
 1397 شهریور ،15 دوره ،79 شماره                                                 یی                                        غذا عیصنا و علوم
 

 243

  
هاي اسید لاکتیک تولید کننده جداسازي و شناسایی مولکولی باکتري
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  3صابر امیري  ،2،  محمود رضازاد باري1الهام ظفر مختاریان

  

  موسسه آموزش عالی صبا، ارومیهکشاورزي،  غذایی، دانشکده صنایع و علوم  دانش آموخته کارشناسی ارشد علوم و مهندسی صنایع غذایی، گروه-1
  ، ارومیه دانشگاه ارومیهگروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي،  دکتري، دانشیار -2

   دانشگاه تبریز، تبریزدانشکده کشاورزي، دانشجوي دکتري میکروبیولوژي مواد غذایی، گروه علوم و صنایع غذایی، -3
)14/01/97: رشیپذ خیتار  95/ 17/06:  افتیدر خیتار(  

  
  

  چکیده
. ساکارید استها تولید اگزوپلیهاي اسید لاکتیکی با خواص کاربردي فراوان باشند که یکی از این ویژگیتوانند منبع غنی از انواع باکتريمحصولات لبنی می

. شوندها به محیط اطراف ترشح میط میکروارگانیسماند و توسساکاریدها پلیمرهایی با وزن مولکولی بالا هستند که از واحدهاي قندي تشکیل شدهاگزوپلی
در این تحقیق . ساکاریدهاي تولیدي قادر هستند به عنوان ماده افزودنی داراي اثرات سلامت بخشی و ویژگی بافت دهندگی مورد استفاده قرار گیرنداگزوپلی
 از شیر و ماست گوسفندي تهیه شده از روستاي تابعه ارومیه)  و طنابی شکلهاي موکوئیديکلنی(ساکارید هاي اسید لاکتیکی تولیدکننده اگزوپلیباکتري

 و جداسازي بر اساس جامد M17 و جامد MRSهاي هاي اسید لاکتیک پس از کشت بر روي محیطبراي این منظور، باکتري. جداسازي و شناسایی شدند
و سپس با ) هاي بیوشیمیایی و فیزیولوژیکیرنگ آمیزي گرم، تست(هاي فنوتیپی سط روشها ابتدا توتوانایی تولید اگزوپلی ساکارید جهت بررسی تنوع گونه

بوده و قادر به تولید  منفی  جداسازي شده گرم مثبت، کاتالازهاي اسید لاکتیکباکتري گونه 4.  شناسایی شدند)PCR(اي پلیمراز  واکنش زنجیرهاستفاده از
 ±2/0 به ترتیب ، اسید سولفوریک اندازه گیري شد-با روش فنلکه ساکارید باند شده و آزاد  تولید اگزوپلیمقادیر. ساکارید بودندبیشترین میزان اگزوپلی

هاي گوسفندي که در استان آذربایجان غربی به صورت سنتی تولید ماست. میلی گرم بر لیتر بود 35/136 ±2/0 تا 68/105 ±2/3 و 26/65 ±47/0 تا 28/40
  .توانند پتانسیل کاربردي در صنعت لبنیات داشته باشندساکارید هستند که میهایی با ویژگی تولیدکنندگی اگزوپلیویهشوند، حاوي سمی
 

 اي پلیمرازواکنش زنجیره ، گوسفنديمحصولات لبنیهاي اسید لاکتیک، ساکارید، باکتري اگزوپلی:کلید واژگان
 
 
 

 

                                                             
 مسئول مکاتبات: m.rezazadehbari@urmia.ac.ir  
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   مقدمه- 1
گروه بزرگ و هتروژنی را  LAB(1(هاي اسید لاکتیک باکتري

هایی مثل لاکتوباسیلوس، دهند که شامل جنستشکیل می
و  استرپتوکوکوس ،انتروکوکوس، لاکتوکوکوس، لوکونوستوك

 در تولید انواع آغازگرها به عنوان  این باکتري.]1[ باشند میغیره
محصولات لبنی تخمیري و سایر انواع محصولات تخمیري مورد 

 .]2[گیرند استفاده قرار می

ساکارید و ساکاریدها شامل دو گروه مهم هتروپلیپلیاگزو  
ساکاریدها در ساختمان خود هتروپلی. ساکارید هستندهموپلی

بیش از یک نوع قند منومري دارند و در داخل سلول از قند 
ساکاریدها از یک قند منومري هموپلی. نوکلئوتید سنتز می شوند

)D - گلوکز یاD -تشکیل شده و در محیط خارج )  فروکتوز
ساکاریدهاي تولید شده هموپلی. ]4و3[شوند سلول سنتز می
بندي ها طبقهها و فروکتانها در دو گروه گلوکانتوسط لاکتوباسیل

ساکاریدها از انواع مختلف منوساکاریدها پدید هتروپلی. گردندمی
هیدراتی ساکاریدي، ترکیبات غیر کربوآیند و گاه در زنجیر پلیمی

