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 چکیده
 Lactococcus lactisاسـت کـه در مقیـاس صـنعتی توسـط       FDAنایسین اولین نگهدارنده غذایی تایید شده  

subsp. lactis شود. براي کاهش اثر منفی اسید لاکتیک تولید شـده در متابولیسـم   تولید میL. lactis   بـر روي
استفاده شده است. در این پژوهش بـراي اولـین    Yarrowia lipolyticaتولید نایسین، کشت توام این باکتري با 

در تخمیر بسته با اسـتفاده از بیوراکتـور آزمایشـگاهی در محـیط بـر پایـه        Y. lipolyticaبه همراه   L. lactisبار
میزان تولید  اند.کشت داده شدهrpm 100و دور همزن  vvm 15/0هوادهی شش و   C 30 ،pH°ملاس در دماي 

میزان زیست توده و تولیـد  بوده است. همچنین در تخمیر همزمان دو سویه،  IU/ml920نایسین در این شرایط 
رسد عوامل دیگري از است. به نظر می L. lactisدرصد بیشتر از کشت خالص  78درصد و  63نایسین به ترتیب 

جمله فعالیت پروتئازي برون سلولی مخمر که باعث تسهیل دسترسی باکتري بـه منـابع غـذایی محـیط کشـت      
 شود، در این فرآیند موثر باشد.  می

سین،  ي:هاي کلید واژه شت همزمان، نای  Lactococcus lactis  ،Yarrowia lipolyticaبیوراکتور، ک

 مقدمه

 رونـد، کـه از آن جملـه    میکربی مواد غذایی به کار می ها ترکیباتی هستند که براي جلوگیري از فسادهاي شیمیایی و نگهدارنده

هـایی در  ها اشاره کرد. با وجود استفاده گسترده از این ترکیبات، همیشـه نگرانـی    ها و نیتراتاسید، نیتریتتوان به بنزوئیک می

هـاي  هـاي تولیـد شـده توسـط بـاکتري     باکتریوسـین  (Newman & Cragg 2012).زایی این ترکیبـات وجـود دارد   مورد سرطان

الیـت بیشـتري دارنـد. در ایـن شـرایط، ایـن       پـایین فع  pHاسیدلاکتیک، مانند مثل نایسـین، لاکتوکوکوسـین و پدیوسـین، در    

تواننـد بـه   ها بسیار پایدار بوده و فعالیت زیستی خود را حتی پس از جوشاندن نیز حفظ می نمایند. ایـن مـواد مـی   باکتریوسین

وچـک  نایسین یک پپتید ضـدباکتریایی ک . (Grabley & Thiericke 1999)هاي غذایی مورد استفاده قرار گیرندعنوان نگهدارنده

شـود. ایـن   ي لاکتیک اسـید تولیـد مـی   ها، از اعضاي خانواده باکتريLactococcus lactis subsp. lactisاست و توسط باکتري 

هـا ترکیبـات ضـدمیکروبی     بیوتیک است. لانتی بیوتیک ها تعلق دارد و نوعی لانتی از باکتریوسین Iترکیب ضدمیکروبی به کلاس 
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-کیلودالتون هستند و به خاطر وجود آمینواسیدهاي غیرمعمول خود از جملـه لانتیـونین و بتـا    پپتیدي با وزن ملکولی زیر پنج

 1928نایسـین نخسـتین بـار در سـال      .(McAuliffe et al., 2001)لانتیونین و آمینواسیدهاي دهیدراته معروف هسـتند  -متیل

شود. ایـن مـاده در اتحادیـه    سال است که به عنوان یک ماده نگهدارنده غذایی تجاري استفاده می 50جداسازي شده و بیش از 

) بـراي  GRAS) نیـز آن را بـه عنـوان مـاده ایمـن (     FDAتائید شده و سازمان غذا و داروي آمریکـا (  E234) با شماره EUاروپا (

. این پپتید داراي توانمنـدهاي کـاربردي بسـیار متنـوع در     (McAuliffe et al., 2001)در پنیر مورد تأیید قرار داده استمصرف 

هاي نایسین، استفاده از آن به عنوان مهار کننده رشـد بـاکتري کلسـتریدیوم و    باشد. یمی از مهمترین کاربردصنایع مختلف می

تولید نایسین وابسته به رشد باکتري مولد بوده و در دوره رشـد   (Delves 2001).یر است ممانعت از فساد مواد لبنی از جمله پن

