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  لاکتوباسیلوس  سویه پروبیوتیک تودهست ی ز  دیتول  یکشت برا  ط یمح ی اجزا  یساز  نهی به
 ش ی آزما یبا استفاده از طراح بولگاریکوس  زیرگونه دلبروکی 
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 چکیده

  در   یاست که به طور سنت  کی وتیپروب   کیلاکت  دیاس  هایباکتری  نیاز مشهورتر  یکی  بولگاریکوس  زیرگونه  دلبروکی  لوسیلاکتوباس

لبن ی  ریتخم  هایفرآورده  م  اتیخصوصاً  اندک .  شودیاستفاده    زیرگونه   دلبروکی  .ل  توده ست یز  دی تول  سازیبهینه   بر  یمطالعات 
در این مطالعه از  رسد.  سازی این سویه ضروری به نظر میاستفاده از طراحی آزمایش در بهینه   نیبنابرا  ، اندمتمرکز شده   بولگاریکوس

یک متغیر در زمان،    روشهای تخمیری استان تهران استفاده شد. با  جدا شده از فرآورده   بولگاریکوس  زیرگونه   دلبروکی  . لسویه  

سازی تأیید شد. سپس  لظت گلوکز، عصاره مخمر و پپتون جهت بهینه منابع کربن و نیتروژن مورد ارزیابی قرار گرفت. سه پارامتر غ

کوادراتیک را برای بهینه سازی، معنادار  مدل    ارزیابی نتایج،سازی استفاده شد.  بنکن برای بهینه   -از سطح رویه پاسخ و مدل باکس

پپتون  gr/L25 عصاره مخمر  ،  gr/L20   دهد در غلظت گلوکزیم   شنهاد ی پاین مدل،  .  تشخیص داد    gr/L، وزن خشکgr/L 30و 

 دلبروکی .ل  توده   ستیز دی بر تول تروژن یمنابع کربن و ن سازیدر بهینه  مطالعه ن یا آید که با آزمون نهائی تأیید شد. می  بدست 2.132
تأیید شد؛ ولی  . متغیرموفق بوده است  بولگاریکوس   زیرگونه نهاها و مقادیر آنها توسط مطالعات دیگر  به علت مطالعات    ت،یدر 

ی در این زمینه  شتریب  هایپژوهش   شود یم  شنهادی، پ است  انجام شده   هیسو  ن یکشت ا  ط یشرا  یساز نه یبه  ارتباط با   درکه    یمحدود

 شود.  انجام 

،  زیست توده   بنکن،   -مدل باکس   روش یک متغیر در زمان،  ، بولگاریکوس  زیرگونه  دلبروکی  لوس یلاکتوباس:  کلیدیواژگان  

