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بر پايه   توليد شده در ايرانشناسايي فلور لاكتيكي كيمچي  وجداسازي

  و مولكولي بيوشيميايي هايروش

 
يزدي طباطبايي فريده

1∗
وسيعي عليرضا ،

2
بهبهاني عليزاده ، بهروز

2  

  
  مشهد فردوسي دانشگاه كشاورزي، دانشكده غذايي، صنايع و علوم گروه علمي هئيت عضو و دانشيار -1

  مشهد فردوسي دانشگاه كشاورزي، دانشكده غذايي، صنايع و علوم دكتري دانشجوي -2

 )1/7/93:   تاريخ پذيرش17/5/93: تاريخ دريافت(

  

  چكيده
 هايبر پايه روش  شناسايي فلور لاكتيكي كيمچيمطالعههدف از انجام اين . است    كيمچي يك اصطلاح عمومي براي سبزيجات تخميري 

 جدايه كه با 85 ميكروسكوپي مشاهده و اختصاصي هاي محيط روي بر متوالي هاي كشت انجام از  پس در اين پژوهش.ودب و مولكولي بيوشيميايي

 ، فيزيولوژيكيهايآزمونها،  بندي آن  انتخاب شده و براي گروه،هاي اسيد لاكتيك باشند باكتريرسيد جزءهاي اوليه به نظر ميانجام آزمايش

بندي  گروه تقسيم10 ايزوله به 85هاي بيوشيميايي و تخمير قند بر مبناي تست. هاي مختلف انجام پذيرفت كربوهيدراتوع  ن10بيوشيميايي و تخمير 

نتايج نشان داد كه .  تكثير داده شدPCRبا تكنيك و هاي عمومي ها به كمك پرايمر آنrRNA S16از هر گروه چند ايزوله انتخاب و ژن ناحيه . شدند

، )%06/7 (انتروكوكوس فاسيوم، )%41/9 (لاكتوباسيلوس فرمنتوم، )%17/41 (لاكتوباسيلوس پلانتاروم شامل  كيمچياي اسيد لاكتيك هتنوع باكتري

ويسلا و ) %23/8 (پديوكوكوس  پنتوزاسئوس،)%52/3 (لوكونوستوك مزنتروئيدوس، )%33/2 (لوكونوستوك سيترئوم، )%52/3 (انتروكوكوس فكاليس

د كه از ميكروفلور طبيعي موجود در مواد باش  خود مي ميكروبي تخميري داراي تنوع فراواني در فلوري فراوردهاين به طور كلي  . بود)%70/24 (سيباريا

جاد هاي مختلف نقش مهمي را در اي توانند با توليد اسيدها و آنزيم هاي اسيد لاكتيك مي باكتريبا توجه به اين كه  .گيرد  ميخام مورد استفاده نشأت

  .، بنابراين مي توان از سويه هاي جدا شده از اين محصول در صنعت غذا بهره بردطعم و بافت مطلوب ايفا نمايند

  

  S rRNA16يابي ژن توالي، تست هاي بيوشيميايي كيمچي، فلور لاكتيكي، : واژگانكليد

  

  

  

  

                                                           

  tabatabai@um.ac.ir :مسئول مكاتبات ∗
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  مقدمه -1
است كه از سـبزيجات    ا يك خوراك تخميرشده سنتي    1كيمچي

جات گوناگون و البته بيشتر اوقات با نوعي كلم چيني به  و ادويه

ي كيمچـي يـك       كلمـه . شـود   و فلفل قرمز درست مي     بائچو نام

ي   اصطلاح عمومي براي سبزيجات تخميري اسـت كـه از واژه          

به صورت . به معني سبزي شور گرفته شده است    2چيني چيمچا 

 كه  شود  سنتي مقدار زيادي  كيمچي به صورت سالانه توليد مي         

بيشتر در فصل زمستان كه دسترسي به سبزيجات تـازه كـاهش            

كيمچي در واقع نـوعي شـوري تهيـه          .گردد  يابد مصرف مي    مي

هاي   اين محصول فعاليت  . ]1[ هاي مختلف است    شده از سبزي  

دهـد و از   ايمني را افزايش داده، روند پير شـدن را كـاهش مـي            

مـل طعـم    كند، علاوه بر اين كيمچـي مك        يبوست جلوگيري مي  

عمـل مـي     يك غذاي پروبيوتيـك      همانندسبزيجات نيز بوده و     

منبـع بـسيار    توانـد   به دليل ارزش غذايي بالا، كيمچي مـي       . كند

هـاي چـرب و     خوب و مناسبي از پروتئين، مواد معدني، اسـيد        

غـذاهاي تخميـر شـده در       . ]1[ هاي آمينه ضـروري باشـد     اسيد

رژيـم غـذايي    بسياري از كشورها، به عنـوان اجـزاي ضـروري           

    . محسوب مي شوند

هـاي  تخمير مواد غذايي سـنتي عمـدتا توسـط ميكروارگانيـسم          

گيـرد كـه    طبيعي كه در مواد خام حـضور دارنـد صـورت مـي            

 جزئـي از ايـن فلـور طبيعـي          هاي اسـيد لاكتيـك هـم        باكتري

هاي اسـيد لاكتيـك گـروه بـزرگ و          باكتري. دنشوميمحسوب  

 گرم مثبت، ، اين باكتري هاشود ميها را شاملمتنوعي از باكتري

-فاقد توانايي توليد اسپور، كاتالاز منفي، مقـاوم بـه اسـيد، بـي             

اي يا كروي هستند هوازي اختياري و از لحاظ ظاهري اكثرا ميله

كه توانايي توليد اسيد لاكتيك را به عنوان محصول عمده نهايي           

ز هــاي اســيد لاكتيــك يكــي ا بــاكتري. باشــندتخميــر دارا مــي

. ]2  و1[هاي مرتبط بـا انـسان هـستند    ترين گروه باكتري    فراوان

هاي مختلف وجود دارنـد و        ها به طور گسترده در اكوسيستم       آن

هــاي لبنـي، گوشــت،   چـون فـراورده   معمـولاً در غـذاهايي هــم  

هاي الكلـي   هاي تخميري، خمير ترش، سيلاژ و نوشيدني      سبزي

طـي هـزاران سـال از       بشر آگاهانه يا ناآگاهانـه      . شوند  يافت مي 

                                                           

1. Kimchi 
2. Chimchae 

هاي اسيد لاكتيك در توليد غذاهاي تخميري بهره بـرده            باكتري

ها در ايجـاد عطـر و         اين امر به خاطر توانايي اين باكتري      . است

 باشد هاي فاسدكننده مي    ها و ميكروارگانيسم    طعم و مهار پاتوژن   

]2[.  