از جمله موارد کاهنـده رشـد    (Simsek 2014).شود رسد اما در فاز سکون تولید آن متوقف مینمایی به حداکثر میزان خود می

نیز پـس از گذشـت چنـد     L. lactisرشد باکتري باکتري هاي اسید لاکتیک، تجمع اسید لاکتیک در محیط است که در نهایت 

یکی از روش هاي مقابله با میزان اسـید لاکتیـک    (Cook & Russell 1994).یابد ساعت از شروع فرآیند تخمیربسیار کاهش می

روش کشت همزمان میکروارگانیسم ها است. به این منظور سویه انتخاب شده براي رشد همزمـان در کنـار سـویه مولـد     محیط 

نایسین، باید داراي شرایط خاصی باشد. از جمله این شرایط می توان به استفاده از اسید لاکتیک به عنوان منبـع کـربن و عـدم    

و همچنـین عـدم    ، عدم تولید ترکیبات مضر براي رشد سویه تولید کننـده استفاده از منبع کربن اصلی موجود در محیط کشت

 .Lهاي انجام شده در مورد کشت همزمان بررسی (Bader et al., 2010).تجزیه محصول مورد نظر در شرایط تخمیر اشاره کرد 

lactis  وY. lipolytica، یشتر میزان تولید نایسـین نسـبت   افزایش هرچه بتواند سبب می روش در فلاسک، نشان داده است، این

هاي بالاتر، شـرایط صـنعتی و همچنـین تولیـد در     شود، ولی در مورد کارآمدي آن در مقیاس L. lactis به کشت خالص باکتري

. هدف پژوهش کنـونی ارزیـابی امکـان اسـتفاده از کشـت       (Ariana & Hamedi 2017)بیوراکتور گزارشی منتشر نشده است

به منظور بررسی افزایش تولید نایسین در بیوراکتور در محیط تخمیر بر پایه مـلاس و   Y. lipolyticaمخمر  و L. lactisهمزمان 

 در طول فرآیند تخمیر بوده است.  Y. lipolyticaتعیین میزان اثر بخشی حضور مخمر 

 هاروش و مواد

 هاي کشتمحیط

گـرم بـر    10، پپتـون  گرم برلیتر 10 لیتر، عصاره مخمر گرم بر 10) شامل ساکاروز CMمحیط پیش کشت با ترکیب کمپلکس (

 .Lبـراي تکثیـر   گرم بر لیتر  2/0، سدیم کلرید دو گرم بر لیتر و منیزیم سولفات گرم بر لیتر 10لیتر، پتاسیم هیدروژن فسفات 
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lactis  وY. lipolytica به کار برده شد. محیط کشت )Tryptic Soy Broth (TSB    گـرم بـر لیتـر بـراي تکثیـر و       30بـه میـزان

درصـد   50(حاوي  چغندرقند محیط کشت تخمیر براي تولید نایسین شامل ملاس مورد استفاده قرار گرفت. L. lactisشمارش 

یتـر  ، سدیم کلرید دو گرم بر لگرم بر لیتر 10، پتاسیم هیدروژن فسفات گرم بر لیتر 20، کنجاله سویا گرم بر لیتر 70ساکاروز) 

 . (Ariana & Hamedi 2017)است  گرم بر لیتر 2/0و منیزیم سولفات 

 آنالیز فرآیند تولید

هایی کـه  با استفاده از آزمون Yarrowia lipolyticaو  Lactococcus lactisافزایش تولید نایسین در بیوراکتور با کشت همزمان 

 گردد، مورد بررسی قرار گرفت.در ادامه ذکر می

 نایسین   شرایط تولید

ساعت و با تلقـیح اولیـه    24درجه سلسیوس، به مدت  30تولید نایسین در فلاسک در شرایط بهینه تخمیر ناپیوسته، در دماي 

و  L. lactisانجام گرفت. مدت زمان لازم براي پیش کشـت بـاکتري    Y. lipolyticaو مخمر  L. lactisهشت درصد براي باکتري 

درجــه سلســیوس و تلقــیح اولیــه بــه درون محــیط پــیش کشــت بــراي هــر دو  30ســاعت، دمــاي  Y. lipolytica 12مخمــر 

 .Yو مخمـر   L. lactisانجام گرفت. میزان دور همزن بهینه در فلاسک بـراي بـاکتري    OD (1/0میکروارگانیسم با جذب نوري (

lipolytica  ترتیب بهrpm80  وrpm 150  در نظر گرفته شد(Ariana & Hamedi, 2017)  همچنین شرایط تولید در بیوراکتـور .

