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هاي میکروبی دسترس براي رشد سلول منبع کربن شناخته شده، ارزان و درملاس چغندرقند یک  -چکیده
شود و ترکیبات غیرقندي آن ها مصرف میعنوان منبع کربن براي رشد میکروبقند موجود در ملاس به.  است

سوي دیگر از . هاي باکتریایی برعهده دارنداي در بهبود رشد سویهکنندهدار نقش تعیینویژه ترکیبات نیتروژنبه
اي از فضا با نخورده و محدود کردن فیزیکی آن در ناحیه ویژه تثبیت سلول کامل، شامل استقرار سلول دست

انجام پیوسته و  روشاین . آوردها را فراهم می حفظ فعالیت کاتالیتیکی آن است که امکان استفاده مجدد از آن
یابد و بازیافت ه تولید و کیفیت محصول بهبود میهمچنین بازد. سازدرا ممکن میسریع فرایندهاي زیستی 

شده، قادر به انجام  عنوان بیوکاتالیزورهاي کنترلشده، بههاي زنده تثبیت سلول. شود پذیر می تر آن امکانساده
هاي در بررسی حاضر، سلول. باشنداي و فرایندهاي تخمیري پیوسته میمرحله هاي آنزیمی تکواکنش

عنوان منبع کربن، در دروژل آلژینات کلسیم تثبیت شدند و با استفاده از ملاس چغندر قند بهاشریشیاکلی در هی
مقایسه تریپتوفان  .سازهاي سرین و ایندول مورد استفاده قرار گرفتندواکنش تولید تریپتوفان با دخالت پیش

این اسیدآمینه در بستر آلژینات  دتولی 9/42%افزایش شده در ژل، بر تولیدي توسط کاتالیزور سلولی آزاد و تثبیت
هاي سیکل متوالی پیگیري شد و نتایج نشان دادند سلول 9چنین این واکنش تولید در هم. کلسیم دلالت دارد

E.coli در چندین سیکل قادر به تولید اسیدآمینه تریپتوفان در حضور ملاس چغندرقند شده در آلژینات، تثبیت
هاي میکروبی و تولید براي رشد سلول) محصول جانبی صنایع کشاورزي(استفاده از ملاس  .هستندسلولی 

  .صرفه تریپتوفان شده استاسیدآمینه تریپتوفان، سبب کاهش در هزینه تولید و تولید مقرون به
  

   .ملاس چغندرقند، اشریشیاکلی، تثبیت سلول، تریپتوفان،  آلژینات کلسیم :کلید واژگان
  

  مقدمه -1
تریپتوفان آمینواسید ضروري است که باید در رژیم غذایی 

-در بدن انسان این اسیدآمینه به. انسان وجود داشته باشد

-کند، همینعنوان واحد ساختمانی سنتز پروتئین عمل می
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بیوشیمیایی در تولید سروتونین، ساز عنوان پیشطور به
بنابراین عدم . کندعمل می] 2[ و نیاسین] 1[ ملاتونین

، ]3[ دسترسی به تریپتوفان سبب افسردگی، پرخاشگري
د، همچنین این شو و افزایش فشار خون می ]4[ چاقی

]. 5[ شودکار برده میخوابی بهاسیدآمینه در درمان بی
اولیه در سنتز شیمیایی داروها عنوان ماده بنابراین اغلب به

دنبال افزایش جمعیت و به]. 6[ گیردمورد استفاده قرار می
هاي جدید با رشد بازار فروش براي این اسیدآمینه، روش

 ارزش به صرفه این ترکیب بادر تولید کارا و مقرون به
]. 7[ یابدمنظور برآوردن نیاز درحال رشد به آن اهمیت می

ورد توجه، تولید زیستی این اسیدآمینه یکی از روش هاي م
هایی مانند پلیمر هاي تثبیت شده در بستر توسط باکتري
در واقع فرایند تثبیت سلول کامل . است] 8[اسیدآلژینیک 

عبارتست از محدود کردن فیزیکی و یا استقرار سلول 
اي از فضا با حفظ فعالیت نخورده در ناحیه ویژهدست

