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Abstract 

Background & Objectives: Probiotics play a very important role in improving the normal intestinal 

flora and inhibit the growth of harmful bacteria in the gastrointestinal tract and are also important 

for therapeutic purposes. This study aimed to optimize biomass production by Lactobacillus 

rhamnosus ATCC53103 (GG) using the experimental design process. 

Materials and Methods: In this study, the probiotic bacterium Lactobacillus rhamnosus was used. 

Plackett-Burman design method was used for the optimization. Fermentations in basal and  

optimized cultures were performed in 1300 liter Parspad Company's fermenters. 

Results: The results showed that beet molasses, glucose, and casein have the greatest effect on  

biomass production by Lactobacillus rhamnosus. Glucose with casein and beet molasses have a 

synergistic effect and increasing the concentration of glucose with increasing the concentration of 

two other factors increases the production of the biomass. Based on the results obtained, after  

optimization, the optimal culture medium for biomass production by Lactobacillus rhamnosus has 

the following compounds g/L-1: glucose 112.50, beet molasses 56.25, casein 18.75, yeast extract 

18.75, K2HPO4 13.13, Tween 80 1.88, MgSO4. 7H2O 0.3750, MnSO4. 4H2O 0.0750, CaCl2. 2H2O  

0.1875 and Simethicone1.25. The biomass production in optimized conditions was increased more 

than 2-folds higher than the basal medium. 

Conclusion: Biomass production by Lactobacillus rhamnosus on a semi-industrial scale was  

carried out in 1300 liters fermentors. Therefore, the results of this study can be used in the  

industrial production of Lactobacillus rhamnosus biomass. Also, commercial production under 

fed-batch and continuous culture conditions is recommended. 
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 صنعتی   در سطح نیمه لاکتوباسیلوس رامنوسوسپروبیوتیک  توده باکتری سازی تولید زیست بهینه

 4میرساسان میرپور ،9، محمدرضا فاضلی4*محمد فایزی قاسمی ،9مریم آرمند
 دانشیار، دانشکده علوم، پايه دانشگاه 2دانشجوي دكتري، گروه میکروبیولوژي، دانشکده علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلامی واحد لاهیجان، لاهیجان، ايران. 1

 استاد، گروه كنترل دارو و غذا، دانشکده داروسازي، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ايران. 3آزاد اسلامی واحد لاهیجان، لاهیجان، ايران. 
  استاديار، دانشکده علوم، پايه دانشگاه آزاد اسلامی واحد لاهیجان، لاهیجان، ايران.4

 چکیده

هاي مضر در دستگاه  پروبیوتیک نقش بسیار مهمی در بهبود فلور طبیعی روده داشته و مانع رشد باكتريهاي  باكتريسابقه و هدف: 

باكتري توده  تولید زيستسازي  باشند. هدف از اين مطالعه بهینه گوارش شده و از نظر اهداف دارويی و درمانی داراي اهمیت می

 .طراحی آزمون است استفاده از روش با  Lactobacillus rhamnosus(GG ATCC53103)لاكتوباسیلوس رامنوسوس 

از روش طراحی  سازي منظور بهینه استفاده شد. به لاكتوباسیلوس رامنوسوس در اين تحقیق از باكتري پروبیوتیکها:  مواد و روش

 شركت پارس پاد انجام شد. لیتري 1311در فرمانتور شده  برمن استفاده گرديد. تمام كشت هاي محیط پايه و بهینه-پلاكت

لاكتوباسیلوس رامنوسوس توده  ملاس چغندرقند، گلوكز و كازئین بیشترين اثر را در تولید زيست  نتايج نشان داد كه منابعها:  يافته

سازي،  شوند. پس از بهینه توده می افزايی داشته و موجب افزايش تولید زيست گلوكز با كازئین و ملاس چغندرقند اثر هم .دارند

عصاره مخمر ، 17281كازئین ، 12221ملاس چغندرقند ، 112211گلوكز   :محیط كشت داراي مقادير تركیبات زير به ازاي گرم در لیتر

17281 ،4HPO2K  13213 ، 1277  71تويین،  O2H7.4MgSO  123811 ،O2H4.4MnSO  121811 ،O2H2.2CaCl  121781  سايمتیکن و

توده بیشتر از دو برابر نسبت  میزان زيستمشخص گرديد.  لاكتوباسیلوس رامنوسوس توده توسط منظور تولید بهترين زيست به 1221

 به شرايط محیط كشت پايه افزايش پیدا كرد.

لیتري، امکان  1311صنعتی درفرمانتور  در سطح نیمه لاكتوباسیلوس رامنوسوستوده باكتري  با توجه به تولید زيستگیري:  نتیجه

صورت صنعتی در شرايط  همچنین كشت اين باكتري به  وجود خواهد داشت.لاكتوباسیلوس رامنوسوس توده  تولید صنعتی زيست

 شود. عنوان يک پروبیوتیک تجاري پیشنهاد می كشت ناپیوسته تغذيه شونده و متداوم به

 سازي، پروبیوتیک. برمن، بهینه -طراحی پلاكت، لاكتوباسیلوس رامنوسوس،  طراحی آزمونواژگان كلیدي: 

 1311شهريورماه پذيرش براي چاپ:   1311خردادماه دريافت مقاله: 

 *( آدرس براي مکاتبه: لاهیجان، دانشگاه آزاد اسلامی واحد لاهیجان، گروه میکککروبکیکولکوژي.

 faezi@liau.ac.irپست الکترونیک:        11342231142تلفن:  

 م دمه     

استفاده از پروبیوتیک ها براي افزايش سلامتی و بهبود عملککرد                                                          

(. هکمکچکنکیکن افکزودن                  1دستگاه گوارش سابقه طولانی دارد                                 

پروبیوتیک ها به مواد غذايی ت ثیرات مفیدي بر سلامت انسکان                                                        

از جمله كاهش كلسترول خون، بهبود عملکرد دستگاه گوارش،                                                      

تقويت سیستم ايمنی بدن و كاهش خطر ابتلا به سرطکان روده                                                     

هاي       بزر  دارد. سه مکانیسم اصلی براي اثرات سودمند باكتري                                                   

اولین مکانیکسکم ايکن                     (.    2شده است             پروبیوتیک در نظر گرفته                      

