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  پژوهشی علمی

  

 در Lactococcus lactis NZ1330تولید گاما آمینو بوتریک اسید توسط 
   و مونوسدیم گلوتامات لجن لبنیحاويکشت  محیط

  
           ، 4فریده طباطبایی یزدي، 3علیرضا وسیعی، 2فلاح، فرشته 1بهروز علیزاده بهبهانی

  5، شهناز افشاریان 4مرتضويسیدعلی 
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 صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایرانمهندسی  گروه علوم و ،استاد -4
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  چکیده
-هاي فیزیولوژیکی مختلف در بدن است که با مهار تحریکات نـورون و ممانعـت از رسـیدن پیـام    ، مولکول زیست فعال با نقش )گابا(اسید   بوتریکگاما آمینو 

در پـژوهش حاضـر، امکـان تولیـد ایـن      . نقش موثري داردهاي مختلف زا، داراي خواص آرامش بخشی بوده و در درمان بیماري   هاي حاوي ترکیبات استرس   
، )درصـد  15 و 10، 5( سازي فرآیند تخمیر سه سطح از لجن لبنیبه منظور بهینه.  بررسی شدLactococcus lactis NZ1330 اسید آمینه توسط باکتري 

و پـس از تخمیـر، وجـود گابـا در محـیط کـشت بـه وسـیله          سـاعت انتخـاب شـد    72 و 48، 24هاي در زمان)  درصد1 و  5/0،  صفر( مونو سدیم گلوتامات  
 سـازي بهینـه نتایج . براي کمی سازي باندهاي موجود در کروماتوگرافی لایه نازك از روش اسپکتروفتومتري استفاده شد. بررسی شد کروماتوگرافی لایه نازك

 سـاعت  70و زمـان   درصـد مونوسـدیم گلوتامـات    7/0د لجن لبنی،درص2/11 درصد نشان داد تیمار بهینه شامل محیط کشت حاوي  95در سطح معنی داري     
توان بـه عنـوان سوبـستراي    بنابراین از این ترکیب محیط کشت می . باشدمی ppm 400 بوده و تحت این شرایط تولید گابا به میزان           C 32° تخمیر در دماي  

  . جهت تولید ترکیب دارویی و زیست فعال ارزشمند گابا استفاده کردمناسب 
  

  .، لجن سپراتور، مونوسدیم گلوتاماتلاکتیس لاکتوکوکوسگابا، : واژگان کلید
  

                                                             
 مسئول مکاتبات: tabatabai@um.ac.ir  
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  مقدمه -1
ــید  ــک اس ــا آمینوبوتیری ــیدهاي )GABA(1گام ، یکــی از آمینواس

ــامین    6ب غیرضــروري تــشکیل شــده از گلوتامیــک اســید و ویت
هـاي مغـز    گاما آمینوبوتیریک اسید تقریبا در تمـام بخـش        . باشد  می

 و از طریـق فعالیـت آنـزیم گلوتامیـک اسـید دي      شـود  یافـت مـی  
ــی  (GAD)2کربوکــسیلاز ــشکیل م ــی از GABA. شــود ت  یک

هاي عصبی مهارکننـده در دسـتگاه عـصبی     ترین انتقال دهنده   اصلی
باشد که از انتقال جریان از سلولی بـه سـلول دیگـر جلـوگیري        می
این ماده بـه دلیـل مهـار تحریکـات نـورون و ممانعـت از            .کندمی

زا، داراي خواص آرامـش  سیدن پیام هاي حاوي ترکیبات استرس     ر
ــاري     ــصبی، بیم ــتلالات ع ــان اخ ــوده و در درم ــشی ب ــاي بخ ه

 و به خصوص مالتیپـل  5 و اسکیزوفرنی4، تشنج، آلزایمر 3پارکینسون
ــوثري دارد 6اسکلروزوســیس ــش م ــی  .  نق ــل برخ ــین دلی ــه هم   ب

نوان یـک درمـان     توان از آن به ع    اند که می   پیشنهاد کرده  هاپژوهش
 متوجـه  پژوهـشگران  در حالی کـه برخـی      .]1[ طبیعی استفاده کرد  

تواند در مکانیزم بهبـود جراحـات دخالـت    اند که این ماده می    شده
اند که اسید گامـا آمینـو   برخی تحقیقات نشان داده  . ]2[ داشته باشد 

تواند در کاهش التهـاب مـوثر بـوده و در درمـان ایـن       بوتیریک می 
 UCLA7به عنوان مثال، مطالعـات حیـوانی        . ها مفید باشد  بیماري

ها بـا اسـید گامـا آمینـو بوتیریـک باعـث          نشان داد که تغذیه موش    
             هش علائــم آنکــاهش خطــر ابــتلا بــه آرتریــت روماتوئیــد و کــا 

 توسط کـویی و همکـاران       2018سال  بررسی دیگري در    . شودمی
تواند فعالیـت مـسیري را       می GABA کرد که مشخص  انجام شد   

گابـا بـه   . ]3[ که موجب التهاب مفاصل می شـود را کـاهش دهـد           
هـا و   صورت طبیعی در منابع گیاهی از جمله غلات، برخـی میـوه           

همچنین در انـسان توسـط دو       . حبوبات به میزان کمی وجود دارد     
ایزوفرم آنـزیم گلوتامـات دکربوکـسیلاز وابـسته بـه پیرودوکـسال             

شـود ولـی کمبـود اسـتروژن، روي،     فسفات به میزان نیاز تولید می  
هـاي غـذایی   سید سالیسیلیک و افزودنیها یا وجود ا  برخی ویتامین 

  . ]4[ شوندموجب مهار تولید گابا در بدن می

                                                             
1. Gamma aminobutyric acid 
2. Glutamic acid decarboxylase 
3. Parkinson 
4. Alzheimer's 
5.  Schizophrenia 
6.  Multiple Sclerosis 
7. University of California, Los Angeles 

