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 چکیده: 

 .شودمی شناخته کاربردی و مفید سویه یک عنوان به که است غذایی صنایع در مهم باکتری یک پلانتاروم لاکتوباسیلوس

این مطالعه با هدف جداسازی و باشد. های آن میی پروبیوتیکی و توانایی ایجاد ایمنی از جمله مزیت پتانسیل بالقوه

نمونه از مواد لبنی سنتی از مناطق مختلف استان  96از مواد لبنی انجام شد.  لاکتوباسیلوس پلانتاروم شناسایی باکتری

رنگ آمیزی  سپسشکل آنها بررسی شد. و  کلنی مورفولوژیتلقیح و MRS  نمونه ها در محیط کشت شد. آوریجمعفارس 

انجام شدند. در نهایت، با  کاتالاز، اکسیداز، تخمیر قندها و سیتراتتست های بیوشیمیایی مانند شناسایی ویژگی و گرم

های انجام شد. با استفاده از روش  16S rRNAژنیابی ، تکثیر و توالیپلی مرازای استفاده از روش مولکولی واکنش زنجیره

 مرازای پلیبا موفقیت جداسازی شد و پس از واکنش زنجیره لاکتوباسیلوسی باکتری جدایه 11تشخیصی و بیوشیمیایی، 

گرم مثبت، کاتالاز ، اکسیداز و سیترات منفی بودند  جدایه 4تایید شدند. هر  لاکتوباسیلوس پلانتاروم جدایه 4 یابی،توالیو 

شناسایی مولکولی  طریق از لاکتوباسیلوس پلانتارومنهایی کردند. تشخیص و گلوکز، مانوز، ساکاروز و سوربیتول را تخمیر می

در مواد لبنی وجود دارد و  لاکتوباسیلوس پلانتارومکه باکتری  دادنتایج نشان  .تأیید شد  16S rRNAو تعیین توالی ژن

ی مهم را از مواد لبنی جداسازی این گونه ،های بیوشیمیایی و مولکولیشرواز بررسی شکل، ساختار، استفاده  با توانمی

  .ندکیرا فراهم م لاکتوباسیلوس پلانتارومهای مورد استفاده در این تحقیق امکان جداسازی همچنین، استفاده از روشکرد. 

 ، مواد لبنی، شناسایی مولکولی، تست بیوشیمیایی لاکتوباسیلوس پلانتارومباکتری اسیدلاکتیک،  کلمات کلیدی :
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  :مقدمه

دهد که مبدأ های دقیق تاریخی نشان میبررسی

به  و... کفیر، های تخمیری لبنی نظیر ماستوردهآفر

ار سال قبل از زهای اولیه بشری در حدود ده هتمدن

های وردهآطیف وسیعی از فر گردد.می میلاد بر

ایی به طور سنتی از دیرباز ستتخمیری در مناطق رو

د. بسیاری از این محصولات به تخمیر وشمیتولید 

طور  خودبخودی توسط میکروفلور طبیعی شیر )به

از سوی دیگر، . اندهای لاکتیکی( وابستهعمده باکتری

انجام هر نوع تخمیر به شرایط آب و هوایی منطقه 

 های اسیدلاکتیکیباکتر. تولید نیز بستگی دارد

و تولیدکننده گرم مثبت  هاییگروهی متنوع از باکتر

غذا  تخمیرکه برای تغذیه و  هستند اسید لاکتیک ی

 .(Khushboo et al., 2023)شوندمیاستفاده 

از این نوع ، جنس بسیار رایجی هالاکتوباسیلوس

از میان  .(Elagöz et al., 1996)ها هستندباکتری

لاکتوباسیلوس  ،لاکتوباسیلوسجمعیت گسترده 

منظوره و با خواص  بسیار چند ایسویه پلانتاروم

یک باکتری  لاکتوباسیلوس پلانتاروم .مفید است

اسیدلاکتیک هتروفرمانتاتیو اختیاری است. همچنین 

های پروبیوتیک رایج از سویه لاکتوباسیلوس پلانتاروم

طورگسترده در  بهکه  در صنایع لبنی است

فرمانتاسیون صنعتی و پردازش مواد خام غذایی 

 .(Guidone et al., 2014)می شوداستفاده 

طبیعی فلور به عنوان  لاکتوباسیلوس پلانتاروم 

بقا در  بالایتوانایی  دارایدستگاه گوارش انسان 

ات سنگین فلزتواند جذب میو  استگوارش دستگاه 

و استرس اکسیداتیو کبدی را  ای را کاهش دهدهرود

 یرزوطبق تعریف سازمان غذا و کشابر  .تسکین دهد

 یک سازمان ملل متحدو  و سازمان بهداشت جهانی

ینی معتبر ش بلیست پیدر و افزودنی مجاز است 

برای حیوانات و انسان  ایمنی گونهعنوان  به ایمنی

 ,Hazards et al., 2018; Ray & Joshi)قرار دارد 

2014).  