توانند پاتوژن هاي مقیم را                             است كه بعضی از پروبیوتیک ها می                              

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نويسندگان محفوظ است. اين مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خکلاقکانکه  
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاري فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیاي میکروب



 مريم آرمند و همکارانصنعتی.  در سطح نیمهلاكتوباسیلوس رامنوسوس توده باكتري پروبیوتیک  سازي تولید زيست بهینه .1311ها، سال سیزدهم شماره سوم پايیز  دنیاي میکروب

 

 

204 

آزار روده             طور مستقیم يا از طريق ت ثیر روي میکروبیکوم بکی                                              به  

(. دومین مکانیسم اين اسکت كکه بکرخکی                                  3و     2    حذف كنند          

هاي پروبیوتیک موجب افزايش مقاومت سطو  موكوسکی                                                سويه    

 kB Nuclearرسان مانند فاكکتکور مکركکزي                         هاي پیام          با تغییر راه            

factor  kB)                                      مکیکتکوژنکی         ( و يا از طريق مسیر وابسته به فعالیت

 (Mitogen-activated protein kinase  MAPK)پروت ین كیناز             

( كه اين فرايند موجب افزايش ترشح موكکوس                                        4كنند          عم  می      

 (.    2    و     1شکود         هکا مکی       يا افزايش اتصکال مکحکککم سکلکول                         

 هاي پروبکیکوتکیکک مکوجکب تکغکیکیکر                            سوم اينکه بیشتر سويه                    

 .   شکونکد      هاي ايمنی و اثرات مو عی و سیستماتکیکک مکی                                        پاس     

هکاي       هاي پروبیوتیک و سکلکول                      ها بین باكتري               بسیاري از واكنش               

 مکلکککولکی كکه تکحکت                 ارهکاي     اپتلیال روده بکا سکاخکت                    

 هکا    عنوان الگوهاي ملکولی هکمکراه شکونکده بکا مکیکککروب                                          

)Microbe-associated molecular patterns  MAMPs)         انجکام

هاي اختصاصکی مکانکنکد                     شود. اين ملکول ها توسط گیرنده                               می  

 شکونکد        شناسايکی مکی            (Toll-like receptors(گیرنده شبیه تول                 

تکريکن        يکککی از وسکیکع             لاكتوباسیلوس رامنوسوس                    (.      7و     8    

هاي پروبیوتیک مورداستفاده است. بکه عکلکت داشکتکن                                               سويه    

خصوصیاتی مانند مقاومت به اسید و صفرا، وي گی رشد خکوب                                                     

عکنکوان يکک            اي به       و  رفیت مناسب اتصال به لايه اپیتلیال روده                                        

 (.    11و     1باكتري مناسب با پتانسی  پروبیکوتکیکککی اسکت                                          

اين لاكتوباسیلوس توانايی بسیار بالايی در اتصال بکه سکطکو                                                       

هکاي مکحکصکولات لکبکنکی مکانکنکد                         مخاطی نسبت به سويکه                  

هاي پروبیوتیکک                 و ساير سويه             LC70لاكتوباسیلوس رامنوسوس                      

  Lactobacillus  ohnsoni     )LJ1  لاكتوباسیلوس جانسونی                     مانند       

( دارد. در            Lactobacillus casei        لاكتوباسیلکوس كکازئکی                 و   

زمان        براي مدت          GG    لاكتوباسیلوس رامنوسوس                    مطالعات انسانی                

لاكکتکوبکاسکیکلکوس             هاي وابسته ماننکد                    بیشتري نسبت به سويه                   
 فکنکاوري        (.      12-11مکانکد          بکاقکی مکی         LC 705    رامنوسکوس        

،   (Process Analytical Technology  PAT(تحلی  فرآيکنکد              

 مککتککحککده       تککوسککط سککازمککان غککذا و داروي ايککالات                             

)Food and drug administration  FDA)    عکککنکککوان         بکککه 

 وتکحکلکیک  كکنکتکرل فکرايکنکدهکاي                          مکانیسم طراحی، تجزيکه                    

 فکرآيکنکد          گیکري پکارامکتکرهکاي بکحکرانکی                        تولید دارو با اندازه                    

)Critical Process Parameters  CPP)             هاي اصلی            كه از وي گی

    يافته است. با تکعکريک  و شکنکاسکايکی                               كیفیت هستند، توسعه                  

هکا در مکحکدوده                فرآينکد و كکنکتکرل آن                     پارامترهاي بحرانی                 

توان محصولی يکنواخت و باكیفیت تکولکیکد و                                         شده، می         تعري      

ها و  ايعات شد. اين فکنکاوري در سکه                                    هزينه     موجب كاهش           

 شکود. مکرحکلکه اول طکراحکی اسکت، در                                مرحله انجام مکی              

 سکازي        اين مرحله واحد عملکردي طراحی و سک کس بکهکیکنکه                                        

 شککود. در ايککن مککرحککلککه                   شککده و تشککخککیککص داده مککی                   

Critical  uality Attributes  C A)                      كه در مرحله فکرايکنکد )

اثکر       C Aنقش دارند با پارامترهاي نقا  بحرانکی كکه روي                                            

شوند. در مرحله دوم يعنی آنالکیکز،                                   گذارند تشخیص داده می                      می  

انجام و در              CPPو     C Aوتحلی  مناسب براي تعیین                           يک تجزيه        

 انتها فاز كنترل طراحی شماي آن بر پايه فهکم فکرآيکنکد اسکت                                                      

عنوان يکک روش مک ثکر                     برمن به       -(. طراحی پلاكت             14و     13    

منظور غربالگري از میان فاكتورهکاي مکهکم                                          طراحی فاكتوري  به                 

 گکردد.         هکا اسکتکفکاده مکی               زيادي با استفاده از حداق  آزمايکش                                

دهد اهمیت پارامترها و تخمین خکطکاهکاي                                      اين روش اجازه می                

هاي بکیکولکوژيکک                تصادفی تعیین گردد. اين روش براي پروسه                                     

شده       طور گسترده استفاده                    سازي فرايندهاي تخمیري به                          شام  مدل        

سازي فرآيند تکخکمکیکر بکا                        در اين تحقیق بهینه                  (.      18-11است       

مکراحک  اول و دوم                   برمن  با توجه به                -روش طراحی پلاكت              

تکوده سکويکه             منظور افزايکش زيسکت                   فناوري تحلی  فرآيند به                        

انجام         GG    ATCC53103لاكتوباسیلوس رامنوسوس                      پروبیوتیک           

 پذيرفت.       

