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Abstract 
Exopolysaccharides (EPSs) synthesized by lactic acid bacteria have the potential to be used as food additives 
with health benefits. The aim of this study was to investigate the production of EPS by strains isolated from 
traditional dairy in Kerman and their characterizations. The production of EPSs was measured by phenol-
sulphuric acid method. The results were compared with the standard curve of glucose (mg/L). The EPSs 
production pattern was assessed with the pattern of bacterial growth as well as the effects of temperature and 
acidity changes on the EPSs production. In order to characterize EPSs, Fourier transform infrared (FTIR) 
spectrum was done. Finally, highest EPS producing isolates were identified by molecular methods. Our results 
show that all 20 examined isolates produced both cell-bound and released EPSs. Among them, two isolates were 
belonged to Lactococcus lactis and Enterococcus faecium. The highest EPS production was observed at 37℃, 
pH 7.5 and started at late logarithmic phase. Identified functional groups from the purified EPSs obtained by 
infrared spectroscopy were include (O-H), (C-H) and (C=O) aldehyde groups. Here, for the first time our results 
show that isolated bacteria from traditional dairy in Kerman province have the ability to produce both cell-
bound and released EPSs. 
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Extended Abstract 
 
Introduction 
Mesophilic lactic acid bacteria are used as 
starter cultures in traditional fermented 
milks, industrial processes, and in the 
dairy industry. Some of them produce 
lactic acid, flavor compounds, and 
bacteriocins. Several strains also have the 
ability to secrete exopolysaccharides. Most 
exopolysaccharide-producing lactic acid 
bacteria belong to the genera 
Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 
Leuconostoc, and Pediococcus. Some 
strains of Bifidobacterium have also 
shown the ability to produce these 
exopolysaccharides. Exopolysaccharides 
are highly variable polymeric groups. 
Many plant-derived polysaccharides, such 
as starch, pectin, and gum, are used as 
thickeners and gelling agents. In recent 
decades, microbial exopolysaccharides 
have replaced plant polysaccharides, 
which have the above properties and are 
obtained in large quantities and with a 
higher degree of purity. The first group of 
microbial polysaccharides is a capsule that 
is located on the cell surface and plays an 
important role in protecting microbes 
against phage attack, phagocytosis, toxic 
compounds, and antibiotics. The second 
group is exopolysaccharides that are 
secreted outside the cell. Due to their 
physical and chemical properties, 
exopolysaccharides are widely used in the 
food industry as viscosifying, gelling, and 
thickening agents. These compounds are 
used in the removal of heavy metals and in 
the pharmaceutical industry as drug 
delivery agents. Their biological effects 
include anticancer, antiviral, anti-
inflammatory, cholesterol-lowering, and 
blood sugar-lowering properties. They can 
also remain stable in the digestive tract and 
have a prebiotic effect. The aim of this 
study is to investigate the ability of 
exopolysaccharide production in strains 
isolated from local dairies in Kerman 

province and to determine the nature of the 
exopolysaccharide produced. 
 
Methods 
Local dairy samples were collected from 
villages in Kerman province and cultured 
on MRS agar medium to isolate probiotic 
bacteria. After morphological examination 
and Gram and catalase tests, 20 isolates 
were selected. Bound and released 
exopolysaccharides were extracted by 
physical and chemical methods and 
quantified by phenol-sulfuric acid method. 
Exopolysaccharide-producing strains were 
identified using glucose standard curve. 
The growth pattern and exopolysaccharide 
production of the selected isolates were 
studied simultaneously and at 6-hour 
intervals. The effect of temperature (25 to 
42 °C) and pH (6.5 to 8) on the rate of 
exopolysaccharide production in two 
isolates C-7 and C-10 was studied. Initial 
identification was done by biochemical 
tests and final by 16S rRNA gene 
sequencing. PCR reaction was performed 
with primers F8 and R1541 and the 
products were electrophoresed in agarose 
gel. Sequence alignment with NCBI and 
EBI databases and phylogenetic analysis 
were performed with MEGA software. 
Purified exopolysaccharide samples were 
prepared for FTIR spectroscopy by KBr 
pelleting method. All experiments were 
performed with equal repetition and data 
were analyzed by one-way analysis of 
variance. Significant differences between 
means were evaluated by Tukey test at the 
95% level. This study sought to find 
indigenous Lactobacillus strains with high 
potential for exopolysaccharide 
production. Optimal environmental 
conditions for maximum 
exopolysaccharide production were also 
determined. The findings can be used in 
the development of functional and 
probiotic food products. 
 
Results and Discussion 
Of the 46 samples studied, 20 isolates 
were selected based on microbial 
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phenotypic tests, of which two isolates C-
10 and C-7 were selected for further 
research based on the amount of 
exopolysaccharide production. The highest 
amount of bound exopolysaccharide was 
reported for sample C-7 and then C-10, 
which were 21 and 15 mg/L, respectively, 
and the range of bound exopolysaccharide 
production was (0.03-21) mg/L. In the 
case of released exopolysaccharide, the 
highest amount was reported for isolates 
C-7 and C-10, which were 14 mg/L for 
sample C-7 and 11 mg/L for sample C-10 
and 23 mg/L for released 
exopolysaccharide production. The 
selected strains (C-7 and C-10) had the 
highest exopolysaccharide production at 
the end of the logarithmic phase and the 
beginning of the stationary phase, and after 
that the production rate decreased. The 
highest production rate was reported for 
isolate C-10 at 37 °C and for isolate C-7 at 
42 °C. The highest production rate was 
observed at acidity 7 and 7.5. There was 
no significant difference between the 
production rates at these two acidity levels. 
The lowest production rate was reported at 
acidity 6.5. Based on molecular 
identification, strain C-7 was attributed to 
Enterococcus faecium and strain C-10 to 
Lactococcus lactis. In the infrared 
spectrum, a peak at 1724 related to the 
aldehyde functional group was observed, 
which could be related to the sugar factor. 
Other functional groups observed from the 
purified exopolysaccharide include the 
hydroxyl (OH) group peak observed at 
3419 and the nitrile or alkyne group at 
2359. Peaks related to alkane hydrogens 
were also observed at 2926. In this study, 
20 isolates of lactic acid bacteria native to 
Kerman province, Iran were screened for 
their ability to produce 
exopolysaccharides. The results showed 
that all isolates were capable of producing 
both bound and released 
exopolysaccharides. The highest 
exopolysaccharide production occurred at 
the end of the logarithmic phase and the 
beginning of the stationary phase and then 

