
 
 

 
 

 
 

 
 مقاله پژوهشی

 وبیولوژی دامپزشکینشریه میکر

 ،0011دوم، پاییز و زمستان شماره هفدهم، دوره 

 005-051:  04پیاپی 

  دهش منعقد گاو شیر از شده جدا های لاکتوباسیل پروبیوتیکی خواص بررسی
 

 4انوار علی امیر سید ،3کریم گیتی ،2*اهری حامد، 1کوشا ساناز
 ایران تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه تحقیقات، و علوم واحد غذایی، مواد بهداشت دکتری دانشجوی- 1
 ایران تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه تحقیقات، و علوم حدوا غذایی، صنایع و علوم گروه دانشیار، -2

 تهران دانشگاه دامپزشکی، دانشکده غذایی، مواد کیفیت کنترل و بهداشت استاد- 3
 ایران تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه تحقیقات، و علوم واحد غذایی، مواد بهداشت گروه استادیار، -4

 11/90/1491ش: تاریخ پذیر   11/90/1499تاریخ دریافت: 

 چکیده
 شامل خاصیت  که است شده منعقد گاو از شیر شده جدا باکتریهای اسید لاکتیك خصوصات پروبیوتیکیاین مطالعه شناسایی هدف از انجام 

 برخی از  تهلخ ایجاد و کردن اسیدی پتانسیل خون، همولیز قابلیت قندها، صفرا، تخمیر به اسیدی،مقاومت pH میکروبی، تحمل ضد و قارچی ضد
 .میباشد استان تهران روستاهای
 به .شدند ناساییش لاکتیك اسید باکتری  عنوان به بیوشیمیایی و فنوتیپی تستهای اساس بر جدایه  0 شده، آوری جمع شیر نمونه 13 ازمجموع
 توالی  PCR محصولات متعاقبا و ثیرتک اختصاصی پرایمر با استفاده از  PCRتوسط و  استخراج آنها  DNA بیوشیمیایی، نتایج تایید منظور
  شدند. ثبت NCBI ژن بانك در یابی و

بیشرین مقاومت را در شرایط اسیدی از خود  Eجدایه  داشتند. کامل همولیز C و A جدایه .بودند مثبت همولیز ها جدایه نتایج نشان داد همه
داشته است  ریتاث یکل ایاشرش یرو كیلاکت یها یوپرناتانت حاصل از باکترس .بودند مقاوم صفرا شرایط به ها جدایه تمام که حالی در نشان داد.

 درجه 30 دمای در را انعقاد و دیاس دیتول ییتوانا لاکتیکی های جدایه تمام نداشت. یاستاف و قارچ ها اثر یشد اما رو جادیو هاله عدم رشد ا
 .ندادند نشان سانتیگراد درجه 39 دمای در را انعقاد جدایه ها پتانسیل از یك هیچ مقابل، در. دادند نشان سانتیگراد

 میکروارگانیسم عنوان به میتواند شده مشاهده خواص به توجه با گاو شده منعقد شیر از شده جدا C و E جدایه مطالعه، این نتایج اساس بر
 استفاده کرد.و  یخالص ساز پروبیوتیك لبنیات تولید در را آنها شود و میتوان گرفته نظر در پروبیوتیك

 شیر لاکتیك، اسید های باکتری ،پروبیوتیك: کلیدی کلمات
 اهری حامدمسئول:  نویسنده *

 ایران  تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه تحقیقات، و علوم واحد غذایی، صنایع و علوم گروهآدرس: 
dr.h.ahari@gmail.com پست الکترونیك:
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 مقدمه

