   

کلرید، کربنات سدیم، سولفات مـس   (III) آهن(آزمایشگاهی 
ــه ( ــنج آب ــید   )پ ــدیم، اس ــسید س ــارات، هیدروک ــیم تارت ، پتاس

 مـورد اسـتفاده   )، آلمـان Merck، هیدروکلریک، اتانول، متانول  
  .رفتندقرار گ

  هاروش -2-2
  آماده سازي محیط کشت -2-2-1
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به شرح زیر جهت  شیر  هر دو محیط کشت آب پنیر و پرمیات         
بـا اسـید    pH 5/4 پـس از تنظـیم  . شـد کـشت آمـاده سـازي    

گراد به مدت    درجه سانتی  121 نرمال، در دماي     5هیدروکلراید  
سـپس  . گردنـد ها دناتوره  دقیقه حرارت داده شد تا پروتئین   15

بـه مـدت     g  12000( سوب حاصله با استفاده از سانتریفیوژر
مورد مطالعه تنظیم  pH سوپرناتانت در. گردیدجدا )  دقیقه15

 دقیقـه اسـتریل   15 درجه سانتی گراد به مـدت       121شده و در    
  ].16[ شدگردیده و به عنوان محیط کشت استفاده 

  آماده سازي مایه تلقیح -2-2-2
یر بدون چربی تجاري در آب مقطر با         براي این منظور پودر ش    

 15 میلی لیتر آب مقطر حل و به مـدت   100 گرم در  12غلظت  
 5/2سـپس  . گراد استریل شـد    درجه سانتی  121دقیقه در دماي    

هاي باکتریایی آماده استفاده تولید شـده بـه روش        گرم از سلول  
 میلـی لیتـر محلـول فـوق حـل      100خشک کردن انجمادي در    

  ].21[ گردید
  تلقیح و کشت ناپیوسته -2-2-3

هاي مورد مطالعه مطابق طرح آماري به میزان   مایه تلقیح باکتري  
 50کشت ناپیوسته در ارلن مایر . گردیدمحیط کشت اضافه  % 3

 میلی لیتر از محیط کـشت در دمـاي مـورد    25میلی لیتر حاوي  
 مطالعه و در زمان مورد مطالعه بر حـسب سـاعت انجـام شـد              

]16.[  
  زیست تودهگیري ندازها -2-2-4

 OD600 با انـدازه گیـري    (g/L) ها باکتري زیست توده  برآورد  
با استفاده از اسپکتروفتومتر تک )  نانومتر600چگالی نوري در (

اسپکتروفوتومتر با محلول نرمـال سـالین       . گیري شد پرتو اندازه 
نمونه ها،  OD600. به عنوان نمونه مرجع تنظیم می شود% 85/0

 در مقابـل  OD600  و منحنـی کالیبراسـیون  هیـري شـد  انـدازه گ 
سـلول هـاي    . دی ـگرد رسـم    به شرح ذیـل    g/L) (زیست توده 

هاي پروبیوتیک از محیط کشت تخمیري بـا اسـتفاده از           باکتري
 محلـول نرمـال سـالین      با استفاده  باردو  سانتریفوژ جدا شده و     

پلت به دست آمده با اسـتفاده       سپس  . شد شستشو داده %  85/0
 در انتها یک رابطه خطی بین. آون خشک شده و وزن گردیداز 

OD600 زیست توده و) (g/L   و بـراي تخمـین   آمـد به دست 
  ].22[  مورد استفاده قرار گرفتزیست توده

  سنجش فعالیت ضد میکروبی باکتریوسین -2-2-5

براي ایـن  . هاي به روش رقت معیار تعیین شد  تیتر باکتریوسین 
رقیق اي رقیق سازي متوالی دو مرتبهروش منظور مایع رویی با     

. شـد ، مشخص ا روش انتشار در آگار و فعالیت هر رقت ب  شده
بـا اسـتفاده     Agar well diffusion method مطـابق روش 

بـه عنـوان    ATCC 19113 لیـستریا مونوسـیتوژنز  از باکتري 
ها توسط سانتریفوژ در    ابتدا سلول . باکتري نشانگر انجام گردید   

12،000 g    گراد جدا و مایع  درجه سانتی4 دقیقه در 30مدت
 )pH  5/6( مـولار  5با هیدروکسید سـدیم  رویی بدون سلول 