decreased. Two isolates, C-7 and C-10, 
were selected as the top producers. 
Environmental studies showed that 30°C 
and pH between 7 and 7.5 were the most 
optimal conditions for exopolysaccharide 
production in these strains. These findings 
are consistent with some previous studies, 
but the type and amount of production 
were more precisely determined in this 
work. Unlike many previous studies that 
focused on only one strain, this study 
examined a wider range of local samples. 
Also, for the first time, exopolysaccharide 
production has been reported from 
traditional Kerman dairy products. The 
results indicate that growth conditions, 
time, and genetic characteristics of the 
strains are effective in the production of 
these compounds. These indigenous 
isolates can be used as starter cultures in 
functional food industries. 
 
Conclusion 
This research led to the identification of 
bacterial strains isolated from traditional 
dairy products and the characterization of 
the EPS they produce. The findings 
highlight the practical potential of these 
bacterial strains as natural sources of EPS 
for the food industry particularly as bio-
stabilizers and health-promoting 
compounds, including prebiotic effects.  
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27/08/4140پذیرش:   27/07/4140  دریافت:  

 چکیده 
پـژوهش،  نیدارند. هدف از ا  يابالقوه  یاثرات سلامت  رند،یمورد استفاده قرار گ  ییغذا  یعنوان افزودن اگر به  کیلاکت  دیاس  يهايباکتر  يدهایساکاریاگزوپل

نمونـه از محصـولات   46.  باشـدیم  يدیـتول  دیسـاکاریاگزوپل  تیماه  نییکرمان و تع  یمحل  اتیاز لبن  دیساکاریاگزوپل  دکنندهیتول  يهايباکتر  يجداساز
 ،یکروسـکوپیم اتیخصوصـ یو بررسـ يسـازکشت داده شـد. پـس از خالص MRS agarطیمح يشده و رو يآورجمع لیاستر طیدر شرا یسنت یلبن

 یبا منحنـ جی. نتادش گیرياندازه دیاس کیسولفور/با روش فنل د،یساکاریاگزوپل دیو تول دهیانتخاب گرد هیجدا 20 ،ییایمیوشیب   هايتستو    یماکروسکوپ
اثـرات  زیـو ن  هـاباکتريرشـد  يبـا الگـو دیسـاکاریاگزوپل دیـتول ي. الگـودیگرد نییتع تریبر ل گرممیلیبر حسب  دیتول زانیو م سهیاستاندارد گلوکز مقا

 زانیـنظـر م برتـر از يهاهیـجدا درنهایـتشد.  یآن بررس تیماه نییمنظور تعبه  FTIR  فیو ط  دیساکاریاگزوپل  دیتول  زانیبر م  تهیدیدما و اس  راتییتغ
بانـد شـده و  دیسـاکاریهـر دو نـوع اگزوپل یمـورد بررسـ هیـجدا  20نشـان داد    جینتا  شدند.  ییشناسا  یانتخاب و به روش مولکول  دیساکاریاگزوپل  دیتول

و C° 37 يدر دمـا  د،یـمقـدار تول  نیشـتری. ب باشـندیمـ  ومیانتروکوکوس فاسـ  و  سیلاکتوکوکوس لاکتبرتر متعلق به     هیکردند. دو جدا  دیرا تول  رهاشده
شـامل  قرمزمـادون یسـنجفیحاصـل از ط شـدهخالص دیسـاکاریاگزوپل يعملکـرد يها.گروهباشـدیرشـد م  یتمیفاز لگـار  ي، در انتها5/7و    7تهیدیاس

 يهـاينشان داد که باکتر  جیدارد. نتا  دیساکاریزوپلاگ  يقند  تیاشاره به ماه  ،یعامل  يها.گروهباشندی) مC=Oو (  (C-H)،  (O-H)  ،يدیآلدئ   يهاگروه
عنوان منـابع را بـه  هاهیـجدا  نیـکـاربرد ا  لیپتانسـ  هاافتـهی  نیـا.  باشندیم  دیساکاریاگزوپل  دیتول  ییتوانا  ياستان کرمان، دارا  یمحل  اتیجدا شده از لبن

 .کندیم  دییمحور تأو سلامت  ییغذا  عیدر صنا  فعالستیز  يدهایساکاریاگزوپل دیتول یعیطب
 

 وم یانتروکوکوس فاس  س،یلاکتوکوکوس لاکت د،ی ساکاریاگزوپل   ،یمحل اتیلبن: کلیديي هاواژه
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 21 1404  پاییز،  2، شماره  5دوره    غذایی، کیفیت و ماندگاري تولیدات کشاورزي و مواد 

  مقدمه
هاي اسید لاکتیـک مزوفیـل، در شـیرهاي تخمیـر باکتري

عنوان شده سنتی، فرایندهاي صنعتی و در صنایع لبنی بـه
ــت ــتفاده میکش ــازگر اس ــی از آنهاي آغ ــوند. برخ ــا ش ه
ــید ــماس ــات طع ــد لاکتیک، ترکیب ــین تولی دار و باکتریوس

سـاکارید کنند. چندین سویه هم توانایی ترشح اگزوپلیمی
ــد ( ــن باکتري ).1دارن ــالی ای ــع ع ــا ممکــن اســت منب ه

ها از محصـولات ساکاریدهاي غـذا باشـند. اکثـر سـویهپلی
توانـد اند، اما گوشت تخمیر شـده هـم میلبنی ایزوله شده

کننــــده لاکتیک تولیدهــــاي اســــیديمنبــــع باکتر
هـاي ). دلایل گسـتردگی باکتري2( ساکارید باشداگزوپلی

لاکتیک، پایداري و بهبود عطر و طعم، ظـاهر و بافـت اسید
 . از طرف دیگر تقاضا براي مواد غذایی بـاموادغذایی است

ــر باکتري ــزایش اســت. اکث ــه اف ــد، رو ب ــرات مفی ــاي اث ه
ــده لاکتیک تولیداســید ــه اگزوپلیکنن ــق ب ســاکارید، متعل