 و لبنیات سبمنا و روزانه مصرف ضرورت دیگر امروزه

 معیارهای زا ویکی.نیست پوشیده کسی بر شیر مخصوصا

 مصننرف سننرانه جامعه در افراد سننلامت سننط  سنننج 

  باشد. می جامعه آن در لبنیات

 و نپروتئی و ضروری ازاملاح بودن سنرشار  دلیل به شنیر 

 ناختهشنن غذاها کاملترین از یکی عنوان به فراوان ویتامین

 و گیری شکل در سیاسنا  نق  که کلسنیم  .اسنت  شنده 

 مهمترین از دارد دندانها سننلامت و اسننتخوانها اسننتحکام

 از یاریبس برای کلسنیم . اسنت  شنیر  در موجود ترکیبات

 لازم آنزیمها کردن فعال و بدن شنننیمیای های واکن 

 دارند. کلسننیم دخالت بافتی ترمیم و دررشنند و اسننت

 نآ از بغیر و داشته حضور شنیر  در موجود املاح درمیان

  نبود و بازی اسنننیدی تنظیم در که پتاسنننیم و دیمسننن

 شنننیر خوردن با می کنند ایفا نق  بدن هنای  سنننلول

 .(19میشوند) دریافت

 سننیارب لاکتیکی های ی باکتر بودن  دارا دلیل به شننیر

 امخ صورت به که شنیری . اسنت  گرفته قرار توجه مورد

 سنید ا تولید اثر در سنرانجام  بگیرد قرار محیط معرض در

 که لاکتیك های باکتری. شننند خواهد منعقد كلاکتی

 یداسنن به را شننیر لاکتوز میباشننند موجود شننیر در همواره

 pH اه ک تغییر این نتیجه میکنند، تبندینل   لاکتینك 

 ریبتخ باعث شننده تولید لاکتیك اسننید. اسننت محیط

 نبالد به پدیده این که شننده کازئین میسننلی سنناختمان

 رخ میسننلی تارسنناخ در موجود کلسننیم با اسننید ترکیب

 ینکازئ میسلهای در معدنی مواد میزان نتیجه در و میدهد

 مواد کامل مهاجرت به رسنننیدن برای. مییابد کناه  

 نقطه pH تا بناید  محیط pH  محلول، فناز  بنه  معندنی 

 .(1،0،11یابد) کاه 1/4 یعنی کازئین ایزوالکتریك

 را كیلاکت دیمولد اس یهایباکتر که اند دریافته محققین

 و  پروبیوتیك اثرات غذایی، مواد تخمیر برای وانت می

با توجه  .(5داد) قرار استفاده مورد غذایی مواد نگهداری

ز منابع ا كیلاکت دیاس یها یباکتر یها هیکه جدا نیبه ا

ا از آن ه یدیتول یها تیبدسننت آمده اند و متابول یبوم

ه دکر یریزا جلوگ یماریشنناخص ب  یها یرشنند باکتر

 ایشنتر از آنها به عنوان آغازگر ،  ی،اسنتفاده ب  جهیند در نتا

 یهننا دهفرآور دینندر تول یعیطب یکروبیعوامننل ضننند م

 یهافرآورده ونیدر فرمولاس نیو همچن یریتخم یصنعت

. هنندف از این (0،10)شنننود یم هیننتوصننن یریتخم ریغ

ریهای اسید باکت تحقیق جداسازی و شناسایی بیوشیمیایی

 به شننده وریزه منعقدپاسننت غیر و از شننیر خاملاکتیك 

 .بوده است تهراناستان  آنزیمی روش

 مواد و روش ها:

 برخیواقع در  یدامدار 13از  رینمونه ش 13 گیری نمونه

شنند. نمونه ها به  یجمع آور تهران اسننتان از روسننتاهای

 لیاسننتر یو در محفظه ها یصننورت سننترون جمع آور

 شننگاهیبه آزما خکنار ی درشنند. سننپ    یدردار نگهدار

جمع  یبه همه نمونه ها  لخته شده: ریشن  هیته.افتینتقال ا

 نینر  می،آنز یمیلخته آنز دیشنننده ، به منطور تول یآور

 و شند اضنافه    ریشن  لوگرمیک 1گرم در  955/9به نسنبت  

ته تا لخ گرفتگراد قرار  یدرجه  سانت 30چند ساعت در

 طیمح یشنننده رو جادیاز لخته ا (.2گردید ) لین تشنننک

MRS  آگار وM17  ها در  تیو تمام  پل ه شدکشت داد

 .(.كیلیائروف کرویم طی)در شننرا گرفتقرار   CO2جار 

 سننتهایت لاکتیك اسننید باکتریهای اولیه شننناسننایی برای

ه ک یگرم مثبت یها لیباس (.29شند)  انجام وکاتالاز گرم

بودند به  افتهیرشننند  MRS یو رو ندبود یکناتالاز منف 

 خصننوصننیات  ه شنند.تدر نظر گرف لیعنوان لاکتو باسنن

مورفولوژی سنلولی در زیر میکروسنکوب بررسی شد و   

زمون آ.سننپ  کوکسننی بودن آن تایید گردید باسننیل یا

 ترکیب قندی 1در این تحقیق  .شننندقندها انجام   ریتخم

سنننوربیتول، لاکتوز، مالتوز، گالاکتوز،  ،وزتیزشنننامل مل



  141. ..........................................(و همکاران کوشا) شده منعقد گاو شیر از شده جدا های لاکتوباسیل پروبیوتیکی خواص بررسی

 