 سطح رویه پاسخ 
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 مقدمه 

های غذایی و دارویی  ها به عنوان مکملامروزه پروبیوتیک 

. به علت اثبات مزایای  (1) مورد توجه بسیاری قرار گرفته اند 

ی  میکروبیوتا  ایجاد تعادل در  مانند:   انسان  سلامت ها در  آن

، بهبود عملکرد سیستم ایمنی، محافظت در برابر عوامل  روده 

بیماری  کنترل  و  محبوبیت  روده   های پاتوژن  ای، 

های اخیر به طرز چشمگیری افزایش  ها در سالپروبیوتیک 

است  پروبیوتیک(2)یافته  اهمیت  متعددی   ها.  مطالعات    در 

استکید  أت این  ،شده  بر  تولید    هایپژوهش  بنا  به  مربوط 

و تقاضا  هاآن   صنعتی  نهایتاً  آزمایشگاهی  تأمین  ی  برای 

به  ضروری    های داروییایجاد شده در صنعت مکمل  فزاینده 

 .(3)رسدنظر می

های اسید لاکتیک شامل: باکتری  ،هااز میان میکروارگانیسم 

و    لاکتوکوکوس،  بیفیدوباکتریوم،  لاکتوباسیلوسهای  جنس

گروه ،  استرپتوکوکوس در  مختلف  منابع  در 

  .(4)گیرندپروبیوتیک قرار می  با پتانسیل   های میکروارگانیسم

تخمیرپروبیوتیک  میهای  لاکتیک  اسید  در  ن تواکننده   ند 

بما زنده  انسان  حیاتینروده  نقش  و  را  ند  بهبود  در    خود 

روده  عملکرد   علت  میکروبیوم  به  همچنین    ارتباط   اثبات و 

عصبیدر    ،مغز  و  روده  کنند.    سیستم  ایفا  این  نیز 

مولکول   هامیکروارگانیسم تولید  مانند  با  زیستی  فعال  های 

ساکاریدها، استیل  کوتاه، اگزوپلی اسیدهای چرب با زنجیره 

اسید  سروتونین-γ  کولین،  بوتیریک،  ها،  ویتامین   و  آمینو 

درمانی بیماریمشخصی    اثرات  نشان  علیه  مختلف  های 

خواص ضد  دارای ها . علاوه بر این، پروبیوتیک(5)دهندمی

حساسیت، کاهش کلسترول، تقویت کننده سیستم ایمنی و  

 .(7, 6)د هستن اکسیدانیخاصیت آنتی 

لاکتیکی، میکروارگانیسم  میان  در کننده  تخمیر  های 

از    بولگاریکوس  زیرگونه   دلبروکی  لوسیلاکتوباس یکی 

پروبیوتیک  تخمیرمشهورترین  لاکتیک  های  اسید  کننده 

تخمیر   در  سنتی  طور  به  که  غذاییاست  خصوصاً    مواد  و 

می استفاده  کنار    .شودلبنیات  در  سویه  این 

مورد    ترموفیلوساسترپتوکوکوس ماست  استارتر  عنوان  به 

می قرار  می گیرداستفاده  پروبیوتیک و  همراه  به  های  تواند 

مثل   و    سیدوفیلوسالاکتوباسیلوسدیگر 

تجزیه    کازئیسولاکتوباسیل و  کلسترول  کاهش  در 

این میکروارگانیسم  .  (10- 8)ثر باشدؤهای صفراوی منمک

بر دا هایی آنتی اکسیدانی، در کنار سویه   اثرات   شتنعلاوه 

از   و  هاباکتریوم بیفیدو ،  هالاکتوباسیلدیگر 

دودی    ترموفیلوساسترپتوکوکوس حرکات  افزایش  باعث 

ساله    15تا    5در کودکان  خصوصاً    روده و انجام بهتر دفع  

 .(11)شودمی

های تخمیر  باکتریمحیط کشت تجاری مورد استفاده برای  

، است که از  MRS broth؛ها  لاکتوباسیلوسلاکتیکی مانند  

( و  80توئینمواد مغذی ضروری )استات، منیزیم، منگنز و  

نامطلوب   رشد  از  جلوگیری  برای  رشد  بازدارنده  مواد 

 تشکیل شده است. با این حال، محیط   ی ناخواستههاباکتری

MRS broth  حد رشد  سویه برای  از  برخی  ی  هااکثری 

نیست   لاکتوباسیلوس ها    لاکتوباسیل.  (12)کافی 

سختباکتری محیط هایی  به  که  هستند  نیاز  رشد  غنی  های 

برای  آنها  ظرفیت  زیرا  مانند    دارند؛  مغذی  مواد  متابولیسم 

ویتامین و  پپتیدها  آمینه،  اسیدهای  سویه  قندها،  به  بسته  ها 

است سلول .  (13)متفاوت  تولید  زنده، بنابراین،  های 

متابولیت زیست و  قابل  لاکتوباسیلوس هایتوده  طور  به  ها 

قرار   کشت  شرایط  و  محیط  اجزای  تأثیر  تحت  توجهی 

گیرد. اگر بتوان یک محیط جدید برای هر گونه از این  می

بهمیکروارگانیسم محیط  ها  برای  جایگزینی  های  عنوان 

زیست  تولید  افزایش  به  منجر  کرد،  ابداع  و  معمول  توده 

خواهد  مزایای اقتصادی از جمله کاهش هزینه و زمان تخمیر  

 . (15, 14)شد

راه  یافتن  محصولات    هایبرای  بازدهی  افزایش  برای  مؤثر 

استراتژی از  استفاده  با  نظر،  مختلف،مورد    توان می  های 

های  . یکی از روشکردرا بهینه    هاکشت این باکتری   محیط
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با استفاده از    کوس ی بولگار   رگونه ی ز   ی دلبروک   لوس ی لاکتوباس   ک ی وت ی پروب   ه ی سو   توده ست ی ز   د ی تول   ی کشت برا   ط ی مح   ی اجزا   ی ساز   نه یبه   

