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 سپاس نامه

خداوند سبحان را سپاس می گویم که این توفیق را به من عطا فرمود تا وجود خویش را به زینت علم بیارایم، باشد که 
 شاکر باشم، بیاموزم، برگزینم و عمل نمایم.

کاه به آموختن گذرانده ام  برایم بسیار گرانبها ست و پرتو دانش نظری و تجربی فراگیر اساتید  سالهایی که در این دانش
گرانقدر، همواره راهنما و چراغ راهم بوده است. از اساتید فرزانه  آقای دکتر حمید رضا صمد لویی و آقای دکتر 
شاهرخ قرنجیک که راهنمایی این پایان نامه را پذیرفتند و دشواری های راه پژوهش را بر من هموار کردند صمیمانه 

 قدردانی می نمایم.
تید ارجمند آقایان دکتر جهان بین و دکتر رجائی که افتخار شاگردی ایشان را داشته ام یادی کنم. بجاست از  اسا

رصه علم و دانش این مرز و بوم  از خداوند خواستارم.  سلامت و پایداری آن بزرگواران را در ع
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 تعهد نامه

 مهندسی کشاورزی گرایش دانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته زهره بیگم طباطباییاینجانب 

نویسنده پایان نامه جدا سازی  صنعتی شاهروددانشگاه  کشاورزیدانشکده  علوم و صنایع غذایی

شاهرود  فرآورده های سنتی لبنی شهرستان بومی ازگونه های باکتری های اسید لاکتیک تشخیص و 

 متعهد می شوم. صمدلوییحمیدرضا دکتر  یتحت راهنمایی آقا

 الت برخوردار است.صتحقیقات در این پایان نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و ا

 در استفاده از نتایج پژوهشهای محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است.

وع مدرک یا امتیازی در هیچ جا ارائه برای دریافت هیچ نتوسط خود یا فرد دیگری  تاکنون مطالب مندرج در پایان نامه

 است. نشده

دانشگاه صنعتی "کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد و مقالات مستخرج با نام 

 .به چاپ خواهد رسید"Shahrood University Of Technology"   و یا "شاهرود

نتایج اصلی پایان نامه تأثیر گذار بوده اند در مقالات مستخرج از پایان حقوق معنوی تمام افرادی که در بدست آمدن 

 نامه رعایت می گردد.

در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردی که از موجود زنده )یا بافتهای آنها ( استفاده شده است ضوابط و اصول 

 اخلاقی رعایت شده است.

در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا استفاده شده است  در کلیه مراحل انجام این پایان نامه،

 اصل رازداری، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است.

 02/20/89:   تاریخ

 : زهره بیگم طباطبایی امضای دانشجو

 

 

 

 

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

مستخرج، کتاب، برنامه های رایانه ای، نرم افزارها و کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن ) مقالات 

تجهیزات ساخته شده است ( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد. این مطلب باید به نحو مقتضی در 

 تولیدات علمی مربوطه ذکر شود.

 استفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان نامه بدون ذکر مرجع مجاز نمی باشد.
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 دهچکی

های محصولات سنتی شهرستان شاهرود نظیر پنیر، دوغ، ماست، کشک خشک، در این تحقیق، نمونه

کره از مراتع شهرهای واقع در این شهرستان شامل کالپوش،کلاته خیج، مجن تهیه، با رعایت شرایط 

های ده از محیطهای باکتری های اسید لاکتیک با استفااستاندارد به آزمایشگاه انتقال یافت. ابتدا کلنی

منطقه های افتراقی جدا شدند، سپساختصاصی، مشاهدات میکروسکوپی و ماکروسکوپی و تست

 16Sهای اختصاصی با استفاده از پرایمر PCRشده با استفاده از دستگاه  ریبوزومیگونه های ایزوله

rRNA  تکثیر شد. نتایج نشان داد تنوع ارزشمندی از باکتری های اسید لاکتیک در دوغ و ماست

 Lactobacillus Delbruckii ,سنتی شهرستان شامل گونه های با شباهت بالا به گونه 

SB7,Lactobacillus Delbruckii-bulgaricus TW49-1  ،در دوغ کلاته خیجLactococcuslactis-

NCIM 2114، ،Lactobacillus Paracasei Lb37در دوغ کالپوش وLactobacillusMocosae-BJ18-

2 ،Lactobacillus Delbruckii SkB1083وجود دارد. پس از شناسایی گونه، در ماست کلاته خیج

این متابولیت را به لاکتوباسیلوس دلبروکلی بررسی شد که گونه پلی ال لایزین ε - بررسی وجود 

صورت قابل توجهی تولید کرد و در گام بعدی تغییر میزان منابع کربنی )گلوکز( و منابع پروتئینی 

و و بهینه سازی به روش آماری سطح پاسخ صورت گرفت پلی ال لایزین ε - )پودر سویا( در تولید 

 3بهینه شد. پس از  RSMآماری میزان این دو ترکیب به منظور افزایش تولید پلی ال لایزین به روش 

پی پی ام بدست آمد که با نتایج پیش  022روز تخمیر در شرایط بهینه میزان گاما پلی ال لیزین 

بود نزدیکی قابل توجهی داشت. مدل سطح پاسخ  پی پی ام 00/988بینی شده از فرمول که میزان 

افزایش می یابد. پلی ال لایزین ε -  نشان داد که هرچه میزان پودر سویا و گلوکز کاهش یابد، میزان

 ( بدست آمد. gr/l09/2( و پودر سویا )gr/l 23/02در غلظت گلوکز)پلی ال لایزین ε - بیشترین مقدار 

 روش سطح پاسخ -NCBI،  پلی ال لایزین -εباکتری های اسید لاکتیک، متابولیت های کلیدی: واژه
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 و هدف مقدمه

میکروارگانیسمها از منابع طبیعی، وسیله ای مؤثر برای دست یابی به شناسایی، جداسازی و غربال 

گونه هایی از باکتری هاست که از لحاظ ژنتیکی حائز اهمیت هستند. طیف وسیعی از میکروارگانیسم 

ها در شرایط مختلف در اطراف ما در حال زندگی هستند. بسیاری از این میکروارگانیسم ها نقش 

زندگی سایر موجودات از جمله انسان دارند. برای مثال، باکتری های اسید  مؤثری در بهبود شرایط

لاکتیک پروبیوتیک های زنده ای هستند که با اصلاح تعادل میکروبی داخل دستگاه گوارش به 

خصوص محیط روده در موجودات زنده و به دنبال آن تغییر متابولیسم میکروبی، باعث افزایش سیستم 

از عفونت های باکتریایی و جلوگیری و درمان اسهال در انسان می  ایمنی بدن، جلوگیری

 .(Reid,1999شوند)

حرکت، غیراسپورزا، کاتالاز منفی و سیتوکروم باکتریهای اسیدلاکتیک عموماً، باکتریهای گرم مثبت، بی

یط اکسیداز منفی هستند که قادر به ذوب ژلاتین، احیا نیترات و تولید اندول، قادر به تحمل شرا

 باشند. اسیدی و بی هوازی اختیاری می

همه باکتریهایاسیدلاکتیک متابولیسمی تخمیری داشت و به شدت ساکارولیتیک هستند که محصول 

باشد. باکتری های اسید لاکتیک را می نهایی عمده حاصل از مصرف کربوهیدرات ها، اسیدلاکتیک می

اهان سبز، سبزیجات تخمیری، محصولات لبنی، انواع توان از منابع وسیعی جدا کرد. انواع دانه ها، گی

 (.Katiresan&Thiruneelakandan.,2003ماهی و خاک از جمله این منابع هستند )

باکتریهای اسید لاکتیک گروه بزرگ و هتروژنی را تشکیل می دهند که شامل جنس هایی مثل 

Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,Streptococcus   وLactobacillus 

 (. Lahtinen et al., 2011) هستند

این باکتری ها به عنوان آغازگر در تولید انواع محصولات لبنی تخمیری و سایر انواع محصولات 

 .Cesselinet al., 2011)تخمیری مورد استفاده قرار می گیرد )

 دوگروه تقسیم می شوند:براساس متابولیسم کربوهیدراتها، باکتری های اسید لاکتیک به 
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 که اساساً اسید لاکتیک تولید می کنند.9باکتری های اسید لاکتیک تخمیر همگن (9

، اتانول و یا اسید 2Coکه علاوه بر اسید لاکتیک، 0باکتری های اسید لاکتیک تخمیر ناهمگن (0

 (.9-9()شکل Klaenhammer et al., 2002استیک نیز تولید می کنند )

 

 

 گلوکز 

 فسفات 6گلوکز         

 گلوکونات-فسفو-6فسفات                                             -6-فروکتوز       

 

 فسفات-5-ریبولوز -دی فسفات                                     دی-6و1فروکتو                 

 

 فسفات -5-هیدروکسی استون فسفات    فسفات گلیسر آلدئیدها                   زایلوزد 

 

 پی انول پیرووات                    استیل فسفات        

 

 پیرووات 

 

  

 )Garvie, 1984 باکتری های اسید لاکتیک ): مسیر های متابولیسمی حاصله از گلوکز توسط 9-9شکل  

 

                                                           
1Homofermentative 
2Hetrofermentative 

 LABسیکل تخمیر همگن LABسیکل تخمیر ناهمگن

2Co 

 اتانول استات

 

 اسید لاکتیک
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جداسازی و  شاهرودشهرستان فرآورده های لبنی بومی های اسید لاکتیک ازتحقیق باکتریدر این 

 های اسید لاکتیک به دلایل زیر مهم است:اند. تشخیص باکتریتشخیص داده شده

 کنند.ها نقش پروبیوتیکی ایفا می( اثرات مفیدی روی بدن دارند وبرخی از آن9

 ( از لحاظ اقتصادی اهمیت دارند.0

 .ها برای نگهداری مواد غذایی استفاده کردتوان از آن( می3

 اسید لاکتیک  یباکتری ها تشخیص  -8

ها ابتدا تشخیص بر اساس الگوی تخمیر کربوهیدرات بود ولی به دلیل این که این الگو برای زیرگونه

 16Sتشخیص قابل اعتماد نیست. در نتیجه دانشمندان با آنالیز توالی ژن نوع این است، یکسان 

rRNA کنند.ها را شناسایی میاین باکتری 

 های اسید لاکتیک تشخیص داده شد. که مراحل کار بدین صورت است: در این تحقیق گونه

 های مخصوص تکثیر ژنبا کیت DNAاستخراج  ،جداسازی از محیط و تکثیر توده زیستی

16S rRNA  باPCR خالص سازی ژن از روی ژل الکتروفورز و توالی یابی  ،توسط پرایمرهای عمومی

و رسم درختچه ی فیلوژنی  NCBIتشخیص آن با بررسی سایت  و fluorescently labeledژن با روش

صورت  MEGA5و  Codoncode Alignerهای خواهری آن که با دو نرم افزار گونهو پیدا کردن 

 .گرفت

 ضرورت انجام تحقیق  -2   

ها نقش مهم و حیاتی در تولید و ایجاد طعم و که در محصولات تخمیری لبنی، ریزسازوارهییاز آنجا

های استفاده شده در فرآوردههای لبنی صنعتی که تمام گونهبا توجه به این که ما در آن را دارند و وآر

های میکروبی که این گونه یاین پدیده با در نظر گرفتن خصومت کشورهای ،باشدمیهای وارداتی گونه

های فروشند سالیان دراز است که به اثبات رسیده همواره خطر استفاده از این گونهرا به کشور می

های بومی این نوع تواند تهدید کرده از این رو توجه به گونهناشناخته سلامت عمومی را می

های وارداتی اهمیت این ها به منظور جایگزین مناسب گونهها در ایران و تشخیص این گونهرهریزسازوا
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های میکروبی اسید لاکتیک باکتری از فرآوردههای کند. در این راستا گونهتحقیق را دو چندان می

با های ریبوزومی توالی ژن DNAو پس از استخراج یافت تکثیر  گردید و جداسازی شهرستانبومی 

های میکروبی این گونه ،NCBIتوجه به آغازگرهای عمومی تعیین توالی شده و با استفاده از سایت 

 شود.تشخیص داده می

 اهداف تحقیق   -9   

و اسییییدلاکتیک از طرییییق تیییوالی ییییابی  بیییاکتری هیییای هایژنوتاییییو گونیییهتعییییین  -

 .در محصولات سنتی بیوشیمیایی و مورفولوژیکیتأیید با روشهای 

 .پلی ال لایزین -εبررسی متابولیت ارزشمند  -

فرآورده های اسیدلاکتیک  باکتری هایهای سنتی داری در مورد گونهاکنون تحقیق دامنهز آنجا که تا

ی ها ای را برای تعیین ژنو تایو در گونهزمینه پژوهشاین  و حومه آن صورت نگرفته شهرستانلبنی 

در و بررسی متابولیت های تولید شده توسط این گونه هااسیدلاکتیک محصولات سنتی های باکتری 

 .شهرستان را فراهم می سازد

 کلیدی هایواژه تعریف

 .ها که توانایی مصرف قند و تولید اسیدلاکتیک را دارندی از باکترییها: گونهاسیدلاکتیکی هاباکتری

یک هموپلیمر اساسی است که فعالیت ضد ( PL-εلایزین )پلی ال  -ε:پلی ال لایزین -εمتابولیت 

میکروبی قوی بر علیه اکثریت باکتری های گرم مثبت و گرم منفی، قارچ ها و همچنین برخی از انواع 

 ویروس ها دارد.

NCBI : پایگاه اطلاعاتی ژنومی است که حاوی اکثر اطلاعات بدست آمده در زمینه ژنتیک موجودات

 است.
روش آماری برای طراحی آزمایشات، ارزیابی تأثیر فاکتورهای  این روش، یکوش سطح پاسخ: ر

مختلف و یافتن شرایط اپتیمم برای بازده مطلوب می باشد و به طور وسیعی برای بهینه سازی شرایط 

 کشت و پارامترهای دیگر استفاده می شود.
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روی فرآورده های لبنی بوده است دسته بندی  در این فصل با توجه به این که موضوع تحقیق و کار   

 بخش صورت گرفته است:چهار مطالب در 

الف( در بخش اول با توجه به اهمیتی که برخی جنس های باکتری های اسید لاکتیک در تولید  

فرآورده های لبنی دارند به اختصار توضیحاتی در خصوص سه راسته لاکتوباکتریاسه، استرپتوکوکاسه و 

 لویکونوستوکاسه  آورده شده است.

یکی از متابولیت های باکتری های اسید لاکتیک تولید  ،با توجه به این که در بخش نهایی تحقیقب( 

 دومپلی ال لایزین( در بخش  - Ɛ مورد بررسی قرار گرفت )در نمونه ها توسط گونه های ایزوله شده 

فصل اول به توضیحاتی در خصوص پروبیوتیک ها و متابولیت های آنها نظیر اگزو پلی ساکارید ها، 

 پلی ال لایزین پرداختیم. - Ɛگاما آمینو بوتیریک اسید و در نهایت 

با توجه به این که برای کشت و ایزوله سازی باکتری از ماست، دوغ، پنیر، کره یا روغن و کشک  ج(

به توضیحاتی مختصر در خصوص پیشینه و خواص این  سومخشک بومی استفاده شد در بخش 

 د.وشمی ترکیبات اشاره 

مورفولوژیکی به تنهایی برای تشخیص گونه ها کافی نیست نظر به این که روش های بیوشیمیایی و  د(

و روش های ژنتیکی تأثیر بسزایی در شناسایی گونه ها داراست و در این روش ها نیز مسئله اصلی در 

بررسی یک ژن خاص، مشکل هدف گیری آن در یک ژنوم پیچیده است که ممکن است بیش از 

یک روش قدرتمند برای تکثیر قطعه ویژه و 9(PCRیمراز )هزاران ژن داشته باشد، واکنش زنجیره ای پل

(. لذا با توجه به اهمیت آن در 9382 ،انتخابی از این ژنوم می باشد )جامی الاحمدی و افضل جوان

 و توالی یابی پرداختیم. PCRبخش انتهایی به اختصار به کلیاتی در خصوص 

 

 

 

                                                           
1Polymerase Chain Reaction 
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 باکتری های اسید لاکتیک مهم در فرآورده های لبنی -8-8 

 0بهینه رشدشان به  دمای های لاکتیکی مورد استفاده در تخمیر فرآورده های لبنی براساسباکتری

است و  02ی  C˚32 های لاکتیکی مزوفیل بینشوند. دمای بهینه رشد باکتریگروه تقسیم می

 (. (Wouters et al., 2002ددارن 32ی C˚42بهینه رشدی بین دمای ها ترموفیل

 در صنعت لبنیات، استارتر کالچرها به سه گروه تقسیم می شوند:

 ( استارتر کالچرهای صنعتی3( استارتر کالچرهای ترموفیل        0( استارتر کالچرهای مزوفیل       9

هر یک از این گروه ها می تواند به گروه های دیگری تقسیم شود. کالچرهای تعریف نشده که در آن 

 .(Axelsson, 1998)ها تعدادی سوش های ناشناخته است 

 اسید لاکتیک  مزوفیل هایباکتری -8

اسیت. سیوش هیای ایین گیروه متعلیق بیه دوگونیه  C˚32این باکتری هیا دمیای اپتییمم رشدشیان 

لویکونستوک است. لاکتوکوکوس لاکتیس زیر گونه لاکتیس و لیاکتوکوکوس لیاکتیس  لاکتوکوکوس و

زیر گونه کرموریس که تولید کننده اسید هستند و لاکتوکوکوس لاکتیس زیرگونه های لاکتیس واریته 

های دی استی لاکتیس، لویکونستوک لاکتیس، لویکونستوک کرموریس که تولید کننده طعم هستند. 

 4ت طعم تولید شده ) زنجیره های سیترات مثبت(، کالچرهای مزوفیل را می توان بیه بر اساس طبیع

 گروه تقسیم نمود:

تنها شامل لاکتوکوکوس لاکتیس زیر گونه لاکتیس و لاکتوکوکوس لاکتیس زیر گونه  :Oنوع (9

 .کرموریس

لاکتوکوکوس مانند تولید کننده های طعم تنها  : شامل گونه های تخمیر کننده سیترات،Dنوع  (0

  لاکتیس زیرگونه های لاکتیس واریته های دی استی لاکتیس.

مانند تولید کننده های طعم تنها  شامل گونه های تخمیر کننده سیترات، :(L)یا  Bنوع  (3

 کونوستوک.یلو
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شامل هر دو تولید کننده طعم مانند لاکتوکوکوس لاکتیس زیرگونه های  :(LD)یا  BDنوع  (4

 کونوستوک.یلاکتیس واریته های دی استی لاکتیس و لو

 

 ( Marshal and Law, 1984نمونه هایی از استارتر های بکار رفته برای انواع خاص پنیر )  -9-9دول ج

 

 میکروارگانیسم بکار رفته محصول پنیر ردیف

 مخلوطی از لاکتوباسیلوس بولگاریکوس و استرپتوکوکوس ترموفیلوس پارامزان، رامنو 9

 L.lactis spp.lactis; L.lactis ssp. Cremoris; L.lactis ssp.lactic چدار 0

Var.diacetylactice. 

 سوییس، امنتال 3
لاکتوباسیلوس مخلوطی از لاکتوباسیلوس بولگاریکوس )یا لاکتوباسیلوس لاکتیس یا 

 هلوتیکوس( و استرپتوکوکوس ترموفیلوس و پروپیونی باکتریوم شرمانی

 مخلوطی از گونه های لاکتوباسیلوس مقاوم به حرارت و استرپتوکوکوس ترموفیلوس پرولون 4

 رکوفورتی لاکتوکوکوس لاکتیس زیر گونه لاکتیس و پنی سیلیوم استیلتون آبی رکوفورتی، 2

 گونه لاکتوکوکوس و پنی سیلیوم کاممبرتزیر  کاممبرت 2

 بریک، لیمبورگر 7

مخلوطی از استرپتوکوکوس ترموفیلوس و لاکتوکوکوس لاکتیس زیر گونه کرموریس. 

مخلوطی از استرپتوکوکوس ترموفیلوس و لاکتوباسیلوس بولگاریکوس. مخلوطی از  لاکتو 

 استرپتوکوکوس ترموفیلوس کوکوس لاکتیس زیر گونه لاکتیس و

 مخلوطی از استرپتوکوکوس ترموفیلوس و گونه های لاکتوباسیلوس میونستر 9

 گودا، ادام 8
لاکتوکوکوس لاکتیس زیرگونه لاکتیس و لاکتوکوکوس لاکتیس زیر گونه کرموریس و 

 لوکونوستوک

 مخلوطی از گونه های لاکتوباسیلوس و استرپتوکوکوس ترموفیلوس موزارلا 92

 ایپنیر کاتج، خامه  99
لاکتوکوکوس لاکتیس زیرگونه لاکتیس و لاکتوکوکوس لاکتیس زیر گونه کرموریس و 

 لوکونوستوک و لاکتوکوکوس لاکتیس زیر گونه لاکتیس واریته دی استی لاکتیس

 

رهای مزوفیل در کارخانجات در رنج گسترده ای در انواع پنیر استفاده می شود. تخمین چاستارتر کال

تخمیر شیر از نوع مزوفیل است. صنعت لبنیات در ارتباط با سویه هایی است که    کهزده می شود 

2 

3 
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تخمیر شیر را به سرعت ممکن می سازد. به نظر می رسد که این ویژگی متمایز گونه های 

شیر با افت بسیار کندتری،کمتر خواهد بود  pHسایر گونه ها باشد که در آنها  زلاکتوکوکسی ا

(Cogan, 1996). 

از تخمیر شیر، در طول زمان رسیدن بعدی اتولیز لاکتوکوکسی اتفاق می افتد. اتولیز سلول های  پس

اتولیز سلول ها باعث خروج آنزیم های  .( Beresford, 2001می شود ) 9استارتر منجر به مور آمینیداز

ود. اگر تعداد درون یاخته ای به پنیر و تولید آمین آزاد و بنابراین موجب مقداری تغییر طعم می ش

باکتری های استارتر بسیار بالا رود یا برای مدت بسیار زیادی باقی بمانند، طعم دچار نقصان شده و به 

 تلخی می گراید که موجب افت کیفیت و ایجاد اشکال می شود.

 فیلترمواسید لاکتیک  های باکتری -0

، ، 0نیاز است، بکار می رود. ) امنتال در انواع پنیر در جایی که دمای پخت بالاییاین نوع باکتری ها 

 .(2و کامتی 4، گرانا3یراگر

و استرپتوکوکوس هستند، اگر  لاکتوباسیلوسباکتری های اسید لاکتیک ترموفیلیک متعلق به دوگونه 

هترو هستند فقط مقدار  و گونه با ویژگی های همو 24گروه بزرگی است که شامل  لاکتوباسیلوسچه 

 تخمیر شیر شرکت می کنند.کمی از آنها در 

دلبروکی زیر گونه بولگاریکوس و  لاکتوباسیلوستجاری اساساً شامل  لاکتوباسیلوساستارترهای 

هلوتیکوس هستند که تخمیر کننده های  لاکتوباسیلوسدلبروکی زیر گونه لاکتیس و  لاکتوباسیلوس

گونه های وابسته به غذا و ضروری هستند. از سوی دیگر، استرپتوکوکوس ترموفیلوس تنها یکی از 

بدلیل ارتباط بسیار نزدیک  آن را به چندی پیش گونه استرپتوکوکوس است. تا  07لبنیات از میان 

عنوان استرپتوکوکوس سالیواریوس زیر گونه ترموفیلوس توصیف می کردند ولی بعد از آنالیز ترکیبی 

 (. Schleifer & Ludwig, 1995) ند، دوباره آن را به سطح گونه ها افزایش دادDNAبیشتر 

                                                           
1 Muraminidase 
2Emmental 
3Gryere 
4Grana 
5Comte 
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بولگاریکوس، گالاکتوز را متابولیزه  لاکتوباسیلوسلاکتیس،  لاکتوباسیلوساسترپتوکوکوس ترموفیلوس، 

نمی کنند و بنابراین متابولیسم لاکتوز بوسیله استرپتوکوکوس ترموفیلوس منجر به تجمع گالاکتوز در 

محیط می شود بنابراین پیشنهاد می شود که برای تخمیرلاکتوباسیلاسه گالاکتوز باید استرپتوکوکوس 

 .(Mayra-Makinen & Bigret, 1998د )ترموفیلوس به عنوان استارتر توأم بکار رو

 طبیعی یا صنعتیاسید لاکتیک   هایباکتری -9

کالچرهای صنعتی حاصله از بچ قبلی محصول تخمیری برای تلقیح به بچ جدید مورد استفاده قرار می 

، که یک نوع پنیر یونانی است بوسیله اختلاط پنیر بچ قبلی با لخته 9گیرد. به عنوان مثال، کوپانیستی

اصل می شود. برای برخی از انواع پنیر ایتالیایی و سوئدی، آب پنیر حآب گیری شده بچ جدید 

پایین به جهت دستیابی pH تولیدی روزهای گذشته در شرایط انتخابی نظیر دمای انکوباسیون بالا و 

ست که ترکیب آنها بسیار پیچیده، نسبتاً ناپایدار و ا انکوبه می شود. شواهد بیانگر آن« استارتر وی»به 

حضور داشته باشند، اگرچه عملکرد متغیر  اغلب نامشخص است. چندین نوع گونه ممکن است در آن

آنها با روند فعلی در تکنولوژی استارتر متمایز است اما در جایی که نیاز به ثبات عملکرد است 

گاهی منجر به تولید طعم کمتر می گردد  ،گزینی بوسیله سیستمهای استارتر تعیین شدهجای

(Axelsson, 1998). 

در این گروه در کنار استارتر های کلاسیک، گونه های انتروکوکوس اغلب در تعداد معنی داری وجود 

دارند. آنها دارای برخی مزایا، همچون تولید سریع اسید، مقاومت در برابر حرارت پخت، مقاومت بالا به 

از گونه ها بعنوان  نمک می باشند. یکی از معایب اصلی آنها این است که منشأ مدفوعی داشته و برخی

که حضور انتروکوکسی نشان دهنده فلور وجود دارد پاتوژن مطرح شده است. به هرحال،  این استدلال 

بایستی به عنوان استارتر به منظور تولید های سنتی حاصله از شیر خام است و میکروبی غالب پنیر 

 .(Lopez- diaz et al., 2000ویژگی های بارز بکار گرفته شود)

                                                           
1Kopanisti 
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تروکوکوس فکالیس به منظور تسریع در رسیدن و بهبود ویژگی های ارگانولپتیک پنیرها بکار گرفته ان

 ( Coppala et al., 2000شده بود. )

 راسته لاکتوباکتریاسه -8-8-8

 لاکتوباسیلوسجنس  -8-8-8-8

ها نقش مهمی در فرآیند تخمیر داشته و نسبت به  لاکتوباسیلوساز میان باکتری های اسید لاکتیک، 

باکتری های اسید لاکتیک کوکسی، در طول تخمیر توانایی تولید مقدار بیشتری اسید لاکتیک را دارند 

(Zue & Zhang, 2000  .) 

د، بجز تعداد اندکی از جنس های این خانواده باش متنوعی می هایگونه شامل لاکتوباسیلوس جنس

در نظر گرفته می شوند  9هستند بقیه جنسها غیر پاتوژن بوده و عموماً به عنوان ایمنکه پاتوژن 

(Tamime, 2005.) 

 هایباکتری لاکتوباسیلهابرخی از سویه های باکتری های اسید لاکتیک، خاصیت پروبیوتیکی دارند.  

ها  یباکتر این باشندمی میکرون 2/9 - 2/2و عرض  99 -2/9طول  بهدراز یا کوتاه  شکل ای میله

 بوده، در حضور میکروآئروفیل و کنندمی رشد هوا درمجاورت اکسیژن ولی کاتالاز ندارندو  سیتوکروم

. این باکتری شودمی آنها رشد تحریک باعث محیط کسیدکربن دردی %2 وجود دارند کمی رشد هوا

 دمای بهینه رشد استفاده قرار می دهند.ها اکسیژن را فقط به وسیله اکسیدازها و پراکسیدازها مورد 

 نیز را سلسیوس درجه 23-22 دمای تا رشد باشد اما تواناییمی سلسیوس درجه 42 -32بین  آنها

 -2/2 آنها رشد برای بهینه pH گرچه ا و در محیط داشته را اسید تحمل قدرت هالاکتوباسیل .دارند

 برایو ساکارولیتیک بوده یعنی  هستند به رشد قادر نیز 2 از کمتر  pHدر کلی بطور اما باشدمی 2/9

 آنترو برخلاف .کنندمی تولید داده، اسید لاکتیک قرار استفاده مورد را کربن تامین انرژی، هیدراتهای

 هستند اجباری ها تخمیرکنندهکنند، لاکتوباسیلمی تولید لاکتیک اسید که آنها هم باکتریاسه

 .(9390نخچیان،و  نجف نجفی ؛9327نوحی،)

                                                           
1Generally Recognized as Safe 
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ممکن است هومو یا هترو فرمنتاتیو باشند. گونه های هتروفرمنتاتیو ممکن است با توجه به تشکیل 

به سه گروه 9، از گونه های لویکونوستک متمایز شوند. در طبقه بندی اورلاجنسنDLاسید لاکتیک 

 تقسیم می شوند:

 دسته ترمو باکتریا قرار می گیرند. : هومو فرمنتاتیو که در طبقه بندی اورلا جنسن جزء8گروه 

 هومو فرمنتاتیو که در طبقه بندی اورلا جنسن وابسته به استرپتو باکتریا هستند. :2گروه

:  هترو فرمنتاتیو هستند که هگزوزها را به اسید لاکتیک و استیک تخمیر می کنند و به گروه 9گروه

 .(9390نخچیان، و فیجنجف ن)بتا باکتریوم تعلق دارند 

دسته بندی دیگری که برای باکتری های اسید لاکتیک در نظر گرفته می شود بر اساس اپتیمم درجه 

 حرارت رشد و تکثیر است که به دو گروه تقسیم می شوند: 

 می باشد. سانتی گراددرجه  42تا  37: دمای مناسب برای رشد و تکثیر آن ها بین ترموفیل ها

 می باشد.   سانتی گراددرجه  30تا  09: دمای مناسب برای رشد و تکثیر آن ها بین مزوفیل ها

سانتی درجه  37های هموفرمنتاتیو در حدود  لاکتوباسیلوسدرجه حرارت اپتیمم رشد و تکثیر اکثر 

 .(9394 ،مرتضوی و همکاران) یا بالاتر قرار دارد گراد

میلی متر با حاشیه کامل،  2تا  0روی کشت آگار معمولاً کوچک به اندازه  لاکتوباسیلوسکلنی های 

محدب، صاف، درخشان یا کدر و بدون پیگمان است. در موارد نادر پیگمانشان مایل به زرد و یا قرمز 

 .(Hammes & Hertel, 2009است )شده و برخی گونه ها نیز فرم کلونی هایشان خشن 

 ها در صنایع غذایی می گردند عبارتند از:  لاکتوباسیلوسخصوصیاتی که موجب اهمیت 

توانایی تخمیر قندها و ایجاد مقدار قابل توجهی اسید لاکتیک این امکان را بوجود می آورد  -9

که آنها در صنایع لبنی و فرآورده های تخمیری گیاهی و یا این که در صنایع برای تهیه اسید 

ند. هر چند که ایجاد این اسید در برخی صنایع مثل لاکتیک خالص مورد استفاده  قرار گیر

 آبمیوه و شیر پاستوریزه مطلوب نمی باشد. شراب و آبجو سازی،

                                                           
1Orla-Jensen 
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به علت تولید گاز و یا دیگر ترکیبات فرار به وسیله باکتری های گروه هتروفرمنتاتیو که  -0

پنیرهای فرمنتی بر روی  لاکتوباسیلوسموجب کاهش کیفیت مواد غذایی می شوند از جمله 

 تریشودش در شراب. لاکتوباسیلوسهیلگاردی و  لاکتوباسیلوسسی یا یسوی

میواد غیذایی کیه از ایین نظیر دارای  عدم توانایی در سنتز ویتامینهای مورد نیاز خود کیه در -3

کیفیتی پایین هستند بخوبی رشد و تکثیر نکنند، اما از طرف دیگر از آن ها میی تیوان بیرای 

 ها استفاده نمود.تعیین میزان ویتامین 

های درجه حرارت  لاکتوباسیلوسموجب می گردد که برخی از 9وجود گونه های ترمودیوریک -4

 .(9394 ،مرتضوی و همکارانپاستوریزاسیون یا فرآیندهای حرارتی مشابه را تحمل نمایند )

 هالاکتوباسیلوسبندی سنتی طبقه-9-9-9-9-9

ها بیه عنیوان ییک جینس مجیزا در لاکتوباسییل 0توسیط بیژرنییک 9829برای نخستین بار در سیال 

 -بنیدی اورلیا(. سیپس طبقهVandamme et al., 1996ها در نظیر گرفتیه شیدند )بندی باکتریطبقه

ییز یو الگوی تم سانتی گراددرجه  42و  92جنسن، اعضا این جنس را بر اساس قابلیت رشد در دمای 

، 3های ترموباکترگلوکز از سطح جنس به زیر جنسقندهای پنج و شش کربنه و همچنین تولید گاز از 

منتشیر  )برگی( بندی در چاپ هشتم کتاب برجیبندی کرد، این طبقهطبقه 2و بتاباکتر 4استرپتوباکتر

بنییدی بییر اسییاس اییین طبقه. Vandamme et al., 1996)؛ Kandler & Weiss,1986)گردییید 

درجه سانتی گراد را دارنید زییر  42تا  42مای های تخمیر همگن که توانایی رشد در دلاکتوباسیلوس

 جنس ترموباکتریوم در نظر گرفتند.

را  توانند هگزوزهابوده می 2دی فسفات آلدولاز 2و  9اعضا این زیرجنس به دلیل حضور آنزیم فروکتوز 

 0و سیپس دو ملکیول لاکتیات و  0بیه دو ملکیول پییروات 9تقریباً به طور انحصاری از مسیر گلیکولیز

                                                           
1Thermoduric 
2. Beijernik 
3 . Themobacter 
4 . Streptobacter 
5 . Betabacter 
6 . Fructose-1,6 biphosphate aldolose 
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 و تولید گاز از گلیوکز را ندارنیدکربنه  2که توانایی تخمیر قندهای تخمیر کنند در حالی ATP3ملکول

(Vandamme et al., 1996 ; Hayakawa & Nakazawa, 1992; Kandler & Weiss,1986.) 