نل رد ف اسنتفاده شد.  قندها  ریآزمون تخمبرای ، آرابینوز

 ی اسننتریل شننده با فیلتر قندشنند. محلول براث اتوکلاو 

 2 یحجم ها اضافه شد. %19با غلظت  ،متر کرویم 45/9

  (.1)شدآماده  یس یس

 بررسی تحمل اسید باکتری های اسید لاکتیك

 اسنننید توسنننط براث MRS کشنننت محیط pH تنظیم

 از لیتر میکرو 19 شننند. تنظیم2 / 00به هیدروکلریك

 محیط میکرولیتر 249 با ها جدایه سننناعته 24 کشنننت

MRS با pH دش پلیت مخلوط میکروول در شنده  تنظیم 

 گذاری گرمخانه ساعت 2 مدت به درجه 30 دمای در و

 2 و 9 های زمان در متوالی های رقت سنننپ  .گردید

کشت  آگار MRS در سطحی صورت به و تهیه سناعت 

 گرمخانه درجه 30 دمای در سنناعت 41- 24 .داده شنند

 باکتریایی شننمارش با مانی زنده درصنند و شنند گذاری

 (.1قرار گرفت ) مورد بررسی

 اسییید های صییارا باکتری به مقاومت بررسییی

 لاکتیك

 هب اتوکلاو از قبل تهیه شنند. براث MRS کشننت محیط

 ریباکت اتوکلاوگردید. و اضافه Oxgall درصد 3/9 آن

 41 از پ  .شنند کشننت براث MRS    در سنناعت 41 ها

 سوبر .خارج شد رویی مایع. گردید ژسانتریفیو ساعت

 در حدی تا .داده شد شنستشو  بار 2 درصند  نیم سنالین  با

 و رسننید مکفارلند مین به کدورت تا معلق گردید سننالین

 و گردید اضافه صفرا حاوی محیط بهدرصد  1با غلظت 

 4 و 2 و 1 صننفر های زمان و قرار گرفت گرم خانه در

 .(5) گردید ساعت شمارش

صیات ضد میکروبی و ضد قارچی بررسی خصو

 لاکتیك اسید های باکتری

 جدایه یقارچ ضد و باکتریایی ضد فعالیت ارزیابی برای

 اسنننتافیلوکوکوس کلی، اشنننریشنننیا  از لاکتیکی های

 ژئوتریکوم و پننارازیتیکوس آسنننپنرژیلوس  ،اورئنوس 
 .شد استفاده کاندیدوم

 سرم رد سپ  و شد تهیه تازه کشت ها ارگانیسم تمام از

 دورتیک که گردید تهیه آنها از سنوسنپانسیون   یزیولژیف

 کننه این از پ  .داشننننت فننارلننند مننك نیم حنند در

شنند  خنك نیز TSA  محیط آماده و سننوسننپانسننیون  

 از میکرولیتر 199 ریخته و پلیت کف محیط مقداری از

 محیط با  لاتین 1 مثل عدد و گردید اضافه سوسپانسیون

  طیمحبعند از بسنننتننه شننندن    و شننند مخلوط کشنننت

 شد. هایی در محیط کشت ایجاد چاهك

 آبگوشنننت روی لاکتیکی جدایه های دیگر طرف از

MRS قرارداده  درجه 30 در ساعت 41 و کشت معمولی

 رویی مایع گردید. سننانتریفیوژ سنناعت 41 از پ  .شنند

 عیاسپ  از م سانتریفیوژشد.  دقیقه 19 و دوباره برداشنته 

 در ساعت 24 و ریخته ها چاهك درونیی برداشته و رو

شفاف اطراف  جادهالهیسنپ   ا  .قرارداده شند  درجه 30

 شد. یبررس کروبیاز عدم رشد م یچاهك ناش

 سنننرم در ها ابتدا هیجدا یاثر ضننند قارچ یبررسننن یبرا

 ارلندف مك نیم معادل قارچی سننوسننپانسننیون فیزیولوژی

 YGC روی قرارداده شند. سپ  بر  درجه 25 و در  تهیه

ت، هاس مخمر و کپك کشت اصیاختص محیط که اگار

 کلیه قرارگرفت. درجه 25 در شد و کشنت سطحی داده 

 کشت های محیط در را خوبی رشند  ها میکروارگانیسنم 

قطر هاله عدم رشد قارچ در اطراف خطوط  دادند. نشنان 

 دش یریاندازه گ یکیلاکت یها هیکشنت داده شنده جدا  

(5،15،10.) 

 هتلخ ایجاد و کردن بررسی توانایی اسیدی

 تهیه درصد 19 میزان به اسنتریل  چربی بدون شنیر  محیط

 نهاآ از کدام هر به سننپ  شنندند. تقسننیم هایی لوله در و

 1به نسننبت    119میزان به هایی جدایه از سنوسننپانسنیونی  

 39 دمای در سنناعت 24 مدت به و شنند اضننافهدرصنند 
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 سنننانتیگراد گرمخانه درجه 30 و گراد سنننانتی درجنه 

شد  یریمتر اندازه گ pH لهیه وسب pHمقدار  و   گذاری

(11.) 

 همولیتیك فعالیت بررسی

 روی لاکتیکی شننده جدا های سننویه منظور، این برای

 و کشنننت انسنننان خون درصننند 5 حاوی آگار کلمبیا

 گرمخانه ساعت 41 مدت به سانتیگراد درجه 30 دردمای

ها  تیهاله در پل جادیا ایرنگ  رییعدم تغشندند.   گذاری

 (.1،4)خون در نظر گرفته شد  زیدرولیعدم ه یبه معن

 لاکتیکی های جدایه مولکولی شناسایی

 اب پروبیوتیك غالب های گونه اولیه شننناسننایی  از پ 

 ،یکروسکوپیم یو بررس شده ذکر های روش از استفاده

بر  یمبتن PCRجدا شننده با اسننتفاده از روش  یها هیسننو

S rDNA 16به طور خلاصننه،  .شنندند ییشننناسنناDNA 

با  لاکتیکی یهاهیتازه جدا یهاونیها از سنوسنپانس  نمونه

( رانیا ،ستیاسنتخراج )شرکت تکاپوز  تیاسنتفاده از ک 

با  PCRبنا روش   S rDNA 16 اسنننتخراج شننند و ژن  

   Rشده    یطراح ورسیفوروارد و ر مریاسنتفاده از پرا 

(’5-     AAGGAGGTGA/TTCCAA/GCC-3’) 
-AGAGTTTGATCA/CTGGCTCAG و    - 1525

3’)       27 -F (-’5 ه در ک یبا برنامه حرارت ریتکث یبرا

 و متعاقبا محصنننولات آن، آمده انجام شننند. ریجدول ز

 (.1،10)شدند یابی یکدون( توال كیتوسط )شرکت ژنت

 
 

