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 چکیده

ودمندی بر س ند، تاثیراتای هستند که وقتی در مقادیر مناسب در دستگاه گوارشی وجود داشته باشهای زندهها میکروارگانیسمپروبیوتیک

لبنی وجود  در محصولاتکه  هایی هستندترین نوع باکتریمتداولها لاکتوباسیل، پروبیوتیکهای از میان باکتریگذارند. میزبان برجای می

 د درلور موجوفاز  ها،لاکتوباسیلهدف از این تحقیق، جداسازی و شناسایی . کنندداشته و در طول مراحل تخمیر، اسید لاکتیک تولید می

های لاکتیکی ، باکتریظوربرای این من. بود هاهای تکنولوژیکی، فعالیت لیپولیتیکی و پروتئولیتیکی آنمراغه و تعیین ویژگی سنتیپنیر 

ی شناسایور آزمایشات تکمیلی، به منظشدند و سپس  جداسازیهای متداول کشت و شناسایی بر اساس خواص بیوشیمیایی توسط روش

 pH راتییتغولید اسید، انجام شد. در ادامه قدرت ت PCRآمیزی گرم، آزمون اکسیداز، کاتالاز و موجود، از جمله رنگ هایکامل ایزوله

در همه  نتایج نشان داد ت.مورد ارزیابی قرار گرف هاو بهترین دما برای رشد این سویه مختلف یهازمان یط لوسیلاکتوباس یهاهیتوسط جدا

درجه سلسیوس  45و  42، 37، 30ها و در دماهای اسیدیته در تمامی نمونهکاهش پیدا کرد.  pHت زمان افزایش و ها اسیدیته با گذشنمونه

شی مشاهده گردید. ساعت در چند نمونه روند کاه 72و  48های ساعت افزایش پیدا کرد و در زمان 48و  24، 8، 4های صفر، طی زمان

ساعت در اکثر  72و  48های ساعت، کاهش منظم و محسوسی داشت و در زمان 48مذکور تا  ها و در دماهایدر تمامی نمونه pHهمچنین 

 ها و دماها، مقدار ثابت بود. نمونه

 مراغه. پنیرسنتی، PCRلاکتوباسیلوس،  کلید واژه ها:

 مقدمه

یکی از محصولات لبنی تخمیری مهم در سطح جهانی پنیر 

رد ای موگسترده است. در این راستا پنیرهای سنتی به شکل

ی اند. پنیرهای تولیدی به روش صنعتمطالعه قرار گرفته

-یهای حسطعم پنیرهای سنتی را ندارند یا برخی از ویژگی

 شان بسیار ضعیف است. 

که این امر با پاستوریزاسیون شیر و استفاده از استارترهای 

تجاری مشخص در ساخت پنیرهای صنعتی مرتبط است. 

های یلااز شیرخام به روش سنتی پروف پنیرهای تولید شده

دهند و تری را نشان میتر و محسوسطعمی گسترده

ها ای از تنوع جنسخصوصیات ویژه این پنیرها ظاهراً نتیجه

های محلی و فلور میکروبی ویژه شیر است. بنابراین و گونه

آگاهی از ترکیب فلور لاکتیکی طبیعی پنیرهای سنتی 

ه منظور تهیه محصولی سالم و امکان تهیه استارتر ب

-های اساسی فراورده را فراهم میاستاندارد با حفظ ویژگی

 ,.Tavaria, et al., 2003; Durlu-Ozakaya, et al) آورد

2001; Garabal, et al., 2007.)  پنیر سنتی مراغه یک

باشد که به طور درصد رطوبت( می 60پنیر نرم )با حدود 

ش و گاهی از شیر بز، شیر گاو و سنتی و معمولاً از شیر می

شود. این پنیر دارای طعم نمکی ها تهیه مییا ترکیبی از آن

و شور، کمی اسیدی و دارای خصوصیات مطبوع 

ارگانولپتیکی بوده و از نظر خواص حسی شبیه پنیر سفید 

 باشد.می( Feta) و پنیر فتا (Beyaz penir) ترکیه
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نظیر بافت، بو، عطر خصوصیات ارگانولپتیکی و کیفی پنیر 

 کیفیتاز جمله به نوع شیر مصرفی،  مختلفیو... به عوامل 

میکروبی آن، فرایند و شرایط رسیدن آن بستگی دارد. اسید 

ها نقش اساسی در آزاد لاکتیک تولیدی توسط باکتری

 کنندکردن ترکیبات مسئول در توسعه طعم پنیر ایفا می

(Herreros, et al., 2003; Charles, et al.,1997.) 