مشابه فلاسک در  Y. lipolyticaو مخمر  L. lactisلیتري از نظر دما، مدت زمان تخمیر و تلقیح اولیه براي باکتري  10دار همزن

درجه  30ساعت، در دماي  Y. lipolytica 12و مخمر  L. lactisنظر گرفته شده است. مدت زمان لازم براي پیش کشت باکتري 

 pHسلسیوس و با تلقیح اولیه هشت درصد به درون محیط تخمیر براي هر دو میکروارگانیسم صورت گرفت. بـه منظـور تنظـیم   

در حین فرآیند تخمیر در بیوراکتور، از تزریق سدیم هیدروکسید پنج نرمال به کمک پمپ پریسـتالتیک، اسـتفاده شـد. سـویه     

هـاي صـنعتی   هـا و قـارچ  از کلکسـیون بـاکتري   Lactococcus lactis sub sp. lactis (PTCC 1336)تولیدکننده نایسین با نـام  

از مرکز  ATCC 18942( IBRC-M 30168 Yarrowia lipolytica(هاي علمی و صنعتی ایران و همچنین سویه سازمان پژوهش

درصـد گلیسـرول    20و  -C º 70در دمـاي   هـاي معمـول  ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران تهیه گردید و بـا توجـه بـه روش   

 اند.نگهداري شدند. براي بهبود عملکرد و نتایج ، آزمایش ها سه بار تکرار شده

 ي تخمیر آماده سازي نمونه

به منظور آماده سازي محیط کشت تخمیر براي سنجش زیستی فعالیت نایسین ، به یک میلی لیتر از محیط تخمیـر نـه میلـی    
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مولار افزوده شد. سپس نمونه به مدت پنج دقیقه در آب جوش قرار داده شده و پـس از آن، نمونـه    02/0ک لیتر اسید کلریدری

 .)Reunanen & Saris 2003(حاصل براي تزریق در چاهک ها به انتشار در آگار استفاده گردید 

 سنجش میزان نایسین تولید شده 

 )PTCC 1169( سـویه همچنـین   آگـار اسـتفاده شـد.    ، از روش انتشـاردر نیس ـینا ییای ـباکتر ضـد  تی ـفعال یفیسنجش کبراي 

Micrococcus luteus بـه   هاي علمی و صنعتی ایران تهیه گردید،هاي صنعتی سازمان پژوهشها و قارچکه از کلکسیون باکتري

شـود،  محسـوب مـی   M. luteus که یک محیط مناسب براي رشـد  TSBبه محیط  استفاده شد. نیسیحساس به نا هیعنوان سو

به تعادل رسیدن دمـا،  بعد از گردید. استریل  از آن، محیط تهیه شده سپو  شداضافه  20تویین درصد  یکگار و درصد آ 75/0

) ODنـوري (  شده و داراي جـذب  نگهداري سلسیوس درجه 37که در  M. luteusکشت محیط از درصد  1با  ده شدهمحیط آما

هـا  محـیط موجـود در پلیـت   از اینکـه   پس .ها منتقل شدندگردید و در نهایت به داخل پلیتنانومتر است مخلوط  600در  1/0

در درون  تخمیـر  میکرولیتر از نمونـه  50سپس شده و ایجاد ها آندر میلی متر  5هایی با قطر حفره، حالت جامد به خود گرفت

اسـید   میلـی لیتـر از   50شـاهد، هـا بـراي تهیـه نمونـه     در یکی از حفره شد.حفره ایجاد  شد. در هر پلیت چهار ریختهحفره ها 

 24 یـت هـا بـه مـدت    پل سپس گذاشته شدند.درجه  چهارساعت در دماي  24به مدت  هاریخته و پلیتمولار  02/0کلریدریک 

 & Pongtharangkul(گیـري شـد   در اطراف چاهک ها انـدازه قطر هاله عدم رشد  در نهایتو شده  ر دادهساعت در انکوباتور قرا

Demirci 2004(. 

