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  چكيده
 بازي  نظير دوغ شترشير  تخميري محصولات كيفيت در مهمي نقش لاكتيك اسيد هايباكتري  و استفوايد سلامتي و خواص شفا بخشداراي شير شتر 

 باكتري 32 .شد آوريجمع گلستان استان از اسپتيك شرايط تحت) Camelus dromedarius (ايراني كوهانه تك شترشير دوغ  از نمونه 3. كنندمي

لاكتوباسيلوس  شامل  متفاوتجدايه 4 تنها فنوتيپي نظر از، شده جدا هايباكتري ميان در.  آگار جدا شدندMRS كشت توسط كشت نمونه بر روي محيط

 به S rRNA16ژن تكثير توسط باكتريايي هايجدايه. شدند شناسايي  انتروكوكوس فسيومو وسازئوس، پديوكووس پنتفرينتوشنسيزبرويس، لاكتوباسيلوس 

اما . شدند بندي گروه Hae III توسط هضم با آنزيم )ARDRA (شده تكثير ريبوزومي DNA محدود آناليز و) PCR (پليمراز ايزنجيره واكنش وسيله

لاكتوباسيلوس  عنوان به يابيتوالي توسط كه شدند بندي گروه  متفاوتباندي پروفايل 5 درون لاكتيكي هاي جدايه ،S rRNA16 ژن محدود آناليز براساس

  اتوليتيكي،فعاليتارزيابي . شدند شناسايي برويس، لاكتوباسيلوس فرمنتوم، لاكتوباسيلوس پنتوسوس، پديوكووس پنتوسازئوس و انتروكوكوس لاكتيس

   .باشدهاي دوغ شير شتر ايراني قابل توجه ميجدايه نشان داد كه پتانسيل تكنولوژيكي ها جدايه و توليد اسيدليپوليتيكي

   

  . هاي اسيد لاكتيك، خواص تكنولوژيكيدوغ، باكتري ،شتر:  واژگانكليد
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  مقدمه - 1
 و .باشدشتر يكي از حيوانات مقاوم به مناطق خشك و بياباني مي