به دو  DNAتوان بر اساس ساختار بازهای آلی موجود در ملکول های متعلق به این گونه را میگونه

 تقسیم نمود. CTGدرصد مولی  22تا  49و  CTGدرصد مولی  39تا  34گروه دارای 

ای از قندهای پنج و شش های تخمیر ناهمگن اختیاری که قادر به تخمیر طیف گستردهلاکتوباسیلوس

را دارند  سانتی گراددرجه  37تا  92کربنه هستند و قابلیت رشد در دماهای مختلف از 

به لاکتات تبدیل  EMP4 هگزوزها را با استفاده از چرخه ،یوم نامیده شدند. این گروهاسترپتوباکتر

و  کنند اما در شرایط کمبود گلوکز علاوه بر اسید لاکتیک متابولیت هایی چون اسید استیک، اتانولمی

 (.Vandamme et al., 1996نماید )ها تجمع میاسید فرمیک در محیط رشد آن

هسیتند کیه  2های ناهمگن تخمیر اجبیاریلاکتوباسیلوس بندی فوق،اساس طبقهآخرین زیر جنس بر 

( و از طرفی Kandler & Weiss, 1986)درجه سانتی گراد دارند  37ی رشد مانند گروه قبل بهینه دما

باشند. این گروه که بتاباکتریوم نامیده شدند هگزوزها دی فسفات آلدولاز می 2و  9فاقد آنزیم فروکتوز 

نماید و همزمان با تخمیر گلوکز اسیدهای لاکتییک و اسیتیک، تخمیر می 2ز چرخه فسفوگلوکوناترا ا

گاز دی اکسید کربن و همراه با تخمیر پنتوزها اسید لاکتیک و اسید اسیتیک تولیید  همچنین اتانول و

 (. Badis et al., 2004باشد )کنند. در هر دو چرخه مذکور آنزیم عامل پنتوز فسفو کتولاز میمی

ها بود در حالی که نتایج بندی، شاخص قرار دادن دمای رشد گونهیکی از ایرادات این نوع طبقه

تواند معیار صحیحی برای مطالعات متفاوت نشان داد که توانایی رشد در دماهای متفاوت نمی

 7فرمنتوم لاکتوباسیلوسبندی با وجود اینکه ها باشد. برای مثال در این طبقهلاکتوباسیلوسبندی طبقه

های متعدد پروبیوتیک های نزدیک به هم بوده و جزء سویهروتری که هر دو از گونه لاکتوباسیلوسو 

                                                                                                                                                                          
1 . Glycolysise 
2 . Pyruvate 
3. Adenosine Three Phosphate 
4Embeden-Myerhof-Pathway 
5 . Obligatory Heterofermentative 
6 . Phospho Gluconate 
7 . Lactobacillus Fermentum 
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های درجه سانتی گراد به عنوان گونه 42اند به دلیل تفاوت در قابلیت رشد در دمای شناسایی شده

های این گونه از طرفی سویه .(Kandler & Weiss, 1986; Sharpe, 1979)مجزا در نظر گرفته شدند 

توانایی رشد متفاوتی نشان  سانتی گراددرجه  92اند در دمای های متفاوت جداسازی شدهکه از محیط

اشاره نمود که  0کانفیوسوس لاکتوباسیلوسو  9ویریدنس لاکتوباسیلوس توان بهدادند. در مثال دیگر می

درجه سانتی گراد از اعضاء زیر جنس بتاباکتر در نظر  2ها به دلیل قابلیت رشد در دمای هر دو آن

کانفیوسوس نه تنها از نظر ترکیب ژنی بلکه از نظر پروفیل  لاکتوباسیلوسگرفته شدند در حالی که 

ایه لزج مانند در سطح محیط تخمیر قند و تولید پلی ساکاریدهای خارج سلولی که منجر به تشکیل ل

مشکل فوق (.  Hayakawa & Nakazawa, 1992شباهت دارد ) 3شود به جنس لوکونوستوکرشد می

و با  3تا  9با اعداد  لاکتوباسیلوسهای بندی، موجب شد در نسخه بعدی کتاب برجی گروهدر طبقه

درجه  42تا  92در دماهای  بندی هر چند توانایی رشدحروف یونانی مشخص شوند. در این نوع طبقه

گروه مطرح شده است اما ملاکی  3به عنوان یک خصوصیت عمومی برای اعضا هر یک از  سانتی گراد

ت درنحوه تخمیر انجام ها نیست و گروه بندی منحصراً بر اساس تفاولاکتوباسیلوسبندی برای طبقه

حفظ سه گروه اصلی مورد استفاده بندی با  (. در این طبقهAmatayakul et al., 2006)گرفته است 

گیرد. در این نوع بندی سنتی کلمه زیرجنس نیز در نامگذاری مورد استفاده قرار نمی در طبقه

بندی همچنین خصوصیاتی مانند مجموع ترکیب بازهای آلی سیستوزین و گوانین، نیازهای طبقه

ها و توالی سنتز نقشه الکتروفورز آنزیمنولوژیکی، وهای ایمغذایی، ترکیب دیواره و غشاء سلولی، واکنش

DNA4ها مطرح شده است  لاکتوباسیلوسبندی های قابل استفاده در شناسایی و طبقهبه عنوان شاخص

(Kandler & Weiss,1986 با این حال تا دهه اخیر بسیاری بر این باور بودند که پروفیل تخمیر .)

قندها و تولید گاز از گلوکز، قابلیت رشد و تولید اسید در شیر و تشخیص ایزومر نوری اسید لاکتیک 

                                                           
1 . Lactobacillus Viridanse 
2 . Lactobacillus Canfusus 
3 . Leuconostock 
4DNA Sequence 
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باشد ها در سطح گونه میلاکتوباسیلوستولیدی همچنان ابزارهای قابل اطمینانی برای شناسایی 

(Vandamme et al., 1996 ; Hayakawa & Nakazawa, 1992.) 

ها هنوز به شکل سنتی باقی مانده است اما استفاده از لاکتوباسیلوسبندی هر چند امروزه اساس طبقه

ها از طریق مناطق حفاظت شده گونه 0همزمان با ردیابی ارتباط فیلوژنی 9های جدید مولکولیتکنیک

ها از منشأ مشخص شده و تغییرات اساسی در گروه بندی ژنتیکی باعث شده ارتباط خانوادگی آن

هایی در ترکیب با . با این حال بکارگیری چنین روش(Sharpe,1979)ایجاد شود  هاها و زیرگونهگونه

 (.Vandamme et al., 1996شود )ها قلمداد میهای سنتی راهبردی دقیق برای میکروارگانیسمروش

 ها لاکتوباسیلوسبندی مدرن طبقه -9-9-9-9-0

ها از طریق بررسی توالی نوکلئوتیدی ساختمان ژنی اصول ردیابی روابط فیلوژنیک میکروارگانیسم

به دلایل زیر  DNAدهد. در این رابطه بررسی توالی نوکلئوتیدی در ژن بندی مدرن را تشکیل میطبقه

 به عنوان شاخصی معتبر مورد قبول همگانی قرار گرفته:

  ها وجود دارد.میکروارگانیسمدرکلیه 

 .کارایی و وظایف آن در متابولیسم سلول پایدار و ثابت است 

  بسیاری از توالی نوکلئوتیدی حفاظت شده و غیر حفاظت شده ثابت و پایدار در آن وجود

 دارد.

به تدریج جای خود را به  DNAهای سنتی تعیین توالی ژنتیکی بندی مدرن روشدر طبقه

مناسب جهت ازدیاد قطعه یا  4( و آغازگرهایPCR)  3ای پلیمرازهای زنجیرهاکنشاستفاده از و

 ;Vandamme et al., 1996اند )( داده16S rDNA( یا  )23S rDNAقطعاتی از ملکول  )

Ammor et al., 2007 .) 

                                                           
1 . Molecular techniques 
2 . Phylogenic relations 
3 . Polymerase chain Reaction 
4 . Primers 
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اند اما گویای بسیاری از های کاملاً صحیح و دقیقی شناخته شدههای مدرن، روشبا وجود اینکه روش

بندی سنتی باشند. خصوصیاتی که زیربنای طبقهخصوصیات فیزیولوژیک و بیوشیمیایی نمی

 (.Vandamme et al., 1996داد )ها را تشکیل میلاکتوباسیلوس

 کنند:ا را به سه گروه اصلی زیر تقسیم میهلاکتوباسیلوسبندی مدرن، طبقه

 دلبروکی لاکتوباسیلوس 

 پدیوکوکوس -کازئی لاکتوباسیلوس 

 لوکونوستوک -لاکتوباسیلوس 

 ها لاکتوباسیلوسبندی سنتی و مدرن سازگار نمودن طبقه -9-9-9-9-3

ها بنا شده آن 9ها که بر اساس خصوصیات فنوتیپیلاکتوباسیلوسبندی سنتی سازگار نمودن طبقه

حاصل شده است  0ریبوزمی RNAها که از اطلاعات نوین ساختار است با گروه بندی فیلوژنیک آن

 هایی در ساختار قدیم پیشنهاد کردند.توسط همس و وگل انجام شد که در راستای این تطابق زیرگروه

( مشخص C,B,A) های جدید نشان پیوستگی به ساختار قدیم به وسیله حروف بزرگ در زیرگروه

( نشان دهنده سه شاخصه c,b,aدهد در حالی که حروف کوچکی  )شدند که شکل تخمیر را نشان می

ترموباکترها  Aتواند در هر سه گروه اصلی تخمیری وجود داشته باشد. در گروه فیلوژنیک است که می

های این گروه لاکتوباسیلوسگیرند. کلیه های جدید قرار میبندی سنتی و گروهی از انواع گونهاز طبقه

 شوند.به دو زیر گروه فیلوژنیک تقسیم می

کازئی  لاکتوباسیلوسو زیرگروه دوم در برگیرنده  3دلبروکی لاکتوباسیلوسشامل  Aaزیرگروه اول: 

قرار گرفته است. بکارگیری انواع  Aaاسیدوفیلوس در گروه  لاکتوباسیلوسباشند. می 4پدیوکوکوس

های قابل توجهی را میان تعداد زیادی از سوش هایی های مولکولی و پیشرفته تفاوتمختلفی از روش

های مشاهده شده در شدند نشان داده است. تفاوتکه با ارزیابی فنوتیپی به این گونه نسبت داده می

                                                           
1 .Phenotypic Properties 
2 . rRNA 
3 . L.Delbrueeki 
4 . L.Casei-Pedioccocus 
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سازد. ای جدا توجیه پذیر میهای مذکور را در گونهبه حدی است که قرار گرفتن سوشاین زمینه 

و  0آمیلوفیلوس لاکتوباسیلوس، 9استوتولورنس لاکتوباسیلوسهایی مانند انتقال تعدادی از گونه

از تخمیرهای  Baدلبروکی و ترموباکترها به گروه  لاکتوباسیلوساز گروه  3همستری لاکتوباسیلوس

بندی سنتی بندی همس و وگل پس از طبقهن اختیاری یکی از تغییرات اساسی بود که در طبقهناهمگ

های فوق انجام گرفت. کربنی توسط گونه 2به وجود آمده است. این انتقال به دلیل تخمیر قندهای 

در  های زیرگروه دومبندی سنتی برای گروه استرپتوباکترها ذکر شده است، اغلب گونهآنچه در طبقه

 & Hammes گیردهای برشمرده در گروه فوق را در برمیدهد و اکثر گونهرا نیز پوشش می Bbگروه 

Vogel, 1995)). 

 –کازئی  لاکتوباسیلوس، وابسته به شاخه Cbدر دو شاخه  لاکتوباسیلوسگونه  C ،90در گروه 

بندی بعضی از نوع طبقه اند. در اینبندی شدهکونوستوک طبقهیمرتبط با شاخه لو Ccپدیوکوکوس و 

، 4کنفیوسوس لاکتوباسیلوسبندی سنتی مانند ای طبقههبندی شده در زیر گروههای طبقهگونه

خارج و تحت جنس ویسیلا  لاکتوباسیلوسویریدنس از جنس  لاکتوباسیلوس، و 2ماینور لاکتوباسیلوس

 (.Vandamme,et al., 1996) رفتندقرار گ

که در  لاکتوباسیلوسدر این بخش به معرفی مختصری در خصوص برخی از اعضای جنس  - 

 تکنولوژی کاربرد دارند می پردازیم:

لاکتیس: استارتری ترموفیل است و در تولید پنیر سوییسی و ایتالیایی به همراه  لاکتوباسیلوس( 9  

کتوکوکوس لاکتیس بیو واریته دی استی سایر استارترها مورد استفاده قرار می گیرد. در ترکیب با لا

لاکتیس، در تولید کره با میزان چربی پایین، به کار می رود. برخی گونه ها ممکن است به وسیله 

درجه  43تا  42بازداشته شوند. دمای مطلوب رشد  سانتی گراددرجه  7تا  2سایکروتروف ها در دمای 

 است. سانتی گراد

                                                           
1 . L.Acetotolerance 
2 . L.Amylophilus 
3 . L.Hamstery 
4 . L.Confusus 
5 . L.Minor 
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بولگاریکوس: استارتری است ترموفیل که در ترکیب با سایر استارترها برای تولید  لاکتوباسیلوس( 0

ماست، پنیرهای سوییسی و ایتالیایی ) مانند گرانا( به کار می رود. برخی از گونه ها توانایی غیر فعال 

رند و دمای کردن عوامل موتاژنیک را دارا می باشند. به ویتامین ها و اسید های آمینه برای رشد نیاز دا

 می باشد. سانتی گراد درجه 42مطلوب رشد تقریباً 

هلوتیکوس: استارتری ترموفیل است که در ترکیب با سایر استارتر ها برای تولید  لاکتوباسیلوس( 3 

پنیرهای سوییسی و ایتالیایی به کار می رود. شوک حرارتی این باکتری سبب کوتاه شدن دوره 

 سانتی گراددرجه  42دو ماه خواهد شد. دمای رشد مطلوب آنها تقریباً  رسیدگی پنیر تا میزان یک یا

 است.

های سرولوژیکی و شیمیایی آنها  ژژورتی: به عنوان استارتر ماست می باشد. واکنش لاکتوباسیلوس( 4 

 هلوتیکوس می باشد. لاکتوباسیلوسهمانند 

ولید شیر اسیدوفیلوس استفاده میی اسیدوفیلوس: استارتری ترموفیل است که در ت لاکتوباسیلوس( 2 

گردد. همچنین با استارترهای مزوفیل برای تولید کفیر مورد استفاده قیرار میی گییرد. در ترکییب بیا 

بیفیدو باکتریوم بیفیدوم برای تولید یک نوع بستنی به عنوان یک غذای سالم استفاده می گردد. ایین 

 ارگانیسم خواص درمانی زیر را داراست: 

 لید مواد ضد میکروبی ) آنتی بیوتیک ها، آب اکسیژنه و اسید لاکتیک(تو -الف 

 هیدرولیز لاکتوز در شیرکشت داده که آن را برای افراد فاقد تحمل لاکتوز مناسب می سازد. -ب 

 کاهش کلسترول خون -ج 

 جایگزینی میکروفلور طبیعی روده بعد از درمان با آنتی بیوتیک. -د 

 .مطلوب حداقل صد هزار از این باکتری مورد نیاز است به منظور ایجاد محصولی

درجیه  42برای رشد، نیاز به برخی ویتامین ها و اسیدهای آمینه دارند و دمای مطلوب رشد در حدود 

 .(9390نجفی و نخچیان، نجف ) می باشد سانتی گراد
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می باشد که بیه عنیوان ییک میکروارگانیسیم  لاکتوباسیلوساین باکتری یکی از مفید ترین گونه های 

پروبیوتیک در محصولات لبنی مانند ماست، شیر و بخش هایی از دسیتگاه گیوارش پسیتانداران نظییر 

 .(9398روده انسان دیده می شود )ایزدی و همکاران، 

به کار می رود. ممکن است به  9کازئی: استارتری مزوفیل است که در تولید یاکولت لاکتوباسیلوس( 2 

لاکتیس به منظور تولید یک افزودنی با طعم پنیر برای تولید  لاکتوباسیلوسهمراه کاندیدا لیپولیتیکا و 

 به کار روند. 0پنیرهای پروسس

یند رسیدن پنیر مورد استفاده قرار می گیرد. از فرآورده های لبنی، آپلانتاروم: در فر لاکتوباسیلوس( 7 

 قابل جداسازی است. سیلاژها

 کورواتوس:  از شیر و سیلاژ قابل جداسازی است. لاکتوباسیلوس( 9 

برویس: استارتر مزوفیل است که در ترکیب با دیگر استارترها برای تولید کفییر بیه  لاکتوباسیلوس( 8 

نمیی  سیانتی گیراده جدر 42رشد می کند اما قادر به رشد در  سانتی گراده جدر 92کار می رود. در 

 است. سانتی گراددرجه  32ه حرارت مطلوب رشد جباشد. در

فرمنتوم: از شیر و فرآورده های تخمیری جدا شده است. برای رشد نیاز به برخیی  لاکتوباسیلوس( 92 

درجه  92می کنند اما قادر به رشد در  سانتی گراده جدر 42از اسیدهای آمینه و ویتامین ها دارد. در 

است  سانتی گراددرجه  40تا  49شند. درجه حرارت مطلوب برای گونه های جوان نمی با سانتی گراد

 .(9390نخچیان، و نجفینجف )

 جنس پدیوکوکوس -9-9-9-0

دومین جنس خانواده لاکتوباکتریاسه پدیوکوکوس ها می باشند. این جنس شامل میکروارگانیسم های 

گرم مثبت، غالباً کاتالاز منفی، غیر اسپورزا، فاقد سیتوکروم، غیر متحرک، قادر به احیای  ،کوکسی

نیترات نیستند و به صورت میکروائروفیل )بی هوازی اختیاری( زندگی می کنند. پدیوکوک ها مواد 

از مشخصات دیگر این . )تولید اسید بدون گاز( قندی را به طریقه هموفرمنتاتیو تخمیر می کنند
                                                           

1Yakult 
2Process Cheese 
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درصد و تحمل دامنه  92رشد و تکثیر آن ها در غلظت های بالای نمک طعام تا حدود  باکتری ها

باشد. مهم ترین گونه های این جنس پدیوکوکوس  درجه سانتی گراد( می 42تا  7وسیعی از حرارت )

آبجوی ترش شده  سرویزیه و پدیوکوکوس اسیدی لاکتیس هستند که بخصوص می توان آن ها را از

وسازی غیر مطلوب ولی در تهیه ساورکرات و ججدا نمود. بنابراین حضور این باکتری ها در صنایع آب

 .خیارشور مفید می باشد

 خانواده استرپتوکوکاسه -9-9-0  

 جنس استرپتوکوکوس -9-9-0-9

 ت دو تایی واین جنس دربرگیرنده ارگانیسم های کروی شکل که ممکن است به فرم بیضوی، به صور

یا زمانی که در محیط کشت مایع رشد می کنند می توانند به صورت زنجیر های کوتاه و بلنید دنبیال 

هم قرار گیرند. این باکتری ها گرم مثبت، کاتالاز منفی، غیر اسپورزا، غییر متحیرک و در طبیعیت بیه 

طریقیه ه ا را بیصورت میکروآئروفییل ) بیی هیوازی اختییاری ( زنیدگی میی کننید. کربوهییدرات هی

هموفرمنتاتیو تجزیه نموده و ایجاد اسید کرده ولی گاز تولید نمی کنند. یک سیستم طبقه بندی کیه 

بیا ایین  بر اساس خصوصیات فیزیولوژی ارگانیسم ها استوار است از طرف شرمن پیشنهاد شیده اسیت

و  ) مرتضیوی (9-9)جدول  گروه تقسیم بندی نمود 4روش طبقه بندی می توان استرپتوک ها را در 

 .(9394، همکاران

 استرپتوکوک های پیوژن -9-9-0-9-9

این باکتری ها در بخش بالایی دستگاه تنفسی، چرک های پوستی، ترشحات بخش های ملتهب و 

 .(9390همچنین در خون یافت می شوند )نجف نجفی و نخچیان، 

مانند  انسان و حیوانات می باشداین گروه از استرپتوکوک ها شامل گونه های بیماریزا برای 

 C˚92استرپتوکوکوس پیوژنس. این باکتری ها از نظر حرارتی مزوفیل هستند و در حرارت پائین تر از 
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بعضی از باکتری های این گروه در شیرخام یافت می  رشد و تکثیر نمی کنند.    C˚42 و یا بیشتر از

 شوند.

 استرپتوکوک های ویریدانس:  -9-9-0-9-0

 گروه اسیترپتوکوک هیا شیامل ارگانیسیم هیایی اسیت کیه در مخیاط و بیزاق یافیت میی شیوند. این

استرپتوکوکوس ترموفیلوس که به علت حساسیت فوق العاده در مقابل نمک طعیام و تحمیل حیرارت 

ه حرارت رشد و تکثیر ایین ارگانیسیم جپاستوریزاسیون معروف است در این گروه قرار دارد. اپتیمم در

است. استرپتوکوکوس ترموفیلوس به خصیوص در شییر و فیرآورده  سانتی گراددرجه  42تا  42حدود 

و  ) مرتضیویهای لبنی وجود دارد. از این باکتری در مایه ماست و بعضی از پنیرها استفاده می کنند. 

 .(9394، همکاران

 انتروکوک ها -9-9-0-9-3  

ای گرم مثبت کاتالاز منفی می باشند که به عنوان فلور طبیعی دستگاه گوارش تلقی می کوکسی ه

 (.Marothi & Agnihotri, 2005گردند )

نام این گروه استرپتوکوک ها ) انتروکوک( به علت حضور آن ها در روده می باشد و به همین علت هم 

می گردد. انترو کوک ها معمولا ساپروفیت در بعضی مواقع به آن ها استرپتوکوک های روده ای اطلاق 

هستند اما خارج از محیط معمولی زندگی خود ممکن است به صورت بیماریزا عمل کرده و موجب 

التهابات و عفونت در اعضای مختلف بدن شوند. علاوه بر این در فساد گوشت، فرآورده های لبنی، 

انترو کوک ها ممکن است که گاهی باعث بروز سبزیجات و مرباجات و مواد غذایی دیگر دخالت دارند. 

 (.9394)مرتضوی و همکاران،  مسمومیت های غذایی غیر متداول گردند

این باکتری ها در ایجاد عفونت های بیمارستانی به خصوص عفونت های دستگاه ادراری، عفونت های 

 (.Marothi & Agnihotri, 2005داخل شکمی و عفونت های لگنی نقش اساسی دارند )
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 استرپتوکوکوس لاکتیس -9-9-0-9-4   

شامل دو گونه مفید و مهم در صنایع غذایی بخصوص در صنایع لبنی می باشد. استرپتوکوکوس 

رشد و تکثیر  سانتی گراددرجه  92لاکتیس و استرپتوکوکوس کرموریس از نظر احتیاجات حرارتی در 

می  %42درجه سانتی گراد رشد آنها متوقف می گردد. نمک طعام را تا غلظت  42می نمایند ولی در 

می کنند و از آنها به عنوان مایه ایجاد توانند تحمل کنند. علاوه بر تولید اسید لاکتیک عطر و طعم نیز 

 .کشت در تهیه کره و پنیر استفاده می شود

 لاکتوکوکسی ها:  -9-9-0-0

های خاص و نیز تعدادی لاکتوباسیلوسهای لاکتیکی، جنس لاکتوکوکوس از برخی استرپتوکوکسی

 (. 9394گونه جدید تشکیل شده است )مرتضوی و همکاران 

در ذیل به طور  این جنس شامل لاکتوکوکوس لاکتیس، کرموریس و دی استی لاکتیس می باشد

 اده می شود:مختصر در خصوص هر یک توضیح د

یکی از مهمترین اعضای گروه باکتری های اسیید لاکتییک اسیت. گونیه  لاکتوکوکوس لاکتیس: (9

گسترده نایسین تولید می کنند که رنج بازدارندگی آنتی بیوتیک لاکتوکوکوس لاکتیس  ی ازهای

 (.Benech et al.,2002ای بر علیه باکتری های گرم منفی دارد )

مطالعییات زیییادی نشییان داده کییه نایسییین روی گونییه هییای بییاکتری هییای گییرم منفییی همچییون 

L.Monocytogenes ( در غذاها بازدارندگی داردBenech et al.,2002 ؛.(Jozala et al., 2005 

استارتری مزوفیل است که به تنهایی یا به همراه سیایر اسیتارترها در تولیید پنییر هیای  این باکتری

 سخت مانند چدار، گودا و بسیاری از انواع دیگر به کار می رود. در طبقه بندی لانسیفیلد در گیروه 

N ،قرار می گیرند. قادر به تولید دی استیل و دی اکسیید کیربن از سییترات نیسیتند امیا از آرژنیین

 صورت می گیرد. سانتی گراددرجه  32آمونیاک آزاد می کنند. رشد مطلوب در 

لاکتوکوکوس کرموریس: سابقاً استرپتوکوکوس کرموریس نامیده میی شید. اسیتارتری مزوفییل  (0

 –است که به تنهایی یا در ترکیب با دیگر استارترها در تولید پنیر های سخت، رسیده، رسییده 
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درجیه  32لانسفیلد قرار دارد و در  Nنرم، فتا و بسیاری دیگر از پنیرها به کار می رود. در گروه 

 رشد مطلوبی دارد. سانتی گراد

لاکتوکوکوس دی استی لاکتیس: سابقاً اسیترپتوکوکوس دی اسیتی لیاکتیس نامییده میی شید.  (3

برای تولید پنیرهای سیخت  استارتری مزوفیل است که به تنهایی یا در ترکیب با سایر استارترها

و  9رسیده، کاتج، کره با چربی پایین و کره کشت داده شیده، دوغ، کیوآرگ -کپکی، رسیده، نرم

لانسفیلد طبقه بندی می شود. قیادر بیه  Nبسیاری محصولات دیگر استفاده می گردد. در گروه 

رات تولید می کنند تولید دی استیل و دی اکسید کربن می باشند، به علاوه اسید استیک از سیت

سیانتی درجیه  32که رشد سودوموناس ها، کلی فرم ها و سالمونلا را کاهش می دهد. در دمای 

 (.9390رشد مطلوبی دارند ) نجف نجفی و نخچیان،  گراد

 لویکونوستک ها: -9-9-3

باکتری ها غیر متحرک، گرم مثبت، غیر . این یره ای هستندجسلول های کروی به صورت جفت یا زن

بوده و در کنار تولید لاکتات، دی  هتروفرمنتاتیواسپورزا، بی هوازی اختیاری و مزوفیل هستند. 

 ,Hemme & Foucaud-Scheunemann )) کنند اکسید کربن و ترکیبات آروماتیک هم تولید می

2004 . 

 گونه های مهم آن عبارتند از:  

لویکونوستک مزنتروئیدس: این میکرو ارگانیسم در شیر و فرآورده های لبنی، محلول های قندی  -

می شود. دکستران تولید شده توسط برخی از گونه ها، ممکن یافت لزج و در میوه ها و سبزی ها 

 می سانتی گراددرجه  32تا  02است به عنوان تثبیت کننده بستنی به کار رود. دمای رشد مطلوب 

 باشد.

                                                           
1Quarg 
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لویکونوستک دکسترانیکوم: در شیر، فرآورده های لبنی و بر روی میوه ها و سبزی ها وجود دارد. از  - 

تا  92ساکارز، دکستران تولید می کند و نسبت به گونه مزنتروئیدس فعالیت کمتری دارد. در دمای 

 رشد می کنند.  سانتی گراددرجه  32تا  02با اپتیموم  سانتی گراددرجه  37

لویکونوستک کرموریس: استارتری مزوفیل می باشد که به همراه استارتر های دیگر در تولید پنیر  - 

کاتج و خامه ای، کره کشت داده شده، دوغ و کوآرگ به کار می رود. قادر به تولید دکستران از ساکارز 

ید می کند و ممکن است و اسید از فروکتوز، آرابینوز و ترهالوز نمی باشد. از سیترات، اسید استیک تول

به پنیر کاتج اضافه گردد. این عمل به منظور جلوگیری از فساد پنیر و تولید لایه شبه اسلایم می باشد. 

 می باشد. سانتی گراددرجه  02تا   99با اپتیموم  سانتی گراددرجه  32 - 92محدوده دمایی رشد 

بنی و سبزی های تخمیری وجود دارد که به لویکونوستک پارامزنتروئیدس: در شیر و فرآورده های ل - 

همراه دیگر استارترها برای تولید پنیر شور به کار می رود. از ساکارز دکستران تولید نمی کند و برخی 

 است. سانتی گراددرجه  32گونه ها ممکن است از آرابینوز اسید تولید کنند. دمای رشد مطلوب آنها 

آورده های لبنی یافت می شوند. دکستران تولید نمی کنند، اما لویکونوستک لاکتیس: در شیر و فر - 

قادر به تولید اسید از فروکتوز می باشند. مقاومت حرارتی بالاتری نسبت به سایر گونه ها دارند و سلول 

درجه  42تا  92دقیقه زنده بمانند. دمای رشد  32به مدت  سانتی گراددرجه  22ها ممکن است در 

 .(9390نخچیان، و فیجنجف ن ) دارند سانتی گراددرجه  32یموم با اپت سانتی گراد

 ها تاریخچه شناسایی پروبیوتیک -9-0

 .(Lilly & Stillwell,1965) ، از زبان یونانی مشتق شده است"به معنای زندگی "واژه پروبیوتیک

ها مطرح باشد: فرآورده یا  پروبیوتیکبه نظر می رسد تعریف زیر به عنوان یک تعریف جامع در مورد 

 Ehsani et al., 2011; Saxelin et محصولی حاوی میکروارگانیسمهای زنده و مشخص در تعداد کافی

)al., 2003 یا کولونیزاسیون در بخشی از بدن میزبان  9(، که فلور میکروبی را از طریق جای گیری

                                                           
1. Implantation 
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 ,Klaenhammer) سلامتی میزبان می شودتغییر داده و بدین ترتیب باعث اعمال اثرات مفید بر 

2000; Scherezenmeir & De verse, 2001.) 

پروبیوتیک را  ((WHOو سازمان بهداشت جهانی (FAO) داره غذا و کشاورزی سازمان ملل متحدا 

ای هستند که مصرف کافی آنها های زندهها میکروارگانیسمپروبیوتیک"د: نکنگونه تعریف می این

 .( Almena et al., 2005) "شودنمایان شدن اثرات سلامت بخش در بدن میزبان میسبب 

های پروبیوتیک موجود در محصولات خوراکی، نه تنها باید دارای بر این اساس، باکتری 

های عملکردی و سودمند برای سلامتی انسان باشند بلکه از قابلیت ماندگاری در دستگاه مشخصه

بررسی بقای باکتری ها در سیستم گوارشی یکی از مهم ترین فاکتورها در  اشند.گوارش هم برخوردار ب

انتخاب سویه پروبیوتیک است. ازین رو، بررسی بقای باکتری در سیستم گوارشی برای انتخاب باکتری 

صفرا، دو ویژگی اساسی برای تعیین توانایی باکتری برای  مقاومت به اسید وپروبیوتیک الزامی است. 

(. بنابراین ارزیابی مقاومت به اسید و صفرا برای تعیین Morelli, 2000است ) دستگاه گوارشاز عبور 

(. Gasson & De vos, 1994توانایی تحمل اسید معده و نمک های صفراوی روده صورت می گیرد )

حداقل بیوتیکی را به ها همچنین قادرند اختلالات میکروبیولوژی روده، پس از درمان آنتیپروبیوتیک

 .برسانند

توان به مواردی از قبیل پیشگیری از  در سلامتی انسان می پروبیوتیکاز جمله مزایای غذاهای 

اسهال، متعادل کردن میکرو فلور روده، ضد جوش، کاهش کلسترول، اصلاح عدم تحمل لاکتوز، بهبود 

کاهش نشانه های سیستم ایمنی، پیشگیری از سرطان، پایین آوردن فشار خون، کاهش التهاب، 

آلرژیک، مهار میکروارگانیسم های بیماریزا، پیشگیری از پوکی استخوان و پیشگیری از عفونت های 

 De Vrese, 2001  ; Schrezenmeir & (Dugas et al., 1999; Du Toitتناسلی اشاره نمود ) -ادراری

et al., 1998. 
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اسید لاکتیک به عنوان مهم ترین گروه از میان میکروارگانیسم های پروبیوتیک، باکتری های 

شناخته شده اند که در این میان جنس لاکتوباسیل به عنوان متداول ترین ارگانیسم های به کار رفته 

 (.Klaenhammer, 2000در تولید محصولات پروبیوتیکی مطرح می باشد )

 های پروبیوتیکها و گونهمهمترین جنس -9-0-9

های غذایی و داروییی جیزء  پروبیوتیک مورد استفاده در غذا، مکمل به طور کلی اغلب باکتریهای

 به دو جنس لاکتوباسیلوس و بیفیدوباکتریوم تعلق دارند. باکتریهای اسید لاکتیک هستند و عمدتاً

 جنس لاکتوباسیلوس -1-2-1-1  

اسیدوفیلوس و لاکتوباسیلوس  است گرفتهمورد شناسایی قرار  9گونه لاکتوباسیلوس 28تاکنون  

( 3-9های متعلق به جنس لاکتوباسیلوس در جدول )مهمترین گونه پروبیوتیک به شمار می آید. گونه

ها غیر اسپورزا، میله ای، گرم مثبت، کاتالاز منفی و معمولا نشان داده شده است. لاکتوباسیلوس

. در بدن حیوانات و انسان به (9397، راد همایونی) بوده و قادر به احیای نیترات نیستند 0نامتحرک

مرتضویان و ) ند هست عنوان فلور طبیعی زندگی می کنند و به نمک و پادزیست به طور نسبی مقاوم

 . (9392سهراب وندی، 

قابل تقسیم  خمیرت -ناهمگون تخمیر و  -بر اساس الگوی تخمیر گلوکز به دو دسته همگون

که شامل تبدیل گلوکز به دو مولکول پیرووات و  3دسته نخست گلوکز را از مسیر گلیکولیز .هستند

تخمیر گلوکز دسته دوم، در تخمیر می کنند. است،  ATP0سپس دو مولکول اسید لاکتیک همراه با 

ل و و، اتان2COهای لاکتات، که در آن یک مولکول گلوکز به مولکولاست  4فسفات -از مسیر پنتوز

ATP 2 -یلوزااست که باعث آبکافت شدن ز 2مسیر، فسفوکتولاز تبدیل می شود. آنزیم اساسی این - 

                                                           
1 . Lactobacilli 

2. Non- motile  

3. Glycolytic pathway  

4. Pentose- phosphate  

5. Phosphoketolase  
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فسفات، علاوه بر  - می شود. درمسیر پنتوز 3فسفات -3-و گلیسرآلدئیدA0به استیل کوآنزیم  9فسفات

در اثر تخمیر هر مول پنتوز، یک مول لاکتات و استات تولید می شود. انجام های یاد شده، واکنش

 لاکتوباسیلوس هایگونه است. 4واکنش اخیر مشروط به وجود آنزیم فسفوکتولاز تحریک شونده

گسری،  لاکتوباسیلوس الیناروم، گ لاکتوباسیلوس کریسپاتوس، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس،

دلبروکی زیرگونه بولگاریکوس  لاکتوباسیلوس هلویتیکوس،  لاکتوباسیلوس انسونی یی،ج لاکتوباسیلوس

های و گونه 2تخمیراختیاری–از جمله انواع همگون  2و لاکتوباسیلوس سالیواریوس زیرگونه سالیواریوس

به شمار می  7تخمیر اجباری -رئوتری از جمله انواع ناهمگون لاکتوباسیلوس فرمنتوم و لاکتوباسیلوس

 آیند.