ه امکان استفاده مجدد از این کاتالیتیکی مطلوب آن ک
همچنین تسریع در فرایند ]. 9[ آوردها را فراهم می سلول

. شودها محسوب می زیستی از مزایاي دیگر تثبیت سلول
عنوان بیوکاتالیزور ساکن به شده هاي زنده تثبیت سلول
اي و مرحلههاي آنزیمی تکشده، انجام واکنشکنترل

 ].10[ سازندپذیر میامکانفرایندهاي تخمیري پیوسته را 
یکی از مسائل مورد بررسی در استفاده صنعتی از این 
بیوکاتالیزورها، کاهش هزینه تولید از طریق استفاده از 

عنوان منبع  محصولات جانبی ارزان قیمت صنایع دیگر به
ملاس چغندرقند . کربن باکتري هاي تثبیت شده است

سازهایی یا پیش مقادیري از دو ترکیب سرین و ایندول و
از این دو ترکیب را دارد، زیرا بدون اضافه کردن این 
ترکیبات و تنها در حضور ملاس و سولفات آمونیوم تولید 

 در بررسی حاضر امکان تولید .]11[ تریپتوفان دیده شد
هاي سویه استاندارد  اسیدآمینه تریپتوفان توسط سلول

اند بیت شدهاشریشیاکلی که درون شبکه آلژینات کلسیم تث
و کربن  عنوان منبع ارزانبا استفاده از ملاس چغندرقند به

و مقادیر محدودي از  عنوان منبعی از سرین و ایندولبه
  .است شده مطالعه ریدوکسال فسفاتیکوفاکتور پ

  
  ها مواد و روش -2
  میکروارگانیسم و محیط کشت -2-1

با توانایی فعالیت تولید  E.coli (ATCC 11303) سلول
کشت مورد محیط ].12[ تریپتوفان مورد استفاده قرار گرفت

هاي باکتریایی، محیط حداقل رشد سلول براياستفاده 
 g/l2 ، محتوي )g/l002/0(شده با تریپتوفان نمکی غنی

سولفات منیزیم هفت آبه،  g/l 2/0آبه، اسید سیتریک یک
g/l 09/13  ،دي پتاسیم هیدروژن فسفات سه آبهg/l 5/3 

  .باشدملاس می g/l10آمونیوم دي هیدروژن فسفات و 
  
  ها مواد و دستگاه -2-2

عنوان محصول جانبی کارخانه قند قند به ملاس چغندر
هاي این ترکیب ویژگی. ارومیه مورد استفاده قرار گرفت

مواد شیمیایی مختلف . استآورده شده 1 در جدول
 .در این پژوهش استفاده شدند Merckول شرکت محص

 Major)هاي مورد استفاده شامل فرمانتور مدل دستگاه

Science) MS-F1  و سیستم کروماتوگرافی مایع با کارایی
و ) MD-420(بالا براي آنالیز تریپتوفان با استفاده از پمپ 

و همچنین ) SMF-25(آشکارگر اسپکتروفلوئوریمتر 
  .بوده است CECIL CE7250اسپکتروفتومتر مدل 

  
 درصد ماده خشک، a( آنالیز ملاس چغندر قند  1جدول 

)w/w( ،b : میزان قند) لیتر ملاسمیلی 100گرم بر (c : درصد
  )]12[خلوص 

3/77  oBx(%)a  

2/46  Pol(%)b  

8/59  Q(%)c 

4/6  pH  
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  تثبیت -2-3
و  oC37(رشد یافته در محیط حداقل  E.coliهاي سلول
rpm180( در انتهاي فاز رشد لگاریتمی در ،rpm12000 

دقیقه سانتریفیوژ شدند، بیوماس سلولی حاصل  30مدت هب
پس از سه مرحله شستشو با سرم فیزیولوژي استریل، با 

هاي آلژینات دانه .آلژینات سدیم استریل سوسپانسه شد
کلسیم با چکاندن سوسپانسه حاصل، از طریق سرنگ، به 

 oC4مولار کلسیم کلراید در دماي  2/0درون محلول 
  .تشکیل شدند

  
  واکنش تبدیل زیستی -2-4

سازهاي واکنش تولید تریپتوفان در محیط تولید شامل پیش
، 35/0%و  2/0%ترتیب به میزان ایندول و سرین، به