اختلاف در . ]5و4[شوند ها یافت میها و یا استاتمانند سولفات
هاي تواند منشأ ایجاد بافتساکاریدهاي مترشحه مینوع اگزوپلی

ساکاریدهاي تولید شده توسط اگزوپلی .]5[متنوع در ماست شود 
LAB جزو مواد GRAS2 افزایش تقاضاي مصرف . ]6[ هستند

 EPSی تخمیري مثل ماست و پنیر داراي کنندگان براي مواد غذای
 به دلیل توجه زیاد به قوام دهنده هاي LABتولیدي توسط 

ساکاریدها شده است زیستی است که منجر به تولید بیشتر پلی
]3[ .EPS تولیدي توسط LAB خاصیت ژله سازي و قوام 

دهندگی دارند و همچنین خواص رئولوژیکی مواد غذایی را مانند 
دهد نروي، بهبود بافت و کاهش سینرزیس بهبود میافزایش گرا

 LABهاي  مطالعات پیشین نشان داده است که کاربرد گونه.]7[
کاهش سینرزیس و آب اندازي دلمه   منجر بهEPSتولید کننده 

-  به لحاظ داشتن ساختار پلیEPSشود زیرا در ماست می

و ساکاریدي و وزن مولکولی بالا باعث افزایش جذب آب شده 
  .]9و8[دهند جدا شدن فاز سرمی از دلمه را کاهش می

تر از پر چرب تر وغنیاز نظر ترکیبات ماست گوسفندي      
ماست گاوي است، میزان کلسیم آن دو برابر است و پروتئین 
                                                             
1. Lactic acid bacteria 
2. Generally recognized as safe 

ل است زیرا درجه آاین ماست براي پخت و پز ایده. دبیشتري دار
بافت . کندتحمل میهاي بالاتري را بدون تغییر در بافت حرارت

تر از ژلی حاصل از شیر تخمیر شده مانند ماست عمدتاً مهم
ادراك  شود زیرا بافت مطلوبخصوصیات حسی دیگر تلقی می

بافت ماست متأثر . ]10[دهد هاي عطر و طعم را بهبود میویژگی
از منبع شیر و فرمولاسیون مورد استفاده، تیمار حرارتی، نوع 

رایط تولید در مقیاس صنعتی بوده و حفظ استارتر تخمیري و ش
بافت ماست و جلوگیري از آب اندازي لخته یک مسأله مهم و 

اگزوپلی ساکاریدها به دلیل قابلیت . اساسی در کیفیت آن است
افزایش گرانروي محصول، به تأخیر انداختن  زیاد جذب آب،

در دوره انبارداري را  جدایی سرم و در نتیجه کنترل آب اندازي در
یل حسی این محصول تخمیري در اپروف .]11[داشت پی خواهد 

نواحی مختلف، بسیار متنوع است که این امر عمدتاً مربوط به 
با توجه به . باشد لاکتیکی متفاوت این محصول میايمیکروفلور

هاي لبنی و با لحاظ محبوبیت ماست بین مصرف کنندگان فرآورده
اي آن، هم چنین و تغذیهکردن خصوصیات ارزشمند بیولوژیکی 

با توجه به خصوصیات زیست فعالی پلی ساکاریدهاي مترشحه 
اهمیت این محصول به عنوان بستري مناسب براي کاربرد 

- آغازگرهاي تولید کننده اگزوپلی ساکارید بیش از پیش محرز می

هاي تولید هدف این پژوهش، جداسازي و شناسایی باکتري. شود
  ترشد از شیر، ماست و ماست گوسفنديساکاریکننده اگزوپلی

ساکارید گیري مقدار اگزوپلیتولید شده به روش سنتی و اندازه
 .هاي جداسازي شده استتولیدي توسط باکتري

 

   مواد و روش ها- 2
   نمونه برداري - 1-2
و ) M( شامل شیرخام گوسفندي ،هانمونه در پژوهش حاضر   

بر اساس ، )SY(ي و ماست ترش گوسفند) Y(ماست گوسفندي 
 اسیدیته بیش از ماست داراي 695استاندارد ملی ماست شماره 

 از ،]12[ 7/3 کمتر از pH گرم در هر صد گرم ماست و 9/0
 از روستاهاي اطراف ارومیه تهیه شدهسنتی محصولات لبنی 

. و با رعایت اصول بهداشتی تهیه شد) روستاي لرنی و قصریک(
- گراد براي انجام آزمایشه سانتی درج4نمونه ها در دماي سپس 
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هاي مربوطه به آزمایشگاه میکروبیولوژي پژوهشکده زیست 
 .گردیدفناوري دانشگاه ارومیه منتقل 

هاي تولید سویهجداسازي و خالص سازي  - 2-2
  ساکاریدکننده اگزوپلی

جهت غربالگري اولیه شناسایی بر اساس مشخصات فنوتیپ 
ها، طبق زي هر کدام از نمونهجهت جداسا. شد موکوئیدي انجام

