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 مقدمه

  مواد  ای پاره  از   استفاده  لزوم  غذایی   صنایع   توسعه

  ها افزودنی  را ها آن از  ایدسته که کند می ایجاب  را شیمیایی

  افزایش   منظور  به  ها،افزودنی  اصلی   نقش  .دهندمی  تشکیل

  غذایی  مواد نگهداری  و  حفاظت حسی، خواص غذایی، ارزش

  تولید  غذایی،  مواد   هایافزودنی  در  اخیر   های پیشرفت  .است

  باشد، می بیوتکنولوژی علم از استفاده با طبیعی هایافزودنی

  به   آن  بودن  خطر  بدون   و   سالم   و   سلامتی  تأمین  روش   که

 . (Eiteman & Ramalingam, 2015)  است  رسیده  اثبات 

  به  شیمیایی  هایافزودنی  کاربردهای   محدودیت  همچنین

  کشورهای   که   است  شده  باعث   متعدد  جانبی   اثرات   دلیل

  طریق   از  طبیعی  هایافزودنی  تولید  سمت  به  پیشرفته

  سالیان   که  هاافزودنی  این  جمله  از  .آورند   روی  بیوتکنولوژی
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  لاکتیك،   اسید   گردد،می  استفاده  کشورها   در  است   درازی

  تخمیر   از   حاصل   هایفرآورده  و  لاکتیك،   های نمك

 ,.Mozzi et al)  است  نیس ین  نظیر  لاکتیکی  هایباکتری

  شیر   از   1780  سال  در  بار  نخستین  لاکتیك   اسید  .(2015

  سال   در  و  شد  گزارش  سوئدی  دانشیمی  توسط  و  شده  ترش

  لوئیس  توسط  ماده  این   سنتز  در  باسیلوس  لاکتو  نقش  1856

 1895  سال   در  فوق   روش  به   ترکیب  این   . شد  کشف  پاستور 

  با   آن  جهانی  تولید   2006  سال  در  و  تولید  تجاری   صورت  به

  رسید   تن  275000  به   درصد  10  سالانه  رشد  متوسط

(Mozzi et al., 2015). 