هـاي مولكـولي، روش اصـلي         قبل از ظهـور و گـسترش روش       

هاي اسيد لاكتيك بر مبنـاي خـواص فنـوتيپي           شناسايي باكتري 

ــاكتري ــي   ب ــامل ويژگ ــه ش ــود، ك ــا ب ــوژيكي،   ه ــاي مورفول ه

كـاربرد  از آنجايي كه    . ]3[ باشد  وژيكي و بيوشيميايي مي   فيزيول

گيـر و   هـا بـسيار وقـت     هاي فنوتيپي در شناسايي باكتري    روش

طولاني است و نتايج حاصل عموما از دقت بـالايي برخـوردار            

ها را در سطح تواند به طور كامل و دقيق باكتري و نميباشدنمي

 از  هـا  جهت شناسايي باكتري   گونه تفكيك نمايد، لذا بهتر است     

مـراز  اي پلـي  واكنش زنجيـره  .  مولكولي استفاده شود   هايروش

)PCR (     هاي اسيد لاكتيك   براي شناسايي سريع و دقيق باكتري

امروزه روش . ستهه اخير پيشرفت فراواني داشته ادر طي دو د  

 به عنوان يكـي از پركـاربردترين   S rRNA16توالي يابي ژن 

هاي موجـود در شناسـايي جمعيـت ميكروبـي غـذاهاي            روش

   .]3[ تخميري كاربرد دارد

بـر روي كيمچـي،     ) 2005 (براساس تحقيقـات كـيم و چانـگ       

هـاي   هـاي اسـيد لاكتيـك دخيـل در تخميـر بـه جـنس          باكتري

همچنـين  . وس و ويسلا تعلق داشـتند     لوكونوستوك، لاكتوباسيل 

ي نمونه ها     در همه ويسلا كورينسيس   اين پژوهش نشان داد كه      

در مجمـوع  . ي غالب معرفي شد حضور داشت و به عنوان گونه 

هاي مختلف كه بر روي كيمچي انجام   با در نظر گرفتن پژوهش    

هاي اسـيد لاكتيـك كـه در تخميـر            بيشترين باكتري شده است،   

ــش دا  ــي نق ــنس  كيمچ ــب از ج ــه ترتي ــد ب ــسلا،   رن ــاي وي ه

انتروكوكــوس لوكونوســتوك، لاكتوباســيلوس، پــديوكوكوس و 

مطالعــات مختلــف انتـشار يافتــه در خــصوص   .]6-4[هـستند  

كيمچي، برخـي از اختلافـات مربـوط بـه سـاختار و ديناميـك             

اين مطالعات بـر روي كيمچـي       . جمعيت را آشكار نموده است    

يا كيمچـي تجـاري خريـداري       توليدي در مقياس آزمايشگاهي     

عـلاوه بـر    . شده از توليدكنندگان مختلف به اجرا درآمده اسـت        

اين، كيمچي يك اصطلاح عمـومي بـراي گروهـي از غـذاهاي             

باشد كه در فرآوري      مي هاي مختلف   ي سبزي   تخميرشده بر پايه  

 آن ممكن است بيش از صد نوع سبزي مورد استفاده قرار گيرد           
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آور  جود در ايـن نتـايج، چنـدان تعجـب    هاي مو  لذا تفاوت . ]7[

ع تواند بر اساس تفـاوت در شـرايط فـرآوري و نـو              نبوده و مي  

  .سبزي مورد استفاده، توجيه شود

شناسايي و جداسـازي فلـور لاكتيكـي        هدف از اين پژوهش        

 ،بر اساس روش هاي بيوشيميايي و مولكولي مي باشـد     كيمچي  

هـاي اسـيد لاكتيـك     با توجه بـه ايـن كـه بـاكتري         تا در نهايت    

هاي مختلف نقش مهمي را در      توانند با توليد اسيدها و آنزيم      مي

ايجاد طعم و بافت مطلوب ايفا نمايند، بتوان از سويه هاي جدا            

 .شده از اين محصول در صنعت غذا بهره برد

  