 میکرومتـر  22/0با استفاده از فیلتر با اندازه منافـذ  خنثی شده و  
 BHI   میلـی لیتـر از محـیط کـشت    15سپس . استریل گردید

یـک   از باکتري پاتوژن نـشانگر در  CFU/ml  107 آگارحاوي
هایی به قطـر  پلیت استریل ریخته و پس از جامد شدن، چاهک     

ــد  6 ــتریل ایجــاد ش ــر در شــرایط اس ــی مت ــه، .  میل  50در ادام
. میکرولیتر از رقت هاي مایع رویی در هر چاهک ریختـه شـد            

 2گراد به مـدت   درجه سانتی  4ها قبل از انکوبه شدن، در       پلیت
ی صورت گیرد، ساعت نگهداري گردیدند تا نفوذ کلی مایع روی

 24گـراد بـه مـدت     درجـه سـانتی  37و سپس در انکوباتور در    
فعالیت ضـد باکتریـایی بـا انـدازه      . ساعت گرمخانه گذاري شد   

هـا مـورد   در اطراف چاهـک ) میلی متر (گیري قطر مناطق مهار     
تیتـر باکتریوسـین بـه صـورت واحـدهاي           .بررسی قرار گرفت  

لاترین رقـت متقابـل   در هر میلی لیتر به عنوان بـا  (AU) مطلق
   ].25 و 24، 23 [گردیدمهار رشد سویه شاخص بیان 

  گیري محتواي پروتئین کلاندازه -2-2-6
غلظت کل پروتئین با استفاده از روش لوري تعیین گردید، در            
مخلوط مساوي ،  A  میلی لیتر از معرف    1 میلی لیتر از نمونه،      1
 در حـال کـه    کربنات سدیم به آرامی٪20محلول در حدود  : از

تکان دادن به محلول تارتارات سـولفات مـس اضـافه شـد تـا                
، )پـنج آبـه   ( درصد سـولفات مـس       1/0غلظت نهایی مشخص    

  80/0( کربنات سدیم، سود ٪10 درصد پتاسیم تارتارات، 21/0
-و آب مقطر، اضافه و اجازه داده ) درصد 10(  SDS، )نرمال

 )درجه سانتی گراد 20(  دقیقه در دماي اتاق10شد تا به مدت 
  B میلی لیتـر از معـرف  5/0سپس، . به صورت ایستا قرار گیرد

 قسمت آب 5فنل با  Folin-Ciocalteu  قسمت معرف یک(
 30پـس از    . گردیـد اضافه و بلافاصله مخلـوط      ) مقطر مخلوط 

در طـول   UV-vis دقیقه، جذب با اسـتفاده از اسـپکتروفتومتر  
  ].9 و 23[ نانومتر خوانده شد 750موج 
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  اندازه گیري اسیدیته قابل تیتراسیون 2-2-7
  مـولار 1/0براي این منظور تیتراسـیون بـا اسـتفاده از محلـول     

NaOH     انجام شد و به صورت درصد از اسـید لاکتیـک بیـان
    ].26[ گردید

  طرح و تحلیل آماري -2-3
طـرح پایـه کـاملاً     از بـا اسـتفاده  مطالعه از نوع تحلیلی بـود و  

 اولیـه  pHاثر  ،  ت آرایش فاکتوریل دو سطحی    تصادفی به صور  
، )گـراد درجـه سـانتی    38 و   34،  30 ( تخمیر يدما،  )7 و   6،  5(

 ، غلظت عصاره مخمر)ساعت 48 تا 12 (زمان گرمخانه گذاري
لاکتوباسـیلوس   (نوع باکتري پروبیوتیک ،  )درصد 4و   2صفر،  (

  لاکتیس زیرگونه بیفیدوباکتریوم انیمالیس  و LA5 اسیدوفیلوس
BB12(    و نوع محیط کشت)بررسـی  ) آب پنیر و پرمیات شیر

هـا بـا   هاي آن کنش فاکتورها و بر هم    يدار معنی بررسی اثر . شد
 05/0به روش تجزیه واریانس در سطح    استفاده از توزیع فیشر   

≤ αطــرح و تحلیــل آمــاري و .   مــورد ارزیــابی قــرار گرفــت
 Design Expertهمچنـین رسـم نمودارهـا بـا نـرم افـزار       

v10.0.4.0  )Stat-Ease Int. Co., Minneapolis, 

MN, USA( شدانجام .  
  