که از غذاهای  لاکتوباسیلوس پلانتاروم هایهسوی

های اند، ویژگیسنتی تخمیر شده استخراج شده

 اکسیدانیضد مانند خاصیتکاربردی بسیاری 

ترین یکی از مهم. (Behera et al., 2018)دارند

های بومی های مطالعه شده سویهویژگی

توانایی تولید  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

میکروب های پلانتاریسین، پپتیدهای ضدباکتریوسین

غذایی مختلف برای  هایفرآوردهقابل استفاده در 

 هابیماریزاهای حساس از جمله کاهش باکتری

  .( ,.2014da Silva Sabo et al)است

لاکتوباسیلوس ستفاده از با امواد غذایی تخمیر 

ای هشیک راهکار مناسب برای بهبود ارز پلانتاروم

ای و محتوای ویتامینی محصولات غذایی تغذیه

 ,Panda et al., 2018; Swain & Ray)است

 تولید شده توسط یاهنافزودن ویتامی. (2016

فولات، ریبوفلاوین، ) لاکتوباسیلوس پلانتاروم

به شیر تخمیری، ماست یا ( و غیره B12 ویتامین

افزایش داده و ها را تواند غلظت ویتامینسویا می

نندگان کتأمین کننده مواد مغذی برای مصرف

رژیم غذایی غنی از . (Li et al., 2017)باشد

با  لاکتوباسیلوس پلانتارومهایی مانند پروبیوتیک

پیشگیری و درمان برخی از اختلالات گوارشی، مانند 

در  التهاب دستگاه گوارشپذیر، سندرم روده تحریک

 Nouri)نوزادان و کولیت التهابی مرتبط شده است

2018et al., ). 

در  لاکتوباسیلوس پلانتارومموجود در لیپاز آنزیم 

های صنعتی مانند فرآوری غذا، بسیاری از کاربرد

سنتز آلی، ترکیب مواد شوینده و تولید روغن به طور 

 آنزیم استراز. گیردقرار میگسترده مورد استفاده 

بسیاری از استر  منبعی برای لاکتوباسیلوس پلانتاروم

تواند طیف های میکروبی است زیرا می هیدرولاز
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ای زنجیره کوتاه هرهای فنولی، استای از الکلهگسترد

 ,.Uppada et al)ای چرب تولید کندهو اسید

2017). 

 یها براسمیکروارگانیم یو قطع قیدق ییشناسا

 ،یکیوتکنولوژیاز جمله مطالعات ب یمتنوع یهاکاربرد

 یطیمح ستیو ز ییدارو ،یپزشک ستیز ،یصنعت

 16S rRNAیابی ژن استفاده از توالیاست.  یضرور

های موجود در با سایر توالیآن ترازی و بررسی هم

 دیجد یهاهیسو ییناساش یبرا اطلاعاتی هایبانک

 کیحداقل  ییایباکتر یاهاست. گونه دارای اهمیت

 اریبس ینواح یحاو16S rRNA از ژن  نسخه

 یهاهیسو ییشناسا یشده دارند که برا حفاظت

در  .( ,.2021Xue et al)شودیاستفاده م دیجد

( موفق به 2011ابراهیمی و همکاران)ایران، 

یلوس پلانتاروم، سلاکتوباسایی جداسازی و شنا

از  لاکتوباسیلوس برویس ولاکتوباسیلوس کازئی 

محصولات لبنی سنتی ماست و پنیر 

امامی و  .( ,.2013Narimani et al)شدند

( از محصولات لبنی شهرستان فسا و 2008همکاران)

های بیوشیمیایی جهرم استان فارس از طریق تست

لاکتوباسیلوس ، لاکتوباسیلوس بولگاریس

، لاکتوباسیلوس فرمانتوم، اسیدوفیلوس

را  لاکتوباسیلوس کازئیو  لاکتوباسیلوس لاکتیس

 ,Emami & Noeiaghdam)جداسازی کردند

رغم وجود چند تحقیق با هدف علی .(2008

های اسیدلاکتیک در استان فارس، جداسازی باکتری

به  ،لاکتوباسیلوس پلانتارومی سویه، در این تحقیقات

نی سنتی از طریق بصورت هدفمند از محصولات ل

های بیوشیمیایی و مولکولی شناسایی نشده تست

 شود.مزیت این مطالعه محسوب می است که

 لاکتوباسیلوساینکه، در این تحقیق باکتری  با وجود

با تجزیه و تحلیل های بیوشیمیایی، علاوه بر تست

بینی شناسایی شده است، پیش16S rRNA ژن 

در شرایط طبیعی بدن و سیستم  رفتار این باکتری

با توجه به پذیر است. ان به سختی امکانبگوارش میز

گسترش فزآینده محصولات لبنی صنعتی به جای 

دادن بسیاری از محصولات سنتی، امکان از دست 

با همچنین وجود دارد.  اسیدلاکتیک هاییباکتر

و  لاکتوباسیلوس پلانتارومباکتری  فوایدتوجه به 

عنوان ابزاری افزایش استفاده از محصولات لبنی به

های مفید به دستگاه برای انتقال میکرواورگانیسم

از  لاکتوباسیلوس پلانتارومگوارش، جداسازی 

تواند مسیر مناسبی برای محصولات لبنی سنتی می

تولید انبوه محصولات لبنی سنتی سودمند به ما 

جداسازی و  هدف این تحقیقبنابراین،  عرضه کند.