 ش ی آزما   ی طراح 

15 

است  زمان  یک  یک عامل در  سازی؛ روشبهینه   کلاسیک

در حالی که عوامل    ؛کندتغییر می  عاملکه در آن تنها یک  

ثابت هستند.   نظر میاگرچه ساده  این روش  دیگر  ،  رسدبه 

  پارامترها ای از  شامل تعداد زیادی آزمایش با تعداد فزاینده 

این، بر  علاوه  را    کنشبرهم  فوق  روش  است.  عوامل  بین 

می روش(16)گیردنادیده  بنابراین،  طراحی .  آماری  های 

به دلیل کارایی (  1RSM)پاسخ  رویه  فاکتوریل و روش سطح

داده می  بالا این،  شوند. عترجیح  بر  های آماری  روشلاوه 

چندگانهتکمیلی   رگرسیون  تحلیل  عوامل   ،شامل    اثرات 

در    با دقت بالا   ، روابط بین متغیرها و شرایط بهینه را مختلف

 .(17)دگیرنظر می

ها بر  در ارتباط با پروبیوتیک سازی بسیاری از مطالعات بهینه 

متابولیت   روی تولید  باکتریوسینافزایش  مانند  اسید    ،هایی 

اگزوپلی   لاکتیک   و   ( 19,  18)اندمتمرکز شده ساکاریدها  و 

زیست   تولید  روی  بر  اندکی    دلبروکی  . لتوده  مطالعات 
است  بولگاریکوس  زیرگونه این    بنابراین،  .انجام گرفته  در 

بهینه  RSM روش  از  مطالعه شرایط  برای  و  محیط  سازی 

تولید   شد، استفاده    تخمیر یافته  تا   زیست توده توسط  ارتقا 

این سویه مهم بتواند در صنعت پروبیوتیک و تولید استارتر  

 قرار گیرد.محصولات لبنی مورد استفاده 

 

 مواد و روش ها

 سویه باکتری و محیط کشت

از   بولگاریکوس  زیرگونه   دلبروکی  .لباکتری   شده  جدا 

این   شد.  استفاده  مطالعه  این  در  تهران  استان  سنتی  لبنیات 

ه  یید شدأت  16srRNAآوری  با فن   ایپایه ای  سویه در مطالعه 

  broth  MRSدر    -C o   80. کشت های استوک در دمایبود

استریل  (v/v)   درصد 20(  با گلیسرول  آلمان  ،شرکت مرک)

گراد به  درجه سانتی  C o   37نگهداری شدند. سویه در دمای

شد    گرماگذاری   MRS broth ساعت در محیط   h  24  مدت

 .  شد پاساژ داده و حداقل دو بار قبل از استفاده 

 
1 Response Surface Methodology 

مشتق شده و شامل  براث   MRS broth محیط پایه از محیط

gr/L  5   ( سدیم  مرکاستات    gr/L  2 (، آلمان  ،شرکت 

K2HPO4 (مجللی  gr/L  1  Tween 80 (، ایران،  دکتر 

ایران( نوترون،   gr/L  0.1  MgSO4·7H2O بود.  )شرکت 

متحده   سیگما،شرکت  ) ،ایالات   gr/L  0.05 و  آمریکا( 

MnSO4·H2O (،سیگما )محیط  بود ایالات متحده آمریکا .

محیط  تمام  به  اضافه  های  پایه  مطالعه  این  در  استفاده  مورد 

  و اسید   M 1با هیدروکسید سدیمها  اولیه همه محیط  pH .شد

 6.5  ±  0.05قبل از سترون کردن روی    M  1یک  هیدروکلر

محیط از  شد.  کنترل)محیط   MRS broth تنظیم  عنوان  به 

 .( برای مقایسه با محیط بهینه استفاده شدپایه

 شرایط تخمیر

برای     MRS agar از باکتری که در محیط جامد  یک کلنی

 MRS در  بدست آوردن کلنی خالص کشت داده شده بود، 

broth   با جذب نوریو    تلقیح شد (OD) 0.05±  0.5  درnm 

از محیط    mL100 شد.  طبق استاندارد مک فارلند تنظیم  600

تلقیح    mL  250کشت اولیه در ارلن مایر (v/v) درصد   1با  

دمای در  و  مدت   C o   37شد  بدون    h 24به    شیکرساعت 

 .شد گرماگذاری

 