 نتایج و بحث -3

  اثر متغیرهاي مستقل بر تولید زیست توده - 3-1
  تودهثرات پارامترهاي مورد بررسی بر روي زیست ا1شکل 

  بیفیدوباکتریوم انیمالیس وLA5 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
با . دهدنشان می طول تخمیر دررا  BB12  لاکتیسزیرگونه

توجه به نتایج، دما، غلظت عصاره مخمر، نوع محیط کشت و 
 توده نوع کشت باکتري ها اثر معنی داري بر میزان زیست

با  اولیه pH  اثر متقابلشایان ذکر است که). >05/0p(داشت 
 تولید موثر زیست تودهدما و نوع باکتري پروبیوتیک بر میزان 

 هر دو باکتري پروبیوتیک با زیست توده). >05/0p(بود 
گوئرا  .)a -1شکل  (فتافزایش غلظت عصاره مخمر افزایش یا

لاکتوکوکوس  نشان دادند که رشد 2001و همکاران در سال 
 به طور عمده توسط منبع ازت مورد استفاده تحت تآثیر لاکتیس

-  درجه سانتی30افزایش درجه حرارت از ]. 16[قرار گرفت 

 زیست تودهگراد موجب افزایش  درجه سانتی38گراد تا 

BB12 و LA5 1شکل ( شد - b(.   همانطور که در شکل
، زیست 5 بالاتر از pH، در )c -1شکل ( نشان داده شده است

، pH  5با این وجود، در . یابدتوده با افزایش دماي افزایش می
 pHاگر چه با افزایش . افزایش دما تاثیري بر زیست توده ندارد

  پرمیات شیرثابت بود، درآب پنیر  در زیست توده، 7 تا 5از 
 بین pHدهد که در علاوه بر این، شکل نشان می. افزایش یافت

با .  بود پرمیات شیر بالاتر از آب پنیرتوده در ، زیست57/5 تا 5
 پرمیات  درزیست توده، 7 تا pH 75/5این حال، در محدوده 

 آب ر دBB12 زیست توده چه راگ.  بود آب پنیر بالاتر ازشیر
 LA5بود، میزان زیست توده   پرمیات شیربالاتر از آن درپنیر 

. )d - 1شکل  (نداشت  پرمیات شیر و آب پنیرهیچ تغییري در
یکی از عوامل مهم که بر بقاي سویه هاي باکتري پروبیوتیک در 

 pH است، بطوري که بقاء در pHمواد غذایی تأثیر می گذارد، 
کاهش در زنده مانی  ].27[ ن، محدود استهاي پایی

 در پرمیات به دلیل محتواي لاکتوز بیفیدوباکتریوم لاکتیس
بالاتر پرمیات نسبت به آب پنیر است که در اثر فرآیند تخمیر 

 نسبت به آب پنیر pHباعث افزایش اسیدیته و کاهش بیشتر 
، در مطالعه 2012و همکاران در سال مرحمتی زاده . می گردد

لاکتوباسیلوس د در مورد تاثیر پرمیات بر رشد و زنده ماندن خو
 در تولید نوشیدنی هاي بیفیدوباکتریوم بیفیدوم و اسیدوفیلوس

آنها گزارش . غذایی پروبیوتیک، به نتایج مشابه دست یافتند
 B پایین براي pHکردند اثر ضد باکتري و مهار کننده 

 اسیلوس اسیدوفیلوسلاکتوب قوي تر از بیفیدوباکتریوم بیفیدوم
است و به نظر می رسد که در طول زمان ذخیره سازي و فرآیند 

بیفیدوباکتریوم  موجب کاهش رشد pHافزایش تخمیر، کاهش 
و همکاران در جایالایتا در تحقیقی که  ].28[ می شودبیفیدوم 

 انجام دادند، نتایج مشابه بود و مقاومت 2012سال 
حیط معده بیشتر از سایر گونه  در ملاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

 .]29 [ گزارش شدبیفیدوباکتریوم لاکتیسها از جمله 
پروبیوتیک ها اغلب زنده مانی ضعیفی محصولات لبنی 

دهد، کاهش زنده مانی باکتري هاي تخمیري نشان می
پروبیوتیک و بقاي ضعیف آن در طی زمان نگهداري و نیز 

