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 چکیده

ری اهمیت بسیاری دارند. باشند که در صنایع لبنی و تخمیها میهای اسید لاکتیک یک گروه متنوع از میکروارگانیسمباکتری

صنعتی تولید  گسترشلاکتوباسیل با خصوصیات مطلوب بطور پیوسته در حال انجام است. با هایغربالگری برای یافتن سویه

 شناسایی، یجداساز رو ازاین دارد، وجود یسنتلبنی  محصولاتبومی موجود در یاهباکتری رفتن ازدست امکان ،لبنی محصولات

از های اسید لاکتیک باکتریباشد. در تحقیق حاضر منظور کاربردهای آتی ضروری میه ها بمفید این باکتریو تعیین خصوصیات 

جداسازی شدند.  MRSاختصاصی  آوری شده از مناطق مختلف استان مازندران بر روی محیط کشتهای لبنی جمعفرآورده

درصد( و  8تا  2های مختلف نمک )در غلظتها این ایزولهشد ر انتخاب شده و توانایی های گرم مثبت و کاتالاز منفیباکتری

با  های باکتریسویهشناسایی مولکولی بررسی شد.  آنهابرای تمایز و شناسایی مقدماتی مختلف  هایتخمیر قندهمچنین توانایی 

های جداسازی شده از مناطق باکتریانجام شد. نتایج بدست آمده تنوع نسبتاً زیاد در  16S rRNAیابی ژن استفاده از تکثیر و توالی

لکونوستوک یک گونه و  (E. faesiumو  E. faecalis) انتروکوکوس جنسدو گونه از مختلف را نشان داد که در این میان 

(Leu. mesenteroidesخصوصیات پروبیوتیک قابل ملاحظه ) .رسد محصولات لبنی سنتی استان از به نظر میای نشان دادند

 باشند.های با توانایی مفید جهت استفاده در صنایع مختلف برخوردار میلایی جهت جستجو برای باکتریپتانسیل با
 

 16S rRNAلبنیات سنتی،  لاکتوباسیل، : باکتری اسیدلاکتیک،کلیدی واژه های
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 مقدمه -۱

 و لبنی صولاتمح المللی بین فدراسیون که تعریفی مطابق

 است، نموده ارائه 2008 سال در استاندارد جهانی سازمان

 مثبت، گرم یهاباکتری ،(LAB) اسید لاکتیک هایباکتری

 منفی، نیترات احیا منفی، کاتالاز بدون اسپور، حرکت،بی

 و ژلاتین ذوب به قادر که هستند منفی سیتوکروم اکسیداز

لاکتیک  اسید  هاییباکتر د.باشننمی تولید اندول

بوده و ساکارولیتیک  شدت به و داشته یتخمیر متابولیسمی

 اسید مصرف کربوهیدرات، از حاصل عمده نهایی محصول

 در مهم اسید لاکتیک هایباکتری. باشدمی لاکتیک

لاکتوباسیلوس،  یهاجنس به متعلق لبنیات، صنعت

لاکتوکوکوس، انتروکوکوس، پدیوکوکوس، 

. (7)هستند کوکوسلوکونوستوک و استرپتو

های اسید ها در مقایسه با سایر باکتریوسانتروکوک

در طبیعت داشته و در برابر  یوسیع توزیعلاکتیک، 

 خشکی، نمک، اسیدیته، مثل فاکتورهای بازدارنده رشد

، از مقاومت کننده عفونی ضد شیمیایی مواد و حرارت

ی مهمترین کاربردها از یکی (.۴) بالاتری برخوردار هستند

LAB (15) تاس پروبیوتیک هایهوردآفر تولید. 

 قرار با که هستند یازنده هایمیکروارگانیسم ،هاپروبیوتیک

 در را تعادل میکروبیتوانند می روده محیط در گرفتن

 خود با فعالیت و کرده اصلاح آنها یسودمند افزایش جهت

 زای و بیمار مفید غیر یهامیکروارگانیسم فعالیت از مانع

 فرهنگ ترویج و کشور در لبنی صنایع توسعه با .(9ند)شو

 هایفرآورده در آلودگی احتمال و غذایی مواد بهداشت

 صنعت این از حاصل لبنی هایفرآورده سنتی، مصرف لبنی

 لبنی هایفرآورده مصرف جایگزین کشور مختلف نقاط در

 کاهش چشمگیری بطور این محصولات تولیدو  شده سنتی

برای جلوگیری از حذف تدریجی نابراین ب ت.اس یافته

 و جداسازی اسیدلاکتیک هایباکتری بومی هایسویه

برای کاربردهای آتی از اهمیت بسیاری  آنها حفظ

از مناطق مختلف استان  در تحقیق حاضر .برخوردار است

پس از شده و آوری های لبنیات سنتی جمعنمونهمازندران 

خصوصیات  ،های اسید لاکتیکجداسازی باکتری

و با استفاده از آنها تعیین  ایییبیوشیم و یکیمورفولوژ

  د.انهشناسایی شدریبوزومی  RNAیابی ژن توالی

 