 میزان زیست توده سنجش

اسـتفاده   (Cloning Forming Unit-CFU) هـاي زنـده  شمارش تعداد سـلول  براي تعیین میزان رشد میکروارگانیسم ها از روش

. در این روش پس از رقت سازي محیط تخمیر، شمارش باکتري با تزریق یک میلـی لیتـر   (Budde & Rasch 2001)شده است 

-6درصد آگارانجام شد. رقت مورد استفاده براي ایـن پـژوهش    5/1داراي  TSBهاي محتوي محیط محیط رقیق شده، در پلیت

ارزیـابی و بـا یکـدیگر مقایسـه شـد. بـراي        L. lactisهاي باکتري در فلاسک و بیوراکتور میزان رشـد  بوده با شمارش سلول 10

 .Y) اضافه شد تا مانع از رشـد مخمـر   mg/l 400، ترکیب ضدقارچ بنومیل (TSBبه محیط کشت  L. lactisهاي شمارش سلول

lipolytica .شود 

 سنجش میزان سوبستراي مصرف شده 

. در این روش پنج میلی لیتـر از محـیط تخمیـر بـه     به کاربرده شد دیاس کیروش فنل سولفور ط،یقند مح زانیسنجش م يبرا
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سوپرناتانت بـه  سپس  دقیقه سانتریفیوژ می شود. 10به مدت  rpm 4500فواصل زمانی سه ساعت نمونه برداري شده و در دور 

و شـده   گرم از کربن فعال اسـتفاده  1/0 محیط تخمیر میلی لیتر پنجبه ازاي هر گردید. به منظور رنگبري رقیق  01/0ي اندازه

 200گردیـد. بـه    دقیقـه سـانتریفیوژ   دوبـه مـدت    12000در دور  آمـاده شـده،  پس از آن محـیط   شود.میورتکس در نهایت 

سـولفوریک   ی لیترمیل ی لیتر و یکمیل 2/0 به مقداردرصد  پنجمحلول فنول هاي به دست آمده، سوپرناتانت نمونهکرولیتر از یم

-30دقیقه در حمـام بخـار   20به مدت  هانمونه ،ده دقیقهگذشت  از بعدمحلول فوق ورتکس شده و  .شودمیاسید غلیظ اضافه 

شـود  خوانـده مـی  تر منـانو  490متر در طـول مـوج   تونمونه ها با دستگاه اسـپکتروف  جذب انتهادر د. نشوداده میدرجه قرار  25

)Tafrishi et al., 2010.( 

 ویژگی هاي دستگاه بیوراکتور

) و Do )In pro 6850i/12/220 بیوراکتور استفاده شده در این پژوهش داراي موتور، سنسور دمـا، سنسـور آنتـی فـوم، سنسـور     

) و pHدهی، آنتی فوم، اسید و باز (براي تنظیم ) است. چهار پمپ پریستاتیک براي خوراكpH )In pro 3253i/SG/225سنسور 

هـاي  سامانه تنظیم دماي فرمانتور، به کمک المنت گیري و تخلیه، داراي دو پروانه و سه بافل بوده است.همچنین، سامانه نمونه

پمپ مخلوط اکسیژن و هوا کـه بـه ورودي دسـتگاه کنتـرل فرمـانتور      حرارتی و ورود آب سرد صورت گرفت. هوادهی به کمک 

شود. براي جلوگیري از خروج رطوبت از محیط کشت، در مسیر هواي خروجی یـک کندانسـور قـرار داده    متصل است، انجام می

 شده است.

 نتایج

در دو حالت کشت خالص  pH، نایسین تولیدي و تغییرات  L. lactisبررسی تاثیر زمان تخمیر بر میزان رشد باکتري 

 و همزمان در فلاسک

 .Yمخمـر   بـا  تولید شده در دو حالت کشت خالص و توام نایسین و L. lactisنتایج تاثیر زمان تخمیر بر میزان رشد سلولی 

lipolytica ) شود، رشد بـاکتري در کشـت خـالص و همزمـان در     ) نشان داده شده است. همان گونه که مشاهده می1در جدول

درصـد بیشـتر از کشـت     17ساعت بوده است. همچنین میزان رشد باکتري در شرایط کشـت همزمـان    24ساعت بیشتر از  12

درصد بیشـتر از   45خالص بوده است. تولید نایسین در هر دو حالت وابسته به رشد سویه مولد بوده و در شرایط کشت همزمان 

هاي زنده با شمارش تعـداد کلنـی هـا    ها براساس شمارش سلولشروش شمارش زیست توده در تمام آزمای کشت خالص است.

