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ای شدن  ر ژلهد آن پروتئومیکی - و تحلیل مولکولی از شیرخام  Pseudomonas protegens  شناسایی و جداسازی

 استریل چرخ شیر پس 

 5، ، مجید مقدم4، علی مویدی2، علیرضا صادقی ماهونک3، سودابه رستمی2، مرتضی خُمیری1میثم صالحی سیچانی

 ایران -بیوتکنولوژی غذایی دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان  -دانشجوی دکتری رشته علوم و صنایع غذایی  -1

 ایران - استاد گروه علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان -2

 ایران  -های عفونی و گرمسیری دانشگاه علوم پزشکی اصفهاناستادیار مرکز تحقیقات بیماری  -3

 ایران -دانشیار گروه علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان -4

 ایران -استاد گروه شیمی، دانشگاه اصفهان -5

 دهیچک اطلاعات مقاله                        

 مقاله :   یخ هایتار

 23/09/1404افت: یخ دریتار

 29/10/1404تاریخ داوری: 

 19/11/1404رش: یخ پذیتار

را با  استریل شده با اتوکلاو  ای شدن شیر  و عملکردی ژله   های مولکولی مکانیزم   ،مطالعه حاضر

های سایکروتروف بررسی کرد.  سایر گونه  و   Pseudomonas protegens  بر فعالیتتمرکز  

دامداری آوریشیر خام جمع  از  نظر حضور گونه شده  از  اصفهان   Pseudomonasهای  های 

 PCR برای تحلیل دقیق انتخاب گردید. نتایج P. protegens KSM1 غربالگری شد و سویه  

نیز تنها   ORF باز نیست و تحلیلجفت  8۹0با اندازه   AprXای حامل ژن نشان داد هیچ ایزوله 

 -RAPD ایزوله با  30باز را تأیید کرد. تنوع ژنتیکی  جفت  171تر از  های کوتاه ORF وجود

PCR    و پرایمر XD5 دستبه   ٪43و واگرایی تا    1/ 00تا   7۹/0 ارزیابی شد و ضریب شباهت 

 .P. protegens  ،Pاما  در یک خوشه منسجم قرار گرفت،   P. aeruginosa  کهطوری به   آمد؛

koreensis  ،P. putida    و  P. fluorescens  های جداگانه توزیع شدند. بررسیدر شاخه 

SDS-PAGE وجود  شده تخریب شدید کازئین را تجربه کردند و  های تلقیحنمونه  ،نشان داد

شاخص   است  کیلودالتن،  ۵0–4۵باند  باکتریایی  پروتئاز  آلکالین  فعالیت  میزان   .بیانگر 

   افزایش یافت  10تا    3ویژه بین روزهای  به داری  طور معنی شده به های تلقیحپروتئولیز در نمونه 

(p≤0.05)  . نمونه که  حالی  داده در  این  داشتند.  اندکی  تغییرات  شاهد  می های  نشان  دهد  ها 

 .Pها،  پروتئازهای باکتریایی عامل اصلی تخریب پروتئین طی نگهداری هستند. در میان ایزوله 

protegens KSM1   های فساد پروتئینی و توسعه راهبردهای  مدل مناسبی برای مطالعه مکانیسم

 .شودای شدن شیر فرادما محسوب می پیشگیری از ژله 

 : ی دیکلمات کل

 ،دمافراشیر 
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 شدن، ای ژله
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 ه مقدم-1

