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چکیده
منظور بهبـود کیفیـت   بایستی بهوشودها و حیوانات است که به صورت بیولوژیکی در بدن سنتز نمیانسانتغذیهدرضرورياي مینهآاسید3لایزین

مینـه بـه میـزان    آهاي غذایی افزوده شود. لایزین داراي کاربردهاي دارویی در فرموله کردن رژیم هایی بـا ترکیـب اسـیدهاي    پروتئین، به غذا و مکمل
بیوتکنولوژیکی رسد، روش. به نظر میباشد. فرایندهاي شیمیایی، آنزیمی و بیوتکنولوژیکی براي تولید لایزین مورد استفاده قرار گرفته اندمینیز مشخص 

با استفاده از آب پنیر 4بروي باکتریوم لیننس(تخمیر) اقتصادي ترین و قابل اجرا ترین روش در تولید لایزین باشد. در پژوهش حاضر، تولید لایزین توسط 
ید محصولات با ارزش افزوده، مورد مطالعه قرار گرفـت. آمـاده   قیمت براي تولو ملاس، با هدف استفاده از ضایعات کشاورزي به عنوان مواد اولیه ارزان

زیـابی  سازي آب پنیر از طریق هیدرولیز لاکتوز به وسیله اسید کلریدریک و آماده سازي ملاس از طریق افزودن مواد شیمیایی به آن صـورت گرفـت. ار  
و استفاده از اسپکتروفوتومتري انجام شـد. نتـایج نشـان داد کـه غلظـت      5کمی و کیفی لایزین تولیدي توسط روش کروماتوگرافی لایه نازك بالا رونده

در بـه ترتیـب  گـرم در لیتـر  5/10و 8/11لایزین با گذشت زمان به صورت معنی داري در هر دو محیط افزایش یافت. بیشترین مقدار لایزین تولیـدي  
ر محیط حاوي ملاس، افزایش و در محیط حاوي آب پنیر، کاهش یافت. در دpH. با افزایش میزان لایزین به دست آمدملاس یاآب پنیر حاويمحیط

روز ششم، میزان لایزین تولیدي در محیط آب پنیر در مقایسه با ملاس به صورت معنی داري بیشتر بود.

ملاس ، آب پنیر،بروي باکتریوم لیننس: لایزین، تخمیر، کلیديه هايواژ

12345مقدمه

بسیاري از فراورده هاي حاصل از تخمیرهاي میکروبی بـه  امروزه 
عنوان افزودنی و مکمل به مواد غذایی اضـافه مـی شـوند. ایـن مـواد      
شامل آنتی اکسیدانها، مواد طعم دهنده، رنگها، مواد نگهدارنـده، مـواد   
شیرین کننده و ویتامین ها همچنین اسیدهاي آلی، پلـی سـاکاریدها و   

د. اخیرا کل مصرف سالیانه جهـانی اسـیدهاي   اسیدهاي آمینه می باشن
10میلیون تن رسیده است و رشد سالانه آن حـدود  2آمینه به بیش از 

لایزین یکی از اسید آمینه هـاي  ). 8و 5درصد تخمین زده شده است (
آن Rکه گـروه  توسط میکروارگانیسم ها می باشدشدهتولیدضروري 

) و یک گروه آمین اول دیگر در داراي بار مثبت است (اسید آمینه بازي

علوم و صنایع بخشکارشناسی ارشدپیشینبه ترتیب استادیار و دانشجوي-2و 1
نشکده کشاورزي، دانشگاه شیرازغذایی دا

:Emailنویسنده مسئول:-(* mousavi@shirazu.ac.ir(
3- Lysine
4- Brevibacterium linens
5- Ascending thin layer chromatography

باشد زنجیر آلیفاتیک خود داردکه فرمول آن بصورت زیر میεموقعیت 
)7:(

CH2 CH2 CH2 CH2 CH   COO-

NH3
+ NH3

+

این اسیدامینه در انسان و دیگر پسـتانداران سـنتز نمـی شـود. از     
حیوانات در حال رشد، نیاز زیادي به لایزین جهـت  آنجا که کودکان و

تشکیل استخوان دارند، این اسیدآمینه ضروري باید از طریـق قسـمتی   
بـا توجـه بـه کمبـود ایـن      از رژیم غذایی این موجودات تـامین شـود.   