شوند و در انتهاي فرآیند تخمیر از تعداد ها به تدریج دچار مرگ سلولی میبر این اساس با گذشت زمان، سلول انجام شده است.



 و فاطمه یزدیان اعظم بختی، جواد حامدي Yarrowia lipolytica و Lactococcus lactis  همزمانبا کشت  وراکتوریدر بتولید نایسین افزایش     26
 

ي فعـال و در حـال رشـد    هـا ) تعـداد سـلول  24شود. در کشت خالص باکتري، در انتهاي فرآیند تخمیر (ساعت ها کاسته میآن

 کاهش یافته است.

در دو حالت کشت خالص و همزمان در فلاسک در  pHتاثیر زمان تخمیر بر میزان رشد سلولی، نایسین تولیدي و  :1جدول 
 محیط کشت تخمیر بر پایه ملاس 

Nisin 
(IU/ml) 

Biomass of L. lactis 
)g/l( pH Type of culture Time(h) Microorganisme Culture 

210 
 

197 

0.07 
 

0.04 

4.7 
 

4.32 

CM 
 

CM 

12 
 
24 

L. lactis Pure culture 

304 
 

289 

0.08 
 

0.05 

4.43 
 

4.78 

CM 
 

CM 

12 
 
24 

L. lactis 
and 

Y. lipolytica 
Co- culture 

 

CM: Complex Media, g/l: gram/litre, h: hour, IU/ml: International Unit/millilitre , L.lactis: Lactococcus Lactis, Y. Lipolytica: Yarrowia 
Lipolytica 

کنترل  pHدر بیوراکتور در شرایط  L. lactisبهینه سازي میزان دور همزن و هوادهی در محیط کشت خالص باکتري 

 شده

لازم را جهت رشد دریافـت  ها مقدار اکسیژن  براي فرآیندهاي تخمیر هوازي، هوادهی محیط کشت به طوري که میکروارگانیسم

ترین اهداف است. براي رسیدن به این مهم در بیوراکتورهاي با همزن مکانیکی، همزدن محیط  ترین و مهم نمایند، یکی از اصلی

دور همزن از طریق تـأثیر روي پارامترهـاي انتقـال در فرمـانتور نقـش       شود. کشت موجب انتقال اکسیژن به میکروارگانیسم می

دهد، افزایش میزان دورهمزن دارد. نتایج به دست آمده در این پژوهش نشان می L. lactisدر تولید نایسین توسط بسیار مهمی 

 rpm، اثر مثبت و بیش از آن بر روي رشد باکتري و تولید نایسین اثـر منفـی داشـته اسـت. بنـابراین      rpm 100در بیوراکتور تا 

درصـد و   41بـه ترتیـب    rpm 100شـده اسـت. میـزان تولیـد در دور بهینـه      به عنوان بهترین دور همزن در نظر گرفتـه   100

بوده است. از سوي دیگر نتایج بررسی اثر میزان هوادهی بـر تولیـد نایسـین نشـان      rpm 150و  rpm 50بیشتر از دور  درصد25

اهش تولیـد محصـول   سبب افزایش تولید نایسین و پـس از آن سـبب ک ـ   vvm 15/0)، که افزایش هوادهی تا 1دهد ( شکل می

 vvmودرصد بیشتر از شرایط بدون هوادهی  22درصد و  39شده است. میزان تولید نایسین در شرایط هوادهی بهینه به ترتیب 

) مقدار نایسین تولید شده و رشـد  vvm 15/0) و میزان هوادهی (rpm 100بوده است. در شرایط بهینه از نظر دور همزن ( 3/0

بهینـه   pHهاي قبلی، در طول فرآیند تخمیـر  ). طبق پژوهش1گزارش شده است (شکل  g/l 15/0و  IU 800سلولی به ترتیب 

 ).Tafrishi et al., 2010محیط شش در نظرگرفته شده است (
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 (الف)

 
 

 

 

 

  (ب)        

  
 

 

در  L. lactisو گلوگز مصرفی  : اثر دورهاي مختلف همزن(الف) و میزان هوادهی(ب) بر رشد سلولی، تولید نایسین1شکل
 کنترل شده pHبیوراکتور در شرایط 