 باکتریبیوشیمیایی و مولکولی شناسایی 

استان سنتی لبنی از منابع  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

ی بومی به منظور استفاده در سویهاین فارس بود تا 

  زیست پزشکی معرفی گردد.و  صنعت غذا

 :کارمواد و روش 

 :  جمع آوری نمونه

ورده لبنی سنتی )ماست و دوغ( از آنمونه فر 96

)شیراز، نی ریز، استهبان، مناطق مختلف استان فارس

یک هفته )فروردین ی بازهدر  سروستان، دشت ارژن(

یط ارـشفالکون و در  شد. نمونه ها آوریجمع( 1401

های یخی به آزمایشگاه و در مجاورت بسته ستریلا

منتقل  مرودشتمیکروبی دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

 ها تا شروع آزمایش در دمای یخچالگردیدند. نمونه

استاندارد سویه  نگهداری شدند. (سلسیوسدرجه  4)

اشرشیا سویه (، 1058کد ) لاکتوباسیلوس پلانتاروم

های به عنوان کنترل در تست (1399)کد کلی

 ایمنطقه به صورت کشت فعال از مرکزتشخیصی 

ایران  صنعتی هایباکتری و هاقارچ کلکسیون

ها از نمونه  10-7تا رقت  10-1رقت  خریداری شد.

 MRS-Agar تهیه و تلقیح بر روی محیط کشت
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(Man-Rogosa-Sharp)  )صورت )مرک، آلمان

 72به مدت هوازی، در شرایط بی ها. پلیتگرفت

گرماگذاری  سلسیوسدرجه  37ساعت در دمای 

رشدیافته بر  هایکلنیپس از گرماگذاری، ند. شد

، لیامتو هایکشتاز بعد د و شدن انتخاب روی پلیت،

 Padasht)شدندزی سااجده شدخالصی سویهها

et al., 2023).  

 : رنگ آمیزی گرم

 هایباکترها از سایر لاکتوباسیلوستمایز و تشخیص 

ی هایباکتر .انجام شدرنگ آمیزی گرم توسط 

انتخاب  (رنگ بنفش)گرم مثبت شکل  باسیلی

 .(Haghshenas et al., 2017)شدند

  های بیوشیمیایی:تست 

های مختلف بیوشیمیایی از جمله تست کاتالاز، تست

یداز و تست سیترات برای تشخیص و ستست اک

کاتالاز  شیآزما .دها انجام شلاکتوباسیلوسشناسایی 

مرک، ) دروژنیه دیقطره پراکس کیبا قرار دادن 

 یها که روسمیکروارگانیاز م یکلن کی ی( روآلمان

قرار داده شده بود، انجام شد.  یکروسکوپیلام م کی

تست  کف، مثبت در نظر گرفته شد. ایحباب تشکیل 

های حاوی تترامتیل پارافنلین توسط دیسکاکسیداز 

دی آمین دی هیدروکلراید انجام شد، تولید رنگ 

در تست  .ارغوانی، اکسیداز مثبت در نظر گرفته شد

به عنوان  (1399)اشرشیا کلیکاتالاز و اکسیداز ، 

لاکتوباسیلوس سویه استاندارد کنترل مثبت و 

 استفاده شد. یمنف کنترل به عنوان( 1058) پلانتاروم

تست سیترات در محیط سیمون سیترات )سبز رنگ( 

جام شد نحاوی معرف بروموتیمول بلو ا( مرک، آلمان)

در نظر گرفته  منفیتغییر رنگ محیط به آبی عدم و 

 به عنوان( 1058) لاکتوباسیلوس پلانتاروم شد.

 ,.Shuhadha et al)استفاده شد یمنف کنترل

2017; Silva et al., 2015). 

 API(Analytical تستتست تخمیر قندها یا 

Profile Index) : 
 لاکتوباسیلوسبرای بررسی توانایی تخمیر قند تست 

عملکرد شناسایی و تایید جنس ها در تخمیر قندها و 

 .گرفتمورد استفاده قرار ها یبیوشیمیایی باکتر

جداسازی های  لاکتوباسیلوس توانایی تخمیر قند

 ،بیومریو - 20E)مدل  APIشده به وسیله تست 

سی سی  5انجام شد. در این تست  (فرانسه

باکتری مورد نظر تهیه و در حفره های سوسپانسیون 

کیت که حاوی ترکیبات قندی لیوفلیزه شده می 

تخمیر باشند وارد شد و طبق دستورالعمل سازنده، 

گلوکز، مانوز، اینوزیتول، سوربیتول، رامنوز، قندهای 

تخمیر قند بررسی گردید.   ساکارز، آمیلوز و آرابینوز

مانند تولید تغییراتی سبب  لاکتوباسیلوستوسط 

نگ ر تبدیل .(Sun et al., 2022)شد اسید یا گاز

نظر گرفته در تخمیر قند ی نشانهزرد ه ـنی باغوار

به عنوان ( 1058) لاکتوباسیلوس پلانتاروم .شد

کنترل به عنوان  (1399)اشرشیا کلیکنترل مثبت و 

  .(Cretin et al., 2017)استفاده شد یمنف

ای شناسایی مولکولی به روش واکنش زنجیره

 PCR: Polymerase Chainمراز)پلی

Reaction) 16و با استفاده از  ژنS rRNA : 

گرم مثبت، کاتالاز ، های باکتریپس از انتخاب 

اکسیداز ، سیترات منفی و دارای توانایی در تخمیر 

شناسایی ساکارز، و  قند گلوکز، مانوز، سوربیتول

 16Sپرایمرهای مربوط به ژن .مولکولی انجام شد

rRNA   با استفاده از سایت لاکتوباسیلوسگونه 

NCBI(National Center for Biotechnology 

Information)  و بررسی مقالات انتخاب شد. سپس

انجام شد و در نهایت برای مشاهده ژن   PCRواکنش

16S rRNA الکتروفورز ،نمونه ها(BIO-RAD ،

 .(Hou et al., 2018)انجام شد (گاپورنس
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کیت استخراج طریق از باکتری   DNAاستخراج

DNA انجام (، ایرانسیناژن)های گرم مثبت باکتری 

از  ml5ا ابتدکیت،  طبق دستورالعمل موجود درشد. 

