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با پروبیوتیک شیر الاغ های اسید لاکتیک شناسايي باکتریگری و غربال

 (FTIR) سنجي تبديل فوريه مادون قرمزطیف استفاده از تکنیک
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 هچکید

هیای گیرم متبیت و کاتیالاز منسیی هکیتند کیه در خرییان ت  ییر          (، گروه هتروژنیی از بیاکتری  LABهای اسیدلاکتیک )باکتری مقدمه:

تولید بیوپلی رها مسید صنعتی تأثیری بکیاایی بیر بوبیود    های اسیدلاکتیک با کنند. بکیاری از باکتریها اسید لاکتیک تولید میکربوهیدرات
ها وخود دارد که برخیی از آنویا از د یت    های متعددی برای شناسایی باکتریطعم، بافت و ماندگاری بکیاری از محصولات لبنی دارند. روش

 این راستا موم است.  ک ی برخوردارند و برخی دیگر بکیار پرهاینه هکتند. معرفی روشی د یق، سریع و کم هاینه در

ای روی شیر الاغ صورت گرفت. برای این منظور، از های اسیدلاکتیک پروبیوتیک شیر، مطالعهبه منظور شناسایی باکتری ها:مواد و روش

 ( اسیتساده شید. از تجاییه بیه     FTIRسنجی تبیدی  فورییه میادون  رمیا )    های کلاسیک میکروب شناسی و بیوشی یایی و روش طیفروش
 سنجی استساده گردید. های طیفبندی برای بررسی صحت دادهو خوشه (PCA)های اصلی لسهمو

های خداسازی شده به دو خنس انتروکوکوس و اسیترپتوکوکوس  های کلاسیک میکروب شناسی نشان داد که باکترینتایج روش ها:يافته

ی خنس استرپتوکوکوس و خنس انتروکوکوس به ترتیب به ازی شدههای خداسنشان داد که ایاوله FTIRتعلق دارند. ه چنین نتایج روش 
درستی و توانایی تکنییک   (PCA)های اصلیبه ک ک تجایه به مولسه IRهای ی دیورسی و فکالیس تعلق دارند. تجایه تحلی  طیفها گونه

FTIR  .را در شناسایی دو خنس یاد شده اثبات ن ود 

 FTIR، بوتر است تا از روش DNAیابی ای ه انند توالیهای پیچیده و پر هاینهها به روش ب  از ا دام به شناسای باکتری گیری:نتیجه

کند. در این مطالعه، دو خنس از  ها را در سطح خنس و حتی گونه شناسایی می استساده شود. این روش سریع و کم هاینه است و باکتری
شناسایی و  FTIRهای مبتنی بر کشت و برای اولین بار در ایران به ک ک روش Streptococcus devrieseiه نام ها، یکی از آنوا بباکتری

 تائید شدند.
 

 سنجی، میکروباسید لاکتیک، پروبیوتیک، شیر الاغ، طیف  :کلیدی هایواژه
 
 :nazarian.f@lu.ac.ir email                                                                                                                        مکاتبات مکئول نویکنده *
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 مقدمه
ها از منابع شناسایی، خداسازی و غربال میکروارگانیکم

هایی از یابی به گونهای موثر برای دستطبیعی، وسیله
هاست که از لحاظ ژنتیکی و صنعتی حائا اه یت باکتری

ها در شرایط م تلف هکتند. طیف وسیعی از میکروارگانیکم
که بکیاری از آنوا نقش  زندگی هکتند در حالدر اطراف ما 

موثری در بوبود شرایط زندگی سایر موخودات از خ له 
 . برای متال، (Reid, 1999) کنندانکان بازی می

ای هکتند های زنده، پربیوتیک1های اسیدلاکتیکباکتری
اصلاح تعادل میکروبی داخ  دستگاه گوارش، به که با 

خصوص محیط روده، باعث بوبود سیکتم ای نی بدن، 
های باکتریایی و خلوگیری و درمان خلوگیری از عسونت

. (Burgula et al., 2006)شونداسوال در انکان می
گاهوای طبیعی نظیر های اسیدلاکتیک در زیکتباکتری
ی ش خانوران از خ له معدهی گیاهان، دستگاه گوارپیکره

 Fujisawa & Mitsuoka, 1996; Schmitt)زنبور عک  

et al., 2002; Tannock, 2004)  و ه چنین به صورت
طبیعی در سطوح م اطی نظیر روده کوچک، روده بارگ، و 

. استساده از (Morelli, 2001) کنندواژن انکان زندگی می
روز به روز در های اسید لاکتیک در مواد غذایی باکتری

حال افاایش است، به طوری که تقاضا برای مصرف مواد 
های مسید به طرز غذایی ب صوص مواد لبنی حاوی باکتری

رو، از این. چش گیری در دنیا افاایش پیدا کرده است
های مسید های خدیدی از باکتریخکتجوی گونه

برداری از آنوا در اسیدلاکتیک از منابع م تلف برای بوره
تغذیه انکان بکیار حائا اه یت است. شیر و مواد لبنی از 

 ها هکتند. در خ له منابع سرشار از این  بی  باکتری
های اخیر، مت صصان تغذیه به شیر الاغ در مقایکه با سال

ای منحصر به شیر سایر پکتانداران، به دلی  خواص تغذیه
ری از های ای نولوژیکی و خلوگیفرد، برخورداری از فعالیت

زا توخه های آلرژیعدم تولید پروتئین 2آترواسکلروزیس
. تا  ب  از این، در (Riddle et al., 1956)اندای ن ودهویژه

مقایکه با شیر نش وار کنندگان، مطالعات ک ی روی شیر 
 الاغ صورت گرفته است. 