   هامواد و روش -2

  تهيه كيمچي -2-1

سـفيد،      مواد اوليه توليد كيمچي كه شامل كلم چينـي، تـرب           

پودر فلفل قرمز، زنجبيل، عصاره ماهي و ميگو، سـير، پيازچـه،            

تره فرنگي، شكر، آرد برنج، آرد گنـدم و نمـك از بـازار هـاي                

جهت تهيه شيرابه كيمچـي  . محلي در شهر مشهد خريداري شد    

 گرم آرد برنج و آرد گندم پـس از مخلـوط شـدن بـا آب،               120

 گـرم  30د، سـپس   شكر و نمك  حرارت داده شد تا ژلاتينه شو         

 گرم تره فرنگـي را  50 گرم سير و  50 گرم پيازچه،    30زنجبيل،  

كاملا آسياب كرده، به همراه تربچه نمك سود به آرد پخته شده            

ها با توجه به اندازه به چند قسمت تقسيم شده            كاهو. اضافه شد 

هـاي آن     و به ازاي هر صد گرم كاهو هفت گرم نمك بين برگ           

ساعت تحت تيمار نمكـي نگـه داشـته         پاشيده و به مدت شش      

هـا و     بعد مخلوط افزودني  . شدند و سپس سه بار آبكشي شدند      

ها  كاملا بـه       ترب سفيد را به كاهو اضافه كرده و تك تك برگ          

 در 40 بـه  60كاهو را به همراه  عصاره با نسبت      . آن آغشته شد  

 درجـه سـانتيگراد   20شيشه قرار داده شد و تخمير آن در دماي         

جهت . ]8 و   1[ برسد   2/4 آن به كمتر از      pHگرفت تا   صورت  

بررسي فلور لاكتيكي كيمچي ، نمونه برداري در شرايط استريل          

  .انجام پذيرفت صورت گرفت

آزمايشاتي كه براي شناسايي فلور لاكتيكـي كيمچـي بـا كمـك      

 ـ هاي مولكولي مبتني بر كشت صورت گرفته      روش صـورت  ه   ب

  . آورده شده است،1 در شكل كلي

 
 مراحل آزمايشات مربوط به شناسايي ايزوله هاي متعلق به 1شكل 

  S rRNA16PCRكيمچي با تكيه بر روش هاي مولكولي 

 هاي اسيد لاكتيكجداسازي باكتري -2-2

منتقـل شـد   % 1/0 ميلي ليتر از آب پپتون 90ده گرم از نمونه به    

مـدل   (پـذيرفت و عمل همـوژنيزه شـدن انجـام         ) مرك، آلمان (

dSeawar هاي تهيـه شـده بـر         كشت سطحي از رقت   . )، آلمان

 تكرار انجام شـد؛ بـه   سه در MRS Agarروي محيط كشت 

ليتر از هر رقّت ريخته و      ميلي 1/0اين ترتيب كه روي هر پليت       

 درجه سانتي 45 و 30در دو دماي . به كمك اسپريدر پخش شد

 ساعت در شرايط بي هوازي گرمخانه گذاري        48گراد به مدت    

تا شرايط براي رشد باكتري هاي نامطلوب سخت تر گـردد   شد  

هـايي كـه از نظـر         هاي داراي بالاترين رقّت، كلني      از پليت . ]9[

هــاي  ي كلنــي، رنـگ و سـاير ويژگـي    شـكل ظـاهري، حاشـيه   

مورفولوژيكي متفاوت بودند، انتخاب شده و سپس هر كدام در          

ت پليت جداگانه كشت خطي داده شدند و پس از چند بار كـش            

 بـراي نگهـداري    .دست آمد   بههاي تك از هر ايزوله        خطي كلني 

 حـاوي  MRS brothايزوله ها به مدت طولاني، ايزوله ها در 

ــسرول  ــاي )V/V(% 15گلي ــراد - 80 دردم ــانتي گ ــه س  درج

  .]10[نگهداري شدند 
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هاي اسيد لاكتيك بـر      گروه بندي باكتري   -2-3

شيميايي و پروفايل تخميـر     هاي بيو مبناي تست 

  كربوهيدرات
هاي مرفولوژيكي شامل رنگ آميزي  تست،د از ايزوله كردنبع

هاي بيوشيميايي شامل تست كاتالاز، رشد در گرم و آزمون

 و 4/4هاي  pH، زنده ماني در C°45 و  C°10دماي مختلف 

  لوله دورهامآزمايش ،brothMRS  كشت در محيط 6/9

رشد  چنين محيط و همدر اين  2COجهت بررسي توليد گاز 

هيدروليز آرژنين .  درصد انجام پذيرفت5/6غلظت نمك در

 بدون گلوكز و MRS Brothها در محيط  توسط جدايه

 درصد 2/0 درصد آرژنين و 3/0عصاره گوشت اما حاوي 

سپس توليد . سيترات سديم به جاي سيترات آمونيوم انجام شد

ا ه آزمايش تمامي. آمونياك توسط معرف نسلر بررسي گرديد

  .]11[ پذيرفتجام  تكرار انسهنيز در 

هاي اسيد لاكتيك با استفاده از ده نوع قند         بندي باكتري گروه    

گلوكز، ساكارز، گالاكتوز، فروكتـوز، لاكتـوز، مـالتوز،         (متفاوت  

و بـا اسـتفاده از محـيط    ) بيوزسوربيتول، رافينوز، مانيتول و ملي    

) فنـل رد  + يـد سـديم كلر  + كازئين پپتـون  (كشت فنل رد براث     

  .]12[انجام پذيرفت ) كيولب، كانادا(

هاي اسـيد لاكتيـك بـا        شناسايي باكتري  -2-4

 S 16PCRاســتفاده از روش مولكــولي  

rRNA 
سـازي   فعـال  MRSهاي منجمد شده در محـيط كـشت         كشت

فازيـك مولكـولي كـه      -شدند و شناسايي بر اساس روش پلـي       

يـابي و  ، تواليS rRNA16، تكثير ژن DNAشامل استخراج 

  .ها انجام پذيرفتدر نهايت مقايسه توالي

 DNA استخراج -2-4-1

 Genomic از كيت استخراج ،ها  ايزولهDNAجهت استخراج 

DNA isolation VI) اسـتفاده شـد  ) دنا زيست آسيا، ايران .

براي تهيه سوسپانسيون اوليه هر جدايه براي شروع كار، هر يك 

 تلقـيح  MRS Brothيط كشت ليتر مح ميلي  5از ايزوله ها در 

ــس از  ــه24شــدند و پ  درجــه 37گــذاري در   ســاعت گرمخان

ي كار   ميكروليتر اين سوسپانسيون براي ادامه100گراد، از  سانتي 

ي مراحـل مطـابق دسـتورالعمل كيـت انجـام         همـه . استفاده شد 

 ميكروليتـري  50در پايان بـراي هـر جدايـه محلـولي           . پذيرفت

 مد، كه براي انجام مراحل بعد در       بدست آ    جدايه DNAحاوي  

 . گراد نگهداري شد  درجه سانتي-20فريزر 

 PCR انجام واكنش -2-4-2

هـا بـه روش مولكـولي،    يابي و شناسايي دقيق ايزوله   براي توالي 

ي  كه بر اساس نواحي محافظـت شـده  S rRNA16تكثير ژن 

 از PCRبـراي انجـام واكـنش    . كند، انجام شد  اين ژن عمل مي   

  ):13(هاي عمومي ذيل استفاده شد رپرايم

ــر  ــوالي  Forward :FYM27پرايمـــ ــا تـــ ′5- ( بـــ

3′-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG(  

ــا تـــــــوالي  Reverse :R1492پرايمـــــــر  ′5-( بـــــ

3′-GGTTACCTTGTTACGACTT( 

  .آورده شده است، 1جدول واكنش در مشخصات مخلوط 

  CRP دهنده مشخصات اجزاي واكنش1جدول 

  غلظت نهايي در واكنش  )ميكروليتر(حجم مورد استفاده   ي واكنش اجزاي تشكيل دهنده

DNA5/1   الگو  lµ/ng 3  
  PCR) X 10(  5/2  X1بافر 

  mM 25(  1  mM 1(پرايمر پيشرو 
  mM 25(  1  mM 1(پرايمر معكوس 

DNTPs) mM 10( 2  mM 32/0  
  mM 50(  5/1  mM 5/2(كلرور منيزيم 

  lµ/U 50(  2/0  lµ/U 1(ليمراز  پTaq-DNAآنزيم 
  -  5/15  آب دوبار تقطير استريل

  -  25  جمع
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 را  PCRهـاي   دهنـده سپس ميكروتيوب حاوي مخلوط واكنش    