سیدي توسط محققان هاي ناشی از افزایش اکاهش در اثر آسیب
  ]. 33 و 32 و 31، 30[ گزارش شده است
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Fig 1 Effect of the studied factors on the biomass producion by LA5 and BB12 

  اثر متغیرهاي مستقل بر تولید باکتریوسین - 3-2
بر اساس نتایج، دماي و زمان گرمخانه گذازي و همچنین نـوع          

وسین تولیـد اثـر معنـی دار داشـت     محیط کشت بر میزان باکتری  
)05/0p<.(      2 همانطور که در شکل- a  شود رابطه   مشاهده می

مستقیم بین دماي گرمخانه گذاري و میزان باکتریوسـین تولیـد            
وجود دراد و با افزایش دماي گرمخانه گذاري میزان باکتریوسن 

ولی میزان باکتریوسـن تولیـدي بـا    . تولیدي نیز افزایش می یابد  
مان گرمخانه گذاري رابطه عکس دارد، بـه طـوري کـه            مدت ز 

 سـاعت گرمخانـه گـذاري،       12میزان تولید باکتریوسین پس از      
میزان .  ساعت گرمخانه گذاري بود48بیشتر از میزان آن پس از  

تولید باکتریوسین با افزایش غلظت عصاره مخمر از صفر درصد 
، c -2مطابق با شکل    ). b -2شکل  ( درصد افزایش یافت     4به  

 میزان باکتریوسـین تولیـدي بـا افـزایش دمـا در محـیط کـشت           

 افـزایش    آب پنیـر    ثابت بود ولی در محیط کـشت       پرمیات شیر 
 نـشان داده شـده     d -2همچنین همانطور کـه در شـکل        . یافت

 بـا افـزایش     BB12است، مقدار باکتریوسـین تولیـدي توسـط         
غلظت عصاره مخمر ثابت بـود ولـی میـزان تولیـد آن توسـط                

LA5   ــت ــزایش یاف ــر اف ــصاره مخم ــت ع ــازیش غلظ ــا اف .  ب
باکتریوسین بوسیله عوامـل فیزیکـی و شـیمیایی ماننـد درجـه              

 و ترکیـب شـیمیایی      pHحرارت رشد، زمان گرمخانه گذاري،      
درجه حـرارت و زمـان      . گیردمحیط کشت تحت تأثیر قرار می     

ــد     ــل در تولی ــؤثرترین عوام ــوب از م ــذاري مطل ــه گ گرمخان
انـواع و مقـادیر     . اي هر گونه تعیین شـده اسـت       باکتریوسین بر 

هـاي معـدنی نقـش    مختلف منابع کربن، نیتروژن آلـی و نمـک        
تأثیر شرایط فرآیند بر    . کنندمهمی در ترشح باکتریوسین ایفا می     

روي تولید و فعالیت باکتریوسین مهم بوده و نیاز به بهینه شدن         
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محققان قبلی اختلاف بین دماي مطلوب انکوباسیون بـراي    دارد
کومـار و  . ]20 و 17[ را نـشان دادنـد   باکتریوسینرشد و تولید   

 درجه سانتی گـراد     35 گزارش دادند که دماي      2012همکاران،  
  وLA-1 لاکتوباسیلوس کازئی  باکتریوسین توسط براي تولید 

 تفاوت در اما. مطلوب بود GO5  زیرگونه هاي میکروکوکوس
 گـزارش شـده    یـسین  ن دماي مطلوب براي ارگانیسم هاي تولید     

 ها، تولیـد    باکتریوسینبه عنوان متابولیت هاي اولیه،      . ]9 [است
، در پایان این فاز یا در آغـاز فـاز ثابـت،         لگاریتمی شده در فاز  

بنـابراین، حـداکثر فعالیـت باکتریوسـین هـا          . حداکثر می شوند  
        سـاعت تخمیـر مـشاهده       12 تـا    10معمولا در فاصـله زمـانی       

 بـر اسـاس مطالعـه    ].14[ می شود و پس از آن کاهش می یابد    
 جـایگزین بـراي      محیط کـشت    را بعنوان یک   آب پنیر قبلی که   