، لاکتوکوکـوس، استرپتوکوکوس، لاکتوباسـیلوسهاي  گونه
هاي هستند. بعضـی از سـویه  پدیوکوکوسو    لوکونوستوك
سـاکاریدها را از نیز توانایی تولید ایـن اگزوپلی  بیفیدوباکتر

ــد (خــود نشــان داده هــاي ســاکاریدها گروهاگزوپلی .)3ان
ها ند. مشخصات ساختاري آنمري بسیار متغیري هستپلی

مانند وزن مولکـولی، تعـداد و اتصـالات سـاکاریدي نقـش 
هــا در صــنایع مختلــف دارد مهمــی در کــاربرد وســیع آن

شـده از گیاهـان سـاکاریدهاي مشتق). بسیاري از پلی4،5(
ــه ــده و عنوان قوامماننــد نشاســته، پکتــین و صــمغ ب دهن

هاي اخیر د، در دههگیرنکننده مورد استفاده قرار میايژله
پلیاگزوپلی سـاکاریدهاي ساکاریدهاي میکروبی جـایگزین 

 به مقداراند که از خواص فوق برخوردار بوده و  گیاهی شده
 ).6،7آینـد (دسـت میفراوان و با درجه خلوص بالاتري به

ساکاریدهاي میکروبـی بسـته بـه موقعیـت قرارگیـري پلی
ــیم میآن ــروه تقسـ ــه دو گـ ــا بـ ــرهـ ــوند: گـ وه اول شـ

ساکاریدهاي کپسولی هستند  که در سطح سلول قـرار پلی
هـا در برابـر گیرند و نقش مهمـی در حفاظـت میکروبمی

ها بیوتیکي فاژها، فاگوسیتوز، ترکیبات سمی و آنتیحمله
باشند کـه ساکاریدهایی می). گروه دوم، اگزوپلی2،8دارند (

ا خود بـه ساکاریدهشوند. این پلیبه خارج سلول ترشح می
شـوند دو گروه (باند شده و رهاشده در محیط) تقسـیم می

ــت). 9،10( ــه علـ ــیمیایی،  بـ ــی و شـ ــواص فیزیکـ خـ
ــهاگزوپلی ــاکاریدها ب ــذایی س ــنایع غ ــترده در ص طور گس

کننـــده و ايعنوان عوامـــل ویســـکوزیته کننـــده، ژلهبــه
شوند. این ترکیبات در حذف فلزات دهنده استفاده میقوام

عنوان عوامل انتقـال دارو نایع داروسازي بهسنگین و در ص
هـا گیرنـد. از اثـرات بیولـوژیکی آنمورد استفاده قـرار می

التهابی، ، ضدویروسـی، ضـدسرطانیتوان به خواص ضدمی
 قنـدخوني دهنـدهدهنده کلسترول خـون و کاهشکاهش

توانند در دسـتگاه گـوارش پایـدار اشاره کرد. همچنین می
 ).11،12،13بیــوتیکی داشــته باشــند (يمانــده و اثــر پر

در  رهاشــدهسـاکاریدهاي بانــد شـده و از اگزوپلی هرکـدام
). 14،15هسـتند. (  يفردمنحصـربهمحیط، داراي مزایـاي  

ساکارید هدف از این پژوهش بررسی توانایی تولید اگزوپلی
هاي جدا شده از لبنیات محلـی اسـتان کرمـان و در سویه

 باشد.ارید تولیدي میساکتعیین ماهیت اگزوپلی
 

 روش کار
هـاي آوري نمونـه و جداسـازي باکتريجمع

 پروبیوتیک
دستیابی به منـاطقی کـه محصـولات لبنـی بـومی در آن 

باشـد. حفظ شـده باشـد، از اهمیـت زیـادي برخـوردار می
برداري، منـاطقی انتخـاب گردیـد کـه بنابراین براي نمونه

هاي لبنـی بـومی (ماسـت، شـیر، کاملاً بکر باشند. فراورده
بابک، پنیر، کشک و اسپار) از روستاهاي ماهان، لنگر، شـهر

زار، بـاغین، راور، بافـت و رابـر در اسـتان این، لالـهزرند، ر
ها در شرایط استریل روي یخ به آوري و نمونهکرمان جمع

 10گرم از هر نمونه در    5آزمایشگاه منتقل شدند. در ابتدا  
صــورت همگــن نمکــی اســتریل به بافرفســفاتلیتــر میلی

از هـر نمونـه فـراهم   10-1–10-6هـايآمد. سـپس رقتدر
هاي پروبیوتیـک در محـیط ، جهت جداسـازي سـویهشده

). 16کشت ام.آر.اس آگار (مرك، آلمان) کشـت داده شـد (
ــذارگرمخانهپــس از  ــاي در شــرایط بی يگ ــوازي در دم  ه

هاي رشـد ساعت، کلنی  72گراد به مدت  درجه سانتی  30
کرده بر روي محیط کشت از نظر خـواص مورفولـوژیکی و 

گـرم و تسـت کاتـالاز  یزيآمرنـگمیکروسکوپی بـه روش  
جدایـه جهـت بررسـی   20). در ادامه1،17بررسی شدند. (

 .بیشتر انتخاب گردید
  



  22   ...  دیساکاریاگزوپل   تیماه  نییو تع ییشناسا  ،يجداساز  :نژادسلطانی و  خدایی

کننـــده هاي تولیدغربـــالگري جدایـــه
 ساکاریداگزوپلی

طور بـه  رهاشدهساکارید باند شده و  در این بررسی اگزوپلی
جداگانه استخراج و در مقایسه با منحنی استاندارد گلـوکز 

سـاکارید ). براي جداسازي اگزوپلی17تعیین مقدار شدند (
ــه تهباند ــلول، ب ــه س ــده ب ــلولش ــاوي س ــت ح هاي نشس

لیتــر محلــول ســرم فیزیولــوژي بــراي میلی 5باکتریــایی، 
 دقیقـه در دمـاي   15شستشو اضافه شد. سپس بـه مـدت  

ــه  4 ــانتیدرج ــانتریفیوژ ( س ــد. g×15000گراد س ) گردی
ــار در ته ــیلن دي آمیــد تتــرا میلی 5نشســت دو ب لیتــر ات