  پروپیونیك   هیدروکسی-2  های نام  با  که  لاکتیك   اسید

  ، شودمی  معرفی  نیز   اسید   پروپانوئیك  هیدروکسی  - 2  و  اسید 

  با   اسید  این  .است  CHOHCOOH3CH  شیمیایی  فرمول  با

  صنایع   در   زیادی  کاربردهای  نوری   یزومرا  دو  بودن  دارا

  مصرف   لیبدل  .دارد  شیمیایی  و   غذایی  دارویی،  پزشکی،

  ،ینساج  ، ییغذا  عیصنا  در  آن  مشتقات   و   ك یلاکت  د یاس  فراوان

  های سال  در   مری،یپل  خصوصا    و  ییایمیش  ، یشیآرا  ، ییدارو 

  صورت  یآل  دیاس  نیا  دیتول  منظور  به   ادیی ز  تمطالعا  ریاخ

  قی طر  از  تواند یم  كیلاکت  د ی اس  ن،یبرا  علاوه  . است  گرفته

  د، یاکس  لنیپروپ مانند دی،ی مف مواد به ییایمیش هایواکنش

   ساخت  .شود  ل یتبد  لاکتات  استر   و  کول یگل  لنیپروپ 

  بازار   زین  ریپذبیتخر  ستیز  دهاییاس  ك یلیاکر  و   كیلاکتیپل

 Thakur)  است  کرده  جادیا  خالص  كیلاکت  دیاس  یبرا  یمهم

et al., 2019).  نوری  فعال  شکل  دو   به  که   كیلاکت  دیاس  ( -

D)   و  +(L)  آبکافت   توسط  ،ییایمیش  واکنش  با   که  دارد،  وجود  

  .شودیم  دیتول  یکروبیم  ری تخم  ندهاییفرآ  و   لیتریلاکتون

  زین  انسان  یعیطب  ساز  و   سوخت  در  که  ییآنجا  از  (L)+  نوع

  آن،  یی ایمیش  ند یفرآ  اما   .شودیم  داده  ح یترج  شود، یم  وارد

  باکتری   .کندیم  دیتول  را  (DL)  كیراسم  مخلوط   فقط

  هوازی یب  مثبت  گرم   باکتری  ك ی  که   س یلیسوبت  لوس یاسب

  به   اسید  این   . کندیم  دیتول  را   (L)+  نوع   فقط  است،  یاریاخت

  حجم   بیشترین   . شودمی  تولید  شیمیایی   و  تخمیری   روش   دو 

  صورت   به   +L  ایزومر  نوع   به   نیاز   دلیل   به   آن  جهانی   تولید

  استفاده  مداوم  و   غیرمداوم  روش  دو   از  تخمیر   در  .است  تخمیر

  تاخیر   فاز  بودن  طولانی   دلیل  به   مداوم  روش   در  ،شودمی

  دارد  بر  در  را  هزینه  افزایش  و   است  نیاز  مورد  بیشتری  مخمر

  کلسیم   و   مونیومآ  به  نیاز  لاکتیك  اسید  سازیخنثی  جهت  و 

  افزایش   دلیل  به  مداوم  سیستم  در  .است  بیشتر  نیز  مصرفی

  در   .است برابر  دو   تقریبا   تولیدی  حجم   بایومس  محلول  مقدار

  واکنش   هیدروژن  سیانید  با  استالدئید  ابتدا  شیمیایی  روش

  شکل  به  لاکتونیتریل  هیدرولیز  آن  از  پس  و   شودمی  داده

  گرددمی  راسمیك   لاکتیك  اسید   سنتز   موجب  صنعتی،

(Mozzi et al., 2015).  

  مثبت   گرم  شکل  ایمیله  باکتری  سیلیسوبت  لوسیباس

  ساپروفیت   صورت به  باکتری  این  .باشدمی  یاری اخت  یهواز   و 

  زیر  در  وقتی  است،   هوا  و   آب  ،خاک  در  آن  زیستگاه  و 

 مرکز  در  کروی  اسپور  یك  شودمی  مشاهده  میکروسکوپ

   تغییر  را   باکتری   شکل   که  شودمی  دیده   باکتری  سلول

  صنعت  در  کتریاب   این  .(Arnaouteli et al., 2021)  دهدنمی

  آنتی  اثر  با  دارو   صنعت  در  ،   تخمیری  فرایندهای  جهت  غذا

  شوینده   مواد   در  افزودنی   عنوان  به   آنها   از   گروهی  و  بیوتیکی

   .دارد کاربرد غیره و   پروتئاز  آنزیم تولید با

  کریستالیزاسیون   یا   پخت  از   حاصل   پساب  آخرین  ملاس

  توسعه   با  14  قرن  از  . است  نیشکر  یا  قند  چغندر  از   شکر  تولید

  دلیل  به   ملاس   . شد  تبدیل  تجاری   کالای   به  قندسازی   صنعت

  منیزیم،   آهن،  مس،   پتاسیم،  کلسیم،  چون  ترکیباتی  وجود

  بالایی   غذایی   ارزش   دارای  ،6ب  ویتامین   و  سلنیوم   منگنز،

  تولید  نان،  صنعت  در  مایه  خمیر   تولید  برای  ملاس  از  .است

  ها، قارچ  از  هاییگونه  با   ملاس  تخمیر  توسط  سیتریك   اسید

  و  طعم   بهبود  جهت  لاکتیك  اسید   تولید   و   دکستران  تهیه

   استفاده  آن  نگهدارنده  خواص  نیز  و   غذایی  مواد  آرومای

   .شود می

  توسط   زی ن  كیدلاتیاس  د یتول  جهت  ملاس   از   استفاده

  همکاران   و   یردامادیم  .است  شده  هی توص  زین  گر ید  نیمحقق
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  چغندرقند   ملاس  که  دندیرس  جهینت  نیا  به  زین  1384  درسال