 
 

 بار تکرار 33   کلیما و مدت زمان آنها درس مرازیپل رهیمراحل واکنش زنج یدماها. 1جدول 

 دما / درجه مدت زمان یمرازمراحل واکنش زنجیره پل

 04 دقیقه 3 دناتوره سازی اولیه

 03 ثانیه  45 دناتوره سازی

 50 دقیقه 1 آنیلینگ

 02 ثانیه  09 اکستنشن

 02 دقیقه 5 طویل سازی نهایی

 

به ژل  اجیاحت ابتندا در مرحلنه الکتروفورز   الکتروفورز:

+  ز. ژل الکتروفورز از مخلوط  اگارمیالکتروفورز داشننت

 یزنبافر الکتروفورز هسننت. بافر اضننافه شنند.پودر آگارز  

بود. حرارت  یمولکول دیاگنارز گر  نجنا یا افزوده شننند.

و به آن  جادیصد ا در 5/1حل شند. نسنبت ژل    تا .میداد

اضننافه  شنند. داخل قالب الکتروفورز   تیماسننایرنگ ر

تنا ببنندد.بعد کامب از داخل ژل    میاجنازه داد و  ختنه یر

آگارز که داخل   یلیقطعه مسنننتط كیخارج شننند که 

داخل  مانیهر کدام از نمونه ها شد. لیچاهك بود تشنک 

 انیننچنناهننك هننا لود  شننند  و در جر نیعندد از ا  كین 

از قطب  شهیهم یکیالکتر انیجر گذاشته شد. یکیالکتر

  كینوکلئبویر یدزوکس دیبه قطب مثبت هست .اس یمنف

 انیدر مجاورت جر یهسنننت وقت یمنف  یکیبنار الکتر 

 بنه سنننمنت قطنب مثبت حرکت    ردیگیقرار م یکیالکتر

 UV  ریز .میرا قطع کرد یکیالکتر انینن.جر  کننندیمن 

گذاشنته شند چون رنگ فلور سنت وجود داشت هر جا   

شننند. کنار  دهیباند درخشنننان د كینمونه ما مثبت بود 

 كیکه مثل  .میبه نام لدر هم لود کرد یزینموننه هنا چ  

شخص هست که م كیلئبونوکیر یدزوکس دینردبان  اس

دارد مثلا  یزیرشنننته ها چه سنننا نیکند هر کدام از ا یم

 bpیمثبت ما روبرو ینمونه ها میما انتظار داشنننت نجنا یا

ول مرحله ا یعنیشد  دهیحالت د نی.که ادباند بدهن1500

فوروارد و  یمرهایهمان با پرا شنننده اسنننت.  دیین منا تنا  
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 یتوال نییتع یکدون برا كیشنننرکنت ژنت  یبرا ورسیر

 (.1،10فرستاده شد. )

 نتایج

که  دیمشخص گرد یکیمورفولوژ یها یژگیاساس و بر

و غیر  یمنف کاتالاز شکل، گرم مثبت، یمیله ا یباکتر 0

اسنننید  اسنننپورزا بنه جن  لاکتوبناسنننیلوس از خانواده   

 (.1 تصویر)  ها تعلق داشتند یلاکتیك باکتر

 

 

 

 

 

 

 

 

 خام ریته شلخ یکیلاکت یها هی: آزمون گرم جدا1 ریتصو

 
 خام شیر لخته لاکتیکی های جدایه مورفولوژی شناسایی . نتابج2جدول 

 

 قندها  تخمیر آزمون

توز، گالاک نوز،یشننن  قنند منالتوز، لاکتوز، آراب   ریتخم

جدا شننده مورد  یها هیتوسننط سننو تولیوسننورب توزیملز

را  ریتخم تیکه قابل ییها یباکتر قرار گرفت. یبررسننن

ه شنند و ب یدیاسنن طیکردند و مح ریداشننتند قند را تخم

داد که  نشننان ریرنگ زرد در آمدند. مشننخصننات تخم 

 لاکننتوز، ،مننالننتننوز یبنرا  بیننبننه تنرتن      A هیننجنندا

 ،یمثبننت، منف تولیوسنننورب توزیملز نوز،گننالاکتوز،یآراب

 ریتخم تیقابل D هیبود.جدا یمثبنت، مثبنت، مثبت و منف  

تمام  ریتخم ییتوانا C  هیتمنام قنندها را داشنننت و جدا  

 ییهم توانا E هیرا داشنننت.جدا تولیقندها به جز سنننورب

 .تو گالاکتوز را داشننن نوزیآراب لاکتوز، ،مالتوز ریتخم

از قندها  كی چیه ریقادر به تخم  Hو  B ,G یها هیجدا

 نبودند.