قـرار    Germany(Sensquest(داخل دستگاه ترموسـايكلر  

 بـه   ،2مطـابق شـكل     هايي  و تعداد سيكل   دمايي   يداده و برنامه  

  . دستگاه داده شد

 
           پروفايل برنامه دمايي دستگاه ترموسايكلر جهت تكثير1شكل 

S rRNA16] 10[  

  

  PCRالكتروفورز محصول -2-4-3

تريس، اسـيد    (TBEدر بافر   % 1براي اين منظور ژل آگارز          

ــك،  ــه ) EDTAبوري  DNA green viewerاز . شــدتهي

 اسـتفاده   UVها زيـر نـور      ي باند دهجهت مشاه ) پارس توس (

ــه شــدPCR از محــصول lµ3ســپس . شــد در .  داخــل ريخت

 مـاركر  lµ1هاي رديف اول و آخر هر رديف، به ميـزان        چاهك

همچنين آخرين چاهـك بـه عنـوان كنتـرل منفـي            . استفاده شد 

 دقيقـه   45 ولـت و زمـان       95الكتروفورز در ولتـاژ     . استفاده شد 

م الكتروفورز از ژل موردنظر توسـط       پس از اتما  . انجام پذيرفت 

ــتگاه  ــعهGel Documentدس ــت اش ــنفش   تح ــاوراء ب ي م

  ).15 و 14(برداري صورت گرفت  عكس

  هاتعيين توالي جدايه -2-4-4

ــنش         ــام واك ــحت انج ــابي ص ــس از ارزي ــط PCRپ  توس

 جفـت بـازي     1500ي بانـد در موقعيـت         الكتروفورز و مشاهده  

ن تـوالي بـه صــورت    جهـت تعيــي PCRمحـصولات واكـنش   

 كره Macrogen، به شركت F27خوانش يك طرفه از پرايمر     

ها كـه در     پس از خوانش مجدد براي برخي ايزوله      . ارسال شدند 

هـا حاصـل نـشده بـود،          ي مطلوبي براي آن     خوانش اوليه نتيجه  

هاي موجود در بانك اطلاعـاتي        هاي بدست آمده با توالي      توالي

)NCBI(  ،BLAST   ي   تـرين سـويه بـه ايزولـه         شده و مشابه

 درصد به عنـوان تـشابه       97تشابه بالاي   . موردنظر تعيين گرديد  

  .دار تلقي شد معني

  

  نتايج و بحث -3

ــايش -3-1 ــايج آزم ــوژيكي و  نت ــاي فيزيول ه

  بيوشيميايي
ل وهاي كيمچي در جد   هاي اسيد لاكتيك نمونه   شمارش باكتري 

 ميـزان شـود   همانگونـه كـه ملاحظـه مـي       .  شده است  آورده ،2

. باشـد تـر مـي   هاي كيمچي غالـب   نمونهدر  هاي مزوفيل   باكتري

 30در دمـاي    هاي اسيد لاكتيك    باكتري شمارش   تعدادبيشترين  

 و بيـشترين ميـزان      3گراد متعلق به نمونـه شـماره        درجه سانتي 

 گـراد  درجه سانتي  45 در دماي    هاي اسيد لاكتيك  شمارش باكتر 

  .باشد مي4شماره متعلق به نمونه 

           درجه45 و 30در دماهاي مختلف  )g/CFU(هاي كيمچي هاي اسيد لاكتيك نمونه شمارش باكتريو pHگيري  اندازه2 جدول

  MRS  كشتگراد بر روي محيطسانتي
        هاي كيمچينمونه     

  6نمونه   5نمونه     4نمونه    3نمونه      2نمونه   1نمونه  

pH 54/3  87/3  12/4  05/3  90/3  38/3  

)C°30(MRS   6/30±0/23 17/0±45/6  42/0±82/7  30/0±12/7  12/0±48/7  33/0±95/6  

)C°45(MRS   10/0±25/4  25/0±56/3  18/0±30/4  35/0±28/4  30/0±23/3  26/0±45/4  

پــس از انجــام رنــگ آميــزي گــرم و بررســي مورفولــوژي      

 يپايـان   از مرحلـه     جدايه 85ها و نيز انجام تست كاتالاز،         جدايه

هـاي    تخمير كـه گـرم مثبـت و كاتـالاز منفـي بـوده و ويژگـي                

هـاي اسـيد    هـا بـا بـاكتري    هـاي آن   مورفولوژيكي و شكل كلني   

هاي بعـدي انتخـاب       خواني داشت براي انجام تست      لاكتيك هم 

  .شدند
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هاي بيوشيميايي در     ي انتخاب شده بر اساس آزمايش        جدايه 85