ست كه شير اين حيوان داراي نتايج مطالعات علمي نشان داده ا

ايران . باشدارزش غذايي و خواص سلامتي بخش زيادي مي

داراي مناطق بياباني زيادي است كه شتر يكي از حيوانات بومي 

در ايران شير شتر به صورت تازه يا . باشدهاي وسيع مياين بيابان

در . شودبه صورت تخميري و به شكل دوغ مصرف مي

هاي اسيد لاكتيك به عنوان ر شتر، باكتريمحصولات تخميري شي

 و يكي از ]1[ كنندآغازگر نقش مهمي در فرايند تخمير بازي مي

 هايفعاليت. دنباشهاي پروبيوتيك ميمهمترين ارگانيسم

 طعم، توسعه در موثر فراّر مواد توليد به منجر هاآن متابوليكي

 افزايش باعث مختلف هايمتابوليت توليد با و شده بافت و آروما

 هايسويه از برخي. شوندمي لبني هايزمان ماندگاري فراورده

 تحريك اثرات كه كنندمي توليد مانيتول اسيدلاكتيك هايباكتري

هاي اسيد از دير باز باكتري ].2[سان دارند ان سلامت بر كنندگي

هاي لبني، لاكتيك به عنوان مهمترين عامل رسيدن فراورده

ها ايجاد بافت، عطر و طعم در اين فراوردهاسيديفيكاسيون، 

هاي ذاتي هر محصول نقش اصلي را اند و باكتريشناسايي شده

هاي لبني تخميري بومي اكثر فراورده. كننددر اين زمينه بازي مي

باشند و هر منطقه داراي فلور ميكروبي ويژه منحصر به خود مي

م ويژه در ها باعث ايجاد تنوع در رايحه و طعهمين تفاوت

شود البته عوامل ديگري از جمله نوع ماده هاي مختلف ميفراورده

ها، همچنين نحوه فرايند نيز بر خصوصيات ويژه اوليه، افزودني

بنابراين براي حفظ خواص سنتي و . محصول تاثيرگذار هستند

هاي هاي لبني تخميري بايد سويههاي ارگانولپتيكي فراوردهويژگي

هاي بومي هر منطقه  اسيد لاكتيك ذاتي فراوردههايخاص باكتري

هاي عملكردي جداسازي، شناسايي و گروه بندي شوند و قابليت

فر و اي كه اعتماديدر مطالعه. آن مورد ارزيابي قرار گيرند

هاي اسيد لاكتيك شير شتر استان همكاران در شناسايي باكتري

-وكوس با گونه جدايه انتروك56گلستان انجام دادند موفق شدند 

 جدايه 18 و رافينوسوس و دورانس، فكاليس، فسيومهاي 

.  را جداسازي كنندپلانتاروم و فرمنتومهاي لاكتوباسيلوس با گونه

 و Enterococcus faeciumدر اين مطالعه سهم 

Lactobacillus fermentum همچين  ].3[ بيشترين بود

هاي اوردهمطالعات ديگري بر روي شناسايي فلور ميكروبي فر

لبني سنتي ايران انجام شده است نظير شناسايي و تعيين هويت 

با ) ليقوان و كوزه(فلور لاكتيكي پنيرهاي حاصل از شير خام 

هاي مولكولي با هاي مبتني بر كشت و روشاستفاده از روش

 وجداسازي و شناسايي PCR-DGGEاستفاده ازتكنيك 

تانسيل پروبيوتيكي از هايي با پبيوشيميايي و مولكولي باكتري

مناطق هريس و سراب ) ماست و پنير(فراورده هاي لبني سنتي 

هاي زير  خود توانستند باكتريعدالتيان و همكاران در مطالعه ].4[

  :جدا كنندپنيرهاي ليقوان و كوزه را از 

Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcus 
faecalis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 
brevis, Lactobacillus paracasei ssp.paracasei, 
Lactobacillus delbrueckii ssp.delbreuckii, 
Lactobacillus fructivorans, 
Pediococcus.pentosaceus, Enterococcus 
faecium, Enterococcus durans, Leuconostocs 
lactis, Leuconostocs mesenteroides )2 ( . 

ر گذشته شناسايي فلور ميكروبي موجود در مواد غذايي د

هاي كلاسيك وابسته به كشت انجام تخميري، توسط تكنيك

هاي مولكولي وابسته و گرفته و در حال حاضر به وسيله روش

هاي كشت كلاسيك هستند  كه مكمل تكنيك1مستقل از كشت

 تري ازها، تصوير كاملها و تكنيكاين روش. شودانجام مي

هدف از اين . كنندها فراهم ميريزسازوارهتعداد، نوع و ديناميك 

 توليد ومطالعه جداسازي فلور لاكتيكي مسئول تخمير شير شتر 

- مي ARDRA شناسايي فنوتيپي و مولكولي آن به روش،دوغ

   .باشد

 

  هامواد و روش - 2

هاي جداسازي و شناسايي فنوتيپي گونه - 2-1

  لاكتيكي دوغ شتر 
شير شتر از استان گلستان تحت شرايط سترون دوغ نه سه نمو

 و بر روي گرديدسازي آوري شد و تا رقت مناسب رقيقجمع

 37، 20ها در پليت. شدكشت ) مرك، آلمان(آگار  MRSمحيط 

- ساعت تحت شرايط بي48گراد به مدت  درجه سانتي45و 

گذاري گرمخانه) مرك، آلمان (Aهوازي به وسيله گازپك نوع 

                                                           
1. Culture- independent 
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ها توسط كشت خطي بر روي محيط كلنيسپس . ندرديدگ

MRS آميزي گرم و رنگتست كاتالاز، . شدندسازي آگار خالص

ها انجام گري اوليه جدايهمشاهدات ميكروسكوپي براي غربال

 كلريد سديم توليد گاز، تحمل از لحاظ هاي جدا شدهسويه. شد

 4,4  وpH 9,6 گراد، درجه سانتي45 و 10، رشد در %18 و 6,5%

pH در جنس  ).5 (در سطح جنس شناسايي گرديدند

ها در سطح گونه براساس شناسايي فنوتيپي جدايهپديوكوكوس، 

، 35(به وسيله رشد در دماهاي مختلف ها جدايهخواص فنوتيپي 

 و pH، 8 pH ،7 pH 9، در )گراد درجه سانتي48 و 45، 40، 

4,5 pH مورد ) وزني/حجمي( كلريد سديم درصد، بيشترين

هاي تحمل براي رشد علاوه بر قابليت تخمير كربوهيدرات

 ها در محيط آبي تخمير كربوهيدرات.مختلف انجام گرديد

MRS گرم در ليتر به 0,04بدون گلوكز با بروموكرزول پورپل 

به ميزان  مختلفهاي كربوهيدراتافزودن ، با pHعنوان شاخص 

از آرژنين توليد آمونيوم  هيدروليز اسكولين و، )وزني/حجمي% (1

هاي تاييد شده از مرحله قبل در جدايه  ].3و 4[ ارزيابي شدند

- ان(ها جنس انتروكوكوس براساس پروفايل تخمير كربوهيدرات

  سلوبيوز، آرابيتول،- آرابينوز، ال-ديگلوكز آمين، استيل

گلوكونات،  جينتوبيوز،-گالاكتوز، بتافروكتوز، - ديدولسيتول، 

كتوگلوكونات، -2گليسرول، گليكوژن، اينوزيتول، ز، گلوك- دي

رامنوز، رافينوز، - ديمليبيوز، مانوز، -ديلاكتوز، مالتوز، مانيتول، 

گزيلوز، -ديهالوز، گزيليتول، سوربيتول، نشاسته، ساكروز، تري

، )سوربوز- الزيتوز، ريبوز، اينولين، مليبيتول، اآر- گزيلوز دي-ال

تا سطح گونه مورد  سكولين و نشاستهاهيدروليز  استوئين، توليد

هاي تاييد شده در جدايههمچنين   ].6[ شناسايي قرار گرفتند

ها ، براساس پروفايل تخمير كربوهيدراتوسجنس لاكتوباسيل

سلوبيوز، گالاكتوز، گلوكونات، لاكتوز، مالتوز، مانيتول، آرابينوز، (

-ساكروز، تريساليسين، سوربيتول، رافينوز، مليبيوز،  مانوز، - دي

 از NH3 توليد و) زيتوز، ريبوز، اسكولينمليگزيلوز، هالوز، 

 نتايج بعد  ].7[  سطح گونه مورد شناسايي قرار گرفتندآرژنين تا

 ].6[ ثبت شد C30°در گذاري گرمخانه ساعت 72از

 
 