 تست کاتالاز واکنش گرم مورفولوژی سلولی جدایه

 _  میله ای Aجدایه 

 _  میله ای Bجدایه 

 _  میله ای C جدایه

 _  میله ای Dجدایه 

 _  میله ای Eجدایه 

 _  میله ای Gجدایه 

 _  له ایمی Hجدایه 
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 خام ریلخته ش  یکیلاکت یها هیجدا یقندها ریآزمون تخم جینتا. 3  جدول

 تولیسورب توزیملز گالاکتوز نوزیآراب لاکتوز مالتوز 

 - + + + - + A هیجدا

 - - - - - - B هیجدا

 - + + + + + C هیجدا

 + + + + + + D هیجدا

 - - + + + + E هیجدا

 - - - - - - G هیجدا

 - - - - - - H هیجدا

 

 

 

 اسیدی pH تحمل

 یها یباکتر یبقا زانیشد. م یاسنیدی بررسن   pHتحمل 

 9/2با یدیاس طیکشت شده در شرا كیلاکت دیمولد اسن 

pH  همه نشان داد یدار یسناعت کاه  معن  1 یدر ط .

ها را به دنبال  یتعداد کلن یجیهنا کناه  تندر    هین سنننو

 قهیدق 19تا  39به مدت  یدیاسنن طیدر شننرا ونیانکوباسنن

به  هیسو نیحسناس تر A  هی(. جدا4نشنان دادند )جدول  

pH 39آن  پ  از  یها یتعداد کلن رایبود، ز یدین اسننن 

 199به کمتر از  3/1× 19 0از گرمخناننه گنذاری    قنه یدق

مقاومت   نیبالاتر  E هیکه جدا یال. در حافتیکناه   

 Dو  C یها هینشان داد. جدا  یدیاس طیرا در برابر شنرا 

و  39مدت  یبرا  pH 9/2 پ  از قرار گرفتن در معرض

 از  زنده ماندن را حفظ کردند. یسط  ثابت قهیدق 19

 است: شده ذکر زیر جدول در حاصل نتایج 
 

 خام ریلخته ش یکیلاکت یها هیاسیدی جدا pHتحمل    یبررس. 4جدول 

 11 31 صار زمان 

  < A 0 19 ×3/1 199 هیجدا

 B 0 19 ×1 1 19 ×2 4 19 ×5/3 هیجدا

 < C 0 19 ×5/1 3 19 ×1 199 هیجدا

  D 0 19 ×1 3 19 ×4 هیجدا

 E 0 19 ×3/2 1 19 ×1 4 19 ×5/5 هیجدا

 G 0 19× 1/1 5 19 ×5 4 19 ×5/1 هیجدا

 < H 0 19 ×0 3 19 ×4 199 هیجدا

 صارا به مقاومت

 هین جدازنده ماند یرا بر رو ریتأث نیشتریصفرا ب طیشنرا 

آنها  یها ی(. تعداد کلن5نشان داد )جدول  D و B  یها

 4و  2و بعد از  19 2به  019سننناعنت از حدود   1بعند از  

 >05/0p) افننتیننکنناه    199سنننناعننت بننه کمتر از 

روننند را بننا  یمننانکنناه  زنننده زین گرید یهنناهین سنننو.(

را صف طیقرار گرفتن در شرا عتسا 4 یدر ط یترآهسته

زنده ماندن خود را در طول  E و C هینشننان دادند. جدا

 هیقرار گرفتن در معرض صننفرا حفظ کردند. هر دو جدا

سننناعت  1ها بعد از  یدر تعداد کلن یدار یکناه  معن 

توان آنها  یم (>05/0p) . سناعت نشان نداد  2نسنبت به  

درصد نمك  39/9مقاوم در برابر  یها هیسورا به عنوان 

 .در نظر گرفت یصفراو
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 خام ریلخته ش یکیلاکت یها هیمقاومت به صارا جدا یبررس. 3جدول 
 ساعت 4 ساعت 2 ساعت 1 صفر زمان 

 A 0 19 ×3/1 4 19 ×5/1 3 19 ×0 3 19 ×1 هیجدا

 < B 0 19 ×1 2 19 ×1 199 > 199 هیجدا

 C 0 19 ×5/1 1 19 ×5 1 19 ×1 5 19 ×5 هیجدا

 < D 0 19 ×1 2 19 ×1 199 > 199 هیجدا

 E 0 19 ×3/2 1 19 ×4 1 19 5/1 5 19 ×1 هیجدا

 G 0 19× 1/1 3 19 ×1 3 19 ×2 2 19 ×1 هیجدا

 H 0 19 ×0 4 19 ×3/1 3 19 ×0 2 19 ×4 هیجدا

 میکروبی ضد و قارچی ضد خاصیت ارزیابی

 لاکتیکی های جدایه

 یها هیو ضد میکروبی جدا یرچضد قا تیخاص

ضد  تیها فعال هیاز سو كی چیشد. ه یبررس یکیلاکت

 کومیوترژئو  کوسیتیپاراز لوسیآسپرژدر برابر  یقارچ
که همه آنها با  یاز خود نشان ندادند، در حال دومیکاند

متر در  یلیم 5از   یشفاف ب یمنطقه بازدارندگ جادیا

ز خود نشان ا ییایضد باکتر تیفعال یکل ایشیبرابر اشر

د ض تیها فعال هیکدام از جدا چیه ن،یدادند. علاوه بر ا

ند نداشت اورئوس لوکوکوسیاستاف هیعل یکروبیم

(.  1)جدول

 رشد عدم هاله تشکیل اساس بر لاکتیکی های جدایه میکروبی ضد و قارچی ضد خاصیت . ارزیابی  1 جدول