 گـروه   ، اسـاس  بر اين  ).3جدول  (حد جنس شناسايي گرديدند     

هاي هوموفرمنتاتيوي بود كه در دماي        ي باسيل   برگيرنده يك در 

C°10  4/4و=pH         ا قـادر بـه هيـدروليز آرژنـين رشد كرده، امـ

هـاي هوموفرمنتـاتيو      نبودند، اين گروه به عنوان لاكتوباسـيلوس      

هـــاي  ي باســـيل گـــروه دوم دربرگيرنـــده. شناســـايي شـــدند

هيدروليز نمـوده و در دمـاي       هتروفرمنتاتيوي بود كه آرژنين را      

C°10 6/9 و=pH كردند، اين گروه به عنوان  به خوبي رشد مي

گـروه  . هاي هتروفرمنتاتيو در نظر گرفتـه شـدند         لاكتوباسيلوس

هـاي كوتـاه گـرم مثبـت، كاتـالاز منفـي و               باسـيل   شـامل  سوم

 C°10هتروفرمنتاتيو كه آرژنين را هيدروليز نموده و در دماهاي        

 رشد نكردند، اين    pH=6/9رشد بودند، اما در      قادر به    C°45و

گـروه چهـار شـامل       .گروه به عنوان ويسلا شناسايي گرديدنـد      

هاي گرم مثبت، كاتالاز منفي و هوموفرمنتاتيو با آرايش           كوكسي

رشد نكرده، اما  pH=6/9 وC°10در دماي  سلولي تتراد بود كه

ن  درصـد نمـك بودنـد و بـه عنـوا           5/6قادر به رشد در غلظت      

هـايي قـرار      در گروه پنج كوكسي   . پديوكوكوس شناسايي شدند  

 داشتند با اين تفاوت كه      3هايي شبيه به گروه       داشتند كه ويژگي  

 و هيدروليز آرژنين نبودند، اين گروه به        C°45قادر به رشد در     

ــدند    ــه ش ــر گرفت ــتوك در نظ ــوان لوكونوس ــت . عن و در نهاي

فرمنتـاتيو قـادر بـه      هاي گرم مثبت، كاتالاز منفي، هومو       كوكسي

 درصد 5/6 و نيز قادر به رشد در غلظت     C°45رشد در دماهاي  

رشد نمودنـد در گـروه    نيز pH=6/9و   pH=4/4نمك؛ كه در    

نظر گرفتـه  شش جاي گرفته و به عنوان جنس انتروكوكوس در   

  .]19 -16[. شدند

  

  هاي كيمچي هاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي جدايه نتايج آزمايش 3 جدول

  درصد  شماره گروه

(%)  

رشد در 

C°10 

رشد در 

C°45  

 4/4رشد در 

=pH  

 6/9رشد در 

=pH  

رشد در 

  نمك% 5/6

هيدروليز 

  آرژنين

 توليد گاز

2Co 

1  17/41  +  -  +  ±  ±  -  -  

2  41/9  +  ±  -  +  -  +  +  

3  70/24  +  +  ±  -  ±  +  +  

4  23/8  -  ± +  -  +  +  -  

5  88/5  +  -  ±  -  ±  -  +  

6  58/10  +  +  +  +  +  +  -  

   عدم رشد باكتري-رشد باكتري          + 

  

هـاي     نتايج آزمايش تخمير كربوهيـدارت     -3-2

  مختلف
هـاي    هاي اسيد لاكتيـك بـا روش        امروزه نتايج شناسايي باكتري   

بـه هـيج عنـوان معتبـر و     ) APIحتي استفاده از كيت (فنوتيپي  

به اين دليل از . دهد ه نميئموثقّ نبوده و نتايج رضايت بخشي ارا

بنـدي   ها صرفاً بـراي گـروه   نتايج حاصل از تخمير كربوهيدرات    

ها استفاده شد تا بر اساس اين نتـايج از هـر گـروه چنـد                 جدايه

. جدايه جهت شناسايي دقيق با روش مولكولي انتخـاب شـوند          

 گروه طبقه بنـدي شـدند، مبنـاي         10ها در     بر اين اساس جدايه   

s 'geyBerي قنــدها جلــد ســوم كتــاب  انتخــاب و مقايــسه

Manual of  Systematicنتـايج حاصـل از   ،4 جدول .د بو 

هاي اسيد لاكتيك با استفاده از روش تخميـر         بندي باگتري گروه

 8شـامل   (هـا      درصد جدايه  41/9 .دهدكربوهيدرات را نشان مي   

هـاي    در گروه يك قرار گرفتند؛ كه بر اسـاس آزمـايش          ) جدايه

 ـ    بيوشيميايي لاكتوباسـيلوس    52/23اتيو بودنـد،  هـاي هتروفرمنت

شـامل  (درصـد   74/11در گروه دو و     )  جدايه 20شامل  (درصد  

هاي ايـن دو گـروه        در گروه سه قرار گرفتند؛ جدايه     )  جدايه 10

وفرمنتاتيو شناسـايي شـده   مهاي هو قبلا به عنوان لاكتوباسيلوس 

هـايي كـه قـبلا بـه عنـوان جـنس ويـسلا                ي جدايه   همه. بودند

 ) جدايـه  21شامل  (ها    رصد جدايه  د 70/24شناسايي شدند يعني  
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هـايي كـه بـه جـنس          ي جدايه   همه. در گروه چهار قرار گرفتند    

 در  ) جدايـه  7 درصـد، شـامل      23/8(اشتند  پديوكوكوس تعلقّ د  

-جدايه % 88/5گروه شش نيز با داشتن   . قرار گرفتند  گروه پنج 

گروه . هاي هووفرمنتاتيو بودمتعلق به گروه باسيل   )  جدايه 5(ها  

و گـروه   )  جدايـه  3شـامل   (هـا      جدايه از%52/3 با داشتن  هفت،

را شامل شدند؛ ايـن     )  جدايه 2(ها     درصد از جدايه   35/2هشت  

هاي بيوشـيميايي بـه عنـوان جـنس           دو گروه بر اساس آزمايش    

هايي كه قبلاً  و سرانجام جدايه. لوكونوستوك شناخته شده بودند

كوكـوس  هـاي بيوشـيميايي بـه عنـوان انترو          بر اساس آزمـايش   

از % 52/3 گروه نه و ده قرار گرفتند؛     شناسايي شده بودند در دو    

 6شـامل   (% 06/7در گـروه نـه و       )  جدايـه  3شـامل   (هـا     جدايه

  .]12[ در گروه ده) جدايه
  

  ها هاي مختلف توسط جدايه  نتايج حاصل از تخميركربوهيدرات4جدول 

  شماره گروه  

  10  9  8  7  6  5  4  3  2  1  كربوهيدرات

 + +  + + + +  + + + +  گلوكز

 + -  + + + V  + + + +  ساكارز

 + +  + - + +  - + + +  گالاكتوز

 + +  + +  - +  + - + +  فروكتوز

 + +  + - - +  - - - +  لاكتوز

 + -  + + + +  + + + +  مالتوز

 - -  - - + -  V + + -  سوربيتول

 - +  - - - -  - + V -  رافينوز

 + v + + -  - + + +  V  مانيتول

 - -  + - + -  - + + +  وزمليبي

V :ها بدست نيامد ي جدايه نتايج يكساني براي همه  

هــاي اســيد لاكتيــك  شناســايي بــاكتري-3-3

   مولكولي كيمچي با كمك روش
هاي مبتني بر كشت    بندي كه توسط آزمايش   با توجه به گروه       