قابل فرادما فرآیندحرارتی افزایش  هدف  مفید با  عمر  توجه 

بسیار    ی حرارتفرآیند  و شامل اعمال   ،شیر طراحی شده است 

از  مبالا بیش  سانتی  135عمولاً  ثانیه  ،گراددرجه  چند    ، برای 

  و   رویشی  هایمیکروارگانیسم  کردن  غیرفعال  جهت

  با   .  [1]  شوند  فساد  به  منجر  توانندمی  که  است   اسپورهایی

این   پدیدهفرآیندوجود  برخی  شدید،  فساد  حرارتی  های 

ای  ویژه ژلهکشند، بههمچنان ثبات محصول را به چالش می

دهد و اغلب رخ می   ،نگهداری  ی زمانشدن پروتئین که در ط

« عنوان  شناخته  Age gelationبه  ای لهژ  (.[2]  شودمی« 

ها است و تحت  شدن  عمدتاً ناشی از تجزیه آنزیمی کازئین

های  مانده از باکتریپروتئولیتیک باقیهای  آنزیم  تأثیر فعالیت  

 فرادما فرآیندتوانند قبل یا بعد از  که می  است،  سایکروتروف

باشند رو،  ا  .[3]  فعال  این  سایکروتروف گونهز     های 

Pseudomonas  ویژه اهمیت  برخوردارنداز  که   ،ای 

توانند شیر  می،  ایتوانایی رشد در دماهای سردخانه  بواسطه

این   .[4]کنند    فاسد  ،ونقلحین حملیا در  خام را در مزرعه،  

سلولی مقاوم به حرارت ترشح  ها پروتئازهای خارجباکتری

آن  ،کنندمی از  تا حد زیادی   فرادمافرآیند   هاکه بسیاری  را 

شده توسط  های پروتئولیتیک ترشحآنزیم .  [5]  کنندمیتحمل  

Pseudomonas spp.   ها شامل دتاً کازئینعم α-  ،β- و 

κ-هاآندهند و منجر به هیدرولیز  کازئین را هدف قرار می 

ناپایدار    وشوند  می را  کازئین  میسل    لذا   ،کنندمیساختار 

دهد و در نهایت تشکیل ژل  پایداری کلوئیدی را کاهش می

زمان   طول  در  میرا  متنوع  گونه.  [6]کندتسهیل  های 

Pseudomonas  دلیل تولید پروتئازهای نوع سرالیزین،    ،به

توسط ژن گرفته    ،شودکد می،  AprX  که  قرار  توجه  مورد 

به    AprXاست؛   وابسته  متالوپروتئازهای  خانواده  به  متعلق 

است  و  برای   .روی  میکروبی  ژنتیک  بین  ارتباط  بررسی 

تکنیک محققان  فساد،  عملکردی  تپیامدهای  یپینگ  اهای 

 کنندمیهای فعالیت پروتئولیتیک ترکیب  مولکولی را با آزمون

[7]. RAPD-PCR   بین ژنتیکی  تنوع  ارزیابی  برای 

های  روفایلقادر است پشود و  های شیر خام استفاده میایزوله

را بدون نیاز به اطلاعات قبلی از ژنوم   DNA فردمنحصربه

داده.  [8]  کندایجاد فساد  ارتباط  با  مولکولی   ،مشهودهای 

شیر   در  پروتئولیز  مستقیم  ارزیابی  -SDS است.مستلزم 

PAGE  تجزیه الگوهای  مشاهده  برای  اعتماد  قابل  روشی 

های شیر را بر اساس وزن مولکولی که پروتئین  ،پروتئین است 

می جدا  دناتوره  شرایط  شکستن  در  شناسایی  امکان  و  کند 

کازئین و تشکیل پپتیدهای کوچکتر در طول زمان را فراهم 

شیر  SDS-PAGE هایپروفایلمقایسه    .[9]  سازدمی

ایزولهتلقیح با  ا ب  ، Pseudomonas  مشخص  هایشده 

تلقیحنمونه کنترل  آزمایشهای  انجام  و  های  نشده 

پروتئولیتیک  ذخیره قدرت  هم  مختلف،  دماهای  در  سازی 

های خاص و هم تأثیر عوامل محیطی بر سینتیک فساد  سویه

ارزیابی   فعالیت    نگهداری،  بالاتر  دماهای  .  [10]  کندمیرا 

  گذاری،   کنند، در حالی که سردخانهپروتئازها را تسریع می

می کند  را  میکروبی  اما  متابولیسم  پروتئازهای  فعالیت  کند 

متوقف   را  حرارت  به  این .  [11]  کندنمیمقاوم  ادغام 

ای شدن  درک مکانیزم ژله   ،رویکردهای مولکولی و عملکردی 

فراهم می فرادما در شیر باکتریرا  کلیدی  نقش  های  کند و 

برجسته   را  فرآیند  حین  یا  قبل  آلودگی  در  سایکروتروف 

این رویکرد جامعر  د(.  6)سازدمی پیچیدگی فساد    ،نهایت، 

از  دهد: در حالی که فرآیندرا نشان می فرادما فرآیند  پس 

باکتری ،فرادما میاکثر  را  زنده  پروتئازهای های  کشد، 

می مفید باکتریایی  عمر  بنابراین،  بمانند.  باقی  فعال  توانند 

محصول تنها به بقای میکروبی وابسته نیست، بلکه به ثبات  

پروتئین آنزیم مولکولی  حضور  در  شیر  به های  مقاوم  های 

، و  RAPD-PCR ترکیب .  [12]  بستگی داردحرارت نیز  

هدفمند   پروتئولیز   AprXبررسی  تحلیل  -SDS با  و 

PAGE   ارتباط برای  فنوتیپ    بین  چارچوبی  با  ژنوتیپ 

بنیادی در مورد اکولوژی    شواهد  ضمن اینکه  کند  ایجاد می

مزایای    بنابراین  و  کند  ارائه میهای لبنی  میکروبی در سیستم

   .[13]  ردآوعملی برای کنترل کیفیت صنعتی شیر فراهم می

پایداری آنزیم، ژنتیک میکروبی و    درک این رویکرد اهمیت  

بینی فساد پس از شیمی پروتئین را به منظور مدیریت و پیش

و    ییمطالعه، شناسا  نیهدف از ا.  سازدفرآوری برجسته می

 Pseudomonas جنس  کیتیپروتئول  یهاگونه  یجداساز
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 ،یمولکول  یهاها با روشآن  یکیتنوع ژنت  یخام، بررس  ریاز ش