میکروبی  های پروبیوتیک به عنوان عوامل زندهباکتری

توانند که با قرار گرفتن در محیط روده می شوندتعریف می

ها اصلاح تعادل میکروبی را در جهت افزایش سودمندی آن

های کنند و با فعالیت خود مانع از فعالیت میکروارگانیسم

های ان باکتریاز می شوندمیزا غیرمفید و بیماری

ترین اسیدلاکتیک، متداولتولیدکننده  هایپروبیوتیک، باکتر

هایی هستند که در محصولات لبنی وجود داشته و باکتری

کنند در طی مراحل تخمیر، اسیدلاکتیک تولید می

(Klaenhammer, 2000; Parsaeimehr, et al., 2019). 

 یف شدهبار توسط بیرجینگ توصجنس لاکتوباسیلوس اولین

 Ayele, et) باشدگونه و زیرگونه می 60است که شامل 

al., 2001)شان در تخمیر به دلیل توانایی ها. لاکتوباسیلوس

ها شان در سلامتی انسان به عنوان پروبیوتیکو نیز اهمیت

ها ترکیباتی مانند اند. آنمورد توجه زیادی قرار گرفته

روژن و نیز استیل، پراکسید هیداسیدهای آلی، دی

کنند که تولید می یها را در طی تخمیر لاکتیکباکتریوسین

ای ها در موادغذایی از اهمیت ویژهاثر حفاظتی آن

ها، علاوه بر تر پروبیوتیکبرای شناسایی دقیق .برخوردارند

و  S rRNA 16ژنشناسایی بیوشیمیایی، استفاده از 

انجام  PCRیابی در شناسایی مولکولی توسط واکنش توالی

در  .(Çakır, 2003; Demirci, et al, 2021)شده است 

های ایران مطالعاتی در زمینه جداسازی و شناسایی باکتری

های جدید امروزه سویهپروبیوتیک صورت گرفته است. 

 ،شوندهای وحشی نامیده میهای لاکتیکی که سویهباکتری

اسایی و اند. شناز انواع محصولات لبنی و غیرلبنی جدا شده

های وحشی از پنیرهای سنتی در سراسر انتخاب این سویه

های مهم و جدید صنعتی مورد جهان به منظور تهیه کشت

. شناسایی فلور لاکتیکی طبیعی بررسی قرار گرفته است

پنیرهای سنتی اولین گام در جهت توسعه آغازگرهایی است 

ده از این روند تا با استفاکه در تولید پنیر صنعتی به کار می

های آغازگرها ضمن حفظ منابع ژنتیکی بومی، فرآورده

صنعتی با بافت یکنواخت و دارای خصوصیات عطری و 

 ;Perin, et al., 2017طعمی گسترده تولید گردد )