به . باکتری مورد نظر درون میکروتیوپ ریخته شد

سانتریفیوژ انجام  rpm 0450 دقیقه با دور 5مدت 

آنزیم  lμ 100رویی را دور ریخته و رسوب با شد، مایع

و  مخلوط شد لیزکننده اولیهبافر  lμ 100و لیزوزیم 

در  سلسیوسدرجه  37در دمای  ساعت 1به مدت 

آنزیم  lμ 25 شد، سپس قرار دادهانکوباتور 

 افزوده شد و لیزکنندهمحلول  lμ 200 و Kزپروتئینا

 30به مدت  سلسیوسدرجه  85در آون با دمای 

 نشینیتهمحلول  lμ 300سپس . دقیقه قرار داده شد

به  سمپلری ثانیه ورتکس شد و به وسیله 5اضافه و 

 1برای  rpm00021ستون منتقل شد و در دور 

 lμ 600 مایع دور ریخته شد و. وژ شدیدقیقه سانتریف

 ) سانترفیوژ به ستون اضافه و Ⅰشستشو  بافر

rpm12000/ 1)و مایع دور ریخته شد،  شد دقیقهlμ 

 ) سانترفیوژبه ستون اضافه و  Ⅱ شستشو بافر 600

rpm12000/ 1)رویی دور ریخته و مایع شد. دقیقه

 آوریی جمعلولهسپس این مرحله تکرار گردید و 

به آن اضافه  شستشواز بافر  lμ30جدید گذاشته شد.  

 65دقیقه در دمای  3گردید و ستون ها به مدت 

 rpm00021 دقیقه با دور  1درجه قرار داده شد و 

 استخراج DNA در این مرحله ،سانترفیوژ گردید

 (.20)شد

190FLB ،-′5توالی آغازگر رفت از  PCRدر واکنش 

AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG-3′  و

 CGG TAT-′5برگشت،  RLB190 توالی آغازگر

TAG CAT CTG TTT CC-3′ (SMOBIO ،

 .( ,.2018Hou et al)شداستفاده  (تایوان

DNA  طبق برنامه  اهباکتریاستخراج شده

گرادیانت  PCR تحت واکنش 1بندی در جدول زمان

قرارگرفتند. دستگاه  سیناکلون، ایران()

یک طیف در  گاپور(ن، سBIO-RAD)ترموسایکلر

شد و تنظیم  سلسیوسدرجه  64-54دمایی بین 

بهترین دما براساس بهترین باند بر روی ژل 

 الکتروفورز براساس مارکر شناسایی مولکولی انتخاب

،  PCR پس از انجام .(Abadi et al., 2023)شد

انجام کامل و و نظر وجود یا عدم وجود محصول مورد

با   PCRمحصول   بررسی شد و صحیح واکنش

 .استفاده از ژل آگارز یک درصد الکتروفورز گردید

دقیقه، ژل بر روی دستگاه ترانس  35پس از 

قرار  (کیاژن، ایران، COD-5) ایلومیناتور فرابنفش

مشاهده  DNA داده شد و باندهای

 ,.Dubernet et al., 2002; Naji et al)گردید

2021).  

 

 های لاکتوباسیلوسجدایه PCRشرایط دمایی و پروتکل واکنش  -1جدول 

 تعداد سیکل زمان دما مراحل

 1 دقیقه C˚94 3 دناتوره شدن اولیه

 34 ثانیه C˚ 94 30 دناتوره شدن

 ثانیه C˚ 9/55 30 اتصال

 ثانیه C˚ 72 50 طویل شدن

 1 دقیقه C˚ 72 5 طویل شدن نهایی

 بی نهایت C˚ 12-4 C˚ 12-4 نگه داری
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 تعیین توالی به روش سنگر:

و  اطمینان از اختصاصی بودن آزمایش ،در نهایت

تعیین توالی  تشخیص مولکولی جدایه ها توسط

یابی بر پایه )توالیتکنیک سنگربا  PCRمحصول 

)میکروسینس سوئیس( توسط  خاتمه زنجیره(

 یابیتوالی ینتیجه. انجام شد)ایران(  شرکت توپاز ژن

های موجود در بانک های مورد آزمایش با توالینمونه

 (Nucleotide blast)نوکلئوتید بلاست با برنامه ژن

یابی های توالیمقایسه گردید و میزان تشابه نمونه

شده با توالی موجود در بانک ژن مقایسه 

 .(Asaadi et al., 2019)شد

 نتایج :