 ها    مواد و رو           

 میکروارگانیسم و محیط كشت:                         
لاكتوباسیکلکوس                (Starter culture(ويال لیوفیلیزه  آغازگركشت                         

از       Lot Number: C161485Aو   SP1با كد         GG    رامنوسوس        

 كادوراگو، ايتالیا( تکهکیکه                            SACCO S.r.Lفناوري          شركت زيست         

 M S (De شد. ويال لیوفیلیزه باكتري در محیط كشکت مکايکع                                          

Man,  ogosa and Sharpe M S            درجککه        38در دمککاي
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ساعت كشت داده شد. براي تهیه پکیکش                                   24سلسیوس به مدت               

لیتر از كشکت               میلی      11كشت هاي اولیه قب  از تلقیح به فرمانتور                                        

لیتر محیط كشت مايکع                      میلی      211اولیه باكتري به دو بطري حاوي                              

M S                ساعت در درجه حکرارت                      11ها به مدت             تلقیح شد. بطري

دور در دقکیکقکه                111درجه سلسیوس در شیکر انکوباتور با                                    31

بکه      ((cfu/mlدهنده كلنی              گرما گذاري شد تا واحدهاي تشکی                               

لیتر از پکیکش               میلی      411برسد. در مرحله بعد                      111تا      711میزان       

لیتر محیط كشت تازه مکايکع                           میلی      3211آمده به           دست       كشت به        

M S                                                 .تلقیح شد. شرايط كشت مطابق مرحله قب  انکجکام شکد

دهکنکده         لیتر محیط كشت پیش كشت با واحد تشکی                                      میلی      3211

لیتر محیط كشت اولیه                     41به      711تا      cfu/ml     )111كلنی به میزان                 

 پیش كشت( تولید توده زنده حاوي تركیبات زير به ازاي گکرم                                                        

، پ تون حاص  از كکازئکیکن                        21، عصاره مخمر              21در لیتر: گلوكز                

21     ، 4HPO2K    221   ،4PO2KH    122                          تلقیح شد. گرماگکذاري در

   F 500لکیکتکري مکدل             111درجه سلسیوس در فرمانتور                           38

 دوردردقیقه ، مکیکزان هکوادهکی                           111شركت پارس پاد با همزن                       
1-

min
شده و براي تلقیح در فرمانکتکور                                انجام       pH  8و     311     -1

 لیتري آماده شد.                 1311

 تخمیر در فرمانتور تولید:                        

لیتر از محیط پکیکش                    41،   لیتري       1311منظور تولید در فرمانتور                           به  

لیتر محیط كشت تولکیکد در                          211    شده مرحله قب  به                  كشت آماده         

فرمانتور تلقیح شد. اين محیط كشت حاوي تركیبات زير به ازاي                                                          

، كازئین پ تکون                41، ملاس چغندرقند                11. گلوكز         بود   گرم در لیتر             

4MgSO. ، 121  71، تويین         4HPO2K  1121 ،   11، عصاره مخمر              11

O 2H7    123 ،     O2H4.4MnSO    1212   ،O2H.22CaCl    1121     و

درجه سلسیوس               38. گرماگذاري در                Simethicone)    1(سايمتیکن        

شركت پارس پکاد بکا                     F    1311لیتري مدل             1311در فرمانتور             

-1دوردردقیقه میزان هوادهی                             111همزن      
min
 و     311       -1

8  pH          ساعت انجام پذيرفت.                    47به مدت 

 توده و محاسبه گلوكز مصرفی:                            گیري رشد و تخمین زيست                       اندازه      
گیري توده زنده در طول رشد از روش آلکوارز                                         منظور اندازه              به  

)Alvarez)               استفاده گرديد. میزان رشکد بکا                               2111و همکاران )

بکه كکمکک         nm 121مکو        گیري دانسیته نوري در طکول                          اندازه      

آمکريکککا        -شركت يونکیکو             U /vis 2111اس کتروفوتومتر مدل                    

منظور تعکیکیکن وزن خشکک                       انجام شد. مقادير جذب نوري به                            

آوري و          هاي كه در هر مرحله جمع                        لیتر نمونه            میلی      31متناسب با           

در شرايط فريز شده و درخلا خشک شد، در نظر گرفتکه شکد.                                                   

منظور تفسیر تولید توده زنده تولیدشده از يک مدل ريا ی به                                                           به  

تکرار         3ها با         منظور ت يید مدل آزمايش                        شر   ي  استفاده شد. به                      

انجام پذيرفت. در معادله شکدت تکوده زنکده تکولکیکدشکده                                                

 لاكتوباسیلوس رامنوسوس براساس معادله درجه اول است:                                                

rx   d   /dt            

غلظت توده زنده،                      شدت تولید توده زنده است                           xr كه در آن        

t          میزان غکلکظکت               17شدت رشد اختصاصی است                          زمان و .)

 گلوكز با روش كکرومکاتکوگکرافکی مکايکع بکا كکارايکی بکالا                                            

High Performance Li uid Chromatography  HPLC) )   

 اجکیکلکنکت          1221با دستگاه كروماتکوگکرافکی مکايکع مکدل                                 

    )Agilent 1260, USA                                   داراي محفظه تزريق شش راهه هکمکراه

و آشکککارسکاز مکدل                  G1328Cمیکرولیتري مدل                  21با لوپ        

)Agilent G7162A, USA)                             انجام پذيرفکت. سکتکون از نکوع

بکا     (Bio- ad( راد   -از شركت بايو              (Aminex HP -87(آمینکس        

میکرولیتر از نمونه بکه                         21متر استفاده شد.                   میلی      311    728ابعاد       

دستگاه در هر مرحله تزريق شد. آب مقطر اسیدي شده  محلول                                                       

لیکتکر بکر           میلی      1جريان         میلی مولار( با شدت                   3اسیدسولفوريک              

 عنوان فاز متحر  استفاده شد. دماي سکتکون نکیکز در                                                دقیقه به        