باکتری هایی که به طور معمول در تهیه ماست استفاده می شوند )استارتر های تکنولوژیک( 

توانایی زنده رسیدن به محیط روده را ندارند و اثرات مفید آنها اصولاً به توده باکتریایی، ساخت آنزیم 

ترهای های خاص و تولید متابولیت های آنها مربوط می شود اما باکتری های پروبیوتیک )استار

 Saxelinدرمانی( توانایی تحمل اسید معده و نمک های صفراوی و قابلیت جایگزینی در روده را دارند )

et al., 1999; Robinson, 1991.) 

مصرف مداوم و میزان مصرف این باکتری ها بر ایفای نقش های مفید درمانی آنها موثر است. 

باکتری زنده به عنوان حداقل تعداد قابل قبول مطرح شده است. بنابراین،  892-992دریافت روزانه 

باکتری های زنده در هر  CFU 2*992تا  9*292گرم محصول پروبیوتیک دارای  922مصرف روزانه 

 & Dave & Shah ; Rybka گرم فرآورده می تواند حد بهینه مورد نظر را تأمین کند )

Kailasapathy, 1997.) 

 

                                                           
1. Xylulose – 5- phosphate  

2. Acetyl-CO-A 

3. Glyceraldehyde- 3- phosphate  

4. Inducible phosphoketolase  

5. L. Salivarius ssp. Salivarius  

6. Facultative heterofermentative 

7. Obligatory heterofermentative 
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 و به  لاکتوباسیلوسترین گونه پروبیوتیک اسیدوفیلوس مهمترین و پرمصرف لاکتوباسیلوسگونه 

آید. این گونه فلور طبیعی روده همراه بیفیدو باکتریوم، مهمترین ریز زنده پروبیوتیک به شمار می

در روده کوچک در حضور کشش سطحی پایین ایجاد شده به وسیله  کوچک انسان و حیوانات است.

 کند.های صفراوی به خوبی رشد کرده و کلنی سازی مینمک

 های مربوط به انسان و حیواناتلاکتوباسیلوسرین مهمتلیست  -0-9جدول                         

 

 

 

 

 ها به لاتیننام ریززنده ها به فارسینام ریززنده گروه باکتریایی

 باکتریهای اسیدلاکتیک

 

 جنس لاکتوباسیلوس

 L. acidophilus لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

 L. casei  (amylovorus) کازیی )آمیلووروس( لاکتوباسیلوس

 L. johnsonii  (paracasei) جانسونییی پاراکازایی( لاکتوباسیلوس

 L. crispatus کریسپاتوس لاکتوباسیلوس

 L. gasseri گسری  لوسیلاکتوباس

 L. plantarum پلانتاروم لاکتوباسیلوس

 L. rhamnosus لاکتوباسیلوس رامنوسوس

 L. helviticus هلوتیکوس لاکتوباسیلوس

 L. gallinarum لاکتوباسیلوس گالیناروم

 L. salivarius لاکتوباسیلوس سالیواریوس

 L. lactis لاکتیس لاکتوباسیلوس

 L. Leichmanii لاکتوباسیلوس لیچمانی یی

 L. cellobiosus سلوبیوسوس لاکتوباسیلوس

 L. bulgaricus بولگاریکوس لاکتوباسیلوس
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 بیفیدوباکتریومجنس  -1-2-1-2

بیفیدوباکتریوم یکی از متداول ترین جنس های پروبیوتیکی شناخته شده است که امروزه تلاش 

های زیادی برای جداسازی این باکتری از منابع مختلف جهت استفاده در محصولات غذایی در حال 

 (. Bamforth, 2005; Francis, 2000) انجام است 

ریوم بیفیدوم و بیفیدو باکتریوم لانگوم ثبات خوبی در به طور کلی در بیفیدوباکتریوم ها، بیفیدوباکت

 . ( Poutsiaka et al, 2017; Bergamini, 2005طول فرآیند انبارداری دارند )

 اهخواص سلامت بخش پروبیوتیک -9-0-0   

های زنده ها ممکن است ناشی از فعالیت و حضور سلولهای سلامت بخش پروبیوتیک سودمندی

های سیتوپلاسم، های دیواره سلولی و بخشهای مرده یا حتی تکهگوارش، حضور سلولآنها در سیستم 

های ترشح شده آنها در شیرابه گوارش و یا تمامی موارد یاد شده باشد. شاخص اساسی متابولیت

و از جمله مسایل مهم،  های زنده باکتری در داخل بدن استپروبیوتیک بودن، فعالیت و عمل سلول

اکتری های پروبیوتیک بکار رفته در محصول است به این دلیل که بقا و زنده ماندن این پایداری ب

باکتری ها در طول مدت نگهداری فرآورده باید حفظ شود تا باکتری های پروبیوتیک بتوانند بیشترین 

 (.Bomba et al., 1996; Arsov & Tokar,1999تأثیرات مثبت خود را بر جای گذارند )

های مختلف بدن به ویژه روده به افزایش پروبیوتیک  )فلور میکروبی سودمند( در بخشحفظ و 

 منظور افزایش اثرات سودمند آنها به سه روش امکانپذیر است.

  2یا کارگذاری موضعی 1های زنده آنها به صورت مصرف خوراکیدریافت تعداد زیاد سلول -9

 های غذایی و دارویی(. )استفاده از فرآورده

ز از مجاورت با عواملی که جمعیت این باکتریها را در بدن کاهش می دهند  )مانند رژیم پرهی -0

 تنش، بیماری و مصرف داروها و پادزیست ها(.ناسالم غذایی، تابش رادیواکتیو، 

                                                           
1. Ingestion  

2. Oral consumption 
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ها علاوه بر تحریک و تقویت مصرف مواد پری بیوتیک با رژیم غذایی، مصرف پری بیوتیک -3

در بدن ممکن است مستقیما اثرات سودمند سلامت بخش نیز به  هارشد و فعالیت پروبیوتیک

 -شوگر  )نوعی فروکتو همراه داشته باشد. برای مثال گزارش شده است که مصرف نئو

های مضر روده ای روده، فعالیت آنزیم ها درالیگوساکارید( ضمن افزایش تعداد بیفیدوباکتریوم

نتیجه این خاصیت کاهش ریسک  ،( Gibson &  Rabiford, 1995را نیز کاهش می دهد )

 سرطان زایی است.

پری بیوتیک ها ترکیبات غذایی غیر قابل هضمی هستند که با تحریک انتخابی، رشد یا فعالیت یک 

 ,Guarnerیا تعداد محدودی از باکتری ها در روده، اثرات مفیدی را در میزبان بر جای می گذارند )

فاکتور دوم جهت کنترل فلور میکروبی روده بعد از پروبیوتیک ها در (. این ترکیبات به عنوان 2008

 (.Cittenden et al., 2002نظر گرفته می شوند )

از نتایج بکارگیری پری بیوتیک ها در فرآورده های غذایی می توان به مواردی از قبیل افزایش 

 ,.Stanton et al., 2005; Cumminges et alقابلیت زیستی، تحریک رشد و فعالیت پروبیوتیک ها )

(، بهبود و Shortt, 2004(، بهبود بافت فرآورده )Tamime, 2005(، ایجاد بافت خامه ای ) 2004

( و افزایش تولید اسیدهای چرب با زنجیره کوتاه  Pereira & Gibson, 2002افزایش احساس دهانی )

(Cai, 2007  .اشاره کرد ) 

ل، فعالیت ضد میکروبی بر علیه پاتوژن ها، ایجاد تعادل پروبیوتیک ها در کاهش میزان کلسترو

مطلوب در میکروفلور طبیعی و کاهش عدم تحمل لاکتوز و بسیاری عملکردهای دیگر نقش بارزی دارد 

(Bomba et al.,1996; Collins et al., 1998; Alphy et al., 2009 چرا که کلسترول اعمال متنوعی .)

ی، هورمون های استروئیدی، تشکیل نمک های صفراوی و تکامل از جمله ساختن غشاء پلاسمای

جنینی اهمیت دارد به همین دلیل افزایش آن بسیار مضر بوده و در سلول ها ایجاد کریستال های 

جامد می کند که موجب مرگ سلول می شود و افزایش آن در خون سبب آترو اسکلروز و بیماری 
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 & Piriدر صفرا ایجاد سنگ های صفراوی می کند ) عروقی می شود و افزایش آن –های قلبی 

Oryan, 2004.) 

بکارگیری این میکروارگانیسم ها در فرآورده های لبنی همچون ماست می تواند محصولی با  بنابراین

ارزش غذایی و کیفیت بالا ایجاد کند. امید است با تولید چنین فرآورده هایی بتوان تحول مثبتی در 

 (.9398جهت تغذیه و سلامتی افراد ایجاد نمود )عریان و همکاران، 

 لیتهای ارزشمند پروبیوتیک هامعرفی برخی متابو -9-0-3

یکی از مهمترین کاربردهای بیوتکنولوژی در صنایع غذایی تولید مواد افزودنی مختلف می باشد از 

جمله مواد افزودنی که به روش بیوتکنولوژی تولید می شوند می توان به پلی ساکارید های میکروبی 

وسیله باکتری های اسید لاکتیکی در ( تولید شده به EPSهای )اگزو پلی ساکاریدمختلف مانند 

 .(9380طیب لقمانی و همکاران، ) محصولات لبنی اشاره کرد

اگزو پلی ساکاریدها پلیمرهایی با زنجیره بلند و وزن مولکولی بالا هستند که از واحدهای قندی 

، خدابخش و همکاران) تشکیل شده اند و توسط میکروارگانیسم ها به محیط اطراف ترشح می شوند

 .(9387؛ ظفر مختاریان و همکاران، 9389

اگزو پلی ساکارید ها شامل دو گروه مهم هترو و همو پلی ساکارید هستند. هترو پلی ساکاریدها در  

ساختمان خود بیش از یک نوع قند منومری دارند و در داخل سلول از قند نوکلئوتید سنتز می شوند. 

 جتشکیل شده و در محیط خار (فروکتوز Dگلوکز یا  Dهمو پلی ساکاریدها از یک قند منومری )

 .(De vuyst et al., 2001; Monsan et al., 2001سلول سنتز می شوند )

ها در دو گروه گلوکان ها و فروکتان ها طبقیه  لاکتوباسیلوسپلی ساکاریدهای تولید شده توسط  همو

کیه گیاهی  سیاکارید میی باشیند بندی می شوند. هترو پلی ساکاریدها متشکل از انواع مختلیف مونیو

 ترکیبات غیر کربوهیدراتی مانند سولفات ها و یا استات ها در زنجیر پلی ساکاریدی یافت می شوند )

Baruah et al., 2016; Monsan et al., 2001).  این ترکیبات در آب حل شده و یا پخش می گردند و

بب حفاظت سلول ترشح کننیده در مقابیل ( یا س9399قمری، باعث ژله ای شدن و قوام مواد غذایی )
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( و ایجاد EPSخشک شدن، فاگوسیتوز، آنتی بیوتیک ها و ... می شوند. این نوع از باکتری ها با سنتز )

فلور میکروبی سودمند روده ای پروبیوتیک قادر به تولید محصولات فرا سودمند با قابلیت نگهداری بالا 

از طیرف دیگیر اگیزو پلیی  .(9380طیب لقمانی و همکیاران، ) و عطر و طعم و بافت مناسب می باشد

ساکاریدهای حاصل از باکتری های اسید لاکتیک اثیر ضید تومیوری دارنید. همچنیین ایین ترکیبیات 

سیستم ایمنی را تحریک کرده و کلسترول خون را کاهش می دهند. بنابراین اگزو پلیی سیاکاریدهای 

نسیل را دارند تا به عنوان افزودنی هیای غیذایی بیا اثیرات حاصل از باکتری های اسید لاکتیک این پتا

در  ،هیا توسط لاکتوباسیلوسه شدتولید  هایاگزو پلی ساکاریدسلامتی بخش مورد استفاده قرار گیرد. 

صنعت غذا به عنوان قوام دهنده، ویسکوز کننده، پایدار کننده، امولسیون کننده یا بافت دهنده به کار 

 .(9389مکاران، خدابخش و همی روند )

از کاربردهای دیگر این ماده علاوه بر اثر امولسیفایری و پایدار کنندگی سوسپانسیون، به کنترل 

کریستالیزاسیون، ممانعت از سینرسیس، انکپسولاسیون، تشکیل فیلم و بهبود کیفیت در پنیر می توان 

 اشاره کرد.

به دو دسته تقسیم می شوند که شامل اگیزو  ریدها از لحاظ نوع ارگانیسم تولید کنندهکااگزو پلی سا

پلی ساکاریدهای تولیدی به وسیله باکتری های اسید لاکتیک و اگیزو پلیی سیاکاریدهای تولییدی بیه 

در سیال  اسید لاکتییک یها وسیله سایر میکرو ارگانیسم هاست. تولید اگزو پلی ساکاریدها از باکتری

قمری،  های اخیر بدلیل نقش آنها در رئولوژی و بافت مواد غذایی مورد توجه زیادی قرار گرفته است )

9399). 

 ( می باشد.GABA) گاما آمینو بوتیریک اسیداز دیگر متابولیتهای باکتری های اسید لاکتیک  

 9993گاما آمینو بوتیریک اسید یک اسید آمینه چهار کربنه غیر پروتئینی است که اولین بار در سال  

به طور گسترده ای در میان موجودات یافت شده و سنتز آن توسط  .(Kheiri et al., 2012سنتز شد )

وتامات انجام نش دکربوکسیلاسیون غیر قابل برگشت ال گلکآنزیم گلوتامیک اسید دکربوکسیلاز طی وا
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 ;Kim et al., 2009; Mazur et al., 2011می شود و نیازمند کوفاکتور پیریدوکسیال فسیفات اسیت )

Hiraga et al., 2008.) 

عمدتاً به خواص بیوشیمیایی آنزیم مرتبط می باشد. کاهش فشار خون، درمیان  GABAمیزان تولید  

دهای فیزیولوژیکی مهم گاما آمینو بوتیریک اسید جمله عملکر بی خوابی، افسردگی و اثرات ادرار آور از

می باشند. از  GABAاست. تعدادی از باکتری ها، قارچ ها و مخمرها قادر به تولید مقادیر قابل توجه 

بین باکتری ها، باکتری های اسید لاکتیک بسیار مورد توجه می باشند. زیرا از نظر فیزیولوژی خاص و 

به طور کلی ایمن می باشند. همچنین به طور گسترده در صنایع غذایی استفاده می شوند و به عنوان 

 پروبیوتیک در دستگاه گوارش عمل می کنند.

 Liشامل کاهش فشار خون در انسان و حیوانات آزمایشیگاهی ) GABAهم تعدادی از عملکردهای م 

& Cao., 2010; Mazur, et al., 2011; Lin, et al., 2009( اثیرات ادرار آور ،)Kheiri, et al., 2012; 

Siragusa, 2007( اثرات آرام بخش، درمان بی خوابی، افسردگی ،)Esmaeili, et al., 2009 بیمیاری ،)

 ,.Oh, et al(، درمان بیماری های مزمن مربوط به مصیرف الکیل )oh & oh, 2003نی )های خود ایم

(، oh & oh, 2003(، محیرک سیلول هیای ایمنیی )Hayakawa, et al., 2004(، کاهش التهاب )2003

( Wu, et al., 2012(، خواص ضید تومیوری )Taneera, et al., 2012; Yan, et al., 2008مهار دیابت )

درمیان  (،Parvez,et al., 2006های آمینیه آزاد، بهبیود سیلامت اعصیاب و روان انسیان )انتشار اسیید

 & Esmailiناهنجاری هیای نورولیوژیکی مثیل صیرع، پارکینسیون، شییزوفرنی، اسپاسیم و الزایمیر )

Ghaedi, 2010 بهبییود غلظییت پلاسییمایی هورمییون رشیید و افییزایش سیینتز پییروتئین در مغییز ،)

(Komatsuzaki, et al., 2005 است. علاوه بر مفید بودن )GABA  برای انسان هیا، ایین اسیید آمینیه

 برای خود باکتری نیز مفید است. ATPتولید  باو  pHتحمل نسبت به تغییرات 

یک ماده سودمند در صینایع غیذایی و داروییی اسیت، در نتیجیه توسیعه  GABAبا توجه به این که  

 & Higuchi et al., 1997; Small) ری اسیتبسییار میورد توجیه و پیگیی GABAغیذاهای حیاوی 

Waterman, 1998 غنی سازی .)GABA  تا به حال در غذاهای مختلفی با استفاده از افزودن بیاکتری
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های پروبیوتیک انجام شده است از جمله جوانه برنج خیسانده شده در آب، جوانه برنج تخمیر شده بیا 

 ,.Siragusa et al., 2007; Komatsuzaki et alنی )جلبک قرمز، چای سبز تخمیری و فرآورده های لب

2005). 

اخیراً تعدادی از گونه ها و زیر گونه های باکتری های اسید لاکتیک گزارش شده اند که توانایی تولیید 

 Li et al.,2008;Siragusa etبرویس ) لاکتوباسیلوس را دارند. این ها شامل GABAمقادیر متفاوتی از 

al., 2007;Kim et al., 2009; Gardner et al., 2001; Yokoyama et al., 2002; Kim et al., 

(، Siragusa et al., 2007; Lu et al., 2009;Nomura et al., 1999(، لیاکتوکوس لیاکتیس )2007

 لاکتوباسییلوس(، Kelley et al., 2008; Rossetti & Lombord., 1996پاراکیازئی ) لاکتوباسییلوس

 لاکتوباسییلوس(، Siragusa et al., 2007; Taherzadeh et al., 2013بولگاریکوس ) دلبروکی زیر گونه

(، Siragusa et al., 2007پلانتاروم ) لاکتوباسیلوس(، Cho et al., 2007; Park & Oh, 2006بوشنری )

( و استرپتوکوکوس سالیواریوس زییر گونیه ترموفیلیوس Sun et al., 2009هلوتیکوس ) لاکتوباسیلوس

(Yang et al., 2006 است. در این میان )برویس دارای بالاترین مییزان تولیید  لاکتوباسیلوسGABA 

ها دارای بالیاترین  لاکتوباسیلوس( و در میان باکتری های اسید لاکتیک Nomura et al., 1998است )

 (.0293زاده و همکاران،  ) طاهرمیزان تولید می باشند 

ژگی های سودمند در صینایع پزشیکی و داروییی در منیابع مختلیف دیگر متابولیت که به سبب وی  

می باشد. مقاومت چند دارویی یک مشکل  8 پلی ال لایزین - Ɛباکتریایی مورد مطالعه قرار می گیرد 

که به استفاده گسترده از آنتی بیوتیک ها مربوط می شود. فشار انتخاب گونه های  وسیع جهانی است

، واکسن ها و کمک های تشخیصی از جمله این مشکلات است. ایین داروهای جدیدباکتریایی و فقدان 

کمبود ها منجر به فراخوان فوری جهانی برای داروهای ضد میکروبی جدید علیی الخصیوص از منیابع 

تولید شده به وسیله  عوامل آنتی میکروبی )ضد میکروبی( .(Sundaram, et al., 2011طبیعی گردید )

                                                           
1 Epsilon poly-l-lysine 
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مثبت بدلیل پتانسیل کاربردی به عنوان افزودنی های غذایی میورد توجیه بیشیتری  باکتری های گرم

 . )9387صمدی، است. پلی ال لایزین یک پلی پپتید کاتیونی مشتق از اسید آمینه لایزین است )

ε- پلی ال لایزین (PL -ε(  یک هموپلیمر اساسی است که فعالیت ضید میکروبیی قیوی بیر علییه

 -El) گرم مثبت و گرم منفی، قارچ ها و همچنین برخی از انواع ویروس هیا دارداکثریت باکتری های 

Sarsy, et al., 2010). 

مکانیسم بازدارندگی بر اساس جذب الکتروستاتیک بر سطح سلول باکتری و خاصیت کیاتیونی آن  

ایین ترکییب  .است که موجب چروکیدگی غشاء بیرونی سلول و توزیع غیر عادی سیتوپلاسم می شود

طبیعی، محلول در آب، مقاوم به دماهای بالا، زیست تخریب پذیر، خوراکی، غیر سمی برای انسان ها و 

 .(9387صمدی، محیط زیست می باشد )

علاوه بر این، اثر ضد تومور دارد. به این ترتیب، به طور گسترده ای در تولید مواد غذایی به عنیوان  

قرار گرفته است. شرایط محیطی و تغذییه ای تیأثیر بالیایی روی تولیید نگهدارنده ایمن مورد استفاده 

عوامل ضد میکروبی به منظور دستیابی به حداکثر تولید دارد. دانش مربوط به عوامل محیطی موثر بر 

 .(El- Sarsy, et al., 2010این فرآیند به خوبی شناخته شده نیستند )

حاصیل از باسییلوس  پلیی ال لیایزین - Ɛده است که در تحقیقاتی که تاکنون انجام شده نشان دا 

تمامی باکتری های گرم منفی آزمایش شده با درجه های تنوع وابسته به  بر رویسابتیلیس اثر منفی 

گونه های باکتریایی داشته است. البته اثیر منفیی روی رشید اسیتافیلوکوکوس اورئیوس گیرم مثبیت 

شده و  صاففعالیت ضد سرطانی بواسطه تست اولیه ابتلا به سمیت محیط کشت  .ه استمشاهده نشد

ارزیابی فعالیت در برابر سه نوع سلول مختلف سرطانی دهانه رحم، سلول های سرطانی کبدی و سلول 

به طیور بیالقوه تکثییر سیلول  پلی ال لایزین - Ɛهای سرطانی روده بزرگ صورت گرفت که نشان داد 

 LC53کشینده  غلظیت را بیا 2Hep G و سلول های  LC71را با غلظت کشنده 3a SHelهای سرطانی 

مهار می کند. این نتایج این امکان را فراهم می آورد که این متابولیت در پییدا کیردن ییک جیایگزین 



37 
 

 ,.Nermeen, et alبرای درمان سرطان کمک کند و به عنوان یک داروی شیمی درمانی استفاده شود )

 .(Shlyakhovenko, et al., 2003و همکاران نیز به همین نتیایج دسیت یافتنید ) 9شلیاخونکو .(2012

کاربرد دارد نیز اخیراً پلی ال لایزین به عنوان نگهدارنده غذایی، عامل امولسیفیه کننده و عامل رژیمی 

 .(9387صمدی، )

پنیر، کره، دوغ و کشیک  با توجه به این که پژوهش حاضر بر روی فرآورده های لبنی نظیر ماست،

 صورت گرفت در بخش بعد مختصری به تاریخچه و تکنولوژی آن ها پرداختیم:

 آشنایی با فرآورده های لبنی -9-3 

فرآورده های لبنی از جمله مواد غذایی هستند که باکتری های اسید لاکتیک در آن زندگی می کنند. 

ولات لبنی به منظور افزایش زمان ماندگاری بشر سال هاست برای تغییر خصوصیات طعم و بافت محص

نقش اولییه ی بیاکتری هیای  .(Rossart & Luquet, 1994آن ها از این باکتری ها استفاده می کند )

 pHمحصیولات لبنیی اسیت. وجیود  pHن کیاهش آاسید لاکتیک تخمیر کربوهیدرات ها و به دنبیال 

اسیدی به دلیل تولید اسید های آلیی بخصیوص، اسیید لاکتییک، دی اسیتیل، پراکسیید هییدروژن و 

 Oyetayo)باکتریوسین های متعدد از جمله عوامل اصلی حفظ خواص مفید فرآورده های لبنی است 

et al., 2004). 

ه طوری که تقاضا افزودن باکتری های اسید لاکتیک به مواد غذایی روز به روز در حال افزایش است ب 

برای مصرف مواد غذایی بخصوص مواد لبنی حاوی باکتری های مفید به طور چشمگیری افزایش یافته 

های مفید اسید لاکتیک از منابع مختلف برای  یاست. از این رو، جستجوی گونه های جدیدی از باکتر

 ,.Carminate et al.,2014; Quigley et alبهره برداری در تغذیه انسان بسییار حیائز اهمییت اسیت )

2013). 

 

                                                           
1Shlyakhovenko 
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 ماست:  -9-3-9

 تعریف و تاریخچه -9-3-9-9

امروزه به کمک انواع مکانیسم های طبیعی اما پیچیده مواد غذایی فراوان، مغذی، خوش طعم و قابیل 

هان بدست می آید. از جملیه شییرهای تخمییر شیده ییا جنگهداری برای مدت زیاد در بسیاری نقاط 

از شیر که به کمک میکروارگانیسم ها در آن اسید لاکتیک و دیگر ترکیبات تولیید میی فرآورده هایی 

شود که در بعضی از کشورهای اروپای مرکزی، اطراف مدیترانه، آسیا و آفریقا این محصولات مهم تر از 

  .(9374 ) کوزیکوسکی، شیر تازه هستند

اولیه ماست شبه جزیره بالکیان و خاورمیانیه های تخمیری شیر ماست می باشد. مبدأ ه یکی از فرآورد

قسمت ها زندگی می کردند، این شکل از فرآورده تخمیر شده شیر به این برای جوامعی که در  است و

عنوان ماست طبیعی غیر شیرین و بدون نمک شناخته می شد. علیرغم نزدیکی اروپا به خاورمیانیه تیا 

دی داشت این محصول عمومیت نیافته بیود و از که صنعت ماست در سوئیس گسترش زیا 9822سال 

این زمان به بعد شهرت ماست تا دیگر نقاط منتشر شد و مصرف آن به صورت مناسبی افزایش یافیت 

(Anonymous,1998 9374نواب پور و شهبازلو، ؛). 

ماست در مجموع پر مصرف ترین فرآورده تخمیری شیر در جهان است. هر چند در گذشته ماندگاری  

امروزه اساساً به سبب خواص حسی وییژه ای کیه برخیوردار  ،یشتر آن نسبت به شیر مورد توجه بودهب

 .(ISIRI. Standard No. 695, 2012) است مصرف می شود

این فرآورده از لحاظ تغذیه ای به سادگی هضم می شود. دارای ارزش غذایی بالایی بوده و منبع غنی   

ویتامین ها، کلسیم و فسفر می باشد. بدلیل ترکیبات پروتئین، چربی  پروتئین، چربی، از کربوهیدرات،

و لاکتوز که به طور جزئی طی فرآیند تخمیر تجزیه می شوند ماست یک فرآورده سیهل الهضیم تیر از 

ماست قادر است فلور میکروبی دستگاه گوارش را حفظ نماید و حالت ضد تومور و ضید  .شیر می باشد

سیعادت  zobkova,1979; orlajensen,1993; con and cakmakci,1996;. )کلسیترول را دارا باشید

 (. 9323نوری، 
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طیوری کیه از دوران  به پاره ای خواص درمانی نیز از جمله به سبب تخمیری بودن در بر دارد،ماست 

برمبنیای  9827قدیم برای بعضی بیماری ها و مسمومیت ها تجویز شیده اسیت. مچنیکیوف در سیال 

لامت و طول عمر بالای کشاورزان و دامداران بلغار را به مصرف زییاد و میداوم ماسیت در فرضیه ای س

تولید و مصرف ماست به صورت جهانی درنیامده بود و بیشتر به  9822تا دهه  طول زندگی نسبت داد.

بیا  خاورمیانه، جزایر بالکان، هند و اروپای شرقی و اقوام پراکنده محدود می شد. به تیدریج ایین رونید

 .(ISIRI. Standard No. 695, 2012) سرعت بالا به سوی جهانی شدن تغییر کرد

سابقه مصرف ماست، شیر ترش شده در خاورمیانه به هزاران سال قبل می رسید و در فرهنیگ میردم 

سیال قبیل  922حیدود  -بیولوژیست مشهور - برای آن خواص درمانی قائلند به طوری که مچنیکوف

اسییدی کیردن  ماست با سرکوب کردن فلور میکروبی پاتوژن دستگاه گوارش ومعتقد شد که مصرف 

محیط باعث می شود که مواد غذایی کمتر دچار گندیدگی شده و لذا باعث سیلامتی و افیزایش طیول 

 (. 9392رحمانی، عمر می شود )

آلرژییک و بعد از او طبق تحقیقات متعددی معلوم شده که این فرآورده بر روی سرطان، بیماری های 

و بخاطر این که افزایش شییوع  ((Kopp & Hoolihan, 2001عفونت های روده ای تأثیر درمانی دارد 

بیماری های آتوپیک )حساسیت آلرژیک( در سالهای اخیر به یک معضل بهداشیتی جیدی در جوامیع 

به نظیر (. Crane, 2002تبدیل شده است لذا توجه محققین به سوی این فرآورده معطوف شده است )

می رسد این عوامل محیطی هستند که در صورت وجود زمینه ژنتیک مساعد می توانند باعیث ایجیاد 

( Holt, 2000بستر آتوپی در فرد شده و متعاقباً امکان ابتلا او را به بیماری های آلرژیک سبب گردند )

م ایمنی را شیکل میی و در میان عوامل محیطی احتمالاً فاکتورهایی که در اوان طفولیت تکامل سیست

 (. Strachan, 2000دهند نقش کلیدی دارند )

در همین راستا، تحقیقات چند سال اخیر نشان می دهد که مصرف ماست بخصیوص در جونیدگان بیا 

(  همراه بوده که مبین همین مطالب  TGF-βافزایش تولید انتروفرون گاما و فاکتور رشد و مبدل بتا ) 
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( و باعث تکامل طبیعی سیسیتم ایمنیی و Water, et al., 1999; Murch, 2001ذکر شده می باشند )

 (. Murch, 2001نوعی تولرنس نسبی نسبت به آلرژن ها می گردد )

 انواع ماست -9-3-9-0

 ماست از نقطه نظرات مختلفی قابل دسته بندی است : 

تولید شود. در ژلی بودن بافت: از این دیدگاه، ماست به دو دسته قالبی و ماست هم زده تقسیم می _ 

در ظیروف بسیته )گرم خانه گذاری و تخمیر( و متعاقب آن سرد کردن ماست قالبی مراحل ژل بندی 

دیگر ماست، گیرد(. حال آنکه در تولید نوع )بافت ماست قالب ظرف را به خود میشود بندی انجام می

گییرد. ابتدا مراحل تخمیر و هم زنی ژل در مخزن تخمیر انجام شده و سپس بسته بنیدی صیورت می

 دارای ساختار ژل است. ،ماست قالبی از نظر بافت شناختی برخلاف ماست هم زده

گرما دیدن ماست پس از تخمیر: از این نظر، ماست در دو دسته ماست گرما دییده و ماسیت گرمیا  _ 

شییود. گرمییا دهییی پییس از دوره تخمیییر بییه منظییور غیییر فعییال کییردن ه طبقییه بنییدی میندییید

های ثانویه احتمیالی و در نتیجیه آن افیزایش میدت های آغازگر و از بین بردن آلودگیمیکروارگانیسم

 گیرد.زمان ماندگاری ماست صورت می

ون چربی، ماست کم چرب، مقدار چربی و درصد ماده خشک: از نظر چربی ماست به انواع ماست بد _ 

شیود. از دییدگاه درصید میاده خشیک ای تقسییم میماست نیم چرب، ماست پر چرب و ماست خامه

اسیت بیا یکیی از شود. چکیده کیردن مماست، این فرآورده به دو نوع چکیده و غیر چکیده تقسیم می

ترکیبیی از  ییا)همچون سانتریفوژ کردن، تبخیر کیردن و صیاف کیردن غشیایی( های آب زدایی روش

سیت بیه شیرح شود. به طور کلی بر مبنای مقدار چربی و درصد ماده خشک، انواع ماها انجام میروش

  :شودزیر طبقه بندی می

ماست هیم ، ماست خامه ای، ماست پر چرب، ماست نیم چرب، ماست کم چرب، ماست بدون چربی -

ماسیت ، ماست هم زده پر چیرب، بماست هم زده نیم چر، ماست هم زده کم چرب، زده بدون چربی
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ماسیت ، ماست چکیده پیر چیرب، ماست چکیده نیم چرب، ماست چکیده کم چرب، هم زده خامه ای

 .(ISIRI. Standard No. 695, 2012)چکیده خامه ای

در اشکال تجاری ماست از شیر کامل تهیه می شود و می توان آن را با پروتئین هایی مثل پودر شییر 

ژل در ایین  -نمود. اضافه کردن پروتئین باعث کمک بیه تشیکیل سیاختار پیروتئینپس چرخ تکمیل 

فرآورده می شود. این مواد خام قبل از مایه زنی، حرارت دیده و سپس سرد می شیوند، حیرارت دادن 

یک امر ضروری است چون در غیر این صورت در اثر انعقاد بعدی پروتئین ژل یکنیواختی تولیید نمیی 

 Streptococcus از طریییق افییزودن اسییتارتر مخلییوطی از سییویه هییای ترموفیییلشییود. مایییه زنییی 

thermophiles ، Lactobacillus delbruckii  زیر گونهbulgaricus  صورت میی گییرد.  9:9به نسبت

ماست حاصل تخمیر لاکتیکی این دو آغازگر است. استرپتوکوکوس ترموفیلوس عمدتاً تولید اسید میی 

بولگاریکوس بیشتر ترکیبات ارگانولپتیک )حسی( بخصوص استالدئید  لاکتوباسیلوسنماید در حالی که 

کند. آنزیم های پروتئولیتیک و پلیمرهای خارج سلولی این استارتر نیز به تشیکیل سیاختار  تولید می

می نماید. ماست را می توان برای افزایش دوره ی نگهداری پاستوریزه نمود یا به  ژل کمک − پروتئین

ن صورت میکروب های زنده را مصرف کرد که در این صورت ماسیت دارای خاصییت پروبیوتییک هما

حامل میکروارگانیسم های به عنوان معروف ترین  این فرآورده در شکل سنتی )بدون پاستوریزه( .است

-Zacharchenco & Massargurپروبیوتیک و عامل انتقال آن به مصرف کننده شناخته شیده اسیت )

Rosing, 2006) . 

پروبیوتیک ها به عنوان میکروارگانیسم های زنده ای که در مقادیر کافی مزایای سلامتی بخش بر روی 

در بخش آخر این  .(Stanton et al., 2005; Almena et al.,2005) میزبان می گذارند، معرفی شده اند

 ست.فصل توضیحات بیشتری در خصوص این دسته از میکروارگانیسم ها داده شده ا

 پنیر: -9-3-0

پنیر نام عمومی بخشی از فرآورده های شیری است که با تغییر در اجزای کازئین شیر تولید و سیاخته 

می شود. همراه کازئین بخشی از پروتئین های آب پنیر، چربی ها و دیگر مواد مغیذی شییر در لختیه 
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شرایط فاسد شدنی، با حفظ میزه  باقی می ماند. هدف اصلی از تولید پنیر، نگهداری مواد مفید شیر در

به منظور ایجاد کیفیت مطلوب، ضروری است  مطلوب و بدون کاهش ارزش غذایی موجود در آن است.