 
  

     هاشناسايي مولكولي جدايه - 2-2

  DNAاستخراج  -2-1- 2

 ميكروليتر آب ديونايز 100 ، تك كلني درDNAجهت استخراج 

 ميكروليتر از الكل 100سپس . سازي شداستريل تعليق

 در نمونه . اضافه گرديدبه سوسپانسيون) 1/24(كلروفرم /ايزوآميل

g 16000 دقيقه در 5 به مدت °C 4 2سپس . سانتريفوژ گرديد 

 براي DNAميكروليتر از محلول فاز آبي به عنوان منبع نمونه 

 ].8[ ستفاده شد اPCRواكنش 

 S و تكثير ناحيه ژن PCRانجام عمليات  -2-2- 2

rRNA16  

شامل  16S rDNAهاي پرايمرهاي مورد استفاده براي تكثير ژن

B27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)  و

U1492R (5′-
ACGTGGTTTGAAGAGATTTTCG-3′) 

(Bioneer, Korea) واكنش  .بودندPCR  به وسيله مخلوط

ديونيزه استريل فاقد آنزيم  آب µl 16 الگو، DNA از µl2 كردن 

DNAse )سيناكلون، ايران( ، µl1  از هريك از پرايمرهاي

B27Fو U1492R  ) غلظتباpicomole /µl 10 ( با كيت

 به وسيله دستگاه )آلمان ،1بايورون( 2X PCR Master خشك

 فعالرحله م .ترموسايكلر با پروفايل برنامه دمايي زير انجام گرديد

 مراحل سيكل 35،  دقيقه5 به مدت C 95° در دماي 2سازي

 C 50° در 4، اتصال ثانيه30 به مدت C 94° در 3سازيواسرشته

ور در  دقيقه، 2 به مدت C 72°در  5، توسعه ثانيه45به مدت 

 دقيقه و سرد 10 به مدت C 72° در 6مرحله توسعه نهايينهايت 

  ].9[  دقيقه5 به مدت C 4°كردن در 

 ريبوزومي تكثير شده DNAآناليز محدود  -2-3- 2

(ARDRA)  
 16S rRNA  ژنPCRمحصول  lµ 10  بهجهت هضم آنزيمي 

 محدودكننده مورد نظر  از آنزيمlµ 1 هااز هريك از جدايه

(RE7) Hae III )و ) ، كانادا8فرمنتازlµ 2 بافر آنزيم مربوطه 

                                                           
1  . Bioron 
2. Activation 
3. Denaturation  
4  . Annealing  
5. Extension  
6. Final extension  
7  . Restriction enzyme  
8. Fermentas 
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وي هاي حاپس از مخلوط كردن هريك از محلول. شداضافه 

 ساعت قرار داده 5/1 به مدت C 37° در حمام بن ماري آنزيم

به وسيله الكتروفورز در  DNAقطعات .  تا هضم انجام گرددشد

 دقيقه جدا شدند 90 ولت به مدت 75و ولتاژ % 5/1ژل آگارز 

)9(. 