 درجه سلسکیکوس جکهکت جکداسکازي تکنکظکیکم شکد.                                     71

 سازي تولید:             منظور بهینه             برمن به         -طراحی پلاكت          
هاي پروبیوتیک تعییکن                       توده باكتري             در مراح  اولیه تولید زيست                         

فاكتورهاي مهم در تولید و اثرات هركدام از اين فاكتورها داراي                                                             

برمن در اين زمکیکنکه                   -اهمیت است و استفاده از طراحی پلاكت                                 

ترين وي گی اين روش ايکن اسکت                              كننده است. مهم                بسیار كمک         

هاي متعامد انجام شد و اثر هر فاكتکور                                       كه طراحی به شک  آرايه                     

به شک  دقیق بر میزان تولید، بدون در نظر گرفتن تداخ  بکیکن                                                         

(. تركیبات محیط كشکت شکامک                           11آيد         فاكتورها به دست می                  

گلوكز، ملاس چغندرقند، كازئین پک کتکون، عصکاره مکخکمکر،                                                

4HPO2K   ،     71تککويککیککن   ،O2H7.4MgSO   ،O2.4H4MnSO   ،
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 O2.2H2CaCl                آزمون مورد بررسی                    12سطح و         3وسايمتیکن در

منظور بررسی اثر فاكتورهاي محکیکط                                  (.  به      1قرار گرفت  جدول                 

ها در طراحی آزمون، ده فکاكکتکور                                سازي سطو  آن              كشت و بهینه           

بکرمکن      -محیط كشت در سه سطح براساس طکراحکی پکلاكکت                                    

سازي يک مرحله تخمیر در شکرايکط                                انتخاب شد. پس از بهینه                      

 افزار انجام پذيرفت.                     پیشنهادي توسط نرم                 

 و تحلی  نتايج:                  تجزيه     
 سککازي و طککراحککی آزمککون بککا روش                             جککهککت بککهککیککنککه         

 Design-Expert 12.0.3.3 افککزار         بککرمککن از نککرم             -پککلاكککت    

)Stat-Ease, Minneapolis, MN, USA)               .اسککتککفککاده شککد

افزار انجام پذيرفت. نکتکايکج                             وتحلی  نتايج نیز با همین نرم                              تجزيه     

 میانگین با انحراف معیار دو تکرار است.                                     

 ها    یافته     

 لیتري انکجکام پکذيکرفکت و                        1311كشت ناپیوسته در فرمانتور                          

  pHتوده، مصرف گلوكز و تغییرات                              منحنی تولید زيست                  1شک      

لاكتوباسیکلکوس             برحسب زمان در شرايط كشت ناپیوسته توسط                                       

دهد. آنچنان كکه                  را در محیط كشت پايه را نشان می                                رامنوسوس        

در محیکط           توده تولیدشده               شود میزان زيست                در شک  مشاهده می                

فکرآيکنکد          31در ساعکت         كشت پايه قب  از فرآيند بهینه سازي                                   

   pH 8گرم وزن خشک به ازاي لکیکتکر در                               31تخمیر به میزان                

 بکرمکن بکا         -شده در طراحی پکلاكکت                   رسید. نتايج آرايه استفاده                         

آزمايش به همراه كنترل كه مقادير فاكتورهاي محیط كشکت                                                      12

شود. شرايط تخمیر                    ( مشاهده می           2در سطح میانه بود در  جدول                           

لیتري مطابق شرايط  كرشده بکراي هکر                                    1311در دو فرمانتور                

طوري كکه در جکدول                   طور يکسان انجام شد. همان                          آزمايش به         

توده در آزمايش دهکم بکه                         شود، بیشینه تولید زيست                        مشاهده می         

وتحلکیک           گرم وزن خشک به ازاي لیتر است. تجزيه                                     8223میزان       

ها و اثرات فاكتورهاي م ثر مکحکیکط كشکت در تکولکیکد                                               داده    

افکزار         به كمک نرم          لاكتوباسیلوس رامنوسوس                      توده باكتري               زيست    

Design-Expert                           الک ( و  ب(               2انجام و نتايج در شککک 

  (Half-Normal Plot(نرمال         صورت شماي پارتو و طر  نیمه                            به  

شود ملاس چغنکدرقکنکد،                     نشان داده شده همانطوركه مشاهده می                                 

توده بکاكکتکري               گلوكز و كازئین بیشترين اثر را در تولید زيست                                           

نتايج آنالیز واريکانکس و درصکد                             .      0/05   (پروبیوتیک دارند                 

تکوده و سکايکر               مشاركت همه فاكتورهاي م ثر در تولید زيست                                       

طوري كه در جکدول                   ( آمده است. همان                3پارامترها در  جدول                    

 فاکتورها
 سطوح فاکتورها

 (-9سطح پایین ) (0سطح میانه ) +(9سطح بالا )
 41 11 171 گلوکز

 2221 41 11 ملاس چغندرقند
 821 11 31 کازئین پپتون
 821 11 31 عصاره مخمر

4HPO2K 21 1121 1221 
 1281 121 3 00تویین 

4MgSO 122 123 1211 
4MnSO 1212 1212 1213 

2CaCl 123 1211 12181 
 0/5 1 2 سایمتیکن

تکوده تکوسکط  سطو  فاكتورهاي محیط كشکت تکولکیکد زيسکت :1  جدول

  برحسب گرم در لیتر(. لاكتوباسیلوس رامنوسوس

بکرحسکب  pHتوده، مصرف گلوكز و تغییرات  منحنی تولید زيست:  1شک  

 در محیط كشت پايه. لاكتوباسیلوس رامنوسوس زمان توسط

 سطح پیشنهادي تركیب متغیر
A 112/50 گلوكز 
B 56/25 ملاس چغندرقند 
C 18/75 كازئین 
D 18/75 عصاره مخمر 
E 4HPO2K 13/13 
F  1/88 71تويین 
G 4MgSO 0/3750 
H 4MnSO 0/0750 
J 2CaCl 0/1875 
K 1/25 سايمتیکن 

 افکزار سطو  پیشنهادي فاكتورهاي محکیکط كشکت تکوسکط نکرم  :4جدول 
Design-Expert 
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  به ترتکیکب        ملاس چغندرقند، گلوكز و كازئین                                شود،      مشاهده می         