 آن بـا عـصاره   غنی سازي  استفاده کردند،  باکتریوسین ها تولید  
از آنجـا کـه عـصاره مخمـر میـزان       ].20[ روري است ض مخمر

 اسیدهاي آزاد و پپتیدهاي کوتـاه را فـراهم مـی            زیادي از آمینو  
و  تیروموروگـان  .]17[ کند و رشد باکتري را افزایش می دهـد        

توصیف کرد که غلظت عصاره مخمر یکـی        ) 2015. (همکاران
 است و غلظت بـالاي عـصاره        باکتریوسیناز عوامل مهم تولید     

  ].34[  مناسب استباکتریوسینمخمر براي تولید 

  
Fig 2 Effect of the studied factors on the bacteriosins production by LA5 and BB12 

اثر متغیرهاي مستقل بر محتواي پروتئین  - 3-3
  کل

و  اولیه pH، )3( و مطابق شکل به دست آمدهبر اساس نتایج 
پروتئین کل اثر معنی دار داشت مقدار بر نوع محیط کشت 

)05/0p<( بطوري که با افزایش ،pHمقدار پروتئین 7 به 5ز  ا ،
 همچنین بر اساس نتایج ).b و a -3شکل (کل افزایش می یابد 

 اولیه و زمان pH اولیه و دماي گرمخانه گذاري، pHاثر متقابل 
 اولیه و نوع محیط کشت بر میزان pHگرمخانه گذاري، 

 و a ،b - 3شکل ، که در )>05/0p(پروتئین کل معنی دار بود 
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c زایش با اف. مشخص استpH اولیه و افزایش دما مقدار 
 38تولید پروتئین افزایش می یابد که این افزایش در دماي 

 - 3شکل ( درجه سانتی گراد بود 30درجه سانتی گراد بیشتر از 
a .( پروتئین کل افزایش می   مقدار مدت زمان تخمیرافزایشبا

 بود  ساعت48 بیشتر از ساعت 12 یابد ولی میزان آن پس از
 آب  اولیه مقدار پروتئین کل درpHزایش با ف). b -3 شکل(

 مقدار آن ثابت باقی  پرمیات شیر افزایش می یابد ولی درپنیر
  مقدار پروتئین میزان پروتئین کل در6 تا 5 اولیه pHدر . ماند

، میزان pHبا افزایش .  بود آب پنیر بیشتر ازپرمیات شیر
از محیط کشت پروتئین  کل در محیط کشت آب پنیر بیشتر 

شایان ذکر . پرمیات بود که با نتایج سایر محققان مطابقت دارد
است اثر متقابل غلظت عصاره مخمر با نوع محیط کشت بر 

بر ). d - 3شکل ( )>05/0p(میزان پروتئین کل معنی دار بود 
 بالاترین 2005شتی در سال و مک سو اساس نتیجه مطالعه 

و کمترین   زمان کشت ساعت از16محتواي پروتئین پس از 
 .مشاهده شد  ساعت از زمان کشت48محتواي پروتئین پس از 

 16این محققین اظهار کردند مقدار پروتئین افزایش یافته پس از 

ساعت با افزایش فعالیت آنزیمی همراه بود که در نتیجه افزایش 
هاي افزایش رشد پروبیوتیک. سنتز آنزیم توضیح داده می شود

در اثر افزایش میزان منبع نیتروژن، ناشی از عصاره مورد استفاده 
پروتئین هاي عمده (هاي موجود در آب پنیر مخمر و پروتئین

لاکتوآلبومین به همراه -αدر آب پنیر، بتا لاکتوگلوبولین و 
منجر به فعالیت بالاي پروتئینازهاي ) کازئین است- βباقیمانده 

 لول می شودغیر اختصاصی و در نتیجه افزایش پروتئین مح
 گزارش کردند، نوع 2013 و همکاران در سال مادوریرا. ]35[

مایه تلقیح باکتریایی بر محتواي پروتئین تأثیر معنی دار 
علاوه بر این، نتایج آنها اثر تفاوت معنی دار در طول . گذاشت

مطابق یافته هاي . ]36 [زمان ذخیره سازي را نیز نشان داد
، در طول فرآیند تخمیر، 2006 و همکاران در سال ویرتانن

پروتئین هاي شیر توسط پروتئاز هاي خارج سلولی باکتري 
هاي اسید لاکتیک هیدرولیز شده و در نتیجه محتواي پروتئین 

نتایج آنها نشان داد که مقدار اسیدهاي . کل افزایش می یابد
 آمینه آزاد، آزاد شده در طول تخمیر بستگی به نوع باکتري دارد

]37[. 