 شیر استفاده شده در پنیر سازی، دارای بالاترین کیفیت باکتریولوژی و شیمیایی باشد.

 ضرورت های استاندارد برای شیر با کیفیت بالا:

 ر شیر کم باشد.     تعداد اولیه باکتری د -

 در شیر هیچ گونه باکتری بیماریزا نباشد. -

 شیر دارای توانایی مناسب برای رشد باکتری های آغازگر باشد. -

 شرایط شیر برای فعالیت آنزیم مایه پنیر مناسب باشد. -

 ترکیبات موجود در شیر طبیعی باشد. -

 بو و مزه شیر حالت طبیعی داشته باشد. -

 (.9390 ،)فرهنودیتعداد باکتری های اسید بوتیریک در شیر بسیار کم باشد  -

لیتر شیر گیاو  2*9292کیلوگرم در سال می باشد، از  9292حجم تولید جهانی پنیر که امروزه بیش از 

به دست می آید. تولید پنیر مستلزم تغلیظ چربی شیر و پروتئین از طرییق حیذف آب آن میی باشید. 

طعم های بسیار متنوع وجود دارد. محدوده بافیت هیا از و  بسیار متفاوتی از پنیرها با بافتالبته، انواع 

نرم تا بسیار سخت و طعم از ملایم تا بسیار قوی تغییر می کند. این محدوده وسیع بدلیل تفاوت های 

 ذیل می باشد: 

انیسم کیه جهیت ماییه ( سویه خاص میکروارگ3( رژیم غذایی دام شیرده     0( نوع شیر مصرفی    9

زنی در مراحل مختلف تولید، از جمله مراحل افزودن استارتر و مرحلیه رسیانیدن بیه کیار میی رود و 

( روش 4خواص مختلف ارگانولپتیک ) حسی ( را ایجیاد نمیوده و بافیت پنییر را اصیلاح میی کنید.    

 ت در طی رسیدن.( شرایط محیطی بخصوص درجه حرارت و رطوب2فرآوری به کار گرفته شده     
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هیچ نوع روش استانداردی برای تولید پنیر وجود ندارد زیرا تنیوع بسییار زییادی در مراحیل مختلیف 

فرآوری موجود است و مقادیر زیادی از پنیرها نیز هنوز بدون استفاده از مبانی علمی تولید می شیوند. 

 البته برای اکثر پنیرها فرآیند عمده شامل موارد زیر است:

( فیرآوری 4( خروج آب پنیر میایع از دلمیه    3( تشکیل دلمه جامد    0ار اولیه شیر خام     ( تیم9

  .( مرحله رسانیدن2دلمه    

در آغاز، شیر تازه از نظر خصوصیات شیمیایی و میکروبی کنترل شده و سپس پاسیتوریزه میی گیردد. 

ایجاد پروتئین های منعقد شده شیر ییا دلمیه از طرییق فعالییت بیاکتری هیای اسیید لاکتییک مثیل 

لاکتوکوکوس لاکتیس، لاکتوکوکوس کرموریس و استرپتوکوکوس ترموفیلوس صورت میی گییرد. ایین 

را کاهش داده و بدین ترتیب انعقاد پروتئین را  pHها از طریق تخمیر لاکتوز به اسید لاکتیک، باکتری 

آسان می سازند. این باکتریها با تولید ترکیبات عطر و طعم زای خاص، طعم فرآورده نهایی را نیز تحت 

وند. عمیل تأثیر قرار می دهند و باعث پروتئولیز و لیپیولیز در مراحیل بعیدی رسییدگی پنییر میی شی

   (. 9393) مرتضوی و کوچکی،  رسانیدن باعث تغییر پروتئین ها و چربی ها می شود

 کره -9-3-3

ده چربی است کیه فقیط از شییر بیه ، کره فرآور9873یون غذایی کدکس در سال طبق تعریف کمیس

ربیی دست می آید. هدف از کره زنی تبدیل امولسیون چربی در آب ) خامه ( بیه امولسییون آب در چ

)کره ( است. فرآیند تولید کره به دو روش سنتی و صنعتی انجام می شیود. روش صینعتی نییز بیه دو 

بخش مداوم و غیر مداوم تقسیم شده که روش مداوم متداول تیر اسیت. در ایین روش خامیه در جیدا 

نچیه . چناچربی است %42 تا 32کننده ) سپراتور ( از شیر کامل جدا می شود. خامه جدا شده حاوی 

هدف تولید کره لیاکتیکی باشید از مخلیوط آغازگرهیای  اسیترپتوکوکوس کرمیوریس. لیاکتوکوکوس 

 2/2pHلاکتیس زیرگونه دی استی لاکتیس و لوکونوستوکها استفاده می شود. در این مرحله خامه به 

درجه سلسیوس می رسد. بیشیترین تولیید  93در   = 2/4pH درجه سلسیوس و سپس به 90در   =

صورت می گیرد. در صورت تولید کره شیرین از خامه شیرین )بیدون  =2/4pH - 2/2عطر و طعم در 
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داده می شیود  0به خامه برنامه خنک شدن کنترل شده  9آغازگر( استفاده می شود. درمخزن رسیدگی

ساعت است. خامه از  92-90رسیدگی مدت زمان  تا چربی به ساختار کریستالی مورد نظر برسد. دوره

( پمو می شود. در چرن گلبول های چربی خامه شکسیته 3مخزن رسیدگی به دستگاه کره زنی )چرن

شده و به شکل لایه های بسیار نازک در می آید و سطح آن به میزان قابل توجهی افیزایش میی یابید. 

آب کره کاهش می یابد. در آخر، دوغ آب کیره از  بافت کره یکنواخت شده و چربی باقی مانده در دوغ

(  %0چرن خارج می شود. در تولید کره نمکی، آب نمک به منظور بهبیود طعیم ) بیشیینه بیه مقیدار 

بداخل چرن افزوده می شود. بدین ترتیب نمک در فاز آبی حل شده و مالش دادن کره در چرن ادامیه 

به چربی آزاد تبدیل می شود و سایز قطرات آب کوچکتر چربی گلبولی  ،می یابد. در هنگام مالش کره

شده و قابل رویت نخواهد بود. سپس کره از چرن تخلیه شده و وارد دستگاه بسته بندی شیده و از آن 

 .(920جا به سردخانه منتقل می شود ) استاندارد ملی ایران، شماره 

 4دوغ -9-3-4

ند تولید آنها شامل تخمیر شیر بوسیله باکتری های فرآورده هایی هستند که رو 2نوشیدنی های لاکتیک

است که بیا توجیه بیه  2اسید لاکتیک و سپس رقیق سازی لخته حاصل با آب، آب پنیر و یا تراویده شیر

تقاضای بازار، با استفاده از افزودنی هایی مثل شکر، نمک، پالو یا آبمیوه بیه فرمولاسییون مطلیوب میی 

و دوغ   9، آییران7(. نوشیدنی های آب پنییر، ماسیت نوشییدنی& Boulenguer, Laurent 2003رسند )

 Institute of Standards and Industrial Research ofنمونیه هیایی از ایین محصیولات هسیتند ) 

Iran,11324). 

                                                           
1 Ripening 
2 Controlled Cooling 
3Churn 
4Doogh 
5Lactic Beverages 
6Permeate 
7Yogurt Drink 
8Ayran 
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از نوشیدنی های سنتی ویژه ایران است. این فرآورده یا فرآورده هیای مشیابه آن، پیس از اییران در دوغ 

به مقدار کمتر در سایر  ، آذربایجان، ارمنستان، عراق، سوریه، بلغارستان، ترکیه، جزایر بالکان وافغانستان

یرن که ویژگی های حسی ) بیه آکشورهای خاورمیانه و آسیای مرکزی به مصرف می رسند. برای مثال، 

 ویژه خواص ظاهری و بافتی ( نسبتاً مشابهی با دوغ دارد نوشیدنی ویژه ترکیه به شمار می آید. 

ورده ای اطلاق می شید کیه پیس از رقییق سیازی ماسیت پرچیرب بیا آب و به فرآ "دوغ  "در گذشته 

ز ویژگی های مشخص و استاندارد جداسازی چربی آن با استفاده از مشک بر جای می ماند. امروز دوغ ا

شده فیزیکی، شیمیایی، فیزیکو شیمیایی، میکروبی )از دییدگاه سینجش ابیزاری( و حسیی ) از دییدگاه 

 ارزیابی حسی( برخوردار است. 

در حال حاضر دوغ از مقبولیت و مصرف بالا در ایران برخیوردار اسیت و مییزان مصیرف سیرانه و تولیید 

به عنوان فرآورده ای با  تنها، رشد قابل توجهی داشته است. مقبولیت دوغ نهصنعتی آن در سالهای اخیر 

که به عنوان نوشیدنی تخمیری سالم و سلامت بخش سبب شده اسیت بیه ، بلویژگی های حسی مطلوب

 عنوان نوشیدنی ملی ایران پذیرفته شود. 

غذی، بهبود جیذب کلسییم و ویتامین ها و متابولیت های م از خواص تغذیه ای دوغ می توان به افزایش

قابلیت هضم بیشتر نسبت به شیر اولیه اشاره کرد. در دهه اخییر در راسیتای سیاسیت هیای تغذییه ای 

دولت مبنی بر جایگزینی دوغ بجای نوشابه های گازدار صنعتی، تولید صنعتی دوغ رواج یافته و تیا حید 

مار منتشره از سوی جهاد کشاورزی مییزان زیادی با استقبال مردم رو به رو شده است تا آنجا که طبق آ

افیزایش پییدا  %42تولید دوغ در ایران در سال های اخیر روند افزایشی داشته است و مصرف آن حدود 

 (.9399کرده است ) وثوق و همکاران، 

 طبقه بندی دوغ: -9-3-4-9 

 دوغ ساده از نقطه نظرات گوناگونی به شرح زیر قابل بسته بندی است: 

 .ار بودن: از این نقطه نظر دوغ بر دو نوع است: دوغ گازدار و دوغ بدون گاز( گازد9
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منظور از دوغ گاز دار، دوغ کربناته است. استفاده از هر نوع گاز دیگری برای گازدار کیردن دوغ ممنیوع 

 است.

 دوغ گاز دار خود بر دو نوع است: دوغ گاز دار تخمیری و دوغ گاز دار تزریقی.

دوغ پس از تخمیر: از این دید، دوغ در دو دسته گرما دیده و گرما ندیده طبقه بندی میی ( گرمادیدن 0

شود. گرمادهی پس از دوره تخمیر ممکن است به منظور غیر فعال کردن میکروارگانیسم های آغازگر و 

مثیال )برای  دوغ از بین بردن آلودگی های ثانویه احتمالی و در نتیجه آن افزایش مدت زمان ماندگاری

 جلوگیری از تورم بسته ها( انجام شود.

دوغ بیدون  (،%2/2 <حجمیی ( مقدار چربی: از این دیدگاه دوغ دو نوع اسیت: دوغ بیا چربیی )وزنیی/3

 .(%2/2 >حجمی چربی)وزنی/

( همگن شدن ماده خشک: از نظر همگن شدن دوغ ) نه شیر دوغ سازی ( این فرآورده به دو نوع دوغ 4

 .(0423همگن نشده تقسیم می شود )استاندارد ملی ایران، شمارههمگن شده و دوغ 

 کشک  -9-3-2

کشک عبارتست از یک فرآورده فرعی شیر که از جوشانیدن، تغلیظ و خشک کردن دوغی که پس از کره 

گیری در شرایط روستایی )از زدن ماست( باقی می ماند یا ماست بدون چربی به دسیت میی آیید. میاده 

 میش، بز، گاو، گوسفند یا مخلوطی از آنها می باشد.اولیه کشک شیر 

 تهیه کشک شامل چهار مرحله است: 

 ( تهیه ماست از شیر )شیر ممکن است کامل یا پس چرخ باشد( 9

 ل کره گیری روستاییی( کره گیری از ماست ) در صورت استفاده از شیر کامل ( در وسا0

 ون چربی ( جوشانیدن دوغ حاصل از کره گیری یا ماست بد3

 ( صاف کردن و خشک کردن کشک حاصل4

معمولا در مرحله چهارم قبل از صاف کردن مقداری نمک به کشک اضافه کرده و مخلوط حاصیله را روی 

کرباس صاف می نمایند. مایعی که از صاف کردن این مخلوط بدست می آید پس از جوشیاندن و تغلییظ 
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باقی می مانید کشیک اسیت کیه معمولیاً آن را در آفتیاب قره قروت نامیده می شود و آنچه روی کرباس 

خشکانیده ، قبل از خشک شدن کامل به صورت قطعاتی با کارد می برند یا با دست به اشکال مختلف در 

 .(9999می آورند )استاندارد ملی ایران، شماره 

( وتوالی یابی برای PCRآشنایی با واکنش زنجیره ای پلیمراز ) -9-4  

 داسازی باکتری هاشناسایی و ج

نه تنها  PCRعلوم زیستی و پزشکی است. کاربرد زنجیره ای پلیمراز نقطه عطفی در تاریخ  واکنشاختراع 

انقلابی ایجاد کرده است، بلکیه ایین تکنییک ارتبیاط و  به طور کامل در زمینه تحقیقات ژنتیک مولکولی

قیانونی، سیسیتماتیک مولکیولی، اپییدمیولوژی کارایی مبتکرانه خود را در زمینه های دیگر علم پزشکی 

بهلیولی خییاوی و  مولکولی، باستان شناسی، مردم شناسی، ژنتیک تکاملی و غیره نیز ثابت کرده اسیت )

 .(9382همکاران، 

این روش قادر است با استفاده از تغییرات حرارتی، چندین فرآیند را به طور متیوالی انجیام داده و مقیدار 

ه اولیه که یک قطعه از ماده ژنتیکی می باشد را تا میلیون ها نسخه تکثییر نمایید. بیه خیلی کمی از ماد

، جایگیاه وییژه ای در تحقیقیات و PCRعلت دارا بودن ویژگی حساسیت بالا، سرعت و سیهولت واکینش 

 تشخیص های مولکولی پیدا کرده است و برای بسیاری از مقالات روش محبوبی به حساب می آید.

گزارش شد اما استفاده از این تکنولوژی پس از کشیف آنیزیم  9879اولین بار در سال  PCRه اصول اولی

DNA  پلیمراز مقاوم به حرارتTaq9 (9382، و افضل جوان )جامی الاجمدی آسان شد. 

)گونه جدیدی از باکتری گرما دوست موجود در  0، توماس دی براک، ترمووس اکواتیکوس9828در سال 

، آنیزیم مقیاوم بیه 9872ا جداسازی کرد. در سالرYellowstoneبخش زیرین چشمه آب گرم پارک ملی

 Taq Polymeraseهنری ارلیش استفاده از  9892در سال  شد.ایزوله از این باکتری  Taqحرارت پلیمراز 

خبر داد. چون این آنزیم می تواند فعالیت خود را در طیف وسیعی از درجه حرارت بالا حفیظ  PCRرا در 

                                                           
1Taq Polymerase 
2Thermus Aquaticus 
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پلیمراز  DNAرا بدون نیاز به اضافه کردن دستی  PCR، کل روند PCRکند، اضافه کردن آن به مخلوط 

تحمیل  پلیمراز اشرشیاکلی قادر بیه DNAتازه از اشرشیاکلی در هر چرخه واکنش کوتاهتر می کند زیرا 

 .(9382گرمایش سرمایش سریع نیست )بهلولی خیاوی و همکاران، 

و افزودن آنزیم تازه در ابتدا چرخه حرارتی به صورت دستی با انتقال نمونه ها از یک حمام آب به دیگری 

سال ما خوش شانس  32از هم انجام می گرفت. امروزه بعد از  DNAدر هر چرخه بعد از مرحله باز شدن 

به همراه آنزیم ها و معیرف هیای دیگیر مخصیوص کاربردهیای  9دستگاه های سایکلر حرارتی هستیم که

 را در دسترس داریم. PCRمختلف 

 PCRاصول واکنش  -9-4-9

ژنیومی ییا  DNAتوالی خاصیی از  )آغازگر( 0زنجیره ای پلیمراز، تکثیر آنزیمی وابسته به پرایمر واکنش

الگو محتوی توالی هدف اسیت کیه میی توانید طیولی از دههیا تیا هیزاران  DNAکلون شده می باشد. 

پلیمراز، واکنش بافری را با استفاده از  Taqنوکلئوتید داشته باشد. آنزیم پلی مراز مقاوم به حرارت مانند 

( کاتیالیز میی کنید کیه میلییون هیا dNTP)3یک جفت پرایمر و چهار داکسی نوکلئوتید تری فسیفات 

 الی هدف را تولید می نماید.رونوشت از تو

را می  PCRنیاز به یک مجموعه تکراری از مراحل بنیادی دارد که یک چرخه  PCRروند انجام واکنش 

و  2بیه الگیوی تیک رشیته ، اتصال دو الیگو نوکلئوتید پرایمر4الگوی دو رشته ای DNAسازند. باز شدن 

که رونوشت هایی را تولید می کند که میتوانند به عنوان الگو  2گسترش یا طویل شدن آنزیمی پرایمرها

 در چرخه های بعدی مورد استفاده قرار گیرند.

رونوشت های هدف دو رشته ای هستند و به مکان اتصال پرایمرهای پیوند یافته بیه آنهیا محیدود میی 

ی تواند شیامل ییک دم غییر م 2´پرایمر باید دقیقا مکمل ناحیه هدف باشد اما انتهای  3´انتهای  شوند.

                                                           
1Thermo Cycler 
2 Primer 
3 Deoxy Nucleoside Tri Phosphates 
4 Denauration 
5 Annealing 
6 Extension/Elongation 
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از هیم در  DNAمکمل همراه با جایگاه های برش آنزیم محدود کننده باشد. مرحله باز شدن دو رشیته 

دو رشته ای در دمایی متناسیب بیا  DNAدرجه سانتی گراد به سرعت انجام می گیرد.  82تا  84دمای 

جیدا کیردن بیشتر باشد دمای بالاتری جهیت  G + Cآن دناتوره می شود. هر چند درصد  G + Cمقدار 

ییا دمیای ذوب  mT9مورد نیاز است. اتصال پرایمرها به رشته الگیو وابسیته بیه دمیای  DNAرشته های 

درجه سانتی گراد صورت میی  70رایمر برای اکثر الگوها در دمای الگو است. گسترش پ -هیبرید پرایمر

 32-02پلیمراز می باشد. تکثیر استاندارد معمولاً شیامل Taq  گیرد که دمای بهینه برای فعالیت آنزیم 

 .(9382، و افضل جوان )جامی الاجمدی چرخه می باشد

 PCR مزایا و معایب تکنیک -9-4-0

تکنیک بسیار اختصاصی است. به علیت تولیید به خاطر این که تکثیر با پرایمرهای مکمل انجام می شود 

کمتر از سه ساعت، روش نسبتا سریعی اسیت. بیر اسیاس نیوع میاده میلیون ها نسخه از طریق تکثیر در 

( تغییرات مناسب را می توان به راحتی اعمال کرد و تکنییک بیه راحتیی بیرای RNAیا  DNAژنتیکی )

طیف وسیعی از کاربردها تقریباً در تمام رده های موجودات از میکروارگانیسیم هیا تیا سلسیله گیاهیان و 

ت. در کنار این مزایا و قابلیت اجرا تکنیک معاییب بیالقوه ای نییز دارد. اولیین و جانوران قابل استفاده اس

 PCRمهم ترین عیب هزینه آن است. در مقایسه با آزمون های سنتی تکنیکی گران قیمت اسیت. انجیام 

بایید دانیش دقیقیی از  PCR. علیاوه بیر ایین جهیت انجیام به درجه بالایی از مهارت و تخصص نیاز دارد

ورماتیک برای طراحی پرایمرها، برای وارد کردن جایگاه های محیدود کننیده و غییره داشیت. ایین بیوانف

تکنیک فقط در آزمایشگاه هایی قابل دسترس است که به طیور وییژه ای تکنییک هیای آزمیون و آنیالیز 

همیراه بیا بیولوژی مولکولی را دارند. در بیشتر مواقع اسیدهای نوکلئیک از ارگانیسم های غیر زنیده نییز 

پژوهشگر را در معرض مواد شییمیایی مضیری  PCRنمونه مورد نظر تکثیر می شوند. آنالیز نمونه پس از 

)در فصل سوم در بخیش روش هیا کیاربرد  UVهمچون اتیدیوم بروماید، رنگ ها، فلوئورو کروم ها و نور 

                                                           
1Temperature Melting 
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بهلولی خیاوی و همکاران، ) هریک از این مواد توضیح داده شده است( قرار می دهد که سرطان زا هستند

9382). 
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 منابع در سه بخش بررسی شد:در این فصل 

باکتری های  و زنده مانی شناسایی راستای جداسازی و درپژوهش های انجام شده  بر مروری -0-9

 اسید لاکتیک و پروبیوتیک ها

 در شناسایی 16S rRNAبکار گیری روش های پیشرفته تعیین توالی نوکلئوتیدی در بخش  -0-0

 جنس ها و کونه های باکتری های اسید لاکتیک

 جست و جو و شناسایی متابولیت های مفید باکتری های اسید لاکتیک -0-3

و پروبیوتیک باکتری های اسید لاکتیک  و زنده مانی جداسازی و شناسایی -0-9

 ها

یند آهای پروبیوتیکی در محصولات فراسودمند، فرمانی باکتریبنابر اهمیت حفظ قابلیت زنده

-های پروبیوتیکی مورد توجه اکثر محققین قرار گرفته است. بیشتر فعالیتریزپوشانی میکروارگانیسم

در ماست های پروبیوتیکی مانی باکتریندهزهایی که در این زمینه انجام شده است در خصوص قابلیت 

و اسیدیته و نیز مصرف  pHمحیط کشت،  از نظر محصولات لبنیبوده است و به دلیل شرایط خاص 

-شان را به تولید این نوع محصول پروبیوتیکی معطوف داشتهبالای آن توسط مردم اکثر محققان توجه

های پروبیوتیکی نیز بیشتر در این فرآورده گزارش شده یند ریزپوشانی باکتریآاند و به تبع آن فر

با توجه به تنوع گونه های این باکتری ها و متابولیت های خاص هر گونه در هر محصول است. 

ای و همچنین به دلیل شرایط خاص محیط معدهمطالعات متعددی از دیر باز صورت گرفته است. 

ای و سازی شده معدهها را در شرایط شبیهمیکروارگانیسممانی این ای برخی محققین قابلیت زندهروده

 اند.ای ارزیابی کردهروده

کوکوس ودر پژوهشی انتروکوکوس فاسیوم، انتروکوکوس دورانیس، پیدی(، 0297)دعوتی و همکاران 

ی و ئاسیدی لاکتیس، لاکتوباسیلوس پاراپلانتاروم، لاکتوباسیلوس فرینتوشنیسز، لاکتوباسیلوس جانسیون

 توباسیلوس دلبروکی را از ماست گوسفندی عشایر الوند جداسازی کردند.لاک
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به جداسازی و شناسایی باکتری های لاکتوباسیلوس با پتانسیل  (،0292)رخ تابناک و همکاران 

سویه لاکتوباسیلوس از نمونه های شیر،  02پروبیوتیکی از لبنیات سنتی کرمان نمودند. در این تحقیق 

تمامی جدایه ها از لحاظ مقاومت به اسید و تحمل نمک های ، جداسازی شدند. ماست و پنیر بومی

صفراوی مورد بررسی قرار گرفتند. اثر ضدمیکروبی این جدایه ها روی باکتری های پاتوژن لیستریا 

مونوسایتوژنز، انتروکوکوس فکالیس، اشرشیاکلی، استافیلوکوکوس اورئوس و باسیلوس سرئوس با 

قرار گرفتند. سپس سویه های مقاوم به شرایط اسیدی و نمک  استفاده از روش چاهک مورد مطالعه

 16S rRNAهای صفراوی که اثر ضد میکروبی خوبی از خود نشان دادند، توسط توالی یابی ژن 

متعلق به بیشترین مقاومت را به شرایط فوق از خود نشان دادند که  سویهدو  شناسایی شدند.

 لاکتوباسیلوس کازئی بودند.

سویه از باکتری های اسید لاکتیک بومی که  02با تحقیق بر روی  (،0292)مژگانی  حاجی قاسمی و

قبلاً جدا شده بود به بررسی خصوصیات فنوتیپی و ژنوتیپی برای شناسایی و بررسی خواص 

پروبیوتیکی آنها پرداختند. طبق نتایج بدست آمده در این تحقیق، سویه های پلانتاروم و رامنوسوس 

 های مختلف در طی زمان های مذکور بودند. pHدر به تحمل و رشد در مورد بررسی قا

به جداسازی و شناسایی باکتری های اسید لاکتیک از شیر خام و  (،0294)سلیمی نمین و همکاران 

 شناساییلاکتوباسیل های جدایه از  2تعیین فعالیت اسیدی آنها پرداختند. در این پژوهش عملکرد 

 pH با تعیین خصوصیات اسیدیفیکاسیون از طریق اندازه گیریدر شیر خام اردبیل و سراب شده 

ساعت در محیط کشت از  49توسط جدایه های مورد بررسی طی  pHدامنه تغییرات  بررسی شد.

 لاکتوباسیلوسساعت برای سویه های  04پس از  pHمتغیر بود. دامنه تغییرات  22/0تا  22/9

گزارش شده  42/0تا  77/2از  0229در سال توسط حسنی و همکاران  اری مشابهدر ک جداسازی شده

 و( 0292پیراینو و همکاران )با نتایج تحقیق  pH( و نتایج کاهش میزان Hasani, et al., 2008است. )

مطابقت داشت. بر اساس  نیز( Piraino, et al., 2010 ; Cai, et al., 2007)( 0227همکاران ) و کای
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های مورد استفاده به عنوان  لاکتوباسیلوسگزارش این محققان بین باکتری های اسید لاکتیک، به جز 

 را نشان داد. pHکازئی بیشترین کاهش  لاکتوباسیلوسآغازگر ، 

درجه سانتی گراد باعث  4مشاهده کردند که نگهداری شیر الاغ در (، 0294)کارمیناتی و همکاران 

( mg/l4222لاکتوکوک و لاکتوباسیل در شیر می شود. وجود میزان زیاد لیزوزیم )کاهش باکتری های 

در شیر الاغ از جمله موانع تکثیر این قبیل باکتری هاست به گونه ای که وجود لیزوزیم زیاد در شیر 

الاغ باعث هیدرولیز باند های گلیکوزیدی پلی ساکاریدهای موجود در دیواره باکتری ها می شود 

(Carminati, et al., 2014.) 

زنده مانی پروبیوتیک های انتخابی در ماست به بررسی مقایسه ای  (،0294)نیک بخت و همکاران 

قالبی کم چرب حاصل از شیر هموژنیزه شده تحت شرایط دمایی و مراحل متفاوت پرداختند. این 

بیفیدوباکتریوم لاکتیس که نتایج تیمار پروبیوتیک ها عبارت بودند از لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس و 

  .حرارتی و افزایش تعداد مراحل هموژنیزاسیون موجب افزایش قابلیت زنده مانی این باکتری ها شد

در پژوهشی به بررسی قابلیت زنده مانی باکتری های آغازگر ماست  (،0294)زاهدی و همکاران 

وس( در ماست غنی شده با فلاونوئید و روغن )استرپتوکوکوس ترموفیلوس و لاکتوباسیلوس بولگاریک

از پوست پرتقال پرداختند. نتایج نشان داد که افزایش میزان روغن اثر منفی روی استخراج شده 

 های آغازگر داشت.باکتری 

نشان دادند که نمونه های پنیر تازه تولید شده با  0293و همکاران در سال  Nataliaدر یک بررسی 

 992CFU/grو792ذخیره سازی دارای  09شیر تخمیری حاوی باکتری های پروبیوتیک، در روز 

 (.Natalia, 2013باکتری پروبیوتیک با خاصیت عملکردی ویژه می باشند )

لبنی  فرآورده هایبه جداسازی سویه های مختلف لاکتوباسیلوس ها از  (،0293)دری و همکاران 

. در این تحقیق شناسایی لاکتوباسیلوس ها بر اساس رنگ آمیزی، مورفولوژی، محیط جهرم پرداختند

کشت، خصوصیات بیوشیمیایی و فیزیکی صورت گرفت. اثر بازدارندگی لاکتوباسیلوس های جدا شده 

 .وژن نیز با دو روش چاهک و دیسک بررسی شدروی رشد باکتری های پات
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آگار برای باکتری های  MRS( در مطالعه ای نشان دادند که محیط 0290عدالتیان و همکاران )

 ,.Edalatian et alمناسب بوده و این جنس در این محیط غالب می باشد ) لاکتوباسیلوسجنس 

2012.) 

( انجام شد، جدایه لوکونوستوک مزنتروئیدوس 0290در تحقیق دیگری که توسط علامه و همکاران )

زیر گونه مزنتروئیدوس استخراج شده از نوعی ماهی تخمیری، فعالیت ضد باکتریایی خوبی در برابر 

به روش شاخص های بیماری زای آئروموناس هیدروفیلا، سودوموناس آئروژینوزا و شوانلا پوتریفاسین، 

Well Diffusion( نشان داد ،Allameh et al., 2012.) 

نمونه ماست و پنیر بومی  3 به جداسازی لاکتوباسیلوس ها از (،0290)سرمست قهفرخی و همکاران 

جدایه باسیل گرم مثبت کاتالاز منفی را  43نقاط مختلف استان چهارمحال و بختیاری پرداختند. آنها 

مقاوم بودند. در این تحقیق مقاومت جدایه ها به اسید  2/0شناسایی کردند. همه جدایه ها به اسیدیته 

 یدی سویه ها بررسی شد.و باز، تحمل دمایی، مقاومت به نمک طعام، فعالیت اس

، اسیدهایی مانند اسید هیدروکلریک که در معده انسان نیز (0299)وهمکارانش  Chanطبق گزارش 

یافت می شود، به شدت اکسید کننده بوده و باعث از بین رفتن مولکول های زیستی سلول مانند 

تواند باعث مهار  محیطی می pHمی شود. کاهش  DNAاسیدهای چرب، پروتئین ها و مولکول های 

 .,.Chan et al) 2011) متابولیسم و کاهش رشد و زنده مانی لاکتوباسیل ها شود

زنده مانی تمامی ایزوله ها به طور  ندعنوان کرددر تحقیقی مشابه نیز  0299ساهادوا و همکاران  

آنها عنوان کردند  . همچنینکاهش می یابد pH= 2/7و  pH= 2/3نسبت به  pH= 2/0معنی داری در

برای ارزیابی پتانسیل باکتری های اسید لاکتیک جهت معرفی آنها به عنوان سویه های پروبیوتیک 

 .(Sahadeva, et al., 2011) نها به نمک های صفراوی ضروری استبررسی مقاومت آ

جداسازی و باکتری های لاکتوباسیلوس را از پنیر سنتی لیقوان  0299حسنی و همکاران در سال 

شناسایی نمودند که در میان سویه های جدا شده، گونه های غالب متعلق به گونه های پلانتاروم و 

 (.Hasani et al., 2011کازئی بودند. )
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 ها از شیرخام، پنیر لرستان و لاکتوباسیلوسبرای جداسازی  0292در سال بهادری و همکاران 

باسیل های لاکتو ،جامد MRSمایع و  MRS. با استفاده از محیط وهشی انجام دادندژهمدان نیز پ

متنوعی جداسازی شد که نشانگر مناسب بودن شرایط موجود برای رشد لاکتوباسیلها در شیرهای 

حتی بعد از غنی  مایعMRS محیط محلی بود. اما لاکتوباسیل ها با کشت شیرهای پاستوریزه در 

کردن محیط با عصاره مخمر و سپس کشت در محیط جامد رشد نکردند. این کار در خصوص پنیر 

و به بررسی وجود آنزیم بتا گالاکتوزیداز در این محصولات  پاستوریزه و محلی نیز صورت گرفت

یداز تولید می کنند پرداخته شد نتیجه این بود که لاکتوباسیلهای مقاوم به حرارت آنزیم بتا گالاکتوز

لذا پیشنهاد شد در فرآورده های پروبیوتیک از لاکتوباسیل های مقاوم به حرارت و یا از آنزیم خالص 

بتا گالاکتوزیداز استفاده شود و با توجه به این که وجود گلوکز بر روی اپرون لاکتوز اثر منفی دارد و در 

 Bahadori et) طریقی از مواد لبنی خارج کردهنگام هیدرولیز لاکتوز تولید می شود را باید به 

al.,2010.) 

درجه سانتی  22و  20، 42، 37با انکوبه کردن شیر در دماهای  0292در سال کارمیناتی و همکاران 

گراد مشاهده کردند که تعداد باکتری های استرپتوکوکوس و انتروکوکوس در مقایسه با سایر باکتری 

 (. Carminati et al., 2010)ها افزایش پیدا کرد 

بر اساس آزمون های بیوشیمیایی و مورفولوژیکی موفق به شناسائی  0292قطبی و همکاران در سال 

لاکتوباسیلوس پنتوسوس از  لاکتوباسیلوس پلانتاروم، لاکتوباسیلوس پارا کازئی و لاکتوباسیلوس کازئی،

 Ghotbi et al., 2010).پنیر لیقوان شدند )

از شیر بوفالو جدا شده به عنوان  0228در سال که توسط آزیز و همکاران  جدایه هایی

 .(Aziz et al., 2009اسیدوفیلوس شناخته شدند )  لاکتوباسیلوس

لانتاروم را از  لاکتوباسیلوس 0229در سال و حسنی و همکاران  0228 در سالاحمدی و همکاران 

 (. Ahmadi et al., 2009; Hasani et al., 2008پنیر لیقوان جداسازی و شناسایی کردند )
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درجه  02پس از نگهداری نمونه های شیر الاغ در دمای  0229در سال و همکاران  همچنین ژانگ

ساعت به این نتیجه رسیدند که ترکیبات ضدمیکروبی موجود در شیر مثل  04سانتی گراد به مدت  

 ,.Zhang et alاسید لاکتیک نیستند ) لیزوزیم و لاکتوفرین قادر به جلوگیری از رشد باکتری های

2008  .) 

سط آلژینات وت را 9بیفیدو باکتریوم ادولیسنتیس ،و همکارانش وجتاس -انلا 0229در سال 

ریزپوشانی کردند و تحت شرایط شبیه سازی روده و معده زنده مانی آنها را مورد بررسی قرار دادند. 