 توده اندازه گیری وزن خشک زیست

( جمع آوری و با  mL50) کشت داده شده محیط کشت مایع  

  C o   4در دمای  min   15به مدت     g  ×4000  سانتریفیوژ در

مایع رویی دور   و    ریخته جدا شد.    رسوب های حاوی شد 

با آب مقطر استریل شسته شدند.    های باکتریسلول دو بار 

تا رسیدن به وزن    C o   80دمایبا    آوندر    خشکتوده  زیست

 .ثابت به دست آمد

 

یک  روش تعیین ترکیبات محیط کشت با استفاده از

 عامل در زمان
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  و همکاران   مهاجری 

 16 غذایی   صنایع   در   کاربردی   میکروبیولوژی   فصلنامه  

سلولی   توده  بر  نیتروژن  و  کربن  منابع  اثرات  بررسی  برای 

این روش    عامل در زمان استفاده شد.  کیباکتری از روش  

تواند اثرات هر متغیر را تخمین بزند، اما تعامل بین متغیرها  می

عامل در زمان،    کیگیرد. قبل از ادامه روش  را در نظر نمی

ی ارزیابی  ( براهند ،  مدیاشرکت های )  API 50 CHLکیت  

های متابولیزه کننده استفاده  در دسترس بودن کربوهیدرات 

شد. گلوکز، ساکارز، مالتوز، فروکتوز، لاکتوز و گالاکتوز  

به   جداگانه  صورت  به  کربن  منبع  شش  و  شدند  انتخاب 

mL100محیط پایه حاوی gr/L10  با غلظت  عصاره مخمر 

gr/L  20    ،ترتیب همین  به  شدند.  نیتروژن    پنج اضافه  منبع 

)پپتون، تریپتون، عصاره مخمر، عصاره گوشت گاو و عصاره  

  گلوکز با غلظت   gr/L20 محیط پایه حاوی  mL100مالت( به 

میزان   به  یک  شد  gr/L10 هر  متغیر  اضافه  سه  پایان  در   .

باکس از روش  و  انتخاب شده  این روش  از  بنکن  -مؤثرتر 

 ازی شدند.  سبهینه 

 و روش سطح پاسخ  بنکن-باکسروش طراحی 

RSM  سازی غلظت اجزای  برای بهینه بنکن    -روش باکس    با

برهم  و  متغیر  هر  اثرات  برآورد  و  متغیرها  محیط  بین  کنش 

به    پپتون ، عصاره مخمر و  گلوکز.  مورد استفاده قرار گرفت

در   متغیرها  شد.  استفاده  مستقل  متغیرهای  سطح    سه عنوان 

)مختل شدند1،  0،  -1ف  تنظیم  واقعی  . (  مقادیر   محدوده 

 .  (1)جدولارائه شده است  1در جدول  متغیرها

 : محدوده بالا و پایین سه متغیر انتخابی در بهینه سازی  1جدول

 ( /Lg) (+ 1سطح بالا) ( /Lg) (0سطح میانه) ( /Lg) (- 1سطح پایین ) متغیرها

 15 20 25 ( Aگلوکز)

 15 25 35 ( Bعصاره مخمر)

 20 30 40 ( Cپپتون)

از یک طرح فاکتوریل کامل   بنکن  -باکس  طراحی آزمایش  

های آماری و بر مبنای  که بر اساس فرمول  ساخته شده است 

تعداد متغیرهای انتخاب شده، نقاط مختلفی را برای آزمون  

می محیط دهدپیشنهاد  در  .  متغیرها  از  ترکیبی  اساس  بر  ها 

آزمایش  تصادفیهای  آزمایش همه  و  شدند  در  تهیه  ها 

از    ؛ شرایط استاتیک انجام شدند. برای ایجاد مدل رگرسیونی

به میزان   توده  آزمون،  آمده دستزیست  پاسخ  عنوان    به 

ای درجه دوم برای متغیرها به  معادله چند جمله   .استفاده شد

 :شرح زیر است

 

توده    Yکه در آن   )زیست  است  وابسته  متغیر  پاسخ  مقدار 

ترتیب    iiβو    0β  ،iβ  ،ijβ(.  بولگاریکوس لاکتوباسیلوس به 

و    iXضرایب قطع، خطی، برهمکنش و مجذور مدل هستند. 