  ر یتخم  یط  ك یدلاکتی اس  هی ته  ی برا  مناسب  ی سوبسترا  كی

  محصول   که  ماده  نی ا  رایز  باشد یم  هاسمیکروارگانیم  توسط

 متیق   ارزان  هم  است  شکر  و   قند  دیتول  ارخانجاتک  یجانب

  ها سمیکروارگانیم  رشد   جهت  ازی ن  مورد  منابع  ی دارا   هم  و   بوده

  ، رشد  یط  تروژن ین  و  کربن  از   یخوب  منبع  ماده  نی ا  .است

  .است  هاسمیکروارگانیم  توسط  تیمتابول  دیتول  و  تیفعال

  ك یپنتوتن  ن،یامیت  رینظ  ییهانی تامیو   ملاس  در  نیهمچن

  نهیآم  یدها ی اس  و   نیبوفلاو یر  ن،یدوکسیریپ  ن،ی اسین  د،یاس

  م یزیمن  و   میسد  م،ی پتاس  مثل  یاملاح  و   دیاس  كیاسپارت  رینظ

 .(Mirdamadi et al., 2004) دارد وجود

  و  رشد   ط یشرا  و   سی لیسوبت  لوس ی باس  گونه   به   بسته

  یباکتر   ن ی ا  توسط   كیدلاکتی اس  د یتول  زان یم  کشت،  طیمح

-Romero)  باشد  متفاوت   تریل  بر  گرم  5-1.150  ی ب  تواندیم

Garcia et al., 2009).   همکاران  و   گاوو  (Gao et al., 2012) ، 

  گزارش  را  سیلیسوبت  لوسیباس  توسط  كیدلاکتیاس  دیتول

  را   سمی کروارگانیم  نیا  توسط  آن  دیتول  زانیم  حداکثر  و   دادند

  نی محقق  نیا   آن  بر  علاوه  . کردند  انیب  تریل  بر  گرم  77.1

  یموارد  به  آن  غلظت  و   كی دلاکتیاس  د یتول  که  کردند  انیب

  در  گلوکز   مختلف  یهاغلظت  و   زدن  هم  سرعت  دما،  رینظ

  طبق   .(Gao et al., 2012)  دارد   یبستگ  کشت  طیمح

  زان یم  نیشتریب  ،2022  سال  در  همکاران  و  کستل  مطالعات

  0.25  با  یتقر  سی لیسوبت  لوسیباس  توسط   ك یدلاکتی اس  دیتول

  که   کردند   ان یب  محققان  نیا   بود،  گلوکز   گرم  هر  ی ازا  به  گرم

  افزودن   کند،   دیتول  LA  بتواند   س یلیسوبت  لوس یباس  آنکه  ی برا

   . (Castells et al., 2022)  شودمی  پیشنهاد   محیط  به  پیروات 

  جهت   چغندرقند  ملاس  از  توانستند  زین  یگرید  محققان

  جوانمردی  مثال عنوان به  کنند استفاده كی لاکت د یاس دیتول

(Javanmardi et al., 2015)   یکیدلاکتیاس  ی ها یباکتر   از  

  پرداخته   چغندرقند  ملاس   از   ی ریتخم  ی دنینوش  د یتول  جهت

  به   و   دادند  قرار   یبررس  مورد  را  ك یلاکت  دی اس  دی تول  زانیم  و 

  یبرا   ی مناسب  کشت  طیمح  ملاس   که   دند ی رس  جهینت  ن یا

  .باشد   یم  ی کیدلاکتیاس  یهای باکتر  توسط   كیدلاکتیاس  دیتول

  شکر ین  ملاس  از  زین  (Umar Farooq et al., 2012)عمر فاروغ  

  یدلبروک  لوس یلاکتوباس  یک یدلاکتی اس  یباکتر   رشد   یبرا

  ی بررس  مورد  را  كیلاکت  دی اس  دیتول  زانیم  و   کرده  استفاده

  دی اس  زانیم  نیشتریب  ریتخم  وز ر  7  از   پس  و  دادند  قرار

  مالدوونیك   ن یهمچن  .آوردند  دست  به   را   كیلاکت

(Mladenović et al., 2018)  د یتول  ی برا  ملاس   از  استفاده  زین  

  کردند   یبررس  را   كیدلاکتیاس   ی های باکتر  توسط  ك یدلاکتیاس

  تر یل  بر  گرم  46.4  را   كیدلاکت ی اس  د یتول  زانیم  حداکثر   و 

  یی هایباکتر  از  زین  (Sun et al., 2019)  سان  .دادند  گزارش

  ملاس  یحاو   طیمح  در  یک یدلاکتی اس  یهایباکتر  از  ریغ

  را  كیدلاکتیاس  د یتول  زانی م  و  کردند   استفاده  چغندرقند

  ملاس،   از  تریل  در  گرم  18.5  آنها   جی نتا  طبق  .نمودند  یبررس

 Abdel-Rahman et)  عبدالرحمن  .شد  دی تول  كیدلاکتیاس

al., 2021)  طیمح  در  یپاراکازئ  لوسیلاکتوباس  یباکتر  از  زین 

  ك یدلاکتی اس  د یتول  ی برا  چغندرقند   ملاس  یحاو  کشت

  ك یدلاکتی اس  تر یل  بر  گرم  80.10  حداکثر   و  کردند   استفاده

 . کردند دیتول

  باکتری   اثر  سازیبهینه  و   مطالعه  به  تحقیق   این  در

  ملاس   حاوی   کشت  محیط  در  س یلیسوبت  لوس یباس

  انتظار  و   بوده  لاکتیك  اسید  تولید  بر   شده  غنی  چغندرقند

   با   مرتبط  هایپژوهش  در  آن  از  حاصل  نتایج  رودمی

  قرار   استفاده  مورد  صنعتی  و  بهداشتی  درمانی،   های پروتکل

 .گیرد

 هاروش و مواد

  6  از  سیلیسوبت  لوسی باس  باکتری    جداسازی منظور  به

  از   برداری نمونه  گیلان،  استان  و  تهران   استان  در  واقع   منطقه

  استان   5  منطقه   در   پارک   و  باغچه   از   نمونه  3  . شد  انجام   خاک

  و  ویلا  باغ  جنگل،  خاک  از  نمونه  3  و  تهران(   )شهر  تهران

  لیفکوخندان  روستای  در  واقع   شالیزار  کنار  هایزمین

  هر  از  هانمونه  .شد  آوریجمع  گیلان  استان  شفت  شهرستان

   15-30  عمق  از  و   بهداشتی  اصول  رعایت  با  منطقه
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  محیط  و   استریل  هایپاکت  در  و   آوریجمع  متریسانتی