اسیدآمینه در بسیاري از غلات و سبزیجات، بایستی رژیم غـذایی را بـا   
.)7و4(لایزین غنی سازي نمود 

تن 380000لایزین براي تامین نیازها، بیش از -Lتولید جهانی 
تن رسیده است 550000این مقدار به 2001در سال بوده که در سال 

تن از این مقدار از طریق تخمیر مستقیم میکروبی و 90000و بیش از 
روش هاي تغییر شکل زیستی تولید می گـردد. مقـدار باقیمانـده آن از    

تولید لایزین بـه روش شـیمیایی    میایی تولید می شود. طریق سنتز شی
سـنتز  LوDداراي یک ایراد عمده است زیرا مخلوطی از ایزومرهاي 

لایزین را مصـرف مـی نمایـد. از ایـن رو     -Lمی شود ولی بدن فقط 

علوم و صنایع غذایی ایرانپژوهشهاي نشریه
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را تولید Lتولید میکروبی داراي این مزیت است که فقط فرم ایزومري 
لایـزین تولیـدي بـراي غـذاي حیـوان      می نماید. قسمت عمده اي از

کاربرد دارد و در صنایع غذایی لایزین براي غنی سازي غـذاهایی کـه   
رسد در با فقدان این اسیدآمینه مواجه هستند، بکار می رود. به نظر می

میان روش هاي تولیدي، تخمیر، روش عملی و اقتصادي بـراي تولیـد   
یـادي در مـورد تولیـد    ). تـا کنـون مطالعـات ز   4و1،2لایزین است (

)11(سـن و چـاترجی  لایزین توسط باکتري ها صورت گرفتـه اسـت.  
و منابع کربن و نیتروژن بهینه، یـک زیرگونـه   pHکه در اظهار داشتند

گرم 14/3آرتوباکتر گلوبیفورمیسمصرف کننده هیدروکربن از باکتري 
باعـث  در لیتر لایزین تولید کرد و افزودن آنتی بیوتیک و مواد مغـذي 

با استفاده از یک گونـه  )9(پلاچیز و اولبرتافزایش بازده لایزین شد.
4، در مـدت زمـان   2نه باکتریوم گلوتـامیکوم یکورجهش یافته باکتري 

ــد. 45روز  ــد کردن ــزین تولی ــر لای ــرم در لیت ــاترجیگ )12(ســن و چ
بـر تولیـد لایـزین    3مطالعاتی بر روي تاثیر ویتامین ب و عناصر جزئی

انجام دادند. این بـاکتري  میکروکوکوسک زیر گونه خاص از توسط ی
گرم در لیتر لایزین تولید می کـرد کـه افـزودن    6/2در شرایط معمول 

ویتامین ب و عناصر جزئی به محیط بهینه، سبب ترغیب رشد بـاکتري  
)3و همکـاران ( ساسی-حاجیو افزایش میزان لایزین تولیدي گردید.

گرم در لیتر را بر تولیـد لایـزین   233تا 60از تاثیر غلظت اولیه گلوکز 
تولیـد  میـزان توسط گونه هاي کورینه باکتریوم گزارش کردند. حداکثر

و شـاه گـرم در لیتـر گلـوکز بـه دسـت آمـد.      165لایزین در غلظـت  
تولید میکروبی لایزین را به وسیله یک زیرگونه جهـش  )13(همکاران 

اکـویلر و ابتـا  افزایش دادند.امیکومنه باکتریوم گلوتیکوریافته جدید از 
) یک باکتري بازیافت شده از خاك را براي تولید لایزین مـورد  2005(

نـام  144باسـیلوس مگـاتریوم اس پـی    مطالعه قرار دادند. این باکتري 
میلی گرم در میلـی لیتـر لایـزین    56/3ساعت 96داشت که در مدت 