Albayrak and Duran, 2021.) در مطالعه حاضر ،

های ایزوله شده و قدرت تولید اسید، تغییرات لاکتوباسیل

pH های مختلف و های لاکتوباسیلوس در زمانهتوسط جدای

 مورد ارزیابی قرار گرفت. هابهترین دما برای رشد این سویه

 هامواد و روش

طور هروستای شهرستان مراغه ب 12های پنیر از نمونه

های استریل و در مجاورت تصادفی انتخاب و در فالکون

ر دو تا شروع آزمایش  منتقل های یخی به آزمایشگاهبسته

 شدند. دارینگه سلسیوسدرجه  4دمای یخچال 

 شناسایی و جداسازی لاکتوباسیلوس

گرم نمونه تحت  25به منظور آنالیزهای میکروبی مقدار 

 2سدیم لیتر محلول سیتراتمیلی 25ستریل به شرایط ا

اضافه و  سلسیوسدرجه  45درصد )وزنی/حجمی( در دمای 

لیتر از میلی 10دقیقه هموژن گردید، سپس  1به مدت 

 ,MRS (Manلیتر محیطمیلی 90رقت حاصله  به 

Rogosa, Sharp)  آلدریچ آمریکا( -راث )شرکت سیگماب

خود برسند و در  حداکثر رشدها به انتقال یافت تا باکتری

شرایط کم هوازی )شرایط اتمسفری با فشار اکسیژن پایین( 

-ساعت گرمخانه 24به مدت  سلسیوسدرجه  37در دمای و

 ذاری گردید.گ

لیتر از محیط حاصله در میلی 1/0 در مرحله بعد مقدار

صورت سطحی کشت داده شد و هآگار ب MRSمحیط کشت 

درجه  37ساعت در دمای  72تا  48پلیت به مدت 

گذاری شد. سپس تمام هوازی گرمخانهبصورت بی سلسیوس

آمیزی های تشکیل شده از نظر تست کاتالاز و رنگکلنی

های مربوط به ارزیابی قرار گرفتند و نمونه گرم مورد

ای شکل، گرم مثبت و کاتالاز منفی جهت های میلهباکتری

 MRS در محیط کشت DNAاستوک گیری و استخراج 

 37ساعت در دمای  24براث داخل فالکون کشت و به مدت 
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گذاری شدند. هوازی گرمخانهدر شرایط بی سلسیوسدرجه 

 و PCR (Polymerase Chain Reactoin) سپس

و تشخیص کامل آزمایشات تکمیلی به منظور شناسایی 

صورت گرفت که این ها از نظر جنس های لاکتوباسیلجدایه

-هیتوسط جدا pH راتییتغ، تست اکسیداز آزمایشات شامل:

و  48، 24، 8، 4فر، های صزمان یط لوسیلاکتوباس یها

 یهاقدرت تولید اسید توسط جدایه ساعت، تعین 72

تا  30در محدوده دمایی  لاکتوباسیلوس، تعیین بهترین دما

های لاکتوباسیلوس، سلسیوس برای رشد جدایه درجه 45

. در این ها بودندتعیین فعالیت پروتئازی و لیپازی سویه

شناسایی و تشخیص جنس  ،قسمت هدف جداسازی

 Erkkila, et al., 2000; Demirci, et) ها بودلاکتوباسیل

al., 2021.) 

 DNA استخراج

انجام شد.  CTABبا استفاده از روش  DNAاستخراج 

 1شامل تریس آلمان(  Merck )شرکت ترکیبات لیز بافر

-EDTA، گرم بر لیتر( 81/82)کلرید سدیم ، =8pH مولار با

2Na (44/7 )درصد و  2پرولیدون  وینیل پلی و گرم بر لیتر

ستخراج ا DNA باشد. برای بررسی کیفیتآب مقطر می

 شد. درصد در الکتروفورز به کار گرفته 8/0شده از ژل آگارز 

-میلی Sibere green (10 آمیزی ژل آگاروز،محلول رنگ

 لیتر( بود.گرم بر میلی

 16S ای پلیمراز و تکثیر قطعه ژنانجام واکنش زنجیره

rRNA 

استفاده  لیتر بامیکرو 25ای پلیمراز در حجم واکنش زنجیره

انجام شد. در این   16S rRNAژناختصاصی ای از پرایمره

 ,.Angelis, et al)توسط تحقیق از پرایمرهای به کار رفته 

به  استفاده شدهتوالی آغازگرهای که . استفاده شد (2001

 شرح زیر است:

LACF:   5´- 

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3´ 
LACR:  5´- TACCTTGTTAGGACTTCACC- 