  6  تا   1  شماره   از و  شد   منتقل   آزمایشگاه   به   و نگهداری   خنك

 . (Samad et al., 2020)  گردید  تفکیك و   گذاری شماره

  ساکارز   درصد،  80  بریکس  مشخصات   با   چغندر   ملاس

  کارخانه  از  8  معادل  pH  و   درصد  60  خلوص  درجه   درصد،  48

  . گردید  تهیه همدان هگمتانه قند

  خاک،   شده  آوریجمع  های نمونه  سازیآماده  منظوربه

  مقطر   آب   لیتر میلی  90  مقدار  به  هرکدام  جداگانه،   ارلن   6  در

  سلسیوس،  درجه  121 دمای در دقیقه  15 مدت  به  و  ریخته

  گذاری شماره  خاک  نمونه  هر   از  . گرفت  قرار  اتوکلاو   داخل

  . شد  ریخته  هاارلن  داخل  در  و   توزین  گرم  10  مقدار  شده،

  آماده،   هایکشت  محیط  روی  کشت  و   نمونه  برداشت  از  قبل

  1  مدت   به  خاک  نمونه   حاوی   های ارلن  ، حرارتی  شوک   جهت

  به   سپس   و   شد   ماریبن  سلسیوس  درجه  60  دمای  با   ساعت

  قرار   آزمایشگاه  محیط  در  شدن  خنك   برای   دقیقه،  15  مدت

 . (Asgher et al., 2020) گرفت

 کشت محیط  روی  بر هانمونه  کشت

  کشت  محیط  از   گرم  4  مقدار   کشت،   محیط  تهیه   جهت

  . شد  اتوکلاو   و   حل  مقطر  آب  لیترمیلی  200  در  آگار  نوترینت

  مدت   به   و   داده  کشت  محیط  روی  نظر  مورد  نمونه  از  سپس

  انکوباتور   داخل   سلسیوس،  درجه37  دمای   در  ساعت  48-24

  از  وسیعی رشد  انکوباسیون، زمان  مدت  از  پس و  گرفتند  قرار

  هدف   با   بنابراین   گردید   مشاهده  پلیت،   سطح   روی   ها باکتری

  تحت   و  تهیه   کشت   محیط  شرایط،  همان   با   مجدد،   جداسازی 

  و  انجام  کشت  ای، منطقه  4  کشت   صورت  به   استریل،   شرایط

  انکوبه  سلسیوس  درجه  37  دمای   در  ساعت  48  مدت  به

  شرایط  کامل  رعایت  با  مرحله  چند  در  دادن  پاساژ  ،گردید

  جداسازی   Typic  های کلونی  نهایتا   تا   شد  انجام  استریل 

  .(Asgher et al., 2020) گردید

 استفاده  گرم   آمیزیرنگ  روش  از   ها کلونی  بررسی   جهت

  میکروسکوپ   توسط  مثبت  گرم  هایباسیلوس  و  شد

Olympus  اطمینان  جهت  به  نیز  روش  این   .گردید  مشاهده  

   . گردید تکرار  بارها

 شناسایی  جهت مولکولی و  شیمیایی هایتست

  تست   نظر  از  شناسایی،  جهت  حاصل  هایکلنی

  های تست  .گرفتند  قرار  مطالعه  مورد  ملکولی  و   شیمیایی

  سیترات،   اکسیداز،   کاتالاز،   تست  شامل   بررسی   مورد  شیمیایی

 ;Bernfield, 1955)  بود   تحرک  تست   و   تخمیرقندها  ایندول،

Ezeji & Bahl, 2006).  ی هاآزمون  از  آمده  دست  به  ج ینتا  

  در  خاک  از  شده  یجداساز  یباکتر   ییشناسا  جهت  ،ییایمیش

 . است  شده داده نشان 1 جدول

 خاک از جداشده باکتری شناسایی جهت  شیمیایی هایآزمون نتایج  -1 جدول