ــید ــتیک اس ــده و  05/0، (1اس ــیون ش ــولار)، سوسپانس  م
گردیــد.  گــذاريگرمخانهســاعت در انکوبــاتور شــیکردار  4

 کردن مواد نامحلول، سوسپانسـیون در منظور جداسپس به
g  6000  گراد درجـه سـانتی  4دقیقه و دمـاي    30مدت  به

شـده، ساکارید باندمنظور رسوب اگزوپلیسانتریفیوژ شد. به
به مایع شفاف رویی حاصل از سانتریفیوژ، اتانل سرد اضافه 

مـدت ده بهساکارید باند شـسازي اگزوپلیشد. عمل رسوب
گراد انجـام گرفـت. درجه سـانتی  4ساعت و در دماي    24

ســـاکارید رســـوب یافتـــه، از بـــراي جداســـازي اگزوپلی
گراد و درجه سانتی  4در دماي    g  6000سانتریفیوژ با دور  

دقیقه استفاده شد. در این مرحلـه مـایع شـفاف   30زمان  
سـاکارید نشسـت حـاوي اگزوپلیرویی دور ریخته شد و ته

 ).1،9،17د شده، در محیط آزمایشگاه خشک شد (بان
 

ساکارید باند شده بـه روش سنجش اگزوپلی
 اسپکتروفتومتري

لیتـر آب مقطـر میلی  10رسوب حاصل از مرحله قبل، در  
حل شد و مقدار کربوهیـدرات کـل از طریـق روش فنـل/ 

سولفوریک و منحنی استاندارد گلوکز تعیین شـد. در اسید
نشســــت حــــاوي لیتــــر تهیلیم 5/0ایــــن روش روي 

لیتـر فنـل میلی 5/0ساکارید محلول در آب مقطر، اگزوپلی
سـولفوریک غلـیظ ریختـه لیتـر اسیدمیلی  5/2درصد و    5

نـانومتر، جـذب   490  مـوجطولشد. با اسپکتروفتومتر در  
ها خوانده شد. با اسـتفاده از منحنـی اسـتاندارد گلـوکز آن

کننـــده )، انتخـــاب برتـــرین ســـویه تولید1(شـــکل 
 ).17شده، انجام گرفت (ساکارید بانداگزوپلی

 
1Ethylene Diamine Tetra Acetic acid 

 
 منحنی استاندارد گلوکز   -1شکل 

 
ــایی اگزوپلی ــازي و شناس ــاکارید جداس س

 شده در محیطرها
ساکاریدهاي آزاد شـده در محـیط براي جداسازي اگزوپلی

لیتـر نمونـه، میلی  10از    آمدهدسـتبه  یـیرو  یعمـاکشت،  
 20استیک اسید با غلظـت  کلروسانتریفیوژ و سپس با تري

گراد بـه درجـه سـانتی  4آوري شد و در دماي  درصد عمل
ــدت  ــیکردار  4م ــاتور ش ــاعت در انکوب ــذاريگرمخانهس  گ

زده شد. آرامی هماین مدت با یک همزن به  گردید. در طی
دقیقـه از طریـق   20نشـین شـده پـس از  هاي تهپروتئین

منظور رسوب جدا گردید. سپس به  )g)25000سانتریفیوژ  
ساکارید باند شده، به مایع شفاف رویـی حاصـل از اگزوپلی

ســازي سـانتریفیوژ، اتانــل سـرد اضــافه شـد. عمــل رسوب
سـاعت و در دمـاي   24ده به مدت  ساکارید باند شاگزوپلی

ــانتی 4 ــه س ــازي درج ــراي جداس ــت. ب ــام گرف گراد انج
ــا اگزوپلی ــانتریفیوژ ب ــه، از س ــوب یافت ــاکارید رس  دور س

g  6000    دقیقـه   30گراد و زمـان  درجه سانتی  4در دماي
در   رهاشـدهساکارید  نشست حاوي اگزوپلیاستفاده شد. ته

گاهی بـراي شدن در محـیط آزمایشـمحیط، پس از خشک
سولفوریک در آب مقطـر حـل سنجش با روش فنل/ اسید

ــد. اگزوپلی ــق ســاکاریدهاي رهاگردی شــده در محــیط طب
ساکارید باند شده توضیح داده شد، روشی که براي اگزوپلی

 ).1سنجش گردید (
 

 هاي منتخبتعیین الگوي رشد جدایه
  هاي منتخــب دربــراي تعیــین الگــوي رشــد، جدایــه

لیتر محـیط کشـت ام.آر.اس بـراث کشـت داده میلی  200
برداري سـاعت نمونـه  6شدند. در فواصل زمانی معین هـر  

نـانومتر  600  مـوجطولدر    يجـذب نـورصورت گرفـت و  

y = 0.391x - 0.1273
R² = 0.9231
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هاي گیري شد. بدین ترتیـب الگـوي رشـدي جدایـهاندازه
 ).18مختلف تعیین گردید (  يهازمانمورد بررسی در 

 
 ساکاریدتولید اگزوپلیتعیین الگوي 

زمـان بـا سـاکارید، همبراي تعیـین الگـوي تولیـد اگزوپلی
هاي متوالی، در ساعت  موردنظرتعیین الگوي رشد باکتري  

آوري نمـوده و ها را در هر ساعت جمعلیتر از نمونهمیلی  2
اســــید مقــــدار ســــپس بــــا روش فنــــل/ سولفوریک

ساکارید تولیـد شـده در هـر سـاعت تعیـین و بـه اگزوپلی
کمک منحنی استاندارد گلوکز میزان کربوهیـدرات تولیـد 

 افـزارگیري شـد. بـه کمـک نـرمشده در هر ساعت انـدازه
ساکارید رسم اکسل منحنی مربوط به الگوي تولید اگزوپلی

 ).19،20گردید (
 

بررسی اثر عوامل محیطی دما و اسیدیته بـر 
 ساکارید تولید شده میزان اگزوپلی

و   C-7  سـاکارید دو جدایـهبر اساس میزان تولید اگزوپلی
C-10    30،  25دمـاي (  4دما، در    یرتأثانتخاب شدند که ،

). 4گراد مورد بررسی قرار گرفـت (سانتی ) درجه42و    37
هاي ام. آر .اس بـراث کـه براي بررسی اسیدیته به محیط