 هامواد و روش -۲
 جداسازی اولیه مونه برداری ون -۲-۱

روستاهای استان محصولات لبنی سنتی از یبردارنمونه

بن، سرا، چنار سرا، اطاقزوارده، کوهپایه شامل مازندران

و  کلا حیدر، پشت تالار ،گله پشت، گلیا، موزی هتکه

 با هانمونههای سریالی از غلظتانجام شد.  محمد سلطان

و به منظور  تهیه درصد85/0نمکی  محلول از استفاده

روی محیط کشت  های اسیدلاکتیکباکتری جداسازی

MRS در شرایط یگذارگرمخانه از پس .شدند داده کشت 

 هایکلنی گرادسانتی درجه 30 دمای در و میکروآئروفیل

بر اساس خصوصیات کشت  محیط سطح یرو شده تشکیل

 محیط کشت جدید انتقال داده شدند.ظاهری انتخاب و به 

 

 بیوشیمیاییآزمون های  -۲-۲

های گرم مثبت و کاتالاز منفی انتخاب شده و باکتری

های اسپور، بررسی رشد در غلظتتولید حرکت،  هایتست

رشد در دماهای بررسی و  درصد( 8تا  2) تلف نمکمخ

 انجام شد.گراد( درجه سانتی ۴0و  15مختلف )

 

 هاتخمیر کربوهیدرات آزمون  -۲-3

برای بررسی توانایی مصرف کربوهیدرات ها توسط 

از قندهای فروکتوز، مانوز، مانیتول،  ی منتخبهاباکتری

 (.5ستفاده شد)اساکارز، گالاکتوز، لاکتوز، ریبوز و ساکارز 

 

 شناسایی مولکولی -۲-4

DNA با استفاده از روش  باکتریهای نمونهCTAB 

(Sambrook,1989استخراج شد ) . به منظور بررسی

 1آگارز  ژل از ،استخراج شده DNA و کمیت کیفیت

با  PCRواکنش  استفاده شد. و اسپکتروفتومتری درصد

 -'5 با توالی  16Sr RNAژن  پرایمرهای عمومی

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'  و
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5'-TACCTTGTTAGGACTTCACC-3'  با شرایط

 به گراددرجه سانتی 9۴ در اولیه واسرشت سازی مرحله

واسرشت  مرحلهبرنامه دمایی   با چرخه 30 دقیقه، 3 مدت

 مرحله ثانیه، ۴5 مدت به گرادسانتی درجه 9۴ سازی در

 و ثانیه ۴5 مدت به گرادسانتی درجه 55 پرایمر در اتصال

 سرانجام و ثانیه  90مدت به گراددرجه سانتی 72 در بسط

 5 مدت به گرادسانتی درجه 72 نهایی در بسط چرخه یک

 ژل از تکثیریافته قطعات کتفکی برای شد. انجام دقیقه

و به وسیله دستگاه ثبت  استفاده شد درصدیک  آگارز

از پس از اطمینان  .گرفت انجام عکسبرداری ژل از تصویر

جهت تعیین توالی  PCRاندازه قطعه تکثیر شده، محصول 

 16Srمیزان شباهت توالی نوکلئویدی ژن  ارسال شد.

RNA های داده های ثبت شده در پایگاههر باکتری با توالی

بررسی و  BLAST با استفاده از ابزار NCBI نوکلئوتیدی

 ولی انجام شد.مولکن شناسایی آبر اساس 

 

 و بحث نتایج -3

 MRSهای ظاهر شده روی محیط کشت ز میان باکتریا

های گرم مثبت و کاتالاز منفی جداسازی و خالص باکتری

 های انتخاب شده تواناییکدام از باکتریهیچسازی شدند. 