ارز پروتئازها  ی ابیو  سو   دشدهیتول  ی نقش   یهیتوسط 

Pseudomonas protegens KSM1    شدن   یادر ژله

 .ودب  ینگهدار یدوره یفرادما ط ریش

 هامواد و روش - 2

 های تشخیصی فنوتیپیو آزمون برداری شیرنمونه  1 – 2

 های شیر خامسازی نمونهآوری و آمادهجمع 1 -1 – 2

از دامداری  نمونه  30  مجموعاً های استان اصفهان  شیر خام 

جمع ماه  هشت  شرایط  وآوری  طی  درجه    4  دماییتحت 

آزمایشگاه منتقل شدند  سانتیگراد، آنالیز میکروبی،   .به  برای 

با  نمونه سریالیها  روش  از  رینگر  استفاده  محلول   در 

(Merck, Darmstadt, Germany)   تا شدند،    رقیق  

برای   و  شرایط  پروتئولیتیکگونه  شناساییجداسازی    های 

Pseudomonas   .مهیا شود 

 آنالیز میکروبی های شناسایی فنوتیپی  آزمون  2- 1 -2

 Cetrimide رویبر های رقیق شده نمونه

Agar(ibresco spain)   به روش گسترده، کشت داده

به مدت حداکثر   درجه سانتیگراد، 10و  4و در دمای  شد،

پنج روز انکوبه شدند. دو کلنی متمایز از هر پلیت انتخاب  

درصد خون گوسفندی به  5برروی بلاد آگار حاوی شده، 

و آمیزی گرم، و سپس با رنگصورت خطی کشت داده شد 

تا  مورد بررسی قرار گرفتند،بیوشیمیایی  هایآزمون

 .[14]شوند اولیه أیید، ت Pseudomonas هایگونه

ژنتیکی  وننه   2  –  2 پروفناینل    هنای شنننناسنننایی و 

Pseudomonas 

بر اساس   که های باکتریاییایزوله ،مرحله در این

عنوان به های اولیهآزمون های فنوتیپیویژگی

Pseudomonas شخیص داده شده بودند، برای تأیید  ، ت

شناسایی و بررسی خصوصیات ژنتیکی، مورد آنالیز  

 .  دمولکولی قرار گرفتن

 بررسی فعالیت پروتئولیتیک  1 -2 – 2

پروتئولیتیاک   ردیاابی ژن  فعاالیات  انجاام   AprXاز طریق 

 sm2F (AAA TCGپرایمر   2 گرفت و بدین منظور از

ATA GCT TCA GCC AT)    وsm2R (TTG 

AGG TTG ATC TTC TGG TT)  د. گردی  اساتفاده

  میکرولیتر   12/ 5شامل   میکرولیتر ، 25واکنش در حجم نهایی

ماقاادارMaster Mix (Amplicon)از     مایاکارولایاتار5، 

DNA   میکرولیتر    6 از هر پرایمر و    میکرولیتر  0/ 75،  الگو

انجام گردید. برنامه چرخه حرارتی به صااورت    دیونیزهآب 

 3گراد به مدت درجه ساانتی ۹4دناتوراسایون اولیه در دمای  

 ۹4 در دمای  دناتوراساایون  چرخه شااامل 35دقیقه، سااپس 

اتصال پرایمرها در دمای  ثانیه، 45گراد به مدت درجه ساانتی

 72 دردمای  تکثیر ثانیه و 45گراد به مدت درجه سااانتی 55

دقیقه و در نهایت یک مرحله   1گراد به مدت  درجه ساااانتی

دقیقه   10گراد به مدت  درجه سانتی  72در دمای  نهایی  تکثیر

روی ژل    8۹0𝑏𝑝با اندازه تقریبی   PCRبود. محصااولات  

الکتروفورز و باا اساااتفااده از سااایساااتم    درصاااد  1آگاارز  

Uvidoc GAS9500 [4] جهت شاناساایی، منتقل شدند  .

، از آب دیونیزه  PCR منظور اطمیناان از صاااحات واکنشه

الگواساتفاده شاد.  DNA بدونکنترل منفیعنوان  اساتریل به

در این مطاالعاه کنترل مثبات در دساااترس نبود، باا این حاال 

اختصاااصاای بودن واکنش با مشاااهده باندی با اندازه مورد 

هاای مثبات و عادم جفات بااز( در نموناه  8۹0انتظاار )حادود  

 .مشاهده هرگونه باند در کنترل منفی تأیید گردید

  𝟏𝟔𝑺 𝒓𝑹𝑵𝑨 یابی ژنتکثیر و توالی   2 –2 – 2 

شامل یک دناتوراسیون اولیه   PCR شرایط حرارتی واکنش

سیکل    35دقیقه، سپس    3گراد به مدت  درجه سانتی  ۹4در  

ثانیه،    45گراد به مدت  درجه سانتی  ۹4شامل دناتوراسیون در  

در   پرایمر  به مدت  درجه سانتی  57اتصال  ثانیه و    45گراد 
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بود، و در    1گراد به مدت  درجه سانتی  72تکثیر در   دقیقه 