 5/0%و مقادیر  005/0%کسال فسفات کوفاکتور پیریدو
. قند صورت گرفت ملاس چغندر 5/3%سولفات آمونیوم و 

-شروع این واکنش تبدیل زیستی با اضافه کردن بیوماس به

به محیط  )هاي آلژینات کلسیمدانه( شده صورت تثبیت
  .تولید بوده است

  
  سنجش میزان تولید تریپتوفان -2-5

با استفاده از کروماتوگرافی سنجش میزان تولید تریپتوفان 
و با استفاده از  oC32در دماي ) HPLC(مایع با کارایی بالا 

صورت  ODS-2 S5(25×0.40cm, 5µ)اي ستون تجزیه
ها به ستون تزریق شد و تریپتوفان از نمونه µl20 .گرفت

ترتیب براي جذب به nm340و  nm280هاي در طول موج
) RT(زمان بازداري . و نشر مورد شناسایی قرار گرفت

بوده  333/4مربوط به پیک اسیدآمینه تریپتوفان در دقیقه 
سازي فاز متحرك با استفاده از استونیتریل  و آماده .است

) v/v (25:75(آب :استونیتریل(آب با نسبت حجمی 
تري فلوئورواستیک اسید صورت گرفت و  1/0%محتوي 

  ].11[بوده است  ml/min 1سرعت جریان فاز متحرك 
  

  ها یافته -3
عنوان منبع در این بررسی از ملاس کارخانه قند ارومیه به

نتایج آنالیزهاي  .استفاده شد E.coliرشد سوش  برايکربن 
گیري بررسی رشد باکتري در محیط حداقل بر اساس اندازه

نانومتر و وزن خشک برحسب گرم  620جذب نوري در 
ساعت  ششانجام گرفت و نتایج نشان دادند که پس از 

و شدت چرخش  oC37 کشت در انکوباتور در دماي
rpm250 ها در مرحله لگاریتمی رشد قرار دارند که سلول
ها و شرایط مناسب براي  دهنده متابولیسم فعال باکتري نشان

آوري و  باکتري هاي حاصل جمع ).1ل شک(تثبیت است 
هاي آلژینات کلسیم صورت دانهه شده ب روش ذکر به

ري تثبیت شده در محیط تپیش از کشت باک .تثبیت شدند
تولید حاوي ملاس چغندرقند، براي اطمینان از عدم وجود 
تریپتوفان در ملاس چغندر قند، محتویات ملاس چغندر 

حاصل با طیف  آزمایش و طیف HPLCوسیله ه قند ب
زمان ). 2شکل (مربوط به تریپتوفان خالص مقایسه شد 

است که در طیف  33/4در دقیقه خروج تریپتوفان از ستون 
  .شودملاس چغندر قند دیده نمی

هاي تثبیت هاي آلژینات کلسیم حاوي باکتريسپس دانه
سازها در واکنش هاي آزاد با حضور پیششده و سلول

ساعت واکنش،  6پس از . کار برده شدندتولید تریپتوفان به
مورد ارزیابی  HPLCسوپرناتانت دو محیط با استفاده از 

). 3 شکل(قرار گرفت و تولید تریپتوفان اثبات شد 
هاي چنین میزان تولید تریپتوفان در محیط داراي سلول هم

درصد افزایش  70هاي آزاد شده نسبت به سلول تثبیت
  ).4 شکل(دهد  نشان می

شده و  ارزیابی توانایی بقاي توده سلولی تثبیت براي
ها در دورهاي بعدي واکنش تولید، استفاده مجدد از آن

) ساعت شش(هایی که در یک دوره واکنش تولید دانه
شرکت داشتند از محیط واکنش خارج شده و پس از سه 
مرحله شستشو با آب دوبار تقطیر به محیط واکنش دوم 

  . تلقیح شدند
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  .oC 37و  rpm 250و  pH=7). اندشدهآورده 01/0اعداد مربوط به وزن خشک بیوماس با ضریب (منحنی رشد در فرمانتور   1شکل 