درصـد کلریـد   4لـوکز و  درصـد گ 8نتایج نشان داد اگر تولید می کرد.
آمونیوم به عنوان منابع کربن و نیتروژن استفاده شوند، سـبب افـزایش   

. در تحقیقی که توسط موسوي نسـب و  میزان تولید لایزین خواهد شد
کورینــه بــاکتریوم ) انجــام شــد، تولیــد لایــزین توســط 10همکــاران (
بر روي منـابع کربنـی مختلـف از ضـایعات کشـاورزي در      گلوتامیکوم

مقایسه با گلوکز بررسی شد و همچنین اثر منابع نیتروژنی مختلـف بـر   
تولید لایزین تعیین گردید. نتایج نشان داد کـه بـالاترین بـازده تولیـد     

مربوط به ملاس و بهترین منبع نیتروژنی سولفات آمونیوم بود.
استفاده از ضایعات درهدف کاربرد باکتري ها،در پژوهش حاضر

جهـت قیمت (ملاس و آب پنیـر)  ان مواد اولیه ارزانکشاورزي به عنو
، مانند لایزین بود.افزودهارزشباتولید محصولات

1- Arthobacter globiformis
2- Corynebacterium glutamicum
3- Trace elements
4- Bacillus megaterium SP 14

هاشمواد و رو
بـروي  از آب پنیـر توسـط   تولید لایزین بـا اسـتفاده  

باکتریوم لیننس
(PTCC 1603): بـــاکتري آمـــاده ســـازي بـــاکتري

Brevibacterium linens ان ســازم پژوهشــکده بیوتکنولــوژي  از
در پژوهش هاي علمی و صنعتی ایـران خریـداري شـد. ایـن بـاکتري      

گردیـد روز فعال 2، به مدت C°30در دماي Nutrient Brothمحیط 
جهت تکثیر باکتري بـه  پیش کشتو پس از آن براي تلقیح در محیط 

.)14()1قرار گرفت (جدول مورد استفاده ) v/v(1:10نسبت 

5پیش کشت ر محیط میزان ترکیبات موجود د-1جدول 

ترکیبات غلظت
(g/l)

ترکیبات غلظت 
(g/l)

Glucose 20 K2HPO4 1
MgSO4.7H2O 25/0 NaCl 5/2

KH2PO4 1 yeast extract 10
peptone water 10 MnSO4.H2O 1/0

بـه  C°121(استریل شده پیش کشتطیپس از آماده سازي، مح
18ده در آن تلقیح شـد و بـه مـدت    باکتري فعال شو دقیقه)15مدت 

قـرار داده  C°30، در دماي =120rpmبا 6زانساعت در اینکوباتور لر
تخمیـر ساعت، باکتري وارد محیط اصلی18پس از گذشت ).14شد (

:بودکه آماده سازي آن به شرح زیر گردیدحاوي سوبسترا
:(آب پنیـر) حـاوي سوبسـترا  کشـت تخمیـر   آماده سازي محیط 

بـوده کـه   UFاصلی تشکیل دهنـده محـیط کشـت، آب پنیـر     ترکیب
درصد پـروتئین شـیر   25/0درصد لاکتوز و 25/1عمدتا حاوي بیش از 

). در ایـن تحقیـق، آب پنیـر از شـرکت پگـاه فـارس بـا        1می باشـد ( 
، pH4/6درجـه دورنیـک،   8مشخصات ذیـل تهیـه گردیـد: اسـیدیته     

درصـد کـه   6تـا  5/5درصد و ماده خشک 25/0چربی صفر، پروتئین 
قسمت عمده آن لاکتوز می باشد.