ها، از بندی باکتریدر حال حاضر برای شناسایی و طبقه
های بیوشی یایی یا مبتنی بر آزمون های مرسومروش

                                                      
3
 Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

های مولکولی مبتنی بر انگشت نگاری سرولوژیکی و روش
DNA  وRNA ها به شود. شناسایی باکتریاستساده می

ها مورفولوژیکی و بیوشی یایی به دلی  سادگی ک ک روش
ی کم، کاربرد فراوانی در علوم صنایع غذایی و و هاینه

د ت کم، از خ له معایب این  پاشکی دارند. سرعت پایین و
ها به هاست. از طرف دیگر، اگرچه شناسایی باکتریروش

از د ت  DNAهای مبتنی بر انگشت نگاری ک ک روش
بالایی برخوردارند، ولی به هاینه و و ت زیادی نیاز دارند. از 

های د یق، سریع و با توان ع لیاتی بالایی رو، به روشاین
ها را در کوتاهترین اد زیادی از باکترینیاز است تا بتوان تعد

زمان م کن شناسایی و غربال ن ود. طیف سنجی مولکولی 
ها است که به عنوان یک روش یکی از این  بی  روش

 ,.Levine et al)معرفی شد 1950شناساسایی در سال 

1953; Riddle et al., 1956) . استساده از طیف سنجی
دودیت ع لی و نبود ارتعاشی در آن زمان به دلی  مح

 با ظوور. ها غیر ع لی بودسیکتم آماری یکپارچه آنالیا داده
(FTIR)2سنجی تبدی  فوریه مادون  رماتکنیک طیف

3 ،
Naumann ( روش 1991، 1995و ه کاران )FTIR  را

های باکتریایی، برای تجایه تحلی  آزمایشگاهی سلول
ها، بکار بردند. پس از شناسایی، ت ایا و رده بندی باکتری

با موفقیت برای ردیابی، ت ایا،  FTIRآن از طیف سنجی 
های های متعلق به گونهشناسایی و رده بندی باکتری

های مواد غذایی نظیر ها به ویژه، پاتوژنمتساوتی از پاتوژن
 (Kuhm, et ، باسیلوس، یرسینیاسال ونلا ،کولاای ،لیکتریا

(al., 2009 ،استافیلوکوکوس(Filip et al., 2004) 

نه تنوا برای  FTIRعلاوه، از طیف سنجیشد. بهاستساده 
ها، بلکه برای فراهم کردن اطلاعاتی شناسایی باکتری

، فاز (Becker et al., 2006) ها پیرامون متابولیکم باکتری
و مقاومت  (AL-Qadiri et al., 2008)رشدی آنوا 

نیا  (Amiali et al., 2008b)ها یکها به آنتی بیوتباکتری
توان ها میباکتری FTIRهای شود. از طیفاستساده می

ی برای ارزیابی ترکیب کلی ساختار اخااء تشکی  دهنده
ها، اسیدهای چرب، ها، از خ له پروتئینباکتری

ساکاریدها ها، نوکلئیک اسیدها و لیپوپلیکربوهیدرات
و  Amiali. (Davis & Mauer, 2010)استساده ن ود 

 را برای شناسایی و  FTIR(، توانایی 2008ه کاران )
 

                                                      
1 Lactic Acid Bacteria (LAB)       

2 Atherosclerosis  
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های های اسیدلاکتیک و ت ایا گونهبندی باکتریطبقه
اند ه چنین محققان توانکتهبکیار نادیک اثبات ن ودند. 

های م تلف توانایی این روش را در شناسایی و ت ایا گونه
ای لاکتوکوکوس هو گونه لاکتوکوکوس در پنیر نشان دهند

 Staphylococcusو  Listeriaزای های بی اریرا از گونه
 Lamprell et)در انواعی از پنیر به خوبی تش یص دهند 

al., 2006; Rebuffo et al., 2006) .Oberreuter  
 ای را در سه ( تنوع درون گونه2002و ه کاران )

 ( ,Rhodococcus erythropolisباکتری اکتینومیکت

Corynebacterium mglutamicum, 

(Brevibacterium linens  را با استساده از هر دو روش
FTIR  وSrDNA16  بررسی کردند. این محققان معتقدند

تنوا در سطح گونه است و در سطح زیر  FTIRکه کارایی 
 تواند اباار مناسبی برای بررسی ارتباط تاککنومیگونه ن ی

این روش تنوعات در سطح زیر  گونه ها باشد زیرا هرچند با
شود اما این تنوعات متساوت از تنوعاتی است گونه دیده می
 Linشود. ها مشاهده میبین سویه SrDNA16که با روش 