آنها دریافتند که تعداد سلولهای ریزپوشانی شده زنده مانده در اثر عبور از شرایط معده و روده برابر 

CFU/g 7.2 بر های ریزپوشانی نشده در همین شرایط براو تعداد سلولCFU/g 2.4  ًبود که نتیجتا 

های پروبیوتیک اجرا ریزپوشانی اثر محافظت کنندگی معنی داری در برابر شرایط محیطی برای باکتری

 (.Allan- Wojtas et al., 2008کند )می

ساکئی که جزء گونه های معمول در محصولات گوشتی  لاکتوباسیلوسسویه ای از  0229در سال 

 0بنی کمتر گزارش شده است توسط آمور و همکارانش در پنیر ایتالیایی سولااست و در نمونه های ل

 (.Ammor et al., 2008شناسایی شده است ) 

های شیرخام را به عنوان  لاکتوباسیلوسنیز سویه هایی از  0229در سال الگادی و همکاران 

لانتاروم  لاکتوباسیلوسبررسی هایی را برای جداسازی  و شناسایی کردند اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس

 (.Elgadi et al., 2008) از شیر خام انجام دادند

پلانتاروم به مقادیر متفاوت تولید اسید  لاکتوباسیلوسنژاد مختلف  3با استفاده از  ،شیباتا و همکاران

 لاکتوباسییلوسنییز  ،در مطالعه میردامادی و همکیاران .(Shibata et al., 2007) لاکتیک دست یافتند

 Mirdamadi etکازئی مقام دوم از نظر میزان تولید اسید را داشت ) لاکتوباسیلوسپلانتاروم نسبت به 

al., 2007  مشابهت داشت. تحقیق فوق ( که با نتیجه 

                                                           
1.Adolescentis 
2Sola 
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انجام به طور موثر میکروارگانیسم را از تیمار  0222در سال با مطالعه ای که کیم و همکاران 

به روده، بدون تاثیر منفی بر روی عملکرد پروبیوتیکی، حفاظت می اسیدی و دمایی در موقع انتقال 

 .(Kim et al., 2006)  کند

 برای 16S rRNAبکار گیری روش های تعیین توالی نوکلئوتیدی در بخش  -0-0

 شناسایی

به مقایسه تنوع میکروبی دوغ گوسفندی عشایر ناحیه سومار به کمک  (،0299)دعوتی و حسامی 

روش های نسل جدید توالی یابی و مولکولی وابسته به کشت پرداختند. در این پژوهش از سه نمونه 

باکتری اسید لاکتیک جدا گردید. این جدایه ها بر اساس روش مولکولی  42دوغ گوسفندی مجموعاً 

و توالی یابی به  1492Rو  27Fبا پرایمرهای یونیورسال 16S-rRNAثیر ژن وابسته به کشت، توسط تک

 Lactobacillus apis ،92% Lactobacillus ultunensi، 92% Pediococcus argentinicus %02صورت 

 شناسایی گردیدند. Lactobacillus delbrueckii %42و 

در تحقیقی به شناسایی و جداسازی بیوشیمیایی و مولکولی ماست  0299و همکاران در سال  کمال

های نوار غزه پرداختند. آنها شش نمونه ماست خانگی سنتی تهیه شده از شیر گاو را جمع آوری 

با روش های بیوشیمیایی و میکروسکوپی شناسایی اولیه صورت گرفت و سپس جداسازی کردند و 

ریبوزومی تکثیری(  DNA)روش آنالیز محدودگر  9ARDRA-PCRا شده توسط کشت های جد

جدایه( و لاکتوباسیلوس بولگاریکوس )دو  3صورت گرفت و دو باکتری استرپتوکوکوس ترموفیلوس )

 .( Kamal et al., 2018) جدایه( را شناسایی کردند

به شناسایی و بررسی گوناگونی ژنتیکی باکتری های اسید لاکتیک  (،0297)کفیلی و علی نسائی 

سویه وحشی باکتری  24آنها پرداختند.  PCRغیر آغازگر، در پنیر رسیده تالشی با روش مولکولی و 

 RAPDبا روش  DNAایزوله نمودند و پس از استخراج  MRSو  17M اسید لاکتیک را در محیط های 

                                                           
1 Amplified ribosomal DNA restriction 
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- PCR   و نرم افزارMVSP 16وشه بندی کردند. گونه ها توسط آزمون خS-rRNA  .شناسایی شد

شش بیوتایو اصلی و غالب در این پنیر سنتی شامل جنس ها و گونه های لاکتو باسیلوس پاراپلانتارم، 

پلانتاروم، ساکئی، پاراکازئی، لاکتوکوکسی ها، گونه های استرپتوکوکوس گالولیتیکوس، انتروکوکوس 

 بودند.فکالیس و فیسیوم 

با آزمایش روی سه نمونه دوغ شتر تک کوهانه ایرانی موفق به جداسازی و (، 0292)دعوتی و زیبایی 

آگار شدند. در میان باکتری های جدا شده  MRSباکتری در مرحله کشت اولیه بر روی  30شناسایی 

شنسیز، متفاوت شامل لاکتوباسیلوس برویس، لاکتوباسیلوس فرینتوجدایه  4از نظر فنوتیپی 

پدیوکوکوس پنتوسازئوس و انتروکوکوس فسیوم شناسایی شدند. جدایه های باکتریایی توسط تکثیر 

ریبوزومی  DNA و آنالیز محدود PCR)به وسیله واکنش زنجیره ای پلیمراز ) 16S-rRNA ناحیه ژن

 محدود ژنگروه بندی شدند. اما بر اساس آنالیز  ІІІHae( توسط هضم با آنزیم ARDRAتکثیر شده )

16S-rRNA که توسط توالی  پروفایل باندی متفاوت گروه بندی شدند 2، جدایه های لاکتیکی درون

پنتوسوس، پدیوکوکوس لاکتوباسیلوس یابی به عنوان لاکتوباسیلوس برویس، لاکتوباسیلوس فرمنتوم، 

 شناسایی شدند. انتروکوکوس لاکتیسپنتوسازئوس، 

به جداسازی و شناسایی باکتری های لاکتیکی از محصولات لبنی سنتی (، 0294)نریمانی و همکاران 

کلیبر، هریس و ورزقان پرداختند. جهت انجام این مطالعه باکتری های لاکتیکی توسط روش های 

متداول کشت و شناسایی بر اساس خواص بیوشیمیایی شناسایی شدند و مقاومت به اسید معده و 

رار گرفت سپس برای شناسایی دقیق تر با جفت آغازگرهای نمک های صفراوی مورد ارزیابی ق

، ژن  PCR  باکتری ها  تکثیر داده شد و بعد از خالص سازی محصول 16S rRNAاختصاصی، ژن 

کلیبر، سویه انتروکوکوس از مناطق  2سویه لاکتوباسیلوس و  97مورد نظر تعیین توالی گردید. آنها 

 هریس و ورزقان جدا نمودند.

به جداسازی و شناسایی بیوشیمیایی و مولکولی باکتری های  (،0293)و همکاران نریمانی 

ی از شیر گاوی و ماست سنتی شهرستان خوی پرداختند. در این پروبیوتیکلاکتوباسیلوس با پتانسیل 
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پژوهش، شناسایی سویه های غربال شده با استفاده از تست های بیوشیمیایی و مورفولوژیکی صورت 

و توالی یابی استفاده شد. در  16S-rRNA ،PCRگرفت و برای شناسایی دقیق تر از روش مولکولی 

طقه ی در منپروبیوتیکسویه لاکتوباسیلوس به عنوان فلور میکروبی طبیعی دارای پتانسیل  94مجموع 

 .خوی گزارش شد

-16S از غذای سنتی ترخینه و دوغ ترخینه بر اساس توالی 0293تفویضی و همکاران در سال 

rRNA  به لاکتوباسیلوس کازئی و توانایی تولید باکتریوسین قوی را شناسایی  %88چهار سویه با تشابه

 (. Tafvizi et al.,2013و ثبت نمودند )

ایزوله را  9ایزوله جداسازی شده از محصولات لبنی سنتی،  00ز ا 0290 حجازی و همکاران در سال

و توالی یابی شناسایی نمودند که شامل پنج گونه لاکتوباسیلوس  ARDRAبه طور دقیق با دو روش 

 ,.Hejazi et alپلانتاروم، دو گونه لاکتوباسیلوس برویس و یک گونه لاکتوباسیلوس کازئی می باشند )

2012) 

 از محصولات لبنی سنتی ماست و پنیر با روش های مبتنی بر کشت و (،0299)ابراهیمی و همکاران 

موفق به جداسازی و شناسایی لاکتوباسیلوس پلانتاروم، لاکتوباسیلوس کازئی و  16S rRNAتکثیر ژن 

 .لاکتوباسیلوس برویس شدند

لاکتوباسیلوس پلانتاروم و انتروکوکوس ، 16S rDNAبا توالی یابی ناحیه  (،0292)لطفی و همکاران 

 مناطق هریس و سراب شناسایی کردند. هیرا را در پنیر

ایزوله گرم  002از محصول تخمیری مخلوط شیره گندم و ماست،  0228در سال سنگان و همکاران 

و  16S rRNA توالی یابی و Rep-PCRمثبت  و کاتالاز منفی را جداسازی و با روش های مولکولی 

 .( Sengun et al., 2009پروفایل استفاده از کربوهیدرات ها، شناسایی نمودند ) 

، سویه جدیدی از 16S rRNAبا توالی یابی  0222 در سالدر مطالعه ای که فورتینا و همکاران 

 Fortinaانتروکوکوس ها به نام انتروکوکوس ایتالیکوس را از پنیر های محلی ایتالیایی گزارش کردند )

et al., 2006).  
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 جست و جو و شناسایی متابولیت های مفید باکتری های اسید لاکتیک 0-3

Abid  اگزو پلی ساکارید تولید شده توسط جدایه های  4روی تولید  ،0297و همکاران در سال

باکتری های اسید لاکتیک که از غذاهای تخمیری و نوشیدنی های تخمیری ایزوله شده بود پژوهش 

(، و DPS(، شیره خرما )TMSو  BMS. آنها از سوسیس های تخمیری گاوی و بوقلمون )انجام دادند

 Leuconostoc Citreum -BMS Mesentroides - TMS ,Leuconostoc,( به ترتیب CMشیر گاو )

Pediococcus Pentosaceus- DPS , Pseudo Mesentroides - CM  Leuconostoc را شناسایی

 pHمقاومت در برابر شرایط شبیه سازی شده معده و روده انسان )کردند. سویه های جدا شده توانایی 

در  %82 -78اد و آبگریزی شیره لوزالمعده( را نشان دپایین، لیزوزیم، نمک های صفراوی، پپسین و 

سطح داشت و توانایی عمل بر علیه اشرشیاکلی را داشتند بنابراین این ایزوله ها را می توان بالقوه 

تولید شده مرتبط با رشد بود که نشان می دهد آنها متابولیت اولیه  EPSپروبیوتیک در نظر گرفت. 

بیانگر آن بود که  NMRو  HPLCدالتون بود و نتایج حاصل از  922هستند. وزن مولکولی آنها بالاتر از 

. بعلاوه، نمونه های اگزو پلی ساکارید توانایی بازدارندگی همه نمونه ها ترکیبی از دکستران و لوان بود

دارد که شان می دهد مقاومت حرارتی بالایی و از هم گسیختگی بیو فیلم های پاتوژنیک را داشته که ن

 (. Abid et al., 2017شده حرارتی استفاده شود ) به آن این اجازه را می دهد که در غذاهای پروسس

Lee  وPike  باکتری های اسید  ازاستفاده  بابه مطالعه در خصوص ترکیبات زیستی  0297در سال

باکتری های اسید آنها عنوان کردند  .پرداختند جینسنوزید ها، GABAترکیبات فنلی،  مانندلاکتیک 

گالاکتوزیداز تولید می کنند که این  -βگلوکوزیداز و  - βمواد مختلفی مانند اسید لاکتیک، لاکتیک 

مواد فعال عملکردی به  متابولیت ها آنها را به عنوان استارتر های تخمیری سودمند ساخته است.

د عنوان پایه های تخمیر مورد ارزیابی قرار گرفتند و ترکیبات زیستی که توسط باکتری های اسی

بوتیریک اسید، آگلیکان، ایزو فلاون های  آمینو لاکتیک تولید شد شامل جینسنوزید به مقدار کم، گاما

بودند. تخمیر با سوبستراهایی مثل ترکیبات فنلی و پلی ساکاریدها  بیواکتیو، جنیستئین و دایدزئین



62 
 

توسط جدایه هایی از باکتری های استرپتوکوکوس ترموفیلوس، لاکتوباسیلوس پلانتاروم و بیفیدو 

  (.Lee and paik., 2017) باکتریوم جریان یافت

لاکتیک باکتری نشده است. از گونه های اسید  پلی ال لایزین - Ɛتاکنون گزارشی مبنی بر تولید 

در ایران برای شناسایی آن در منابع مختلف تحقیقی صورت نگرفته است و در سراسر دنیا نیز افراد 

 انگشت شماری به جست و  جوی این متابولیت پرداخته اند:

Chedda  وVernekar  در طی پژوهشی باکتری باسیلوس سرئوس را به عنوان یک ، 0294در سال

 .(Vernekar., 2014 Chedda &معرفی کردند ) پلی ال لایزین - Ɛمنبع تولید 

توسط باسیلوس  پلی ال لایزین - Ɛروی تولید  0292و همکاران در سال  Anujبه دنبال آنها  

سرئوس با استفاده از منابع پروتئینی و قندی کار کردند. استفاده ازسوبستراهایی مانند منابع پروتینی 

 .(Anuj et al., 2015می باشد ) پلی ال لایزین - Ɛو قندی، نشان داد که گلوکز منبع مناسب تولید 

به شناسایی و جداسازی و تخلیص لاکتوباسیلوس های بومی جدا  (،0299)میر دامادی و تنگستانی 

شده از محصولات لبنی سنتی  و بررسی اثر باکتریوسین های تولیدی توسط آنها پرداختند. از میان 

با طیف اثر وسیع انتخاب و باکتریوسین تولیدی  48و  4bبا نام های هشت سویه جدا شده دو سویه 

قدرت متفاوت اثر مهاری  یه تقریباً علیه تمام سویه های استاندارد باآنهاخالص گردید. این دو سو

داشتند و قویترین سویه ها از نظر تولید باکتریوسین بودند. یکی از این باکتریوسین ها نایسین بود که 

روی باکتری های استافیلوکوکوس اورئوس و لیستریا مونوسایتوژنز و گونه های مختلف باسیلوس و 

اثر باکتری کشی دارد اما به طور خالص روی باکتری های گرم منفی بی تأثیر است. این  کلستریدیوم

مطالعه نشان داد باکتریوسین های تولید شده توسط این لاکتوباسیل ها قادر به مهار طیف وسیعی از 

ه میکروارگانیسم های بیماری زای موجود در مواد غذایی می باشند و می توانند به عنوان نگهدارند

   .های بیولوژیک در فرآورده های غذایی مورد استفاده قرار گیرند
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 سنتی در محصولات از را لاکتوباسیلها و های اسیدلاکتیکباکتری زیادی دانشمندان اخیر درسالهای

 مینهز در ایران در که مطالعاتی. اندشناسایی نمودهو  جداسازی بکر مناطق خصوص به دنیا سراسر

 های فرآورده کیفیت سازی بهینه و غذایی صنایع در کاربرد هدف با بیشتر گرفته ها صورتلاکتوباسیل

 بیوشیمیایی خاص تعیین ویژگی های یا شناسایی منظور به مولکولی و انجام آنالیزهای بوده لبنی

 رابطه در های اسیدلاکتیکباکتری از استفاده با تحقیقاتی زمینه همین در .است بوده توجه مورد کمتر

 توانایی هاکه این باکتری است داده نشان تحقیق نتایج و شده بیماریهای گوارشی انجام کنترل با

    .باشندمی دارا را از قبیل اسهال گوارشی بیماریهای کنترل

درکارخانجات  روزانه حاضر درحال لبنی های فرهنگ مصرف فرآورده رفتن بالا نیز و جمعیت افزایش با

 افزون روز مصرف به توجه با .شودمی ورده لبنی تولیدرآف تن هزاران از بیشن کشورما لبنی صنایع

 بیشتر نیز استارتر عنوان به باکتریهای اسید لاکتیک به پنیر، نیاز و ماست جمله از فرآورده های لبنی

 مشخص لبنی صنایع تولیدی کارخانجات در آمده عمل به آماری و میدانی هایبا بررسی .شودمی

 این. باشندمی خارج از کشور از باکتریها این مینأت به وابسته کاملا مزبور در کشور صنایع گردید

 ایران اعمال شود، کارخانجات به استارترها فروش مورد در محدودیتی است که اگر درحدی ابستگیو

 و لبنی در کشور صنایع توسعه با دیگر ازطرف. بود نخواهند ماست و پنیر تولید به قادر لبنی صنایع

سنتی، مصرف  لبنی های فرآورده در آلودگی و احتمال وجود غذایی مواد بهداشت فرهنگ ترویج

 لبنی های فرآورده مصرف جایگزین اقصی نقاط کشور در صنعت این از حاصل لبنی های فرآورده

 بسیاری اینرو از .است یافته چشمگیری کاهش فوق، بصورت های فرآورده سنتی شده لذا تولید سنتی

 باشند.می نابودی حال در لاکتیک اسید های بومی باکتریهایازسویه

 یک عنوان به توانمی را ها سویه این از بین رفتن که دهدمی نشان مسئله این مختلف ابعاد بررسی

های لاکتوباسیل جداسازی منظور به تحقیق این .گرفت نظر در جهانی حتی و ملی ضرر جبران ناپذیر

ایزوله مورد هشت  سپس. شد انجام آنها یابررسی خصوصیات بیوشیمی و کشور منطقهیک  در بومی

( قرار گرفت پس از  آن بر اساس توالی 16SrRNA کامل توالی تعیین) تردقیق مولکولی هایبررسی
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و در  ها انجام شدفیلو ژنتیکی این باکتریها و  تهیه درخت رده بندی باکتری 16S rRNAکامل 

 جستجو شد. پلی ال لایزین - Ɛمتابولیت  مرحله نهایی

 

 مواد شیمیایی، محیط های کشت و محلول های مورد نیاز -3-9

مواد و محیط های مورد نیاز در مرحله ایزوله سازی سوش و شناسایی  -3-9-9

 میکروسکوپی

 قرص رینگر کمپانی مرک آلمان  -9

 رقیق کننده فسفات هیدروژن پتاسیم کمپانی کارلو   -0

 کمپانی کیولب   MRS Broth،MRS Agar  محیط های کشت -3

 کمپانی مرکA  نوع گاز پک  -4

 مرک Anaerotestنوار تست بیهوازی   -2

 کریستال ویوله  -2

 لوگول  -7

 الکل استن  -9

 سافرانین  -8

 مواد، ابزار و محیط های مورد نیاز در مرحله آزمایشات بیوشیمیایی -3-9-0

قندهای گالاکتوز، رافینوز، مانیتول، فروکتوز، مالتوز، لاکتوز، سوربیتول، گلوکز، سوکروز، نشاسته  -9

 خریداری شده از نمایندگی شرکت مرک 

 میکرون 00/2فیلتر غشایی  -0

 لوله دورهام  -3

 شده از نمایندگی کمپانی کارلوخریداری  نرمال 9اسید کلریدریک  -4
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 با برند مرک نمک های صفراوی -2

 آگار با برند مرک -آگار -2

 و الکترفورزDNA ،  PCR محلول های مورد استفاده در استخراج  -3-9-3

 Cat.NO: EX6021 برای باکتری های گرم مثبت از شرکت سیناژنDNA Cinna Pure ت  کی -9

 بافر لود کننده  -0

 آگارز -3

 TBE1بافر الکتروفورز  -4

 آب فاقد نوکلئاز ) آب مقطر (  -2

 کلیه مواد به استثناء آب مقطر از شرکت سیناژن خریداری شد.

 پلی ال لایزین -εمواد مورد استفاده در شناسایی -3-9-4

 BIOCHEMICAگلوکز آن هیدراته ساخت شرکت  -9

 آگار ساخت شرکت مرک -0

 گلیسرول ساخت شرکت مرک  -3

 ایتالیاعصاره مخمر ساخت شرکت لیوفیل کم  -4

 پودر سویا طبیعی خشک مارک سبحان  -2

2-  4PO2KH ساخت شرکت کارلو 

7- MgSO4 7 ساخت شرکت کارلو آبه 

9- 4SO2(4NH) مارکFluka Chemika 

2- 4FeSO ساخت شرکت کارلو 

 بافر فسفات ساخت شرکت کارلو -7

                                                           
1Tris base, Boric acid, EDTA 
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 تریپان بلو خریداری شده از شرکت سینا ژن -9

 TITRACHEMساخت شرکت  % 9/2محلول پلی ال لایزین  -8

 دستگاه ها و وسایل مورد استفاده در آزمایشات: -3-0

 Eppendorfساخت شرکت 5810R دستگاه سانتریفیوژ   -

 SiGmAساخت شرکت   Micro-Spinدستگاه ورتکس - 

 Memmertدستگاه بن ماری سرولوژی ساخت شرکت  - 

 BIO RADساخت شرکت Termal Cyclerدستگاه    -

 TE 1245مدل  Sartoriusترازوی دیحیتالی  - 

 LGمایکرو ویو  -

 ساخت کشور کره Samsung فریزر  -

 2لامینار ساخت شرکت به آزما سکو کلاس  هود - 

   A-043مدل  ایران تولید اتوکلاو -

 ساخت کشور آلمانBrand متغیر سمپلر -

 الکتروفورز -

 UV2150مدل  UNICO اسپکتروفوتومتر  -

 انکوباتور کاوش مگا  -

 IKA – KS3000 iشیکر انکوباتور   -

 QUANTUM- ST4 1100/20M  ترانس لومینار -
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 :انجام آزمایشروش  -3-3

 جمع آوری نمونه ها  -3-3-9

نمونه های  ادامه داشت. 9382 جمع آوری نمونه ها آغاز و تا مهر ماه سال9382 بهار و تابستان از

لبنی بکر( شهرهای مجن، کلاته خیج، کالپوش، محصولات  و مراتع حومه شاهرود )روستاها ازموردنظر 

سنتی نظیر ماست، دوغ، کشک، کره حیوانی تهیه شد و در ظروف استریل به همراه یخ خشک به 

 آزمایشگاه انتقال یافت.

 جداسازی میکروارگانیسم از فرآورده های لبنی سنتی -3-3-0

با استفاده از محیط  pour plateبه روش  92-9تا  92-2از رقت های در پلیت 29-9بعد از رقت سازی تا 

 سانتی گراددرجه  37کشت داده شد سپس در جار بیهوازی در دمای  MRS-Agarاختصاصی  کشت

 روز انکوبه گذاری گردید. 7تا  2 بمدت 

( کلنی های رشد یافته از نظر تست 9-3بعد از رشد کلنی ها با توجه به شکل مورفولوژی )شکل 

برای  جداشدهی منف کاتالاز و مثبت گرم های هیجدا .تست گرم مورد بررسی قرار گرفتکاتالاز و 

 مایع کشت داده شد.  MRSط یمح بررسی های بعدی در

 

 

 

 

 

 

 

 آگار MRSنمونه ها روی  Pour Plateکشت  :9-3شکل 
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 گرم رنگ آمیزی افتراقی  -3-3-3

ها این روش مفیدترین روش تشخیص باکتری. باشدنوع گرم می ،آمیزی مرکب ترین نوع رنگمعروف

 سپس مقداری از رنگ کریستال ویوله. باکتری یک گسترش روی لام تهیه شد ابتدا از نمونه باشد.می

را با قطره چکان به روی سطح گسترش میکروبی روی لام ریخته برای نفوذ رنگ در دیواره سلولی 

دقیقه، رنگ اضافی روی لام را خالی  1دقیقه زمان دادیم. پس از سپری شدن مدت زمان  9باکتری 

در مرحله بعد چند قطره از  کرده و با استفاده از آب مقطر سطح روی گسترش شستشو داده شد.

سپس محلول اضافی  دقیقه به همان حالت ماند. 1 بمدت محلول لوگل را روی گسترش پخش نموده و

درجه نگه داشته، بعد با استفاده از  45 لام را با زاویه ه و با آب مقطر لام شستشو داده شد.را خالی کرد

باید  استن که برروی گستره ریخته شد بسرعت عمل رنگ بری صورت گرفت. -محلول رنگ بر الکل

داده بعد از آن لام به سرعت با آب مقطر شستشو  دقت کرد که مرحله رنگ بری بیش از اندازه نباشد،

 30پوشانیده و  با سافرانینرا در مرحله بعدی سطح گسترش  این عمل، رنگ بری را متوقف کرد.. شد

 بعد از آن رنگ اضافی را خالی کرده و با آب مقطر لام شستشو داده شد، ثانیه منتظر ماندیم، 60تا 

با عدسی شیئی پس از خشک شدن لام در دمای اتاق، گستره با روغن ایمرسیون و میکروسکوپ نوری 

100X 9398محسنی، (شد  مشاهده). 

پس از انجام آزمون گرم کلنی های دارای باکتری میله ای یا کوکو باسیل گرم مثبت انتخاب شد. 

جامد به صورت بازکشت به  MRSکلنی های مورد نظر به صورت کلنی تک روی پلیت های جدید 

-3دفعات ) به منظور ایزوله سازی دقیق تر و اطمینان از خلوص کلنی های تک ( کشت خطی )شکل 

درجه  37ساعت )بسته به رشدکلنی ها( در جار بی هوازی در دمای  70تا  49( داده شد و به مدت 0

رسی شد. هدف از این کار جدا سانتی گراد گرم خانه گذاری شد. بعد از رشد مجدد با میکروسکوپ بر

شدن مطمئن باکتری های مورد نظر از یکدیگر بود. از آنجا که باکتری های اسید لاکتیک گرم مثبت و 

 کاتالاز منفی هستند، بنابراین برای تشخیص اولیه از تست کاتالاز استفاده شد.
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 آگار MRSکشت خطی نمونه روی سطح  : 0-3شکل 

 آزمون کاتالاز  -3-3-4

به کمک پیپت پاستور، یک قطره  .توان وجود آنزیم کاتالاز را بررسی نمودبا استفاده از این آزمایش می

درصد پر اکسید هیدروژن روی یک لام تمیز ریخته شد. مقدارکمی از کلنی باکتری به  9 از محلول

میکروسکوپی منتقل شد. عدم تولید گاز یا حباب های ریز نشانه منفی بودن آزمایش قطره روی لام 

 ظهور سریع حباب های زیاد نشانه مثبت بودن آزمایش کاتالاز است.  .کاتالاز است

های مختلف )  pHدر : آزمون های فیزیولوژیک با بررسی رشد بیوشیمیایی آزمایشات  -3-3-2  

و  0/2  صفراوینمک های مایع حاوی غلظت های متفاوت  MRSمحیط کشت در و (  0/2، 2/4، 2/0

 7 و 3، 9درجه سانتی گراد به ترتیب  44و  92دمای  دومایع استریل در  MRSو محیط کشت  3/2%

برای بررسی پتانسیل نمک های صفراوی و اسیدی   pH، که دو آزمون مقاومت به روز صورت گرفت

 . پروبیوتیکی انجام شد

نرمال  9براث تهیه شده با افزودن اسید کلریدریک  MRSبرای انجام آزمایش مقاومت به اسید محیط 

به منظور  مرحله قبل اضافه شد. MRSاز  %9رسانده شد و به هر محیط  0/2، 2/4، 2/0های  pHبه 

، از محیط های کشت مایع دارای  های مختلف pHبررسی میزان مقاومت باکتری های مورد نظر به 

pH تفاوت اسیدی، نمونه برداری شد و روی محیط کشت های مMRS  آگار کشت خطی داده شد و
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و شرایط بی هوازی قرار گرفتند.  درجه سانتی گراد 37ساعت در گرمخانه تحت دمای  70به مدت 

رشد باکتری ها و پس از گذشت این مدت شمارش باکتری های رشد یافته نشان دهنده میزان 

مقاومت آنها به شرایط اسیدی بود. درجه زنده مانی سویه از طریق مقایسه درصد کلنی های رشد 

 به غلظت کلنی های ابتدایی محاسبه گردید. MRSکرده بر روی 

توانایی بقا در آزمایش مقاومت به اسید را داشتند آزمایش مقاومت سویه هایی که برای در مرحله بعد 

به نمک های صفراوی صورت گرفت. بدین منظور باکتری های مورد نظر جهت غنی سازی به مدت 

براث گرمخانه گذاری شدند پس از گذشت  MRSدر محیط  درجه سانتی گراد 37دمای  ساعت در 04

میلی لیتر از کدورت درون لوله ها برداشته شد و  02/2ها حدود این زمان و ایجاد کدورت درون لوله 

( تلقیح %3/2 و 0/2براث استریل با درصدهای متفاوت نمک های صفراوی ) MRSدر محیطهای 

بعد از  درجه سانتی گراد گرمخانه گذاری شدند. 37ساعت در دمای  4و  0، 2گردید. لوله ها در زمان 

 49 -04زمان مورد نظر از محتویات لوله در هر تناوب کشت سطحی به عمل آمده و بعد از حدود 

درجه سانتی گراد و تحت شرایط بی هوازی شمارش کلی  37اعت انکوباسیون پلیت ها در دمای س

  کلنی های رشد یافته نمایانگر مقاومت باکتری های مورد نظر به نمک های صفراوی است.

از قندهای گالاکتوز، رافینوز، مانیتول،  در مرحله بعد انجام شد. برای این آزمون،تخمیر قندها  ونآزم

تهیه شد و با عبور از  %2فروکتوز، مالتوز، لاکتوز، سوربیتول، گلوکز، سوکروز، نشاسته محلول استوک 

معرف برومو کروزول پرپل نیز با عبور از همین  .( 3-3میکرون استریل شد )شکل  00/2فیلتر غشایی 

فیلتر غشایی استریل شد. در این آزمایش تولید گاز و اسید تواماً بررسی شد. به این نحو که در نوع 

میلی لیتر از نمونه ها که در  9مایع استریل شده با لوله دورهام مقدار  پپتون واترلوله آزمایش حاوی 

میلی لیتر از محلول های قندی به طور  2/2شت داده شده بود و مراحل قبلی در همین محیط ک

میلی لیتر معرف برومو کروزول پرپل اضافه شد به منظور ایجاد شرایط بیهوازی در  2/2جداگانه و 

ساعت  70درجه سانتی گراد به مدت  37 ریخته شد. سپس در دمای %0سطح این محیط ها آگار 

ز بنفش به زرد به عنوان نتیجه مثبت تخمیر قند و تولید اسید و تغییر رنگ ا انکوبه گذاری گردید.
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تولید گاز به نشانه نا همگن بودن تخمیر تلقی گردید. نتایج آزمایشات بیوشیمیایی جدایه های 

ها در کتاب برگیس مطابقت داده شد و جدایه  لاکتوباسیلوسشناسایی شده با خصوصیات بیوشیمیایی 

   .(Hozapfel & wood, 1995سایی شدند )ها در سطح جنس و گونه شنا

 

 

 

 

 

 

 میکرون 00/2: تهیه محلول قندی استوک و استریل با عبور از فیلتر غشایی 3-3شکل                         

 

 آزمایشات مولکولی -3-3-2

 با استفاده از کیت  DNAاستخراج  -3-3-2-9

ماده،  0لیز کردن، آنزیم ها، بافرها، واکنشگرهای مورد نیاز برای 9شامل: ستون های اسپین DNAکیت 

های کوچک از  به حجم DNAشو دهنده و پاک کننده  با شبکه، بافرهای شست و DNAباند دهی 

 شبکه.

، بافر پاک 3I ،IIبافر لایزیس، محلول رسوب دهنده، بافر شست و شو دهنده ،معمولاً به همراه کیت

 است.مورد نیاز  4کننده

به شرح ذیل  Cinna Pure DNA)با استفاده از کیت تولیدی شرکت سیناژن ) DNAاستخراج   -  

 می باشد:

                                                           
1Spin Columns 
2lysis 
3Wash BUFFER 
4Elution BUFFER 
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از طیف وسیعی از موجودات از جمله  DNAدر این کیت با روشی ساده و سریع امکان استخراج کل 

کمتر از خالص در  DNAسلول های انسانی، باکتری ها، مخمر، خون و مشتقات آن فراهم می شود. 

، ساترن بلات و واکنش های PCRدقیقه استخراج می شود و برای کاربرد های مختلفی از جمله  32

 آنزیمی دیگر مورد استفاده قرار می گیرد.

 DNAبا دقت بالا، خلوص بالای  DNAویژگی ها و فواید: این کیت به صورت ستونی بوده، استخراج 

 .PCRاستخراج شده، عدم استفاده از حلال های آلی، آماده سازی برای استفاده در 

سانتی درجه  -02، نگهداری آنزیم در دمای سانتی گراددرجه  9 -0نگهداری محتویات در دمای   

 .گراد

 مکانیسم:   

مختلف استفاده می شود. نمونه های  DNAدر این کیت از ستون های سیلیکایی برای خالص سازی  

موجود در لیز  DNAبا کمک دترجنت ها و آنزیم های مختلف لیز می شوند. در شرایط نمکی بالا، 

سلولی به غشای سیلیکایی ستون ها متصل می شود و ناخالصی ها از ستون خارج و در تیوب جمع 

 آوری می شود. سپس غشاء توسط الکل برای حذف پروتئین ها، نمک ها و اضافات سلولی شسته می

 DNAشود در نهایت ستون توسط آب دیونیزه یا بافر با قدرت یونی پایین شسته شده و در نهایت 

 خالص در تیوپ جمع می شود.

 افزودن آنزیم پروتئیناز و بافر برای لیز سلولی می باشد.

 روش استفاده طبق پروتکل:   

 02میکرولیتر بافر لیز را به میکروتیوپ اضافه نموده و ورتکس در حداکثر سرعت برای  422( ابتدا 9

 ثانیه صورت پذیرفت.

ثانیه صورت  2میکرولیتر محلول ته نشینی را اضافه نموده و ورتکس با حداکثر سرعت برای 322( 0

 پذیرفت. 

 ده شد.( محلول به ستون چرخشی با لوله جمع آوری به وسیله پیپت انتقال دا3
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 برای یک دقیقه سانتریفوژ نمودیم. مایع انتهایی را دور ریختیم. rpm 93222( لوله را در دور 4

برای  rpm 93222را به ستون چرخشی اضافه کرده و با دور  Іمیکرولیتر بافر شست و شو  422( 2

 یک دقیقه سانتریفوژ کرده و مایع انتهایی را دور ریختیم.

صورت گرفت  Пمیکرولیتر بافر شست و شوی  422( در این مرحله شست و شوی ستون چرخشی با 2

سانتریفوژ گردید و در نهایت مایع انتهایی دور ریخته  rpm93222 و سپس برای یک دقیقه با دور 

 شد.

 سانتریفوژ گردید rpm93222 و با دور  П( همانند مرحله قبل شست و شوی ستون چرخشی با بافر 7

 و در نهایت مایع انتهایی دور ریخته شد.

سانتریفوژ  rpm93222 ( ستون چرخشی را روی لوله جمع آوری قرار داده و برای یک دقیقه با دور 9

 گردید.