jX  .متغیرهای مستقل هستند 

 سازی شدهبهینه   محاسبه نقطه 

کشت  در محیط   بولگاریکوس زیرگونه  دلبروکی  .ل  تخمیر

بنکن  -پیشنهاد داده شده توسط طراحی باکسو شرایط بهینه  

رشد    کشتپیش   از    (v/v)درصد1 . محیط کشت با  انجام شد

تلقیح شد. دما    h   24به مدت   MRS broth یافته در محیط

  M 3با غلظت    NaOHبا  6.5در    pHکنترل شد و C o 30در

اسیدوهیدروکلر غلظت    یک  محیط   M  3با  شد.     حفظ 

MRS brothشاهد    به عنوان شاهد استفاده شد و تخمیر در

توده و  زیست  میزان  انجام شد. نمونه آزمون  همان شرایط در

مدت  به  سلول  ماندن  شد.  اندازه   h   24زنده    mL50گیری 

کشت  شده   آبگوشت  اندازه   داده  زیست برای  توده گیری 

سلولجمع ماندن  زنده  و  شد  ازآوری  پس  دوره   ها    یک 

ساعت بر روی    h 24مدت  به  C o  37  در دمای  گرماگذاری

 .اندازه گیری شدMRS agar هایپلیت 

 تحلیل آماری 

ها میانگین گرفته  ه و پاسخ تکرار شد  سه بارها  تمام آزمایش

داده شد میانگین  .  عنوان  به    شده   ارائه   معیار  انحراف  ±ها 
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تحلیل واریانس  دار از معنی اختلاف  میزان تعیین  برای. است

دار در نظر  معنی  p<0.05 . مقادیر دردیک طرفه استفاده ش

تحلیل  و  تجزیه  تمام  و  شد  از گرفته  استفاده  با  افزار    ها  نرم 

ایالات    ؛Ease-Stat)شرکت     Expert-Design® معتبر

 ( ارزیابی گردید.متحده آمریکا

 نتایج

 نتایج آزمون یک متغیر در زمان

ذکر شد شش   که  شاملهمانطور  استفاده شده  کربن   منبع 

گالاکتوز   و  لاکتوز  فروکتوز،  مالتوز،  ساکارز،  گلوکز، 

ترتیب،   همین  به  و  شدند  نیتروژن)پپتون،    پنجانتخاب  منبع 

تریپتون، عصاره مخمر، عصاره گوشت گاو و عصاره مالت(  

بررسی اولیه شدند که در این میان گلوکز به عنوان بهترین  

مخمر عصاره  و  کربن  منابع    منبع  بهترین  عنوان  به  پپتون  و 

تولید   در  افزایش  بیشترین  که  چرا  شدند؛  انتخاب  نیتروژن 

گلوکز،  منبع  سه  این  دادند.  نشان  خود  از  را  توده  زیست 

به ترتیب پپتون هر یک    gr/L  0.43، gr/L عصاره مخمر و 

توده باکتری در مقایسه با محیط  به زیست   gr/L  0.39 و  0.35

منا افزودند.  در  پایه  مطالعه  مورد  دیگر  نیتروژن  و  کربن  بع 

زیست کمتری  مقادیر  یا  پایه،  محیط  با  ایجاد  مقایسه  توده 

 کردند یا تفاوت معناداری نداشتند.  

 بنکن و آنالیز آماری محیط  -نتایج آزمون باکس

بنکن سه منبع انتخاب شده شامل   - در آزمون باکس 

نتخاب  سازی اگلوکز، عصاره مخمر و پپتون برای بهینه 

انجام گردید؛   مرحله 17بنکن در  -شدند. آزمون باکس 

 (.  2ارائه گردیده است)جدول 2که نتایج آن در جدول 

 لاکتوباسیلوس بولگاریکوس بنکن برای بهینه سازی اجزای محیط  -: طراحی باکس2جدول 

 نتیجه آزمون  متغیر سوم متغیر دوم متغیر اول ترتیب استاندارد

Std Run 
غلظت  

 ( /Lgگلوکز)

غلظت عصاره  

 (/Lgمخمر)
 ( /Lgغلظت پپتون)

توده  میزان زیست 

 ( /Lgباکتری)

3 1 15 35 30 1.53 

7 2 15 25 40 1.72 

10 3 20 35 20 1.47 

14 4 20 25 30 2.13 

9 5 20 15 20 1.73 

5 6 15 25 20 1.44 

15 7 20 25 30 2.16 

16 8 20 25 30 2.21 

13 9 20 25 30 2.14 

6 10 25 25 20 1.83 

1 11 15 15 30 1.64 

17 12 20 25 30 2.02 

12 13 20 35 40 2.01 

2 14 25 15 30 1.68 

8 15 25 25 40 2.12 

11 16 20 15 40 1.79 

4 17 25 35 30 2.00 
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  و همکاران   مهاجری 