در   نهایی  تکثیر  به  درجه سانتی  72نهایت یک مرحله  گراد 

 27Fدقیقه انجام شد. در این واکنش از دو پرایمر    10مدت  

(TCAGCTCGTGTCGTGAGAT)    1492وR 

(CGATCCGAACTGAGAACAG)    ستفاده  ا

محصولات پیش pcr گردید.  پرایمر  از  استفاده  در با  رو 

یابی  توالی   SeqStudio Genetic Analyzer دستگاه

گونه شناسایی  برای  و  بر  ،  Pseudomonasهای  شدند 

همترازی      NCBIپایگاه داده های  بانک ژن   اساس اطلاعات

های موجود در این با توالی   های نوکلئوتیدی حاصلتوالی

 [15]. دشدنمقایسه  پایگاه

و تحلیل  RAPD-PCR پروفایل ژنتیکی با  3 -2 -2

 ایخوشه

RAPD-PCR   پارایامار  XD5 (5'-CTG GCG بااا 

GCT G-3') واکاااناااش  12/ 5  شاااااامااال  در 

 ,MasterMix(Ampliqon, Odenseماایااکاارولاایااتاار

Denmark)  ،5 /1 میکرولیتر 5 ،پرایمر میکرولیترDNA    و

انجاام شاااد. برنااماه حرارتی   ،آب بادون نوکلئااز میکرولیتر 6

به  درجه سااانتیگراد ۹4 دناتوراساایون اولیه در دمای   شااامل

به  درجه سااانتیگراد ۹4  ل شااامل  ساایک 45دقیقه،  5مدت 

درجاه   55  اتصااااال آغاازگرهاا در دماایثاانیاه،  45مادت  

درجاه  72  دردماای  تکثیر،  دقیقاه  1باه مادت    ساااانتیگراد

 نهاایی دردماای تکثیردقیقاه و مرحلاه   1باه مادت ساااانتیگرا د 

. محصاولات  انجام شاد دقیقه 5به مدت    درجه ساانتیگراد 72

 Safe  درصااااد  0/ 8  حااوی  درصااااد  1روی ژل آگاارز  

Stain(Yekta Tajhiz Azma)   ۹0به مدت  ولت  80در 

در باااناادهااا  الاگاوهااای  شاااادنااد.  الاکاتاروفاورز   دقایاقااه 

BioNumerics 6.5    نرم   هاا بااو شااابااهات   گردیاد،  ثبات

نرم    و درخت فیلوژنتیک بابررسای شاد   ClusterVisافزار  

 .[16] ترسیم گردید GelQuestافزار  

 های شیر پروتئین  SDS PAGEآنالیز الگوی   3 – 2

توانایی   بررسی  آنزیمبرای  توسط  های  تولید  پروتئولتیکی 

حاصل از شیرخام و مقاومت    Pseudomonasهای ایزوله

بدون   شیر  یهانمونهها در برابر فرایند حرارتی، ابتدا  این آنزیم 

درجه سانتیگراد    110دقیقه در دمای  10اسکیم به مدت    چربی

ایزوله   از  سوسپانسیونی  با  سپس  شدند،  داده  حرارت 

 Pseudomonas     با تراکم سلولی نهاییCFU/ml  810   ،

شدت نمونهلقیح  ایزوله ند.  با  شده  تلقیح  های 

Pseudomonads      ،نمونه های    و  شده  های تلقیحنمونه

درجه  25  و  10،  4ساعت در دمای    24   بدون تلقیح  کنترل

، 3سپس در دمای اتاق به مدت  ند.  نگهداری شد سانتیگراد،

از هر   میکرولیتر  50.  گرمخانه گذاری شدندروز    10یا    7

به سپس    ،شد، مخلوط  بافر بارگزاری با    1:1نمونه با نسبت  

  حرارت داده   درجه سانتیگراد ۹5در در دمای دقیقه  5مدت 

مورد استفاده  سرعت سرد و برای الکتروفورز  به  ها،  نمونه  شد.

گرفتند رو قرار  بر  الکتروفورز   یدآم  آکریل یپل  یهاژل  ی. 

انباشته   )ژل  جداساز    4دوطرفه  ژل  و  درصد(    12درصد 

ژل روی    ولت    80ابتدا در ولتاژ ثابت  ها  ، نمونه   .شد انجام

ژل جداساز   ولت روی   150تا     120  در ولتاژ  انباشته و سپس

مدت   شدند.    ۹0تا    60به  الکتروفورز  اتمام  دقیقه  از  پس 

 Coomassie Brilliant Blueها با رنگ  الکتروفورز ژل

R-250     10و  متانول  درصد   40  محلول  بارنگ آمیزی  و  

استفاده    با  هاژل   د. تصاویردن زدایی شاستیک اسید رنگ  درصد

شدت    شد  ثبت  Uvidoc GAS9500 سیستم  از و 

وزن قطعات کم  همچنین و کازئین  --κ و -αs-, β باندهای

نرم با  . آنالیز گردید  Gel Analyser 23.1 افزارمولکولی 

به  هادادهنهایتا،   مربوط    نگهداری   10و    7،  3روزهای  ی 

به دنبال آن با  و  (  ANOVA)  طرفهیک استفاده از آنالیز  با

 ,17]  دشدن  تجزیه و تحلیل  ،  Tukeyیا    LSDهایآزمون

18]. 