میکرولیتر بافر  32میلی لیتر منتقل کرده و  0( در این مرحله با دقت ستون را به یک میکروتیوپ 8

پیش گرم شده را در مرکز ستون ریخته درپوش را  سانتی گراددرجه  22خالص سازی که در دمای 

انکوبه نمودیم. سپس برای یک دقیقه با  سانتی گراددرجه  22دقیقه در دمای  2 -3بستیم و به مدت 

 . (شرکت سیناژن، DNAپروتکل استخراج ) استخراج شود DNAسانتریفوژ گردید تا  rpm93222 دور 

 استخراجی توسط دستگاه نانو دراپ DNAبررسی کیفیت  -3-3-2-0

پروتئین و شناسایی  ،DNA ،RNAاسپکتروفتومتر نانو دراپ، سنجش کمی و کیفی نمونه های در

میکرولیتر ظرف چند ثانیه میسر می شود. بدین صورت که بدون نیاز به  0-9آلودگی آنها تنها با حجم 

میکرولیتر از نمونه قادر است در زمانی کمتر از ده ثانیه کلیه طول  0الی  9کووت و تنها با استفاده از 

نانومتر اسکن نماید و غلظت یا جذب نوری ماده مورد  9موجهای موجود در طیف مورد نظر را با دقت 

 نظر را نیز تعیین کند.

 روش کار:

 قرار دادیم. ( ابتدا با کمک سمپلر حجم کمی از نمونه ها برداشته و بر روی سطح آشکار ساز9
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( بازوی نمونه دستگاه را بسته و اندازه گیری نمونه با استفاده از نرم افزار متصل به کامپیوتر انجام 0

 می شود.

تمیز  دستمال( در پایان اندازه گیری، بازوی دستگاه را باز کرده و قسمت بالا و پایین پدال را با 3

 کردیم.

یین پس از اتمام هر اندازه گیری برای جلوگیری از انتقال پاک کردن نمونه از هر دو ستون بالا و پا

 نمونه و تجمع نمونه ها ضروری است.

 ( پس از آخرین اندازه گیری، تمیز کردن نهایی از تمام سطوح با آب مقطر صورت گرفت. 4

و غلظت آن درطول استخراجی  DNAبا استفاده از کیت برای بررسی کیفیت  DNAبعد از استخراج 

 .(4-3)شکل  گیری گردیددستگاه نانو دراپ اندازه در 022 موج

 

 

 

 تصویر حاصل از دستگاه نانو دراپ :4-3شکل                                           

 (PCRانجام واکنش زنجیره ای پلیمراز ) -3-3-2-3

 پلیمراز DNAالگو، ترکیبات دیگری چون آنزیم  DNAعلاوه بر رشته  PCRدر طی انجام واکنش 

داکسی نوکلئوتید تری فسفات  ظرفیتی مثل منیزیم، پرایمرها و به حرارت، بافر، کاتیون های دو مقاوم

 مورد نیاز است.
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، محصول استخراج DNA: نمونه الگو می تواند قطعه ای از الگو  DNAنمونه -3-3-2-3-9

DNA  ،ژنومیDNA  پلاسمیدی یا حتی محصول یک واکنشPCR  دیگر باشد. معمولاً حدود یک نانو

 از کافی است. بیش PCRژنومی برای یک واکنش  DNAپلاسمیدی یا یک میکروگرم از  DNAگرم از 

 PCRین مقدار باعث تولید محصولات غیر اختصاصی و مقدار کم نمونه نیز باعث کاهش دقت واکنش ا

 یا عدم تکثیر قطعه مورد نظرمی گردد. 

پلی مراز یکی از اصول  Taq: استقامت پلیمراز مقاوم به حرارت DNAآنزیم  -3-3-2-3-0

و در بافر مخصوص،  سانتی گراددرجه  70می باشد. این آنزیم در دمای  PCRضروری در واکنش 

ها با الگو قرار دادن این آنزیم الگو به یکدیگر متصل می کند. DNAرا طبق توالی رشته  dNTPچهار 

رشته اصلی و با استفاده از مونومرهای داکسی نوکلئوتیدی تری فسفات ساخت زنجیره پلی 

( آزاد OHپلیمراز با شناسایی گروه هیدروکسیل ) DNAبخشند. آنزیم نوکلئوتیدی را سرعت می

الگو به زنجیره جدید  DNAنجیره رایمر، نوکلئوتیدها را به ترتیب ارائه شده از روی زپدر  3´انتهای

 سازد. الگو می DNAنماید و یک رشته مکمل متصل می

 ، در محیط بافری صورت می گیرد.PCRکلیه مراحل واکنش   :سیستم بافری -3-3-2-3-3

برابر بوده که  92پلی مراز استفاده می شود حاوی غلظت  Taqکه همراه با آنزیم  PCR متداولترین بافر

  ( رقیق می شود.92:9) قبل از استفاده به نسبت

پلیمرازهای مقاوم به حرارت برای انجام فعالیت  DNA: همه ظرفیتی کاتیونهای دو -3-3-2-3-4

( نیاز دارند. منیزیم کاتیونی است که به پلیمراز متصل می 2Mg+خود به کاتیونهای دو ظرفیتی آزاد )

 ضروری برای فعالیت این آنزیم است.شود و یک کوفاکتور 

پرایمرها، الیگو نوکلئوتیدهای سنتزی کوتاه بیا طیول معمولیاً  پرایمرها )آغازگرها(: -3-3-2-3-2

نوکلئوتید هستند که مکمل توالی مشخصی در ژنوم ارگانیسم میورد نظیر میی باشیند و بیه  32تا  92

، بیه صیورت کاملیاً PCRکنند. پرایمر های  پلی مراز عمل می DNAعنوان محلی برای شروع فعالیت 
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هدف، طراحی می گردند. با توجه به این که سایر ترکیبات  DNAاختصاصی و مکمل ناحیه مورد نظر 

نسبتاً مشترک می باشد. لذا توالی پرایمرها عامل مهمی است  PCRمورد نیاز برای تمامی واکنش های 

 که موجب تکثیر اختصاصی قطعه مورد نظر می شود.

انتخاب قطعه ژنی مناسب و طراحی پرایمر مناسب جهت جداسازی و PCR مهمترین کار درتکنیک 

باشد که بعد از طراحی با استفاده از نرم افزارهای بیوانفورماتیک میLAB در   16S rRNAتکثیر ژن

الاحمدی جامی ) شود تا اختصاصی بودن وجود ژن در سویه محرز شودمیBlast پرایمر،  ژن مربوطه 

 .(9382 و افضل جوان،

 PCRانجام شد:  PCRتکنیک  REVERSEو   FORWARDدر این تحقیق برای یک جفت پرایمر

( 9-3)جدول  9یونیورسالبا پرایمرهای  باکتری های اسید لاکتیک گرم مثبتبرای بررسی جنس 

 صورت گرفت.

 16S rRNA مشخصات پرایمرهای مورد استفاده جهت تکثیر ژن 9-3دول ج         

 

        

°
MT 

 نام پرایمر ′5              ′3       توالی

C°64 AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 27FYM 

C°61 GGTTACCTTGTTACGACTT 1492R 

 

نوکلئوتید تری فسفات ها واحدهای  داکسی :داکسی نوکلئوتید تری فسفات -3-3-2-3-2

معمولاً مقادیر مساوی از هر چهار نوع  هستند. PCRهمانند سازی شده در طی واکنش  DNA سازنده 

dNTP (dATP ،dTTP ،dGTP  ،dCTPو با ) میلی مولار از هر یک در مخلوط  0/2ی مساوی هاغلظت

جامی ) کاهش خواهد یافتPCR واکنش مورد استفاده قرار می گیرد، در غیر این صورت دقت 

 .(9382 الاحمدی و افضل جوان،

                                                           
1 Universal 
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استفاده می شود. این ماده یک محلول آماده  PCR Master Mixاز  PCRامروزه برای انجام واکنش 

با کمک این مستر میکس،  PCRاست. تنها مواد لازم برای انجام  PCRمصرف برای انجام واکنش 

 و آب مقطر است. DNAپرایمرها، نمونه های 

ان انجام کار، حذف آلودگی های احتمالی، ویژگی های مهم این محلول عبارتست از: کاستن از زم 

 .افزایش صحت انجام کار

، سیستم بافری آمونیومی، منیزیم کلراید و پایدار کننده موجود است. dNTPدر این مستر میکس  

میکرولیتر از این مستر میکس مورد نیاز است. مستر  92میکرولیتری تنها  PCR 02برای یک واکنش 

 بود. .Pishgam Biotech CO میکس مورد استفاده محصول

 

 

 

 PCRبعد از  PCRهنگام  تهیه نمونه تهیه معرف ها تجهیزات عمومی

یخچال فریزر 

C˚02- 

 سمپلر متغیر

Work Station 

 )اتاقک کاری(

ظروف پلاستیکی یا 

 شیشه ای مناسب

 

 

 

 سانتریفوژمیکرو 

 ورتکس

دستگاه تهیه آب 

 مقطر

 یخ ساز

 ترازو

 pHمتر 

 سمپلر متغیر

 سر سمپلر

 دستکش

 میکروفیوژ

 ورتکس

 هود لامینار

دستکش لاتکس بدون 

 پودر

 سمپلر متغیر

 سر سمپلر

 تانک الکتروفورز دستگاه ترموسایکلر

 مایکروویو

 سیستم مشاهده ژل

سیستم 

 عکسبرداری از ژل

 منبع برق

   PCRحداقل تجهیزات مورد نیاز آزمایشگاهی برای انجام واکنش  :0-3جدول
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 : PCRاجزای واکنش  -3-3-2-3-7      

الگو،  DNAمیکرو لیتر  0میکرولیتر است که شامل:  02در حجم نهایی  PCRاجزای نهایی واکنش 

 2پرایمر پیشرو و معکوس(،  میکرولیتر از هر پرایمر  )دونوع Master Mix ،9میکرولیتر  92

 مخلوط شد. میکرولیتر آب مقطر استریل می باشد که در زیر هود لمینار با هم

دستگاه ترمو سایکلر: مهمترین جزء از تجهیزات آزمایشگاهی مورد نیاز است که برای ایجاد دماهای 

مختلف در مدت زمان مورد نظر قابل برنامه ریزی است و کار واکنش زنجیره پلی مراز و فراوان سازی 

 ژنوم به عهده این دستگاه می باشد. 

در حجم ( PCR mixture)  ، مخلوط واکنش ذیلهاژنجهت تکثیر ، PCRپس از تهیه نمودن شرایط 

-3( و با استفاده از سیکل حرارتی ذکر شده در جدول 3-3میکرولیتر تهیه گردید )جدول  02نهایی 

 که پروتکل آن برای مراحل مختلف تنظیم گردید، انتقال داده شد و انجام  ، در دستگاه ترموسایکلر4

PCRانجام گرفت.  هاژنمناسب برای تکثیر  با درجه حرارت و زمان 

                    

 میکرولیتر  02با حجم کلی  PCRاجزاء مخلوط واکنش برای  :3-3 جدول      

 

 

 

 

       

 

 

 

Material Concent Tube NO. (ul) 

PCR Master Mix - 10µl 

PrimerF 10 Pmol 1µl 

PrimerR 10 Pmol 1µl 

Template ng/µl 2µl 

D.D.w  6µl 

Total  20µl 
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 ژنومیک DNAبا PCR واکنش حرارتی سیکل :4-3جدول      

 

                         

                                          

 

 

 

 

 

 

                                      

 

 در مراحل مختلف PCRنمایی از سیکل  :2-3شکل       

 

 

Stage Program NO. Temeprature Time Cycle NO. 

Initial Denaturation 1 95 ºC 5 min 1 

Denaturation 

Annealing 

Extention 

 

2 

 

94 ºC 

54 ºC 

72 ºC 

30s 

30s 

2 min 

 

33 

Final Extention 3 72 ºC 10min 1 

Cooledtime 4 12 ºC 10min ∞ 
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 PCRتفکیک قطعات تکثیر یافته پس از   -3-3-2-4

به درستی تکثیر شده است یا خیر، نیاز به مشاهده محصولات  PCRبه منظور تعیین این که محصول 

( را به (TBE 1xتکثیر می باشد. این کار با استفاده از فرآیند الکتروفورز روی ژل انجام گردید. بافر 

مقدار مورد نیاز در داخل تانک الکتروفورز ریخته و سینی حاوی ژل را درون تانک قرار دادیم. به کمک 

ی ژل ریختیم به هاچاهکمیکرولیتر از مارکر را با احتیاط و به آرامی در داخل یکی از  0سمپلر مقدار 

لول بافر لودینگ را به وسیله از مح μl0 نحوی که مارکر کاملاً در داخل چاهک بنشیند. سپس مقدار

خوب مخلوط کرده و آن را به آرامی و با احتیاط در داخل چاهک ژل  PCRز محصول ا μl92سمپلر با 

 PCRمحصولات  .ریختیم )علت اختلاط بافر این است که نمونه ها به راحتی در چاهک ها قرار بگیرند(

. در پایان، گردیدتزریق  μl3 9باید کاملاً در داخل چاهک بنشیند و از آن خارج نشوند. سپس از لدر

و آن را  . منبع تغذیه الکتریکی را روشن کردهمنمودیدرب تانک را بسته و آن را به منبع تغذیه وصل 

ود اما موجب ذوب . ولتاژ بالاتر موجب جداسازی سریعتر نمونه ها می شروی ولتاژ مناسب تنظیم شد

شدن ژل و بافر نیز می گردد و ولتاژ پایین تر میتواند موجب پهن شدن باندها برای قطعات کوچک 

DNA  تنظیم شود )در این تحقیق برای انجام الکتروفورز از ولتاژ  902-92شود. ولتاژ بایستی در بازه

 استفاده شده است(.  92

که به لدر نیز معروف است نیز در  DNA یک مارکر همانطور که ذکر شد، طی بارگذاری نمونه ها

با وزن های مشخص است  DNAچاهک جداگانه ای افزوده شد. این مارکر حاوی قطعاتی از مولکول 

مورد استفاده قرار می گیرد. اجزاء بر اساس بار خود تحت  DNAکه برای تخمین وزن مولکول های 

اثر یک میدان الکتریکی به سمت کاتد یا آند مهاجرت می کنند. با حرکت مولکولهایی با طول های 

بار منفی دارد در طی ژل به  DNAمختلف، باندهای مجزا در ژل تشکیل می شود. از آن جایی که 

درون ژل به طور مستقیم بوسیله رنگ آمیزی با  DNAجود سمت بار مثبت حرکت می کند. محل و

 اتیدیوم بروماید تعیین گردید.  

                                                           
1Ladder 
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و نیز به عنوان بافر تانک الکتروفورز از  DNAآگارز، جهت الکتروفورز قطعات کوچک  از در تهیه ژل 

(1X )TBE  .افرباستفاده شد (5X) Tris-Boric acid-EDTA   - TBE در این پژوهش استفاده شد 

مولار به  EDTA 2/2، گرم 24به میزان  TRIS این بافر حاوی. )خریداری شده از شرکت سینا ژن(

 9222با آب مقطر استریل به حجم گرم بوده که  2/07به میزان  Boric acidو میلی لیتر  02مقدار 

 سپس بافر اتوکلاو شده، مورد استفاده قرار گرفت.  لیتر رسانیده شد،میلی

استفاده شد. آگارز  (w/v) ٪9از ژل آگارز  DNAبرای بررسی کیفیت  :٪9آگارز  ژل  -3-3-2-4-9

های بالاتر آگارز، قطر منافذ ریزتر است. در غلظت bp9222تا  bp922قادر به تفکیک قطعات  9٪

 TBE( 1X)میلی لیتر بافر   72گرم پودر آگارز شرکت سیناژن در  2.7، ٪9است. برای تهیه آگارز 

دقیقه در مایکروویو قرار دادیم تا شفاف شود. بعد از سرد شدن تا دمای  2/9حل کرده و به مدت 

c˚22- 22 به میزان  به آگارز مذابμl0 در  9یک شانه. معرف رنگی اتیدیوم بروماید اضافه نمودیم

ه مخصوص ژل گذاشته شد تا چاهک مورد نیاز برای بارگذاری نمونه در ژل ایجاد شود. ب 0سینی

 2) تا ضخامت حدود  محلول آگارز زمان داده شد تا کمی سردتر شود و سپس در قالب ریخته شد

ی ژل هاچاهکای که میلی متر(. بعد از بستن ژل شانه به طور عمودی از سینی خارج شد به گونه

آسیب نبیند، سپس ژل درون محفظه بافری قرار گرفت. مقدار بافر موجود در محفظه باید به حدی 

 باشد که روی ژل را بپوشاند.

( و  DNAیک مایع ویسکوز محتوی رنگ )برای مشاهده آسان حرکت :  3رنگ بارگذاری -3-3-2-4-0

سوکروز، فایکول یا گلیسرول )برای سنگین کردن قطعات و باقی ماندن در چاهک( می باشد. حجم 

به رنگ افزوده شد و توسط پیپت با رنگ مخلوط گردید و در چاهک با  PCRکوچکی از محصول 

 میکرو سمپلر بار گذاری شد. 

                                                           
1 Comb 
2 Tray 
3Loading dye 
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به کار  DNAلودینگ بافر برای ایجاد دانسیته و رنگ بر روی :  96Xلودینگ بافر -3-3-2-4-3

ی ژل لود شود. همچنین این محلول به طور طبیعی هاچاهکبه راحتی داخل  شودیمو باعث  رودیم

که در پایان  دهدیم این امکان راو  کندیمدر یک مسیر حرکت  DNAبار منفی دارد، بنابراین مانند 

جامی ) قابل رویت باشند DNAیند توسط دستگاه ترانس لومیناتور تحت نور ماوراء بنفش قطعات آفر

 . (9382 الاحمدی و افضل جوان،

حله بعد منبع نیرو روشن شد. نمونه ها تا زمانی که به نزدیکی انتهای ژل برسند الکتروفورز می در مر

شوند. سپس ژل از محفظه خارج، رنگ آمیزی و با دستگاه ترانس لومیناتور عکس برداری شد و با نرم 

 مورد مشاهده قرار گرفت. Quantum ST4افزار

 آگارز:رنگ آمیزی و عکس برداری از ژل  -3-3-7 

جدا شده روی ژل آگارز با چشم قابل مشاهده نمی باشد، به منظور مشاهده محصول  PCRمحصول 

ژل باید با یک رنگ فلورسنت به نام اتیدیوم برماید رنگ آمیزی شود. مولکول های اتیدیوم بروماید 

می افتد  دو رشته ای وارد شوند. وقتی این اتفاق DNAمسطح هستند و میتوانند بین جفت بازهای 

این مولکول ها منظم شده و شکل مرتبی به خود می گیرند و می توانند تحت نور ماوراء بنفش نور 

باندهای نارنجی مایل به  UVفلورسنت ایجاد کنند. بعد از رنگ آمیزی و قرار گرفتن ژل در معرض 

ی الاحمدی جاموجود دارد به صورت درخشان قابل مشاهده هستند ) DNAصورتی در مکان هایی که 

  .(9382، و افضل جوان

 : راهنمای عکس لوازم و دستگاههای بکار رفته در الکتروفورز2-3جدول

                                                           
1 . DNA Loading Dye 

G F E D C B A 

 نرم افزار  عکس
دستگاه ترانس 

 لومینار
 ژل آگارز TBEبافر بافرلودینگ منبع تغذیه الکتروفورز
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 ارسال جهت توالی یابی -3-3-9

با غلظت های  میلی لیتری به همراه دو پرایمر مستقیم و معکوس ) 2/9سویه ها در میکرو تیوپ های 

یابی به شرکت سیناژن ارسال  یمیکرولیتر، برای توال 22پیکو مول بر میکرولیتر ( در حجم های 

 گردید.

 بیو انفورماتیکی هاینرم افزار -3-3-8

 تایی چند همردیفی Codon Code Alignerنرم افزار  از استفاده بابا دریافت توالی های مورد نظر، 

برای باکتری های اسید لاکتیک مورد تجزیه قرار گرفته و گروه بندی به عمل آمد. هم ردیف  شد انجام

 در BLAST9سویه ها با استفاده از برنامه بیوانفورماتیکی  16S rRNAکردن مربوط به توالی یابی ژن 

. شد انجام 5MEGA 0 ترسیم درخت فیلوژنتیکی با استفاده ازمورد بررسی قرار گرفت و  NCBI سایت

و نتایج بررسی های مورفولوژیک شناسایی ایزوله و بر اساس اطلاعات موجود در بانک ژنی  در نهایت

 .های باکتریایی موجود، در سطح جنس و گونه انجام شد

 

و بررسی اثر ترکیبات محیط کشت روی  پلی ال لایزین -εتشخیص متابولیت  -3-3-92

 میزان آن

 )مرحله مقدماتی(: لایزین پلی ال -εتشخیص وجود  -3-3-92-9

مایع به محیط کشتی حاوی  MRSدر مرحله اول از نمونه های باکتری های کشت یافته در محیط  

گرم  22/2آبه،  MgSO4 7گرم  4PO2KH ،02/2گرم  29/2عصاره مخمر،  9/2گرم گلیسرول،  92

4SO2(4NH)  4گرم  29/2وFeSO 7  آبّه کهpH  تنظیم گردید انتقال داده شد. این کار با  7آن روی

در مرحله بعد تلقیح متیلن بلو به میزان آگار برای ساخت محیط جامد تکرار شد.  %0اضافه کردن 

به لوله های حاوی محیط مایع و پلیت های محیط جامد انجام شد و لوله ها و پلیت ها به  220/2%

                                                           
1Basic Local Alignment Search Tool 
2Molecular Evolutionary Genetics Analysis 
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گردید. بعد از این مدت لوله ها و پلیت هایی که  درجه سانتی گراد انکوبه 09روز در دمای  7مدت 

 شد. پلی ال لایزین - Ɛبیرنگ گردید وارد مرحله دوم تست تکمیلی وجود 

)مرحله تکمیلی( و بررسی اثر ترکیبات  پلی ال لایزین -εتشخیص وجود  -3-3-92-0

 محیط کشت:

و  4SO2(4NH)در مرحله بعد محیط هایی حاوی اجزاء مشتمل بر گلوکز آن هیدراته، عصاره مخمر و 

درجه  909و در اتوکلاو در دمای درصد های متفاوت تهیه گردید  با)گلوکز و پودر سویا(  پودر سویا

که در مراحل قبلی نتایج قابل  dd01سپس از جدایه  دقیقه استریل گردید. 92به مدت  سانتی گراد

توجهی در خصوص تولید متابولیت مورد بررسی داشت به این ده ارلن تلقیح صورت گرفت. بعد تمامی 

روز گرمخانه  3به مدت  سانتی گراددرجه  02در دمای  rpm972 محیط ها در شیکر انکوباتور با دور 

 ( 7-3)شکل گذاری شد. 

عملیات آماده سازی برای خواندن جذب توسط دستگاه  و پس از این مدت طبق پروتکل زیر

 نانومتر صورت گرفت: 292اسپکتروفوتومتر در طول موج 

 طر حل کردیم.قآب م ml 0گرم تریپان بلو در   220/2 (9

 دقیقه سانتریفوژ نمودیم. 92به مدت  g92222برداشته و در  ml 0از هر نمونه   (0

تریپان بلو به هر فالکون اضافه کرده از نمونه سانتریفوژ  ml 902 همراهبافر فسفات به  9/0 (3

 به آنها اضافه کردیم. ml 9شده از فاز روئی 

 درجه سانتی گراد در بن ماری به مدت یکساعت انکوبه شد. 37در دمای  (4

 دقیقه سانتریفوژ نمودیم. 92به مدت  g92222برداشته و در  ml 0از هر نمونه  (2

  خوانده شد. nm292در کووت ریخته با دستگاه اسپکتروفوتومتر در طول موج  (2
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 تلقیح نمونه به محیط کشت با درصدهای متفاوت گلوکز و پودر سویا -7-3شکل  

بررسی و آنالیز  Central Composite- RSM در مرحله سوم نتایج اولیه بدست آمده در مدل

 گردید.

 RSMطراحی ترکیبی توسط نرم افزار  -3-3-92-3

مقادیر اولیه منبع کربن )گلوکز( و منبع پروتئین )سویا( بر اساس نتایج مطالعات غربالگری قبلی 

 سطح تهیه شد.  92از این دو متغیر  RSMمشخص گردید. توسط نرم افزار 

 RSM نسبت های پیشنهادی توسط نرم افزار: 2-3 دولج

 پودر سویا گلوکز نمونه

9 02 92 

0 2/47  2/92  

3 02 2 

4 72 92 

2 39899/78  2/92  

2 2/47  932238/4  

7 2/47  2/92  

9 2/47  92382/92  

8 72 2 

92 29298/92  2/92  
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پس از تهیه محیط کشت ها طبق نسبت های مشخص شده گلوکز و پودر سویا و افزودن ترکیبات  

و سی سی در ارلن تهیه  02پایه محیط کشت که در مرحله تکمیلی به آن اشاره شد در حجم های 

جذب توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر خوانده و انکوبه گذاری    dd01پس از تلقیح سویه میکروبی 

  تحلیل و ارزیابی گردید. RSMدر مدل ده شده هخ های مشاشد و پاس
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 آماده سازی نمونه ها: -4-9

 در محیط اختصاصیکشک خشک و کره کشت داده شده  پنیر، ،دوغ ،بین نمونه های ماست از

تنها از نمونه های دوغ کالپوش، ماست و دوغ کلاته خیج قادر به اسید لاکتیک  یها-باکتری 

با این که  ی سنتیدر خصوص بقیه نمونه ها .ای اسید لاکتیک شدیمهجداسازی و ایزوله باکتری 

کپک و مخمر در مراحل بعدی کلنی  ،اولیه کشت مثبت بود اما بدلیل آلودگی شدید کلی فرمی جنتای

 .رشد نکرد    MRSهای اسید لاکتیک در محیط 

کلنی که گرد یا  یدر این سه محصول نیز با توجه به شکل مورفولوژ رشد کردهدر میان کلنی های 

مایع کشت انجام شد  MRSبیضی یا مخروطی بود از کلنی های مختلف عمقی نمونه برداری شد و در 

 آگار کشت سطحی تا رسیدن به تک کلنی انتقال یافت.  MRSو چندین مرحله در

 خیج کلاته اسید لاکتیک جدا شده از نمونه دوغهای باکتری  -4-0

سه نوع کلنی تشخیص داده ( 9-4)شکلدر پلیت کشت داده شده از دوغ کلاته خیج از نظر مورفولوژی 

 کدگذاری گردید: dd01,dd02, dd03شد که با حروف 

 

 متفاوت کیکلنی های رشد یافته در پلیت با اشکال مورفولوژی -9-4شکل 
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  dd01کد  -4-0-9

طبق  9و  7برآیند پلیت های رقت  ،رقیق سازی شد  92-9نه دوغ تا رقت ودر این مرحله از تحقیق نم

نست آاست حاکی از تعداد باکتری ها نشان دهنده که  (9049 )استاندارد ملی ایران، شمارهزیر رابطه 

                        باکتری مشاهده شد.  3× 810 در یک سی سی دوغ که 

 (9معادله )  

C∑:  مجموع کلنی های مشخص شمارش شده در تمامی پلیت ها 

 1n : تعداد پلیت ها در رقت اول 

 0n  : تعداد پلیت ها در رقت دوم                    d  : ضریب رقت مربوط به اولین رقت فاکتور یا                                                                             

اسید لاکتیک از عمق آگار جداسازی شد و  باکتری کلنی مشکوک بهبیضی شکل بود. شکل کلنی   

بعد از رنگ آمیزی گرم در زیر . برای اطمینان تست های اولیه رنگ آمیزی افتراقی گرم انجام شد

نتایج نشان داد که گونه جداسازی شده گرم  مشاهده شد. 922میکروسکوپ با عدسی با بزرگنمایی 

با  ،انجام شد ه. در مرحله بعد تست کاتالاز بر روی نمونه جدا شد(9-4)شکل  مثبت و میله ای بود

    اسیدلاکتیک می باشد تقویت شد.  کتریبا توجه به کاتالاز منفی بودن این امکان که گونه جدا شده

          

 

                                 

 

 

 

)2+0/1n1(n d  

N = 

C∑ 

   استخراج شده از دوغ کلاته خیج dd01تصویر رنگ آمیزی گرم کلنی :0-4شکل          
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 لاکتوباسیلوس هستند.به نظر می رسد که کلنی ها با توجه به شکل همان گونه که مشاهده می شود 

 dd01توسط  بررسی تولید اسید و گاز بر روی محیط قندی -8

، سوکروز، رافینوز، مالتوز، فروکتوز، گلوکزشامل در این مرحله از تحقیق از منابع قندی متفاوت 

انتخابی  یاستفاده شد و گونه جدا شده بر روی قندهانشاسته، لاکتوز، مانیتول، گالاکتوز، سوربیتول 

و گاز در نمونه ها جدا شده بررسی شد. نتایج نشان داد که گونه جدا شده و تولید اسید شد رشد داده 

بر روی هیچ منبع قندی تولید گاز نکرده و لوله درهام فاقد حباب هوا بود. و تنها بر روی منبع قندی 

در اثر رشد گونه جدا شده بر روی سایر منبع قندی  نشاسته این گونه جدا شده اسید تولید نکرده و

توأم با تولید اسید، سبب افزایش فعالیت پروتئاز و آمیلاز می شود  pHاز آنجا که افت  لید شد.اسید تو

(Cul et al., 2005 )که حاوی قندهای ساده می باشد تولید اسید  در محیط های کشت کمپلکس

حاصل از هیدرولیز مونوساکارید به افزایش فعالیت آمیلاز و هیدرولیز نشاسته کمک می کند اما در این 

)زارعی یام  رشد جزئی است یا متوقف می شودمحیط که تنها حاوی نشاسته است برای اکثر گونه ها 

ل گاز می توان گفت باکتری مورد نظر هموفرمنتاتیو می با توجه به عدم تشکی .(0290و همکاران، 

 باشد.

 بررسی تحمل شرایط اسیدی و نمک های صفراوی  -2

درصد رشد کرده و افزایش  0/2نمک صفراوی در سطح محیط حاوی این گونه جدا شده بر روی 

 pH = 0/2  رشد در. داشت به صورت محسوسی اثر کاهندهرشد روی درصد  3/2سطح نمک به 

می توان گفت با توجه به بالا بودن  زنده مانی %03بود اما با وجود  2/0و بیشتر از   2/4بیشتر از 

( این باکتری به طور بالقوه پتانسیل پروبیوتیک بودن را 7*792تعداد کلنی رشد یافته در پلیت )

 داراست.
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درجه سانتی گراد  92قابل توجه بوده در حالی که در دمای  سانتی گراددرجه  37در دمای رشد 

کلنی های  سانتی گراددرجه  37نسبت به  سانتی گراددرجه  44و در دمای  رشدی مشاهده نشد

. با توجه به نتایج آزمایشات بیوشیمیایی چنین تحلیل کمتری رشد یافت و این کلنی ها ریزتر بودند

 . دارددلبروکی  –لاکتوباسیلوس  می شود که گونه جداسازی شده شباهت قابل توجه ای به

با استفاده ماست شهرستان خوی  و( روی شیر 0293در تحقیق انجام شده توسط نریمانی وهمکاران )

ه نتایج مشابهی دست یافتند و و توالی یابی باز روشهای بیوشیمیایی ومورفولوژیکی و روش مولکولی 

 .باکتری لاکتوباسیلوس دلبروکی را جداسازی و شناسایی نمودند

 dd01تست ژنتیکی برای تشخیص گونه  -9

مایع در  MRSبعد از خالص سازی در محیط کشت  لاته خیجدر دوغ ک dd01نمونه کلنی جدا شده 

ساعت نمونه ها سانتیریفیوژ شده و محلول  04درجه سانتی گراد کشت داده شد بعد از  37دمای 

و بافت شسته شده با استفاده از  بار شستشو شده ب استریل دوآجدا شده رسوب ته نشینی با  فوقانی

استخراج شده بررسی  DNAکیفیت و کمیت با نانو دراپ ازی شد سآن جدا  DNA ،کیت استخراج

و سپس  و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی تکثیر شد PCRاز کیت شد و در غلظت بهینه با استفاده 

 .(3-4با روش الکتروفورز مشاهده گردید )شکل  PCRبه منظور اطمینان از درستی 
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نشان داد که گونه جدا شده   NCBIدر سایت  منطقه ریبوزومینوکلئوتیدی توالی  blastنتیجه 

16S -illus delbrueckii subsp. bulgaricus strain TW49Lactobac 1شباهت قابل توجهی به 

ribosomal RNA gene, partial sequence .دارد 

 فیلوژنتیکی درختچه سپس الاین شده و هم تراز یا ،MEGA 5نرم افزار  پس از وارد کردن توالی ها در

  .(4-4)شکل  رسم گردید مشابه آن با توجه به گونه های آن

                 PCR تکثیر شده پس از DNA : مشاهده ژل نمونه های3-4شکل   

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597621989
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597621989
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597621989
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 Nearestنالیز آگونه مشابه بر اساس  90درختچه فیلوژنتیکی گونه اسید لاکتیک باکتری جدا شده با  -4-4شکل

neighbor interchange  16منطقهs  ریبوزومی(The bootstrap level : 1000 pseudo-replications) 

 SB7جدایه  دلبروکلی لاکتوباسیلوس باکتری گونه با شده جدا درختچه فیلوژنتیکی نشان داد که گونه

 .شباهت قابل توجه ای داشت

طی بررسی دوغ گوسفندی عشایر ناحیه سومار به کمک روش های نسل ( 0299)دعوتی و حسامی 

با پرایمرهای یونیورسال  16s rRNAجدید توالی یابی و مولکولی وابسته به کشت، توسط تکثیر ژن 

27F  1492وR نیز لاکتوباسیلوس دلبروکی را از آن جدا کردند که میکروارگانیسم غالب توالی یابی،  و

جامعه میکروبی دوغ گوسفندی بر پایه نسل جدید توالی یابی در سطح جنس دوغ تشخیص داده شد. 

لاکتوباسیلوس نسبت به سایر جنس ها شناسایی شدند و در سطح گونه  %29/84به صورت 

. در این مطالعه ت به سایر لاکتوباسیلوس ها شناسایی شدنسب %99/29لاکتوباسیلوس دلبروکی 

 .بوط به لاکتوباسیلوس دلبروکی بودبیشترین فراوانی مر

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-72

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-NWAFU1444

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-MGC14-1

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-culture-collection-IMAU_80265

 DD1

 Lactobacillus-delbrueckii-SB7

 Lactobacillus-delbrueckii-HBUAS53154

 Lactobacillus-delbrueckii-UFV-H2b20

 Lactobacillus-paracasei-Lb37

 Lactococcus-lactis-lactis-CAU721

 Lactococcus-lactis-NCIM2114

 Lactococcus-lactis-lactis-BS7-34

 Lactococcus-lactis-lactis-CAU782367

66

45

37

100

100

78

18

18

53
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از بر روی جداسازی و شناسایی باکتری های اسید لاکتیک دوغ  Asmahan (0299،)در مطالعه ای که 

لاکتوباسیلوس دلبروکی به عنون گونه غالب موفق به شناسایی گونه  منطقه خارطوم سودان انجام داد

  .گردید

در تحقیقی که در شناسایی باکتری های اسید لاکتیک دوغ انجام دادند،  (،0228) نیا خان ناظر و آزاد

 شدند.  Lactobacillus Delbrueckii Subsp Bulgaricus  موفق به جداسازی گونه

ز توالی یابی با نتایج حاصل از تست های بیو بدین ترتیب مشاهده می شود که نتایج بدست آمده ا

  .شیمیایی مطابقت دارد

 dd03و  dd02 هایکد  -4-0-0

با توجه به این که در خصوص این نمونه ها  تشابه در نتایج مشاهده گردید نتایج در یک بخش بررسی 

تعداد باکتری های حاصل از کشت  ،رقیق سازی شد  92-9نه دوغ تا رقت ونمنیز در این مرحله گردید. 