 18 غذایی   صنایع   در   کاربردی   میکروبیولوژی   فصلنامه  

  linearدهد که مدل  یشده با نرم افزار  نشان م  یبررس  جینتا

درجه    Cubic  یو مدل ها   لیفاکتور  یهامدل   ست، یمناسب ن

ن بالاتر  و  ن  زیسوم  تر  .ستی مناسب  حالت    نیمناسب  مدل 

Quadratic  2صورت عدد    نی باشد. در ا  یمR    وadjusted 

2R خواهند داشت 1به عدد  یکینزد نیشتریحالت ب  نیدر ا  .

Lack of fit F value    ن یا  یحالت برا  نی)بهترنیست  معنادار  

است  اسیمق نبودن  نقص  معنادار  نبودن  معنادار  که  چرا  ؛ 

 P  .  (برازش نشان دهنده معنادار بودن و برازش مدل است

value  حد قرار    نیها در کمترمدل  ه یبق  یبا بررس  سهیدر مقا

 (.  3جدول )دارد 

   بنکن -آنالیز واریانس مدل درجه دوم استفاده شده در بهینه سازی طراحی باکس: 3جدول

 معناداری F P میانگین مربعات  درجه آزادی  مجموع مربعات  منبع

 معناداری 0.0003 21.37 0.1136 9 1.02 مدل

A- 0.0004 39.75 0.2113 1 0.2113 گلوکز 
 

B- 0.0069 0.6797 0.0036 1 0.0036 عصاره مخمر 
 

C-0.0008 32.19 0.1711 1 0.1711 پپتون 
 

AB 0.0462 1 0.0462 8.70 0.0214 
 

AC 0.0000 1 0.0000 0.0047 0.9472 
 

BC 0.0576 1 0.0576 10.84 0.0133 
 

A² 0.1618 1 0.1618 30.43 0.0009 
 

B² 0.2103 1 0.2103 39.57 0.0004 
 

C² 0.1058 1 0.1058 19.90 0.0029 
 

 0.0053 7 0.0372 باقی مانده
   

 غیر معناداری* 0.4129 1.21 0.0059 3 0.0177 نقص برازش 

 0.0049 4 0.0195 خطای خالص 
   

 16 1.06 میزان مجموع
    

 نقص برازش در صورت غیرمعنادار بودن نشانه برازش و مناسب بودن مدل است. *

 

 هنیمقدار به ییشگویپ

  غلظت دهد که در  می  شنهادیپاسخ، پ  ریبر حسب مقاد  مدل

پپتون   gr/L 25 عصاره مخمرو غلظت   gr/L  20گلوکز   و 

gr/L  30 خشک وزن    gr/L  2.132 میکروارگانیسم  ، 

شود. این میزان با آزمایش نهایی نقطه بهینه به  پیشگویی می

به دست آمد. این عدد در مقایسه با میزان    gr/L  2.155 میزان

به دست آمد و نشان    درصد  98.9پیشگویی شده با تقریب  

 دهنده دقت بالای مدل است.  

 ها بر پاسخ طرح اثر متغیر

ها بر روی نتیجه نهایی به  هر یک از متغیر  اثر  2و  1در نمودار  

های نشان داده شده  طور سه بعدی نمایش داده شده است. قله 

نظر   در  با  بهینه  نقطه  دهنده  نشان  نمودارها  از  یک  هر  در 

 (.  2و 1گرفتن فاکتورهای مورد مطالعه است)نمودار 
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 قرار دارد.  نه یدر حالت به پپتونکه غلظت  یزمان ؛کشت طیدر محگلوکز و عصاره مخمر اثر غلظت  سه بعدی شینما:  1نمودار

 

 

 قرار دارد.  نه یدر حالت به  عصاره مخمرکه غلظت   یزمان ؛ کشت طیدر محپپتون و گلوکز اثر غلظت  سه بعدی شینما:  2نمودار
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  و همکاران   مهاجری 

 20 غذایی   صنایع   در   کاربردی   میکروبیولوژی   فصلنامه  

 

 بحث  

اثر منابع کربن و نیتروژن بر تولید  هدف از این مطالعه بررسی  

توده  پروبیوتیک  زیست    زیرگونه   دلبروکی  .ل  سویه 
بهینه   بولگاریکوس سازی این منابع برای  بوده است؛ که در 

 رشد میکروارگانیسم موفق بوده است.  