-  ابتدا کشت میکروبی از رقت9415استاندارد ملی ایران شماره 

کشت . گردید با سه بار تکرار تهیه 10- 7، 10- 6، 10- 5هاي 
 MRSهاي میکروبی در شرایط بی هوازي بر روي محیط کشت

 ،Sigma-Aldrich() ايهاي میلهبراي جداسازي باکتري (جامد
هاي براي جداسازي باکتري (جامد M17 و )مریکاکشور آ
 به صورت پورپلیت )مریکا کشور آ،Sigma-Aldrich ()کوکسی

ساعت  48به مدت گراد  درجه سانتی37انجام شده و در دماي 
هاي موکوئیدي و طنابی شکل کلنیسپس . گرمخانه گذاري شدند
 منتقل شده مایع M17 و مایع  MRSهاي جدا شده و به محیط

 ساعت گرمخانه 24 درجه سانتیگراد به مدت 37ي و در دما
انجام و بیوشیمیایی  أییديهاي ت آزمون سپس.]13[ گذاري شدند

 . گردید

اساس آنالیز توالی  ها بر شناسایی جدایه - 3-2
  16s rRNA  ژن

   DNAاستخراج  -1-3-2
 مایع M17 و مایع MRSهاي کشت  از محیط DNAاستخراج 

رده و کدر شده بودند، با استفاده از کیت که باکتري در آنها رشد ک
  .انجام شد)  سوئیس،Rocheشرکت (استخراج اسید نوکلئیک 

 16s و تکثیر ژن ي پلیمرازاواکنش زنجیره انجام -2-3-2

rRNA  
 3 عمومیهايپرایمراي پلیمراز، براي انجام واکنش زنجیره 
 جنوبی خریداري شده از شرکت تکاپو زیست، ماکروژن، کره(

  :با توالی ژنوم زیر مورد استفاده قرار گرفت) انایر
Forward: fD1 (5ˈ-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3ˈ)  
Reverse: rP2 (5ˈ-

ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3ˈ) 

                                                             
3. Universal primers 

 ترموسایکلر PCR4 با استفاده از اي پلیمرازواکنش زنجیره
)BIOER XP CYCLER -انجام گردید)  ساخت کشور ژاپن .

 /Lµ از µL 5/2 استخراج شده، µL 7 DNAبراي این منظور 
pmol10پرایمر  Forward )fd1( ،µL 5/2 از Lµ/ pmol 10 
 MgCl2 mm 25 ،Buffer   ازreverse) rP2(،  Lµ 4 پرایمر

10x Lµ  5،dNTP Mix  µL  2 از mm 10، u Taq 

DNA polymerase25/0 )Thermo Fisher Scientific، 
 µL 50به حجم  آب مقطر مخلوط شده و Lµ 27و ) آمریکا
-  درجه سانتی94 اولیه Hot shortبرنامه دمایی شامل یک . رسید

 94 با برنامه سیکل بعدي 30سپس تا .  دقیقه بود4گراد به مدت 
 61، )مرحله واسرشته سازي ( ثانیه31به مدت گراد سانتیدرجه 
  درجه72، )مرحله اتصال ( ثانیه30به مدت گراد سانتیدرجه 
 و درادامه یافت ) مرحله توسعه( دقیقه 1ت  به مدگرادسانتی

مرحله توسعه ( دقیقه 7به مدت گراد سانتی درجه 72نهایت دماي 
  . ]14[ اعمال شد) نهایی

  تفکیک قطعات تکثیریافته با الکتروفورز -3-3-2
 الکتروفـــورز از PCRیافتـــه  بـــراي تفکیـــک قطعـــات تکثیـــر 
)Cleaver، شرکت Cleaver Scientific Ltd.،بـا ) لـستان  انگ 

 رنــگ اتیــدیوم حــاوي) حجمــی/وزنــی(%  1 حــاول آگــاروزژل 
بـه  ) PCR از محـصول  Lµ 20(نمونـه  . گردیـد اسـتفاده  بروماید 
. ریختــه شـــد چاهــک  داخــل   loading dye µL 2همــراه  

سـپس  .  انجـام شـد   دقیقه35به مدت    ولت   60با ولتاژ    الکتروفورز
 bp انــد در و تــشکیل بهقــرار داده  شــد 5ژل داكژل در دســتگاه 

  .]14[مورد بررسی قرار گرفت 1500
  توالی یابی و بیوانفورماتیک -4-3-2
 و توسط rP2 و fd1با استفاده از پرایمرهاي  یابی توالیعملیات 

 bp800 به طور متوسط . انجام شد  جنوبی،کره، شرکت ماکروژن
توسط برنامه نوکلئوتید به ازاي هر توالی خوانش شده و 

با توالی هاي موجود در بانک اطلاعاتی  6بلاستبیوانفورماتیکی 
% 97جدایه هایی با .  مقایسه گردید8NCBI در سایت 7ژن