 ( برای تحلی  فیلوژنی 2007و  2004و ه کاران )
با استساده از دو  Alicyclobacillusهایی از باکتری خدایه
کردند که ترکیب هر پیشنواد  SrDNA16و  FTIRروش 

تواند ابااری مناسب برای شناسایی و ت ایا دو روش می
و  Kirschner. ها فراهم آوردسریع و مط ئن باکتری

ها مولکولی برای و روش FTIR( از 2001ه کاران )
شناسایی و رده بندی باکتری خنس انتروکوکوس استساده 

سویه باکتری  18ها در این پژوهش از کردند آن
از منابع م تلف بی ارستانی و خداسازی شده وکوکوس انتر

استساده کردند. نتایج حاص  از این  هآلودمواد غذایی 
و  FTIRپژوهش نشان داد که ترکیب دو روش 

SrDNA16 تواند روش  درت ندی برای شناسایی و رده می
( با استساده 2006و ه کاران ) Zhaoها باشد. بندی باکتری

چوار خدایه از  PCAو تحلی  نتایج با  FTIRاز 
Streptomyces  را که از نظر توالیSrDNA16  کاملا

شباهت داشتند اما بر اساس ظاهر میکیلیوم، اسپور و 
 رنگدانه با هم متساوت بودند، از یکدیگر تسکیک کنند

(Zhao et al., 2006) ،به طور کلی، هدف از این پژوهش .
برای شناسایی  FTIR مقایکه دو روش بیوشی یایی و

های اسید لاکتیک )در سطح گونه( موخود در شیر باکتری
 الاغ به عنوان روشی سریع، کم هاینه و مقدماتی بود. 

 هامواد و روش
ها با غربال اولیه باکتری :یاین پژوهش در سه مرحله

های مرسوم مورفولوژیکی و بیوشی یایی، استساده از روش
ها در سطح گونه با دو روش بیوشی یایی و شناسایی باکتری

FTIR  و در نوایت، مقایکه نتایج حاص  از این دو روش
 انجام شد. 

 

 های اسید لاکتیکجداسازی و شناسايي باکتری -

، از شیر سه میاده الاغ سیالم عشیایر    1393در تابکتان 
منطقه سلکه در ش ال استان لرستان بیه صیورت تصیادفی    

بالافاصیله روی ییخ    هیا ن ونیه  گیری صورت گرفیت. ن ونه
 24خنک شدند و پس از انتقیال بیه آزمایشیگاه بیه میدت      

گراد  رار گرفتند. به منظور درخه سانتی 37ساعت در دمای 
های شیر با اسیتساده از  فراهم آوردن شرایط کشت، از ن ونه

 هیای درصد( ر تw/v NaCl 9/0افاودن سرم فیایولوژی )
های یاد شیده،  از هر یک از ر تتویه گردید.  10-6تا  1-10

خامید، کشیت گردیید.     MRSلیتر در محیطمقدار یک میلی
گراد به درخه سانتی 37و  28کشت در دو دمای  های محیط
 هیا، ساعت انکوبیه شیدند. پیس از رشید بیاکتری      72مدت 
های تشکی  شده بر روی محیط کشت از نظر انیدازه  کلونی

هیایی کیه   از ت ام کلیونی و شک  مورد ارزیابی  رار گرفتند. 
ها و اشکال بودند، به صورت تصیادفی  ی ه ه اندازهن اینده

-خامید تیازه   MRSهای تعدادی کلونی انت اب و در محیط

کشت داده شدند. ع   بیاز کشیت تیا اط ینیان از خلیوص      
های حاص  هر دو روز یکبار انجام گرفت. در مج وع کلونی
هیا،  ن ونیه  ع ه یه کلونی مجاا و خالص از مج یو  70تعداد 

های بعدی اسیتساده شید. بیه    انت اب و از آنوا برای آزمایش
 گییرمهییای هییا، آزمییونمنظییور غربییالگری اولیییه بییاکتری

(Madigan et al., 2004)   و کاتیالاز(Akabanda et 

al., 2010) ها صیورت گرفیت. خویت    ی باکتریروی ه ه
از  هیا ی هر ییک از کلیونی  انجام آزمون کاتالاز، کشت تازه

گراد بیه میدت   درخه سانتی 37خامد در دمای  MRSمحیط
هیای اککییژن پیس از    ساعت تویه شید. تولیید حبیاب    15

ی متبیت  ها با پراککیید هییدروژن، نشیانه   مجاورت باکتری
 ,.Akabanda et al)بودن آزمیون کاتیالاز تلقیی گردیید     

هییا از . بییرای تشیی یص شییک  و آرایییش بییاکتری (2010
( و الکترونی پیس از تی یار   ×100)های نوری میکروسکوپ
( استساده شد. به طور خلاصه، ابتدا کشت 2)% با گلوتارآلدئید
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یک شبه از باکترها تویه شد. پس از سانتریسیوژ بیاکتری در  
rpm 4000  د یقه مایع روشناور دور ری ته شد  10به مدت

لیتیر  میلیی  5ها نگوداری شد. سپس مقدار و رسوب باکتری
ها های کشت اضافه شد و رسوب باکتریلولهآب استری  به 