ربوکسیلاسیون گلوتامیک اسـید بـه وسـیله آنـزیم          گابا از طریق دک   
  ناپـذیر تولیـد  گلوتامیک اسید دکربوکـسیلاز بـه صـورت برگـشت     

 از گلوتامیـک اسـید را سـرعت    GABAتولیـد  GAD  .شودمی
 . نیاز دارد 6 به ویتامین ب     GABAبخشد و براي تنظیم میزان        می

هـا،  ريها از جمله بـاکت    این آنزیم توسط بسیاري از میکروارگانیسم     
مطالعات زیادي وجود این آنزیم     . شودها و مخمرها تولید می    قارچ

گابـا محـصول    . دهنـد هاي اسید لاکتیک گزارش مـی     را در باکتري  
هـاي  نهایی دکربوکسیلاسیون اسید آمینه گلوتامیک اسید در باکتري    

 .]5[ استاسید لاکتیک 

هاي موجود از مهمترین باکتري (LAB) هاي اسید لاکتیکباکتري
اسـید لاکتیـک معمـولاً      هاي    باکتري . می باشد   بدن در فلور طبیعی  

ایـن  . غیر هوازي و غیر اسپورزا و در کل کوکسی یا باسیلی هستند      
ها بر اساس متابولیسم و مشخـصات فیزیکـی دسـته بنـدي           باکتري

هـا    زیه کننـده  ها در گیاهان بیشتر به عنوان تج      این باکتري . شوند  می
لاکتیک را  اسید  ها  طی فرایند تخمیر کربو هیدرات     حضور دارند و  

هایی براي توجیـه     مکانیسم .کنند  به عنوان محصول نهایی تولید می     
هـاي انـسان    هـا در بیمـاري    اثرات پیـشگیري کننـده و درمـانی آن        
توان به تولید ترکیبـات مهـار   پیشنهاد شده است که از آن جمله می     

 روده، تقویـت سیـستم ایمنـی، بلـوك     pHها، تعدیل  تريکننده باک 
ها و رقابت بـراي جـذب مـواد غـذایی        جایگاه هاي اتصال باکتري   

ی و   فعالیت ضد باکتریایی، به دلیل تولید اسید      .اشاره نمود  هـاي آلـ
-هاي تولیدي توسط بـاکتري    باکتریوسین. هیدروژن پراکسید است  

پپتیدي یا پروتئینـی  هاي اسید لاکتیک کوچک هستند و به صورت   
هـاي اسـید لاکتیـک      هاي بـاکتري  همچنین در برخی سویه   . هستند

  . ]6[ فعالیت ضد قارچی هم دیده شده است
ب  هاي  گونه  ،کرینـه بـاکتر   ،ائرومونـاس   ایـن خـانواده شـامل   غالـ

ــوك ــیلوس ،انتروکـ ــ ،لاکتوباسـ ــتوك، وسلاکتوکوکـ ، لئوکنوسـ
هاي   اي از باکتري    گروه عمده .باشد می استرپتوکوك  و پدیوکوکوس

اسید لاکتیک ضمن فواید متعدد تکنولوژیکی و توانـایی بـالقوه در     
ر سیـستم گوارشـی انـسان    ایجاد عطر و طعم قادر به بقا و رشـد د     

ایـن  . ]7[ بوده و اثرات مفیدي بر سلامتی مصرف کننـدگان دارنـد      
هـایی کـه چنـین ویژگـی          گانیـسم ها و دیگـر میکروار      گونه باکتري 

بـه عـلاوه    . شـوند   داشته باشند تحت عنوان پروبیوتیک تعریف می      
طور سنتی در تولیـد محـصولات لبنـی تخمیـري       ه  ها ب این باکتري 
  برخـوردار  "طور کلی ایمنه ب"شوند و از خصوصیت     استفاده می 
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ــندمــی ــاکتري .باش ــسیل  اســتفاده از ب ــا پتان ــاي اســیدلاکتیک ب ه
ی بهتــرین انتخــاب، نــه فقــط بــراي بــالا بــردن تعــداد  پروبیــوتیک
ــهــاي مفیــد در فــرآوردهمیکــروب عنــوان ههــاي غــذایی، بلکــه ب
  .]8[ باشدهاي سازگار طبیعی با محیط روده میمیکروب
هاي اسید لاکتیک هستند که قـبلاً       ، گروهی از باکتري   وسلاکتوکوک

 ـ.ها قـرار داشـتند    در گروه استرپتوکوك   یعنـی  بـوده   اتیو هوموفرمنت
بـا تغییـر   . کننـد  از تخمیـر گلـوکز تولیـد مـی     را فقط اسید لاکتیک  

، غلظـت گلـوکز و مـواد غـذایی          pHشرایط محیط کـشت ماننـد       
هـاي   هـا، کوکـسی   وس لاکتوکوک ـ.توان این ویژگی را تغییـر داد    می

گرم مثبت، کاتالاز منفی و غیر متحرکی هستند که بـه شـکل تـک،           
هـایی     گونـه  وس لاکتوکوک ـ .]9[ شوند  اي دیده می    جفت یا زنجیره  

گراد یـا پـایین تـر رشـد       درجه سانتی7توانند در دماي    دارد که می  
طور گسترده در صنعت لبنیات براي تولید     ه  ها ب   از لاکتوکوك . کنند

ایـن بـاکتري غیـر اسـپورزا،       . شود  محصولات تخمیري استفاده می   
یر متحرك و مزوفیل بوده و از نظر فعالیت، بی هـوازي اختیـاري      غ

ها را به اسید الکتیـک     است و توسط تخمیر لاکتیکی، کربوهیدرات     
هــاي لبنـی در تولیــد  کنــد، عـلاوه بــر تولیـد فـرآورده   تبـدیل مـی  

نیـز بـه کـار    ...  ها، سرکه، سوسیس و تی از قبیل نوشیدنی   لامحصو
ــاکتري. ]10[ رودمــی ــن ب ــونین،   ای ــه آرژینــین، متی ــراي رشــد ب ب