                                                             
4. Polymerase chain reaction 
5. Gel documentation 
6. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 
7. Gen Bank 
8. National Center for Biotechnology Information 
(http://www.NCBI.nlm.nih.gov) 
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مشابهت به % 99- %98مشباهتدر توالیشان به عنوان همان گونه و 
 .]14[عنوان همان زیر زیرگونه شناسایی شدند

 بیوشیمیاییتاییدي و هاي  آزمون- 4-2
هاي موجود، پـس از   روي جدایهبراي انجام آزمون هاي تأییدي بر     

،  گـرم و بررسـی مورفولوژیـک       رنـگ آمیـزي   انجام تست کاتالاز،    
بـراي ادامـه آزمـون     و میله اي      کاتالاز منفی  ،جدایه هاي گرم مثبت   

هـا در حـد جـنس،    سـپس بـراي شناسـایی جدایـه       . انتخاب شدند 
 و  %5/6، غلظـت نمـک    C ˚45و  C˚10 رشـد در دمـاي  بررسی 

pH 15[  انجام پذیرفت6/9 و 4/4هاي[.  
   pH گیرياندازه - 5-2

pH محیط هاي کشت MRS و مایع M17 پس از گرمخانه  مایع
 pH ساعت با 48 سانتی گراد به مدت درجه 37 دماي در گذاري

 ،Sigma Aldrich شرکت ،430 مدل ،CORNIN( متر
  .]16[اندازه گیري شد) امریکا

  تولید شده EPS اندازه گیري مقدار - 6-2
 آگار  MRSهاي ی رشد یافته در محیطیهاباکتري هاي کلنیاز
 تلقیح گردید و در مایع MRS به محیط کشت آگار  M17و

-  ساعت گرمخانه48 درجه به مدت 37شرایط بی هوازي با دماي 

 مطابقساکاریدها جهت جداسازي انواع اگزوپلی .گذاري شد
 g 15000  پس از سانتریفوژ) 2006(روش آماتایاکول و همکاران 

 درجه سانتیگراد، قسمت رسوب 4 دقیقه در دماي 30به مدت 
 باند شده و قسمت رویی EPSحاصل از سانتریفوژ حاوي 

اند شده ساکارید ب جداسازي اگزوپلیجهت.  آزاد بود EPSحاوي
.  میلی لیتر سرم فیزیولوژي شستشو داده شد5رسوب حاصل با 

سانتریفوژ g15000 دقیقه، در 15به مدت سپس مایع رسوبی 
مخلوط شد تا )  مولارEDTA) 05/0 میلی لیتر 5با گردید و 

سوسپانسیون تشکیل شود، سپس سوسپانسیون بدست آمده به 
 ، KMC 65 مدلاف جی ( ساعت در انکوباتور شیکردار 4مدت 

 درجه سانتیگراد قرار 4در دماي ) شرکت فن آزما گستر ایران
 g 6000تحت سانتریفوژ  دقیقه 30پس از آن به مدت . گرفت

ساکارید آزاد ابتدا براي جداسازي اگزوپلی. قرار داده شد
 میلی لیتر تري کلرو 5سوپرناتانت موجود در لوله آزمایش با 

 4 ساعت در دماي 4 مخلوط شد و به مدت %20 استیک اسید
بدین طریق . درجه سانتیگراد در انکوباتور شیکردار قرار گرفت

 دقیقه سانتریفوژ 20ش دو فازه شد که به مدت مایع در لوله آزمای
ساکاریدهاي آزاد و باند  اگزوپلی اندازه گیريدر ادامه براي. گردید
 جداسازي هر کدام به طور مجزابه مایع رویی حاصل از شده 

 4 ساعت در دماي 24 درجه افزوده و به مدت 96اتانول سرد 
 20داً به مدت مجد. ، تا ترسیب شودشددرجه سانتیگراد نگهداري 

 در محیط آزمایشگاه ود و رسوب تشکیل شتا شددقیقه سانتریفوژ 
میلی لیتر آب 10 رسوب خشک شده با  در نهایت.گردیدخشک 

بق روش اطم اسید سولفوریک -  آزمون فنلومقطر رقیق گردید 
 میلی 1به این ترتیب که . گرفتانجام ) 2005 (کلوین و همکاران

 ٪5(یلی لیتر فنل مخلوط شد  م1لیتر نمونه با محلول 
 میلی لیتر اسید سولفوریک غلیظ افزوده 5و سپس  )حجمی/وزنی

 دقیقه قبل از اندازه گیري جذب در دماي 30نمونه به مدت . شد
گراد در دماي اتاق قرار گرفت و سپس با استفاده  درجه سانتی30

 نانومتر جذب اندازه گیري 485از اسپکتروفتومتر در طول موج 
 مقدار اگزوپلی ساکارید بر اساس منحنی کالیبراسیون .شد

گلوکز به عنوان استاندارد براي . استاندارد گلوکز محاسبه گردید
میلی  بر  تا یک میلی گرم062/0(آماده سازي منحنی کالیبراسیون 

 آب مقطر به جاي محلول نمونه یک میلی لیتراده شد و فاست) لیتر
  .]9و11[ گردید براي آماده سازي کنترل استفاده