 

  
  نمونه ملاس چغندرقند -باستاندارد تریپتوفان،  -الف: HPLCتصویرآنالیز   2شکل 
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  )الف(

  
  )ب(

  شده تثبیت -ب هاي آزاد وسلول - الف به وسیلهاز سوپرناتانت محیط تولید  HPLCآنالیز   3شکل 
  .oC 37و  rpm 250و  pH=7ساعت واکنش  6پس از 

  

  
  

  شدههاي آزاد و تثبیتمقایسه تریپتوفان تولیدي توسط سلول  4شکل 
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دور واکنش تکرار شد و میزان تولید در هر  9این عمل تا 
هاي  مساحت زیر پیک. بررسی شد HPLCمرحله با 

مربوط به تریپتوفان به عنوان مقدار تولید تعریف و مقادیر 
ذکر این ). 5شکل (آنها در دورهاي متوالی تولید ثبت شد 

هاي آلژینات در دور دوم نکته لازم است که رنگ دانه
این، ویژگی هاي  بر علاوه). 6شکل (د کن تغییر میتولید 

که حجم آنها طوريها هم دچار تغییر شدند، بهفیزیکی دانه
  .بیشتر و سختی آنها کمتر شد

  گیري بحث و نتیجه -4
طور که پیشتر اشاره شد، هدف از این تحقیق، کاهش همان

هزینه تولید اسیدآمینه تریپتوفان وکاهش آلودگی محیطی 
شده از طریق مصرف یک محصول جانبی صنعتی  ایجاد

براي تولید یک محصول دارویی و ) ملاس چغندر قند(
ملاس چغندرقند داراي  .است) تریپتوفان(مکمل غذایی 

درصد از این مقدار را  50درصد مواد خشک است که  80
مانده شامل املاح و مواد  دهند و باقیمواد قندي تشکیل می

  .دار استآلی نیتروژن
  

  
  ها Xاعداد درج شده بر روي محور . هاي متوالی واکنش تولید اسیدآمینه تریپتوفانمیزان تولید در سیکل  5شکل 

  .oC 37و  rpm 250و  pH=7. هاي تولید هستندهاي متوالی از واکنشدهنده دورهنشان
  

  )ج(  )ب(  )الف(
  پس از شرکت در یک دور واکنش تولید،  -بلافاصله پس از تشکیل شدن، ب - الف. آلژینات کلسیمهاي دانه  6شکل 
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کاربردهاي مرسوم ملاس در خوراك دام، طعم دهنده در 
پزي، صنایع تخمیري ازجمله تولید صنایع نان و شیرینی

مانند گلوتامیک اسید و لیزین  ايمیکروبی اسیدهاي آمینه
ویژه ترکیبات ترکیبات غیرقندي ملاس به]. 13[است 
هاي اي در بهبود رشد سویهکنندهدار آن نقش تعییننیتروژن

قند موجود در ملاس چغندر قند . باکتریایی برعهده دارند
-ها مصرف میعنوان منبع کربن براي رشد میکروب نیز به

از مزایاي ملاس، در دسترس  علاوه یکیبه]. 14[شود 
  .باشدبودن و قیمت پایین آن می

گزارش شده است که استفاده از محیط رشد حاوي مقادیر 
و  trpکم تریپتوفان، سبب افزایش بیان اپرون بیوسنتزي 

اي از این آمینواسید توسط تولید مقادیر افزایش یافته
E.coli ه در هایی کهمچنین استفاده از سلول]. 15[شود  می

اند، موجب اطمینان از تولید مرحله لگاریتمی رشد بوده
باشد هایی مانند اسیدآمینه تریپتوفان میبهینه متابولیت

-این ترتیب، محیط حداقل که در این تحقیق بهبه]. 16[

عنوان محیط تولید مورد استفاده قرار گرفت و مرحله  
باکتري را در بهترین شرایط ) 1شکل (لگاریتمی رشد 

هاي فرایند تثبیت سلول یکی از تکنیک.دهدتولید قرار می
معمول براي افزایش در غلظت و حاصلخیزي کلی در 