 
Fig 3 Effect of the studied factors on the total protein content of cultivation media 
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اثر متغیرهاي مـستقل بـر اسـیدیته قابـل           -3-4
  تیتراسیون

بر اساس نتایج دماي گرمخانه گـذاري، مـدت زمـان گرمخانـه         
گذاري، غلظت عصاره مخمر، نوع محیط کشت و نوع بـاکتري        

یته قابل تیتراسـیون تـأثیر معنـی دار داشـتند        پروبیوتیک بر اسید  
)05/0p< .(دمـا و   نتایج، اثر متقابـل  بر اساس شایان ذکر است

زمان گرمخانه گذاري، دماي گرمخانـه گـذاري و نـوع محـیط             
کشت و نیز دماي گرمخانه گذاري و نوع باکتري پروبیوتیک از          

ري افزایش اسیدیته پـارامت  ).>05/0p(نظر آماري معنی دار بود 
است که نشان دهنده عملکرد تخمیر یک کشت میکروبی است     

 با افزایش دما و زمان گرمخانه  الف و ب-4مطابق شکل . ]15[
گذاري و نیز غلظت عصاره مخمـر، اسـیدیته قابـل تیتراسـیون             

اسیدیته قابل تیتراسیون در محیط     افزایش  میزان  . بایدافزایش می 
 دلیـل وجـود منـابع    بـه . کشت آب پنیر بیـشتر از پرمیـات بـود     

ها بیشتر نیتروژنی زیاد در آب پنیر، میزان رشد و فعالیت باکتري
. بوده و در نتیجه موجب افزایش اسیدیته قابل تیتراسیون شـدند    

بـر  کـه   2015و همکاران در سـال  پیریرا  نتایج مشابهی توسط
روي تولیـد نوشـیدنی تخمیــري بـا تلقـیح دانــه هـاي کفیــر و      

ي کنـسانتره پـروتئین آب پنیـر مـایع و     پروبیوتیک هـاي تجـار    
ایشان بیان . پرمیات هاي مطالعه کرده بودند، گزارش شده است     

کردند در نوشیدنی هاي تخمیري بـا پرمیـات اولترافیلتراسـیون           
تغلیظ شده، داراي اسیدیته بسیار کمتـري نـسبت بـه کنـسانتره             

ــستند  ــر ه ــایع آب پنی ــروتئین م ــیون  . پ ــل تیتراس ــیدیته قاب اس
ــدو ــدومبیفیـ ــا  باکتریوم بیفیـ ــسه بـ ــیلوس  در مقایـ لاکتوباسـ

 اسـید   بیفیـدوباکتریوم بیفیـدوم   زیـرا   .  بیـشتر بـود    اسیدوفیلوس
نمایـد   تولید مـی 2: 3استیک و اسید لاکتیک را در نسبت مولی     

 هموفرمنتاتیو بوده و فقط اسید لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسولی 
 ].33 [کندلاکتیک تولید می

 
Fig 4 Effects of the studied factors on titratable acidity of cultivation media  
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   بهینه سازي عددي-3-5
جهت پیدا کردن شرایط بهینه تولید باکتریوسین از روش بهینـه           

. گردیـد سازي عددي و به دست آوردن تابع مطلوبیت استفاده          
براي این منظور بیـشینه مقـدار باکتریوسـین و پـروتئین کـل و               

. کمینه مقدار اسیدیته قابل تیتراسیون در نظر گرفته شد  همچنین  
جهت تولید باکتریوسـین عبـارت از   شرایط بهینه به دست آمده   

pH    درجـه سـانتی   38، دماي گرمخانـه گـذاري   7 اولیه حدود 
 4 ساعت، غلظت عصاره مخمر 12گراد، زمان گرمخانه گذاري 

ــاکتري     ــر و ب ــشت آب پنی ــیط ک ــد، مح ــیلوس درص لاکتوباس
  .بود 86/0 شد، که داراي مطلوبیت دوفیلوساسی
  

  نتیجه گیري -4
باکتریوسین ها، پپتیدهاي کوچک تولیـدي توسـط بـاکتري هـا            
هستند که امروزه به عنوان نگهدارنده طبیعی به طور گسترده در    