 کنترل نشده pHبررسی میزان رشد سلولی ، نایسین تولیدي در کشت همزمان در بیوراکتور در شرایط 

) نشـان داده شـده   2کنترل نشـده در شـکل (   pHدر بیوراکتور در شرایط  Y. lipolyticaو مخمر  L. lactisنتایج کشت همزمان 

درصـد   63) 1سـه بـا فلاسـک در کشـت همزمـان (جـدول       شود، میزان تولید نایسین در مقایاست. همان گونه که ملاحظه می

) در بیوراکتور است. میـزان رشـد   vvm 15/0) و میزان هوادهی (rpm 100افزایش یافته است که ناشی از بهبود شرایط همزن (

توجه به با  pHدر کشت خالص در بیوراکتور در شرایط کنترل درصد افزایش یافته است.  36سلولی در بیوراکتور در این شرایط 

لازم براي رسیدن به حداکثر ) اما زمان 1است (شکل ساعت متوقف شده 12افزایش اسید لاکتیک در محیط، رشد سویه پس از 
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 IU/h 5/47وري در این شرایط ساعت بوده است و مقدار بهره pH 15میزان تولید در فرمانتور در کشت همزمان و بدون کنترل 

) 1در میزان اسیدیته محیط در این شرایط در مقایسه با کشـت همزمـان در فلاسـک (جـدول     افزایش هفت درصد ارزیابی شد. 

موجب شده که باکتري تولید کننده نایسین مدت زمان بیشتري را در فاز لگاریتمی بماند و از آنجایی کـه نایسـین در ایـن فـاز     

 شود، بنابراین موجب افزایش بیشترتولید نایسین شده است.تولید می

 

  

  در کشت همزمان در بیوراکتور pH: بررسی رشد سلولی،نایسین تولیدي و تفییرات 2شکل 

 

 pHبا کنترل  بررسی میزان رشد سلولی و تولید نایسین در کشت همزمان در بیوراکتور

ده محیط کشت در طول فرآینـد بـر روي شـش تنظـیم ش ـ     pHنتایج میزان رشد سلولی و نایسین در بیوراکتور در شرایطی که 

به دسـت آمـده کـه میـزان رشـد       15) نشان داده شده است. در این شرایط حداکثر تولید نایسین در ساعت 3است، در شکل (

برابر افزایش یافته اسـت. همچنـین    6/1 و 9/1به ترتیب  pHسلولی و تولید محصول در مقایسه با شرایط مشابه و بدون کنترل 

کنتـرل شـده در بیوراکتـور     pH) یا میزان تولید محصول به زمان در کشت همزمـان در شـرایط   Productivityوري (میزان بهره

IU/h 33/61 وري تخمیر در بیوراکتور در شرایط کنترل به دست آمده است. مقایسه میزان بهرهpH   و بدون کنتـرلpH   نشـان

کثر محصول سه ساعت افزایش یافته، ولـی بـا   کنترل شده زمان دستیابی به حدا pHدهد اگرچه در شرایط کشت همزمان با می

 درصد افزایش داشته است. pH 29توجه به افزایش غلظت تولید نایسین، میزان بهروري نسبت به شرایط مشابه و بدون کنترل 
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 : مقایسه بیشترین میزان رشد سلولی و تولید نایسین در کشت خالص و همزمان در بیوراکتور3شکل 

 بحث

هـاي مختلـف از   ها در زیست فناوري اسـت کـه در زمینـه   هاي مهم پژوهشهاي میکروبی از جمله چالشفرآورده افزایش تولید

هاي تولید حائز اهمیت است. روشی که در ایـن مطالعـه مـورد بررسـی قـرار      جمله سویه، محیط کشت، شرایط تولید و سیستم

ها بـراي  سین به همراه داشت، روش کشت همزمان میکروارگانیسمگرفت و تاثیر قابل توجهی را در رشد باکتري تولید کننده نای

دستیابی به افزایش میزان تولید نایسین است. کشت همزمان دو یا چند میکروارگانیسم از جمله مفـاهیم قـدیمی اسـت کـه در     

همزمـان، تفـاوت   اسـت. نکتـه مهـم در تعریـف دوبـاره کشـت       دهه اخیر باز تعریف شده و در موارد متعددي به کار گرفته شده

شد. مهمترین تفاوت کشت همزمان با کشت مخلوط گذاشتن با کشت مخلوط است که قبل از تکنیک کشت خالص استفاده می