پس از استخراج . را دارا نبودندتولید اسپور و حرکت 

DNA  و انجام واکنشPCR  با استفاده از آغازگرهای

تعیین توالی  PCR، محصولات 16srRNAعمومی ژن 

استخراج شده و  DNAنتایج الکتروفورز  1شدند. در شکل 

نشان داده شده است. بر اساس  PCRهمچنین محصولات 

 یابی دو سویه متعلق به جنس انتروکوکوسنتایج توالی

له و یک ایزو (E. faesiumو  E. faecalisهای )گونه

( Leu. mesenteroides)متعلق به جنس لوکونوستوک 

های بسیار زیادی جنس انتروکوکوس دارای گونه. بود

که عمدتاً بعنوان  E. faesiumباشد، اما دو گونه می

هرچند دارای مصارف )شود پروبیوتیک حیوانی استفاده می

انی سکه پروبیوتیک ان E. faecalisو  (باشدانسانی نیز می

این دو . (10) باشنداز اهمیت بسیاری برخوردار می ،است

و همچنین  (1و  12) گونه از محصولات لبنی مختلف

. (13) اندمحصولات تخمیری مانند سوسیس جداسازی شده

 دبدلیل اینکه باعث تولی E. faesiumهای مختلف از سویه

های شوند بعنوان کشتطعم نامطلوب در گوشت نمی

جنس لوکونوستوک نیز از  (.3شود )استارتر استفاده می

که از باشد های اسید لاکتیک میهم باکتریهای مجنس

محصولات بسیاری جداسازی شده و بعنوان استارتر در تهیه 

های باکتری(. 16و  8شود )محصولات لبنی استفاده می

درجه  ۴0و  15متعلق به جنس انتروکوکوس در هر دو دمای 

باکتری لوکونوستوک گراد بخوبی رشد کردند، اما سانتی

های باکتریگراد نبود. درجه سانتی 15قادر به رشد در دمای 

پروبیوتیک جداسازی شده از نظر توانایی رشد در 

از میان  (.1های نمک نیز با هم تفاوت داشتند )جدول غلظت

نسبت به سایر  E. faesium های مورد بررسی باکتری

ار بود و تنها در ها از تحمل کمتری به نمک برخوردباکتری

شد بود درحالیکه درصد نمک قادر به ر ۴محیط حاوی تا 

درصد نمک نیز بخوبی  6در محیط دارای ها سایر باکتری

دو گونه انتروکوکوس در توانایی تخمیر رشد کردند. 

 .Eقندهای مختلف نیز با هم تفاوت داشتند، بنحویکه سویه 

faecalis ز و مانیتول جداسازی شده قادر به تخمیر ساکار

توانایی تخمیر قندهای مختلف توسط  2در جدول نبود. 

 های باکتری جداسازی شده نشان داده شده است. سویه

 

  
های استخراج شده از سویه DNAالکتروفورز  -1شکل 

حاصل از  PCRمختلف باکتری )سمت راست( و محصول 

با استفاده از آغازگرهای عمومی  16srRNAتکثیر ژن 

 چپ()سمت 
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های مختلف های اسید لاکتیک جداسازی شده از محصولات لبنی سنتی مازندران در غلظتبررسی توانایی رشد باکتری -1جدول 

 نمک و دماهای مختلف

 سویه باکتری
 رشد در مقادیر مختلف نمک )درصد(

 رشد در دماهای مختلف

 گراد()درجه سانتی

2 4 6 8 15 40 

Enterococcus faecalis + + + - + + 

Enterococcus faesium + + - - + + 

Leuconostoc mesenteroides + + + - - + 

 

های باکتری اسید لاکتیک جداسازی شده از محصولات لبنی سنتی های مختلف توسط سویهتوانایی مصرف کربوهیدرات -2جدول 

 مازندران

 یتولمان یبوزر لاکتوز مانوز فروکتوز ساکارز گالاکتوز گلوکز سویه باکتری

Entrococcus faecalis + + - + + + + - 

Entrococcus faesium + + + + + + + + 

Leuconostoc mesenteroides + + + + + + + - 

 

های اسیدلاکتیک در تحقیقات متعددی فلور باکتری

باکتری های محصولات لبنی مورد بررسی قرار گرفته است. 
L.paracasei, L.fermentum,L.plantarum 

,L.acidophisus کنیایی لبنی سنتی لاز نمونه های محصو 

است  5/۴کمتر از  آن pHکه  Kule naotoبه نام 

 L. delbrukii ssp باکتری(. 11جداسازی شده است )

bulgaricus شده که  جداسازیهای ماست سنتی از نمونه

 وRosseti  (.2باشد )میهای خاص تجاری یویژگدارای 

در شمال ایتالیا از نمونه های پنیر  2008ان در سال همکار

دو گونه از لاکتوباسیل ها و  Grana padanoسنتی به نام 

یک گونه استرپتوکوک را به صورت غالب جدا نموده اند. 

 L. delbrukii lactis L.helveticusاین باکتری ها شامل 

Streptococcus thermophillus, .باکتری  بودندE. 

faecalis  دارای کاربرد روزافزون در تولید صنعتی

در تولید از این باکتری  باشد.میهای دامی پروبیوتیک

نیز بطور گسترده استفاده برخی انواع پرطرفدار پنیر اروپایی 

نیز  Leuconostocهای گروه . باکتری(1۴) شودمی

کاربردهای فراوانی در تولید صنعتی و سنتی محصولات 

 . (6)اروپایی دارند یژه در کشورهایبو گیاهی تخمیری

 

 گیرینتیجه -4

 یکارگیر به و آنها شناسایی بومی، یها سویه به دستیابی

 یهاهزینه از بزرگی بسیار تواند بخشمی هایافته صنعتی

 یکارگیر به حال عین در .دهد کاهش را داخلی صنایع

 عمومی ندی علاقه توجه به با آمده بدست بومی یهاایزوله

 کاهش بر تواند علاوهمی سنتی لبنی محصولات طعم هب

 نیز را یمحصولات تولید از عمومی استقبال تولید، هزینه

  .دهد افزایش
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