ها در محیط تخمیر بوده و سبب حفاظت فیزیکی سلول
ملاس . دشو برابر ترکیبات مختلفی در محیط تولید می

استفاده شده در این بررسی محتوي ترکیبات گوناگونی 
کاهشی در بازده تولید اسیدآمینه باشد که اثرات می

همچنین از . ]17[ دکننتریپتوفان در محیط تولید اعمال می
ساز در فرایند تولید عنوان پیشآنجا که استفاده از ایندول به

هاي دخیل در این تریپتوفان سبب کاهش در بیان آنزیم
دام افتاده در پوشش هاي بهگردد، از سلولمسیر تولید می

هاي یدي آلژینات استفاده شده تا با ایجاد محیطساکارپلی
هاي ها و نیز با ایجاد شیبکوچک در پیرامون این سلول

غلظتی از این ترکیبات مهارکننده و بازدارنده در اطراف 
دست آید ها بهها، افزایش در بیان و تولید آنزیمسلول

]18.[  
هاي میکروبی قابل زیست و دیگر، حفاظت سلولازسوي 

کارا براي مدت طولانی، یکی از مزایاي عمده استفاده از 
هاي  سلول]. 19[رود  شمار می شده بههاي تثبیت سلول

پس از طی یک مرحله واکنش تولید، قدرت  آزاد، معمولاً
در مقابل، . دهند زیست و بیوکاتالیزوري خود را ازدست می

شده در پلیمر آلژینات هاي میکروبی زنده و تثبیت سلول
عنوان هاي متوالی به توانند در واکنش لسیم، میک

بیوکاتالیزور سلولی شرکت کرده و سبب افزایش 
توجهی در راندمان تولید این اسیدآمینه با ارزش شوند  قابل

درصدي تولید تریپتوفان در تحقیق  9/42افزایش ]. 20[
همچنین . ید همین واقعیت استؤنیز م) 4شکل (حاضر 

تولید در محیط حاوي ملاس  واکنشدر این بررسی، 
ها  چرخه پیگیري و مشاهده شد که سلول 9چغندر قند تا 

اند  خوبی حفظ نمودهقدرت بیوکاتالیزوري خود را به
ها از چرخه دوم به بعد استحکام ساختاري دانه). 5شکل (

 کرد  تدریج کاهش یافته و حجم آنها افزایش پیدابه
ریپتوفان آزاد شده در دار ت توان افزایش معنی می). 6شکل(

، به افزایش )5شکل (محیط واکنش را پس از روز اول 
در اثر افزایش حجم آنها، در نتیجه نفوذ  هانفوذپذیري دانه

ها و همچنین سازها به درون دانهآسانتر مواد لازم و پیش
ها شدن آسان تر تریپتوفان محبوس شده از درون دانه  آزاد

شده توسط دلمان و همکاران انجامنتایج بررسی  .نسبت داد
 ]20[ تغییر یافته ژنتیک E.coliهاي توسط سلول 1997در 

از ظرفیت % 80بر حفظ شده در آلژینات کلسیم  تثبیت
دلالت دور واکنش تولید  13تولید تریپتوفان در بیش از 

همچنین در بررسی دیگر که توسط بنگ و همکاران . دارد
در  E.coliشده  هاي تثبیت-انجام گرفت ، سلول 1983در 

از عملکرد تریپتوفان % 56بیدهاي پلی اکریل آمید، 
هاي آزاد دارا بودند و بعد از را در مقایسه با سلولسینتازي 

  ندشتتوانایی تولید را دا% 79-76دور واکنش تولید  30
]21[.  
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دهد که ملاس ترتیب بررسی حاضر نشان میاینبه
دسترس کربن  ارزان و درعنوان یک منبع چغندرقند به

هاي متوالی تولید زیستی تریپتوفان توسط براي دوره
نتایج . باکتري تثبیت شده اشریشیاکلی قابل استفاده است

هاي تکمیلی با هدف بهبود این مطالعات ازطریق آزمایش
تولید تریپتوفان در شرایط بهینه تولید، تکمیل و به مرحله 
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