هـا بـه    توانـد از کربوهیـدرات    گلوتامات و والین نیاز دارنـد و مـی        
- از معـروف لاکتوکوکوس لاکتـیس  .عنوان منابع کربن استفاده کند  

 بـه صـورت     کـه  باشـد  متعلق به این خـانواده مـی       هايجنسترین  
 تخمیري و کفیـر  هایی نظیر ماست، پنیر، کره    وردهآسنتی در تهیه فر   

 GRAS1یابی شده،    ژنوم این باکتري کاملا توالی     .شوداستفاده می 
  .]10[ است فاقد اندوتوکسین  وبوده

هاي مختلـف در    يبا افزایش نیاز به منابع انرژي کم هزینه تکنولوژ        
هـا  یکـی از ایـن راه حـل       . پی حل مشکل کمبـود منـابع برآمدنـد        

استفاده از ضایعات کارخانجات مختلف در تولید محصولات مفید      
بـسیاري از ایـن منـابع حـاوي ترکیبـات           . و قابل استفاده می باشد    

-مـی ...  هـا و  ها، ویتامین   ها، پروتئین مختلف از جمله کربوهیدرات   

ن اســتفاده از ضــایعات صــنعت غــذا بــراي تولیــد  بنــابرای. باشــند
کـار مناسـبی بـراي     محصولات با ارزش مانند اسـیدهاي آمینـه راه        

از . رسـد مـی هاي تولید و اتلاف منابع غذایی به نظـر         کاهش هزینه 

                                                             
1. Generally recognized as safe 

هـاي  آنجایی که هزینه محیط کشت مناسب جهت تولید متابولیـت         
شد، بنـابراین   بامیکروبی عامل بسیار مهم در فرآیندهاي صنعتی می       

و بهبود بازده تولید محصول با اسـتفاده از          تراستفاده از منابع ارزان   
  .]11[ باشدسازي شرایط تخمیر امري ضروري میبهینه

از میان منابع مختلف، منبع کربن مانند لاکتوز، دکستروز، سوکروز،          
هـاي آن بـر     مالتوز، منبع ازت به خصوص گلوتامیک اسید و نمک        

هاي صـورت گرفتـه از      وهشژدر بیشتر پ  . تولید گابا موثرتر هستند   
هـاي  در محـیط کـشت   2درصدهاي مختلف مونوسدیم گلوتامـات  

  . ]12[ ه شده استمختلف به منظور تولید گابا استفاد
 بـا پتانـسیل    L. lactis NZ1330 در ایـن پـژوهش از بـاکتري   

جهت تولید اسـیدآمینه دارویـی گامـا آمینـو بوتریـک            وبیوتیکی  پر
 به منظور افـزایش رانـدمان تولیـد از     همچنین.اسید استفاده گردید  

  .نیز استفاده شد  در فرمولاسیون تخمیرمونوسدیم گلوتامات
  

  هامواد و روش -2
  سازي میکروارگانیسمفعال -2-1

 .Lد گابا از سویه در پژوهش حاضر به منظور بررسی توانایی تولی
lactis NZ1330  موجود در  تکموبیخریداري شده ازشرکت

صنایع غذایی، دانشکده   و مهندسی   کلکسیون میکروبی گروه علوم     
  . کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد استفاده شد

به منظور فعال سازي باکتري لیوفلیزه تحـت شـرایط اسـتریل زیـر          
 انتقال داده شد و در  M17 Brothهود  به محیط کشت استریل 

ــاي ــه مــدت  C 30° دم ــهســاعت  18ب ــدگرمخان . گــذاري گردی
 آگـار   M17میکروارگانیسم فعال شـده بـه سـطح محـیط کـشت     

 منتقـل شـد و در همـان شـرایط قبـل      درصـد گلـوکز   5/1حاوي 

عنـوان محـیط ذخیـره    از این محیط کشت بـه     . گذاري شد گرمخانه
  .]13[ هاي بعدي استفاده شدبراي آزمون

  آماده سازي محیط کشت -2-2
سـپراتور  . باشـد لجن لبنی ضایعات سپراتور کارخانجات لبنی مـی       

شـیر  . دهدجداسازي چربی شیر را بر اساس نیروي وزن انجام می          
ورودي به دستگاه از منافذ تنظـیم کننـده وارد صـفحات سـپراتور              

هاي چربـی و شـیر پـس    شده و در اثر نیروي گریز از مرکز گویچه   

                                                             
1. MSG 
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 مـورد اسـتفاده در ایـن        نیلجن لب . ]14[ شوندمیچرخ جداسازي   
هـاي  نمونـه . پژوهش، از کارخانه پگاه خراسان رضوي تهیه گردید       

 .درصـد آمـاده سـازي شـد     15 و 10، 5 هاي   در غلظت  لجن لبنی 
pHوگردید تنظیم 6 در حدود  اولیه   min5 در دماي °C90  بـه 

هاي غیـر محلـول و کـاهش بـار میکروبـی           منظور رسوب پروتئین  
مـرك آلمـان   مونوسدیم گلوتامات نیز از شرکت    .ده شد حرارت دا 

 درصد طبق طرح آمـاري   1 و   5/0،  صفرهاي   و در غلظت   تهیه شد 
 آمـاده سـازي   ml 50 تیمارها در حجم .به محیط کشت اضافه شد   

 اتـوکلاو   C° 121 در دمـاي       min 15 به مـدت     هانمونه ند و شد
  .ندشد
  تخمیر و تولید گاما آمینوبوتریک اسید -2-2

 میکرولیتـر  100فعال شده میـزان   L. lactis NZ1330از سویه 
محیط کـشت آمـاده شـده طبـق طـرح        ازml 5 به فالکون حاوي

 بازه هاي زمـانی مـشخص   در انتقال داده شد و pH =6آماري در 
 قـرار داده     C 32°  در دمـاي    در انکوباتور  ) ساعت 72 و   48،  24(