 آرئوس لوکوکوسیاستاف یکل ایشرشا دومیکاند کومیژئوتر کوسیتیپاراز لوسیآسپرژ 

 - + - - A هیجدا

 - + - - B هیجدا

 - + - - C هیجدا

 - + - - D هیجدا

 - + - - E هیجدا

 - + - - G هیجدا

 - + - - H هیجدا

 های باکتری از حاصل سوپرناتانت که داد نشان نتایج

 روی ماا است داشته تاثیر کلی اشرشیا روی لاکتیك

 رشدی عدم هاله هیچ و نداشته اثری ها چقار و استاف

 .نداشت وجود

 خون همولیز قابلیت بررسی

ها از نظر  هیشد. همه جدا یخون بررس زیهمول تیقابل

 A یها هی(. جدا0مثبت بودند )جدول  كیتیهمول تیفعال

بتا را نشان دادند، خون را به طور کامل  زیهمول Cو 

 جادیا ها یمنطقه شفاف اطراف کلون كیو  زیهمول

آلفا را نشان  زیها همول هیجدا ریکه سا یدر حال کردند.

 كیکنند و  زیخون را همول یدادند و توانستند تا حد

 کنند.  جادیسبز رنگ ا هیناح
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 خام ریلخته ش یکیلاکت یها هیخون جدا زیهمول تیقابل یبررس . 1 جدول

 آلفا همولیز بتا همولیز 

  + A هیجدا

 +  B هیجدا

  + C هیجدا

 +  D هیجدا

 +  E هیجدا

 +  G هیجدا

 +  H هیجدا

 لخته ایجاد و کردن اسیدی توانایی

جاد اسیدی کردن و ای ییاز نظر توانا یکیلاکت یها هیجدا

نشد اما در  جادیا یدرجه تفاوت 39شدند. در  یلخته بررس

هم  Dرا کاملا بسته بود ودر  لوله   Aدرجه  لخته لوله  30

 لوله ها هم لخته  هیلوله را فرا گرفت.در بقلخته کل 

 شد. جادیا
 خام ریلخته ش یکیلاکت یها هیلخته جدا جادیا تیو قابل pH یریندازگ. ا1 جدول

 pH لخته ایجاد قابلیت 

 + A 58/3 هیجدا

 + B 33/8 هیجدا

 + C 6 هیجدا

 + D 4 هیجدا

 + E 58/8 هیجدا

 + G 38/8 هیجدا

 + H 8/8 هیجدا

 دیاس دیتول یبرا یکیلاکت یها هیجدا شیماآز

 كیلاکت

  یبرا دیمف یها یژگیاز و گرید یکی دیاس دیتول

 ییغذا عیادر صن كیوتیها است که به عنوان پروب یباکتر

 دیولت ییشود. توانا یاستفاده م یدرمان یها یو استراتژ

م بر اساس حج یکیلاکت یها هیدر جدا كیلاکت دیاس

شد.  یابیارز دیاس ونیتراسیت یسود مورد استفاده برا

 نشان داده شده است،  0ولهمانطور که در جد

 زانیم نیو کمتر نیبالاتر بیبه ترت Hو A  یها هیجدا

 کردند. دیرا تول كیلاکت دیاس
 نرمال 1/1با سود  تریت . 1جدول 

 اسید لاکتیك g/lاسیدیته  حجم سود مصرفی 

 A 5/2 25/2 جدایه

 B 4/1 21/1 جدایه

 C 3/1 10/1 جدایه

 D 2/1 91/1 جدایه

 E 1/1 00/9 جدایه

 G 5/1 35/1 جدایه

 H 1 0/9 جدایه

 

 لاکتیکی های جدایه مولکولی شناسایی

 پرگنه DNA تکثیر گرفته، صورت اولیه ارزیابی اساس بر

 پرایمرهای با شیر لخته از شده جدا خالص عمده های

و تعلق  انجام  PCR محصولات الکتروفورز با صیاختصا

 .شد دییتا لیباکتری ها به جن  لاکتوباس نیا
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در مجاورت مارکر  (A,B,C,D,E,G,H)رخامیلخته ش یکیلاکت یها هیجدا ییجهت شناسا جات باز، 1311هدف  یبا توال PCRژل الکتروفورز محصولات   :2تصوبر

. DNAینمونه کنترل مثبت حاو DNA فاقد  ی(. نمونه کنترل منا2)لوسیلاکتوباسصل از کشت خالص حا DNA(1). 

 و( آوران فن ژن شرکت)شدند توالی تعیین ها جدایه

 دیجد یها هیشامل سوکه  شده  ییشناسا یها هیسو

 و یبوچنر لوسیلاکتوباس،  یپارابوچنر لوسیلاکتوباس
 NCBI یاطلاعات بانك بودند در فرمنتوم لوسیلاکتوباس

 های شماره با بیتبه تر

59052101,MT59052501,MT59052401 MT  ثبت

 .شدند 

 بحث:

ان در دستگاه گوارش انس یعیها فلور طب كیوتیپروب

ند توان یسلامت انسان دارند و م یبرا یدیهستند و فوا

زه استفاده شوند.امرو ییو غذا یپزشک ،یدرمان عیدر صنا

روها و محصولات، از جمله دا ریسا یمنیاز ا  یمردم ب

هستند. از طرف  ییغذا یمنی، نگران ا یشیمواد آرا

 یها یماریب مردم، ییغذا میدر رژ ریی، با تغگرید

در  یمیقد یها یماریب نیظهور کرده و همچن یدیجد

رفع  یبرا ییشوند. راه حل ها یظاهر م دیاشکال جد

 غذا ارائه شده است. و  تیفیدر مورد حفظ ک ینگران

مدتا ع یورد حفظ محصولات گوشتدر م ریاخ یها افتهی

فلور  کرویاز م ادهاستف ژهی، به ویکیولوژیبه منظور حفظ ب

است.  كیلاکت دیاس یها یبر باکتر دیمحافظ، با تأک

  یندطبقه ب كیوتیکه به عنوان پروب یاصولاً مواد مغذ

د. خاص باشن یها یژگیو یسر كی یدارا دیشوند با یم

 یاز لخته ها كیوتیپروب یها یمطالعه باکتر نیدر ا

از  دمور 0ما نشان داد که  یداده ها جدا شد. ریش یمیآنز

بودند.  لیباس یکیجدا شده از نظر مورفولوژ یباکتر 13

 یسبرر یکیوتیپروب یها یژگیها را از نظر و هیو  جدا

 (.29) میکرد

قابل  1 ریآزمون گرم همان طور که در تصو جینتا طبق

و  یا لهیم یشکل ظاهراز نظر  هیجدا 0ملاحظه هست  

مون آز جیو نتا گرم مثبت بودند ،یزیاز لحاظ رنگ آم

را نشان  یکیلاکت یها هیبودن جدا یکاتالاز، کاتالاز منف

در  گرادیدرجه سانت 30 یدادند. آنها توانستند در دما

رشد  كیلیکروآئروفیم طیتحت شرا آگار MRS طیمح

 ط سبودن آنها تو لیلاکتوباسکه  نیکنند. پ  از ا

 یراش  قند ب ریشد، تخم دییتا یمولکول یها یبررس

همه  H و  B ،G هیشد. به جز جدا  یها آزما هیسو نیا

 هیاز قندها  بودند. جدا یبخش ایتمام  ریآنها قادر به تخم

D نوز،یرابآ لاکتوز، مالتوز، یقندها یتمام ریتخم تیقابل 
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 جهیرا داشت و در نت تولیو سورب توزیملز گالاکتوز،

که  یباشد. در مطالعه ا یم ییبالا ریتخم تیقابل یدارا

انجام شد  2921و همکاران در سال   كیتوسط  پتروو

 ییتوانا   L.curvatus    متعلق به یها هینشان داد سو

ند اما داشت را وزیمالتوز، ساکارز و سلوب یقند ها ریتخم

 بتول،سور توز،یملز تول،یمان ن،یاسکول ریقادر به تخم

( در 10نبودند) وزیبیگلوکونات و مل لوز،یزا وز،نیراف

و  یتوسط پرتو 2914که در سال   یگریمطالعه د

 متعلق به یها هیهمکاران انجام شد تمام سو

 L. plantarum فروکتوز وزیسلوب ریتخم ییتوانا ، ،

و ساکارز را داشتند. و  توزی، مانوز، ملزوزگلوکز، مالت

 ریقادر به تخم L. brevis متعلق به یها هیتمام سو

و  لوزیزا ،بوزی، فروکتوز، گلوکونات، مالتوز، رنوزیآراب

که آنها  یبودند، در حال نیاسکول زیدرولیه نیهمچن

 نی(. همچن10کردند)ی نم ریرا تخم تولیو سورب توزیملز

از مطالعه حاضر مشخص شدکه  هدست آمد به جینتا یط

 ابردر بر ییایخواص ضد باکتر یدارا ها هیهمه جدا

Escherichia. coliیروبکیضد م تیفعال نیهستند. که ا 

 یهادیها، اس تیعوامل مانند متابول یتوان به برخ یرا م

 طیها در مح  هیآزاد شده از جدا یها نیوسیو باکتر یآل

در  یوبکریضد م تیگونه فعال چیه ینسبت  داد. از طرف

 نیمشاهده نشد که ا اورئوس لوکوکوسیاستافمورد 

به دست آمده توسط بن برک اولفا و  جیا نتاب جینتا

 که در مورد یهمکاران  مطابقت داشت. در حال

Escherichia coliود ما ب جیآنها در تضاد با نتا جی، نتا

 4 رابرربد  یکیلاکت یها هیجدا یضد باکتر تی(. فعال1)