Table 1- Results of chemical tests to identify bacteria isolated from soil 

 تست  نتیجه تست  وعن

 + کاتالاز 

 - اکسیداز 

 + سیترات 

 + تخمیرقندها 

 - MR تست

 + VP تست

 + باکتری  حرکت تست
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 مولکولی تست از باکتری DNA رشته یابیتوالی جهت
1PCR  گرم  6.0  مقدار  ابتدا  تست  انجام  جهت  .شد  استفاده  

  مدت  به  و  حل  مقطر  آب  لیترمیلی   20  در  TSB  کشت  محیط

  از   و  گردید   اتوکلاو  سلسیوس  درجه  121  دمای   در  دقیقه   15

 محیط  به   لامینار،  هود  زیر  در  استریل   لوپ  توسط  کلونی

  درجه  37  دمای   در  ساعت  24  مدت  به  و   تلقیح  کشت

  پرایمر   از  تست   انجام  برای   . شد  انجام  انکوباسیون  سلسیوس،

  منظور   به  .شد  استفاده  (Forward/Reverse)  جنرال

  های )سویه  خاک  از  جداشده  هایسویه  ملکولی  شناسایی

  بودند(   کلنی   قطر   بیشترین  دارای  که   هایی پلیت  از  حاصل

  های کیت  از  استفاده  با  ها سویه  ژنومی  DNA  ابتدا 

Cinnapure-DNA   پرایمرهای   از   . گردید   استخراج  

  های توالی با 16s rRNA ژن تکثیر جهت  مورگان  یونیورسال

 معادل   Primer Forward  شامل  و   معلوم

27F (5′GAGTTTGATCATGGCTCAG3′)   و 

Primer Reverse  معادل 
1 4 9 2 R (5′GGTTACCTTGTTACGACTT3′)  

  از   پس   قطعه  طول   که   شد  استفاده  باسیلوس   های سویه  در

 .بود bp 1500 تکثیر

  واسرشت   دقیقه  6  دمایی،  شرایط  تحت  آزمایش  این

  35  ادامه  در  و  سلسیوس  درجه   96  دمای  در  اولیه  شدن

  سلسیوس  درجه  90  دمای  در  شدن  واسرشت  شامل  چرخه

  سلسیوس  درجه 56 دمای در  اتصال دقیقه،  1 زمان مدت  به

  سلسیوس   درجه  72  دمای  در  شدن  طویل  دقیقه،  1  مدت   به

 72 دمای در نهایی شدن طویل درنهایت و   دقیقه 1 مدت به

 ,Sambrook)  گرفت  انجام  دقیقه   7  مدت   به   سلسیوس  درجه

2001).  

  مراز،   پلی  زنجیر  واکنش  انجام  از  اطمینان  برای

  در   ولت100  شرایط  در  درصد  1  آگارز  ژل   روی  بر  الکتروفورز

  بروماید،   اتیدیوم  با   آمیزیرنگ  از   پس   و   انجام  TBE 1X  بافر 

DNA  نور   زیر  در  UV  دستگاه  در  Gel doc  و  مشاهده  

  1  شکل   .(Javanmardi et al., 2015)  شد   عکسبرداری

  یی شناسا  جهت  bp1500  طول   با  DNA16 sr  باند   ر یتصو

  الکتروفورز   از  بعد  آگار  ژل  یرو  بر   سی لیسوبت  لوسیباس  هیسو

  تکثیر   قطعه  مقایسه  و   آمده  دست  به  توالی  به  باتوجه  .باشدمی

  سویه   داد  نشان  اطلاعاتی  هایبانك  در  موجود  توالی  با  یافته

. ( 1 )شکل  باشدمی سی لیسوبت  لوسیباس بررسی مورد

   

 س یل یسوبت لوسیباس یباکتر   سویه تشخیص و bp1500 طول  با DNA16 sr باند ریتصو  - 1 شکل

 