بر حسب نیاز فرآیند در کشت همزمان اسـت، در صـورتی کـه در کشـت      شناخته شده بودن میکروارگانیسم و انتخاب دقیق آن

انـد، در  اند و یا در طول فرآیند از محیط وارد شـده ه از قبل در محیط کشت وجود داشتهها کمخلوط، ترکیبی از میکروارگانیسم

کنند. در همین رابطه لازم است تاکید شود، میکروارگانیسم انتخاب شده که بـراي کشـت   تولید اثر مفید یا مضر خود را ایفا می

توان به توانـایی بـالاي رشـد    اي باشد که از جمله آن میانتخاب می شود باید داراي خصوصیات ویژه  L. lactisهمزمان باکتري 

پایین، استفاده از اسید لاکتیک به عنوان منبع کربن و عدم استفاده از سـاکاروز موجـود در    pHدر شرایط سخت محیطی مانند 

ین نشـود. بـا   محیط کشت باشد. همچنین این میکروارگانیسم باید ایمن و بدون خطر باشد و در عین حال موجب تجزیـه نایس ـ 

بـراي کشـت    Y. lipolyticaتوجه به مطالب ذکر شده در مورد خصوصیات میکروارگانیسم مورد نظر براي کشت همزمان، مخمر 
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 pHتوانایی رشـد در   Y. lipolyticaمخمر ). Ariana & Hamedi 2017مورد بررسی قرار گرفته است( L. lactisبه همراه باکتري 

و می تواند از اسید لاکتیک به عنوان منبع کربن اسـتفاده نمایـد و همچنـین بـه دلیـل فقـدان آنـزیم        بین دو تا ده را دارا بوده 

موجب می شـود کـه بـراي کشـت همزمـان       Y. lipolyticaاینورتاز قادر به استفاده از ساکاروز نمی باشد. این خصوصیات مخمر 

، تولید نایسـین از ایـن   L. lactisبراي کشت همزمان باکتري هاي انجام شده، مناسب باشد. در یکی از پژوهش L. lactis باکتري

) بـه  Wheyاستفاده شده و آب پنیـر (  L. lactisباکتري  به عنوان میکروارگانیسم همراه با Saccharomycesها از مخمر پژوهش

 د نایسین داشته اسـت عنوان منبع کربن انتخاب شده است. این کشت همزمان باکتري و مخمر، افزایش قابل توجهی را در تولی

)Liu et al., 2006(دیگر از رشد همزمان مخمر  . در یک پژوهشKluyveromyces    به همـراه بـاکتريL. lactis    و منبـع کـربن

رسد. همانگونـه کـه   . ولی تولید نایسین با مالتوز چندان اقتصادي به نظر نمی)Shimizu et al., 1999(مالتوز استفاده شده است 

محیط بر پایه ملاس به صورت همزمان کشـت   را براي تولید نایسین در Y. lipolyticaو  L. lactis قبلا گفته شد آریانا و حامدي

. اما همـه  (Ariana & Hamedi 2017)دادند و افزایش تولید نایسین در کشت همزمان در مقایسه با کشت خالص گزارش کردند 

ل را کنتـر  pHهاي تخمیري دارد و در آن نمی توان هاي محدودي از نظر فرآیندها در فلاسک انجام شده که تواناییاین پژوهش

ساعت میزان کلنـی هـاي بـاکتري افـزایش      24نتایج بدست آمده در این پژوهش نشان می دهد در کشت همزمان پس از کرد. 

اند، زیرا در روش کشت همزمان، تجمع کمتري از اسید لاکتیک ایجاد شده که قابل توجهی نسبت به روش کشت خالص داشته

د. نقش مخمر در ساعات ابتدایی تخمیر بسـیار آشـکار اسـت و نشـان از     سبب تداوم رشد باکتري در طی فرآیند تخمیر می شو

برهمکنش بسیار مناسب هر دو میکروارگانیسم در محیط تخمیر دارد. در شرایط کشت همزمان در بیوراکتور در شرایط کنتـرل  

pH ار قابل توجـه اسـت. از   تولید نایسین حدود چهار برابر افزایش یافته است که نسبت به شرایط کشت خالص در فلاسک بسی

دهد در نشان می pHو بدون کنترل  pHسوي دیگر مقایسه کشت همزمان باکتري و مخمر در بیوراکتور در دو شرایط با کنترل 