دیگر تکرار شید تیا    دو بارح  گردید. این مرحله از شکتشو 
 50بقایای محیط کشت حذف شود. به رسوب باکتری مقدار 
، M1میکرولیتییر از محلییول گلوتارآلدهییید و بییافر فکییسات )

pH7. 2حی  شید.    کیاملاا هیا  ( اضافه شد و رسوب باکتری
سیاعت در   2هیا بیه میدت    اوی باکتریهای آزمایش حلوله

نگویداری   4دمای اتاق سپس به مدت یک شب در دمیای  
به میدت   rpm5000شدند. در روز بعد پس از سانتریسیوژ در 

د یقه، مایع روشناور دور ری ته شد و شکتشو با اتانول به  5
% بیه میدت ییک    50( اتیانول  1شیود: ) شرح زیر انجام میی 

% بیه میدت   70( اتیانول  2) -C˚20ساعت و نیم در دمیای  
% بیه  85( اتیانول  3) -C˚20یک سیاعت و نییم در دمیای    

% بیه میدت   95( اتانول 4) C˚4مدت یک ساعت در دمای 
% بیه میدت ییک    95( اتانول 5) C˚4یک ساعت در دمای 

% به مدت یک شیب در  100( اتانول 6) C˚4شب در دمای 
% به مدت ییک شیب در دمیای    100( اتانول 7) C˚4دمای 

C˚4 (8 اتانول )ساعت در دمای اتیاق.   1-2% به مدت 100
 2-3پس از آخرین مرحله شکتشو رسوب باکتری به میدت  

 کیاملاا گراد  رار داده شد تا درخه سانتی 37ساعت در دمای 
خشک شود. پس از تتبیت بیاکتری، مراحی  آمیاده سیازی     
باکتری برای میکروسکوپ الکترونی انجام شید. بیرای ایین    

بیا پوشیش    Desk sputter coater-DSR1ستگاه کار از د
طلا استساده شد. پس از پوشیش سیطح سیلول     نانو ساختار

 / FE SEMباکتری با طلا، از میکروسکوپ الکترونی مدل

Mira3 Lmu وkV 20 HV=  ی از سطح بردار عکسبرای
 1سلول باکتری استساده شد. 

 2 
شناسايي باکتری در سطح گونه با استفاده از  -

 های بیوشیمیاييروش

گراد و درخه سانتی 42و  15توانایی رشد در دماهای 
بر اساس روش اسنیت و  6/9pHه چنین توانایی رشد در 

درصد کلریدسدیم،  5/6ه کاران، توانایی رشد در غلظت 
 Tittsler andتکت حرکت در محیط آگار بر اساس روش

                                                      
3
 Ninhydrin                

4 Leuconostoc Mesentroides 
2
Lactococcus garvieae 

Sandholzer 1936))ای ه، تولید اسید از کربوهیدرات
و فنول رد به عنوان معرف  3م تلف در محیط نوترینت

-Torres درصد کربوهیدرات بر اساس روش 2رنگی و 

Llanez  (2006) های انت اب شده برای ت امی کلونی
 . صورت گرفت

برای انجام آزمون ت  یر  ندها، از  ندهای گلوکا، 
ترهالوز، بیوز، سوربیتول، رافینوز، لاکتوز، ساکارز، زایلوز، ملی

فروکتوز،گالاکتوز، آرابینوز و مانیتول استساده شد. از هر یک 
های درصد به هریک از لوله 2از  ندهای یاد شده مقدار 

حاوی محیط نوترینت اضافه شد. سپس محیط کشت مایع 
پس از تلقیح با باکتری و افاودن فنول رد به عنوان معرف، 

اعت انکوبه س 48گراد به مدت درخه سانتی 37در دمای 
شد. تبدی  رنگ ارغوانی به رنگ زرد نشانه ت  یر  ند و 

 ,.Torres-Llanez et al)تولید اسید در نظر گرفته شد 

های . برای آزمون تولید گاز، از ت  یر  ند از لوله(2006
های دورهام دورهام استساده شد. تج ع حباب هوا در لوله
ر  ند را نشان متبت بودن آزمون تولید گاز حاص  از ت  ی

. آزمون هیدرولیا هیپورات (Kelly et al., 1998) دهدمی
بر اساس روش  3به ک ک معرف نین هیدرین 2سدیم

Collins ( صورت گرفت. از باکتری 2004) و ه کاران
به عنوان شاهد  ATCC29212انتروکوکوس فکالیس 

به عنوان  4متبت و از باکتری لئوکونوستوک مانتروئیدس
 شاهد منسی در آزمون هیدرولیا هیپورات سدیم استساده شد. 

 
 FTIRها با استفاده از روش شناسايي باکتری -

و  28با توخه به نتایج غربالگری اولیه، از هر دو دمای 
ن ونه برای انجام آزمون طیف  4گراد، تعداد درخه سانتی 37

، SD93101انت اب شدند و با اسامی  FTIRسنجی
SD93919 گراد( درخه سانتی 28های رشد کرده در )کلونی

LUB93929  وLUB93101 های رشد کرده در )کلونی
گراد( نامگذاری شدند. از چند خنس شناخته درخه سانتی 37

های اسیدلاکتیک که ع وما در شیر وخود شده از باکتری
دارند به عنوان باکتری شاهد مانند لئوکونوستوک 

 6، لاکتوکوس گراویه54کتوباسیلوس روتریمانتروئیدس، لا
ها استساده و انتروکوکوس فکالیس برای شناسایی باکتری

 شد. 