آوری نمونه از مناطق مختلف استان فارس جمع 96

های بیوشیمیایی و کلی براساس تست شد. به طور

 جدایه 11تخمیر قندها و شناسایی مولکولی 

 4که از این تعداد،  ،جداسازی شد لاکتوباسیلوس

تایید شدند.  لاکتوباسیلوس پلانتارومسویه  جدایه

محصولات و  یالملل نیب ونیفدراس فیطبق تعر

های باکتریاستاندارد،  یالملل نیسازمان ب

، ز منفیاسپور، کاتالا بدونگرم مثبت،  اسیدلاکتیک

های باکتریهستند. همه  یمنف دازیاکس توکرومیس

 وهستند  یریتخم سمیمتابول یدارا اسیدلاکتیک

 ریتخم ییبه عنوان محصول نهارا  کیلاکتدیاس

 کنند.تولید می دراتیکربوه

 MRSهای رشد یافته در محیط کشت کلنیاز بین 

 کرمی - سفیدنها کلنی که شکل ظاهری آ 35، آگار

شد برداشته ستریل زن ابه کمک سود، بو فصا و

محل س ساابره شدا جدی هاسویه .(A-B-1)شکل 

طی انجام مراحل . اری گردیدگذرهشماداری نمونهبر

 ها زیر میکروسکوپمشاهده نمونهآمیزی گرم و رنگ

و  گرم مثبت ،کلنی، به رنگ بنفش 35همه ی  نوری

 باسیلیهمچنین  .تشخیص داده شد بدون اسپور

-1مرفولوژی کلنی در شکلها تایید گردید. بودن آن

C .آمده است 
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ظاهر کلنی رشد یافته   : Bو  A.:  استان فارساز لبنیات سنتی  جداسازی شده هایباکتری های ریخت شناسی. بررسی ویژگی1شکل 

 .زیر میکروسکوپ آمیزی گرم: نتیجه رنگ C. آگار MRSمحیط کشت  بر روی

 های استخراج شده از لبنیات سنتی استان فارسهای بیوشیمیایی باکتریتست – 2جدول 
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ی به وسیله ها،بیوشیمیایی جدایه تشخیص عملکرد

اکسیداز و کاتالاز و سیترات انجام شد و آزمون 

ها بر اساس این سه تست انتخاب شدند. نتایج جدایه

 آورده شده است. 2ها در جدولتست

پس از اطمینان از گرم مثبت، اکسیداز منفی و کاتالاز 

 ،های مورد نظرمنفی و سیترات منفی بودن جدایه

 و انجام شد به عنوان تست تاییدیآزمون تخمیر قند 

تشخیص داده شد، نتایج در  کتوباسیلوسهای لانمونه

 آورده شده است. 3جدول 

 

  جدا شده از از لبنیات سنتی استان فارس لاکتوباسیلوسهای ی توسط سویهتخمیر قند -3جدول 
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: LC: دوغ سنتی سروستان، 5E: ماست سنتی دشت ارژن،  LS: ماست سنتی نی ریز، LM: ماست سنتی سروستان، LIنمونه های مناطق مختلف استان فارس:  *

: پنیر سنتی  نی ریز، LZ-LH : دوغ سنتی دشت ارژن،LW: دوغ سنتی استهبان، LVشیراز،  پنیر سنتی: LO: ماست سنتی شیراز، LJماست سنتی استهبان، 

LF-LK ،ماست محلی انجیره :LP .پنیر سنتی دشت ارژن : 

شناسایی باکتری با استفاده از روش مولکولی 

PCR 
DNA گرفتنبعد از قرار  هااستخراج شده از نمونه 

 محصول الکتروفورز شد.، در دستگاه ترموسایکلر

PCR  16ژنS rRNA های باکتری جدایه

های مورد استفاده در این با پرایمر لاکتوباسیلوس

جفت باز می باشد. 190ای به طول مطالعه، قطعه

های جدایه 16S rRNAژن  نتایج شناسایی مولکولی

که دارای باند مدنظر بودند در شکل  لاکتوباسیلوس

 آورده شده است. 2
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؛  SMOBIOجفت بازی شرکت  50، مارکر 1: ستون لاکتوباسیلوسهای باکتری جدایه 16S rRNAژن   PCRالکتروفورز محصول -2شکل 

 (جفت باز 190)لاکتوباسیلوس، جدایه های 11-4، کنترل منفی؛ ستون 3؛ ستون لاکتوباسیلوس روتری، کنترل مثبت 2ستون 

 تعیین توالی

جهت تایید و مشخص شدن جنس   PCRنتایج 

به توپاز ژن شرکت  توسط یابییو توال باکتری

 11 نتایج حاصل از تعیین توالیفرستاده شد. سوئیس 

را تایید و پس از همولوژی  لاکتوباسیلوس جدایه

 ترازیهمبا  جدایه 4، جدایه 11از  نوکلئوتید بلاست

(. 4تشخیص داده شد)جدول  پلانتاروم %97بالای 

درصد بیشترین فراوانی  36/36با  پلانتارومجنس 

های اسیدلاکتیک جدا شده از محصولات باکتری

 .لبنی مورد مطالعه را به خود اختصاص داد

 

 تعیین توالی شده  لاکتوباسیلوسهای نتایج بلاست نمونه - 4جدول 

کد 

 نمونه

ی نتیجه

بلاست)نزدیک 

 ترین گونه(

درصد 

 همولوژی

کد 

 نمونه

ی یجهتن

ترین بلاست)نزدیک

 گونه(

درصد 

 همولوژی

E5 

Lactobacillus 

plantarum 

89/97 

% LI 

Lactobacillus 

plantarum strain 

NWAFU1572 

100%  

LS 

Lactobacillus 

plantarum 

straiQn Gt4 

98%  
LM 

Lactobacillus 

plantarum strain 

NWAFU1466 

99%  

 ترسیم درخت فیلوژنتیکی :