گسترده  مختلفهاگونه مورد  در  ای  تحقیقات   ی باکتر  ی 

محصولات    دیتول  و   نهیبه  رشد  نه یدر زم  وسلیلاکتوباس  جنس

 نیوسیباکترو   کیدلاکتیاس، هادیساکاریمثل اگزوپل جانبی

آن اسشده    انجام  از  بسیاری  در  که  و    ی برا  هات  انتخاب 

پاسخ  مؤثری  پارامترها  یسازنه یبه رویه  سطح  از  استفاده ، 

شده جهت بررسی شرایط و    در مطالعات انجام   است.   شده 

محیط اج پروبیوتیکزای  کشت  متغیرهای  متعددی  ها  های 

میزان   کربن،  و  ازت  منبع  دما،  اسیدیته،  همزن،  دور  مانند 

تلقیح اولیه میکروارگانیسم در محیط کشت و عوامل دیگر  

 .  (21, 20)اندمورد بررسی قرار گرفته

با   ارتباط  در  که    زیرگونه  دلبروکی  .لمطالعاتی 
انجام شده است؛ اغلب در مورد زنده ماندن    ولگاریکوسب

این میکروارگانیسم پس از خشک کردن انجمادی و استفاده  

است.   بوده  لبنیات  استارتر  عنوان  به  میکروارگانیسم  این  از 

Shu  ( اثر املاح مختلف در زنده ماندن  2021و همکاران  )

حین    بولگاریکوس  زیرگونه   دلبروکی  .ل  باکتری

اند. در این مطالعه که انجمادی را بررسی کرده کردن  خشک

از سطح رویه پاسخ استفاده شده است؛ اهمیت منابع کربن و  

 .(22)نیتروژن نیز مورد تأیید قرار گرفته است

بهینه  با  ارتباط    زیرگونه   دلبروکی  .لسازی شرایط رشد  در 
در   شده است.   در ایران مطالعات اندکی انجام بولگاریکوس

همکاران)مطالعه و  آقابابائی  توسط  پارامترهای  2014ای   )

مورد بررسی قرار   بولگاریکوس  زیرگونه   دلبروکی  .لرشد  

و   دمااثر یی مثل و توسط طرح رویه پاسخ، پارامترها فتندگر

pH  مؤثر داده    تررا  کردند  بهینه  و تشخیص  ولی  سازی  ؛ 

 .  (23)شودفاکتورهای مشترکی با مطالعه حاضر دیده نمی

اثر گل وکز را مؤثرتر از  مطالعه حاضر در میان منابع کربن، 

گرم در لیتر در مدل    20منابع دیگر نشان داد و میزان گلوکز  

شد.    -باکس داده  تشخیص  بهینه  باکتری  رشد  برای  بنکن 

نتایج   با  آمده  بدست  )   Zhangنتایج  همکاران  (  2017و 

رشد   بر  مؤثر  منابع  اخیر  مطالعه  است.    دلبروکی  .لمنطبق 
خ و مشخصاً مدل  با روش رویه پاس  بولگاریکوس  زیرگونه

بنکن را مورد بررسی قرار داده است. در این مطالعه    – باکس  

شود؛ با این  نیز اهمیت گلوکز به عنوان منبع کربن اثبات می

تفاوت که مقدار بهینه گلوکز در این مطالعه کمتر از مطالعه 

. در مطالعات مختلف از منابع کربن دیگر  (24)حاضر است

که در این    ،(25)مثل مالتوز و ترهالوز نیز استفاده شده است

مطالعات   وجود؛  این  با  نگرفت،  قرار  بررسی  مورد  مطالعه 

بهینه گسترده  در  گلوکز  از  استفاده  تأثیر  محیط ای  سازی 

 .(28-26)کنندمیها را تأیید لاکتوباسیلکشت انواع  

این   ازدر  بررسی  پژوهش،  مورد  ازت  منابع  عصاره    ؛میان 

میزان با  را  باکتری    g/L  25  مخمر  رشد    دلبروکی  . لبر 
از منابع دیگر تشخیص داد.    بولگاریکوس  زیرگونه مؤثرتر 