                                                      
1
 Nutrient Broth                  

2
 Hippurate Sodium 

5 Lactobacillus reuteri           
6
Lactococcus garvieae 
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 آماده سازی نمونه -

مایع کشت داده شدند.  MRSها در محیط ابتدا باکتری
 37ها به مدت یک شب در دمای پس از رشد باکتری

د یقه در  5گراد، فالکون حاوی باکتری به مدت سانتیدرخه
g4000  سانتریسیوژ شد. مایع رویی دور ری ته شده و به

آب مقطر استری  اضافه شد. پس از  ml 5رسوب حاص  
د یقه  10ح  کردن رسوب، بار دیگر سانتریسیوژ به مدت 

ها سه بار دیگر با آب استری  انجام شد و سلول g4000در 
شکتشو شدند تا رسوب باکتری عاری از محیط کشت شود. 

ی شکتشو، با خارج ن ودن کام  مایع ین مرحلهپس از آخر
ها باز گذاشته شد و به مدت یک رویی درب میکروتیوب

گراد درون آون  رار داده شدند تا آب سانتیدرخه 50شب در 
 آنوا تب یر و کاملا خشک شود. 

 
 FTIRتهیه نمونه برای  -

گرم از رسوب خشک باکتری با مقدار  1/0مقدار حدودا 
( در هاون م صوص KBrسیم برماید )مکاوی از پتا

م لوط و به صورت پودر در آورده شد. این پودر بر روی 
دیکک م صوص کوچکی  رار داده شد و دیکک به ک ک 
خک م صوص تحت فشار  رار گرفت تا پودر به شک  

 ,Davis & Mauer)لایه نازکی روی دیکک تتبیت شود 

2010; Zhao et al., 2006) . 

 

 FTIRطیف سنجي  -

پس از آماده سازی ن ونه، دیکک در محسظه م صوص 
 رار داده  SHIMADZU IR 10. 1دستگاه طیف سنج 

شد و طیف حاص  از سنجش مقدار عبور اشعه در محدوده 
 بر سانتی ثبت گردید.  400-4000طول موج 

1 

 FTIRهای بررسي و پردازش داده -

 IRهیای  تیوان روی طییف  های م تلسی را میپردازش
هیای  انجام داد که باعیث بوبیود ویژگیی    FTIRمربوط به 

هیا  شده و به تجایه و تحلی  و تسکیر طیفها ظاهری طیف
. پییردازش (Brain & Smith, 1996) کننیید میییک ییک 
گیرنید کیه   یی صورت میی افاارها نرمبوسیله  ع ومااها  طیف

شییوند. در اییین ارائیه مییی  FTIRه یراه دسییتگاه سیینجش  
مربیوط بیه شیرکت      IR SLUTION افیاار  نرمپژوهش از 

                                                      
1 wards 

هیا اسیتساده    برای انجام پردازش داده FTIRسازنده دستگاه 
شد. اصلاح خطوط پایه سیبب کیاهش فرکیانس و نیویا و     

 شیود  میی هیا   افاایش محتوای مسید و  ابی  اسیتساده طییف   
(Brain & Smith, 1996; Al‐Qadiri et al., 2008; 

Lin et al., 2004).  هیا  ه چنین مشتق اول و دوم طییف
ها، کاهش تغیییرات  باعث کاهش تنوع حاص  از تکرار پیک

هیا و افیاایش و   خطوط پایه، ح  مشک  هم پوشانی پییک 
 ,.Al‐Qadiri et al) شیود هیا میی  تقویت تغیییرات طییف  

2008 ;Brain & Smith, 1996; Lin et al., 2004) از .
 شیود  رها اسیتساده میی  ی باکتبند ردهمشتق دوم بیشتر برای 

(AL‐Holy et al., 2006) در این پژوهش از مشتق دوم .
هیا  ها استساده شد. از طیرف دیگیر، نرمیال سیازی داده    داده

هیا و کیاهش   باعث از بین بردن تنوع در طول مکیر طییف 
های اندازه گیری شده از یک ن ونیه واحید   تساوت بین طیف

هیای   اسیاس پییک  ها بیشتر بیر  سازی طیفشود. نرمالمی
از  مع یولاا شیود.  های مورد نظیر انجیام میی    وی و یا پیک

به عنوان پیک اسیتاندارد بیرای نرمیال     1پیوندهای آمیدی 
. نرمال (Maquelin et al., 2002)شود سازی استساده می

های مورد  سازی بیشتر برای موا عی کاربرد دارد که باکتری
نرمیال سیازی    .ندمطالعه در فازهای رشدی م تلف  رار دار

ه چنین یکی از شروط موم و لازم برای تجاییه و تحلیی    
 Al‐Qadiri et)های باکتریایی اسیت آماری پیشرفته طیف

al., 2008; Amiali et al., 2008a). 