بــود، از  ) تنظــیم شــده8و  5/7، 7، 5/6هــا (اســیدیته آن
سـاعت  72منتقل کـرده، پـس از   C-10و C-7هايسویه

گراد، بـا روش فنـل/ درجه سـانتی  30در    گذاريگرمخانه
نانومتر خوانده شـده و   490ها در  سولفوریک جذب نمونه
هاي مختلــف ســاکارید در اســیدیتهمقــدار تولیــد اگزوپلی

 ).11،21،22گیري گردید (اندازه
 

ــیمیایی و  ــوژیکی، بیوش ــایی مورفول شناس
 هاي منتخبمولکولی جدایه

آمیزي گــرم، شــکل هاي اولیــه شــامل رنــگاز تســت
اکسـیداز و ، کاتـالاز،  میکروسکوپی، شـکل و رنـگ کلـونی

 ). جهـت شناسـایی مولکـولی،23همولیز اسـتفاده شـد (
DNA  ــتخراج ــت اسـ ــک کیـ ــه کمـ ــومی بـ   ،DNAژنـ

Accu Prep )Bioneerــوبی ــره جن  ، ، ســاخت کشــور ک
Cat. No: K-3032اسـتخراج گردیـد. دو پرایمـر مـورد ( 

بـا  F8از:  عبارتنـدS rRNA16استفاده بـراي تکثیـر ژن 
ــوالی  و  ´AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3-´5ت

R1541 ــوالی ــا تـــــــــــــــــــ   بـــــــــــــــــــ

5´-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA -3´ برنامه .
چرخه تکثیـر در دسـتگاه   30اي پلیمراز با  واکنش زنجیره

ترموسایکلر (اپندورف، آلمان) بـه ایـن شـکل انجـام شـد: 
 درجـه بـه مـدت   94جداسازي اولیه دو رشـته در دمـاي  

 درجه بـه مـدت   94ماي  دو رشته در د  باز شدندقیقه،    5
 درجـه بـه مـدت   56دقیقه، اتصال پرایمرهـا در دمـاي    1
 درجه بـه مـدت   72دقیقه، طویل شدن رشته هدف در    1
درجه به  72دقیقه و مرحله طویل شدن نهایی در دماي   2

وسیله اي پلیمراز بهمحصول واکنش زنجیره  .دقیقه10مدت
ده و الکتروفورز روي ژل آگارز یـک درصـد جداسـازي شـ

هـا تـوالی ژن.  آمیزي شـدوسیله اتیـدیوم برومایـد رنـگبه
ها توسط شرکت بیونیرکره جنوبی تعیین گردید. این توالی

، Finch TV ازجملـــهافزارهـــاي مختلـــف توســـط نرم
BioEdit ،Gene Runner ــهتجز ــایج  وتحلیلی ــد. نت ش

ــت توالی ــل از بلاس ــاي حاص ــوردنظره ــایت م  هايدر س
NCBI1 وEBI2 افـزار بررسی شده و توسط نرمMEGA  

ــه ــوژنی ب ــد. درخــت فیل  Neighborروش تحلیــل گردی
joining  افزار ها توسط نرمتوالی ژن  درنهایتشده،    ترسیم
sequin  18(شددر بانک ژن ثبت(. 

 
ــف  ــی طی ــی FTIRبررس ــاکارید اگزوپل س

 شده خالص
آوري شده در مراحل قبل، براي بررسی هاي جمعاز رسوب

 قرمزمـادونسـنجی  سـاکارید توسـط طیفماهیت اگزوپلی
هاي سـازي نمونـهترین روش آماده. متداولاستفاده گردید

(یـا سـایر هالیـدهاي فلـزات   KBrسـازي بـا  جامد، قرص
هاي هالیدي خاصیت جریان سرد را باشد. نمک) میقلیایی

فشار کافی قرار   ریتحت تأثها  نانچه پودري از آندارند و چ
اي شــفاف یــا مــات صــورت یــک قــرص شیشــهبگیــرد، به

تـوان از شفاف است. می  قرمزمادونکه نسبت به    دیآیدرم
هاي جامـد اسـتفاده سـازي نمونـهاین خصلت بـراي آماده

نمود. بدین ترتیب که مقدار بسیار نـاچیز از نمونـه جامـد 
گرم یا کمتر) را که کامل پـودر شـده، بـا (حدود یک میلی

کـاملاً خشـک مخلـوط کـرده و   KBrبا    100به    1نسبت  
صوص ریخته و ها را در قالب فلزي مخسپس مقداري از آن

تـن بـر   8تـا    5(  فشـارتحتبا دستگاه پـرس هیـدرولیک  

 
1 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  
2 http://www.ebi.ac.uk 
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دسـت گیرد تا یک قرص شـفاف به) قرار میمترمربعسانتی
هـا) زمـانی بهتـرین طیف  درنتیجـههـا (آید. بهترین قرص

اسـتفاده شـده و مـاده جامـد   KBrآینـد کـه  دست میبه
سـازي تحـت کاملاً خشک باشند و فراینـد قرص  موردنظر
ــلاء ا ــرین طیفخ ــن روش بهت ــود. ای ــام ش ــا را در نج ه

در ایـن تحقیـق   که  کندیمایجاد    قرمزمادونسنجی  طیف
 ).11،22استفاده گردید(

 
 هاداده  وتحلیلتجزیه

 تکرار با طرفهیک آنالیز واریانس ها ازمیانگین مقایسه براي
 کـه هایینمونـه بـراي تعیـین شد. سپس استفاده مساوي
آزمون توکی  باشند، ازداري میمعنا میانگین اختلاف داراي

 گردید. استفاده %95 اطمینان سطح با
 

 نتایج 
ــازي و خالص ــازي جداسـ ــویهسـ هاي سـ

 ساکاریدکننده اگزوپلیتولید
شـده انتخـاب جدایـه خالص 20نمونه مورد بررسی،  46از  

صــورت هــا ســفید، از نظــر شــکل بهگردیــد. رنــگ کلونی
تایی، بـدون حرکـت، اي، دوها، زنجیرهاجتماعی از کوکسی

 آلفا  یزهمولکاتالاز و اکسیداز منفی و از نظر همولیز داراي  
 يشـدهخالصجدایـه    20و نیز گرم مثبت بودنـد. از بـین  

بــر اســاس میــزان تولیــد C-7 وC-10 دو جدایــه اولیــه 
ساکارید بیشتر جهت ادامه پژوهش انتخاب شـدند. اگزوپلی

سـاکارید ذکـر شـده در ادامه نتایج مقـادیر تولیـد اگزوپلی
 است.