تیمـار بـا      و  شـده  هـاي مـذکور انجـام     در زمان نمونه برداري   . شد
مـشخص  لایـه نـازك   بالاترین میزان گابا بـه روش کرومـاتوگرافی    

  . گردید
شناسایی گابا به روش کروماتوگرافی لایـه     -2-4

  نازك
ــاري زمــانپــس از گذشــت  ، هــاي مــشخص شــده در طــرح آم

 و بـه  C° 4 در دمـاي    rpm 10000سوپرناتانت با دوري معادل 
ــان   ــدت زم ــد min 10م ــانتریفیوژ ش ــذف  .  س ــراي ح ــاه ب آنگ

 µ 22/0میکروارگانیسم هاي احتمالی، فاز رویی بـه وسـیله فیلتـر            
) F254 60( براي ارزیابی تولید گابا از پلیت سیلیکاژل. فیلتر شد

بـر طبـق   .   استفاده شـد cm 20×  20 با ابعاد )آلمان-مرك (فعال
، ابتدا پلیـت از یـک جهـت و بـه          )2013(روش کوك و همکاران     

 پایین به طور افقی با مداد خط کشی و با فواصـل             از cm 2فاصله  
سپس به وسیله لوله موئینه     . گذاري شد متر نقطه به طول یک سانتی   

در ایـن  .  ماکرولیتر از هر نمونه بر روي پلیت لکـه گـذاري شـد            2
هاي گابا خالص و محیط کشت بدون باکتري بـه          آزمون از محلول  

کرومـاتوگرافی لایـه    . ]15[ طور مجزا به عنوان کنترل استفاده شـد       
 آب بـه    - اسیداسـتیک  -هـاي بوتـانول   نازك  با اسـتفاده از حـلال       

 90 بـه مـدت      1 درصـد ناینهیـدرین    2/1 حاوي   2: 3: 5هاي  نسبت
 به  �70عملیات خشک کردن صفحات در دماي       . دقیقه انجام شد  

نقـاط بـه دسـت آمـده از گابـا و           .  دقیقه صورت گرفـت    80مدت  
ها تأییـد  ی توسط محلول استاندارد آن  گلوتامات به راحت  مونوسدیم

  .گردید
  TLCکمی سازي باندهاي  -2-5

 درصـد  75نقاط حاوي گابا بر صفحات، برش داده شد و به همراه      
 60 درصد سولفات مـس بـه مـدت          6/0حجمی اتانول و    /حجمی

. زن مخلـوط گردیـد   بر همrpm 50  با دورC 40°دقیقه در دماي 
هاي خوانده شد با توجه به جذب نانومتر   512جذب هر نمونه در     

خوانده شده توسط محلول حاوي گابا خـالص و رسـم نمـودار و       
معادله مربوطه، مقدار کمـی گابـاي موجـود در عـصاره تخمیـري              

از نمونه محلـول اتـانول و سـولفات مـس           (ها به دست آمد     نمونه
 .]16[) شدبراي صفر کردن اسپکتروفتومتر استفاده 

  طرح آماري -2-6
در این پژوهش از روش سطح پاسخ بـا اسـتفاده از طـرح مرکـب                
مرکزي به منظور بهینـه سـازي متغیرهـاي مـؤثر بـر متغیـر وابـسته         

 در ایـن مطالعـه اثـر      .اسـتفاده شـد   ) تولید گاما آمینوبوتریک اسید   (
شـش  . متغیرهاي مستقل در سه سطح مورد ارزیـابی قـرار گرفـت           

میـانگین  .  آزمـایش اسـتفاده شـد   نقطه مرکزي براي تخمین خطاي  
اسید آمینه گاما آمینوبوتریک اسید تولید شـده از دو مرتبـه تکـرار              
. هر آزمایش به عنوان متغیرهاي وابسته یا پاسخ در نظر گرفتـه شـد    

طـرح آمـاري گـزینش شـده و رابطــه مـدل مـورد اسـتفاده بــراي        
مـدل مـورد   . بینی، برازش شده و مورد ارزیـابی قـرار گرفـت      پیش

 RSMدر . ي درجـه دوم اسـت     عموماً رابطـه   RSM2تفاده در   اس
شـود کـه آثـار اصـلی و       براي هر متغیر وابسته مـدلی تعریـف مـی         

 .]17[ نمایدمتقابل فاکتورها را بر هر متغیر جداگانه بیان می
 

  نتایج و بحث -3
توسط وسـیعی   L. lactis NZ1330 سویهپتانسیل پروبیوتیکی 

 جهـت   .]13[  گردیـد  اثبـات  بررسـی و     2019در سال    و همکاران 
 انجـام آمیزي گـرم     رنگ  نیز  مورد بررسی  سویه خلوص   اطمینان از 

                                                             
1. Ninhydrin 
2. Response surface method 
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 نشان داده L. lactis NZ1330، نمایی از سویه 1 در شکل .شد
  .شده است

  

 
Fig 1 Optical microscope image of L. lactis NZ1330. 

 مهـاري در  ترین انتقال دهندة عـصبی  آمینو بوتیریک اسید مهم     گاما  
هاي   سیستم عصبی مرکزي است و نقش مهمی در هماهنگی شبکه         

انتقـال  . ]18[ کنـد   عصبی موضعی و عملکرد نواحی مغزي ایفا می       
 در مغز توسط مسیر متابولیکی خاصی بـه         GABAدهندة عصبی   

توانــد از ســد  شــود و نمــی ســاخته مــی GABA shunt نــام
ــونی ــد -خ ــور کن ــزي عب ــدة  GABA. مغ ــوع گیرن ــه ن  داراي س

GABAA  ،GABAB   و GABAC کلـی   طور  ه  باشد که ب     می 
. شـوند   بنـدي مـی     در دو گروه یونوتروپیک و متابوتروپیـک دسـته        