هـاي مختلـف     از گـروه   جدايـه  23به دست آمـد، در مجمـوع        

هـاي  جدايـه  DNAابتـدا   . آزمون قرار گرفـت   انتخاب و مورد    

هـاي  ي بعد با كمـك پرايمـر    در مرحله . مورد نظر استخراج شد   

 انجـام  S rRNA16 تكثير ژن R1492 و FYM27عمومي 

 جفـت   1500  در مكان  هاي ايجاد شده از نظر اندازه      باند .گرفت

  ).2شكل (بازي بودند 

  

  

  
  

: S rRNA16 .NC  حاصل از تكثير ژنbp1500 باندهاي 2شكل 

  هاي كيمچيجدايه: 3kp1 ،9-1نشانگر: Lكنترل منفي، 

                                                           

3. Ladder 
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ه جمعيت غالـب متعلـق بـه جـنس          يابي نشان داد ك   نتايج توالي 

و ) 17/41 (پلانتـاروم باشد كه بـه دو جـنس        باسيلوس مي لاكتو

ق بودند بـه    ها متعل بقيه باكتري . شدندتقسيم مي ) 41/9 (فرمنتوم

 پنتوزاسـئوس پديوكوكوس،  )70/24) (سيباريا (ويسلا: هايجنس

و ) 58/10) (فاســــيوم و فكــــاليس (انتروكوكـــوس ، )23/8(

نتايج حاصل  ). 87/5) (مزنتروئيدوس و   سيترئوم (وستوكنلوكو

  . آورده شده است،5يابي در جدول از توالي

  

  هاي اسيد لاكتيك كيمچي با استفاده از روش مولكولي شناسايي باكتري 5جدول 

 كد دسترسي (%)درصد شباهت  NCBIترين سويه در پايگاه داده  نزديك كد جدايه

33B 1WCFSLactobacillus plantarum  99 075041.1_NR 

13C 20KMLeuconostoc citreum  99 074694.1_NR 
71A 32489Lactobacillus plantarum strain IMAU 100 149163.1KF 

8E 0004AusEnterococcus faecium   98 102790.1_NR 

28B 3956IFO Lactobacillus fermentum  99 075033.1_NR 

21G 59-I-IIWeissella cibaria  100 036924.1_NR 

22E 1.0725Lactobacillus plantarum strain KLDS  100 626010.1EU 
32C 1.0725 strain KLDS Lactobacillus plantarum 98 626010.1EU 

12B 1.0613Lactobacillus fermentum strain KLDS  99 419592.1EU 

55A  25745Pediococcus pentosaceus ATCC  100 075052.1_NR 

18E 019 strain FSEnterococcus faecium 100 568549.1KC 

13C 59-I-IIWeissella cibaria  100 036924.1_NR 

12C 32489Lactobacillus plantarum strain IMAU 98 149163.1KF 

16A 1WCFSLactobacillus plantarum  99 075041.1_NR 

32B 002ain FQLactobacillus fermentum str 100 418815.1KF 

19B 25745ATCC Pediococcus pentosaceus  99 075052.1_NR 

20A 
ATCC  mesenteroides .subspLeuconostoc mesenteroides 

8293 
98 074957.1_NR 

4A 1.0725Lactobacillus plantarum strain KLDS  100 626010.1EU 

12G 20KMLeuconostoc citreum  100 074694.1_NR 

60A Weissella cibaria KACC 11862 100 01000000AEKT 

4C 412PDLactobacillus plantarum  100 854180.1AB 

34B  583 strain V583Enterococcus faecalis V 98 074637.1_NR 

51E 59-I-IIWeissella cibaria  100 036924.1_NR 

    

هاي اسيد لاكتيك براي درك هر چه بهتر اكولوژي باكتري

هاي كيمچي، توزيع جمعيت باكتريايي با استفاده از نمونه

  . آورده شده است،3هاي مبتني بر كشت در شكل  روش

  

  

ها شود توزيع جمعيت در اغلب نمونه همانگونه كه مشاهده مي

  .به خوبي اتفاق افتاده است
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  هاي كيمچياي اسيد لاكتيك موجود در نمونهه توزيع باكتري3شكل 

  

ــيله     ــه وس ــر ب ــد تخمي ــاره ش ــز اش ــبلا ني ــه ق ــانطور ك ي  هم

ي موجود در بافت سبزي اوليه شـروع          هاي اوليه   ميكروارگانيسم

ــي ــنس   م ــي ج ــور طبيع ــه ط ــردد و ب ــيلوس،  گ ــاي لاكتوباس ه

شـوند    مـي لوكونوستوك و پديوكوكوس بر روي گياهان يافـت         

اي در طبيعت     نس ويسلا نيز به طور گسترده     هاي ج   سويه .]20[

در غـذاهاي تخميـري بـسياري       ويسلا سـيباريا    . پراكنده هستند 

يافـت  ) 5خمير ترش و نوشيدني ژاپنـي الكـي شـوچو         ،4كاساوا(

 امرنينـي و همكـاران      نتايج تحقيـق  . ]23  و  22،  21[شده است   

هـاي    ها و ميـوه     هاي ويسلادر سبزي    نشان داد كه گونه   ،  )2013(

ي غالـب     گونـه  ،بر اساس اين مطالعه   . ي غالب هستند     گونه تازه

ويـسلا  بود و پـس از آن نيـز         ويسلا سيباريا   هاي تازه     در سبزي 

نخستين مطالعات مبتني بر استفاده از       .]24[ قرار داشت كانفيوز  

هـاي جـدا     رگانيـسم هاي مولكولي براي شناسـايي ميكروا       روش

صيات فنـوتيپي   شده از كيمچي، اغلب به موازات تعيين خـصو        

 بـا  ،)2200(چوي و همكـاران     به عنوان مثال    . اند  صورت گرفته 

 68 نـشان دادنـد كـه    S rRNA16استفاده از تعيين توالي ژن 

 باكتري اسيد لاكتيك جدا شده از كيمچي، متعلق         120درصد از   

هـاي غالـب    ساير گونه.  هستندلوكونوستوك سيترئوم ي   به گونه 

لاكتوباسيلوس ،لاكتوباسيلوس ساكي ،لاكتوباسيلوس ساكي  شامل

در لوكونوسـتوك پنتوزاسـئوس   .  بودنـد ويسلا كانفيوزا و  ساكي

حين مراحل اوليه و مياني تخمير كيمچي، غالب بـود در حـالي          

درصـد   .]4[ ها در مراحل بعدي مشاهده شدند       كه ساير باكتري  

                                                           