 افزارهای مورد استفادهتحلیل آماری و نرم   4 – 2

تجزیه دادهبرای  باندهای  وتحلیل  شدت  از  حاصل  های 

آزمون در  توصیفی  ،   SDS-PAGE پروتئینی  آمار  ابتدا 
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  .شامل میانگین، انحراف معیار، حداقل و حداکثر محاسبه شد

اثر زمان نگهداری )روزهای   ( بر  10و    7  ، 3جهت بررسی 

پروتئین تخریب  نمونه  میزان  شده  هایدر  تلقیح  و    تلقیح 

یک  نشده، واریانس  تحلیل  گردید طرفهاز  .  استفاده 

 Tukey HSD و   LSD هایهای زوجی با آزمونمقایسه

آزمونبه تعقیبیعنوان  متفاوت  تا گروه  ،انجام شد های  های 

شوند بین   .مشخص  فیلوژنتیک  روابط  بررسی  برای 

ازاز خروجی،   Pseudomonas هایایزوله  های حاصل 

RAPD-PCR شد نرم    .استفاده  در  ژل   افزارباندهای 

BioNumerics (version 6.5, Applied Maths, 

Belgium) ،  سپس ماتریس تشابه با    .و تحلیل شدند  ثبت

بندی با  خوشه  .گردید  محاسبه Jaccard استفاده از شاخص

نرم Neighbor-Joining (NJ) روش  افزاردر 

ClusterVis و GelQuest      ،گرفت بررسی  صورت 

 SDS-PAGE باندهای پروتئینی در تصاویرو شدت    اندازه

 Gel  و   Uvidoc GAS9500 رهای  افزانرماز  

analyser23.1    های آماری عددی بر  تحلیل.  شد  استفاده

داده کمیروی  نرم  های   SPSS Statistics  افزاربا 

( 𝐼𝐵𝑀 𝐶𝑜𝑟𝑝. 𝑈𝑆𝐴)     و سطح   ،گردیدانجام    26ویرایش

 .در نظر گرفته شد (p ≤ 0.05) ها معناداری در تمامی آزمون

 نتایج و بحث -3

در   Pseudomonasهای شننناسننایی  ونه  1  – 3

 های بیوشیمیایی و مولکولیشیرخام، به روش

ها در  با توجه به پراکنش وسیع و توان بالای رشد این باکتری

ها نقش مهمی  ای، شناسایی سریع و دقیق آنشرایط سردخانه

های لبنی دارد. در  در کنترل فساد و تضمین کیفیت فرآورده

اختصاصی  محیط  از  استفاده  جداسازی،  مرحله 

Cetrimide agar باکتری از  بسیاری  های  موجب حذف 

ایزوله خلوص  افزایش  و  روش  غیرسودوموناس  و  شد  ها 

های منفرد را فراهم کرد.  کشت گسترده امکان تفکیک کلنی

خالصکلنی مجموعهسازیهای  تحت  سپس  از شده  ای 

آزمونآزمون این  نتایج  گرفتند.  قرار  بیوشیمیایی  با  های  ها 

جنس   استاندارد  کامل   Pseudomonas الگوی  مطابقت 

آزمون   مثبت داشت؛  مثبت و    اکسیداز  این    کاتالاز  توانایی 

ها در متابولیسم کاملاً هوازی را نشان داد. در محیط باکتری

TSI   قلیایی/قلیاییها  واکنش ایزوله (K/K)  بدون تولید گاز

 نتایج.  دهنده عدم تخمیر قندهاست بود که نشان H₂S فاقدو  

TSI و محیط OF Hugh–Leifson ها نشان داد که ایزوله

فاقد مسیرهای تخمیری بوده و انرژی خود را از مسیرهای  

تأمین می تمامی    سیتراتآزمون    .کنندکاملاً اکسیداتیو  برای 

به    منفیز  نی   VPو   MRهای  بود و آزمون  مثبت ها  ایزوله

با متابولیسم غیرتخمیری و اکسیداتیو   آمد که همگی  دست 

آمیزی گرم وجود  ها سازگار است. همچنین رنگسودوموناس

منفی باریک را نشان داد که با ساختار دیواره  های گرمباسیل

بر    .[19,20]دارد  مطابقت     Pseudomonasسلولی  

های فنوتیپی و بیوشیمیایی، از  اساس مشابهت کامل ویژگی

خام،    30میان   شیر  از  تأیید    ایزوله 11ایزوله حاصل  برای 

یابی شدند که نتایج آن در جدول  مولکولی انتخاب و توالی

 10 های رشد یافته در دمای ارائه شده است. تعداد ایزوله 1

بیشتر بود که    گراددرجه سانتی 4  نسبت به  گراد درجه سانتی

تر را در رشد سریع   Pseudomonasاین امر توانایی بالای  

دهد و اهمیت ای نشان میدر دماهای بالاتر محدوده سردخانه

سازد. در کنترل دقیق دمای نگهداری شیر خام را برجسته می

ژن   تکثیر  مولکولی،  تولید     16S rRNAمرحله  به  منجر 

یابی و  باز شد. توالیجفت  1500محصولاتی با اندازه تقریبی 

ای دقیق را فراهم  ترازسازی این ژن امکان شناسایی گونههم 

کرد و مواردی که از نظر بیوشیمیایی ابهام داشتند با این روش  

داده تلفیق  شدند.  بهتأیید  ژنوتیپی  و  فنوتیپی  طور های 

چشمگیری دقت و قابلیت تفکیک شناسایی را افزایش داد. 