ــده ــاي  گیرن ــده GABAC و GABAAه ــوع گیرن ــاي   از ن ه
دار وابسته بـه      یونوتروپیک هستند که به صورت کانال یونی دریچه       

هـا، یـون کلـر     با اتصال لیگاند به این گیرنـده      . کنند  لیگاند عمل می  
تـر   انـسیل غـشاي سـلول را منفـی    شـود، پت  وارد سلول عصبی مـی   

. شـود  کند و در نتیجه مانع از ایجاد پتانـسیل عمـل جدیـد مـی          می
بر ثانویه باعـث      از طریق پیام   GABABهاي متابوتروپیک     گیرنده

کاهش ورود کلسیم به داخل سلول، افـزایش خـروج پتاسـیم و یـا      
. ]19[ شــوند   حلقــوي مـی 1کـاهش سـطح آدنــوزین مونوفـسفات   

خاصـی در   واحـد   بـا ترکیـب زیـر     GABAتغییرات بیان گیرندة    
تواند سبب ایجاد اخـتلالات عـصبی ماننـد     نواحی مختلف مغز می 

. شـود   اسکیزوفرنی، صرع، اضـطراب، اخـتلال خـواب و اوتیـسم            
مطالعه دیگري که توسط گـروه روانپزشـکی دانـشکده پزشـکان و      

راد مبـتلا بـه   جراحان دانشگاه کلمبیا انجـام شـد نـشان داد کـه اف ـ          
اختلال هراس و سابقه خانوادگی اختلالات خلقی و اضـطراب بـا            

  .]20[  در مغز خود مواجه بودندGABAکاهش غلظت 

                                                             
1. Cyclic adenosine monophosphate 

هـاي ایمـن هـستند کـه        هاي اسید لاکتیک میکروارگانیـسم    باکتري
ن آنزیم گلوتامـات دکربوکـسیلاز قابـل    ها به دلیل داشتبرخی از آن 

 هاي صورت گرفته  در پژوهش . استفاده در فرایند تولید گابا هستند     
ــاکتريمــشخص شــده اســت کــه  ــین ب ــک  از ب هــاي اســید لاکتی

ــا را داردلاکتوکوکــوس لاکتــیس  مــسیر  .]21[ قابلیــت تولیــد گاب
ــات در   ــسم گلوتام ــزیم LABکاتابولی ــی از آن ــط یک ــاي  توس ه

. شـود آمینوترانسفراز، دهیدروژناز یـا دکربوکسـسیلاز شـروع مـی         
ــا    ــشکیل آلف ــزیم اول ت ــت دو آن ــارات از -حاصــل فعالی کتوگلوت

ــت     ــا محــصول فعالی ــه گاب ــت، درحــالی ک ــید اس ــک اس گلوتامی
ارگیـري در  ترکیبات کربوهیـدراتی بـا قر    . دکربوکسیلازي می باشد  

چرخه کربس به آلفا کتوگلوتارات و آمونیاك تبدیل شده و سـپس            
ال گلوتامات بـه   . شوددر سیتوپلاسم سلول ال گلوتامات تولید می      

. شـود گلوتامیک اسید تبدیل مـی    دي گلوتامات و در نهایت به پلی      
گامـا آمینوبوتریـک اسـید       طی دکربوکسیلاسیون گلوتامیک اسـید،    

د گابا در فاز رشد باکتري آغاز شـده و نزدیـک        تولی. شودتولید می 
 ایـن میـزان     GADبه فاز سکون به دلیل افـزایش فعالیـت آنـزیم            

این آنزیم درون سلولی بوده که در پاسـخ بـه         . شودتولید بیشتر می  
  . ]22[ شودشرایط اسیدي تولید می

فعالیـت آنـزیم   تولید گابا در نتیجـه ي فراینـد تخمیـر سوبـسترا و       
GAD منـابع  . گیـرد د در باکتري لاکتیک اسید صورت مـی        موجو

مورد نیاز بـاکتري بـراي تولیـد گابـا شـامل منبـع اصـلی کـربن و               
و عناصر معدنی مانند آمونیوم سولفات،      ) گلوتامیک اسید (نیتروژن  

منیزیم سولفات، سدیم استات، منگنـز سـولفات، فریـک سـولفات       
 بـوده و  5 تـا  4 بهینـه تولیـد   pH. ندشـو موجب افزایش تولید می 

، )2010(لـی و همکـاران    .]23[ باشد می 40 تا   C° 30دماي بهینه   
سید تولیـد کننـده   به شناسایی و معرفی انواع باکتري هاي لاکتیک ا     

 در محـدوده    LABهاي  گابا پرداختند ومشخص کردند اکثر سویه     
pH 4   و دماي  5 تا  C° 30   و در حضور گلوتامیـک اسـید،        50 تا 

اسـکندري و    .]24[ انـد بالاترین میزان بازدهی تولید گابا را داشـته       
، از لجن لبنی به عنوان محیط کشت بـراي بهینـه      )1395(همکاران  

 Rhizobium  ازي تولیــد اگــزو پلــی ســاکارید توســط  ســ
radiobacter متغیرها در این طرح درصد لجـن  . استفاده کردند

لبنی غلظت کربنات کلسیم و زمـان گرمخانـه گـذاري بـوده و بـه                
ده سـلولی مـورد بررسـی       عنوان پاسخ درصد تولید متابولیت و تو      

 میـزان گابـاي     2007 کـیم و همکـاران در سـال          .]25[ قرار گرفت 
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گـزارش   ppm67/426 تولیدي در شیر سـویاي تخمیـر شـده را    
 گابــا طــی تخمیــر توســط ppm 79/97همچنــین میــزان . کردنــد

Bifidobacterium lactis ،Lactobacillus 
acidophilus  و Streptococcus thermophilus  گزارش

 که علت آن به وجود منبع کربن مناسب بـه همـراه منبـع      استشده
 .]26[ باشدمی) پروتئین سویا(ازت 