 

 تجزيه و تحلیل آماری -

 بی  از   طیور مع یول   را بیه  های اصیلی  تجایه به مؤلسه
دهند تا اه یت نکیبی متغیرهیایی   تجایه کلاستر انجام می

بندی تجاییه کلاسیتر    مش ص شوند و بعداا از آنوا در گروه
هیای   مؤلسیه استساده گردد. در این مطالعه از روش تجایه به 

( استساده شید. در تجاییه کلاسیتر    1901)  Pearson اصلی
1از الگیوریتم وارد  FTIRهای های طیفداده

بیرای ییافتن    2
. از نیرم  (Ward, 1963)هیا اسیتساده گردیید    فاصله خوشیه 

هیای پیچییده   افاارهای آماری م تلسی بیرای مقایکیه داده  
ی ه اننید  با رویکرد آماری چند متغیره های باکتریاییطیف

اسیتساده  هیای اصیلی و تجاییه کلاسیتر      تجایه بیه مؤلسیه  
  17نکی ه   Minitabشود. در این پژوهش از نرم افیاار   می

 استساده شد. 

                                                      
1 wards  



 

 پروبیوتیک شیر الاغهای اسید لاکتیک شناسایی باکتریگری و غربال 
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 هايافته
 های بیوشیمیاييآزمون -

باکترهای اسیدلاکتیک گرم متبت، کاتالاز منسی و 
ای شک  به صورت تکی، دوتایی یا کوککی یا میله
. (Salminen & Von Wright, 2004)چندتایی هکتند 

باکتری انت ابی از کشت اولیه،  70بر این اساس، از تعداد 
بودند که به  کلونی گرم متبت و کاتالاز منسی 40تعداد 

عنوان باکتری اسیدلاکتیک شناخته شدند. مشاهدات 
 حضور  ×100میکروسکوپ نوری با درشت ن ایی 

های دوتایی و های کوککی شک  را در دستهباکتری
(. تصاویر میکروسکوپ A1چندتایی نشان داد )شک  

های کوککی شک  را که در حال الکترونی وخود باکتری
(. ه انطوری که در B1)شک   تقکیم هکتند، نشان داد

ها در خریان تقکیم دیده می شود، باکتریB1شک  
 گیرند. ای شک  به خود میظاهری بامیه
 33کلونی باکتریایی خداسازی شده، تعداد 70از میان 

شک ، گرم متبت و کاتالاز  باکتری ه وفرمنتیتیو، کوککی
ر دمای ها  ادر بودند تا به خوبی دمنسی بودند. این باکتری

 5/6و  pH 6/9گراد در محیطی با سانتیدرخه 42و  15
 12درصد ن ک کلرید سدیم رشد کنند. ه چنین تعداد 

های ه وفرمنتیتیو، کوککی شک ، %( باکتری1/17باکتری )
گرم متبت، کاتالاز منسی که رشد متغیر و ضعیسی در 

دهند و گراد از خود نشان می درخه سانتی 42و  15دماهای 
درصد ن ک  5/6و محیط حاوی  6/9pHتوانایی رشد در 

های نتایج آزمون 1خدول کلرید سدیم را نداشتند. 
درخه  37و  28ها در دمای بیوشی یایی را برای باکتری

 1دهد. ه ان طوری که در خدول سانتی گراد نشان می
ها  ادر به تولید گاز مشاهده می شود، هردو گروه از باکتری

Co2 ها ا نبودند. ه چنین هر دو گروه از باکتریاز گلوک
نتواستند  ندهای زیلوز و آرابینوز را ت  یر ن ایند. ه چنین 

های گروه دوم توانکتند هیپورات سدیم را هیدرولیا باکتری
های  (. بر اساس این نتایج، ایاوله1کنند )خدول 

و  LUB93929های گروه اول به اسامی  باکتری
LUB93101 های گروه دوم به  باکتریای ه و ایاوله

گذاری شدند. بر  نام SD93919 و SD93101 اسامی
هایی به  های تحقیقاتی، احت الاا چنین باکتریاساس یافته

خنس استرپتوکوکوس تعلق داشته باشند. برای شناسایی 
های بیوشی یایی مانند  آزمونها در سطح گونه از  باکتری

م و آزمون حرکت ت  یر  ندها، هیدرولیا هیپورات سدی
 مطالعات یجنتا ها با ی این داده استساده شد. مقایکه

Manero and Blanch (1999 )و Collins ه کاران و 
گروه اول از خنس  هایایاوله دهد کهنشان می( 2004)

 گونه به (LUB93101و  LUB93929) انتروکوکوس
تعلق دارند. ه چنین با توخه به توانایی هیدرولیا  1فکالیس

 LUB93929های گروه دوم )هیپورات سدیم توسط ایاوله
از استرپتوکوکوس  ها به خنس( این ایاولهLUB93101و 

 تعلق دارند. 2یورسیگونه د

 

 
 الاغ. استخراج شده از شیرهای  ( تصوير میکروسکوپ الکتروني باکتریB( و )×100نوری ) کروسکوپیم(تصوير A) -1شکل 

1 .دهند يمشکل را نشان   های کوکسي يي باکتریچندتاهای دوتايي و  ها زنجیره پیکان
 

 گراد درجه سانتي 37و  28ها در دماهای های بیوشیمیايي و فیزيولوژيکي باکترینتايج حاصل از تست -1جدول 