بخش توالی،  تعیین  بررسی  ژن  در  از    16S rRNAهایی 

سویه   به  -Pseudomonas protegens CM مربوط 

YJ10_15-44 نتایج هم و  بیشترین تحلیل شد  ترازسازی 

گونه با  را   .Pویژه  به   Pseudomonasهای  شباهت 

protegens  طوری که داد؛ به نشانE- 
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 value به دست آمد.    درصد   ۹7  حدود  میزان همپوشانیو    صفر

و همچنین برخی  16S rRNAهای  ها شامل توالی ترازی این هم 

های کل ژنوم بودند. بنابراین، توالی مورد بررسی به احتمال  توالی 

های بسیار نزدیک  یا گونهP. protegens KSM1   ونهزیاد به  

یکی    1با توجه به نتایج ارائه شده در جدول  .به آن تعلق دارد

درجه سانتیگراد    10هایی که در این پژوهش در دمای  از گونه

  Pseudomonas protegens   جداسازی شداز شیر خام  
توالی مورد بررسی 1ود که بر اساس اطلاعات جدول  ب  ،

و      CM-YJ10_15-44با دو سویه       16S rRNA ژن  

H78  صد همترازی داشته است. در ۹7به میزان 

 

Table 1.  Pseudomonas isolates recovered from raw milk and species identification results based on               

16S rRNA gene sequencing 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1Because the portion of the sequence did not match the reference data effectively; it was not possible to provide the amount of overlap 
 

 های شیرخامدر ایزوله AprXبررسی حضور ژن   2 – 3

بر  مبتنی  روش  از  مطالعه  این  بررسی   PCR در    30برای 

پروتئازهای  ،     Pseudomonasایزوله   شناسایی  جهت 

 قلیایی با هدف

 Species Strain Query 

cover 

(%) 

Sample 

Source 

(NCBI) 

 Gene 

Accession 

Number 

1 P. 

moravensis 

KR3M-28 97 Agricultural 

soil 

 MN752870.1 

2 P. putida M7 97 MTB-

contaminated 

soil 

 KF358270.1 

3 P. protegens H78 99 Canola 

rhizosphere 

soil 

 CP013184.1 

4 P. koreensis N2 97 Rhizosphere  MN527329.1 

5 P. protegens CM-

YJ10_15-

44 

97 Sterilized 

Dendrobium 

 MZ674076.1 

6 P. 

aeruginosa 

AO_15 97 Oil-

contaminated 

soil 

 KX760140.1 

7 P. 

aeruginosa 

NBRAJG90 100 Water  EU734822.1 

8 Pseudomonas 

sp. 

S6-238 96 Plant tissue  JQ660196.1 

9 P. 

fluorescens 

16s 97 Seawater  EU543578.1 

10 Pseudomonas 

sp. 

KLEPS3 -1 Plant tissue  JQ910871.1 

11 Pseudomonas 

sp. 

1_29 - Chemical 

fertilizers 

 MH475338.1 
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ها اما هیچ یک از ایزوله  .استفاده شد  AprX شناسایی ژن  