   تجزیه و تحلیل آماري - 7-2
نمونه برداري با استفاده طرح کاملاً تصادفی در در پژوهش حاضر 

در ) ANOVA(تجزیه و تحلیل واریانس . سه تکرار انجام شد
و آزمون توکی براي تأیید وجود اختلاف بین  % 5سطح احتمال 

 3/17 نسخه  Minitabها با استفاده از نرم افزار آماريمیانگین
 Excelهمچنین براي رسم نمودارها از نرم افزار . انجام گرفت

 . استفاده گردید2016
  

   نتایج و بحث - 3
  هاي میکروبی و بیوشیمیاییآزمون - 1-3
، ماست و هاي نمونه هاي شیر خامنتایج حاصل از رشد کلنی 

نشان داده ) 1(ماست ترش گوسفندي با سه بار تکرار در جدول 
  .تشده اس
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Table 1 Number of colonies grown in MRS and M17 agar (CFU.ml-1)  
  
 
 
  
 
  

(M: Sheep’s milk, Y: Sheep’s yogurt, SY: Sheep’s sour yoghurt)  
ود در  موج ـهـاي نتایج حاصل از رنگ آمیزي گرم نشان داد باکتري    

 کوکـسی  هاي اسید لاکتیکباکترياز نوع  نمونه هاي مورد آزمایش
هـایی گـرم    بـاکتري  هاي اسـید لاکتیـک    باکتري. و گرم مثبت بودند   

 هستند کـه اسـید    Bacilli یا   Cocciمثبت، کاتالاز منفی، با شکل      
لاکتیک را به عنوان محصول اصلی عمـده در طـول تخمیـر تولیـد      

اي در مطالعـه  ) 2012(تیان و همکـاران     عـدال . ]18 و   17[کننـد   می
هـاي جـنس لاکتـو     آگار براي باکتريMRSنشان دادند که محیط    

باشـد  باسیلوس مناسب بوده و این جنس در این محیط غالـب مـی    
 همه جدایه هاي میلـه اي شـکل توانـایی           )2(طابق جدول   م. ]19[

همچنین جدایه هـاي کوکـسی       را دارا بودند و      pH=4.4رشد در   
  را pH=4.4و  % 5/6، نمـک  c10 0ادر به رشد در دمـاي  شکل ق
هـاي  کلنـی   درصـدي  2پس از تلقـیح      pH تغییرات . ]20[ داشتند

 و  مـایع  MRS محـیط کـشت      سـاکارید در  تولید کننـده اگزوپلـی    
M17 سـاعت انـدازه گیـري گردیـد    48 بعد از ،مایع ، pH    اولیـه

د و گـرا  درجـه سـانتی  25 در دماي  2/6 مایع،   MRSمحیط کشت   
M17    تلقـیح بعد از   نتایج حاصل    . در همان دما بود    9/6 مایع برابر 

بررسـی میکروسـکوپی     .درج شـده اسـت    ) 2(در جـدول    ها  کلنی
هاي اسید لاکتیکی جداسازي شـده، نـشان داد سـویه هـاي       باکتري

همچنـین از نظـر   . جدا سازي شده غیر متحرك و گرم مثبت بودند       
  منفی و در دو مـورد کاتـالاز  الازهاي بیوشیمیایی، عمدتاً کات   ویژگی

 در حالیکـه  بودنـد، % 5/6مثبت بوده و قادر به تحمل نمـک طعـام          
. باشـند هاي اسید لاکتیک کاتالاز منفی و گرم مثبت مـی    اکثر باکتري 

 جامد به ترتیب با هـدف       M17 جامد و    MRSهاي کشت   محیط
هـاي  باکتري. هاي میله اي و کوکسی استفاده شد      جداسازي باکتري 

 گونـه  22از میان .  بهتر رشد کردندMRSاسید لاکتیکی در محیط  
 گونه داراي توانایی 7 جداسازي شده از نمونه ها،       LABمتعلق به   

هـاي بیوشـیمیایی انجـام    ساکارید بودند که با آزمـون تولید اگزوپلی 
نکته قابل توجه این است که در شیر خـام  . شده نیز مطابقت داشت 
سـاکارید  هاي تولید کننـده اگزوپلـی     باکتريگوسفند نیز تعدادي از     

 محـصولات تخمیـري و   عـلاوه بـر   هـا   وجود داشت و این باکتري    
در واقـع شـیر   . شـدند یافـت  در شیر خـام گوسـفندي نیـز        ماست  

 مـی باشـد و   EPS تولید کننـده  LABگوسفند خود منبع غنی از   
زمانی که براي تولید محصولات لبنی همچـون ماسـت بـا آغـازگر       

 افـزایش مـی یابـد و    EPSی شود قدرت تولیـد کننـدگی        همراه م 
 نـوع   7از  .  به طرز چشمگیري افزایش می یابـد       EPSمقدار تولید   