 Neighbour joiningاز روش درخت فیلوژنتیکی 

های تکاملی با استفاده از روش به دست آمد. فاصله

حداکثر کامپوزیت محاسبه شده و در هر احتمالی 

های پایه قرار می گیرد. این واحد تعداد جایگزینی

 توالی نوکلئوتیدی بود. 10تجزیه و تحلیل شامل 

بین ی ارتباط درخت فیلوژنی حاصل، نشان دهنده

های مذکور و توالی جدایه 16S rRNAهای یتوال

لاکتوباسیلوس  -لاکتوباسیلوس روتری) های مرجع

و لاکتوباسیلوس  لاکتوباسیلوی بوچنری -کفیری

 (.3)شکل در بانک ژن می باشد (پاربوپنری
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های بین سویه 16S rRNAبر مبنای توالی نوکلئوتیدی ژن   Neighbour joining: درخت فیلوژنتیکی به روش 3شکل 

لاکتوباسیلوس ) و گروه خارجی NCBIهای موجود در پایگاه اطلاعاتی جداسازی شده از محصولات لبنی با دیگر سویه

 شباهت رصدترسیم شده است. د (و لاکتوباسیلوس پاربوپنری لاکتوباسیلوی بوچنری ، لاکتوباسیلوس کفیری ،روتری

 .شده استها نشان داده در کنار شاخه، ای شدندهتکرار( به هم خوش 500) bootstrap در آزمونکه های مرتبط گونه

 هایجانشینی تعداد واحد در و شدند محاسبه Maximum Composite Likelihood روش از استفاده با تکاملی هایفاصله

 جفت هر برای مبهم هایموقعیت تمام .بود نوکلئوتیدی توالی 10 شامل تحلیل و تجزیه ایند. دارن قرار سایت هر در پایه

 در تکاملی تحلیل تجزیه و .داشت وجود نهایی هایداده مجموعه در موقعیت 1684 مجموع در د.شدن حذف توالی

MEGA11 شد انجام. 
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 : بحث

از مناطق  محصول لبنینمونه  96پژوهش حاضر 

قرار  یمورد بررسرا  استان فارس ییایمختلف جغراف

 یهابا استفاده از روش سمیکروارگانیم 31داد. 

 کشتروی محیطه ک شدند ییشناسا بیوشیمیایی

MRS  بودند مثبت مای گرمیله هایلباسیشامل، 

سیترات منفی اکسیداز و ، سیتوکروم کاتالازهمچنین 

قند به عنوان عاملی برای  4. از طرفی تخمیر بودند

با استفاده از روش  ها استفاده شد.تشخیص سویه

PCR ،11 شدند تایید وسلیلاکتوباسبه عنوان  نمونه 

 36/36) هیسو 4، بررسی درصد همولوژیاز پس  و

لاکتوباسیلوس  ( مربوط بهنتیجه تعیین توالی درصد

  .تشخیص داده شد پلانتاروم

و فواید  لاکتوباسیلوس هایبا توجه به اهمیت باکتری

ها از جداسازی و شناسایی این باکتری، هاآن

مورد  گذشتههای محصولات لبنی سنتی در سال

های جستجوی باکتری توجه قرارگرفته است.

سودمند در محصولات لبنی پتانسیل معرفی 

برداری در صنایع غذایی های جدید جهت بهرهسویه

در و همکاران دهقانی چم پیری  را فراهم کرده است.

استان دوغ محلی ها را از وسلاکتوباسیل 2023سال 

ها آن کردند،جداسازی  چهارمحال و بختیاری

 لاکتوباسیلوس لاکتوباسیلوس کازئی،های باکتری

لاکتوباسیلوس پلانتاروم، لاکتوباسیلوس  پاراکازئی،

، لاکتوباسیلوس جنسنیوس، لاکتوباسیلوس سرامنو

جداسازی را  فرمنتوم و لاکتوباسیلوس برویس

 .(Dehghani Champiri et al., 2023)نمودند

های باکتری 1397و همکاران در سال  کوهساری

شهرستان لبنی محلی ت لاکتیک از محصولااسید

نمونه دوغ و پنیر  24از را جداسازی کردند که  گرگان

 جدایه 73در مجموع  ،نمونه صنعتی 4محلی و 

 کتوباسیلوس کازئیلاشناسایی شدند که در این بین 

و باکتری  درصد بیشترین فراوانی را داشت 34/24با 

 Koohsari)شناسایی نشد لاکتوباسیلوس پلانتاروم

et al., 2019). در پژوهشی  1396در سال  دعوتی

انتروکوکوس فاسیوم، انتروکوکوس دورانس، 

لاکتوباسیلوس  لاکتیسی،پدیوکوکوس اسیدی 

 فرینتوشنسیز، لاکتوباسیلوس، پاراپلانتاروم

 را لاکتوباسیلوس دلبروکیو  لاکتوباسیلوس جانسونی

 از ماست گوسفندی عشایر الوند جداسازی

در منابع مختلف برای  .(Davati, 2018)کرد

های اسید لاکتیک از محیط کشت جداسازی باکتری

MRS گذاری در دمای استفاده شده و گرمخانه آگار

ساعت گزارش  72-24گراد به مدت  درجه سانتی 37

ه به گرم مثبت بودن جتو همچنین با شده است.