 
اگزوپلیاندازه   باند گیري میزان  ساکاریدهاي 

 در محیط رهاشده لول باکتریایی و شده به س
ساکارید جدایه مورد بررسی بیشترین میزان اگزوپلی  20از  

بـه کـه   C-10و سـپس C-7باند شده مربـوط بـه نمونـه 
گـرم بـر لیتـر و بـازه تولیـد میلی 15و   21مقـدار   یبترت

گـرم بـر لیتـر ) میلی03/0-21ساکارید باند شده (اگزوپلی
ساکارید رهاشده، بیشترین وپلیگزارش گردید. در مورد اگز

که نمونـه  C-10و C-7 هاي شماره مقدار مربوط به جدایه
C-7 ،14 گرم بر لیتر ومیلیC-10  ،11گرم بر لیتر و میلی

ــد اگزوپلی ــازه تولیـ ــاکارید بـ ــدهسـ ) 001/0-23، (رهاشـ
 گرم بر لیتر گزارش شد میلی

ســاکارید  اگزوپلیتعیین الگوي رشد و الگوي تولید  
 هاي منتخبجدایه

) و منحنی تولیـد 2ها (شکل  با مقایسه منحنی رشد سویه
تــوان نتیجــه گرفــت کــه ) می3ســاکارید (شــکل اگزوپلی
) بیشـــترین تولیـــد C-10و  C-7هاي منتخـــب (ســـویه
ساکارید را در انتهاي فاز لگـاریتمی و ابتـداي فـاز اگزوپلی

 ید کاهش یافته است.سکون داشته و پس از آن میزان تول
 

 
 هاي منتخبالگوي رشد جدایه   -2شکل 

 

 
ساکارید توسط  الگوي تولید اگزوپلی   -3شکل 

 هاي منتخب جدایه
 

 ساکاریدتأثیر دما بر میزان تولید اگزوپلی
گراد بـر درجـه سـانتی   42و    37،  30،  25اثر چهار دماي  
بـا روش   مـوردنظرساکارید توسط دو جدایه  تولید اگزوپلی

گیري شـد. در ایـن بررسـی سـولفوریک اسـید انـدازه/فنل
ــه  ــراي جدای ــاي C-10 بیشــترین میــزان تولیــد ب  در دم

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80

ب 
جذ

)
60

0n
m

(

)ساعت(زمان 

…نمونه
…نمونه

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

0 50 100

د 
اری

ساک
ی 

 پل
زو

اگ
)

ر لی
م ب

گر
ی 

میل
)تر

)ساعت(زمان 

10نمونه شماره

7نمونه شماره 



 25 1404  پاییز،  2، شماره  5دوره    غذایی، کیفیت و ماندگاري تولیدات کشاورزي و مواد 

 42در دمـاي    C-7گراد و بـراي جدایـه  درجه سـانتی  37
 ).4گراد گزارش گردید (شکل درجه سانتی

 

 
ساکارید  اثر تغییرات دما بر میزان تولید اگزوپلی   -4شکل

 هاي منتخب توسط جدایه 
 

ــد  ــزان تولیـ ــر میـ ــیدیته بـ ــأثیر اسـ تـ
 ساکاریداگزوپلی

سـاکارید اگزوپلیبر تولید    8و    5/7،    7،  5/6اسیدیته    4اثر  
هاي منتخب بررسی گردید. بیشترین میـزان توسط جدایه

مشاهده شد. بین میزان تولیـد   5/7و    7تولید در اسیدیته  
ــدارد. در ایــن دو اســیدیته اخــتلاف معنــی داري وجــود ن
گــزارش گردیــد  5/6کمتــرین مقــدار تولیــد در اســیدیته 

 ).5(شکل 
 

 
تولید   اثر تغییرات اسیدیته بر میزان  -5 شکل

 ساکارید اگزوپلی 

 هاي برترجدایه شناسایی مولکولی
وسیلۀ آنالیز توالی هاي برتر، بهوابستگی فیلوژنتیکی جدایه

ــد.  SrRNA 16ژن  طــول کامــل ایــن ژن مشــخص گردی
 ) تعیــین تــوالی شــده و 6(شــکل  جفــت بــاز1500حــدود

ارتبـاط فیلـوژنتیکی   )،7(. شـکل  درخت فیلوژنی رسم شد
 . دهــدهــاي دیگــر نشــان مــیرا بــا باکتري هاایــن جدایــه

انتروکوکـوس بـه    C-7بر اساس شناسایی مولکولی سـویه  
نسـبت   لاکتوکوکـوس لاکتـیسبه    C-10و سویه    فاسیوم

 داده شد.

 
ــکل  ــنش  -6ش ــول واک ــارز محص ــورز ژل آگ الکتروف

ــره ــراززنجی ــویه -SrRNA16 ،1ژن  1اي پلیم  ، C-7س
 DNAمارکر  -C-10 ،3سویه  -2

 

 
 درخت فیلوژنی رسم شـده بـر اسـاس تـوالی   -7شکل  

 Lactococcusکـه وابسـتگی سـویه  S rRNA16 ژن
lactis strain C-10 یابی:(شماره دست KY348702 (

ــماره  Enterococcus faeciumstrainC-7و  (شــ
با سـویهKY348701یابی:دست را  نشـان هاي دیگـر  ) 

 دهد. می
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 قرمزمادونسنجی نتایج طیف
عـاملی  مربوط بـه گـروه 1724 پیک قرمزمادوندر  طیف  

تواند مربـوط بـه عامـل قنـدي آلدئید مشاهده شده که می
هــاي عــاملی مشــاهده شــده ). ســایر گروه8باشــد (شــکل 

شــامل گــروه  شــدهخالصســاکارید حاصــل از اگزوپلی
و گـروه   3419) پیک مشاهده شده در  OHهیدروکسیل (