لاكتوباسیلوس رامنوسکوس                      توده        بیشترين اثر را در تولید زيست                              

درصد داشتند. از میان فاكتورها                                 7284و     11273،   47218به میزان          

تکوان        عصاره مخمر كمترين میزان ت ثیر در تولید را داشت و مکی                                                   

عنوان يکی از فاكتورهاي مکحکیکط كشکت                                   از سطح پايین آن به                  

 صکرفکه اسکت.             بکه        استفاده كرد كه ازنظر اقتصادي نیز مقرون                                      

 ساير فاكتورها مانند تركیبات پايین آورنکده كشکش سکطکحکی                                                   

درصکد( كکه در               2227درصد( و سايمتیکن                      3212    71تويین       

اص  تركیب  د اسید و نف   بوده و هکمکچکنکیکن داراي اثکر                                                  

در تولید و جکداسکازي                      (Antifoam(عنوان  د ك                كاربردي به          

تركیبات دارويی در تخمیرهاي میکروبی است، اثر مک کبکت در                                                     

هاي معدنکی سکولکفکات                    توده داشتند. از میان نمک                          تولید زيست          

تکوده        درصد( نیز بهترين اثر را در تولیکد زيسکت                                       4217منیزيم          

  8223آمکده        دست       به      Fتوسط اين باكتري داشت.، میزان ارزش                                   

 دهد كه مکدل مکورد تک يکیکد اسکت و                               در اين مدل نشان می                  

براي سه فاكتور، گلوكز، ملاس چغندرقند و كازئیکن                                                (   0/05       

تکريکن        عنوان يکی از مهکم                  دار است. گلوكز به                     ازنظر آماري معنی                

هاي پروبیوتیک اسکت، بکه                         توده سويه           فاكتورها در تولید زيست                      

ترين فاكتورهاي م ثر در تولید                                همین دلی  سطو  اين قند با مهم                             

الک ،        3توده در نظر گرفته شد. همانطوريکه در شک                                              زيست    

شده است، گلوكز با كازئین و ملاس چغندرقکنکد                                           ب( نشان داده            

افزايی داشته، افزايش غلظت قند گلوكز با افزايش غلظکت                                                      اثر هم      

 پاسخ سایمتیکن MgSO4 MnSO4 CaCl2 00تویین  K2HPO4 عصاره مخمر کازئین ملاس گلوکز آزمایش

1 171 11 821 31 1221 1281 1211 1212 12181 2 1213 ± 1421 
2 41 2221 821 31 1221 3 122 1212 12181 2 1231 ± 2721 
3 41 2221 821 821 1221 1281 1211 1213 123 2 1241 ± 2823 
4 41 11 821 821 21 3 1211 1212 12181 121 1217 ± 4221 
1 171 2221 31 31 1221 1281 122 1213 12181 121 1222 ± 3821 
2 41 2221 31 821 21 3 122 1213 12181 2 1281 ± 2121 
8 171 11 31 31 21 3 122 1212 123 2 1248 ± 1722 
7 41 11 31 821 1221 1281 122 1212 123 121 1212 ± 1122 
1 41 11 821 31 21 1281 122 1213 123 121 1222 ± 4421 
11 171 11 31 821 21 1281 1211 1213 12181 2 1247 ± 8223 
11 171 11 821 821 1221 3 122 1213 123 2 1231 ± 1223 
12 171 2221 821 31 21 3 1211 1213 123 121 1231 ± 3722 
13 41 2221 31 31 21 1281 1211 1212 123 2 1222 ± 4822 
14 171 2221 821 821 21 1281 122 1212 12181 121 1211 ± 3123 
11 171 2221 31 821 1221 3 1211 1212 123 121 1218 ± 4122 
12 41 11 31 31 1221 3 1211 1213 12181 121 1211 ± 4221 

 3823 ± 1231 1 1211 1212 123 121 1121 11 11 41 11 كنترل

 . مقادير ستون پاس   برحسب گرم در لیتر( لاكتوباسیلوس رامنوسوستوده باكتري  منظور افزايش زيست برمن به-ها به روش پلاكت طراحی آزمون: 2جدول 

 Half-Normalشماي طر  پارتو  ال ( و  ب( طر  نیمه نرمکال :  2شک  

plot لاكتوباسکیکلکوس توده توسط  اثر تركیبات محیط كشت بر تولید زيست
 . 0/05  ( رامنوسوس
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 و د

. ال : گلوكز با كازئین، ب( گلوكکز بکا مکلاس لاكتوباسیلوس رامنوسوستوده  بعدي قند گلوكز با م ثرترين فاكتورها در تولید زيست پاس  سطح سه  : 3شک  

 ، و( گلوكز با سولفات منگنز.71چغندرقند،  ( گلوكز با سولفات منیزيم، د( گلوكز با عصاره مخمر، ه( گلوكز با تويین 
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توده شده و ايکن                  دو فاكتور ديگر موجب افزايش تولید زيست                                     

تکوده در           داراست. تولید زيسکت                    افزايی ازنظر آماري نیز معنی                             هم  

هاي بالاتر و سولکفکات مکنکیکزيکم،                              حضور قند گلوكز با غلظت                      

و سولفات منگنز با غلظت كمتر بیشتکر                                     71عصاره مخمر، تويین                   

دار         تا و(. اين نتايج نیز ازنظر آماري مکعکنکی                                         3شود شک              می  

( فرايند تخمیر در سطو  پکیکشکنکهکادي                                 4مطابق  جدول             است.      

  در آزمايکش تک يکیکدي                  افزار       فاكتورهاي محیط كشت توسط نرم                           

توده        آمده بیشینه تولید زيست                        دست     با توجه به نتايج به                   انجام شد.           