هـاي  هاي متعددي براي تشخیص اولیه تولید گابا در عـصاره    روش
هـا،  ها آنالیز اسـید آمینـه     از جمله این روش   . بیولوژیک وجود دارد  

کروماتوگرافی گازي، الکتروفورز، کرومـاتوگرافی مـایع بـا کـارایی       
بـا ایـن    . باشـد هاي طیف سنجی و اسپکتروفتومتري می     بالا، روش 
 به مراحل آماده سازي متعـدد نمونـه    هاي ذکر شده نیاز   حال روش 

 ضـمن   ایـن روش  با کمک   . ]27[ بر هستند دارد و پر هزینه و زمان     
، گاما آمینو بوتریک اسید بـا       شداینکه آنالیز در زمان کوتاهی انجام       

، نمـایی از  2 در شـکل     .شـد وضوح خوب و حساسیت بالا جـدا        
 نازك جهت تایید تولیـد گابـا نـشان داده شـده          کروماتوگرافی لایه 

  .است

 
Fig 2 TLC, A: pure GABA, B: represents the 
production of GABA, C: Optimized software 

treatment, D: monosodium glutamate. 
  

. اسـت   شـده  آورده ،1 در جـدول  تولید گابا    1نتایج آنالیز واریانس  
افزار ، تأثیر مدل پیشنهادي توسط نرم     شودمانگونه که مشاهده می   ه

 P-value و   F-valueلاي   با  مقادیر .بود داربراي تولید گابا معنی   
دار دهـد کـه مـدل پیـشنهادي معنـی         نشان می ) ˂0001/0p(پایین  

توانـد بـا    تولید گابا می  ) R2 =05/97(% درصد   97است و بیش از     

                                                             
1. Analysis of variance 

  .مدل کنونی توضیح داده شود
Table 1 Statistical analysis production of GABA 

Std. Dev. 4.02 R² 0.9934 
Mean 343.97 Adjusted R² 0.9904 

C.V. % 1.17 Predicted R² 0.9843 
  Adeq Precision 62.6528 

 
هـاي آمـاري اسـت و در    اي از تکنیک روش سطح پاسخ مجموعه  

که پاسخ مـورد نظـر توسـط     رودرایندهایی به کار می  بهینه سازي ف  
به دلیل اینکـه در ایـن   . گیردتعدادي از متغیرها تحت تأثیر قرار می

پژوهش بررسی آثار اصلی و متقابل فاکتورها مـدنظر بـود، از ایـن              
 همچنـین ارتبـاط بـین       .رو طرح آماري سطح پاسخ انتخـاب شـد        

جـدول   (1معادلـه   در  ) میزان گابـا  ( دست آمده ه  متغیرها و پاسخ ب   
، 2A اثـرات خطـی،   C و A ،B ،1در معادله  .  آورده شده است   )2
2B 2 وC اثرات مربعات و AC ،BC و ABاثرات متقابل است  .  

Table 2: Final equation in terms of coded factors 
(equation 1) 

 
نتایج آنالیز آماري تأثیر متقابل سه متغیر درصدهاي مختلـف لجـن            

 در سه بازه زمانی بر تولیـد گابـا نـشان داد کـه اثـر         MSGلبنی و   
 شـکل  .دارد داري بر گابا تولید شده    متقابل این دو متغیر تأثیر معنی     

 که با افزایش درصدهاي مختلف لجن لبنی تولیـد      دهد نشان می  ،3
گابا با شیب ملایمی افزایش یافت؛ و به دنبال آن با افزایش درصـد        

 درصد روند افزایش تولید گابـا بیـشتر بـود    14لجن لبنی تا حدود   
  .باشدکه به دلیل تاثیر منبع کربن بر افزاي بازده تخمیر می

لوتامـات در محـیط تخمیـر شـدت       با افزایش غلظت مونوسدیم گ    
 ،)2015(کـه بـا نتـایج وو و همکـاران            گابـا افـزایش یافـت      تولید

ایـن نتـایج در مطالعـه ژانـگ و همکـاران            . ]28[ همخوانی داشت 
افزایش تولید گابا در اثر افـزایش غلظـت      .  مشاهد شد  نیز ،)2015(

GABA = 
+368.02  
+36.65 A 
+17.55 B 
+18.45 C 
-0.6875 AB 
-8.44 AC 
+2.44 BC 
-19.53 A² 
-23.53 B² 
+6.97 C² 
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  نیـز مـشاهده شـده        LAB هـاي م گلوتامات در برخی سویه    سدی
 بیـان کردنـد کـه       ،)2010 (همچنین چانگ و همکاران   . ]29[ است

زایش یافتـه و ایـن   اسـید اف ـ   فعالیت این آنزیم با افزایش گلوتامیک     
کـو و همکـاران      .]30[ باشـد عامل مهمی در افزایش تولید گابا می      

 نیز تولید مقادیر بیشتر گابا در شیر سـویا و شـیر سـویاي         ،)2013(
سیاه نـسبت بـه سـویاي قرمـز را بـه دلیـل وجـود مقـادیر بـالاتر                    

  .]31[ ت دادنداسید در این دو نوع پروتئین نسب گلوتامیک

      

  
ّFig 3 Three-dimensional images of the effects of variables on GABAergic production. 