با توجه بـه اهمیـت   . مورد استفاده قرار می گیرندصنایع غذایی  
از   تولید آن ها استفادهتولید باکتریوسین ها و کاهش هزینه هاي

ضایعات کارخانجات لبنی به عنوان محیط کشت پایه و بررسی     
. اثر فاکتورهاي موثر بر فرآیند تخمیر ضروري به نظر می رسـد        

 درجـه   38 و   34،  30(در این راستا اثر دماي گرمخانه گـذاري         
، مــدت زمــان گرمخانــه )7 و 6، 5( اولیــه pH، )ســانتی گــراد

 4 و 2صفر، (، غلظت عصاره مخمر     )عت سا 48 تا   12(گذاري  
آب پنیر و (و نوع محیط کشت  ، نوع باکتري پروبیوتیک)درصد

نتایج نـشان داد  . در تولید باکتریوسین بررسی شد    ) پرمیات شیر 
که دماي و زمان گرمخانه گذازي و همچنین نوع محیط کـشت    

. ي بـود  میـزان باکتریوسـین تولیـد     مهمترین فاکتورهاي موثر بر     
، پروتئین کل و اسیدیته  زیست توده  فعالیت باکتریوسین،    مقادیر

 ،5000 تاAU/mL 1000قابل تیتراسیون به ترتیب در محدوده 
  g/L80/0 67/8 تا،mg/L  75/107 و92/351 تا  g/L 25/0 

 در این مطالعه رابطه بـین رشـد و بیوسـنتز       . متغیر بود  41/1تا    
بولیــت اولیــه تا متولیــدســینتیک . باکتریوسـین نــشان داده شــد 

داراي بیـشترین مقـدار     باکتریوسین در پایان مرحله رشد نمایی       
رشـد  م  ه ـ. یابـد کـاهش مـی    در طـول فـاز ثابـت         سپسو  بود  

یوسین توسط اسید لاکتیک و افزایش تولید باکترهم میکروبی و  
به طور کلی نتایج نـشان داد کـه آب پنیـر و     .اسیدیته مهار شد

  بـه ترتیـب محـیط        LA5 سلاکتوباسیلوس اسیدوفیلو باکتري  
  .بودندکشت و باکتري مناسب جهت تولید باکتریوسین 

  

   قدردانی-5
نویسندگان لازم می دانند از دانشگاه تبریز به دلیل حمایت مالی 

شـماره  ( کمـال قـدردانی را داشـته باشـند     پـروژه در انجام این    
  ). 10/01/1396د، تاریخ /1853/39
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The purpose of this study was to investigate the factors affecting the fermentation process in the 
production of bacteriosin by two commercial probiotic bacteria in dairy factories effluents as a culture 
medium. Therefore, the effect of independent variables, including incubation temperature (30, 34 and 
38 °C), initial pH (5, 6 and 7), duration of incubation (12, 30 and 48 hours), yeast extract 
concentration (0, 2 and 4 %), probiotic bacterial species (L. acidophilus LA5 and B. animalis subsp. 
lactis BB12) and culture medium (cheese whey and milk permeate) was studied using a completely 
randomized design with two-level factorial arrangement. The results showed that the temperature and 
time of incubation as well as the culture medium had a significant effect on bacteriosin production 
(p<0.05). Also, temperature, yeast extract concentration, culture medium type and culture of bacteria 
had a significant effect on biomass (p<0.05). Initial pH and culture medium had a significant effect on 
total protein content (p<0.05). Based on the results of incubation temperature, duration of incubation, 
yeast extract concentration, type of culture medium and type of probiotic bacteria had a significant 
effect on the titratable acidity (p<0.05). The levels of bacteriosin activity, biomass, total protein, and 
titratable acidity were in the range of 1000 to 5000 AU/mL, 0.80 to 8.67 g/L, 107.75 to 351.92 mg/L 
and 0.25 to 1.41 g/L, respectively. In general, the results showed that cheese whey and L. acidophilus 
LA5 is the suitable culture medium and bacterium for producing bacteriosin, respectively. 
  
Key words: Bacteriocin, Dairy effluents, Lactobacillus acidophilus LA5, Bifidobacterium animalis 
subsp. lactis BB12, Batch fermentation 
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