3´  

 لیههای واسرشت سازی اوپلیمرازی با چرخهواکنش زنجیرة 

چرخه با  32دقیقه،  5مدت هب سلسیوسدرجه  94در 

 1مدت هب سلسیوسدرجه  94مرحله واسرشت سازی در 

 سلسیوسدرجه  57دقیقه، مرحله اتصال آغازگر در دمای 

 5/1 مدتهب سلسیوسدرجه  72دقیقه، بسط در  1مدت هب

درجه  72هایی در یک چرخه بسط ن دقیقه و نهایتاً 

 اب  PCRدقیقه انجام شد. واکنش 10مدت هب سلسیوس

)شرکت سیناژن(، پرایمر  Master mix میکرولیتر 5/12

 50میکرولیتر و  4/0به ترتیب رفت و برگشت هر کدام 

و رساندن حجم نهایی واکنش  DNAنانوگرم بر میکرولیتر 

 میکرولیتر انجام شد. 25با آب مقطر استریل به حجم 

 ژنی روی ژل آگارزقطعات  آشکارسازی

های حاصل از فرآوردهالکتروفورز ژل آگارز برای با انجام 

، بعد PCRژنومیک باکتریایی و محصولات  DNAاستخراج 

 UVو در زیر نور  سایبر گرینآمیزی ژل با محلول از رنگ

الگو و  DNA، اطلاعات اولیه مربوط به )دستگاه ژل داک(

ژل برای تهیه . باندهایی فراهم شدبا ظهور  PCRنتیجه 

گرم از پودر آگارز توزین و توسط  1،درصد1آگارز به غلظت 

گردید. پس از  حل TAE1Xلیتر بافر میلی 100حرارت در

انحلال کامل و کاهش دما، محلول تهیه شده در ظرف 

)سینی الکتروفورز( که قبلاً شانه گذاری  یالکتروفورز مناسب

س از آماده شدن ژل و جداکردن شده بود، ریخته شد. پ

نتقال یافت. ا TAE1X حاویشانه، ظرف به تانک الکتروفورز 

با بافر بارگذاری  1به  5به نسبت  DNAهای نمونه

(Loading Buffer )6X های ژل مخلوط شده و در چاهک

تنظیم  mV100- 85. ولتاژ دستگاه در حدود ندریخته شد

 مذکور وی ژلساعت ر 1-5/1ها به مدت شد و نمونه

پس از اتمام الکتروفورز، ژل از تانک خارج . گردیدالکتروفورز 

قرار داده شد. پس از گذشت  سایبرگرینگردید و در محلول 

با آب شستشو  و هژل از محلول رنگ خارج شد ،دقیقه 10

 UVبا استفاده از دستگاه  هداده شد و باندهای مربوط

با  16S rRNAپس از تکثیر قطعه . دمشاهده گردی
ها، با پرایمرهای اختصاصی جهت شناسایی اولیه گونه

انتخاب آنزیم . های برشی، برش داده شدنداستفاده از آنزیم

های ثبت شده در برشی بر اساس جایگاه برشی توالی
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Genebank برای  شده انجام شد.های ثبتبرای سایر گونه

هضم به طور جداگانه با  هایواکنش ،PCRهر محصول 

 آورده شده در زیر انجام گردید. هاییمآنز

 ریبوزومی تکثیر شده با  DNAبرش آنزیمی 

PCR(ARDRA1) 

طبق دمای فعالیت ساعت  12های هضم به مدت واکنش

در پایان، محصولات هضم . ماری انجام شدآنزیم در بن

وارهای ندرصد الکتروفورز و  5/1آنزیمی با استفاده از آگارز 

 برداری انجاممشاهده و عکس UVنور  حاصل از برش در زیر

لگوی برداری، الگوی نواری بدست آمده با ابعد از عکس. شد

-الیتو ازdocGen نواری تهیه شده بوسیلة برنامة نرم افزار 

ثبت شده در  لاکتوباسیلهای گونه 16S rRNA های

NCBIهای مورد نظر تا حدودی تشخیص ، مقایسه و گونه

بارت عمورد استفاده و توالی مربوطه های آنزیم. داده شدند

شمای . همچنین 2و1موارد ذکر شده در جداول بودند از  

 نشان داده شده 1استفاده در شکل  های موردبرش آنزیم

 است.

 شخصات آنزیم مورداستفاده برای برش آنزیمیم -1جدول 

به  5´توالی برشی   نام آنزیم

´3 

 دمای فعالیت

TaqI TCGA       65  سلسیوسدرجه 

های هضم آنزیمی با حجم دهندة واکنشاجزاء تشکیل -2جدول 

 میکرولیتر 20

 حجم )میکرولیتر( ترکیب

 1 آنزیم برشی

 3 محصول واکنش پلیمرازی

 2 بافر آنزیم

 14 آب دیونیزه

 
 ده توسط آنزیمش داده محل برش -1شکل 

 ها سویه پروتئازی فعالیت تعیین

                                                           
1. Amplified ribosomal DNA and restriction analysis 

 شناسایی هایا، جدایههسویه ئازیپروت فعالیت برای تعیین

 باز چربی بدون شیر محیط حاوی پلیت روی بر شده

 18-20مدت  به و شد کشت آگاردار درصد 10 ساخته

 گذاری گرمخانه سلسیوسدرجه  30 دمای در ساعت

شده  تشکیل شفاف هاله آنها اطراف که اییهکلنی گردید.