 Lactobacillus و Lactobacillus caseiباکتري جدا شده، 

rhamnosus             در بعضی موارد رفتار کاتـالاز مثبـت و در بعـضی
 نـوع مـاده   موارد کاتالاز منفی از خود نشان داده انـد کـه بـسته بـه       

غذایی و محیط و شرایط کشت این خاصیت متفـاوت بـوده اسـت      
  . ]23 و 22، 21[

 Table 2 Biochemical characteristics of the isolated strains  

(M: Sheep’s milk, Y: Sheep’s yogurt, SY: Sheep’s sour yoghurt) 
 

اي یکی از مهم ترین کاربرده ـ   جدایه ها) در حد گونه(شناسایی   روش مولکولی با جدایه ها شناسایی - 3- 2
 16sتکثیـر ژن  پـس از   .می باشـد  16s rRNAآنالیز توالی ژن 

rRNA استفاده از واکنش  باPCR   برايDNA  استخراج شـده 

agar medium MRS  agar medium M17  
Dilution  

10-5  
Dilution  

10-6  
Dilution  

10-7  
Dilution   

10-5  
Dilution  

10-6  
Dilution  

10-7  
Sample 

1.82 ± 4  1.7 ± 2.3  0  1.7 ± 4.3  1.7 ± 2.3  0.47 ± 0.3  M 
2.05 ± 2.6  0.47 ± 1.3  0.94 ± 0.7  4.9 ± 9.3  2.9 ± 4.7  0.82 ± 1  Y 
2.36 ± 3.3  1.07 ± 4.3  2.36 ± 1.7  2.05 ± 17.7  2.4 ± 15  1.25 ± 9.7  SY 

Growth at 
15 C  

Growth at 
45 C  

Growth in medium 
with 6.5 % NaCl  

Growth at 
pH 4.4 

Growth at 
pH 9.6 

pH change at 
MRS broth 

pH change at 
M17 broth Sample 

+  +  +  +  -  4.6 4.8 M 
-  +  +  +  -  4.2 5.2 Y 
-  +  +  +  -  4.2  5.3  SY 
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از جدایه هاي مورد نظر، آمپلیکون هـاي بـه دسـت آمـده خـالص           
شـکل  . سازي شده و محصول نهایی بر روي ژل آگارز بـرده شـد            

 خـالص سـازي     نهایی  محصول الکتروفورزنشان دهنده نتیجه    ) 1(
 بـا اسـتفاده از واکـنش    16s rRNAاز تکثیـر ژن  حاصل شده از 
PCR همانطور که مشاهده می شـود طـول بانـدهاي بـه      . باشدمی

 قـرار دارد کـه نـشان        bp 1500 - 1200دست آمده در محـدوده      
 تعیـین  .)1شـکل   (دهنده مورد تایید بودن نتیجـه شناسـایی اسـت        

 چهـار    شامل توالی جدایه ها نشان داد که جدایه هاي انتخاب شده         
ــه   Lactobacillus casei, Lactobacillusگونــ

rhamnisus, Lactobacillus buchneri و 
Lactobacillus plantarum  نتـایج  که بـا  ، )3جدول (بودند

و   گـرم مثبـت  ییهاباکتري (هاي بیوشیمیایی مطابقت داشتندآزمون
 ).سـاکارید را دارا هـستند     توانایی تولیـد اگزوپلـی    که  لاز مثبت   کاتا

 14 مجمـوع  ، در پژوهـشی در 1394نریمانی و همکاران درسـال  
لاکتوباسیلوس به عنوان فلور میکروبی طبیعی داراي پتانسیل  سویه

پروبیوتیکی  جداسـازي شـده از شـیر و ماسـت سـنتی در منطقـه             
ایی از سـو یـه هـاي    خوي گزارش کردند که شـامل زیـر گونـه ه ـ    

 در 1396 دعـوتی در سـال   .]24[ نیز بـود  لاکتوباسیلوس پلانتاروم 
ــشی  ــس،   پژوهـ ــوس دورانـ ــیوم، انتروکوکـ ــوس فاسـ انتروکوکـ

ــاروم،    ــیلوس پاراپلانت ــسی، لاکتوباس ــیدي لاکتی ــدیوکوکوس اس پ
ــسونی    ــیلوس جانـ ــسیز، لاکتوباسـ ــیلوس فرینتوشنـ  و لاکتوباسـ

ــد  را از ماســت گولاکتوباســیلوس دلبروکــی ســفندي عــشایر الون
در مطالعه اي کرمنشاهی و همکاران در سال        . ]25[جداسازي کرد   

 را از ماست جداسـازي  لاکتوباسیلوس بوچنري انجام دادند،   2012
 . ]26[کردند 

  
Fig 1 PCR product of 16s rRNA (1500 bp) from 4 isolates that are reproduced using universal primers (fd1 and rP2). 