، آزمون گرم به عنوان روش لاکتوباسیلوسباکتری 

یی و  گیرد.د استفاده قرار میورتشخیصی ابتدایی م

از ماست طبیعی تخمیر  2019همکاران در سال 

و گرم آمیزی ، رنگشده، با بررسی مورفولوژی

را  لاکتوباسیلوس پلانتارومتشخیص مولکولی، 

 و ونتاساوا .(Yi et al., 2019)جداسازی کردند

را  کتوباسیلوسلاهای سویه، 2017در سال  همکاران

آگار جدا سازی  MRS بر روی تخمیرشده گاواز شیر 

لاکتوباسیلوس  هایجدایهدر این تحقیق  ،کردند

 ،لاکتوباسیلوس رامنوسوس ،اسیدوفیلوس

و  لاکتوباسیلوس دلبروکی، لاکتوباسیلوس بولگاریس

، از لحاظ مورفولوژیکی لاکتوباسیلوس سالواریوس

میر خ، بیوشمیایی و سیستم تبررسی میکروسکوپی

 ,.Vantsawa et al)گردیدمشخص کربوهیدراتی 

نیز با استفاده از محیط حاضر در تحقیق  .(2017

انتخاب  لاکتوباسیلوسهای خالص کشت مذکور کلنی

 آمیزیرنگهای گرم مثبت با استفاده از و باکتری شد

 گرم تشخیص داده شد.
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ها پس از  لاکتوباسیلوسروش مرسوم در شناسایی 

آنالیز خصوصیات بیوشیمیایی آنها از  ،جداسازی

 تخمیر قندهاکاتالاز، اکسیداز، سیترات و جمله تست 

در منابع مختلف نوع و تعداد قندها متفاوت  ست.

به منظور  2022حسن و همکاران در سال است. 

، از لاکتوباسیلوسهای جداسازی و شناسایی باکتری

ز و اکسیداز، لاآمیزی گرم، فعالیت کاتاهای رنگروش

 Hassan et)نمودندو تولید اسید از گلوکز استفاده 

al., 2023) . از 2021 در سالناجی و همکاران ،

شامل قندهای آرابینوز، ترهالوز، تست تخمیر قندی 

مالتوز، کتوز، مانیتول و لاساکاروز، رافینوز، رامنوز ، 

های سوربیتول و زایلوز به منظور شناسایی گونه

بیشترین فراوانی به . کردنداستفاده  وسکتوباسیللا

 و نمونه( 7) نتاروملاکتوباسیلوس پلاترتیب متعلق به 

نمونه( به دست آمد و  6) کتوباسیلوس اجلیسلا

و کتوباسیانوس کازئی لاکمترین فراوانی در 

. (Naji et al., 2021)بود کتوباسیلوس پنتیسلا

 یباکتر 2018نوری و همکاران در سال 

و  ییایمیوشیببه روش  را پلانتاروم لوسیلاکتوباس

کردند  ییو شناسا یجداساز یمولکول

ای هدر میان گونه پلانتاروملاکتوباسیلوس  که 

ذیرترین گونه شناخته ت پعاد لاکتوباسیلوس مختلف

تمامی در این تحقیق نیز  .( ,.2018Nouri et al)شد

ها کاتالاز، اکسیداز و سیترات منفی تشخیص جدایه

از تخمیر قندهای گلوکز، مانوز، داده شدند و 

اینوزیتول، سوربیتول، رامانوز، ساکارز، آمیلوز و 

ها  لاکتوباسیلوسآرابینوز برای شناسایی بیوشیمیایی 

های استفاده شد. با مقایسه نتایج بیوشیمیایی باکتری

تشخیص داده  لاکتوباسیلوس های، سویهمورد بررسی

  شد.

های که از روشتوصیه شده است مختلف در منابع 

های جدا تکمیلی برای تایید تشخیص سویه مولکولی

زیرا شباهت خصوصیات  گیری شودشده بهره

 .شودها دیده میفیزیولوژی در بین برخی جدایه

 ی توالیمانند مقایسههای مولکولی راستفاده از مارک

لاعاتی، روشی طهای ادر بانک 16S rRNA ژن

 هاوسلاکتوباسیلتر برای شناسایی دقیقمناسب 

شناسایی  2024 در سالنیز و همکاران اورشف . است

 API 50کیت کتیک را بر اساس لاهای اسید باکتری

CH  بر اساس ها باکتریدادند. سپس،  انجام

 23S و 16S rRNA ژن و تکثیر های مولکولیروش

rRNA  و گونه شناسایی در سطح جنس

مرحمتی زاده و  رهی. (Urshev et al., 2024)شدند

 لاکتوباسیلوس پلانتاروم در پژوهشی 2022سال ر د

محصولات لبنی از را  لاکتوباسیلوس پاراکازئیو 

سنتی شهرستان گچساران جداسازی کردند، آنها از 

آنالیز بیوشیمیایی مانند تست کاتالاز، اکسیداز، 

ها و روش مولکولی برای  احیای نیترات، تخمیر قند

استفاده  لاکتوباسیلوسهای شناسایی سویه

 .(Rahi & Marhamatizadeh, 2022)کردند

های باکتری 2021ن در سال اهمچنین، لیو و همکار

مشتق شده از سبزیجات تخمیری در  لاکتوباسیلوس

شانشی، چین را از روش مولکولی و بررسی توالی ژن 

16S rRNA  جدایه  15شناسایی کردند و توانستند

لاکتوباسیلوس جدایه  9و  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

وجود  .(Liu et al., 2022)جداسازی کنندرا  برویس

در محصولات لبنی سنتی در  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

 2018در سال مطالعه ظفرمختاریان و همکاران 

گزارش شده است. این محققین حضور 

لاکتوباسیلوس کازئی، لاکتوباسیلوس پلانتاروم، 

 کتوباسیلوس بوچنریلالاکتوباسیلوس رامنوزوس و 

های شیر و ماست گوسفندی روستاهای  را در نمونه

با  16S rRNA ژنرا با تکثیر شهرستان ارومیه 

 Zafar)تایید نمودند  PCR استفاده از

mokhtarian et al., 2018) .در همکاران و  تادسه

های جداسازی و شناسایی باکتری 2018سال 
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این مطالعه حضور ، اسیدلاکتیک را انجام دادند