 
1 Polymerase chain reaction 
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 چغندر  ملاس  کشت محیط  تهیه

  ساکارز   د،سدرص  80  بریکس  مشخصات  با  چغندر  ملاس

  کارخانه  از  8  معادل  pH  و   درصد  60  خلوص  درجه   درصد،  48

  به   سازی،  آماده   از  پس  .گردید  تهیه   همدان  هگمتانه   قند 

  ترکیبات   از   لیتر   بر  گرم  حسب  بر   ملاس   سازی غنی  جهت

  پتاسیم  دی  گرم،  5  سدیم  استات  گرم،  10  مخمر  عصاره

  سولفات   گرم،   0.2  منیزیم   سولفات   گرم،   2  فسفات   هیدروژن 

  گرم،   10  پپتون  گرم،  0.03  آهن   سولفات  گرم،  0.05  منگنز

  شدن   مخلوط   از  پس  و   اضافه  گرم  1  میزان  به   80  توئین

  .(Lazaridis et al., 2018)  رسید 6.5 به pH ترکیبات 

  شرایط  با   فلاسك   دو  در  ملاس،   شده  غنی   کشت  محیط

  باکتری   از  و  رسانده  100  حجم  به  هود  زیر  و   سترون   کاملا

  از   کدام  هر  در  ( mc)  فارلند  مك   5.0  میزان  شده  استخراج

  درجه  37  دمای  با   انکوباتور   شیکر   به   و   نموده  تلقیح  هافلاسك

  0t  زمان   از  .گردید   منتقل   دقیقه  در   دور  170  با  و   سلسیوس

  سمپلر  توسط   بود  باکتری   تلقیح   از  پس   زمان   شروع  که

  زمان   مدت  در  و   تهیه  نمونه  لیتر  میلی  5  مقدار  1000-100

  . گرفت  انجام  گیری  نمونه  2t  و  1t  صورت   به   ساعت  24  هر

 به   HPLC  روش   به  اسیدلاکتیك  غلظت  گیری  اندازه  جهت

   .گردید منتقل آزمایشگاه

 : اسیدلاکتیک غلظت   گیریاندازه 

 در  موجود  لاکتیك  سید ا  غلظت  گیریاندازه  جهت

  . شد استفاده  بالا کارایی با مایع  کروماتوگرافی روش از نمونه

  کمی  تحلیل   و  تجزیه   برای  ساده   ایزوکراتیك   HPLC  تکنیك

  در   Aminex HPX-87 ستون یك . شد ایجاد  آلی اسیدهای

  275  و   220  در  UV  تشخیص  و  سلسیوس   درجه   65  دمای

  دستگاه  از  منظور  بدین   .گرفت  قرار  استفاده   مورد  نانومتر

HPLC    ستون  با   AminexHEX-87H    5  از  استفاده  با  

  سرعت  با  و   متحرک  فاز  عنوان  به  سولفوریك  اسید  مولارمیلی

 & Abedi)  شد  استفاده  دقیقه   بر  لیترمیلی  0.6  جریان

Hashemi, 2020).  