  هاجدايهتكنولوژيكي بررسي فعاليت  - 2-3

   ارزيابي قابليت توليد اسيد -3-1- 2

ها به جدايه: )pHگيري اندازه( پتنانتيومتريك روش -2-3-1-1

 و سپس به ميزان ندسازي گرديدبراث فعال  MRSطور اوليه در

و % 0,3در شير اسكيم بازسازي شده به همراه  عصاره مخمر % 1

در دماي گذاري كشت داده شدند و در طي گرمخانه% 0,2گلوكز 

°C 30  تغييراتpH به وسيله pH اييشهبا الكترود ش متر 

  ].9[ اندازه گيري شد) )، ايرانPHT-110 1لبترون(

 2 تا 1ليتر از نمونه، به دو ميلي: روش تيتراسيون -2-3-1-2

سپس . به عنوان شاخص اضافه گرديد% 1قطره فنل فتالئين 

كه اولين تغيير رنگ زماني.  تيتر شدندN 0,1ها با سود نمونه

- ميلي1هر .  ثبت شدجزئي به صورتي ظاهر شد پايان تيتراسيون

گرم اسيد لاكتيك  ميليmg 9,008 مصرفي معادل N0,1ليتر سود 

ليتر بيان شدند گرم در ميليسرانجام نتايج به صورت ميلي. است

و ) pHگيري اندازه(پتنانتيومتريك براساس نتايج حاصل از  ].9[

مقدار اسيد منحني  و pH تغييرات اينمودار ميلهتيتراسيون، 

گرم در ميلي ليتر در مقابل زمان توليد شده برحسب ميليلاكتيك 

  .  رسم گرديد2توسط برنامه مايكروسافت اكسل

 فعاليت اتوليتيكي ارزيابي  -3-2- 2

 gتوسط سانتريفوژ در)  ساعته16(پلت سلولي از كشت شبانه 

 جمع آوري شد و در بافر C 4° دقيقه در 10 به مدت 2000

مولار كلريد 1حاوي  =pH 5,5 بامولار  ميلي10فسفات پتاسيم

 رقيق سازي 1 معادل OD 620 و تا شدهسديم تعليق سازي 

 C°(سوسپانسيون سلولي در معرض يك سيكل انجماد . دگردي

 C 37°سپس درگرفته و خروج از انجماد قرار )  ساعت24 ، - 20

 فعاليت اتوليتيكي به صورت كاهش ميزان. دش گذاريگرمخانه

                                                           
1. Labtron 
2. Microsoft Excell 

اندازه گيري  1بر اساس معادله   نانومترOD 650در درصد جذب 

  ].10[ شد

/A0                    100(A0 – At) ×   A0= جذب اوليه     

At  =جذب اندازه گيري شده بعد از  t زمان گرمخانه گذاري 

   شده

ها از نظر اتوليز شدن براساس معيار با توجه به اين معادله، جدايه

به آن و بحث  نتايجه در بخش تشريح شده آياد و همكارانش ك

  ].11-13[ شدند بندي درجهگرددمياشاره 

   ارزيابي كمي فعاليت ليپوليتيكي -3-3- 2

 كشت C 37° ساعت در 24براث به مدت  MRSدر ها جدايه

 دقيقه 15 به مدت g 8000سپس كشت حاصل در . گرديدند

محلول رويي براي ارزيابي كمي فعاليت . سانتريفوژگرديد

فعاليت آنزيم ليپاز طبق روش   ].14[ ليتيكي انتخاب گرديدليپو

 ميلي ليتر 1 :گيري شدبه صورت زير اندازه 3يامادا و همكارانش

 و pH= 7 مولار با 0,2 ميلي ليتر بافر فسفات 3محلول آنزيمي به 

 5سپس .  مولار اضافه گرديد0,1 ميلي ليتر محلول كلريد كلسيم 1

وينيل الكل با روغن زيتون و پلي(بسترا ميلي ليتر از امولسيون سو

 دقيقه، 15پس از گذشت . به آن اضافه شد) 1/3نسبت حجمي 

 اتانول -  ميلي ليتر مخلوط هم حجم استن20براي خاتمه واكنش 

 قطره فنل 3سپس . به آن اضافه گرديد تا امولسيون شكسته گردد

حجم . يد نرمال تيتر گرد0,05به آن افزوده و با سود %  1فتالئين 

براي محلول شاهد، .  فرض كرديمV1سود مصرفي جهت تيتر را 

. كليه مراحل فوق به غير از افزودن محلول آنزيمي انجام شد

واحد . فرض كرديم V2حجم سود مصرفي در تيتراسيون شاهد را 

، مقدار فعاليت آنزيمي است كه يك )LU(فعاليت ليپاز 

 C°ر شرايط دماي  دقيقه د1ميكرومول اسيد چرب را در مدت 

  معادلهطبق. ، از سوبسترا آزاد نمايد=pH 7 و بافر فسفات با 37

                 ].15[ فعاليت آنزيم در هر ميلي ليتر محاسبه گرديد 2

   

[Unit/ml] فعاليت ليپوليتيكي  =U ؛ نرماليته سود مصرفي جهت

  .t= ؛ مدت آزمايشV= V1 – V2؛ N= تيتراسيون

  

  

                                                           
3. Yamada  
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  نتايج - 3

 بر روي محيط  دوغ شير شتر باكتري توسط كشت نمونه32

براساس نتايج شناسايي فنوتيپي .  آگار جدا شدندMRSكشت 

 جنس پديوكوكوس، لاكتوباسيلوس و 3جدايه ها در 

در سطح هاي شناسايي شده جدايه. انتروكوكوس شناسايي شدند

فاوت  گونه مت4در  فنوتيپي به لحاظ خصوصيات،  جنس3اين 

لاكتوباسيلوس برويس، لاكتوباسيلوس فرينتوشنسيز، شامل 

شدند  شناسايي انتروكوكوس فسيوم و پديوكووس پنتوسازئوس

 در سطح گونه به ترتيب براي كه نتايج اين شناسايي فنوتيپي

 در هاي لاكتوباسيلوس، پديوكوكوس و انتروكوكوسجنس

 توسط يباكترياي هايجدايه . مشخص شده است3 و1،2ول اجد

 پليمراز اي زنجيره واكنش وسيله به S rRNA16 ژن تكثير

)PCR (محدود آناليز و DNA شده تكثير ريبوزومي 

)ARDRA ( توسط هضم با آنزيمHae III شدند بندي گروه .  