                                                      
1 Faecalis                        

2
 Devriesei 
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  گرادسانتیدرخه 37 گرادسانتیدرخه 28

 آزمون گرم + +

 کاتالازآزمون  + +

 از گلوکا CO2تولید   - -

 (C˚رشد در دما ) 15 + +

 W + 42 (C˚رشد در دما )

 pH 6/9رشد در  + -

  درصد NaCl5/6رشد در  + -

 لاکتوز + +

 تولید اسید از ت  یر  ند

 مانیتول + +

 ساکارز + +

 بیوزملی - +

 گالاکتوز + +

 آرابینوز - -

 ترهالوز + +

 فروکتوز + +

 زایلوز - -

 گلوکا + +

 سوربیتول + +

 رافینوز - +

 آزمون حرکت + -

 هیدرولیا هیپورات سدیم + +

Wرشد ضعیف : 

 

  FTIRآزمون  -

در  IRهایدر نبود آب، پنج ناحیه خذبی در طیف
طیف خذبی . (A2ها کاربرد دارند )شک  شناسایی باکتری

های حیاتی هر یک از این نواحی به یکی از ماکرومولکول
ها اختصاص دارد. ناحیه موسوم به ی بدن باکتریسازنده
Cm) نگاریانگشت ناحیه

 و تش یص برای (1900-700-
 موم و مورد توخه است یاربک نژاددر سطح  هاباکتری ت ایا

(Naumann, 2000; Naumann et al., 1991) . پس از
های ها، شک  کلی طیفسنجی و تصحیح طیفانجام طیف 

 اند. نشان داده شده A2حاص  در شک  

های شود، طیفمشاهده می A2ه انطور که در شک  
FTIR  .در بیشتر نواحی با ه دیگر ه  وانی دارند

 هایهای خاصی با اختلافها دارای پیکه چنین باکتری

تا  اندبه خوبی توانکته FTIRهای معین هکتند. طیف
های خنس انتروکوکوس و استرپتوکوکوس را به باکتری

خوبی از ه دیگر تسکیک کنند به طوری که دو گروه 
باکتری در ت ام مناطق پنج گانه با هم اختلاف دارند)شک  

B2ها . با مشتق گیری از طیفFTIR ها هایی از آنب ش
های مشترک و عدد مانده ب شحذف شد. در نواحی با ی

های های باکتریرزش ندی برای مقایکه طیفهای اموج
(.  ه انطوری که مشاهده B2م تلف به دست آمد )شک  
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-cmها در ناحیه شود، بیشترین اختلافمی
11700 -1200 

دیده شد و بر ه ین اساس آنالیاهای آماری روی اطلاعات 
(. برای انجام آنالیاهای B2این ناحیه انجام شد )شک  

توسط نرم افاار مربوطه نرمال  IRهای آماری، ابتدا طیف
شدند و پس از است راج اطلاعات عددی هر طیف از نرم 

های آماری انجام شود. نتایج ، آنالیاIR SLUTIONافاار 
نشان داده شده  A3های اصلی در حاص  از تجایه به مولسه

 SD93101شود دو باکتری است. ه چنان که مشاهده می
-هم  رار گرفتند و از باکتریکاملا نادیک  SD93919و 

اند، کاملا مجاا  رار کار رفتههایی که به عنوان شاهد به
و  LUB93929های گرفتند. ه چنین باکتری

LUB93101  نیا کاملا به هم نادیک بوده و در مجاورت

باکتری انتروکوکوس فکالیس شاهد در یک گروه  رار 
ها با استساده از نتایج حاص  از تجایه کلاستر دادهاند. گرفته

 شده نشان داده 5الگوریتم وارد به صورت دندوگرامی در 
شود، هم سو با نتایج تجایه طور که مشاهده میه ان. است

، LUB93929های به مولسه های اصلی، باکتری
LUB93101  و انتروکوکوس فکالیس در یک کلاستر  رار

 SD93919و  SD93101های باکتریه چنین اند. گرفته
یک از نیا خود در یک کلاستر مجاا  رار دارند و به هیچ

های دیگر در این مطالعه شباهتی ندارند. ه چنین باکتری
های لئوکونوستوک مانتروئیدس، لاکتوباسیلوس باکتری

 اندروتری و لاکتوکوکوس گراویه در یک خوشه  رار گرفته

 (. B3)شک  

 

 
 Cm-1 یدر محدوده SD93919و  LUB93929  ،LUB93101 ،SD93101های های حاصل از باکتریشکل کلي طیف (A) -2 شکل

4000-400. (B) های های جذبي باکتریمشتق دوم از طیفLUB93929  ،LUB93101،SD93101  وSD93919 ی در محدوده
1cm1700-1200 



 

 انو همكار اکرمی 

 

45 

 
علوم
 

ي و تغذيه
غذاي

ن
ستا

/ تاب
 

1396
 

سال 
 /

چهارده
شماره 

م / 
3

                  
                                            

          
  

          
   

  
                             

   
 

    
F

o
o

d
 T

ech
n

o
lo

g
y
 &

 N
u

tritio
n

 / S
u

m
m

er 2
0
1

7
 / V

o
l. 1

4
 / N

o
. 3

 
 