 آماری تحلیل و تجزیه

  از   هاداده  تحلیل  و   تجزیه  منظور  به  تحقیق  این  در

  . شد استفاده تصادفی  کاملا  طرح  قالب  در فاکتوریل  آزمایش

  بار  سه  با  HPLC  دستگاه  با  اسیدلاکتیك   گیری اندازه  آزمایش

  از   پس   ساعت  48  و  24  و  تلقیح  از   پس   زمان   مدت   در   تکرار

  انجام   ملاس،   حاوی   کشت  محیط  در   نظر   مورد  باکتری   تلقیح

  میانگین   مقایسه   آزمون  از   استفاده  با   ها داده  میانگن   .گردید

  نهایت   در  و  شد   مقایسه   یکدیگر  با  و   انجام  دانکن  ایدامنه  چند

 انجام  ،SPSS  آماری   افزارنرم  کمك  به  هاداده  تحلیل  و   تجزیه

 . گرفت

 بحث  و نتایج

  که   داد  نشان  میکروبی  مکرر  هایکشت  از  پس  نتایج

  منطقه   انتخابی،  منطقه  6  بین  از  استخراج  برای  خاک  بهترین

  استان   شفت  شهرستان  لیفکوخندان  روستای   جغرافیایی 

  را   سی لیسوبت  لوسیباس  باکتری  رشد   بهترین  که  بود  گیلان

 برخی  توانستند  نیز  (Jamil et al., 2007)  جمیل.  داد  نشان

  . کنند  جداسازی   خاک  از  را  سیلیسوبت   لوسیباس  هایگونه

  های گونه  (Singh & Singh, 2020)سینز    آن   بر   علاوه

  . نمودند  استخراج   خاک  از  را   باسیلوس   از   مختلفی

(Mohammadi et al., 2015)  لوس یباس  سویه  توانستند  نیز  

  تهران   شهر  از  نقطه  7  جنگلی  پارک   خاک  از  را  سیلیسوبت

  نهج   بوستان  پردیسان،  حصار،  سرخه  شیان،   طالقانی،  )چیتگر،

 Rebib)  هانن .  کنند   جداسازی  را   گفتگو(  بوستان  و  البلاغه

et al., 2012)  س یلیسوبت  لوس یباس  های سویه  توانستند   نیز  

 . کنند جداسازی تونس شمال در شور  هایخاک از را

  تحقیق   این  نتایج  از  آمده  دست  به  توالی  به  توجه  با

  خاک،   از   آمده  دست  به   باکتری   که   نمود  اثبات   توانمی

  جنس  هایباکتری  .باشدمی  سیل یسوبت  لوسیباس  باکتری

  تولید   در  توانایی  دلیل  به  سی سوبتل  سویه  ویژه  به  باسیلوس

  ضد  لیپوپپتیدهای  مانند  ضدمیکروبی  خواص  با  ترکیباتی

  لوس یباس  .هستند  مؤثر  گیاهی  بیماریزای  عوام  علیه  قارچی،



 

223 

س یلی سوبت لوسیباس یاز ملاس چغندر توسط باکتر  کیلاکت دی اس دیتولبررسی   

  به   قادر   که  است   خاک   غالب  میکروارگانیس   یك   سیلیسوبت

  پپتیدها،   مانند  میکروبی  ضد  ترکیبات  زیادی   تعداد  تولید

  این   همچنین  .باشدمی  2هاانپلی  و   فسفولیپیدها  لیپوپپتیدها،

  از  برخی  علیه  بیولوژیك  کنترل   عوام  عنوان  به  باکتری

  .دارد  کاربرد  نیز  گیاهی  زایبیماری  هایقارچ  و   ها باکتری

  را   آن   نیز   باکتری  این   وسیله  به   مقاوم  اسپور   تشکیل   توانایی 

  کنترل  فرآیند  در  کاندیداها  بهترین  از  یکی  عنوان  به

 .(Asgher et al., 2020) است نموده معرفی بیولوژیك

  کشت  محیط  در  شده  شناسایی   باکتری  تلقیح   از   پس

  تلقیح  از  پس  زمان  شروع  که   0t  زمان  از  ملاس،  شده  غنی

  به   ساعت  24  هر   زمان  مدت   در  و  تهیه   نمونه   بود،  باکتری 

  سازیآماده  از   پس   و   گرفت  انجام   گیری نمونه  2t  و  1t  صورت

  48  و   24  تلقیح،  از  پس  زمان  در  آمده  دست  به  هاینمونه

  و   تزریق  HPLC  دستگاه  به   تلقیح،  از   پس   ساعت

  3  ، 2  هایشکل  در  ترتیببه  آمده  دست  به   هایکروماتوگرام

 . است شده داده نشان 4 و 

 

 

 تلقیح(  از )پس 0T زمان در  اسیدلاکتیک میزان گیریاندازه از حاصل کروماتوگرام -2 شکل

 

 تلقیح(  از پس ساعت 24) 1T زمان در  اسیدلاکتیک میزان گیریاندازه از حاصل کروماتوگرام -3 شکل

 
2 Polyene 
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 پس از تلقیح( ساعت  48) 2Tگیری میزان اسیدلاکتیک در زمان کروماتوگرام حاصل از اندازه -4شکل 

 

 هایزمان مدت در  سوبتیلیس باسیلوس  توسط تولیدی  اسیدلاکتیک غلظت برای دانکن ایدامنه  میانگین مقایسه نتایج  -2 جدول

 تلقیح از پس ساعت 48 و 24 تلقیح، از پس

 (μg/gr) اسیدلاکتیک میزان تلقیح  زمان مدت

0 7.00a ±2687.43 

 3.77b±1290.43 ساعت  24

 4.84c ±750.39 ساعت  48

 باشد می  درصد  95 اطمینان  سطح در  معنادار اختلاف  وجود دهنده نشان  کوچک حروف
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 هایزمان مدت در سوبتیلیس باسیلوس توسط تولیدی اسیدلاکتیک غلظت برای دانکن ایدامنه میانگین مقایسه نتایج نمودار -5 شکل