  

Table 1 Phenotypic characteristics differentiating lactobacillus species  
 Group C (Obligate heterofermentative)  

Identified isolates Lb. Brevis Lb. Ferintoshensis 

Isolate No 7,9,10, 11,13,16,17,24 5,6, 22, 29,32 

Growth at:   

15/45  (°C)  -+/   -+/  

6.5% NaCl + + 

18% NaCl - - 

pH=4.4 - - 

pH=9.6 - - 

CO2 production from glucose + + 

Acid from:                
Galactose + + 
Lactose   
Maltose + + 
Mannitol   
D-Mannose - + 
Melibiose + + 
D-Raffinose + + 
Salicin   
Sucrose + + 
Trehalose - + 
Arabinose + + 
Aesculin + + 
Melezitose - + 

Ribose + + 
Sorbitol   
Xylose + + 
NH3 production from arginine + + 
+, 90% or more strains positive; −, 90% or more strains negative; d, 11–89% of strains positive  
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Table 2 Phenotypic characteristics differentiating Pediococcus species  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
+, 90% or more strains positive; −, 90% or more strains negative; d, 11–89% of strains positive  

  

Table 3 Phenotypic characteristics differentiating Enterococcus species 
  

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
+, 90% or more strains positive; −, 90% or more strains negative; d, 11–89% of strains positive  

  

P. pentosaceus  Identified isolates 
1,4,8,26,30,14  Isolate No 

  Growth at: 
+  pH 4.5 
+  pH 7.0 
+  pH 8.0 
-  pH 9.0 
+  35°C 
d  40°C 
d  45°C 
-  48°C 

  Acid from: 
+  Arabinose  
+  Galactose  
+  Lactose 
+  Maltose 
-  Melibiose 
+  Ribose 
d  Xylose 
10  Max. NaCl conc. For growth 

E. faecium  Identified isolates 
2,3,12,15,18,19,20,21,23,25,27,28,31 Isolate No 

  Growth at: 

+  °C 10  
+  °C 45 
+  6.5% NaCl 
  Acid from: 

-  Inulin 
+  Aesculin and  Ribose 
-  Melezitose 
-  Sorbose 
-  Arabinose 
+  Cellobiose and  Fructose 
-  Dulcitol 
-  Fucose 
+  Galactose and  Glucose 
D  Glycerol and  Mannitol 
-  Inositol 
+  Lactose and  Maltose 
+  D-Mannose 
D  Melibiose and  D-Raffinose 
D  Rhamnose and  Sorbitol 
D  Saccharose 
+  Trehalose 
-  Xylose 
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-جدايه  آنزيم اين توسطS rRNA16 ژن محدود آناليز براساس

 شدند بندي گروه اندي متفاوتب پروفايل 5 درون لاكتيكي هاي

 كه يابي يك نماينده از هر پروفايل باندينتايج توالي .)1شكل (

انجام گرديد % 99-98شركت ماكروژن كره با همولوژي توسط 

لاكتوباسيلوس  هايها متعلق به گونه اين جدايهكه نشان داد

برويس، لاكتوباسيلوس فرمنتوم، لاكتوباسيلوس پنتوسوس، 

 باشندمي نتوسازئوس و انتروكوكوس لاكتيسپديوكووس پ

  .)4جدول (

هاي اسيد لاكتيك براساس ارزيابي شدت اتوليز شدن باكتري

درصد كاهش جذب طي اتوليز شدن كه توسط آياد و همكارانش 

   ].11-13[شوند بندي ميتشريح شده به صورت زير درجه

  و 34-24= ،   نسبتا خوب66- 35=خوب : :هاانتروكوكوس

  22-0= يفضع

  

 
Fig 1 Amplified 16S rDNA Restriction Analysis 

(ARDRA) Profiles With HaeIII 
M2: 1000 bp marker M1: 100bp marker a: 

Lactobacillus brevis b: Lactobacillus fermentum. c: 
Lactobacillus pentosus d: Pediococcus pentosaceus 

e: Pediococcus pentosaceus f: Enterococcus lactis g: 
Lactobacillus brevis h: Lactobacillus brevis i: 

Pediococcus pentosaceus j: Enterococcus lactis k: 
Enterococcus lactis l: Pediococcus pentosaceus 

 

Table 4 Results of identified isolates based on 16S rDNA sequencing 
Isolate No %Identity  Closest Relative   

2,3 , 12, 15, 18, 19, 20, 21, 23, 25, 27, 28, 31 98 Enterococcus lactis 
5,6, 29,32 99 Lactobacillus fermentum 

1,4,8,26,30,14 98 Pediococcus pentosaceus 
11,13,16,17,24 99 Lactobacillus brevis 

7,9,10,22 98 Lactobacillus pentosus 

  