  
شود در غلظت لجـن لبنـی       مشاهده می ،  3همان طور که در شکل      

 حـالی  باشـد در  توجهی پایین می  پایین، میزان راندمان به طور قابل     
اي گونه که با افزایش غلظت لجن لبنی، سبب افزایش تولید شد به           

) سـاعت  70(ایـن حالـت در زمـان تخمیـر          که حداکثر تولیـد در      
در این حالت فاز تولید طولانی گردید و تولید آن بـا        . مشاهده شد 

با توجه به اینکه لجـن لبنـی        . افزایش درصد لجن لبنی بهبود یافت     
رسـد   به نظر می،نمایدانرژي و جزء اصلی براي تولید را فراهم می     

ف لجـن لبنـی در      تولید بالاتر با افزایش درصد لجن لبنی به مـصر         

  . ]32[ باشدمرتبط می) فاز سکون(بخش بعدي از کشت 
زده تولید، ترکیبات، سـاختار     منبع کربن به دلیل اثر مستقیم آن بر با        

تـرین ترکیـب محـیط کـشت مـورد           باکتریایی، مهـم   هاي ویژگی و
لاکتـوز کربوهیـدرات   . استفاده براي تولید متابولیت میکروبی است  
ترین عامل مغذي بـراي  اصلی موجود در لجن لبنی است که اصلی     

عنوان منبع کربن جایگزین جهـت رشـد و     رشد و تولید است و به     
 ،رسـد علـت اثـر منبـع کـربن بـر تولیـد          به نظر می  . باشدتولید می 

کـوك و همکـاران   . باشـد مـی نیازمندي زیاد سویه به منبـع کـربن         
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، با مقایسه منابع مختلف تولید کننـده گابـا بـه ایـن نتیجـه        )2014(
رسـیدند کــه اســتفاده از دانــه ســویا و مونــو ســدیم گلوتامــات و  

به عنـوان محـیط   ) کتوز لا وگلوکوز، مانوز (هایی مثل   کربوهیدرات
 در  .شـود میمنجر به تولید میزان بالاي گابا        LABپایه براي رشد    

این طرح براي آنالیز تولید گابا از روش کروماتوگرافی لایـه نـازك        
، تـاثیر ترکیبـات محـیط       )2010(شـن و وانـگ      . ]33[ استفاده شد 

بیـشترین میـزان    .  بررسـی کردنـد    LABکشت را بر رشد باکتري      
، مونـو سـدیم     )مـلاس ( تولید در محیط کشت حاوي منبع کـربن       

 60 درصد و سولفات منیزیوم بوده و میـزان تولیـد در     5وتامات  گل
 ppm40  حـدود  C° 32 در دماي5/5 اولیه pHتخمیر و ساعت 

  .]34[ بود
براساس نتایج به دست آمده لجن لبنی محیط مناسبی جهت رشـد          

هاي تخمیري نیـز اسـتفاده      توان از آن در کشت    باکتري بوده که می   
- اصـلی لاکتوز ترکیب عمده موجود در لجن لبنی است کـه     . نمود

بنـابراین  . ترین عامل مغذي براي رشد سلول بـاکتري بـوده اسـت          
تواند به عنوان محـیط کـشت پایـه جهـت رشـد و              این ترکیب می  

اسـکندري و   .تولیـد متابولیـت سـویه مـورد اسـتفاده قـرار گیـرد       
 R. radiobacter از لجن لبنـی بـراي رشـد    ،)1395(همکاران 

 را در ایـن محـیط کـشت        استفاده کردند و تولید اگزوپلی ساکارید     
 50میزان استفاده از لجن لبنی بـراي رشـد بـاکتري         . بررسی کردند 

 14 نیز بـا     1398 در پژوهش فلاح و همکاران در سال         .بوددرصد  
 ppm 400پودر لجن لبنی در محیط کشت مخلوط حدود         درصد

ماکزیمم تولید اسید آمینـه در فـاز لگـاریتمی رشـد      .گابا تولید شد 
بعد از آن باکتري وارد فاز سکون شده و       .  می شود  سلولی مشاهده 

محدودیت کربن، نیتـروژن، فـسفات و       . میزان تولید کمتر می شود    
. اکسیژن از عوامل مؤثر بر تبدیل منبع کربن بـه اسـید آمینـه اسـت          

هرچه نسبت کربن به نیتروژن کمتر بـاش تجزیـه سوبـسترا بیـشتر            
عنـوان  ن لبنی را به لج ،)2013( و همکاران    لاکرو .گیردصورت می 

مـورد  Rhizobium رشـد   یـک محـیط کـشت جـایگزین بـراي     
لبنـی  ها در غلظت لجن   حداکثر رشد همه سویه   . بررسی قرار دادند  

با توجـه بـه نتـایج بـه دسـت آمـده ایـن               .  درصد مشاهده شد   65
پژوهشگران بیان کردند، لجن لبنی شامل کازئین، لاکتـوز، چربـی،           

 و باشد و نـسبت بـه مـلاس      مواد آلی می  فسفر، نیتروژن، پتاسیم و     
اسـتفاده شـده بـود،     ریزوبیـوم  لجن فاضلاب که قبلاً بـراي رشـد  

   .استتري از فلزات و ترکیبات مضر داراي سطح پایین

منظـور تولیـد بیـشتر گابـا      اصلی اضافه شده به محـیط بـه      افزودنی
-گلوتامــات در لاکتیــک. باشـد شـامل مونوســدیم گلوتامـات مــی  

دکربوکسیلاز بـه گابـا     اسیدها به وسیلۀ آنزیم گلوتامیک    ياسیدباکتر
منظـور افـزایش    بنابراین لازم است این ترکیـب بـه       . شودتبدیل می 

با این حـال، مقـادیر      . غذایی افزوده شود  تولید گابا به محیط یا مادة     
اسید بـه دلیـل افـزایش بـیش از حـد فـشار          بسیار بالاي گلوتامیک  

-ولیسم باکتري و کاهش تولید گابا می      اسمزي، منجر به توقف متاب    

همچنین زمان استفاده از این افزودنـی در طـول تخمیـر بـر              . گردد
هاي مختلـف  باشد و براساس گزارشمیزان گاباي تولیدي مؤثر می    

مشخص شده اسـت کـه بهتـرین زمـان اسـتفاده از آن در ابتـداي                 
ی طبـق گـزارش   . ]35[ باشدمی) زمان صفر (تخمیر    و همکـاران  لـ

 درصـد   5/4صـفر تـا     گلوتامـات بـین     ، افزایش مونوسدیم  )2016(
  بنـابراین، در ایـن   .شـد مول گابـا   میلی 270صفر تا   منجر به تولید    
 درصد مونوسدیم گلوتامـات  1 و 5/0، صفردهاي صپژوهش از در 