4. Cassava 
5. Shochu 

ايي كه به عنـوان لوكونوسـتوك در ايـن پـژوهش     ه پايين جدايه 

تواند به دليل توانايي رقابت پـايين اعـضاي           شناسايي شدند، مي  

هاي اسيد لاكتيك و نيز عدم توانـايي          اين جنس با ساير باكتري    

توان قدرت ضـعيف   همچنين مي. هاي پايين باشد pHرشد در   

ي اين جنس در رشد بر روي محيط انتخابي و در نتيجه دشـوار         

جداسازي آن را نيز يكي ديگر از دلايل حضور كـم رنـگ ايـن            

ي   در مطالعه)2006 (چو و همكاران  ].25 و   18[دانست  جنس  

هـاي    ديگري جهت تعيين تنوع ميكروبـي بـا اسـتفادهاز روش          

ي آزمـون    بـر پايـه  S rRNA16مختلف مبتني بـر تكثيـر ژن   

 بـاكتري جـدا     970دند كـه    دهنده، مشخص نمو    هاي برش   آنزيم

لاكتوباسيلوس،  هاي   گونه از جنس   15شده از كيمچي متعلق به      

بـا بررسـي تـاثير دمـاي تخميـر        . لوكونوستوك و ويسلا هستند   

گذاري مقدماتي دو  توسط اين محققان، مشاهده شد كه گرمخانه    

لوب طلوكونوستوك م گراد براي جنس  درجه سانتي  15روزه در   

ي دوم     در مرحلـه   ويسلا كورينسيس ي    ه؛ در حالي كه گون    است

گـراد انجـام شـد، غالـب       درجـه سـانتي   -1تخمير كه در دماي     

مطالعات ديگري بر روي فلور ميكروبي كيمچي    . ]26[ گردد  مي

. هاي مستقل از كشت صـورت گرفتـه اسـت    با استفاده از روش  

 با استفاده   SrRNA16سازي ژن    هاي همسانه   ارزيابي كتابخانه 

و ) ARDRA( ريبوزومي تكثيريافتـه     DNAود  از برش محد  

ي    تنهـا گونـه    ويـسلا كورينـسيس   تعيين توالي آن نشان داد كه       

هاي كيمچي حاصل از پنج واحد توليدي         موجود در تمام نمونه   

پـس از آن    و  ي غالـب      تـرين گونـه     در واقع اين سويه مهم    . بود

لي  .]27[ گزارش شدند هاي لوكونوستوك و لاكتوباسيوس     جنس

 براي بررسي   DGGE-PCR استفاده از     با )2005(و همكاران   

هاي كيمچي تخميرشده  جمعيت ميكروبي، دريافتند كه در نمونه

 و 30گراد به ترتيب به مـدت    درجه سانتي  20 و   10در دماهاي   

 نشان داد    لينتايج تعيين توا  . شود   باند مشاهده مي   12 روز تا    20

ويـسلا  هاي اصلي مسئول در تخمير كيمچي         كه ميكروارگانيسم 

ــانفيوزا ــيترئوم  ،ك ــتوك س ــاكي  ،لوكونوس ــيلوس س  و لاكتوباس

 وويـسلا كـانفيوزا   بانـدهاي   .  بودنـد  لاكتوباسيلوس كـارواتوس  

در طـول فراينـد تخميـر بـاقي مانـد كـه             لوكونوستوك سيترئوم 

لاكتوباسـيلوس  . دهـد   ي در تخمير كيمچي نشان م ـ      را ها  اهميتĤن

به عنوان اجـزاي شـاخص      لاكتوباسيلوس كارواتوسنيز    و   ساكي

پـديوكوكوس   .]6[باكتريـايي شناسـايي گرديدنـد       در جمعيت   
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در بسياري از تخميرهـاي گيـاهي نقـش دارد و در           پنتوزاسئوس