باید ابتـدا لاکتـوز موجـود در آب پنیـر را     تهیه محیط کشتبراي 
میلـی لیتـر از   600بدین منظورAHWP(7توسط اسید هیدرولیز کرد (

نرمال به آن 2/1میلی لیتر اسید کلریدریک 60آب پنیر برداشته شد و 
قـرار  C°60مـام آبـی در دمـاي    ساعت در ح24افزوده شد و به مدت 

گرفت. سپس سریعاً سرد شده و اسید اضافی از طریـق افـزودن سـود    
)NaOH (1 خنثی شد و نرمالpH  تنظـیم گردیـد   7محیط در حـدود
)6.(

5- Seed culture
6- Shaker incubator
7- Acid hydrolyzed whey permeate



1389تابستان، 2، شماره6نشریه پژوهشهاي علوم و صنایع غذایی ایران، جلد 102

هدف از این کار همانطور که ذکر شد، هیدرولیز لاکتوز موجـود در  
فنـول  یشآب پنیر می باشد و دلیل آن این است که با توجه بـه  آزمـا  

انجام شده، باکتري هاي این جنس توانـایی مصـرف   1رد لاکتوز براث
لاکتوز به عنوان سوبسترا را ندارند. پس از تهیه آب پنیر هیدرولیز شده 

درصد عصـاره مخمـر   2/0آن در محدوده خنثی، pHتنظیم با اسید و
در هر کدام از ارلـن  سپسبه محیط افزوده شده و محیط استریل شد.

تلقیح شد و پیش کشت باکتري از محیط سوسپانسیون میلی لیتر 3ها 
قـرار  C°30در دماي =180rpmسپس ارلن ها در اینکوباتور لرزنده با 

سـاعت، یـک ارلـن از    24هـر  انجام آنالیزهاي لازمگرفتند. به منظور 
اینکوباتور خارج شد و در یخچال قرار گرفت.

 ــ بــروي ط تولیــد لایــزین بــا اســتفاده از مــلاس توس
باکتریوم لیننس

بـاکتري مطـابق روشـی کـه در قسـمت      :آماده سازي بـاکتري 
مربوط به آب پنیر گفته شد، آماده گردید.

ترکیب :(ملاس)حاوي سوبستراکشت تخمیر آماده سازي محیط 
اصلی تشکیل دهنده این محیط کشت ملاس بوده که از کارخانه قنـد  

کربوهیدرات، کـه عمـدتاً   درصد 50–60مرودشت تهیه شده و حاوي 
درصد مواد نیتروژنی به همراه برخـی ویتـامین هـا و    2ساکارز است و 

کشـت  میـزان ترکیبـات موجـود در محـیط     ). 1مواد معدنی می باشد (
آورده شده 2در جدول و انجام فرآیند تخمیربراي رشد باکتريتخمیر
است.

کشت تخمیردر محیط میزان ترکیبات موجود-2جدول 
کیباتتر (g/l)غلظت  ترکیبات    (g/l)غلظت

Molasses 100 (NH4 )2 SO4 46
MgSO4.7H2O 85/2 Urea 5

K2HPO4 5/0 KH2PO4 5/0
CaCO3 20 L-leucine 4/0

pH با استفاده ازNaOH1رسانده شد و محیط 7حدود نرمال به
ر بـاکتري  میلی لیت3، پیش کشتاستریل گردید. از محیطدر اتوکلاو

در هر کدام از ارلن ها تلقیح شـد. پـس از آن ارلـن هـا در اینکوبـاتور      
قرار گرفتند. به منظور بررسی اثر C°30در دماي =180rpmلرزنده با 

سـاعت، یـک ارلـن از    24زمان بر تولیـد لایـزین، در فواصـل زمـانی     
اینکوباتور خارج شده و در یخچال قرار گرفت تا پـس از انـدازه گیـري    

).14ي کمی میزان لایزین تولیدي در هر روز تعیین شود (ها

1- Phenol red lactose broth

اندازه گیري هاي کیفی و کمی
بــراي انــدازه گیــري میــزان لایــزین تولیــد شــده، از روش       

استفاده شد. سیستم حلال بـه کـار   بالاروندهکروماتوگرافی لایه نازك
n-butanol:acetic acid:waterبــرده شـــده در ایــن پـــژوهش،   