هاي باشند. همچنین پیکمی   2359نیتریل یا آلکینی در  
 مشاهده گردید. 2926هاي  آلکانی در  بوط به هیدروژنمر
 

 
ساکارید  اگزوپلی قرمز مادون سنجی طیف  -8شکل 

 شدهخالص
 

 بحث 
 محصـولات لبنـی سـنتی، نمونـه از    46در این پژوهش از  

سازي و بررسـی خصوصـیات میکروسـکوپی، پس از خالص
جدایه انتخـاب   20هاي بیوشیمیایی،  ماکروسکوپی و تست

ــد اگزوپلی ــده و تولی ــدازهگردی ــاکارید ان ــد. س ــري ش گی
هـا بـر حسـب وضـعیت ساکاریدها توسط بـاکترياگزوپلی

شـوند. خارج سلولی یا داخل سلولی به دو روش سنتز مـی
سـاکاریدها مثـل فرایند بیوسـنتز تعـداد کمـی از هموپلی

دکستران، موتان، آلترنـان و لـوان، خـارج سـلولی اسـت و 
ــتراي ــد سوبس ــاکارز می نیازمن ــه آنزیمس ــد ک ــاي باش ه

گلیکوزیل ترانسفراز در واکـنش پلیمریزاسـیون درگیرنـد. 
بـراي پلیمریزاسـیون از هیـدرولیز سـاکارز   یازموردنانرژي  

ساکاریدها در خـارج از سـلول شود. این هموپلیتأمین می
ــه رده  ــق ب توســط گلیکــان ســوکراز خــارج ســلولی متعل

ساکاریدها در اثـر تروپلیشود. هگلیکوترانسفرازها سنتز می
ــیون پیش ــراري در پلیمریزاسـ ــدهاي تکـ ــازهاي واحـ سـ

در ایـن تحقیـق   ).1،24،2شـوند (سیتوپلاسم تشـکیل می
هاي اسید لاکتیکی موکوئیـدي و طنـابی شـکل از باکتري

شیر و ماست گوسفندي با کشت بر روي محـیط ام .آر.اس 

نشـان  آمدهدستبهآگار جداسازي و شناسایی شدند. نتایج 
ــه ــد داد کــه تمــام جدای ــایی تولی ــورد مطالعــه توان هاي م

) را دارنـد کـه بـراي رهاشـدهساکارید (باند شده و  اگزوپلی
ساکارید از چند محصول لبنـی اولین بار جداسازي اگزوپلی

سـاکارید محلی استان کرمان گزارش شـد. تولیـد اگزوپلی
هـا در شـرایط رشـد بهینـه سنتز شده زمـانی کـه باکتري

). 25گرم بر لیتر است (میلی  35/0تا    045/0ستند، بین  نی
) صـورت 2003(  اي که توسط تالون و همکاراندر مطالعه

لاکتوباسـیلوس سـاکارید حاصـل از گرفت، میـزان اگزوپلی
گــرم بـر لیتــر گـزارش شــد ) میلی140-135( 1پلانتـاروم

ــد 17( ــه تولی ــده در زمین ــام ش ــات انج ــتر مطالع ). بیش
مشـخص انجـام شـده   سـویهیکساکارید، بر روي  اگزوپلی

کننـده تولید سـویهیکاست. براي مثال از دانه کفیر فقـط 
). در بررسـی 16ساکارید (کفیران) را جدا کردنـد (اگزوپلی

که از ذرت   کتوباسیلوس پلانتاروملا  سویهیکدیگر فقط از  
سـاکارید جداسـازي شـد جدا شـده بـود، دو نـوع اگزوپلی

اي ساکاریدها در آب حل شده و خواص ژلـه). اگزوپلی17(
کنند. همچنـین در مـواد غـذایی دهندگی ایجاد میو قوام

کننده، پایدارکننده، سوسپانسیون ذرات، عنوان امولسیونبه
بـه کردن تشکیل فیلم و انکپسولهکنترل کریستالیزاسیون،  

و  2آدبایوتـــــائو ). در بررســـــی24رونـــــد (می کـــــار
ســاکارید اگزوپلی ، نشــان داده شــد کــه)2024همکــاران(

از نـوع  3پدیدکوکوس اسـیدي لاکتیسـیتولیدشده توسط  
اکسیدانی مطلـوبی هتروپلیمري بوده و داراي فعالیت آنتی

باکتري اسـیدلاکتیک بـهاست.  لیدکننـدگان عنوان توهاي 
عنوان اسـتارترهاي ساکارید، از پتانسیل بـالایی بـهاگزوپلی

کاربردي در فرآیندهاي تخمیري برخوردار هسـتند و ایـن 
عنوان یک کشت آغازگر مناسـب بـراي تولیـد سویه نیز به

سـاکارید، معرفـی شده با اگزوپلیمحصولات تخمیري غنی
مقـادیر   گردید. نتایج آنالیز ترکیب معـدنی نشـان داد کـه

کلسیم، منیزیم و پتاسـیم در طـول دوره نگهـداري دچـار 
نوسـان بـوده کـه بیــانگر ماهیـت پویـاي ایـن محصــولات 

هاي ها داراي ویژگی، این فرآوردهدرمجموعتخمیري است.  
ــه ــوده و میتغذی ــوب ب ــهاي مطل ــد ب ــذاهاي توانن عنوان غ

فراسودمند و طبیعی بـراي افـراد مبـتلا بـه عـدم تحمـل 
هاي لبنی مورد همچنین افراد حساس به فرآورده  لاکتوز و

 
1Lactobacillus plantarum 
2Adebayo-Tayo 
3 Pediococcus acidilactici 
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برخی از مطالعات نشان داده کـه  ).26(استفاده قرار گیرند  
هـاي اسـید لاکتیـک ساکارید توسط باکتريتولید اگزوپلی

تأثیر شرایط محیط کشت (منبع کربن و ممکن است تحت
قرار داشـته باشـد  گذاريگرمخانهمنبع نیتروژن) و شرایط 

). در این مطالعه از محـیط کشـت ام .آر.اس 29،  28،  27(
ــا فنوتیپ ــد تـ ــتفاده شـ ــراث اسـ ــده بـ ــاي تولیدکننـ هـ

ساکارید افزایش یابد. مطالعات انجام شده در اکثـر اگزوپلی
ساکارید متمرکز بوده کشورها فقط در زمینه تولید اگزوپلی