کـاهش یافتـه    15در سـاعت   3/4اولیه از هفت بـه   pHبه دلیل فعالیت باکتري و تولید اسید لاکتیک،  ،pHشرایط عدم کنترل 

رسد اثر مثبـت  یابد. به نظر میافزایش می 7/4به  24در ساعت  pHیت مخمر و مصرف لاکتیک اسید این است که سپس با فعال

lipolytica Y.  در فرآیند تولید نایسین دلایل دیگري نیز داشته باشد، زیرا وقتی این مخمر وL. lactis    در کشـت همزمـان و در

بـوده اسـت و میـزان     pHبرابر کشت همزمان در شرایط بدون کنترل  9/1کشت داده شده اند، تولید نایسین  pHشرایط کنترل 

پروتئازي بالایی دارد و بـه نظـر    فعالیت .lipolytica Yبهروري محصول به مقدار قابل توجهی افزایش یافته است. به عنوان مثال 

تواند باعـث  گردد که این امر می L. lactisی به سوبسترا، براي باکتري سبب تسهیل دسترس رسد مخمر به این ترتیب بتواندمی

 ). 2017et alPokora ,.افزایش رشد و تولید محصول توسط باکتري شود (

شـود. همچنـین نشـان    ها انجام میها توسط باکتري هاي اسید لاکتیک همراه با رشد این میکروارگانیسمتولید باکتریوسین
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هـاي  ها نقش دارنـد. در مـورد بـاکتري   هاي مولکولی در تولید باکتریوسینپدیده کروم سنسینگ و حدواسطداده شده است که 

کنند. مکانیسم دیگر القا تولیـد  هاي کروم سنسینگ ایفا میاسید لاکتیک، پپتیدهاي القا کننده نقش مهمی را به عنوان مولکول

د باکتریوسین است. اثر مثبت نایسین در تولید ایـن ترکیـب، مکانیسـم    هاي اسید لاکتیک، اثر مثبت خوباکتریوسین در باکتري

 .)Chanos & Mygind, 2016( گزارش شده است L. lactisهاي مولکولی و رسپتورهاي مربوطه در 

واسط تولیـد شـده   برخی از موارد، رشد همزمان سبب کاهش رشد میکروارگانیسم مولد محصول شده و مولکول هاي حددر 

است یا ممکن است میکروارگانیسم کمکـی خـود بـه    توسط میکروارگانیسم کمکی سبب کاهش تولید و ترشح باکتریوسین شده

تواند سبب افـزایش تولیـد   ود، در این صورت کشت همزمان نمیباکتریوسین تولیدي حساس باشد و در شرایط تخمیر از بین بر

 Kuipers et (نسبت به نایسین تولیدي مقاوم بوده و این تاثیر منفی را نداشـته اسـت    Y. lipolyticaشود. در هر صورت مخمر 

al., 1998(  براي درك مکانیسم دقیق افزایش تولید محصول در کشت همزمان باکتريL. lactis مخمر  وY. lipolytica   نیاز بـه

 هاي فراتر با استفاده از فنون مدرن مانند پروتئومیکس و ژنومیکس است.پژوهش

 یريگ یجهنت 

شش در مقایسـه بـا کشـت خـالص      pHدهد شرایط کشت همزمان در بیوراکتور درنتایج به دست آمده از این پژوهش نشان می

-درصد افزایش دهد. یکـی از مزیـت   78درصد و  63تواند میزان رشد سلولی و تولید نایسین را به ترتیب باکتري در فلاسک می

ید بیشتر نایسین، مصـرف اسـید موجـود در محـیط و ایجـاد شـرایط مناسـب از لحـاظ         هاي استفاده از کشت همزمان براي تول

محیط، منجر به کاهش رشد باکتري و در نتیجه کـاهش بـازدهی    pHاسیدیته ، براي باکتري تولید کننده نایسین است. کاهش 

توانـد  مـی  ،هاي پروتئازيدر تولید آنزیم Y. lipolyticaتولید نایسین را به همراه خواهد داشت. علاوه بر آن، توانایی بالاي مخمر 

همچنـین شـاید    به سوبستراي موجود در محیط تخمیر و افزایش تولید نایسین شود. L. lactisسبب تسهیل دسترسی باکتري 

 .شده باشد L.lactisهاي محرك تولید در این مخمر سبب تولید پپتید
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