گکرم وزن           8423شده به مکیکزان                آمده در شرايط بهینه                     دست     به  

  رسکیکد      pH  8در    فرايند تخمیر              22خشک به ازاي لیتر در ساعت                          

بیشتر از دو برابر نسبت به شرايط محیط كشت پايه افزايکش                                                        كه  

  (experimental)آمده تجربکی            دست     (. نتیجه به           4پیدا كرد  شک                

دار       درصد معکنکی           11در سطح          (expected)با مقدار مورد انتظار                      

بکر    دهنده تايید نهايی شرايط بهینه سازي است.                                           بود كه اين نشان               

منکظکور تکولکیکد               سازي، محیط كشت به                   اين اساس پس از بهینه                    

توده به ترتیب داراي مقادير تركیبات زير به ازاي                                                  بهترين زيست           

،   12222ملاس چغندرقکنکد              ،   112211گلوكز       گرم در لیتر است:                  

تويکیکن       ،   4HPO2K  13213،   17281عصاره مخمر            ،   17281كازئین        

71    1277   ،O2H.74MgSO    123811   ،O2H4.4MnSO 121811 ، 

O2H22.CaCl    121781     از ايکن سکطکو                1221سايمتیکن          و .

 توان به جهت تولید در سطح صنعتی استفاده نمود.                                              تركیبات می          

 بح    

ها از         امروزه استفاده از پروبیوتیک ها در مواد غذايی و نوشیدنی                                                      

اي برخوردار است. محصولات تخمیري مکحکیکط                                       اهمیت وي ه          

مکیکزان         .شکونکد      مناسبی براي پروبیوتیک ها مکحکسکوب مکی                                 

هاي پروبیوتیک در محصولات بايد در حدي باشد كه بقا                                                   باكتري      

ها در طول نگهداري محصول حف  شود،                                    و پايداري اين باكتري                    

تا اثرات مفیدي بر روي میزبان داشته باشد. در ايکن تکحکقکیکق                                                       

توده سويه پروبیوتکیکک                       سازي فرايند تخمیر و تولید زيست                                بهینه     

با روش طراحکی                GG ATCC53103لاكتوباسیلوس رامنوسوس                      

عکنکوان         انجام پذيرفت. استفاده از ايکن روش بکه                                   برمن      -پلاكت    

شود. پکس از              فناوري تحلی  فرآيند در نظر گرفته می                                   قسمتی از          

هکاي       تهیه پیش كشت ها، تخمیر در محیط كشت پايه و محکیکط                                              

پاد شکركکت            لیتري مدل پارس                1311سازي در دو فرمانتور                       بهینه     

تکوان        زيست تخمیر انجام شد. نتايج اين تحقیق نشان داد كه می                                                   

 مجموع مربعات منبع
درجه 

 آزادی
 F -ارز  میانگین مربعات

F-value 
 -pارز  

p-value 

درصد مشارکت 

 %هر فاکتور 
   121112 2328 233222 1 2117214 مدل
 11273 121171 72214 412223 1 412223 گلوكز
 47218 121111 12231 1118228 1 1118228 ملاس
 7284 121432 1322 111212 1 111212 كازئین

E-K2HPO4 37213 1 37213 2121 123122 1228 
F -  3212 121132 2822 71241 1 71241 71تعیین 
G- MgSO4 11211 1 11211 1323 121284 4217 
H-MnSO4 32231 1 32231 1121 123181 1211 
J- Cacl2 41211 1 41211 1121 122222 2211 

K- Simethicone 12221 1 12221 8121 122311 2227 

 .(.(0/05   لاكتوباسیلوس رامنوسوس توده توسط  ها تولید زيست آنالیز واريانس طراحی آزمايش: 3جدول 

بکرحسکب  pHتوده، مصرف گلوكز و تغییرات  منحنی تولید زيست:  4شک  

 در محیط كشت بهینه. لاكتوباسیلوس رامنوسوس زمان توسط
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توده باكتري پروبیوتیک را به میزان م ثري افزايکش                                                  تولید زيست          

تکوده        افزايکش تکولکیکد زيسکت                     داد. محققان مختل  درزمینه                         

  انکد.      هاي پروبیوتیک در شرايط آزمايشگاهی كکار كکرده                                            باكتري      

سازي محیکط             ( بهینه       Pedram   Ataei)       )2114پدرام و عطايی               

لاكکتکو      منظور تولید سويه پروبیوتیک                              را به       GSتغییر شک  يافته                 
انکجکام          Lactobacillus acido hilus(باسیلوس اسیدوفیلوس                    

ويلسکون بکه           -دادند. روش پاس  تغییر سطح بر پايه مدل باكس                                          

منظوربدست آوردن محیط كشت بهینه انجام پذيرفت. نکتکايکج                                                    

و     4PO2KHآمده نشان داد كه گلوكز، عصاره مخکمکر،                                       دست     به  

4HPO2K            و     121    –    122121،   32281  –31،   1  -7281به ترتیب

عنوان بهتريکن                به      (1211 گرم به ازاي لیتر                    123121–    128181

تکوده اسکت.             تركیبات محیط كشت جکهکت تکولکیکد زيسکت                               

مقايسه بکا             شده قاب           هاي ت يیدي نشان داد كه محیط بهینه                                   آزمايش      

توده هست و ازنظکر اقکتکصکادي                            در تولید زيست               M Sمحیط      

(. در اين تحقیق نیز مشابه با نتکايکج                                    21تر است            صرفه      مقرون به        

تکريکن        عنوان يکی از اصلی                   آمده پدرام و عطايی گلوكز به                             دست     به  

توده باكتري پروبیوتیک شناخته شکد. امکا                                        منابع در تولید زيست                   

وجود ملاس چغندرقند و كازئین پ تون نیاز باكتري را نسبت بکه                                                         

توان از           عصاره مخمر بسیار كاهش داده است. به همین دلی  می                                               

سطو  پايین غلظت عصاره مخمر به جهت كاهش قیمت محیط                                                  

خصو  در سطو  صنعتی استفکاده كکرد. هکاوانک                                           كشت به      

Hwang)               سازي تركیبات محیط كشت                         ( بهینه       2112( و همکاران

  لاكتوباسیلکوس پکلانکتکاروم                    توده        منظور افزايش تولید زيست                         به  

Pi650 (Lactobacillus  lantarum                      را بکه كکمکک طکراحکی

بنکن انجام دادند. نتايج اين تحقیق نشان داد                                              -تاگوچی و باكس             

گرم وزن           4231توده در محیط ابتدايی تولید به میزان                                       وزن زيست        

خشک به ازاي لیتر بود كه به ترتیب با طراحی تاگوچی و روش                                                        

گرم وزن خشک بکه ازاي                       7214و     8212بنکن به میزان               -باكس    