 5× 810 و  dd02باکتری  5× 710 در یک سی سی دوغ که پس از بررسی در فرمولاسیون نشان داد 

به میزان یک سیکل dd03 همانطور که مشاهده می شود تعداد کلنی های. وجود دارد dd03باکتری 

 می باشد. dd02 لگاریتمی بیشتر از 

اسید باکتری کلنی مشکوک به بود. بیضی یا مخروطی  dd03و شکل کلنی گرد  dd02شکل کلنی 

لاکتیک از عمق آگار جدا سازی شد و برای اطمینان تست های اولیه رنگ آمیزی افتراقی گرم انجام 

نتایج نشان  مشاهده شد. 922. بعد از رنگ آمیزی گرم در زیر میکروسکوپ با عدسی با بزرگنمایی شد

. در مرحله بعد تست کاتالاز بر روی (2-4)شکل  زی شده گرم مثبت و میله ای بودداد که گونه جداسا

باکتری انجام شد با توجه به کاتالاز منفی بودن این امکان که گونه جدا شده  هنمونه جدا شد

 اسیدلاکتیک می باشد تقویت شد. 
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همان گونه که شکل کلنی با هم متفاوت بود شکل ویر مشاهده می شود ادر تص چنانچه  

نظر می رسد که با توجه به شکل کلنی ها به باکتری ها نیز تفاوت دارد. ولی در مجموع میکروسکوپی 

 لاکتوباسیلوس هستند.

 dd03 و dd02بررسی تولید اسید و گاز بر روی محیط قندی توسط  -8

پروفایل تخمیر قندها و تولید گاز مشابه استفاده شد و  مذکوردر این مرحله از تحقیق از منابع قندی 

 فرمنتاتیو می باشد. با توجه به عدم تشکیل گاز می توان گفت باکتری مورد نظر همو جدایه قبلی بود.

 بررسی تحمل شرایط اسیدی و نمک های صفراوی  -2

و افزایش سطح نمک به مشاهده شد درصد  0/2در سطح نیز روی نمک صفراوی  رشد این باکتری ها 

و   2/4بیشتر از  pH  = 0/2  رشد در. داشت به صورت محسوسی اثر کاهندهرشد روی درصد  3/2

بالا بودن نسبتاً با توجه به  مشاهده شد که هنوز هم زنده مانی dd02 18%  در جدایهبود  2/0بیشتر از 

پروبیوتیک بودن را  ( این باکتری به طور بالقوه پتانسیل6*292تعداد کلنی رشد یافته در پلیت )

 استخراج شده از دوغ کلاته خیج dd03,dd02 تصویر رنگ آمیزی گرم کلنی های  :2-4شکل                    

  

 

dd02    dd03   



98 
 

 %18 ( بود که همان 79*10) pH= 2/0تعداد کلنی های رشد یافته در  3dd0در خصوص  داراست.

مشاهده شد ولی برای این باکتری با توجه به بالاتر بودن تعداد کلنی های رشد یافته در این  زنده مانی

pH  .در تحقیقی مشابه با بررسی (، 0293)دری و همکاران پروبیوتیک بودن آن محسوس تر است

گونه لاکتوباسیل  99نمونه لاکتوباسیل جدا شده ) شامل  22فرآورده های لبنی شهرستان جهرم از 

مورد دارای اثر بازدارندگی رشد علیه باکتری های پاتوژن سالمونلا تایفی  98یین هویت شده (، تع

اسایی شده دارای اثر بازدارندگی نموریوم، اشرشیاکلی و هلیکوباکتر پیلوری بود و بیشترین سویه ش

که نشان لاکتوباسیلوس بولگاریکوس، لاکتوباسیلوس سالیواریوس و لاکتوباسیلوس دلبروکی بودند 

 .دهنده دارا بودن خاصیت پروبیوتیکی این باکتری ها است

سویه مقاوم  99جدایه لاکتوباسیلوس،  49و همکاران توانستند از میان  Sieladie،  0299در سال 

شده از را جداسازی نمایند. گزارش آنها حاکی بر این است که لاکتوباسیلوس های جدا  =0pHبه

 .نمک های صفراوی را بخوبی تحمل می نمایند %3/2و  0/2لبنیات، غلظت های 

Tufile  با جداسازی لاکتوباسیلوس بولگاریکوس از ماست و تأثیر بازدارندگی از  (،0299)و همکاران

کلرآ و  باسیلوس سابتیلیس، اشرشیاکلی، سالمونلا تایفی، ویبریوروی باکتری هایی نظیر رشد 

 روبیوتیکی را ثابت نمودند.استافیلوکوکوس اورئوس و در نتیجه خاصیت پ

Ercus (0227،)  نشان داد که لاکتوباسیلوس بولگاریکوس جدا شده از محصول لبنی با تولید

بولگاریکان )نوعی باکتریوسین( توانست تحت شرایط آزمایشگاهی جلوی رشد بسیاری از باکتری های 

که این نتایج، گواهی بر پتانسیل  گرم مثبت و گرم منفی نظیر استافیلوکوک ها و کلستریدیوم را بگیرد

  پروبایوتیکی این باکتری می باشد.

 درجه سانتی گراد رشد 92قابل توجه بوده در حالی که در دمای سانتی گراد درجه  37در دمای رشد 

کلنی های سانتی گراد درجه  37نسبت به سانتی گراد درجه  44و در دمای  مشاهده نشد چندانی

که با کلنی . با توجه به نتایج آزمایشات بیوشیمیایی کلنی ها ریزتر بودند کمتری رشد یافت و این
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 شباهت قابل توجه ای بهنیز ها گونه این چنین تحلیل می شود که قبلی تفاوت چندانی مشاهده نشد 

 .دارد دلبروکی - لاکتوباسیلوس بولگاریکوس

 dd03و  dd02تست ژنتیکی برای تشخیص گونه  -3

 MRSبعد از خالص سازی در محیط کشت  لاته خیجدر دوغ ک dd03و  dd02نمونه کلنی جدا شده 

 DNAکیفی و کمی  و بررسی DNAاستخراج  و درجه سانتی گراد کشت داده شد  37مایع در دمای 

و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی تکثیر  PCRدر غلظت بهینه با استفاده از کیت  ،استخراج شده

 شد.

نشان داد که گونه جدا شده با کید   NCBIدر سایت  منطقه ریبوزومینوکلئوتیدی توالی  blastنتیجه 

 dd02 شییباهت قابییل تییوجهی بییهLactobacillus delbrueckii strain HBUAS53154 16S  

ribosomal RNA gene, partial sequence 3گونه جدا شده با کد وdd0  شباهت قابیل تیوجهی بیه 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain NWAFU1424 16S ribosomal RNA 

gene, partial sequence .دارد 

 فیلوژنتیکی سپس درختچه الاین شده و ، هم تراز یاMEGA 5نرم افزار  پس از وارد کردن توالی ها در

 .(2-4)شکل  آن رسم گردید

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1392957480
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1392957480
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1279336743
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1279336743
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 Nearestگونه مشابه بر اساس انالیز  93 درختچه فیلوژنتیکی گونه اسید لاکتیک باکتری جدا شده با  :2-4شکل

neighbor interchange  16منطقهs  ریبوزومی(The bootstrap level : 1000 pseudo-replications) 

زیر گونه  –لاکتوباسیلوس دلبروکی باکتری  گونه با شده جدا درختچه فیلوژنتیکی نشان داد که گونه

 .داشتشباهت قابل توجهی TW49-1 بولگاریکوس جدایه

بدین ترتیب مشاهده می شود که نتایج بدست آمده از توالی یابی با نتایج حاصل از تست های 

 بیوشیمیایی کاملاً مطابقت دارد.

 کالپوش باکتری های اسید لاکتیک جدا شده از نمونه دوغ -4-3

در پلیت کشت داده شده از دوغ کالپوش از نظر مورفولوژی سه نوع کلنی تشخیص داده شد که با 

 کدگذاری گردید: dk01,dk02, dk03حروف 

 dk01کد   -4-3-9

 ،رقیق سازی شد 92-9نه دوغ تا رقت ونمنیز در این مرحله این نمونه مربوط به دوغ کالپوش بود که 

در یک سی سی دوغ تعداد باکتری های حاصل از کشت پس از بررسی در فرمولاسیون نشان داد که 

 . وجود دارد dk01باکتری  2× 810 

 Lactobacillus-panis-DSM-6035

 Lactobacillus-vaginalis-DNF00112

 Lactobacillus-pontis-LTH-2587

 Lactobacillus-reuteri

 Lactobacillus-fermentum

 Lactobacillus-ingluviei-F3-3

 Lactobacillus-rhamnosus-DSM-20021

 Lactobacillus-paracasei-Lb37

 Lactobacillus-zeae_-YIT-0278

 DD02

 DD03

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-TW49-1

 Lactobacillus-delbrueckii-SKB1083

 dd01

 Lactococcus-lactis-NCIM2114

 Lactobacillus-mucosae-BJ18-2

99

82

97

53

50

78

82

99

82

74

39

99

37
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اسید لاکتیک از عمق آگار جدا سازی شد و باکتری کلنی مشکوک به بود.  گرد ریز dk01شکل کلنی 

. بعد از رنگ آمیزی گرم در زیر شدبرای اطمینان تست های اولیه رنگ آمیزی افتراقی گرم انجام 

نتایج نشان داد که گونه جداسازی شده گرم  مشاهده شد. 922میکروسکوپ با عدسی با بزرگنمایی 

انجام شد با  ه. در مرحله بعد تست کاتالاز بر روی نمونه جدا شد(7-4)شکل  بود کوکسیمثبت و 

 اسیدلاکتیک می باشد تقویت شد. اکتری بتوجه به کاتالاز منفی بودن این امکان که گونه جدا شده 

               

 

 

 

 

 

 

               

 باکتری مورد نظر کوکسی است.مشاهده می شود با توجه به شکل کلنی ها  شکل فوقچنانچه در 

 dk01بررسی تولید اسید و گاز بر روی محیط قندی توسط  -8

بر نشاسته  علاوهتخمیر قندها  ، در خصوصاستفاده شدمذکور در این مرحله از تحقیق از منابع قندی 

 در محیط حاوی سوربیتول نیز اسید تولید نشد و یا تخمیر به مقدار بسیار جزئی صورت گرفت اما

با توجه به عدم تشکیل گاز می توان گفت باکتری مورد  .هده نشدمشا تولید گاز مشابه جدایه قبلی

 نظر هموفرمنتاتیو می باشد.

 استخراج شده از دوغ کالپوش dk01 تصویر رنگ آمیزی گرم کلنی : 7-4شکل 
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 بررسی تحمل شرایط اسیدی و نمک های صفراوی  -2

و مشاهده شد به صورت جزئی درصد  0/2در سطح نیز روی نمک صفراوی  رشد این باکتری ها 

و   2/4بیشتر از  =pH 5/2  رشد در. داشت بازدارندهاثر رشد روی درصد  3/2افزایش سطح نمک به 

زنده مانی  %4بود  pH (58*10)= 2/0تعداد کلنی های رشد یافته در  dk01بود در جدایه 2/0بیشتر از 

  مشکوک می سازد.را آن مشاهده شد که پروبیوتیک بودن 

 درجه سانتی گراد رشد 92قابل توجه بوده در حالی که در دمای  سانتی گراد درجه 37در دمای رشد 

تعداد  دو دمای پیشیننسبت به  سانتی گراددرجه  44و در دمای  مشاهده شد و تشکیل کلنی بازهم

چنین تحلیل می و مورفولوژیکی . با توجه به نتایج آزمایشات بیوشیمیایی ریز بودند واندک کلنی ها 

 .دارد کوکوس لاکتیسلاکتو گونه شباهت قابل توجه ای بهاین شود که 

 dk01تست ژنتیکی برای تشخیص گونه  -9

مایع در  MRSبعد از خالص سازی در محیط کشت  کالپوشدر دوغ  dk01نمونه کلنی جدا شده 

 DNAکیفی و کمی و بررسی  DNAاستخراج  و درجه سانتی گراد کشت داده شد  37دمای 

پرایمرهای اختصاصی تکثیر و با استفاده از  PCRدر غلظت بهینه با استفاده از کیت  ،استخراج شده

 شد.

نشان داد که گونه جدا شده با کید   NCBIدر سایت  منطقه ریبوزومینوکلئوتیدی توالی  blastنتیجه 

 k01d شباهت قابیل تیوجهی بیهLactococcus lactis strain NCIM2114 16S ribosomal RNA  

gene, partial sequence ارد.د 

 فیلوژنتیکی سپس درختچهو  الاین شده ، هم تراز یاMEGA 5نرم افزار  پس از وارد کردن توالی ها در

 .(9-4)شکل  آن رسم گردید

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1036126898
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1036126898
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 Nearestگونه مشابه بر اساس انالیز  90درختچه فیلوژنتیکی گونه اسید لاکتیک باکتری جدا شده با   :9-4شکل

neighbor interchange  16منطقهs  ریبوزومی(The bootstrap level : 1000 pseudo-replications) 

لاکتوکوکوس لاکتیس باکتری  گونه با شده جدا درختچه فیلوژنتیکی نشان داد که گونه

 .شباهت قابل توجهی داشت  NCIM2114جدایه

نتایج حاصل از تست های بیو  بابدین ترتیب مشاهده می شود که نتایج بدست آمده از توالی یابی 

 .مطابقت داردشیمیایی 

 dk02نمونه با کد   -4-3-0

رقیق سازی  92-9نه دوغ تا رقت ونمنیز در این مرحله این نمونه نیز مربوط به دوغ کالپوش بود که 

پس از محاسبه در فرمولاسیون  9و  7مجموع باکتری های حاصل از کشت در دو رقت متوالی  ،شد

 . وجود دارد 2dk0باکتری  5×710 در یک سی سی دوغ نشان داد که 

اسید لاکتیک از عمق آگار جدا سازی شد  باکتری کلنی مشکوک بهگرد درشت بود.  dk02شکل کلنی 

. بعد از رنگ آمیزی گرم در زیر و برای اطمینان تست های اولیه رنگ آمیزی افتراقی گرم انجام شد

نتایج نشان داد که گونه جداسازی شده گرم  مشاهده شد. 922میکروسکوپ با عدسی با بزرگنمایی 

 Lactobacillus-delbrueckii-HBUAS53154

 Lactobacillus-delbrueckii-UFV-H2b20

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-72

 Lactobacillus-delbrueckii-SB7

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-NWAFU1444

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-MGC14-1

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-culture-collection-IMAU_80265

 Lactobacillus-paracasei-Lb37

 DK0

 Lactococcus-lactis-NCIM2114

 Lactococcus-lactis-lactis-BS7-34

 Lactococcus-lactis-lactis-CAU721

 Lactococcus-lactis-lactis-CAU7823

50

38

30

28

68

100

100

24

65

20
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انجام شد با توجه  ه. در مرحله بعد تست کاتالاز بر روی نمونه جدا شد(8-4)شکل بود کوکسیمثبت و 

 اسیدلاکتیک می باشد تقویت شد. باکتری به کاتالاز منفی بودن این امکان که گونه جدا شده 

                                  

 

 

 

 

 

 

 مشاهده می شود با توجه به شکل کلنی ها باکتری مورد نظر کوکسی است. در شکل فوقچنانچه 

 dk02بررسی تولید اسید و گاز بر روی محیط قندی توسط  -8

، در خصوص تخمیر قندها علاوه بر نشاسته استفاده شدمذکور در این مرحله از تحقیق از منابع قندی 

در محیط حاوی سوربیتول نیز اسید تولید نشد و یا تخمیر به مقدار بسیار جزئی صورت گرفت اما 

با توجه به عدم تشکیل گاز می توان گفت باکتری مورد  مشاهده نشد.تولید گاز  مشابه جدایه قبلی

 فرمنتاتیو می باشد. نظر همو

 بررسی تحمل شرایط اسیدی و نمک های صفراوی  -2

و به صورت جزئی مشاهده شد درصد  0/2در سطح نیز روی نمک صفراوی  رشد این باکتری ها 

و   2/4بیشتر از  pH  = 0/2  رشد در. داشت اثر بازدارندهرشد روی درصد  3/2افزایش سطح نمک به 

 استخراج شده از دوغ کالپوش dk02 تصویر رنگ آمیزی گرم کلنی :8-4شکل 
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زنده  %1/4بود  pH (5*105)= 2/0تعداد کلنی های رشد یافته در  2dk0 یهبود در جدا 2/0بیشتر از 

 می سازد.  دور از ذهنمانی مشاهده شد که پروبیوتیک بودن آن را 

 درجه سانتی گراد رشد 92قابل توجه بوده در حالی که در دمای  سانتی گراددرجه  37در دمای رشد 

تنها یک تک  92-2در پلیت رقت  سانتی گراد درجه 44و در دمای  مشاهده شد و تشکیل کلنی بازهم

. با توجه به نتایج آزمایشات کلونی مشاهده شد که نشان دهنده توقف رشد در این دما است

 قابل توجه ای بهشباهت نیز گونه این چنین تحلیل می شود که و مورفولوژیکی بیوشیمیایی 

 .داردلاکتوکوکوس لاکتیس 

نمونه دوغ سنتی عشایر فارس با انجام تست های بیوشیمیایی قادر  99از (، 0228خان ناظر و آزاد نیا )

 سویه از جنس لاکتوکوکوس لاکتیس شدند. 997به جداسازی 

 dk02تست ژنتیکی برای تشخیص گونه  -9

مایع در  MRSبعد از خالص سازی در محیط کشت  کالپوشدر دوغ  dk02نمونه کلنی جدا شده 

 DNAکیفی و کمی و بررسی  DNAاستخراج  و درجه سانتی گراد کشت داده شد  37دمای 

و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی تکثیر  PCRدر غلظت بهینه با استفاده از کیت  ،استخراج شده

 شد.

نشان داد که گونه جدا شده با کید   NCBIدر سایت  منطقه ریبوزومینوکلئوتیدی توالی  blastنتیجه 

 k02d شباهت قابیل تیوجهی بیهoccus lactis subsp. lactis strain 14B4 chromosome, Lactoc 

complete genome .دارد 

 فیلوژنتیکی سپس درختچهو  الاین شده ، هم تراز یاMEGA 5نرم افزار  پس از وارد کردن توالی ها در

 (.92-4)شکل  آن رسم گردید

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1393499294
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1393499294
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 Nearestگونه مشابه بر اساس انالیز  90درختچه فیلوژنتیکی گونه اسید لاکتیک باکتری جدا شده با   :92-4شکل

neighbor interchange  16منطقهs  ریبوزومی(The bootstrap level : 1000 pseudo-replications) 

لاکتوکوکوس لاکتیس باکتری  گونه با شده جدا درختچه فیلوژنتیکی نشان داد که گونه

   شباهت قابل توجهی داشت.  NCIM2114دایهج

نتایج حاصل از تست های بیو  بابدین ترتیب مشاهده می شود که نتایج بدست آمده از توالی یابی 

 می باشد.دارای مطابقت شیمیایی 

 dk03نمونه با کد   -4-3-3

رقیق سازی   92-9نه دوغ تا رقت ونمنیز در این مرحله این نمونه نیز مربوط به دوغ کالپوش بود که 

پس از محاسبه در فرمولاسیون  9و  7مجموع باکتری های حاصل از کشت در دو رقت متوالی  ،شد

 . وجود دارد 3dk0باکتری  7×610 در یک سی سی دوغ نشان داد که 

اسید لاکتیک از عمق آگار جدا سازی شد و باکتری کلنی مشکوک به بیضی بود.  dk03شکل کلنی 

. بعد از رنگ آمیزی گرم در زیر تست های اولیه رنگ آمیزی افتراقی گرم انجام شدبرای اطمینان 

نتایج نشان داد که گونه جداسازی شده گرم  مشاهده شد. 922میکروسکوپ با عدسی با بزرگنمایی 

 Lactobacillus-delbrueckii-HBUAS53154

 Lactobacillus-delbrueckii-UFV-H2b20

 Lactobacillus-delbrueckii-SB7

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-72

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-MGC14-1

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-NWAFU1444

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-culture-collection-IMAU_80265

 DK03

 Lactobacillus-paracasei-Lb37

 DK02

 Lactococcus-lactis-NCIM2114

 Lactococcus-lactis-lactis-BS7-34

 Lactococcus-lactis-lactis-CAU721

 Lactococcus-lactis-lactis-CAU7823

100

75

100

58

56

100

0.02
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انجام شد با  ه. در مرحله بعد تست کاتالاز بر روی نمونه جدا شد(99-4)شکل  مثبت و میله ای بود

 اسیدلاکتیک می باشد تقویت شد.  باکتری کاتالاز منفی بودن این امکان که گونه جدا شدهتوجه به 

 

                                 

 

 

 

  

   

مشاهده می شود با توجه به شکل کلنی ها باکتری مورد نظر لاکتوباسیلوس  ویر فوقچنانچه در تص 

 است.

 dk03بررسی تولید اسید و گاز بر روی محیط قندی توسط  -8

، در خصوص تخمیر قندها علاوه بر نشاسته استفاده شدمذکور در این مرحله از تحقیق از منابع قندی 

نیز اسید تولید نشد اما به صورت جزئی به نظر می رسید که  و مانیتول در محیط حاوی سوربیتول

ه صورت جزئی و در محیط حاوی ب با توجه به تشکیل گاز حباب گاز در لوله درهام ایجاد شده است.

می د شچنانچه تحت تأثیر ترکیبات محیط کشت یا عوامل ثانویه نبا محسوس تره صورت قند گلوکز ب

 وفرمنتاتیو باشد.ترمورد نظر هباکتری ممکن است توان گفت 

در پژوهش خود در خصوص غربال گری لاکتوباسیلوس های بومی  (،0294)سلیمانی فرد و همکاران 

ایران به نتایج مشابهی دست یافتند. در تحقیق انجام شده توسط آنها لاکتوباسیلوس پاراکازئی توانایی 

 استخراج شده از دوغ کالپوش dk03 تصویر رنگ آمیزی گرم کلنی :99-4شکل 
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همچنین لاکتوباسیلوس پاراکازئی بر اساس  و سوربیتول را نداشت. تخمیر قندهای سلوبیوز، مانیتول

 .فرمنتاتیوهای اختیاری است تولید گاز از گلوکز جز هترو

 بررسی تحمل شرایط اسیدی و نمک های صفراوی  -2

و به صورت جزئی مشاهده شد درصد  0/2در سطح نیز روی نمک صفراوی  رشد این باکتری ها 

و   2/4بیشتر از  =pH 5/2  رشد در. داشت کاهندهاثر رشد روی درصد  3/2افزایش سطح نمک به 

 %4/21بود  pH (6*101)= 2/0تعداد کلنی های رشد یافته در      3dk0بود در جدایه 2/0بیشتر از 

 . به نظر می رسد مشکوکزنده مانی مشاهده شد که پروبیوتیک بودن آن 

 درجه سانتی گراد رشد 92قابل توجه بوده در حالی که در دمای  سانتی گراد درجه 37در دمای رشد 

اما تعداد کلنی ها مشاهده شد  باز هم رشد و تشکیل کلنی سانتی گراد درجه 44در دمای  لیوکند 

. با توجه به نتایج آزمایشات کاهش محسوسی داشتسانتی گراد درجه  37دمای که نسبت به 

 شباهت قابل توجه ای بهنیز گونه این لیل می شود که چنین تحو مورفولوژیکی بیوشیمیایی 

 .دارد کازئیپارا لاکتوکوکوس 

 dk03تست ژنتیکی برای تشخیص گونه  -9

مایع در  MRSبعد از خالص سازی در محیط کشت  کالپوشدر دوغ  dk03نمونه کلنی جدا شده 

 DNAکیفی و کمی و بررسی  DNAاستخراج  و درجه سانتی گراد کشت داده شد  37دمای 

و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی تکثیر  PCRدر غلظت بهینه با استفاده از کیت  ،استخراج شده

 شد.

نشان داد که گونه جدا شده با کید   NCBIدر سایت  منطقه ریبوزومینوکلئوتیدی توالی  blastنتیجه 

dk03  شیباهت قابیل تیوجهی بیهLactobacillus paracasei strain LOCK 0985 16S ribosomal 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_809069644
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_809069644
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RNA gene, partial sequence,  Lactobacillus rhamnosus strain BR4 16S ribosomal RNA 

al sequencegene, parti  .دارد 

 فیلوژنتیکی سپس درختچهو  الاین شده ، هم تراز یاMEGA 5نرم افزار  پس از وارد کردن توالی ها در

 .(90-4)شکل  آن رسم گردید

 

 Nearestگونه مشابه بر اساس انالیز  90درختچه فیلوژنتیکی گونه اسید لاکتیک باکتری جدا شده با   :90-4شکل

neighbor interchange  16منطقهs  ریبوزومی(The bootstrap level : 1000 pseudo-replications) 

 لاکتوباسیلوس پاراکازئی جدایه باکتری  گونه با شده جدا درختچه فیلوژنتیکی نشان داد که گونه

LB37 .بدین ترتیب مشاهده می شود که نتایج بدست آمده از توالی یابی  شباهت قابل توجهی داشت

 .مطابقت داردنتایج حاصل از تست های بیو شیمیایی  با

 باکتری های اسید لاکتیک جدا شده از نمونه ماست کلاته خیج -4-4

نوع کلنی تشخیص داده شد  دواز نظر مورفولوژی ماست کلاته خیج نمونه در پلیت کشت داده شده از 

 کدگذاری گردید: MB02, MB03  که با حروف 

 

 Lactobacillus-delbrueckii-HBUAS53154

 Lactobacillus-delbrueckii-UFV-H2b20

 Lactobacillus-delbrueckii-SB7

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-72

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-MGC14-1

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-NWAFU1444

 Lactobacillus-delbrueckii-bulgaricus-culture-collection-IMAU_80265

 DK03

 Lactobacillus-paracasei-Lb37

 DK02

 Lactococcus-lactis-NCIM2114

 Lactococcus-lactis-lactis-BS7-34

 Lactococcus-lactis-lactis-CAU721

 Lactococcus-lactis-lactis-CAU7823

100

75

100

58

56

100

0.02

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_809069644
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_809069644
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_356615790
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_356615790
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_356615790
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 MB02نمونه با کد   -4-4-9

 7مجموع باکتری های حاصل از کشت در دو رقت متوالی  ،رقیق سازی شد  92-9تا رقت  ماستنه ونم

وجود  02MBباکتری  1×810  ماست گرمدر یک پس از محاسبه در فرمولاسیون نشان داد که  9و 

 . دارد

شد و  اسید لاکتیک از عمق آگار جدا سازیباکتری کلنی مشکوک به بود.  گرد MB02شکل کلنی 

. بعد از رنگ آمیزی گرم در زیر برای اطمینان تست های اولیه رنگ آمیزی افتراقی گرم انجام شد

نتایج نشان داد که گونه جداسازی شده گرم  مشاهده شد. 922میکروسکوپ با عدسی با بزرگنمایی 

نجام شد با ا ه. در مرحله بعد تست کاتالاز بر روی نمونه جدا شد(93-4)شکل  مثبت و میله ای بود

 اسیدلاکتیک می باشد تقویت شد. باکتری توجه به کاتالاز منفی بودن این امکان که گونه جدا شده 

مشاهده می شود با توجه به شکل کلنی ها باکتری مورد نظر لاکتوباسیلوس  ویر فوقچنانچه در تص 

 است.

 

 

 

 

 

 

 

 

   استخراج شده از ماست کلاته خیج MB02 تصویر رنگ آمیزی گرم کلنی :93-4شکل 
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 MB02بررسی تولید اسید و گاز بر روی محیط قندی توسط  -8

باکتری مورد نظر قادر به تخمیر همه ، استفاده شدمذکور در این مرحله از تحقیق از منابع قندی 

به حباب گاز در لوله درهام  سوربیتول به میزان جزئی تخمیر شد. بود،و گالاکتوز  قندها بجز نشاسته 

 وترهبا توجه به تشکیل گاز می توان گفت ممکن است باکتری مورد نظر  .مشاهده شدصورت ضعیف 

 .استفرمنتاتیو 

 بررسی تحمل شرایط اسیدی و نمک های صفراوی  -2

و افزایش مشاهده شد به میزان جزئی درصد  0/2روی نمک صفراوی در سطح  رشد این باکتری ها 

بیشتر  =pH 5/2  رشد در. داشت بازدارنده اثر به طور محسوسی رشد روی درصد  3/2ک به سطح نم

بود  pH (7*102)= 2/0تعداد کلنی های رشد یافته در   02MB بود در جدایه 2/0و بیشتر از   2/4از 

به نظر می با توجه به تعداد بالا پروبیوتیک بودن آن پتانسیل بالقوه زنده مانی مشاهده شد که  20%

 رسد. 

 Dos Santus ایزوله  در تحقیقی روی سه جدایه لاکتوباسیلوس موکوسائی 0293و همکاران در سال

بودن و مقاومت به شرایط اسیدی و نمک های صفراوی مطالعه  پروبیوتیکدر خصوص  شده از شیر بز،

. آنها در شرایط شبیه CNPC006, CNPC007, CNPC009کردند. این جدایه ها عبارت بودند از 

سازی شده معده و روده قرار گرفتند که هر سه جدایه مقاومت خوبی را به این شرایط نشان دادند و 

بهترین نتیجه را  CNPC007داشتند و در این میان لاکتوباسیلوس موکوسائی  %22زنده مانی نزدیک 

ه جدایه لاکتوباسیلوس موکوسائی به نمک های صفراوی نشان داد. بر اساس این نتایج عنوان کردند س

 Dosقابلیت برگزیده شدن برای مطالعات بیشتر در خصوص پتانسیل پروبیوتیکی را دارا می باشند )

Santus,et al.,  2013). 
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De Moraes  به بررسی سه جدایه  0297در سال و همکارانCNPC006, CNPC007, CNPC009 

ژنها و مقاومت به شرایط شبیه  یلاکتوباسیلوس موکوسائی با روش های ژنتیکی و بررسی های توال

عنوان را در مقایسه با سویه های دیگر ثبت کردند و  CNPC007سازی شده پرداختند. آنها نیز جدایه 

لبنی، به عنوان یک پروبیوتیک امیدوار کننده برای استفاده در محصولات کردند که این جدایه 

 (.De Moraes,et al.,  2017) مستحق مطالعات بیشتر برای تایید و کشف پتانسیل آن است

 درجه سانتی گراد رشد 92قابل توجه بوده در حالی که در دمای  سانتی گراد درجه 37در دمای رشد 

باز هم رشد و تشکیل کلنی مشاهده شد اما تعداد کلنی سانتی گراد درجه  44ولی در دمای بود، کند 

. با توجه به نتایج آزمایشات کاهش محسوسی داشتسانتی گراد درجه  37دمای ها نسبت به 

 شباهت قابل توجه ای بهنیز گونه این چنین تحلیل می شود که و مورفولوژیکی بیوشیمیایی 

 .دارد موکوسائیلاکتوکوکوس 

 MB02گونه  تست ژنتیکی برای تشخیص -9

مایع  MRSبعد از خالص سازی در محیط کشت  لاته خیجک ماستدر  MB02نمونه کلنی جدا شده 

 DNAکیفی و کمی و بررسی  DNAاستخراج  و درجه سانتی گراد کشت داده شد  37در دمای 

 و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی تکثیر PCRدر غلظت بهینه با استفاده از کیت  ،استخراج شده

 شد.

نشان داد که گونه جدا شده با کد   NCBIدر سایت  منطقه ریبوزومینوکلئوتیدی توالی  blastنتیجه 

 MB02 شباهت قابل توجهی بهLactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain 

MAU94251 16S ribosomal RNA gene, partial sequenceI .دارد 

 فیلوژنتیکی سپس درختچهو  الاین شده ، هم تراز یاMEGA 5نرم افزار  پس از وارد کردن توالی ها در

 .(94-4)شکلآن رسم گردید 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516556568
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516556568
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516556568
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 Nearestنالیز آگونه مشابه بر اساس  99 درختچه فیلوژنتیکی گونه اسید لاکتیک باکتری جدا شده با  :94-4شکل

neighbor interchange  16منطقهs  ریبوزومی(The bootstrap level : 1000 pseudo-replications) 

  لاکتوباسیلوس موکوسائی جدایهباکتری  گونه با شده جدا درختچه فیلوژنتیکی نشان داد که گونه 

BJ18- 2 .شباهت قابل توجهی داشت   

نتایج حاصل از تست های بیو با بدین ترتیب مشاهده می شود که نتایج بدست آمده از توالی یابی 

 .مطابقت داردشیمیایی 

 MB03نمونه با کد   -4-4-0

 7مجموع باکتری های حاصل از کشت در دو رقت متوالی  ،رقیق سازی شد  92-9تا رقت  ماستنه ونم

وجود  30MBباکتری  2×810  ماست گرمدر یک پس از محاسبه در فرمولاسیون نشان داد که  9و 

 . دارد

 Lactobacillus-reuteri

 Lactobacillus-vaginalis-DNF00112

 Lactobacillus-panis-DSM-6035

 Lactobacillus-pontis-LTH-2587

 Lactobacillus-fermentum

 Lactobacillus-rhamnosus-DSM-20021

 Lactobacillus-paracasei-Lb37

 Lactobacillus-zeae_-YIT-0278

 Lactobacillus-delbrueckii-SKB1083

 Lactococcus-lactis-NCIM2114

 Lactobacillus-mucosae-BJ18-2

 MB02

100
78

99
83

81

97

90

64

59

0.2
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اسید لاکتیک از عمق آگار جدا سازی شد و  باکتری کلنی مشکوک بهبود.  بیضی MB03شکل کلنی 

. بعد از رنگ آمیزی گرم در زیر برای اطمینان تست های اولیه رنگ آمیزی افتراقی گرم انجام شد

نتایج نشان داد که گونه جداسازی شده گرم  مشاهده شد. 922میکروسکوپ با عدسی با بزرگنمایی 

انجام شد با  ه. در مرحله بعد تست کاتالاز بر روی نمونه جدا شد(92-4)شکل مثبت و میله ای بود

 اسیدلاکتیک می باشد تقویت شد. باکتری توجه به کاتالاز منفی بودن این امکان که گونه جدا شده 

 

                                 

 

 

 

 

 

مشاهده می شود با توجه به شکل کلنی ها باکتری مورد نظر لاکتوباسیلوس  ویر فوقچنانچه در تص

 است.