 نظر در پروتئازی فعالیت های دارایسویه عنوان به بود

و مقایسه ها هسوی برای تایید فعالیت پروتئازی. شد گرفته

شده که  شناسایی هایآن با روش فوق، تمامی جدایه

DNA سلسیوس درجه  -20آنها قبلا استخراج شده و در

نگهداری شده بود، توسط پرایمرهای اختصاصی 

{P6(S):5’-CAACACGGCATGCATGTTGC-

3’ &{P7 (A): 5’-

CTGGCGTTCCCACCATTCA-3’  تعریف شده

و همکاران، مورد استفاده قرار گرفته و  Isabelتوسط 

 ;Poveda, et al., 2003) انجام شد PCRسپس واکنش 

 Saarela, et al., 2000; Alizadeh Behbahani and 

Noshad, 2021.) 

 هاسویه لیپازی فعالیت تعیین

 هشد شناسایی هایها جدایهیهسو لیپازی فعالیت برای تعیین

 Nutritive agar and 1%]محیط حاوی پلیت روی بر

(v/v) & cream of milk(38% fat)] به و شده کشت 

 گرمخانه سلسیوسدرجه  37 دمای در ساعت 72مدت 

 تشکیل شفاف هاله آنها اطراف که هاییکلنی گذاری گردید.

 نظر در لیپازی فعالیت های دارایسویه عنوان به شده بود

 .(Settanni, et al., 2010)شود  گرفته

 تعیین قدرت تولید اسید توسط جدایه های لاکتوباسیلوس

و آزمایشات افتراقی فنوتیپی و  PCRهایی که از نظر نمونه

 3بیوشیمیایی لاکتوباسیلوس شناسایی شدند را به مقدار 

براث حاوی لاکتوباسیلوس  MRSاز محیط کشت لیتر میلی

به داخل ارلن مایر که در شرایط کاملا استریل توسط پیپت 

 شیر استریل است انتقال داده شد.لیتر میلی 250 حاوی

لازم به ذکر است که دمایی که در کل آزمایش برای رشد 

، 30باکتری در داخل شیر مورد استفاده قرار گرفت دمای 

و  تلقیح باکتریبود. بعد از  سلسیوسدرجه  45و  42، 37
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های در زمان pH  وشیر استریل،  اندازه گیری اسیدیته 

 شد.انجام ساعت،  72و  48، 24، 8، 4صفر، 

 آنالیز آماری

 ریهای تکراروش آنالیز آماری مورد استفاده، طرح اندازه

(Repeated Measure )های اندازهاز  ندباشد که عبارتمی

 ، در چند وضعیت مختلفدمشخص، برای هر مور یک متغیر

ون مقایسه زوجی است. این طرح حالت تعمیم یافته آزم

است و در این آزمون یک گروه در دو یا چند وضعیت 

 .شوندمقایسه می

 نتایج و بحث

 های بیوشیمیاییویژگی

 12ها، هر های بیوشیمیایی باکتریدر طی بررسی ویژگی

 تحرکنمونه گرم مثبت، کاتالاز منفی، اکسیداز منفی و غیرم

و جنس  بودن آنهاست لاکتوباسیلبودند که نشان دهنده 

 مدنظر pHلاکتوباسیلوس در آزمایشات دمایی و اسیدیته و 

 باشد.می

 PCR آزمون

ها با توجه به این نکته که دیواره پپتیدوگلیکانی لاکتوباسیل

های متداول لیز بسیار سخت و مقاوم است، بنابراین روش

سلولی برای از بین بردن و لیز کردن با اندکی تغییرات انجام 

ژنومیک  DNAغلظت . شدانجام  DNAج و سپس استخرا

 استخراج شده، از طریق قیاس با سایز مارکربر روی ژل آگارز

 50به  درصد تخمین زده شد. بهترین خلوص عدد نزدیک 1

استخراج  DNAکه این غلظت از  نانوگرم در میکرولیتر بود

 استفادهبعدی شناسایی مولکولی مورد  آزمایشاتشده، برای 

 .قرار گرفت

 لاکتوباسیلوسهای ایزوله16S rRNA ژن  هایر توالیتکثی

جفت  1500که در حدود  16S rRNAبا توجه به اندازه ژن 

باشد، تکثیر حاصل از واکنش پلیمرازی با نوکلئوتید می

جفت  1500پرایمرهای ذکر شده، وجود یک قطعه 

نوکلئوتیدی را تایید کرد. همان طوری که در شکل زیر 

نشان bp 1500 باندهای شارپ با اندازهشود وجود دیده می

 16Sآمیز بودن پرایمرها برای تکثیر ژن دهنده موفقیت

rRNA دهدرا نشان می. 