مطالعات بسیاری اثر بخشی عصاره مخمر را بر رشد باکتری  

کنند؛ از جمله  تایید می  بولگاریکوس   زیرگونه  دلبروکی  .ل

Zhang  ( هنگامی2020و همکاران ) محیط  یک که MRS 

broth  را بر میزان رشد باکتری    مخمر  عصاره   با   شده   اصلاح

تولیدبولگاریکوس    زیرگونه  دلبروکی  .ل   باکتریوسین   و 

توسط این باکتری مورد مطالعه قرار دادند، اثر عصاره مخمر 

تشخیص   مؤثرتر  مطالعه،  مورد  دیگر  منابع  به  نسبت  را 

. همچنین تأثیر عصاره مخمر به عنوان فاکتور مؤثر  (29)دادند 

مطالعات   با  باکتری  این  بهتر  رشد  همکاران    و   Ayiviبر 

(2022  ،)Somani  (همکاران و    Xiao(،  2020و 

( مطابقت دارد.  2021و همکاران)  Choi( و  2020همکاران)

بهینه  میزان  مطالعات  تفاوت  در  مخمر  عصاره  شده  سازی 

ها  شده با مطالعه حاضر احتمالاً به تفاوت در نوع جدایه ذکر

 .  (31, 30, 10, 3)های بهینه سازی وابسته استو روش 

سازی   بهینه  در  پپتون  از    زیرگونه   دلبروکی  .لاستفاده 
کمتر مورد توجه قرار گرفته است؛ با این حال    بولگاریکوس

با    و همکاران    Zhangنتیجه به دست آمده در این بررسی 
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از  2017) مطالعه  این  در  که  تفاوت  این  با  دارد؛  مطابقت   )

 .(24)پپتون کازئین استفاده شده است

 یریگجهینت

بهینه زمینه  در  شده  انجام  رشد  مطالعات  شرایط    . لسازی 
نتایج مطالعه حاضر را در    بولگاریکوس  زیرگونه  دلبروکی

عصاره  و  گلوکز  خصوصاً  کربن  و  نیتروژن  منابع  اهمیت 

کنند. در نهایت، به علت مطالعات محدودی  مخمر، تأیید می

سازی شرایط کشت این سویه پروبیوتیک انجام  که بر بهینه 

با درنظر گرفتن    شود مطالعات بیشتریده است، پیشنهاد می ش

در این زمینه طراحی گردد؛ چرا که   پارامترهای متعدد دیگر

پروبیوتیک   به  بولگاریکوس    زیرگونه  دلبروکی  .لباکتری 

گسترده  گونه طور  همراه  به  جهان  در  دیگر  ای  های 

مثل  باکتری لاکتیک  ترموفیلوسهای  به    استرپتوکوکوس 

 گیرد. عنوان استارتر محصولات لبنی مورد استفاده قرار می
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Optimization of media components for biomass production of the probiotic strain 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus using experimental design 
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Abstract 
The Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus is one of the most well-known probiotic lactic acid bacteria, 

which is traditionally used in fermented products, especially dairy products. Few studies have focused on the 

optimization of L. delbrueckii subsp. bulgaricus biomass production. Therefore, it is necessary to use the design 

of the experiment and response surface methodology in the optimization of this important probiotic strain. The L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus strain isolated from fermented products of Tehran province was used in this study. 

By studying one-factor-at-a-time, carbon and nitrogen sources were evaluated. Three factors of glucose, yeast 

extract and peptone were confirmed to be evaluated in the optimization test. Then, using the experimental design 

and response surface methodology, the Box-Behnken model was used to optimize these three variables. The 

results obtained from Box-Behnken design with statistical software identified the full quadratic model for 

significant optimization. This model suggests that in the concentration of glucose 20 gr/L and the concentration 

of yeast extract 25 gr/L and peptone 30 gr/L, a dry weight of 2.132 gr/L is obtained, which was confirmed. This 

study has been successful in optimizing carbon and nitrogen sources on L. delbrueckii subsp. bulgaricus biomass 

production. The variables and values obtained are confirmed by other studies, but finally, due to the restricted 

studies that have been done on the optimization of the cultivation conditions of this probiotic strain, more 

investigations are suggested to confirm the findings of this study. 

Keywords: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, one-factor-at-a-time, Box-Behnken model, biomass, 

Response Surface Methodology. 
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