و  یتوسط ابوشلاب ییاز مواد غذا یناش یزایماریعامل ب

 جینتا قرار گرفت. یورد بررسم 2910همکاران در سال 

 یکروبیضد م یها تیگزارش شده توسط آنها با فعال

 فتهایمطالعه انجام  جیمطالعه حاضر مطابقت داشت. نتا

  هیعل هیجدا 0از آن است که هر  یتوسط آنها حاک

Escherichia coli  نشان دادند و یکروبیضد م تیفعال 

 ندنداشت یکروبیضد م تیخاص S. aureus هیعل هیجدا  2

(1.) 
  یو آزما دیمطالعه حاضر  در معرض اس هیجدا 0 هر

 2 انیها در جر هیتحمل صفرا قرار گرفتند. رشد جدا

 طیدرجه تحت شرا 30 یدر دما یساعت گرمخانه گذار

  B, E هیجدا کاه  نشان داد. 9/2معادل  pH  یدیاس

 0هر  .نشان دادند دیمقاومت را در برابر اس نیشتریب  G  و

 G , H, A,E,C هیجدا مقاوم بودند. ادر برابر صفر هیاجد

 گرید یدر برابر صفرا نشان دادند. از سو یشتریمقاومت ب

ط توس  یکیلاکت یها هیو صفرا جدا  دیتحمل به اس

قرار  یهم مورد بررس 2910و همکاران در سال   یابوشلاب

شده  یساز هیشب یدیاس طیگرفت. حساس بودن به شرا

(. 1ها مشخص شد ) هیبا کاه  رشد جداصفرا  طیو شرا

 یها هیجدا یو صفرا برا دیتست تحمل اس نیهمچن

 شتریانجام شد. ب 2915توسط آرچر و همکاران  یکیلاکت

 .L هینشان دادند. و دو سو ییها تحمل بالا هیجدا 

fermentum 511 و         L.  fermentum MCC 2760   

 .نشان دادند یتحمل کمتر

 دیه اسها ب لوسیلاکتوباسدر مورد تحمل  یگرید مطالعه

انجام  2914و همکاران در سال   یو صفرا توسط ماروک

انتخاب شده در مطالعه  یها هیشد. تحمل بالاتر جدا 

با موارد گزارش شده توسط آنها  سهیحاضر در مقا

 .(11) مشاهده شد

 منتخب ما را نشان  جدایه 0 یزیهمول تیفعال 0 جدول

بر خلاف  انجام شده، یاس آزمون هابر اس دهد. یم

ما  یها هیهمه جدا ،2910و همکاران  یمطالعه  ابوشلاب

 5کامل و  زیهمول C و A هیجدا مثبت بودند. زیهمول

 .ناقص داشتند زیهمول هیجدا

جاد اسیدی کردن و ای ییاز نظر توانا یکیلاکت یها هیجدا

 درنشد اما  جادیا یدرجه تفاوت 39شدند. در  یلخته بررس



  133. ..........................................(و همکاران کوشا) شده منعقد گاو شیر از شده جدا های لاکتوباسیل پروبیوتیکی خواص بررسی

 

هم  D در  لوله را کاملا بسته بود و Aدرجه  لخته لوله 30

 جادیلوله ها هم لخته ا هیدر بق لخته کل لوله را فرا گرفت.

 .شد

و  كیتوسط بن بر2911در سال  E. lactis هیسو

رار ق یکردن مورد بررس یدیاس تیهمکاران از نظر فعال

ساعت رشد در  24ها ظرف  هیسو pHگرفت. حداقل 

کاه  نشان داد.  51/4و 30/4 نیب pH ریبه مقاد 1از  ریش

در  یساعت گرمخانه گذار 12و  19پ  از  ریمقاد نیا

 (.1به دست آمدند) دگرایدرجه سانت 30 یدما

 گیری نتیجه

 دهمشاه خواص به توجه با مطالعه، این نتایج اساس بر

 تواند شده، می منعقد شیر از شده جدا Cو  Eجدایه  شده،

. شود رفتهگ نظر در پروبیوتیك روارگانیسممیک عنوان به

 لبنیات تولید در استفاده منظور به را آنها توان می

 .کرد جدا پروبیوتیك

 تشکر و قدردانی:

بخشی از رساله دکترای حاصل  یقاتیتحقاین مقاله 

 ندگانسیاست. نوتخصصی در رشته بهداشت موادغذایی 

 خاطربه  آزمایشگاه پاستورمقاله از دستاندرکاران 

جام ان یبرا یشگاهیآزما امکانات ارائه ۀنیدر زم یهمکار

 را دارند. یقدردانو کمال تشکر  نامه انیپا نیا
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Abstract 

The aim of this study was to investigate the probiotic characteristics of the isolated lactic acid 

bacteria (LAB) in coagulated cow's milk including antimicrobial activities, acid and bile 

tolerance, fermentation profile, hemolytic properties, acidification and coagulation collected 

from some villages of Tehran province were examined. 

Among the 13 milk samples collected, 7 isolates were identified as lactic acid bacteria based 

on phenotypic and biochemical tests. In order to determine the biochemical results, their DNA 

was extracted and amplified by PCR with specific primer and then sequenced by PCR products 

and they were recorded in the NCBI database. These results definitely confirmed that the 

isolated strains belong to lactobacilli. 

The results showed all isolated LABs were positive for hemolytic activity. LABs A and C showed 

beta hemolysis. LAB E showed the highest resistance to acidic environments, whereas all the 

our isolates were resistant to bile conditions. The supernatant obtained from lactic acid 

bacteria had an effect on Escherichia coli and a non-growth halo was created. But it had no 

effect on staph and fungi. all LAB isolates exhibited the ability of acid production and 

coagulation at 30 °C. In contrast, none of the LAB isolates presented coagulation potential at 

30 °C. 

 Based on this study results, LAB E and C isolated from coagulated cow's milk could be 

considered as probiotic microorganisms considering the observed properties. They can be 

purified and used for the production of probiotic dairy products. 
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