 
 

های لوکونستوک مزنتروئیدس، لاکتوباسیلوس باکتری FTIRهای های اصلي داده نتايج حاصل از تجزيه به مؤلفه (A) -3شکل

نتايج حاصل از  SD93919 .(B)و  LUB93929 ،LUB93101 ،SD93101روتری و لاکتوکوکوس گراويه، انتروکوکوس فکالیس، 

مزنتروئیدس، لاکتوباسیلوس روتری و لاکتوکوکوس گراويه، های لوکونوستوک برای باکتری FTIRهای تجزيه کلاستر داده

 SD93919و LUB93929 ،LUB93101،SD93101 انتروکوکوس فکالیس،
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 بحث
شیر الاغ به دلی  وخود مواد آنتی باکتریال دارای تنوع 

 ;Carminati et al., 2014)و فلور میکروبی فقیری است 

Nazzaro et al., 2008; Tidona et al., 2011) از .
رو، شناسایی باکتری در اینگونه زیکتگاهوا اگرچه تا این

حدودی راحت است، ولی به دلی  شباهت زیاد آنوا از نظر 
 های بیوشی یایی به س تی الگوی ت  یر  ندها، آزمون

ها ت ایا  ائ  شوند. در این گونه توانند بین باکتریمی
هشگران برای اط ینان از شناسایی صحیح موارد، پژو

ی rRNAیابیهای مولکولی ه انند توالیها از روشباکتری
S16 کنند. هاینه و صرف و ت زیاد از خ له استساده می

هاست. در مقاب ، نتایج این مطالعه نشان معایب این روش
به دلی  د ت  اب   بول و صرف  FTIRداد که روش 

تواند ها میشناسایی اولیه باکتری هاینه و و ت ک تر در
های بیوشی یایی شده و یا حدا   در غربال خایگاین روش
ها مورد استساده  رار گیرد. با این حال، اولیه باکتری

ها، برای شناسایی باکتری FTIRمو ترین عیب استساده از 
های ای و بانک اطلاعاتی برای دادهعدم وخود پایگاه داده

FTIR های تر پژوهشگران از برخی باکتریاست و اک
 مدل استساده  ع ومی و در دسترس به عنوان باکتری

 FTIRکنند. بر اساس مطالعات صورت گرفته، طیف می
های یک خنس با هم یککان بوده و با طیف سایر باکتری
 ,.Dziuba et al)ها متساوت است ها از سایر خنسباکتری

داد که استساده از . نتایج پژوهش حاضر نشان (2007
های بیوشی یایی برای غربال اولیه و شناسایی در آزمون

ها در سطح خنس به سطح خنس و استساده از باکتری
در شناسایی باکتری بکیار  FTIRعنوان باکتری مدل در 

نتایج آنالیاهای آماری این مقاله نشان داد که مسید است. 
یک  مربوط به LUB93101و  LUB93929های باکتری

به  SD93919و  SD93101های خنس و گونه و باکتری
های خنس انتروکوکوس، لئوکونوستوک، یک از باکتریهیچ

لاکتوباسیلوس و لاکتوکوکوس تعلق ندارد، بلکه خود به 
تر ی خدیدی تعلق دارند. برای شناسایی د یقخنس و گونه

 S16ی rRNAیابی ناحیه های گروه دوم، از توالیباکتری
یابی و رسم درخت فیلوژنی بر نتایج توالی. اده شداستس

ها های بیوانسورماتیکی نشان داد که این باکتریاساس داده
ی دیورسی هکتند متعلق به خنس استرپتوکوکوس و گونه

است(. این موضوع نشان می دهد  )نتایج ن ایش داده نشده

ها برای غربال اولیه باکتری FTIRکه می توان از تکنیک 
استساده ن ود. تاکنون این تکنیک توانکته است توانایی خود 

های بکیار نادیک به هم لاکتوباسی  به را در ت ایا گونه
. با این حال، (Oust et al., 2004)خوبی نشان دهد 

Dziuba  و ه کاران نتوانکتند به ک ک این تکنیک
از هم ت یا دهند.  FTIRهای لاکتوباسی  را به ک ک  گونه
از  2004ی استرپتوکوکوس دیورسی اولین با در سال باکتر
 ,.Collins et al)ی دهانی اسب خداسازی شد حسره

که با توخه به خداسازی این باکتری از شیر الاغ در  (2004
توان نتیجه گرفت که این باکتری در شیر این مطالعه، می

سانان زندگی کرده و احت الاا از این طریق وارد حسره اسب
شود. ه چنین بر اساس اطلاعات این حیوانات می دهانی

های بیوشی یایی ب صوص الگوی ت  یر مربوط به آنالیا
به خنس  LUB93101و  LUB93929های  ندها، ایاوله

فکالیس تعلق دارند که تجایه و تحلی   انتروکوکوس و گونه
 نیا این موضوع را تایید ن ود.  FTIRهای داده

 

 گیری نتیجه
تواند می FTIRهای این مطالعه، روش یافته بر اساس

  ندها ت  یر بیوشی یایی هایمناسبی برای آزمون یگاینخا
 . باشد گونه سطح ها درباکتری شناسایی در
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