 

 
 1Kbسایز مارکر:  lacRو  lacFبا جفت آغازگر  16S rRNAجفت نوکلئوتید ژن  1500مربوط به تکثیر فطعه  PCRنتابج  -2شکل 

DNA Ladder(M.) 

ها قابل شناسایی نبودند و دایههمه ج PCRدر آزمایش 

  9338ATCCفرمنتوم  برای صحت پرایمر لاکتوباسیلوس

ه جدای 10ایزوله  12از  PCR بعد از تنظیم کردن دستگاه 

 منفی ازی بودند و فقط دو جدایه از این نظرپروتئدارای ژن 

 بود.

 تغییرات اسیدیته

 48با گذشت زمان از صفر تا  سلسیوس درجه 30در دمای 

ساعت  72تا  48ولی در زمان یافت اسیدیته افزایش  ،عتسا

( کاهش اسیدیته  1و 7،  3،  2غیر از نمونه شماره ه )ب

در این دما کمترین اسیدیته (. p value=0مشاهده گردید )

که میزان  بود ساعت 4 زماندر  8مربوط به نمونه شماره 

ه می باشد و بیشترین اسیدیته مربوط به نمونه شمار 6/1آن 
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باشد. در دمای می 17که میزان آن  ،ساعت 48در زمان  6

ساعت  48اسیدیته از زمان صفر تا  سلسیوسدرجه  37

غیر از نمونه ه ساعت )ب 72تا  48افزایش یافت و در زمان 

 p( کاهش اسیدیته مشاهده گردید )1و  7،  3،  2های 

value=0 .) حداکثر اسیدیته در این دما مربوط به نمونه

و  16باشد که میزان آن میساعت  48 زماندر  6 شماره

های که مربوط به چند نمونه و زمان بود 2حداقل آنها 

از زمان صفر  سلسیوس درجه 42باشد. در دمای مختلف می

ساعت  72ساعت افزایش اسیدیته مشاهده گردید و تا  48تا 

 p) شد( کاهش اسیدیته مشاهده 1نمونه شماره به جز  )