=  و ضعيف69- 40= ، نسبتا خوب96- 70=خوب :هالاكتوباسيل

0-39  

 48هاي لاكتيكي دوغ شير شتر درطي فعاليت اتوليتيكي جدايه

 نانومتر 650ساعت به صورت كاهش درصد جذب در طول موج 

بر اساس . شود نشان داده مي2اي در شكل به صورت نمودار ميله

هاي لاكتيكي شير شتر از  جدايه2شكل نمودار درجه بندي بالا و 

  :شوندبندي مينظر فعاليت اتوليتيكي به صورت زير گروه

پديوكوكوس پنتوسازئوس، لاكتوباسيلوس : در سطح خوب -

 . لاكتوباسيلوس برويسوفرمنتوم 

 لاكتوباسيلوس وانتروكوكوس لاكتيس :  در سطح نسبتا خوب -

 پنتوسوس

 
Fig 2 Autolytic activity of isolates based on 

absorbance reduction at 650 nm during 24 hours 
incubation.  

fairly (black) good (white) 
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ها  همچنين بر اساس نتايج بررسي فعاليت ليپوليتيكي اين جدايه

ها نسبت به  لاكتوباسيلوسشود،مي نشان داده 5جدول در كه 

 از فعاليت ليپوليتيكي خوبي  دوغ شير شتر ديگرهايجنسساير 

 هاي به ترتيب گونههاند و در بين لاكتوباسيلوس بودبرخوردار

فعاليت داراي بيشترين  لاكتوباسيلوس فرمنتوم، پنتوسوز و برويس

  .باشندميليپوليتيكي 

Table 5 Lipolytic activity of lactic acid bacteria isolated from drinking Yogurt of camel milk  
  

Lipolytic activity (Unit/ml) Isolates  

0.41±6,25 Pediococcus pentosaceus 

0.03±8.00 Enterococcus lactis 

0.8±9.34 Lactobacillus pentosus 

0.26±9.13 Lactobacillus brevis 

0.48±12.34 Lactobacillus fermentum 

 

به ها پتانسيل توليد اسيد توسط اين جدايه و pHكاهش نتايج 

  .شودميداده نشان  4 و 3 هاينمودار شكلدر ترتيب 

  
Fig 3 pH changes by isolates during 24 hours 

incubation 

  
Fig 4 Lactic acid production curve by isolates 

 در طي C30°يك جدايه مناسب در تخمير بايد بتواند در دماي  

 و يك باكتري توليد دحاصل كن pH=5±0,2 ت از كشت ساع6

 pH ساعت از كشت اختلاف 3 بايد به مدت كننده سريع اسيد

بر . ايجاد كند C30°در دماي  )=U 0,4∆pH( واحد 0,4معادل 

هاي لاكتيكي جدا شده از دوغ  تمام گونه3اساس نمودار شكل 

) =U 0,4∆pH( واحد 0,4 شير شتر قدرت كاهش اسيد به ميزان

همچنين نتايج . باشند ساعت از كشت را دارا مي3بعد از 

  نرمال0,1 تيتراسيون اسيد لاكتيك توليدي در طي تخمير با سود

لاكتوباسيلوس فرمنتوم، هاي  گونهنشان داد كه) 4شكل (

 بيشترين پديوكوكوس پنتوسازئوس و انتروكوكوس لاكتيس

ر اسيد لاكتيك ليتقدرت توليد اسيد بر حسب ميلي گرم در ميلي

 از نظر توليد اسيد قدرت  وباشنددارا ميرا ها در بين ساير گونه

  . بالايي دارند

  

  بحث - 4
  در آناليز مولكولي پرايمرهاي انتخاب شده قادر به تكثير ژن

rDNA16 در اين مطالعه روش .  بودندهاهر يك از جدايه

ARDRA،ل  جدايه حاص32 و شناسايي بندي، گروهگري غربال

-نتايج شناسايي مولكولي جدايه. از دوغ شير شتر را تسهيل كرد

 5كه در  rDNA16 يابي ژنهاي لاكتيكي بر اساس توالي

 گونه 5حضور  شده بودند بندي گروه باندي متفاوت پروفايل

لاكتوباسيلوس برويس، لاكتوباسيلوس متفاوت لاكتيكي شامل 

توسازئوس و فرمنتوم، لاكتوباسيلوس پنتوسوس، پديوكووس پن
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اما با . شتر شناسايي كرد را در دوغ شير انتروكوكوس لاكتيس