لیتر رسید است. اين محققین توانستند با استفاده از سه متکغکیکر                                                           

  گلوكز، عصاره مخمر و كورن استی  لیکور وزن تکوده زنکده                                                  
(.    21را بیش از دو برابر افزايش دهند                                    لاكتوباسیلوس پلانتاروم                    

آمده از اين تحقیق نیز ازنظر میزان افزايش تولکیکد                                                  دست     نتايج به        

 ( بکود.        2112( و همککاران               (Hwangهاوان         مشابه با تحقیق                

اين محققین در سطح آزمايشگاهی كار خود را انجام دادند و در                                                          

صنعتی انجام پذيرفت                      اين تحقیق شرايط تخمیر در فرمانتور نیمه                                      

آمکده        دسکت     تکوده بکه         و به همین دلی  میزان وزن خشک زيست                                 

  Chang   Liew) )2113(چان  و لکیک کو               مراتب بیشتر بود.                  به  

تکوده بکاكکتکري               سازي محیط كشت را براي تولید زيسکت                                  بهینه     

انجام دادند.                ATCC7469  لاكتوباسیلوس رامنوسوس                    پروبیوتیک           

در تحقیقشان از روش تغییر پاس  در سطح استفاده كکردنکد و                                                      

نتايج تحقیق نشان داد كه شرايط رشد بهینه در محکیکط كشکت                                                     

براي رشد باكتري پروبیوتیک داراي گلوكز، عصاره مکخکمکر و                                                     

درصکد وزنکی بکه                221و       221،   424تري تون ترتیب به میزان                        

لیتر به ازاي لیتر انکجکام                           میلی      121به ازاي             71حجمی و تويین              

آمده از اين تحقکیکق نکیکز                         دست     (. مشابه با نتايج به                    22شود         می  

توده        ترين منابع جهت تولید زيست                           عنوان يکی از اصلی                   گلوكز به        

( و      (Bern rdezباكتري پروبیوتیک استکفکاده شکد. بکرنکاردز                                    

( تولید تغلی  شده كشت لاكتوباسیلوس كازئکی                                         2117      همکاران       

CECT 4043                       پنیر انجام دادند. دركشکت                           را در محیط بر پايه آب

گرم بکه ازاي               1233توده به میزان                 ناپیوسته بیشینه غلظت زيست                         

در صد وزنی به                 11لیتر رسید. در شرايط كشت تغذيه شونده با                                        

حجمی گلوكز حاص  از  ايعات صدف انجام پذيرفت، میکزان                                                   

(.    23گرم به ازاي لکیکتکر رسکیکد                           128توده به میزان                 زيست    

مقايسه تکولکیکد              (     2111    و همکاران             (Ezkauriatza(ازكارياتسا            

توده باكتري پروبیوتیک لاكتوكوكوس كازئی را در شرايط                                                     زيست    

ناپیوسته، ناپیوسته تغذيه شونده و مکتکداوم بکا اسکتکفکاده از                                                       

سوبستراي كشک شیر بز موردبررسی قرار دادند. در اين تحقیق                                                        

توده در شرايط كشت ناپیوسته تغذيکه شکونکده و                                            تولید زيست          

  1211و     1241پیوسته به ترتیب با محصول رشد بیشتر به میزان                                             

(. در اين تحقیق از مکلاس                        24گرم به ازاي لیتر بر ساعت بود                                

قیمت استفاده شد كه مشکابکه بکا                                 عنوان منبع ارزان                  چغندرقند به           

شده فوق استفاده مکوجکب افکزايکش تکولکیکد                                     تحقیقات انجام               

 (   Mingمکیکنک           توده باكتري پکروبکیکوتکیکک شکد.                           زيست    

 ( كشکت نکاپکیکوسکتکه تکغکذيکه شکونکده                            2112و همکاران             

  لاكتوبکاسکیکلکوس سکالکواريکوس                     توده        منظور افزايش زيست                     به  

)Lactobacillus salvarius)                                   انجام دادند. تعداد سلول زنکده در
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برابر بیشکتکر               7لیتر بر ساعت                  1211شرايط ثابت با شدت تغذيه                         

كرزيوونکوس و             (.      21شده دركشت ناپیوسته بود                            از شرايط ثبت            

تککولککیککد              Eberhard    )Krzywonos    (2011)  ابککرهککارد           

با استفاده از سوبستراهکاي                            لاكتو باسیلوس پلانتاروم                     توده        زيست    

و   درصکد        21شده با گلوكز                غنی   قیمت شام  پوسته گندم                        ارزان     

در محیط كشت را انجام دادنکد و                                درصد      11    ملاس چغندرقند            

لاكکتکوبکاسکیکلکوس             توانستند به دانسیته بالاي سلولی باكکتکري                                       
(. مشابه با اين تحقکیکق،                        22برسند           cfu/ml    211      122    پلانتاروم        

توان نتیجه گرفت گلوكز و ملاس چغندرقند اثر خکوبکی در                                                    می  

 هاي پروبیوتیک دارنکد                     توده باكتري             بالا بردن میزان تولید زيست                         

گلوكز بکا كکازئکیکن و مکلاس                       مشخص گرديد كه               همچنین        .

افزايی در تولید زيست توده دارند. خوشايکنکد                                            چغندرقند اثر هم               

)Khoshayand)                   سازي شرايط تخمیر شکیکر                            ( بهینه         2111و همکاران

و روش پاس  سطح انجکام                            لاكتوباسیوس كازئی                  سويا را با استفاده از                           

دادند. فاكتورهاي كه در اين تحقیق بررسی گرديد شام  دمکا، قکنکد                                                              

گلوكز، نیاسین، ريبوفلاوين، پريدوكسین، فولیک اسید و پانتوتکنکیکک                                                               

برمن نشان داد در میان ايکن                             -اسید بود. بررسی اولیه با طراحی پلاكت                                     

لاكکتکوبکاسکیکوس              فاكتورها دما، گلوكز و نیاسین اثر مهمی روي رشد                                                 
بنکن و پاس                -سازي با روش طراحی باكس                            دارند. در ادامه بهینه                       كازئی         