value=0 .) در و  1مربوط به نمونه شماره  اسیدیتهحداکثر

 درجه 45. در دمای بود 18ساعت و به میزان  48 زمان

ساعت افزایش اسیدیته و در  48از زمان صفر تا  سلسیوس

( 12و  9)به غیر از نمونه شماره ساعت  72تا  48زمان 

. در (p value=0)ها مشاهده شد در نمونهکاهش اسیدیته 

مربوط به  اسیدینهحداکثر  و 2اسیدیته این دما حداقل 

افزایش  .اتفاق افتاد 72و  48های که در زمان بود 6نمونه 

های مختلف بدلیل افزایش فعالیت در اسیدیته در زمان

 و همانطور که باشدو تولید اسید بیشتر می هالاکتوباسیلوس

میزان  ،گردد با پیشرفت زمانمشاهده می در نمودارها هم

یابد که بدلیل کاهش در برخی دماها کاهش میاسیدیته 

و  2و  1)نمودارهای  باشد.می هالاکتوباسیلوتعداد و فعالیت 

 .( 4و  3

 pHتغییرات 

سااعت  72از زماان صافر تاا  سلسیوسدرجه  30در دمای 

از زمان صفر تا  9مشاهده گردید و نمونه شماره  pHکاهش 

 72تاا  24ن همراه بود ولی از زماا pHکاهش با ساعت  24

 11مربوط به نمونه  pHو حداکثر  افزایش یافت pH ساعت،

و حااداقل آن  بااود 59/6کااه میاازان آن  ساااعت 8در زمااان 

که میازان بود ساعت  72در زمان  2مربوط به نمونه شماره 

درجه از زمان صفر  37. در دمای (p value=0) بود 7/3آن 

تثنا کاه در و با این اسهمراه بود کاهش با  pHساعت  72تا 

کااهش پیادا  pHساعت  24از زمان صفر تا  9نمونه شماره 

و در نموناه شاماره  داشت ساعت افزایش 72تا  24کرد و از 

 72تااا  48 هااایدر زمااانو   pHکاااهش  48از صاافر تااا  1

 (.p value=0) مشاهده گردیدساعت افزایش در این پارامتر 

زماان از  3در نموناه شاماره  سلسایوسدرجه  42در دمای 

تا  48مشاهده شد و از ساعت  pHساعت کاهش  48صفر تا 

مرباوط  pHوجود داشت و حاداکثر  pHافزایش  ،ساعت 72

مای  58/6ساعت و میازان آن  8در زمان  9به نمونه شماره 

سااعت  48و در زماان  3باشد و حداقل آن مربوط به نمونه 

در دماای (. p value =0باود ) 88/3باشد که میزان آن می

در زمان  1مربوط به نمونه  pHحداکثر  سلسیوسدرجه  45

باشاد و حاداقل آن مرباوط باه می 6/6صفر بود و میزان آن 

 بود. 07/4ساعت،که میزان آن  48در زمان  2نمونه شماره 

های مختلف کاهش میزان در زمانشد همانطور که مشاهده 

pH  که بدلیل اسیدی شدن محیط در نتیجه افزایش فعالیت

-زماان و در زماان گذشاتباشد ولی با می هاباسیلوسلاکتو

یاباد کاه بادلیل کااهش افزایش مای pHهای نهایی میزان 

و  7و  6و  5)نمودارهاای  باشادمی هالاکتوباسیلوسفعالیت 

8 .) 

هااای ساالیمی نمااین و همکاااران گونااه 1394در سااال 

را از شیر خام  از دو مرکز جماع آوری شایر  لاکتوباسیلوس

بیاال و سااراب جداسااازی و شناسااایی کردنااد و مناااطق ارد

ها به منظاور کااربرد تکنولاوژیکی جدایه pHتوانایی کاهش 

ماورد بررسای قارار دادناد.  راآنها در تولید اساید لاکتیاک 

 MRSمحایط کشات ماایع  pHتحلیل آماری روند کاهش 

سااعت  48تاا  4ی حاصل در بازه زمانی توسط شش جدایه

داری وجود ندارد و اختلاف معنی هانشان داد که بین جدایه

 48های مورد بررسای طای توسط جدایه pHدامنه تغییرات 

متغیار باود. دامناه  05/2تا  65/1ساعت در محیط کشت از 

هاااای سااااعت بااارای ساااویه 24پاااس از  pHتغییااارات 

( از 2008جداسازی شده حسنی و همکاران ) لاکتوباسیلوس

با  pHش میزان گزارش شده است. نتایج کاه 45/2تا  77/0

( و پیراینو و همکااران 2007نتایج تحقیق کای و همکاران )

( نتاایج 2009آزیز و همکاران )( نیز مطابقت داشت. 2010)

، pHمشابهی به دسات آوردناد و نشاان دادناد کاه نوساان 

-ای در رشاد بااکتریغلظت نمک و دما تاثیر قابل ملاحظاه
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و همکاران دی اسیهای تولید کننده  اسید لاکتیک داشتند. 

سااااویه  17( ضاااامن جداسااااازی و شناسااااا ی 2009)

از یاک فاراورده تخمیاری سانتی  لاکتوباسیلوس پلانتااروم

قارار  گوشتی خصوصیات تکنولوژیکی آنهاا را ماورد مطالعاه

هاا قادرت تولیاد اساید دادند. در ایان مطالعاه هماه ساویه

، 72لاکتیک خوبی داشتند به نحوی که همه آنها در عار  

درجاه  37و  25، 15ساعت باه ترتیاب در دماای  24و  48

کاهش دادند. اکثار  2/4محیط را به کمتر از  pH سلسیوس

 Salmonella)بی علیااه وهااا خاصاایت ضاادمیکرسااویه

arizonae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeuroginosa and E.coli )هاا نشان دادناد. هماه ساویه

چ کاادام فعالیاات قااادر بااه هیاادرولیز کاااز ین بااوده و هاای

  هااا نساابت بااهلیپولیتیااک نداشااتند. و اکثاار سااویه

Tetracycline, Erythromycin, Rifampicin, 

Ampicillinو Penicillin G  در این مطالعه .بودندمقاوم، 

نمونااه پنیاار ساانتی مراغااه همااانطور کااه در  12 در همااه

و   pHنشااان ماای دهااد، رونااد کاااهش  8تااا  1نمودارهااای 

 4در بازه زماانی  MRSمایع  محیط کشت افزایش اسیدیته

هاای وجود داشت. که نتایج حاصاله باه یافتاهساعت  72تا 

میانگین افزایش اسیدیته در  سایر پژوهشگران مطابقت دارد.