گري اوليه جامعه لاكتيكي دوغ توجه به نتايج اين مطالعه در غربال

 در بين ها و شناسايي فنوتيپي آنشير شتر در سطح جنس و گونه،

لاكتوباسيلوس شامل  گونه مختلف لاكتيكي 4 جدايه لاكتيكي، 32

باسيلوس فرينتوشنسيز، پديوكووس پنتوسازئوس و برويس، لاكتو

 جادر اين.  از نظر فنوتيپي شناسايي شدانتروكوكوس فسيوم

-هايي در نتايج شناسايي فنوتيپي و مولكولي مشاهده ميتفاوت

- البته نتايج شناسايي فنوتيپي به دلايل مختلفي از دقت پايين. شود

مورائس و  .تري نسبت به شناسايي مولكولي برخودار است

اي جهت مقايسه دقت دو روش فنوتيپي مطالعه) 2013(همكاران 

شامل يك پليت ( و روش بيولوژي API50CHLشامل سيستم 

با دو روش )  كربوهيدرات96منحصر به فرد جهت تخمير 

 مخصوص PCR و واكنش 16S rDNA يابيمولكولي توالي

در . ادند براي تعدادي باكتري اسيد لاكتيك مشخص انجام د1گونه

اين مطالعه قابليت اعتماد به دو روش مولكولي مورد استفاده 

تري نشان داده هاي فنوتيپي قابليت اعتماد پايينبود و تست% 100

 به API50CHLكه براي دو روش بيولوژي و روش بطوري

ها گزارش آن. گزارش شد% 2/78- 9/99 و 74 - 9/99ترتيب 

 شده هيچ گونه تطابقي بين هاي تستكردند براي اكثريت باكتري

هاي  روش].16[ نتايج فنوتيپي و مولكولي مشاهده نگرديد

هاي ها و معايبي در شناسايي باكتريفنوتيپي داراي محدوديت

نيازهاي  ، ]17[ اسيد لاكتيك هستند نظير قدرت پايين تمايز

اي مشابه براي رشد، تكرارپذيري ضعيف، عدم بيان برخي تغذيه

باشد، ها كه مرتبط با شرايط محيطي ميي باكتريها در برخژن

ها در طي رشد و تغيير شكل از حالت كروي تغييرپذيري باكتري

ها  همچنين تخمير كربوهيدرات].16[اي كوتاه و بالعكس به ميله

-يك واكنش آنزيمي است كه تحت تاثير زمان و دماي گرمخانه

ها بر وباسيلوسدر اين مطالعه لاكت ].18[ گيردگذاري قرار مي

اساس معيار تشريح شده توسط آياد و همكارانش از فعاليت 

، مشابه اين ارزيابي و نتايج در اتوليتيكي خوبي برخوردار بودند

هاي اسيد لاكتيك نيز مطالعات ديگر دانشمندان بر روي باكتري

سودا و همكاران در بررسي فعاليت اتوليتيكي . شودمشاهده مي

 مورد مطالعه خود را به سه گروه تقسيم بندي هاي لاكتيكيسويه

                                                           
1. pecies specific PCR reactions 

شامل %) 94تا % 73(هايي با فعاليت اتوليتيكي بالا كشت: كرد

لاكتوباسيلوس پاراكازئي ، FAUU110لاكتوباسيلوس رامنوسوز 

%) 69تا % 40(، با فعاليت متوسط FAAU27 پاراكازئي زيرگونه

ف و با فعاليت ضعيFAAU23 لاكتوباسيلوس رامنوسوزشامل 

، FAAU141لاكتوباسيلوس رامنوسوز شامل %) 39تا % 4(

 و FAAU92 پاراكازئي زيرگونهلاكتوباسيلوس پاراكازئي 

در مطالعه ديگري ). FAAU20) 19لاكتوباسيلوس پلانتاروم 

 ,DN13)لاكتوباسيلوس رامنوسوز حاساين فعاليت اتوليتيكي 

DN14, DN15, DR19) لاكتوباسيلوس پلانتاروم ،(DR20, 

DN16, DN12, DR9) انتروكوكوس دورانس ،(DN3) و 

 را در سطح خوب (DT2, DT4, DR6) انتروكوكوس فسيوم

% 92تا % 73 هالاكتوباسيلكه ميزان اين فعاليت براي . گزارش كرد

لاكتوباسيلوس همچنين براي . بود% 56تا % 40 هاانتروكوكوسو 

، (DT18)، لاكتوباسيلوس پلانتاروم (DR17)رامنوسوز

 ,DN1) انتروكوكوس فكاليس و(DT11)كتوكوكوس لاكتيس لا

DR7) سطوح متوسطي از اتوليز گزارش كرد كه براي 

و % 36 تا 22 لاكتوكوكوس، %58 تا 57 بين لاكتوباسيلوس

سطوح ضعيف اتوليز در اين . بود% 34 تا 30 هاانتروكوكوس

 زيرگونهپاراكازئي  لاكتوباسيلوسمطالعه مربوط به سويه 

، لاكتوباسيلوس پلانتاروم (DT21, DT23)ئي پاراكاز

(DR22) لاكتوكوكوس لاكتيس ،(DR10) انتروكوكوس و 

براي % 20 تا 12 با شدت اتوليز بين  (DN5)فكاليس

 هاانتروكوكوسبراي % 8 و لاكتوكوكوسبراي % 9، لاكتوباسيلوس

هاي در اين مطالعه مشخص شد كه تمام گونه ).10(گزارش شد 

ير شتر داراي فعاليت ليپوليتيكي در رنج شدوغ لاكتيكي 

-واحد فعاليت آنزيم ليپاز در ميلي(12,34±0,48 تا 0,41±6,25

در بررسي هاله ايجاد شده اطراف كلني كه در حالي. باشندمي) ليتر

 هايهاي جنسهاي لاكتيكي اومافووبه درباره جدايهجدايه

كوس و لاكتوباسيلوس، لاكتوكوكوس، لوكونوستوك، استرپتوكو

ها از گونه% 18 مورد مطالعه خود گزارش كرد تنها انتروكوكوس

هاي لاكتيكي مورد مطالعه خود و آكورو درباره جدايه) 20(

همچنين . ها فعاليت ليپوليتيكي دارندگونه% 44گزارش كرد تنها 

ها با روش آكورو در ارزيابي كمي فعاليت ليپوليتيكي جدايه

كتوكوكوس كرموريس لاتيتراسيون گزارش كرد كه 

، )18,33±1,67(، لاكتوباسيلوس فرمنتوم )5,00±20,00(
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 و انتروكوكوس فكاليس) 16,67±4,41(لاكتوباسيلوس كازئي 