در   مثالنعنوابـهو نوع و ماهیت آن مشخص نشده اسـت.  
اسـید را از برخـی هـاي لاکتیکهاي باکترينیجریه سـویه

لبنی تخمیري براي تولیـد محصولات لبنی تخمیري و غیر
ــان اگزوپلی ــن محقق ــد. ای ــال کردن ــاکارید غرب ــهس  جزب

ــیل ــد اگزوپلی هالاکتوباس ــزان تولی ــط می ــاکارید توس س
طـور از داهـی ). همین7را بررسی نمودند (  هالکونوستوك

محصول تخمیري لبنی هنـدي) و شـیر تخمیـر شـده در (
ــید ــاکتري اسـ ــدین بـ ــد چنـ ــده لاکتیک تولیدهنـ کننـ

ساکارید جداسازي شد که نوع آن مشخص نبـود و اگزوپلی
ــاً ــیل  تمام ــویه لاکتوباس ــی از س ــه برخ ــد، بلک  هاينبودن

سـاکارید کننده اگزوپلیتولید  انتروکوکوسو    لوکونوستوك
) 2015. پاتیــل و همکــاران ()30نیــز جداســازي گردیــد (

ساکاریدها را از محصولات لبنی جداسازي نمـوده، اگزوپلی
را شناسـایی کردنـد، ولـی میـزان   لاکتوباسیلوسدو گونه  
). در ایـن پـژوهش نـوع، 13ساکارید بررسی نشد (اگزوپلی

سـاکارید توسـط هـر سـویه میزان تولید و ماهیت اگزوپلی
ــد ــن پــژوهش، ســویه .مشــخص گردی هاي منتخــب در ای

ساکارید را در انتهاي فاز لگاریتمی بیشترین تولید اگزوپلی
و ابتداي فاز سکون داشته و پس از آن میزان تولید کاهش 

ــت.  ــه اس ــريیافت ــین دیگ ــد  محقق ــه تولی ــد ک دریافتن
هـا بعـد از توقـف رشـد ساکارید در بیشتر باکترياگزوپلی

گـري پژوهشـگران دی). از سوي دیگـر  25یابد (افزایش می
ساکارید در فـاز گزارش نمودند که بیشترین تولید اگزوپلی

کـه پارامترهـاي فیزیولـوژیکی ماننـد سکون بوده، زمـانی  
(اکسیژن و اسیدیته) براي تولید بیومس در بالاترین مقدار 

). در این تحقیق با توجـه بـه شـرایط 21خود بوده است (
از  ردنظرمـوساکارید در دو سویه ایجاد شده، تولید اگزوپلی

ابتــداي فــاز لگــاریتمی شــروع شــده و در فــاز ســکون بــه 
 بیشـترین مقــدار خـود رســیده اســت کـه در بــازه زمــانی 

سـاکارید رونـد افزایشـی ، تولیـد اگزوپلیساعت)  20  -60(
) 32-56داشته و پـس از آن کـاهش تولیـد  و در زمـان (

ها مشـاهده گردیـد. نتـایج بیشترین مقدار تولید در نمونـه
دارد کـه بیشـترین میـزان از این پژوهش بیان مـی  حاصل

هـا ممکـن ساکارید میکروبی توسـط باکتريتولید اگزوپلی
ها است در فازهاي مختلف چرخه رشد اتفاق بیفتد. بررسی

سـاعت   48تا    24در زمان    هالاکتوباسیلدهد که  نشان می
و همکــاران  1باشـند. پـاواردر مرحلـه رشـد لگــاریتمی می

 30سـاکارید را در دمـاي  ترین تولید اگزوپلی) بیش2017(
). بر اساس نتایج ایـن 31گراد گزارش کردند (درجه سانتی

تحقیــق هــر چــه اســیدیته بــه حالــت قلیــایی و اســیدي 
سـاکارید کـاهش شود، میـزان تولیـد اگزوپلیتر مینزدیک

) نیـز ثابـت کردنـد کـه 2017. پـاوار و همکـاران (یابدمی
هـاي هـایی کـه از خاكید در باکتريساکارمیزان اگزوپلی

و  گرادسـانتی درجـه 30نمکی استخراج کردند، در دمـاي 
بــر  ).31بیشـترین مقــدار را داشـته اسـت ( 5/7اسـیدیته 

هایی کـه در اساس نتـایج حاصـل از ایـن پـژوهش، سـویه
قرار دارنـد، از توانـایی بـالاتري   7تا    5٫7محدوده اسیدیته  

 ساکارید برخوردار هستند.اگزوپلیدر تولید 
 

 گیرينتیجه
در   رانیـمحـدود مطالعـات مـرتبط در ا  وعیبا توجه به شـ

ــهیزم ــدهیتول يهــايباکتر ییو شناســا يجداســاز ن  دکنن
 يهـايباکتر  ییپـژوهش بـه شناسـا  نی، ادیساکاریاگزوپل

 نیـیاستان کرمـان و تع یسنت یجداشده از محصولات لبن
ها منجر توسط آن  يدیتول  يدهایساکاریاگزوپل  يهایژگیو

 يکـاربرد  لیدهنده پتانسآمده نشاندستبه  يهاافتهیشد.  
 یعـــیعنوان منـــابع طببــه ییایـــباکتر يهاهیســـو نیــا

عنوان بـه  ژهیواسـت؛ بـه  ییغـذا  عیدر صـنادیساکاریگزوپل
ــدهیپا ــتیز يهادارکننـ ــاتیو ترک یسـ ــواص  یبـ ــا خـ بـ

ــرات پرســلامت ــه اث ــبيبخش، از جمل ــه، یکیوتی . در ادام
 دیساکاریاگزوپل  وسنتزیمؤثر در ب  يهاژن  یمولکول  یبررس

ها ژن  نیا  انیو ب  يسازمنتخب و امکان کلون  يهاهیدر سو
عنوان مناســـــب، بـــــه ییایـــــباکتر يهـــــازبانیدر م

ارائــه  یآتــ قــاتیتحق يبــرا يشــنهادیپ  يهادســتورالعمل
 .شودیم
 

 تعارض منافع
 تعارض منافعی ندارند. گونههیچنویسندگان  

 
1Pawar 
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