 MB03بررسی تولید اسید و گاز بر روی محیط قندی توسط  -8

، باکتری مورد نظر قادر به تخمیر همه استفاده شدمذکور در این مرحله از تحقیق از منابع قندی 

با توجه به عدم تشکیل گاز می توان  قندها بجز نشاسته بود، حباب گاز در لوله درهام مشاهده نشد.

 فرمنتاتیو است. همو گفت ممکن است باکتری مورد نظر

 

   استخراج شده از ماست کلاته خیج MB03 تصویر رنگ آمیزی گرم کلنی :92-4شکل 
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 بررسی تحمل شرایط اسیدی و نمک های صفراوی  -2

و افزایش سطح نمک به مشاهده شد درصد  0/2روی نمک صفراوی در سطح  رشد این باکتری ها 

و بیشتر   2/4بیشتر از  =pH 5/2  رشد در. داشت به طور محسوسی اثر کاهندهرشد روی درصد  3/2

زنده مانی  %40بود  pH (7*104)= 2/0تعداد کلنی های رشد یافته در   30MB بود در جدایه 2/0از 

 مشاهده شد که پتانسیل بالقوه پروبیوتیک بودن آن به نظر می رسد. 

 درجه سانتی گراد رشد 92قابل توجه بوده در حالی که در دمای سانتی گراد درجه  37در دمای رشد 

باز هم رشد و تشکیل کلنی مشاهده شد اما تعداد کلنی سانتی گراد درجه  44کند بود، ولی در دمای 

. با توجه به نتایج آزمایشات کاهش محسوسی داشتسانتی گراد درجه  37دمای ها نسبت به 

 شباهت قابل توجه ای بهنیز گونه این چنین تحلیل می شود که و مورفولوژیکی بیوشیمیایی 

 .دارد دلبروکی -بولگاریکوس لاکتوکوکوس 

 MB03تست ژنتیکی برای تشخیص گونه  -9

مایع  MRSبعد از خالص سازی در محیط کشت  لاته خیجک ماستدر  MB03 نمونه کلنی جدا شده

 DNAکیفی و کمی و بررسی  DNAاستخراج  و درجه سانتی گراد کشت داده شد  37در دمای 

پرایمرهای اختصاصی تکثیر و با استفاده از  PCRدر غلظت بهینه با استفاده از کیت  ،استخراج شده

 شد.

نشان داد که گونه جدا شده با کد   NCBIدر سایت  منطقه ریبوزومینوکلئوتیدی توالی  blastنتیجه 

 MB02 شباهت قابل توجهی بهLactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain 

MAU94251 16S ribosomal RNA gene, partial sequenceI .دارد 

 فیلوژنتیکی سپس درختچهو  الاین شده ، هم تراز یاMEGA 5نرم افزار  پس از وارد کردن توالی ها در

 .(92-4)شکل آن رسم گردید 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516556568
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516556568
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516556568
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 Nearestگونه مشابه بر اساس انالیز  90درختچه فیلوژنتیکی گونه اسید لاکتیک باکتری جدا شده با   :92 -4شکل

neighbor interchange  16منطقهs  ریبوزومی(The bootstrap level : 1000 pseudo-replications) 

  لاکتوباسیلوس دلبروکی جدایه باکتری گونه با شده جدا درختچه فیلوژنتیکی نشان داد که گونه

SKB1083 .شباهت قابل توجهی داشت  . 

نتایج حاصل از تست های بیو  بابدین ترتیب مشاهده می شود که نتایج بدست آمده از توالی یابی 

 .مطابقت داردشیمیایی 

 پلی ال لایزین  - Ɛشناسایی  جست و جو و -4-2

Ɛ - پلی ال لایزین (ε-PL) است یزین تشکیل شده است. یک بیوپلیمر طبیعی اواحد ال ل 32تا  02 از

در صنعت غذا و دارو استفاده می شود. این ترکیب روی طیف وسیعی از باکتری های گرم منفی، که 

 .(Shima et al. 1984) می باشد نتی میکروبیآویژگی دارای مثبت، قارچ ها و مخمرها 

در کره، ژاپن و  .(Shih et al. 2004, 2006)بدون اثر سمی می باشد  ،این ترکیب در آب حل شده 

از گونه  ε-PLامریکا به طور وسیعی استفاده می شود و منبع گلوکز مهمترین سوبسترا برای تولید 

 Streptomyces albulus S 410 (Kahar et al. 2001), Streptomyces albulus IFO 14147 های

(Shih et al. 2006) and Kitasatospora sp. MY5.36 (Zhang et al. 2010).  در این کشورها می

 Streptomyces albulusمی باشد. پلی ال لایزین  - Ɛباشد. استرپتومایسس مهمترین منبع تولید 

 Lactobacillus-panis-DSM-6035

 Lactobacillus-vaginalis-DNF00112

 Lactobacillus-reuteri

 Lactobacillus-pontis-LTH-2587

 Lactobacillus-fermentum

 Lactobacillus-ingluviei-F3-3

 Lactobacillus-rhamnosus-DSM-20021

 Lactobacillus-paracasei-Lb37

 Lactobacillus-zeae_-YIT-0278

 Lactobacillus-delbrueckii-SKB1083

 MB0

 Lactococcus-lactis-NCIM2114

 Lactobacillus-mucosae-BJ18-2

 MB02

99

76

100
100

98
74

96

47

86

50

0.2

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4569627/#CR21
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4569627/#CR15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4569627/#CR16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4569627/#CR9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4569627/#CR16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4569627/#CR25
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 Shima and Sakai 1977, 1981a, b; Shima et) یزین می باشداال ل پلی - Ɛمهمترین گونه مولد 

al. 1984). 

با  است.یزین اال ل پلی - Ɛپایین تر در مرحله رشد محرک تولید  pHتحقیقات نشان می دهد که در  

 انجام شده اولیه گرفتن تحقیقاتدر این مرحله از تحقیق با در نظر یزین اال ل پلی - Ɛتوجه به اهمیت 

)که نتایج درختچه فیلوِژنتیکی و تست های بیوشیمیایی نشان داد که به  dd01نشان داد که واریته 

تولید شباهت قابل توجه ای داشته( توانایی قابل توجهی در  SB7جدایه  ونه لاکتوباسیلوس دلبروکلیگ

Ɛ - دارد.  پلی ال لایزین 

 بهینه سازی به روش آماری سطح پاسخ 4-2-9

 یند می باشد.آآزمایش های بهینه سازی، بدست آوردن یک مدل ریاضی برای پیش بینی رفتار فر

طرح های بهینه سازی از عوامل کمتری نسبت به طرح های معمولی برخوردار بوده ولی این عوامل 

وش سطح پاسخ یک روش آماری برای ر .( (Strobel, et al., 1999 تاثیر گذار می باشند شدیداً

طراحی آزمایشات، ارزیابی تاثیر فاکتورهای مختلف و یافتن شرایط اپتیمم برای بازده مطلوب می باشد 

 ,.Urkut, et al)و به طور وسیعی برای بهینه سازی شرایط کشت و پارامترهای دیگر استفاده می شود 

ر افزایش میزان تولید پلی ال لایزین می ضاز آنجایی که هدف از این مرحله در تحقیق حا .(2007

باشد، بازه ای از دو ترکیب کلیدی منبع کربن )گلوکز( و منبع نیتروژن )پودر سویا( انتخاب گردید 

 RSMو میزان این دو ترکیب به منظور افزایش تولید پلی ال لایزین به روش آماری  (9-4)جدول 

 بهینه شد.

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4569627/#CR17
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4569627/#CR18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4569627/#CR19
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4569627/#CR21
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 RSM وابسته در روش آماری رهای غیر: میزان واقعی و کد شده متغی9-4 جدول                 

    سطح  عامل

 1112/1- 1- 0 1 1112/1 

 5/47 40 5/14 25 8/15 گلوکز )گرم در لیتر( 

پودر سویا)گرم در 

 لیتر(

85/15 6 5/10 15 8/16 

 

مشخص است اثرات خطی پودر سویا و گلوکز در میزان پلی ال لیزین در  9-4همانطور که از جدول 

پلی  - Ɛپودر سویا برای مقدار  - اثرات متقابل گلوکز  (P <0.01) .باشنددار میکشت، معنی،   محیط

پلی ال  - Ɛدر مورد اثر درجه دوم بر تولید   < P) (0.01باشند دار نمیدر توده زیستی معنی ال لایزین

در پلی ال لایزین  - Ɛمدل رگرسیون را برای  9. معادله P) (0.01>باشد دار میمعنیر سویا پود لایزین

دهد. مقدار عددی نشان می Design expertافزار محیط کشت پس از تجزیه و تحلیل نتایج توسط نرم

ها در مدل داده دهنده میزان انطباقنشان 83/2 پلی ال لایزین - Ɛبرای فرمول  )2R(ضریب تعیین 

است رابطه بین  توان چنین نتیجه گرفت که مدل رگرسیون بخوبی توانستهباشد و میرگرسیون می

همچنین  بینی کند.را نشان داده و پیش پلی ال لایزین - Ɛسویا( و تولید  شرایط کشت )گلوکز و پودر

دار است که نشان دهنده بر ارزش خوب مدل می باشد. جدول غیر معنی مدل نهایی دارای عدم تطابق

 دهد.را برای مدل رگرسیون نشان می pهای رگرسیون و مقادیر ضریب 4-0

 

 

 

 پودر سویا( Bگلوکز و  A) پلی ال لایزین - Ɛبرای مدل  ANOVAپارامترهای  -0-4جدول               
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تمنبع تغییرا   

  میانگین مربع         درجه آزادی

   

f P 

               Ɛ - پلی ال لایزین  Ɛ - پلی ال لایزین  Ɛ - پلی ال لایزین  Ɛ - پلی ال لایزین  

 

297/0229 2 مدل  
 

29929 /92   
 

2989/2  

A-47/7230 9 گلوکز  84287/32  2229/2  

B-807/3797 9 پودر سویا  07229/92  2974/2  

AB 9 2494/039  829700/2  3942/2  

2A 9 024442/2  209208/2  9820/2  

2B 9 900/9973  998749/4  2839/2  

ماندهباقی  4 3883/043    

2304/304 3 عدم تطابق  99929/92 9989/2 

   2.22 9 خطای خالص

     

 باشد.می  83/2 پلی ال لایزین - Ɛبرای فرمول رگرسیون مربوط به   2Rمیزان                               

گلوکز از پودر سویا بالاتر می باشد که نشان  fمشاهده می شود میزان  0-4همانطور که در جدول 

 مرکب طرح. می باشد پلی ال لایزین - Ɛدهنده تاثیر قابل توجه این سوبسترای کلیدی در تولید 

همانطور  .است شده گزارش 3-4 جدول در ها داده واقعی میزان همراه به پاسخ سطح روش مرکزی

کاهش یافته است و  پلی ال لایزین - Ɛدیده می شود با افزایش میزان سویا میزان  3-4که در جدول 

کاهش یافته  پلی ال لایزین - Ɛهمچنین با ثابت نگه داشتن میزان سویا و افزایش میزان گلوکز میزان 

( افزایش سطح پروتئین گرم در لیتر 02نشان می دهد که در سطح پایین گلوکز ) 4 -3جدول  است.

یافت پی پی ام کاهش  908به  982گرم در لیتر میزان گاماپلی ال لیزین از  92به  2پودر سویا از 

(. در سطوح ثابت سویا به عنوان منبع نیتروژنی افزایش منبع کربنی )گلوکز( کاهش قابل 3و 9)نمونه 

(. چنین تحلیل می 2و  0، نمونه 4و  9)نمونه ایجاد نشده است  پلی ال لایزین - Ɛتوجه ای در میزان 

 می شود.    پلی ال لایزین - Ɛژنی و منبع کربنی باعث کاهش تولید وشود که افزایش منبع نیتر

 RSMیر اعمال شده بر روی پاسخ در روش احی آزمایش ها و نتایج از دو متغطر: 3-4 دولج
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P = 364.78─1.95×A─24.97 × B+7.55×10-2 (A × B)─(2.12×10-3) × A2+(7.9×10-1) ×B2 

 

   Ɛ - پلی ال لایزین Ɛ - پلی ال لایزین 

 شده بینی پیش پاسخ پاسخ مشاهده شده پودر سویا گلوکز نمونه

9 02 92 79/908  79/908  

0 2/47  2/92  79/908  79/908  

3 02 2 982 024 

4 72 92 922 28/922  

2 39899/78  2/92  92 02/94  

2 2/47  932238/4  39/989  322/980  

7 2/47  2/92  908 9/939  

9 2/47  92382/92  942 39/939  

8 72 2 79/908  79/908  

92 29298/92  2/92  84/998  972 

  

های ضریب مدل چند جمله ای درجه دوم پس از تجزیه و تحلیل توسط نرم افزار و حذف عبارت

 ( می باشد.0در نرم افزار بدست آمد و نتیجه حاصل معادله ) Forwardغیرمعنی دار توسط روش 

 

به ترتیب مربوط به میزان  Bو  Aمی باشد.  به پی پی ام پلی ال لایزین - Ɛمیزان مربوط به  Pمیزان 

    گلوکز و پودرسویا بر حسب گرم در لیتراست.

  پلی ال لایزین - Ɛمیزان نتایج  -4-2-0

دهد. نشان می پلی ال لایزین - Ɛتاثیر سطوح مختلف گلوکز و پودر سویا را بر میزان  97-4نمودار 

 پلی ال لایزین - Ɛگلوکز افزایش یابد میزان سطح پاسخ نشان می دهد که هرچه میزان پودر سویا و 

( g/l 2( و پودر سویا )g/l02) در غلظت گلوکز پلی ال لایزین - Ɛیابد. بیشترین مقدار  می کاهش

 (2معادله )
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 Ɛبدست می آید. تحقیقات وسیعی نشان داده که ترکیبات محیط کشت تاثیر قابل توجه ای در تولید 

از  پلی ال لایزین - Ɛبر روی بهینه سازی تولید  0299و همکاران در سال  Guo. دارد پلی ال لایزین -

به روش سطح پاسخ تحقیقی انجام دادند نتایج نشان  Streptomyces diastatochromogenesگونه 

 22می باشد غلظت بهینه گلوکز یزین اال ل پلی - Ɛداد که گلوکز منبع کربنی مناسبی برای تحریک 

 گرم در لیتر گزارش شد.  8/2در این تحقیق یزین اال ل پلی - Ɛگرم در لیتر گزارش شد میزان بهینه 

 

گونه باکتری  با متغیرهای گلوکز )پی پی ام( به وسیله ی  پلی ال لایزین - Ɛبرای تولید  RSMمنحنی  :97-4 نمودار

(A( و پودر سویا )B) 

 مقادیر بهینه پیش بینی شده توسط مدل درجه دوم برای متغیرها -4-2-3

و ( Aبرای متغیر های گلوکز ) Design Expertمقادیر بهینه پیش بینی شده با استفاده از نرم افزار 

گرم در لیتر می باشد  09/2و  23/02( به منظور تولید حداکثری پلی ال لیزین به ترتیب Bپودر سویا )

پی پی ام پیش بینی شد. در حالی که مقادیر پیش بینی شده برای تولید  00/988میزان محصول 

( به ترتیب B)( و پودر سویا Aپی پی ام( برای متغیرهای گلوکز ) 89/84 ) پلی ال لایزین - Ɛحداقلی 

 گرم در لیتر می باشد. 42/90و  72

Design-Expert® Softw are

R1

198.31

80

X1 = A: A

X2 = B: B

  25.00

  36.25

  47.50

  58.75

  70.00

6.00  

8.25  

10.50  

12.75  

15.00  

80  

112.5  

145  

177.5  

210  

  
R

1
  

  A: A  
  B: B  
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 پلی ال لایزین - Ɛارزیابی مدل رگرسیون تولید  -4-2-4

اعمال گردید. محیط  پلی ال لایزین - Ɛبه منظور ارزیابی مدل، شرایط پیش بینی شده مدل تولید 

گرم در لیتر گلوکز و پودر سویا بود و  09/2و  23/02حاوی  پلی ال لایزین - Ɛکشت مناسب تولید 

pH  روز تخمیر میزان  3م شد. پس از یتنظ 2/2اولیهƐ - پی پی ام بدست آمد که  022یزین اال ل پلی

بود نزدیکی قابل توجهی دارد. میزان  پی پی ام 00/988با نتایج پیش بینی شده از فرمول که میزان 

درصد می باشد که نشان دهنده انطباق میزان پیش بینی شده نتایج با میزان واقعی می  08/2خطا 

 باشد.

 نتیجه گیری کلی:  

در این پژوهش با توجه به اهمیت باکتری های اسید لاکتیک در سلامت انسان و کاربرد وسیع در 

خاصی از کشور صنعت غذا به شناسایی و جداسازی باکتری های بومی از لبنیات سنتی منطقه 

 پرداخته شد.

استفاده از روش های فنوتیپی و تست های بیوشیمیایی روش خوبی برای شناسایی سویه ها در سطح  

گونه شناخته شد. به طوری که نتایج بدست آمده از یک مرحله به ارزیابی نتایج مراحل دیگر کمک 

ا قابل توجهی نمود. همچنین روش های مولکولی برای شناسایی دقیق تر در سطح گونه انجام شد. ب

پیشرفت های صورت گرفته در سطح مولکولی، تکنیک های ژنوتیپی زیادی به عنوان ابزاری برای 

شناسایی گونه ها بکار می رود. در مقایسه با روش های شناسایی فنوتیپی مزیت عمده روش های 

، بالا بودن قدرت تفکیک و قابلیت اجرای آنها به صورت عمومی و همچنین DNAشناسایی بر اساس 

 (.Durme, et al., 2001رار پذیری آنها می باشد )تک

سویه لاکتو باسیلوس و لاکتوکوکوس جدا سازی شده در این پژوهش  9نتایج توالی یابی در مورد 

ثبت شده در بانک ژنی بود   16S rRNAحاکی از تشابه کامل توالی های مورد نظر با توالی های ژن 

 : که شامل زیر گونه هایی از
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Lactobacillus Delbruckii SkB1083, Lactobacillus Delbruckii SB7, ،Lactobacillus 

Delbruckii bulgaricus TW49-1 ،Lactococcus lactis-NCIM 2114 ، Lactobacillus 

Paracasei Lb37، Lactobacillus Mocosae-BJ18-2 .می باشند 

نتایج حاصل از تست های بیوشیمیایی مطابقت دارد. با و همچنین نتایج به دست آمده از توالی یابی با 

توجه به این که این سویه های شناسایی شده بومی دارای خواص پروبیوتیکی از جمله مقاومت به 

شرایط اسیدی معده و نمک های صفراوی می باشند می توان از این سویه ها به عنوان استارتر در 

 محصولات لبنی صنعتی استفاده نمود.

در جدایه ها پرداخته شد با توجه به یزین اال ل پلی - Ɛشناسایی متابولیت ارزشمند به گام بعدی در 

مثبت  dd01,dd03در نمونه دوغ کلاته خیج در جدایه های  پلی ال لایزین - Ɛآزمون های اولیه وجود 

به حدی بود که برای آزمایش قابل تأمل باشد. بعد از انجام dd01 در جدایه ارزیابی شد و میزان 

با استفاده از روش سطح پاسخ بررسی تغییر اسپکتروفوتومتری و اطمینان از وجود این متابولیت 

( از طریق افزودن گلوکز و پودر سویا به نیتروژنترکیبات کلیدی محیط کشت )کربوهیدراتها و منابع 

 کاهشگلوکز که هرچه میزان پودر سویا و  دادسطح پاسخ نشان  مدلمحیط کشت پایه صورت گرفت. 

غلظت گلوکز در  پلی ال لایزین - Ɛیابد. بیشترین مقدار  افزایش می پلی ال لایزین - Ɛمیزان  ،یابد

(gr/l 23/02( و پودر سویا )gr/l 09/2 ) آمدبدست .  

 پیشنهادات  

با توجه به شرایط اقتصادی و تحریم های فعلی و نیاز به خود کفائی ملی تحقیقات بسیاری در دانشگاه 

ها در خصوص شناسایی باکتری های اسید لاکتیک گردیده است اما کمتر کسی به دنبال جداسازی و 

 & Rخش ایزوله سازی باکتری شناسایی شده و لیوفیلیزه نمودن و تست باکتری جداشده حداقل در ب

D  در صنعت کشور پرداخته است و تحقیقات این چنینی زمانی ارزشمند است که به کار گرفته شود و

این میسر نمی گردد جز با گرد هم آیی و عزم ملی در این مهم، علی الخصوص که در حال حاضر یکی 

ا و علی مصرف پروبیوتیک هبا سرطان دستگاه گوارش است و  جامعه کنونی ار بیماری های عمده
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الخصوص باکتری هایی با پتانسیل تولید چنین متابولیت های ارزشمندی سلامت جامعه ارتقا یافته و 

همان گونه که بر همگان محرز است افکار بدیع در بدن های سالم به ظهور می رسند باشد که 

 تحقیقات این چنینی جنبه صنعتی نیز پیدا کنند.
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 پنجمفصل 

 منابع
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 منابع -2-9

 ، تجدید نظر اول."ویژگی ها -کشک خشک"(، 9394) 9999 استاندارد ملی ایران، شماره

، تجدید نظر "ویژگی ها و روش های آزمون -کره پاستوریزه "(، 9382) 920استاندارد ملی ایران، شماره 

 ششم.
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 ، تجدید نظر دوم."ویژگی ها و روش های آزمون -سادهدوغ "(، 9397) 0423استاندارد ملی ایران، شماره 

جداسازی باکتری لاکتوباسیلوس "(، 9398ایزدی م، فولادی م ح، شریفی سیرچی غ ر، امینی ج )

، مجله بیوتکنولوژی "اسیدوفیلوس از نمونه های ماست شهرستان شهر بابک و شناسایی ملکولی آن

 .90-9، صفحه 0، شماره 0کشاورزی، دوره 

 

 ف خلفی مزرعه فرجی ن، صدرانی مدرس ع، نصیری ز، رخشیدن ا، ت خیاوی اکبرزاده ر، خیاوی بهلولی

 ،3 شماره تشخیص، و آزمایشگاه فصلنامه آن، کاربردهای و انواع ،PCRبر ضروری و جامع مروری " ،(9382)

 .29-27 صفحه

 

 "(PCR) پلیمراز ای زنجیره واکنش کاربردی سازی بهینه" ،(9382) ف جوان افضل خ، الاحمدی جامی

 .922 -90 صفحه مشهد پزشکی علوم دانشگاه انتشارات

 

 لاکتیک اسید های باکتری پروبیوتیکی خواص بررسی و شناسایی"( 9384) ن مژگانی م، قاسمی حاجی

 –4 شماره – 8 سال ایران، پزشکی بشناسی میکرو مجله ،"ژنوتیپی و فنوتیپی های ویژگی اساس بر بومی

 .24-49 صفحه

 

 دوغ از جداشده های باکتری اسید لاکتیک هویت تعیین و شناسایی " ،(9399) پ نیا آزاد ح، ع ناظر خان

 صفحه ،3 شماره ،92 دوره ،(شیراز دانشگاه) ایران دامپزشکی تحقیقات مجله ،"فارس استان عشایر سنتی

032-042 . 

 

تولید اگزو پلی ساکارید از لاکتوباسیل های جدا  "(، 9389خدابخش م، تاج آبادی ابراهیمی م، هاشمی م )

، صفحه 9، فصلنامه بیوتکنولوژی و میکروبیولوژی کاربردی، سال اول، شماره "شده از کشک منطقه لیقوان

93-922. 

 

 ها لاکتوباسیلوس مختلف های سویه جداسازی" ،(9380) و جهرمی خواه حمایت ن، نامدار ا، ک دری

 ،"معده و روده زای بیماری مهم های باکتری بر آنها متقابل تاثیر و جهرم شهرستان لبنی محصولات از

 . 09 -00 صفحه هفتم، دوره آزمایشگاهی، علوم مجله
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 کمک به سومار ناحیه عشایر گوسفندی دوغ میکروبی تنوع مقایسه " ،(9387) ش حسامی ن، دعوتی

 صنایع و علوم های پژوهش مجله ،"کشت به وابسته مولکولی و یابی توالی جدید نسل های روش

 .پنجم شماره چهاردهم، سال غذایی،

 

 تک شتر شیر دوغ لاکتیک اسید باکتریهای شناسایی و جداسازی" ،(9384) س زیبایی ن، دعوتی

  کوهانه

 -399 صفحه ،94 دوره ،22 شماره غذایی، صنایع و علوم ،"آنها تکنولوژیکی خواص بررسی و ایرانی

300. 

 

 علوم دانشگاه علمی مجله ،"اتوپیک های بیماری با ماست مصرف رابطه " ،(9392) ر،  م رحمانی

 .         22 -29 صفحه ششم، و بیست شماره هفتم، سال کردستان، پزشکی

    

 با لاکتوباسیلوس های باکتری شناسایی و جداسازی" ،(0292) ع ح ساسان م، خالقی ن، تابناک رخ

 ،9 شماره ، 92 سال ایران، پزشکی بشناسی میکرو مجله ،"کرمان سنتی لبنیات از پروبیوتیکی پتانسیل

 .34 -02 صفحه

 

 ماست در آغازگر های باکتری مانی زنده قابلیت بررسی " ،(9383) ل خلفی و، نوغانی فدائی ه، زاهدی

 غذائی، مواد نگهداری و فرآوری نشریه ،"پرتقال پوست از شده استخراج روغن و فلاوونوئید با شده غنی

 .994 -87 صفحه ،0شماره ششم، جلد

 

جداسازی و بررسی میزان تولید "(، 9389سرمست قهفرخی ا، مبینی دهکردی م، بهشتی مآل ک )

اسید لاکتیک در لاکتوباسیلوس های بومی استان چهارمحال و بختیاری جداسازی شده از محصولات 

-49، صفحه 3یسم ها، سال اول، شماره پژوهشی زیست شناسی میکروارگان -، فصلنامه علمی "لبنی 

20. 

 

  فرهنگ انتشارات اول، چاپ ،"بیماری و سلامتی در تغذیه نوین اصول" ،(9323)  م نوری سعادت

 .تهران
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غربال گری لاکتوباسیل های بومی ایران از نظر  "(، 9383سلیمانی فرد ف، قبادی دانا م، پیراوی ونک ز )

پژوهشی زیست شناسی میکرو ارگانیسم  -، فصلنامه علمی"سویه های برترتولید اسید لاکتیک و شناسایی 

 .922-922، صفحه 92ها، سال چهارم، شماره 

 

 گونه های شناسایی و جداسازی " ،(9383) ف نمدی میرزا ی، لو مقصود م، خمیری ش، نمین سلیمی

 هفتم، جلد غذایی، مواد نگهداری و فرآوری نشریه ،"آنها اسیدی فعالیت تعیین و خام شیر از لاکتوباسیلوس

 .72-29 اول، شماره

 

 دانش ملی همایش دومین ،"غذا طبیعی نگهدارنده عنوان به لایزین ال پلی بر مروری " ،(9387) م صمدی

 .تهران ایران، زیست محیط و طبیعی منابع کشاورزی، علوم فناوری و

 های باکتری وسیله به (GABA) اسید آمینوبوتریک گاما تولید "،(9380) م ربانی ا، اسماعیلی م، طاهرزاده

 .22-42 صفحه ،9 شماره شانزدهم دوره بابل، پزشکی علوم دانشگاه مجله ،"اسیدلاکتیک

 

 در فراسودمند ترکیباتی ساکاریدها پلی اگزو " ،(9380) ف فرهادیان ا، دوست احسان ف، لقمانی طیب

 .غذایی صنایع و علوم ملی کنگره یکمین و بیست ،"لبنی محصولات خواص بهبود

 

 اسید باکتریهای مولکولی شناسایی و جداسازی " ،(9387) ص، امیری م، باری رضازاده ا، ظفرمختاریان

 ،78 شماره غذایی صنایع و علوم مجله "گوسفندی ماست و شیر از ساکارید پلی کننده اگزو تولید لاکتیک

 .020-043 صفحه ،92 دوره

 

 های سویه تلقیح با پروبیوتیکی ماست تولید و تهیه " ،(9398) ه زمانی پ، یغمایی ش، عریان

 سرم در لیپیدی های متابولیت کاهش در آنها تاثیر و معمولی ماست با آن مقایسه و GG لاکتوباسیلوس

 آزاد دانشگاه میکروبی فناوری زیست پژوهشی -علمی مجله"ویستار نژاد نر صحرایی های موش خون

 . 90-7 صفحه پنجم، شماره دوم، دوره اسلامی،

 اول، چاپ ،"پنیر تولید آوری فن " ،(9390()نویسنده) سن کریستین بوخ( ترجمه) ف فرهنودی

 .9 صفحه ،(پگاه) ایران شیر سهامی شرکت

 

 غذا ای منطقه همایش ،"غذایی مواد کیفیت بهبود و ساکاریدها پلی اگزو معرفی " ،(9399) م قمری
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 .بیوتکنولوژی و

 

 لاکتیک اسید های باکتری ژنتیکی گوناگونی بررسی و شناسایی " ،(9382) م نسائی علی ت، کفیلی

 شماره هفتم، دوره مولکولی، -سلولی بیوتکنولوژی های تازه مجله ،"تالشی رسیده پنیر در آغازگر غیر

 .ششم و بیست

 

دانشگاه تهران، صفحه انتشارات  ،"ورده های شیری تخمیریآپنیر و فر " ،)9374کوزیکووسکی ف )

9-924. 

 . مازندران دانشگاه انتشارات اول، چاپ ،"میکروبیولوژی در ها تکنیک " م، محسنی

 

 چاپ ،"غذایی مواد میکروبیولوژی اطلس " ،(9394) ه س پرور حسینی ، ا پور خانی ع، س مرتضوی

 .924-92 مشهد، فردوسی دانشگاه انتشارات اول،

 

 هیگتون گری مورگان، ال نیل ویتز، جی مایکل( مترجم) آ کوچکی ع، س مرتضوی

 فردوسی دانشگاه انتشارات اول، چاپ ،"صنعتی میکروبیولوژی بر ای مقدمه " ،(9393()نویسنده)

 .28-22 مشهد،

 

 غذایی های فرآورده و ها پروبیوتیک بر مروری " ،(9392) س وندی سهراب م،. ا مرتضویان

 .32 شماره آتا، انتشارات ،"پروبیوتیک

 

 اثر طیف بررسی و تخلیص جداسازی، شناسایی، " ،(9382) م تنگستانی س، میردامادی

 سویه چند باکتریوسینهای

 شماره ،9 دوره غذایی مواد بهداشت مجله ،"ایران لبنی محصولات از شده جدا بومی لاکتوباسیلوس

 .97-22 صفحه ،(3)3

 

. اول جلد. اول چاپ. "لبنی های فرآورده و شیر میکروبیولوژی " ،(9390) ح نخچیان م، نجفی نجف
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 .28-22 صفحه. توس پژوهش انتشارات

 

 های باکتری مولکولی و بیوشیمیایی شناسایی و جداسازی " ،(9380) ر ع نژاد تاری ط، نریمانی

 صنایع و علوم فصلنامه ،"خوی شهرستان سنتی ماست و گاوی شیر از پروبیوتیکی پتانسیل با لاکتوباسیلوس

 .909 -992 ،(90) 49 غذایی،

 محصولات از لاکتیکی باکتریهای شناسایی و جداسازی " ،(9383) ا م حجازی ر، ع نژاد تاری ط، نریمانی

 .92-03 ،(99) ،3شماره ،3دوره غذایی، مواد بهداشت ،"ورزقان و هریس کلیبر، سنتی لبنی

 انتشارات ،" ایران شیر صنایع سهامی شرکت های آزمایشگاه کار آیین " ،(9374) ف شهبازلو ث، پور نواب

 .تهران شیرپاستوریزه کارخانجات. ایران شیر صنایع شرکت

 

 .تهران دانشگاه چاپ و انتشارات موسسه "عمومی میکروبیولوژی " ،(9327) ا نوحی

 

 های پروبیوتیک مانی زنده ای مقایسه بررسی" ،(9383) ک دارانی خسروی و، نوغانی فدائی ر، ح بخت نیک

 ،"مختلف مراحل و دمایی شرایط تحت شده هموژنیزه شیر از حاصل چرب کم قالبی ماست در انتخابی

 .99-3 صفحه ،4 شماره اول، سال غذایی، نوین های فناوری و علوم فصلنامه

 

 های باکتری بقای قابلیت بر نعناع عرق اثر " ،(9399) م جعفری و م، نژاد کاشانی م، خمیری ص، ا وثوق

 شماره شانزدهم، جلد طبیعی، منابع و کشاورزی علوم مجله ،"(دوغ) ایران سنتی  نوشیدنی در پروبیوتیک

 .924-922: صفحات اول،

 

 و پزشکی علوم دانشگاه انتشارات ،"بیوتیک سین و بیوتیک پری پروبیوتیک، " ،(9397) ع راد همایونی

 .تبریز درمانی و بهداشتی خدمات
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Abstract 

In the present study,the traditional dairy products included cheese, yoghurt, 

dough and dried whey in various rural eras of shahrood province like 

Calpoush, Kalate khij and Mojen were isolated to considere to hygiene 

standard condition. The Single colony of suspicious acid lactic bacteria 

which were grown in central MRS agar were selected for further 

identification.  Diagnosis tests and macro and micro form of bacteria were 
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applied to initially recognize the species, subsequently 16S rRNA was used 

to precisely confirm species obtaining from previous examination. The 

results revealed that the isolated bacteria from Kalate khij dough were 

highly similar to Lactobacillus Delbruckii SB7,Lactobacillus Delbruckii-

bulgaricus TW49-1, the bacteria isolated from Kalpoush dough was so 

similar to Lactobacillus Paracasei Lb37 and Lactococcus lactis-NCIM 

2114. The similar species of Lactobacillus Mocosae-BJ18-2 and  

Lactobacillus Delbruckii SkB1083 were also detected in kalate khij 

yoghurt. ε poly l lysine produced was also analyzed in all isolated bacteria. 

Initial experimentation indicated that Lactobacillus Delbruckii-bulgaricus 

obtained from kalate khij dough was determined as a good source of ε-poly 

l lysine. Carbon (glucose) and protein (soy bean powder) sources as 

variable factors were optimized using response surface method for higher  

Ɛ- poly-l- lysine production. In optimal condition 205 ppm of this vital 

component was attained after 3 days of fermentation time which was so 

close to predicted value obtained by RSM (199.22). The model indicated 

that a reduction in two variable factors had a positive effect on Ɛ- poly-l- 

lysine. The highest quantities of Ɛ- poly-l- lysine was obtained in the 

medium containing 26.03 gr/l glucose & 6.28 gr/l soy bean powder. 

Lactic acid bacteria, ε-poly l lysine metabolit, NCBI, RSM model.    Key words: 
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