واحد فعاليت ( به ترتيب فعاليت ليپوليتيكي بالايي )3,33±13,33(

در لاكتوباسيلوس فرمنتوم ). 21(نشان دادند) ليترآنزيم در ميلي

از طرفي . به تحقيق ما فعاليت بالايي نشان داداين مطالعه نيز مشا

اي كه راي و در مقايسه با ساير مطالعات ديگر نظير مطالعه

 در مورد جداسازي و شناسايي 2011 در سال 1همكارانش

هاي اسيد لاكتيك ماهي آب شيرين انجام دادند و فعاليت باكتري

 يكيانتروكوكوس فكاليس و پديوكوكوس اسيدي لاكتليپوليتيكي 

ليتر  واحد در هر ميلي5 و كمتر از6جدا شده را به ترتيب بيش از 

 فعاليت گزارش كردند) عصاره خام آنزيمي(از عصاره كشت 

 )6,25±0,41(ليپوليتيكي جدايه پديوكوكوسي مورد مطالعه ما 

همانطور كه قبلا نيز اشاره شد، يك جدايه ). 14(باشد ميبيشتر 

 6 در طي C30°بتواند در دماي مناسب در زمينه تخمير بايد 

 و يك باكتري توليد دحاصل كن pH=5±0,2 ساعت از كشت

 pH ساعت از كشت اختلاف 3 بايد به مدت كننده سريع اسيد

. ايجاد كند C30°در دماي  )=U 0,4∆pH( واحد 0,4معادل 

شود چنين باكتري به عنوان استارتر جهت تخمير اوليه پيشنهاد مي

ف اسيد به عنوان كمكي بسته به خواص مورد و توليد كننده ضعي

ها انتروكوكس ).22(شود انتظار از تخمير استفاده مي

انتروكوكوس اسيديفايرهاي ضعيف هستند ولي در اين جنس 

 و در بين استارترهاي مزوفيليك قوي تر از بقيه است فكاليس

 و لاكتيس زيرگونهلاكتوكوكوس لاكتيس  توليد كننده اسيد

قوي شناخته شده  كريموريس زيرگونه لاكتيس لاكتوكوكوس

هاي تمام گونهاين مطالعه بر اساس نتايج بنابراين ). 22(است 

 لاكتيكي جدا شده از دوغ شير شتر قدرت كاهش اسيد به ميزان

-  ساعت از كشت را دارا مي3بعد از ) =U 0,4∆pH( واحد 0,4

 ه كشت در ساعات اوليpH  سريعبا توجه به اينكه كاهش. باشند

شود، يك ويژگي مطلوب براي استارترهاي لاكتيكي محسوب مي

شتر در زمينه توليد اسيد در سطح شير هاي لاكتيكي دوغ جدايه

ليپوليتيكي و  ارزيابي فعاليت اتوليتيكي،. گيرندخوبي قرار مي

 نشان داد كه ي لاكتيكي دوغ شير شترهاتوليد اسيد توسط جدايه

ده از دوغ شير شتر ايراني داراي پتانسيل هاي لاكتيكي جدا شگونه

  .باشندتكنولوژيكي خوبي مي
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Camel milk has healing properties and health benefits. Lactic Acid Bacteria play an important role in 
quality of fermented products of camel milk such as Drinking Yogurt. A total of three samples of drinking 
yogurt of Iranian one humped camel milk (Camelus dromedarius) were collected from Golestan province 
in Iran under aseptic conditions. 32 bacteria by culturing on MRS agar medium were isolated. Among 
isolated bacteria, only four different isolates were phenotypically characterized that these isolates 
included Lactobacillus brevis, Lactobacillus Ferintoshensis, Pediococcus pentosaceus and Enterococcus 
faecium. Bacterial isolates were identified by amplification of the 16S rRNA gene by Polymerase Chain 
Reaction (PCR) and were then grouped by the Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis 
(ARDRA) method. But, based on restriction analysis of 16S rRNA gene, the isolates were grouped into 
five ARDRA pattern that were identified by ribosomal DNA sequencing as Lactobacillus brevis, 
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus pentosus, Pediococcus pentosaceus and Enterococcus lactis. 
Evaluation of autolytic and lipolytic activity and acid production potential of isolates showed that 
technological potential of isolates from drinking yogurt of Iranian camel milk was remarkable.  
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