سطح انجام پذيرفت و بهترين سطو  فاكتورهاي دما، قند گلکوكکز و                                                             

گرم بکه ازاي                   1223و         1223درجه سلسیوس،                11288نیاسین به ترتیب                   

لیتر در محیط كشت بود. در تحقیق خوشايند و همکاران نیز گلکوكکز                                                              

لاكتوباسیکوس كکازئکی                    توده            عنوان بهترين منبع جهت تولید زيست                                      به    

سکازي            ( بهکیکنکه         2118و همکاران                   hang (  ژان             (.  11معرفی شد              

 لاكککتککوبککاسککیککلککوس بککولککگککاريکککککوس                        تککوده            زيسککت      

  Lactobacillus vbulgaricus                     بنکن را انجام                 –( به روش طراحی باكس

سازي محیط كشت توانستند در محیط كشکت حکاوي                                               دادند. با بهینه                   

گلوكز ، كازئین هیدرولیز شده و گلوتامیک اسید به ترتیب به مقکاديکر                                                                  

انکدازه              ها را بکه              گرم به ازاي لیتر تعداد سلول باكتري                                        128و         1121،     121
شکده           بیکنکی          لیتر رسید كه نزديک به مدل پیش                                   به ازاي میلی                  2211      111
دهنده اين اسکت كکه                        لیتر بود. اين نشان                        عدد به ازاي میلی                      3211      111

  و (   Coelho    كوالهو      (.    28خوبی عم  كرده است                           سازي به                 مدل بهینه           

سکويکه        ( تولید اسیدلاكتیک را به كمک يکک                                2111همکاران           

لاكتوباسیلوس پلانتاروم كه در محیط كشکت حکاوي مکلاس                                              

عنوان پايه انجام دادند. هفت تركیب كورن اسکتکیک                                                 چغندر به        

لیکور، سیترات سديم، سولفات منیزيم و سولکفکات مکنکگکنکز،                                                   

به محکیکط پکايکه                71سیترات آمونیوم، فسفات پتاسیم و تويین                                      

حاوي ملاس چغندر ا افه كردند. نتايج نشان داد كکه كکورن                                                    

موجب افزايش تولیکد                     71استی  لیکور، فسفات پتاسیم و تويین                                   

(. غلظت اين سه تركیب به همراه ملاس                                   27اسیدلاكتیک شدند                  

سکازي        چغندرقند با روش پاس  سطح بهینه شد. پس از بهکیکنکه                                              

گرم به ازاي لکیکتکر                    1427بالاترين میزان اسیدلاكتیک به میزان                                  

هاي ملاس، كکورن اسکتکیک                        هنگامی به دست آمد كه غلظت                         

،   38211،   11321به ترتیکب            71لیکور، فسفات پتاسیم و تويین                             

امروزه استفاده از  ايکعکات                            گرم به ازاي لیتر بود.                       1273و     2221

مکنکظکور تکولکیکدات از                    كشاورزي مانند ملاس چغندرقند به                               

( از      2121شود. بیت  و همکاران                         لاكتوباسیلوس ها استفاده می                         

منظور بالا بردن تولید اسیدلاكتیکک از                                     قیمت به             اين منابع ارزان               

 ( استفاده         Lactobacillus delbrueckii  لاكتوباسیلوس دلبروكی                     

كردند. در اين تحقیق به كمک كشت ناپیوسته تغذيکه شکونکده                                                     

 بکه مکیکزان          (-)Dتوانستند مقادير بالاي اسیدلاكتیک از نکوع                                       

ساعت تخمیر به دست آورنکد.                            47گرم به ازاي لیتر پس از                          122

همچنین نتیجه گرفتند كه تولید بالاي اسیدلاكتیک بکه كکمکک                                                    

قیمتی مانند ملاس و كورن استی  لکیکککور ازنکظکر                                            منابع ارزان           

استفکاده           صرفه بوده و در سطح صنعتی نیز قاب                                    به    اقتصادي مقرون             

(. نتايج حاص  اين تحقیق نیز نشان داد كکه مکلاس                                             21است       

و سايمتیکن نقش                  71چغندرقند همراه با گلوكز، كازئین، تويین                                        

توده باكتري پروبیوتیک داشته و                                 م ثري در افزايش تولید زيست                          

 توان از آن استفاده كرد.                           جهت تولید در سطح صنعتی نیز می                             

 گیری          نتیجه       

توده باكتري               در اين تحقیق افزايش تقريبا  بیش از دو برابر زيست                                                

شده نسبت به شکرايکط                     پروبیوتیک در شرايط محیط كشت بهینه                                 

تکريکن        محیط كشت پايه به دست آمد. عکلاوه بکر آن مکهکم                                        

بکا      فاكتورهاي ت ثیرگذار در افزايش تولید نیز مشخص گکرديکد.                                                   

هاي پروبیوتیکک                     توان فرآيند تخمیر تولید سويه                                  استفاده از اين نتايج می                         
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هاي بالاتکر انکجکام داد.                            را در سطح صنعتی در فرمانتورهاي با حجم                                       

 بککالا بکردن مکیککزان تککولکیککد                              عکلاوه ادامکه كکار درزمکیکنککه                            بکه    

توده در شرايط كشت هاي ناپیوسته تغذيه شونده و مکتکداوم                                                               زيست      

عنوان بکهکتکريکن                تركیب ملاس چغندرقند كه به                          شود.          پیشنهاد می            

فاكتور ت ثیرگذار در تولید زيست پروبیوتیک شکنکاخکتکه شکد                                                    

قیمت است و در تولکیکدات صکنکعکتکی                               عنوان يک منبع ارزان                     به  

 . شود     پیشنهاد می          

 ملا  ات ا لاقی              

نويسندگان اين مقاله پ وهشی تمامی نکات اخلاقی شام  عدم سرقت                                                             

ها و داده سازي را در ايکن مکقکالکه                                      ادبی، انتشار دوگانه، تحري  داده                                 

 اند.          رعايت كرده            

 تشکر و قدردانی                    

وسیله از شركت زيست تخمیر تهران واقع در پکار  عکلکم و                                                         بدين      

فناوري پرديس تهران كه امکانات لازم جهت اجراي اين پ وهش را                                                            

 گردد.           فراهم ساختند تشکر و قدردانی می                                

 تعار  منافع             

 وجود ندارد.           
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