  .تلقیح از پس ساعت48 : 3 زمان و تلقیح از پس ساعت 24 :  2 زمان تلقیح، از پس : 1 زمان .تلقیح از پس ساعت 48 و 24 تلقیح، از پس

 .باشدمی درصد95 اطمینان سطح در  معنادار اختلاف وجود دهنده نشان کوچک حروف
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  توسط   آمده  دست  به   هایکروماتوگرام  به  توجه  با

  اسیدلاکتیك   برای  3(RT)  بازداری  زمان  ،HPLC  دستگاه

   . باشدمی دقیقه 12.07

  غلظت   برای  دانکن  ای دامنه  میانگین  مقایسه  نتایج

  مدت   در  سوبتیلیس  باسیلوس  توسط  تولیدی  اسیدلاکتیك

  در  تلقیح   از  پس  ساعت  48  و   24  تلقیح،  از  پس  هایزمان

 . است  شده داده نشان 5 شکل در موجود نمودار و   2 جدول

  اسید   میزان   ،5  شکل  نمودار  و  2  جدول  به  توجه  با

  گرم   بر  میکروگرم  2687.43  تا  750.39  بین  لاکتیك

  محیط  از   اسیدلاکتیك،   غلطت  میزان   بیشترین   .باشدمی

  پس   س یلیسوبت  وس یباس  باکتری  توسط   ملاس   حاوی   کشت

  تلقیح   از  پس  ساعت  48  به  مربوط  غلظت  کمترین   و  تلقیح  از

  غلظت   تلقیح،  میزان  افزایش  با  کلی  طور  به  .باشد  می

   .یافت کاهش  اسیدلاکتیك 

  بیشترین   ،حاضر   تحقیق  از  حاصل   نتایج  به  توجه  با

  ملاس   حاوی  کشت  محیط  از  اسیدلاکتیك،  غلطت  میزان

  کمترین   و   تلقیح  از  پس   سی لیسوبت  وس یباس  باکتری  توسط

  طور   به  .باشدمی  تلقیح  از  پس   ساعت  48  به  مربوط   غلظت

  کاهش   اسیدلاکتیك   غلظت  تلقیح،   میزان  افزایش  با   کلی

 کردند  بیان  (Castells et al., 2022)  همکاران  و  کستل.  یافت

 غلظت   میزان  ساعت  30  تا   تخمیر،  زمان  گذشت  با  که

  غلظت  کاهش   احتمالا  . یابد می  کاهش   اسیدلاکتیك 

  که   است  آن  دلیل  به  تلقیح  زمان  افزایش  با  اسیدلاکتیك

   رشد  از  دیگری  فاز  وارد  زمان   گذشت  با  میکروارگانیسم

   . دارد وجود نیز مرگ فاز   به ورود   احتمال و  شودمی

 ،pH  کاهش  و   اسیدلاکتیك  تولید  رودمی  احتمال

  و  س یلیسوبت  لوس یباس  توسط  تولیدی   آنزیمهای  فعالیت

  دستخوش   را   کشت   محیط  در  کربنی   منابع   از   استفاده  قابلیت 

  تولید   میزان  زمان،  گذشت  با  بنابراین  .دهدمی  قرار  تغییر

 . یابد می کاهش  اسیدلاکتیك 
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Abstract 

Lactic acid is an alpha hydroxy acid with the chemical formula C3H6O3, which is also known as 2-

hydroxypropionic acid and 2-hydroxypropanoic acid. One of the industrial methods of lactic acid production 

is the use of sugar beet molasses in the fermentation process. Sugar beet molasses is used as a source of 

carbon and nitrogen, and various bacterial and fungal strains are used in continuous and non-continuous 

processes. In this research, the production of lactic acid from beet molasses by Bacillus subtilis bacteria was 

studied. In order to extract bacteria from the soil of 6 geographical regions located in the 5th region of Tehran 

and Gilan province, samples were collected to investigate the growth of bacillus and were cultured and 

passaged in several stages. The findings were that out of the 6 soil samples, the most bacillus growth and 

isolation It was from the soil next to the paddy field of Lifko Khandan village, Shaft city, Gilan.The extracted 

bacillus was examined by gram staining and observation of bacillus by conducting chemical and molecular 

PCR tests. After the subtilis strain was identified, it was inoculated into culture medium containing enriched 

beet molasses to check lactic acid production. The results of this research after inoculation at the start of 

inoculation and 24 and 48 hours after inoculation, checking and reporting that the highest production 

concentration at the time after inoculation (2687.43) micrograms per gram and the lowest production amount 

corresponding to 48 hours After inoculation (750.39) microgram/gram was expressed. 
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