Row 2: DNA marker 1Kb, row 4: L. rhamnosus M1, row 5: L. buchneri M3, row 6: L. plantarum M4, row 7: L. 
casei M2, row 8: L. plantarum SY1, row10: L. casei Y2, row 11: L. casei SY2, row 13: L. rhamnosus SY3, row 14: 

L. rhamnosus Y1 and row 15: L. buchneri Y3. 
 

Table 3 Identities of pure isolates 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(M: Sheep’s milk, Y: Sheep’s yogurt, SY: Sheep’s sour yoghurt) 
 

Identity (%)  Closest relative  Isolated code 
99  Lactobacillus rhamnosus  M1 
99  Lactobacillus casei  M2 
99  Lactobacillus buchneri  M3 
99 Lactobacillus plantarum M4 
97  Lactobacillus rhamnosus  Y1 
97  Lactobacillus casei  Y2 
97  Lactobacillus buchneri  Y3 
99  Lactobacillus plantarum  SY1 
98  Lactobacillus casei  SY2 
98  Lactobacillus rhamnosus  SY3 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
5-

14
 ]

 

                             6 / 10

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-16652-en.html


 1397 شهریور ،15 دوره ،79 شماره                                                 یی                                        غذا عیصنا و علوم
 

 249

  هاي تولید شدهساکارید اگزوپلیمیزان - 3-3
ساکارید باند شده مقادیر تولیدي اگزوپلی) 2(توجه به شکل  با  

 میلی 26/65 ±47/0 تا 28/40± 2/0هاي مورد بررسی از در نمونه
هاي ساکارید آزاد در نمونهگرم بر لیتر و مقادیر تولیدي اگزوپلی

.  میلی گرم بر لیتر بود35/136  ±2/0 تا 68/105 ±2/3مختلف از 
اکارید آزاد مربوط به ماست ترش و سکمترین مقدار اگزوپلی

- بیشترین مقدار آن مربوط به ماست بود و کمترین مقدار اگزوپلی
ساکارید باند شده مربوط به ماست ترش و بیشترین مقدار آن 

و مقایسه ) 2(و شکل ) 2(با توجه به جدول . مربوط به شیر بود
ا  در نمونه هpHتوان نتیجه گرفت که هر چه میزان داده ها می

در . یابدساکارید افزایش میتر باشد، مقدار تولید اگزوپلیپایین
هاي اسید لاکتیک در محیط اسیدي توانایی تولید واقع باکتري

ساکارید بیشتري دارند ولی در این مورد ماست ترش از اگزوپلی
ساکارید کند و در مورد هر دو نوع اگزوپلیاین اصل پیروي نمی

 قل مقدار تولیدي را به خود اختصاص دادهحدا) آزاد و باند شده(
 تا یک pHتوان این گونه بیان کرد که مقدار کاهش ذا میاست ل

ساکارید در ارتباط باشد و تواند با افزایش تولید اگزوپلیحدي می
مقدار برسد اثر عکس خواهد  2/4 به کمتر pHچنانچه مقدار 

. واهد شدساکارید خداشت بطوریکه موجب کاهش مقدار اگزوپلی
ها به روش توکی نتایج حاصل از آنالیزواریانس و مقایسه میانگین

نشان داد که اگزوپلی ساکاریدهاي باند شده در هر سه نمونه 
). >05/0p(ماست مورد مطالعه با هم تفاوت معنی دار داشت 

ساکاریدهاي آزاد در ماست ترش و شیر با هم اختلاف اگزوپلی
ساکاریدها در میزان اگزوپلی ولی) <05/0p(معنی دار نداشتند 

ماست تازه با شیر و ماست ترش اختلاف معنی داري از نظر 
مقادیر اگزوپلی ساکارید باند شده  .)>05/0p(آماري نشان داد 

هاي حاصل از شیر، ماست و ماست ترش به تولیدي توسط جدایه
- میلی 28/40 ± 24/0 و 51/47 ± 24/0، 26/65 ± 21/0ترتیب 

بر لیتر و مقادیر اگزوپلی ساکارید آزاد تولید شده توسط گرم 
 32/0هاي حاصل از شیر، ماست و ماست ترش به ترتیب جدایه

گرم بر لیتر میلی 68/105 ± 02/4 و 35/136 ± 24/0، 19/109 ±
در مطالعات سایر محققان مشخص شده است که شیر . بود

د تفاوت قابل ساکاریگوسفندي از لحاظ مقدار تولید اگزوپلی
نتایج بررسی هاي سایر . ]27[اي با سایر شیرها دارد ملاحظه

هاي مختلف ها و زیر گونهمحققان نشان داده است که گونه
ساکارید در محیط هاي اسید لاکتیک مقادیر متفاوتی از پلیباکتري

همچنین شرایط رشد از قبیل دما و زمان . کنندشیر تولید می
یبات مغذي محیط کشت، نسبت مایه تلقیح گرمخانه گذاري، ترک

ساکاریدهاي مترشحه و  محیط کشت بر بازده تولید اگزوپلیpHو 
ساکارید به همین دلیل مقادیر اگزوپلی. نوع ترکیب آن مؤثر است