، به منظور بررسی  را نشان ندادند   8۹0𝑏𝑝  مورد انتظار  باند

توالی   تر  به ژن    PCRمحصول  دقیق  مربوط 

Pseudomonas protegens ksm1   را با استفاده از نرم

مورد تحلیل    8/ 5  نسخه    CLC genomic benchافزار  

نظر   گرفت  ORFاز  در جدول    قرار  شده    ،  2نتایج  ارائه 

شناسی مولکولی، کدون آغازین برای شروع  در زیست . است 

بیان   کدون صحیح،  است و حضور  پروتئین ضروری  سنتز 

برای  .  [3]  کندمی درست پروتئین رمزگذاری شده را تضمین  

گونه معمولاPseudomonasًهای  اکثر  آغازین  کدون   ، 

ATG می مشخص  را  ترجمه  شروع  که  این  است  با  کند؛ 

سویه برخی  کدونحال،  از  است  ممکن  آغازین ها  های 

مانند به   TTG یا GTG جایگزین  منجر  که  کنند  استفاده 

 در این مطالعه شناسایی ژن.    [9]شود  میوارد شدن متیونین  

AprX در P. protegens KSM1 با استفاده از تحلیل 

ORF  بررسی شد اما هیچ توالی کامل و سالمی از این ژن

دهد نشان می   ،2جدولیافت نشد.     8۹0𝑏𝑝به طول تقریبی  

های کوتاه  ORF بررسی شده تنها شامل   DNA که قطعه

طولانی  ،است  پیشو  مناطق  شده  ترین  و    171𝑏𝑝بینی 

111𝑏𝑝  و چندین از     ORF بودند  کمتر   100bpدیگر 

ها  در این داده AprX دهد کهنشان می  2  جدول.  طول داشتند

نتیجه   این  برای  احتمالی  دلیل  چند  است.  نشده  شناسایی 

 قطعه توالی مورد بررسی ممکن است اصلاً ژن  .وجود دارد

AprX   را شامل نشده باشد زیرا این ژن در نواحی خاصی از

قرار دارد و ممکن است در قطعه  Pseudomonas ژنوم

داده باشد،  نداشته  وجود  است  انتخابی  ممکن  توالی  های 

ناقص یا بریده شده باشند و بازیابی ژن کامل را ممکن نکنند 

چند عوض  در  خطاهای  ،  کوتاه     ORF   و  شود،  تولید 

جملهتوالی از  مونتاژ  یا  کدون frameshift 1یابی  های  یا 

 ORF توانند یک ژن پیوسته را به چندتوقف زودرس می

کنندکوچک   این مورد تشخیص    اما  .  [21,22]  تقسیم  در 

دهد که ژن احتمالاً های کوچک نشان میORF مداوم تنها

توزیع   در مجموع هم  ندارد.  بررسی وجود  مورد  ناحیه  در 

است(    ORF  تصویری نشده  داده  جدول  )نشان  هم  و 

 برای  𝑏𝑝 8۹0کنند که هیچ توالی کدکننده تأیید می ،  هاداده

AprX در این قطعه DNA وجود ندارد. 

 

Table 2.  Distribution and characteristics of predicted genes in the sequence: position, length, and start codon 

Sequence 

ID 

 Start 

Codon 

Strand Length 

(bp) 

End (bp) Start (bp) 

Group 1  AGA + 99 99 1 

  ATG + 27 261 235 

  ATG + 93 438 346 

  ATG + 6 579 574 

  ATG + 27 816 790 

  ATG + 18 972 955 

  ATG + 78 1050 973 

Group 2  GAG + 12 13 2 

  ATG + 33 124 92 

  ATG + 24 223 200 

  ATG + 87 361 275 

  ATG + 96 763 668 

  ATG + 39 949 911 

Group 3  AGG + 33 35 3 

  ATG + 15 383 369 

  ATG + 90 719 630 

 

 جهش تغییر چارچوب  1
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  ATG + 9 890 882 

  ATG + 63 1049 987 

  AAC – 6 1050 1045 

  ATG – 72 912 841 

  ACT – 171 1049 879 

  ATG – 18 608 591 

  ATG – 12 152 141 

  CTA – 111 1048 938 

  ATG – 9 841 833 

Sequence 1 (Group 1) corresponds to the first region of the studied genome and includes several putative genes 

on the positive strand. 

Sequence 2 (Group 2) represents the middle region of the genome, in which several short ORFs were identified 

on the positive strand. 

Sequence 3 (Group 3) covers the terminal region of the genome and contains predicted genes on both the 

positive and negative strands, some of which have atypical start codons. Each of these sequences contains 

multiple putative open reading frames (ORFs), identified through gene prediction analysis using CLC Genomics 

Workbench version 8.5 (QIAGEN). 

 