 تخمیری تف های مختلف باکتریایی را در خمیرگونه

تایید کرده  16S rRNAبا استفاده از ژن 

 در این تحقیق نیز. (Tadesse et al., 2018)تاس

 ، هایتر و شناسایی باکتربرای تشخیص دقیق

DNA16ژن  و استخراج اهنهنموS rRNA تکثیر 

 . نتایجمشاهده شدژل الکتروفورز  باشد و سپس 

را تایید  لاکتوباسیلوس جدایه ی 11 تعیین توالی،

 ،و بقیه پلانتاروم جدایه 4، جدایه 11از این  کرد.

در  شناسایی شدند. لاکتوباسیلوسهای دیگر سویه

های وسکتوباسیللاترین مشابه، فراوان تحقیقات

ت لبنی شهرستان جهرم، لاموجود در محصو

و  کتوباسیلوس اسیدوفیلوسلا، کتوباسیلوس کازئیلا

تفاوت در  .شدندرفی معنتاروم لاکتوباسیلوس پلا

در مناطق  لاکتوباسیلوسی جداسازی شدههای سویه

آب و  مختلف ایران احتمالا به دلیل تفاوت اقلیم و

 شناسایی مولکولی و شباهت توالی ،بنابراین هوا است.

ای در ها نقش تعیین کنندهباکتری 16S rRNA ژن

  .(Dorri et al., 2013)شناسایی باکتری دارد

پیش بینی  ،رغم شناسایی مولکولی این جدایهیعل

دقیق توانایی تکثیر این باکتری در محیط روده 

شود جهت معرفی پیشنهاد میبنابراین  ،مشکل است

به عنوان پروبیوتیک بومی، دیگر  جدایهاین 

های پروبیوتیک از جمله های میکروارگانیسمشاخص

میزان بقاء و تحمل شرایط اسیدی معده و املاح 

ها در در کنار انجام این آزمون ،صفراوی روده

در حیوانات آزمایشگاهی مورد  (in vivoشیشه)

 Koohsari et al., 2019; Taye) آزمون قرار گیرد

et al., 2021). ی این تحقیق با توجه به نتیجه

هایی همچون توان امیدوار بود از جدایهمی

های بومی باکتریبه عنوان  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

سودمند در تولید محصولات لبنی و صنایع غذایی 

 استفاده شود.

  :کلی نتیجه گیری

نتایج این تحقیق که در دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

 لاکتوباسیلوس پلانتاروممرودشت انجام شد، حضور 

پروبیوتیک و های که از مفیدترین باکتری

اسیدلاکتیک هستند، را در محصولات لبنی سنتی 

استان فارس اثبات کرد. علاوه بر این، جنس 

ی درصد از فراوان 36/36 لاکتوباسیلوس پلانتاروم،

های اسیدلاکتیک جدا شده از محصولات باکتری

 لبنی مورد مطالعه را به خود اختصاص داد.
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Abstract:   

Lactobacillus plantarum is an important bacterium in the food industry recognized as a useful and 

practical strain. The advantages of lactic acid bacteria, including Lactobacillus species, are their 

potential probiotic properties and their ability to induce immune responses. This study investigated 

the isolation and identification of Lactobacillus plantarum from dairy products. 96 samples of 

traditional dairy products were collected from different regions of the Fars province. The samples 

were cultured on MRS agar media and their colony morphology and shape were investigated. Then, 

Gram staining and biochemical tests such as catalase, oxidase, sugar fermentation, and citrate 

utilization were performed to identify the biochemical characteristics of Lactobacillus species. 

Finally, using molecular methods such as polymerase chain reaction (PCR) targeting the 16S rRNA 

gene and sequencing the desired sequence, the genetic identification of Lactobacillus species was 

performed. Using diagnostic and biochemical methods, 11 Lactobacillus isolates were successfully 

isolated, and after polymerase chain reaction and sequencing, 4 isolates were confirmed as 

Lactobacillus plantarum. All 4 isolates were Gram-positive, catalase-negative, oxidase-negative, 

and citrate-negative, and they fermented glucose, mannose, sucrose, and sorbitol. The final 

diagnosis of this bacterium was confirmed by molecular identification and sequencing of the 16S 

rRNA gene. The results indicate the presence of Lactobacillus plantarum in dairy products and it is 

possible to isolate this important species from dairy products by examining the shape, biochemical 

and molecular methods. Furthermore, the use of the methods employed in this study as diagnostic 

indicators enables isolation of Lactobacillus plantarum.  

Keywords: Lactic acid bacteria, Lactobacillus plantarum, dairy products, molecular identification, 

biochemical tests. 
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