 میلی گرم بر لیتر متغیر 400 تا 20جدا شده از محیط تخمیري از 
ید تولیدي ساکاردر این تحقیق محدوده اگزوپلی .]28و3[است 

 میلی گرم بر لیتر است که با نتایج آماتایاکول و 140 تا 40بین 
  .]9[ همکاران همخوانی داشت

  
Fig 2 Bonded and excreted exopolysaccharides produced in different samples 

(M: Sheep’s milk, Y: Sheep’s yogurt, SY:Sheep’s sour yoghurt) 
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   نتیجه گیري- 4
لبنـی  هاي اسید لاکتیک نقش مهمـی در غـذاهاي تخمیـري       باکتري
 جدیـد بـا     هـاي بـاکتري تلاش براي جداسازي و شناسـایی       . دارند

هـاي اسـید   بـاکتري خواص مطلوب بیـشتر، نـشان داده اسـت کـه         
در . کننـد می نقش مهمی ایفا     EPSدر میان تولید کنندگان     لاکتیک  

ساکارید میکروبی به عنوان استحکام دهنـده،       پلیصنایع غذایی اگزو  
-قوام دهنده، پایدار کننده یا امولسیفایر یا بافـت دهنـده بکـار مـی              

در افزایش بازار پسندي محصولات      با توجه به اهمیت بافت    . روند
لبنی از جمله ماست و هـم چنـین بـا توجـه بـه گـرایش مـصرف                   

هـاي  د بـاکتري  کنندگان به محصولات کاملاً طبیعی اهمیـت کـاربر        
-ساکارید بیش از پیش محرز می     اسید لاکتیک تولید کننده اگزوپلی    

هـاي   محـیط  در پژوهش حاضـر جهـت غربـالگري اولیـه از          . شود
- گونـه بـاکتري  7. فاده شدتاس جامد M17 و  جامد MRSکشت  

.  بودنـد  منفیهاي اسید لاکتیک جداسازي شده گرم مثبت، کاتالاز         
-تولیـدي توسـط جدایـه     و آزاد   د شده   مقادیر اگزوپلی ساکارید بان   

بـه ترتیـب   گوسـفندي   هاي حاصل از شیر، ماست و ماست تـرش    
ــی 28/40 ± 24/0 و 51/47 ± 24/0، 26/65 ± 21/0 ــر میل گــرم ب

 68/105 ± 02/4 و 35/136 ± 24/0، 19/109 ± 32/0و لیتـــــر  
-نتیجـه رشـد جدایـه    در pHهمچنین مقادیر  . گرم بر لیتر بود   میلی

ختلف با هـم تفـاوت داشـت کـه همگـی بـر مقـدار تولیـد              م هاي
نـشان   تحقیـق   نتایج حاصل از ایـن    . ساکارید تأثیر گذاشت  اگزوپلی

هاي اسید لاکتیک مزوفیل جدا شده از شیر و ماسـت   که باکتري داد
ساکارید برخوردار  گوسفندي از پتانسیل بالایی براي تولید اگزوپلی      

 عمومی در رابطـه بـا افـزایش     به طور کلی علی رغم دیدگاه     .بودند
ماده خشک غیر چرب شیر و چربی براي کاهش آب اندازي، تـأثیر     

از لحـاظ  . ساکاریدها در این زمینه بسیار حائز اهمیت است    اگزوپلی
سـاکارید  توان از استارترهاي تولیـد کننـده اگزوپلـی        صنعتی نیز می  

براي تولید ماست با ماده خشک کـم و ماسـت کـم چـرب کـه از                 
  .ظ اقتصادي مقرون به صرفه است، استفاده کردلحا
 

  تشکر و قدردانی -5
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Dairy products can be a rich source of diverse lactic acid bacteria (LAB) with high functional properties, 
such as exopolysaccharide (EPS) production. EPS are high molecular weight polymers that are composed 
of sugar units and are secreted by microorganisms into the surrounding environment. Produced EPS can 
be used as an additive by a health effect and texturing properties. In this study, exopolysaccharide 
producing LAB (ropy and mucoid colonies) were isolated and identified from raw sheep milk and sheep 
yogurt that made in rural areas of Urmia. For this purpose, lactic acid bacteria cultured on MRS agar and 
M17 agar media and then isolated on the basis of the ability to produce exopolysaccharides to study the 
diversity of species by phenotypic methods (Gram stain, biochemical and physiological tests) and then 
identified by polymerase chain reaction (PCR). The 4 strains of LAB isolated were Gram-positive as well 
as catalase negative and were able to produce large amounts of EPS. The amounts of bonded and 
abandoned exopolysaccharides which measured by phenol/sulfuric acid method, were 40.28±0.2 to 
65.26±0.47 mg/L and 105.68±3.2 to 136.35±0.2 mg/L, respectively. Sheep yogurt which manufactured 
traditionally in West Azerbaijan province, contained exopolysaccharide producing strains that can have 
the potential to use in the dairy industry. 
 
Keywords: Exopolysaccharide, Lactic acid bacteria, Sheep dairy products, Polymerase chain reaction. 
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