ساااعت  48و در ماادت زمااان  سلساایوسدرجااه  42دمااای 

کمتارین نسبت به دماهای مورد بررسی بیشترین مقدار بود. 

نتاایج باود.  سلسایوسدرجاه  42نیز در دماای  pH میزان

نشاان داده  8تاا  1 هاایدر نمودارصورت گرفتاه  آزمایشات

 شده است.

 

 درجه سلسیوس. 30 یدر دما ختلفم یهازمان یط لوسیلاکتوباس یهاهیتوسط جدا اسیدیته راتییحاصل از تغ جینتا -1نمودار  

 
 درجه سلسیوس. 37 یمختلف در دما یهازمان یط لوسیلاکتوباس یهاهیتوسط جدا اسیدیته راتییحاصل از تغ جینتا -2نمودار   
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 .درجه سلسیوس 42 یدر دما ختلفم یهازمان یط لوسیلاکتوباس یهاهیتوسط جدا اسیدیته راتییحاصل از تغ جینتا  -3نمودار 

 
  درجه سلسیوس. 45 یدر دما  ختلفم یهازمان یط لوسیلاکتوباس یهاهیتوسط جدا اسیدیته راتییحاصل از تغ جینتا  -4نمودار 

 
 درجه سلسیوس.  30 یر دمادمختلف  یهازمان یط لوسیلاکتوباس یهاهیتوسط جدا pH راتییحاصل از تغ جینتا -5نمودار  
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 درجه سلسیوس. 37 یر دمادمختلف  یهازمان یط لوسیلاکتوباس یهاهیتوسط جدا pH راتییحاصل از تغ جینتا  -6نمودار 

 
 رجه سلسیوس.د 42  یمختلف در دما یهازمان یط لوسیلاکتوباس یهاهیتوسط جدا pH راتییحاصل از تغ جینتا -7نمودار  

 
 درجه سلسیوس. 45 یدر دما  لفتمخ یهازمان یط لوسیلاکتوباس یهاهیتوسط جدا pH راتییحاصل از تغ جینتا -8نمودار  
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 نتیجه گیری کلی

باع پنیر سانتی مراغاه، من نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد

-یباشد کاه جازء بااکترهای لاکتوباسیل میباارزشی از باکتری

 هاا درشوند. وجود این نوع باکتریهای پروبیوتیک محسوب می

دهاد کاه راه پنیر سنتی به مصرف کنندگان ایان اجاازه را مای

هاا یمندی از سلامتی بیابند. زیرا ایان بااکترجدیدی برای بهره

مت دستگاه گاوارش را بهباود بخشایده و سیساتم تواند سلامی

ی هااهاا دارای ویزگایایمنی را تقویت کند. ضمناً این بااکتری

ا تکنولوزیکی بوده و نقش مهمی در تولید و رسایدگی پنیار ایفا

ع کنند و از آنها می توان به عناوان کشات الحااقی در صانایمی

اس مقیا هاا درلبنی استفاده کرد. به منظور کاربرد این بااکتری

تار ایان صنعتی، توجه بیشتری باید معطوف به شناسایی دقیاق

 ها گاردد. جهات دساتیابی باه ایانها و در سطح زیر گونهگونه

هاای مولکاولی ماورد تری مانناد روشهای دقیقهدف، تکنیک

 نیاز می باشد.
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Abstract 

Probiotic bacteria are microbial food supplements that are present in appropriate amounts in the 

digestive system and are beneficial to human health. Among the probiotic bacteria, lactobacillus most 

common type of bacteria that are in dairy products and production lactic acid during the fermentation. 

The aim of this study was to isolate and identify of lactobacillus from bacteria flora of traditional 

Maragheh cheese and determine the technological properties their lipolitic and protolithic activity. For 

this purpose lactic bacteria isolated by common methods of cultivation and identification according to 

PCR and biochemical properties and then done supplementary tests for full recognition present isolates 

such warm coloration, oxidase, catalase test, and ability of acid production and pH changes by 

lactobacillus evaluated during different times and optimum temperature for growth. Results shown that 

in all samples to passing time acidity increased and pH decreased. Acidity increased in all samples and 

in temperature 30, 37, 42, 45c and during 0, 4,8,24,48 h and observed in 48 to 72 h in several samples 

low decrease and also pH was regular decrease in all samples and high temperature to 48 h and in 48 to 

72 h in most samples and temperatures were fixed amount. 

Keywords: Lactobacillus, PCR, Traditional Maragheh cheese. 
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