)1:2:4v/vدرصد در اتـانول) بـر   5/0د. محلول نینهیدرین (محلول ) بو
روي صفحات اسپري شد و محل لکـه هـاي لایـزین بـه رنـگ آبـی       
نمایان گردید. براي تعیـین میـزان لایـزین تولیـد شـده در ارلـن هـا،        

4یک لوله میکروسانتریفیوژ حاوي در ده شده و یهاي لایزین تراشلکه
دقیقه بـا  5کردن، به مدت مخلوطمیلی لیتر اتانول ریخته شد. پس از 

5000rpm= سانتریفیوژ شده و پس از آن مایع شفاف رویی جداسازي ،
شده و با استفاده از اسپکتروفوتومتر، جـذب نـوري آن در طـول مـوج     

لایـزین   نانومتر خوانده شد. با استفاده از منحنی استاندارد غلظت570
سـترا گـزارش شـد    محاسبه گشته و اعداد بر حسب گـرم در لیتـر سوب  

یـرات  ینمونه ها در طول زمان، به منظور بررسی تغpH). همچنین 14(
مواد محیط اندازه گیري شد.

آنالیز آماري
تکرار انجام شده و آنالیز آماري بـا اسـتفاده   3تمامی آزمایشات در 

داري و گروه بندي به طریق دانکن در سطح معنـی SPSSاز نرم افزار 
05/0p< .همچنین براي بررسی و مقایسه غلظـت لایـزین   انجام شد

تولید شده در ارلن هاي حاوي آب پنیر و ملاس به عنوان سوبسـترا از  
استفاده شد. Independent-T Testآنالیز آماري با روش 

نتایج و بحث
نتایج نشان داد غلظت لایـزین در ارلـن هـاي حـاوي آب پنیـر و      

افـزایش یافـت. امـا    ملاس، با گذشت زمان بـه صـورت معنـی داري   
زین با گذشت زمان کمتر شده بـود.  یسرعت افزایش در میزان تولید لا

آب حـاوي  محـیط  همچنین بیشترین غلظت تولیدي در روز ششم، در
).4و3گرم در لیتر بود (جداول 5/10و 8/11پنیر و ملاس  به ترتیب 

) لایزین تولیـد شـده  10در تحقیقی مشابه، موسوي نسب و همکاران (
بـر روي ضــایعات  کورینــه بـاکتریوم گلوتــامیکوم بـه وســیله بـاکتري   

کشاورزي (ملاس و ضایعات خرما) را اندازه گیري نموده و بیان کردند 
ساعت فرآیند تخمیر مقدار لایزین تولید شده در محـیط  96که پس از 

36و 4/40، 48هاي حاوي ملاس، ضایعات خرما و گلوکز بـه ترتیـب   
که بیشترین بازدهی تولیـد لایـزین در محـیط حـاوي     گرم در لیتر بود 

ملاس را نشان داد. این در حالی است که در تحقیقی دیگـر بیشـترین   
3/3فقط 2بروي باکتریوم لاکتوفرمنتوممقدار لایزین تولید شده توسط 

بود زمانی که از مخلوط تراویـده  9/4نهایی محیط pHگرم در لیتر و  

2- Brevibacterium lactofermentum
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در صد عصاره مخمر بـه عنـوان   2/0اسید و هیدرولیز شده با 1آب پنیر
). اختلاف در میزان بازدهی توسط محققـان  6سوبسترا استفاده گردید (

و سوبستراهاي مختلف می تواند در نتیجه استفاده از میکروارگانیسمها
متفاوت در شرایط تخمیر غیر یکسان جهت تولید لیسین باشد.

محیط حاوي مـلاس  pHنمونه ها نشان داد که pHاندازه گیري 
 ـبا گذشت زمان افزایش یافـت و ایـن امـر بـه دل     ل تولیـد اسـیدآمینه   ی

. از آنجایی کـه لایـزین یـک اسـیدآمینه بـازي      )5(جدول لایزین بود
است، تولید و افزایش مقدار آن سبب افزایش قلیاییت محـیط گردیـد.   