هاي اسید لاکتیک به وسـیله      ساخت گابا در باکتري   . گردیداستفاده  
شـود و تولیـد گابـا بـه     آنزیم گلوتامات دکربوکـسیلاز کاتـالیز مـی      

م تولیـد آنـزی  . هـاي بیوشـیمیایی ایـن آنـزیم وابـسته اسـت       ویژگی
هـاي  گلوتامات دکربوکسیلاز در پاسخ به شرایط اسیدي در باکتري     

شود و تنها بر گلوتامـات بـه عنـوان سوبـسترا     اسید لاکتیک القا می   
دهد و در طـی ایـن فرآینـد آن را بـه گابـا و دي                واکنش انجام می  

گلوتامات به عنوان سوبـستراي آنـزیم،       . کنداکسید کربن تبدیل می   
بنـابراین  .  تولید گابـا در طـول تخمیـر اسـت      پارامتر اصلی موثر بر   

هـاي  افزودن گلوتامات به محیط تخمیر تولیـد گابـا را در بـاکتري             
  .]36[ دهدمولد گابا افزایش می

 زمان تخمیر عامل دیگري است کـه نقـش کلیـدي در تولیـد گابـا            
 24دهد که با افزایش زمان تخمیـر از   نشان می،3 نتایج شکل . اردد

ایـن  .  ساعت میزان گاباي تولیدي نیز افـزایش یافـت        72ساعت به   
دلیل افزایش تعداد بـاکتري و افـزایش بـازده تبـدیل      تواند به امر می 

بـا پـژوهش   مطالعه حاضر نتایج .   به گابا باشد   گلوتاماتمونوسدیم
فــلاح و همکــاران . مطابقــت داشــت ،)2017(کــیم و همکــاران 

 ساعت تخمیر در محـیط  120در زمان  گزارش کردند که     ،)1398(
   .شودمیتولید کشت حاوي لجن لبنی بیشترین میزان گابا 

گذاري عامل مهمی در تولیـد بیـشترین میـزان گابـا             دماي گرمخانه 
بر ثبات و فعالیت بیولوژیکی آنزیم، دما بـر تعـادل            علاوه. باشدمی

بیـشترین میـزان تبـدیل    . باشـد ترمودینامیکی واکنش نیز مـؤثر مـی   
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گلوتامات به گابا نیازمند بیشترین تـراکم سـلولی و دمـاي مناسـب       
 بیشترین میـزان    C 25-40°زارش شده است که در دماي       گ.محیط

بنابراین در تمام مراحل این پـژوهش از دمـاي          . گرددگابا تولید می  
°C 32 شد استفاده. 

 ppm400   گابـا نتایج فرآیند بهینه سازي نشان داد حداکثر تولیـد 
ــه   ــه ازشــرایط بهین ــوده ک  درصــد 7/0درصــد لجــن لبنــی،2/11ب
 C 32° ساعت تخمیـر در دمـاي      70ان  مونوسدیم گلوتامات و زم   

  . به دست آمد
  

  نتیجه گیري -4
تواند براي    در این پژوهش، مشخص شد که روش سطح پاسخ می         

 بـر  یافتن شرایط بهینه سامانه، بـا در نظـر گـرفتن متغیرهـاي مـؤثر          
هـاي  هـاي آمینـه بـا روش     تولید بسیاري از اسید    .دپاسخ به کار رو   

صـورت   بر بـوده بنـابراین در      هزینه ...مختلف شیمیایی، آنزیمی و     
تـوان  استفاده از مواد خام ارزان قیمـت بـه روش بیولـوژیکی، مـی       

به دلیل ماهیت بیولوژیکی    . هزینه تولید را تا حد زیادي کاهش داد       
 و اسـتفاده از سـویه پروبیـوتیکی    گاباي تولید شده در این پژوهش   

ا بـراي   آمینـه زمینـه ر    سـازي ایـن اسـید     توان بـا خـالص     می جدید
عـلاوه بـر    . فـراهم نمـود   جایگزینی با نوع شیمیایی در داروسازي       
توانـد بـه کـاهش اثـرات        این استفاده منطقی از پسماند صنعتی می      

  . کندمیزیست محیطی ناشی از صنایع لبنی کمک 
  

  تقدیر و تشکر -5
 در  49651مقاله حاضر مستخرج از طرح پژوهشی مصوب با کـد           

نویسندگان مقالـه بـر خـود لازم        . باشددانشگاه فردوسی مشهد می   
 دانشگاه فردوسی مشهد     و فناوري  دانند که از معاونت پژوهشی    می

هاي مـالی جهـت اجـراي ایـن طـرح پژوهـشی             به دلیل مساعدت  
  .صمیمانه تشکر و قدردانی نمایند
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Gamma Aminobutyric Acid (GABA) is a bioactive molecule with different physiological roles in the 
body that inhibits neuronal stimulation and inhibits the delivery of stress-containing messages, has a 
calming effect and is used to treat diseases. Different has an effective role. In the present study, the 
possibility of producing this amino acid by Lactococcus lactis NZ1330 was investigated. In order to 
optimize the fermentation process three levels of dairy sludge (5, 10 and 15%), monosodium glutamate 
(0, 0.5 and 1%) were selected at 24, 48 and 72 hours after fermentation. The presence of GABA in the 
culture medium was investigated by thin layer chromatography. Spectrophotometric method was used to 
quantify the bands present in thin-layer chromatography. Optimization results at 95% significance level 
showed that the optimum treatment consisted of medium containing 11.2% dairy sludge, 0.7% 
monosodium glutamate and 70 hours fermentation at 32 °C and under these conditions, GABA 
production was ppm. It's 400. Therefore, this combination of media can be used as a suitable substrate for 
the production of valuable GABA drug and bioactive compounds. 
 
Keywords: GABA, Lactococcus lactis, Dairy sludge, Monosodium glutamate. 
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