تـوان آن را بـه        تخمير اين فراورده نيز حضور داشـت، كـه مـي          

بيق بـالاي ايـن سـويه بـا         تحمل غلظت زياد نمك و قدرت تط      

تخميـر لاكتيكـي در گياهـان       . ]11[داد  شرايط اسـيدي نـسبت      

ــه يــك ارگانيــسم خــاص نيــست بلكــه گروهــي از   ــسته ب واب

بـه طـوري كـه در ابتـدا         . ها در آن شركت دارند      ميكروارگانيسم

هاي   ها حضور دارند كه شامل باكتري       طيف وسيعي از ارگانيسم   

بـا شـروع    . باشـند  و مخمرها مي  ها    گرم مثبت، گرم منفي، قارچ    

 بـه دلايـل     ،فرايند تخمير و نامساعد شدن شـرايط بـراي رشـد          

ها  مختلف از جمله توليد اسيد و يا مواد مهاركننده، رشد اكثر آن

هـايي كـه بـه ايـن شـرايط       امـا ميكروارگانيـسم  . گـردد  ر مي هام

هاي اسيد لاكتيـك و       حساسيت كمتري دارند، كه اصولا باكتري     

 ناميـده  6 اين مرحله تخمير اوليـه .مانند  باقي مي  ،ستندمخمرها ه 

 7 ثانويه ري بعدي كه تخمي     با كاهش اسيديته در مرحله    . مي شود 

ا مخمرهـا             نام دارد، باكتري   هاي اسيد لاكتيك نيز مهار شـده امـ

هاي سرباز، رشد  پس از تخمير، در تانك. مانند همچنان باقي مي

امـا در   . دهـد   ها رخ مـي     كپكرها و   مهاي اكسيداتيو، مخ    باكتري

ي كافي پايين و غلظت نمك   به اندازهpHهوازي اگر  شرايط بي

در واقـع   . نخواهنـد بـود   ها قادر به رشد       بالا باشد اين ارگانيسم   

 تخمير رخ ي اكولوژي ميكروبي به نوع فرايندهايي كه طي دوره       

كه وقتي يـك تخميـر   به همين دليل است    . دهد بستگي دارد   مي

هـاي دقيقـاً يكـسان و         گردد يافته  ودبخودي  تكرار مي   گياهي خ 

) 4201(وسيعي و همكاران    . ]29 و   28[آيد    ثابتي به دست نمي   

اقدام به شناسايي فلور لاكتيكي ماده غـذايي ترخينـه و بررسـي       

نتايج حاصل بيانگر خواص    . ها نمودند خاصيت پروبيوتيكي آن  

لاكتوباسـيلوس   هايهاي متعلق به گونه   بالاي پروبيوتيكي سويه  

هــاي  همچنــين اسـتفاده از روش .داشـت فرمنتــوم  و پلانتـاروم 

هاي اسيد  مولكولي مبتني بر كشت در شناسايي و افتراق باكتري        

همان طور كـه امـروزه بـه روشـني           .]30[ لاكتيك پيشنهاد شد  

ي  هاي اسيد لاكتيك كه صرفاً بـر پايـه     دانيم شناسايي باكتري    مي

استوار باشد با مشكلات زيادي همـراه    هاي بيوشيميايي     آزمايش

است و ممكن است باعث تشخيص اشـتباه شـود، بـراي مثـال              

                                                           

6. Primary fermentation 
7. Secondary fermentation 

ــايي  ــيشناس ــيلوس دلبروك ــه لاكتوباس ــاريكوس زيرگون  ،بولگ

ــي ــيلوس دلبروك ــه لاكتوباس ــيس زيرگون ــيلوس ، لاكت لاكتوباس

ــي ــه دلبروك ــي زيرگون ــوس ، دلبروك ــيلوس رامنوس ، لاكتوباس

لاكتوباسيلوس  و توباسيلوس كازئيلاك، لاكتوباسيلوس پلانتاروم

 فيزيولوژيكي و بيوشيميايي كار     هاي   ويژگي بر اساس  پاراكازئي

هـا    هـا در بـسياري از ويژگـي         دشواري است، زيرا اين بـاكتري     

هاي فنوتيپي براي     نتايج آزمايش  همچنين. ]31[ مشترك هستند 

هاي مبهم و غير     وابهاي لوكونوستوك و ويسلا عمدتاً ج       جنس

هـا    قابل استنادي را ارايه مي دهد، چرا كه هر دوي ايـن جـنس             

  .]32[هتروفرمنتاتيو بوده و الگوي تخمير مشابه دارند 

  

  گيرينتيجه -4
هـاي اسـيد     بـاكتري  هاي متنـوع و مختلـف     شناسايي سويه      

اي بـسيار   تواند بيانگر خصوصيات تغذيه    در كيمچي مي   لاكتيك

هاي سنتي  در اين پژوهش، روش   . ين ماده غذايي باشد   مناسب ا 

 بــراي S rRNA16و بيوشــيميايي و همچنــين تــوالي يــابي 

طبـق نتـايج بـه      . هاي اسيد لاكتيك استفاده شد    شناسايي باكتري 

شود هـر روش مزايـا و معايـب خـاص     دست آمده مشاهده مي   

ــت  ــود را داراس ــر     روش. خ ــي ب ــنتي مبتن ــايي س ــاي شناس ه

هــاي لــوژيكي، فيزيولــوژيكي و تــست  خــصوصيات مورفو

. باشـند گيـر و نـه چنـدان دقيـق و موثـق مـي             بيوشيميايي وقت 

 اگر چه سريع و قابل اعتماد S rRNA16يابي همينطور، توالي

باشد اما ممكن است نتايج حاصل از اين روش گـيج كننـده             مي

يابي در بانك باشند كه علت آن، اطلاعات وسيع مربوط به توالي

-هاي پلي بنابراين، استفاده از روش   . باشد مي NCBIي  اطلاعات

رسد كـه در    فازيك براي شناسايي هر سويه ضروري به نظر مي        

 ـ  . اين پـژوهش از روش پلـي فازيـك اسـتفاده شـد              ننتـايج اي

 بـر روي ايـن      فصلي براي آزمايشات ديگر   سرتواند  پژوهش مي 

 از جملـه بررسـي خـصوصيات        :هاي مفيد واقـع گـردد     باكتري

-ها با روش، شناسايي ايزولهها سويهبيوتيكي و تكنولوژيكيپرو

هاي غيرمبتني بر كشت مولكولي و مقايسه با نتـايج حاصـل از             

باكتريــايي، بررســي بررســي خــصوصيات ضــد ،ايــن پــژوهش

 از  هاي ايزولـه شـده     پروتئوليتيك و ليپوليتيك سويه    هايويژگي

  . كيمچي
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 تشكر و قدرداني - 5
وهشي حاضر مستخرج از طرح پژوهشي با  پژ_   مقاله علمي 

.  مصوب در دانشگاه فردوسي مشهد مي باشد20189/2كد 

نويسندگان مقاله بر خود لازم مي دانند كه از معاونت پژوهشي 

هاي مالي جهت دانشگاه فردوسي مشهد به دليل مساعدت

  .اجراي اين طرح پژوهشي صميمانه تشكر و قدرداني نمايند
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Kimchi is a general term for fermented vegetables.The aim of this study was to isolate and identify the 

Lactic Acid Bacteria involved in spontaneous fermentation of this product used biochemical and 
molecular methods. In this study, after successive culture on specific media, in order to classify of 85 
selected isolates that according to preliminary experiments seemed Lactic Acid Bacteria, physiological 
and biochemical tests were done and then fermentation of 10 different carbohydrates were performed. 
Based on these tests, 85 isolates were divided into 10 groups. Some isolates were selected from each 
group and 16S rRNA was amplified using universal primers. Diversity of lactic acid bacteria in 
Kimichi was as followings: Lactobacillus plantarum (41.17%), Lactobacillus fermentum (9.41%), 
Enterococcus faecalis (3.52%), Enterococcus faecium (7.06%), Leuconostoc citreum (2.35%), 
Leuconostoc mesenteroides (3.52%), Pediococcus pentosaceus (8.23%), Wisella cibaria (24.70%). 
This fermented product has a wide microbial diversity which originates from natural microbiota 
presented in the raw vegetable. Lactic acid bacteria can produce a variety of acids and enzymes which 
play an important role in development of unique flavor and tasteTherefore, this strains that isolated 
from Kimchi can be used in the food industry. 

 
Key words: Kimchi, Lactic flora, Biochemical tests, 16S rRNA 
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