با گذشت زمـان کـاهش معنـی    pHاما در مورد محیط حاوي آب پنیر 
. احتمال می رود دلیل این امر مصرف بیشـتر  )6د (جدول دا کرداري پی
توسط باکتري و تولید اسید بیشتر باشـد. بـه   (گلوکز و گالاکتوز) قندها 

pHنحوي که اسید تولیدي در محیط نسبت به لایزین اولویت یافته و 

محیط را کاهش داده است و علت آن را می توان به هیدرولیز لاکتـوز  
داد. در اثر این هیدرولیز، لاکتوز به قندهاي ساده تر توسط اسید نسبت

د بیشـتري  یتبدیل شده و بیشتر مورد استفاده باکتري قرار گرفته و اس ـ
.تولید شده است

در محیط مختلف غلظت لایزین تولیدي در زمان هاي-3جدول 
حاوي آب پنیر

)hزمان ()g/Lغلظت لایزین (
a*0±00

b0±4/224
c2/0±448

d1/0±1/772
e05/0±1096

f2/0±31/11120
g3/0±8/11144

انجام شده و اعداد در گروه هـاي >05/0pنالیز آماري در سطحآ
a-gي تفاوت معنی دار هستند.ادار

در محیط غلظت لایزین تولیدي در زمان هاي مختلف-4جدول 
حاوي ملاس

)hزمان ()g/Lغلظت لایزین (
a0±00

b3/0±1/224
c4/0±9/448

d2/0±672
e0±6/896

f1/0±1/10120
g2/0±5/10144

1- Whey permeate

یند تخمیرآآب پنیر طی فردر محیط حاوي pHتغییرات -5جدول 
pH) زمانh(

f02/0±65/50
e06/0±55/524
d02/0±43/548

c0±33/572
b01/0±23/596
ab02/0±20/5120
a03/0±16/5144

تخمیریندآملاس طی فردر محیط حاوي pHتغییرات -6جدول 
pH) زمانh(

a02/0±26/70
b04/0±36/724

c0±45/748
d03/0±63/772
e02/0±67/796

f0±83/7120
g02/0±03/8144

یجه گیري نت
با توجه به حجم بالاي آب پنیر تولیدي در کشور و نتایج به دست 

از این مطالعه، یکی از بهترین پیشنهادات براي مصـرف بهینـه از   آمده
. آب پنیر، استفاده از آن به عنوان سوبسترا و تولیـد لایـزین مـی باشـد    

درصـد عصـاره   2/0نکته قابل توجه اینکه براي این تولید تنها افزودن 
مخمر به آب پنیر لازم است و نیاز به هیچ ماده اولیـه دیگـري نـدارد.    

خمر شامل ترکیبات خاصی است که تولید لایـزین را ترغیـب   عصاره م
می کند چرا که منبع غنی از ویتـامین هـاي ب کمـپلکس، اسـیدهاي     

). بدین ترتیـب عـلاوه بـر حـل شـدن      6امینه آزاد و پپتیدها می باشد (
مشکلات کارخانه هاي تولید پنیـر در زمینـه ایـن محصـول جـانبی و      

اقتصادي براي کارخانجـات،  کاهش آلودگی محیط زیست و سودآوري
قیمت، مشکل کمبود این اسیدآمینه با تولید مقدار زیادي لایزین ارزان

ضروري نیز در کشور از بین خواهد رفت.
همچنین می توان از مـلاس کـه یکـی از مهمتـرین محصـولات      
جانبی در کارخانجات تولید قند و شکر می باشـد بـراي تولیـد لایـزین     

و ساکارز خالص عمدتاً به دلیـل هزینـه زیـاد بـه     گلوکز استفاده نمود. 
ندرت در تخمیر هـاي صـنعتی بـه کـار مـی رونـد. مـلاس کـه یـک          
محصول فرعی تولید قند از چغندر و نیشکر مـی باشـد، ارزان تـرین و    

که می تواند سوبستراي مناسبی بـراي  متداول ترین منبع ساکارز است 
.)1لایزین به شمار آید (میکروبیتولید
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