بررسی تنوع ژنتیکی و روابط فیلوژنتیکی    3 – 3

با استفاده  Pseudomonas های باکتریایی جنسایزوله

 RAPD PCR از روش

رواباط  و  ژناتایاکای  تاناوع  باررسااای  بارای  پاژوهاش  ایان  در 

هااای   ایازولااه  مایااان  جاناس    باااکاتاریااایایفایالاوژناتایاکای 

Pseudomonas    از دو روش مکمالRAPD PCR   و

محصاولات مربوط  اساتفاده شاد.  16srRNAتوالی یابی ژن 

  درصاااد 1روی ژل آگاارز ایزولاه بر  RAPD PCR 30باه 

 ۹0به مدت  ولت  80در    رنگ آشاکارسااز  درصاد  0/ 8  حاوی

با توجه  است.   نشان داده شده 1شکل   در  دقیقه الکتروفورز

و  1ها و اطلاعات جدول به داده های همتراز شاده توالی ژن

ی الگوی قطعات ژنی روی هاو شاباهت نیز تحلیل توالی ها 

، 10و  ۹نشاااان داد کاه لاین    ClusterVisنرم افزار   باا  ژل

بااه   لاین    P.putidaمتعلق   ، اساااات  و   15،17،18بوده 

 ، P.aeruginosaاساات.    P.fluorescenceمتعلق به 1۹

 .Pرا باه خود اختصااااص داده اسااات .    6و    4لاین هاای  

moravensis  13و  12لایان،  P.koreensis    و   7لایان

Pseudomonsa sp  بارداشااااتااه   20و     3لایان در  را 

 درخات فیلوژنتیکی مبتنی بر الگوهاای(.   2اسااات)شاااکال

RAPD 43تاا    0/ ۹  دامناههاا را در  اختلاف ژنتیکی ایزولاه 

تر بیانگر شاباهت ژنتیکی که مقادیر پایینطوریبه، نشاان داد

ی واگرایی تکااملی قاابال  دهنادهزیااد و مقاادیر باالاتر نشاااان

ی  در یک خوشه   P. aeruginosaهای  توجه بودند. ایزوله

متراکم قرار گرفتناد کاه معرف قرابات ژنتیکی باالا و احتماال  

 .Pمحیطی مشاترک اسات. در مقابل،  منشاأ یا شارایط زیسات 

putida    وP. fluorescens هایی مجزا و با  شاااخه ، در

ی  های ژنتیکی بالا از گروه مذکور تفکیک شدند. گونهفاصله

لایاان     P. protegens  4لایاان    .P  7لایاان  و  6و 

koreensis   ی مشاترک قرار گرفتند که در یک زیرخوشاه

پوشاااانی عملکرد  بیاانگر قرابات فیلوژنتیکی و احتماال هم

 12)لاین  P. moraviensisکه  در حالی  .متابولیکی اساات 

ای مساتقل با بیشاترین تمایز ژنتیکی مشااهده در شااخه،  (13و

 30شااده برای  ماتریس شااباهت محاساابه   .(3)شااکلگردید

را نشاااان داد که معرف  1.00تا  0.7۹  و ایزوله، ضااارایب بین

گونی تااکساااونومیکی باالا در میاان جمعیات مورد مطاالعاه  هم

توان  RAPD اند کهمطالعات مختلف نشاااان داده.  اسااات 

  P. aeruginosaهاای مختلف  تفکیاک باالایی میاان ایزولاه

تواند به عنوان شاااخصاای برای شااناسااایی تنوع  دارد و می

ژنتیکی و اپیدمیولوژیک مورد استفاده قرار گیرد. در پژوهش 

Campell ( 2000و همکاران)  ،تیپ ژنتیکی مجزا در  131

که  ،شاناساایی شاد  P. aeruginosaایزوله از   200میان 

ای  گونهدروندر تفکیک  RAPD ی توان بالایدهندهنشاان
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مشاااا بااه  .  [23]  دباو   & Hemmatzadehبااه،  اطاور 

Haghkhah  (2021)  کارگیریبا به RAPD و ERIC-

PCRگزارش کردناد کاه ، RAPD   قاادر باه شااانااساااایی

-ERIC هایی بود که توسااط روشتمایزاتی در میان ایزوله

PCR تفکیاک بودناد، کاه این امر دقات باالاتر  غیرقاابال 

RAPD   همچنین .  [24]  دهدموارد نشااان میرا در برخی

گزارش  Rizk (2020 ) و    Abdel-Rhmanی  در مطالعه

های  در مقایساااه با ساااایر روش RAPD ، روشدادند که

از نظر سهولت   BOX-PCR و REP-PCR ژنتیکی مانند

ای نتایج مطلوبی را گونهاجرا، سارعت، و توان تفکیک درون

 ها بیانگر آن اسات که روشنشاان داد. در مجموع، این یافته

RAPD ی پاایین، ابزاری مثثر  باا وجود ساااادگی و هزیناه

ها و شاناساایی روابط  برای بررسای تنوع ژنتیکی، تمایز ساویه

گاونااه بایان  و  درون  ماخاتالاف  فایالاوژناتایاکای  هااای 

Pseudomonas  [25-23]  شودسوب میمح  .  
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Fig 1. RAPD pattern of the XD5 gene fragment amplified by PCR in 30 Pseudomonas species. 

M: 100 bp DNA ladder (molecular size standard); Lanes 1–30: XD5 gene fragments from the 30 Pseudomonas isolates in 

this study. 
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Fig 2. RAPD-PCR–based phylogenetic tree with bootstrap values and genetic distances for analyzing evolutionary 

relationships among 30 Pseudomonas isolates 

 

شیر پس  در   SDS-PAGE الگوی الکتروفورزی  4  –  3

-Pseudomonas protegens KSMشده با  تلقیح   چرخ

1 

دهد  نشاان می 3در شاکل SDS-PAGE الگوی الکتروفورز

های به نمونه نساابت   A  ،B  ،C شاادههای تلقیحکه نمونه

تخریاب بسااایاار بیشاااتری را در  D  ،E  ، F بادون تلقیح

بیانگر آن    دهند.نشاان می  κ-casein و -αs-  ، β نوارهای

افزایش زماان نگهاداری در دماای   درجاه   25اساااات کاه 

سااانتیگراد و حضااور پروتئازهای باکتریایی باعد تشاادید  

در  کیلودالتن   -5045پروتئولیز شااده اساات. باند شاااخص 

دهنده فعالیت  وجود داشااته و نشااان C و A ،B هایگروه

که در در حالی  .] [26 ,7,14آلکالین پروتئاز باکتریایی است 

ضااعیف   کیلودالتن-45 50های بدون تلقیح، باندهای گروه

بوده و عمادتااً منشاااأ طبیعی داشاااتاه و مربوط باه فعاالیات  
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های  عمدتاً مربوط به پروتئینو  های میکروبی نیسااات آنزیم

یاا (   IgG، قطعاات  BSA  ،lactoferrinطبیعی شااایر )

 10درجه سااانتیگراد در   110قطعات ناشاای از حرارت بالا )

شاود، که در شاکل مشااهده می. همانطور [27]( اسات دقیقه

 و B هایبسایار بیشاتر از گروه A شادت تخریب در گروه

C  10و  7اسات و در روزهای smear  گساترده و باندهای

تشادید شاده اسات، در  کیلودالتن 20–10وزن مولکولی  کم

الگوی پاایادارتر و تخریاب  F و D  ،E هاایکاه گروهحاالی

 .دهندبسیار محدودتری نشان می

 

Fig 3 . SDS-PAGE electrophoresis pattern of inoculated and non-inoculated skim milk after thermal treatment and storage 

on days 3, 7, and 10, showing the degradation of αs-, β-, and κ-casein bands in inoculated groups A, B, and C, and non-

inoculated groups D, E, and F. 

A: Inoculated sample, initially stored at 4 °C; B: Inoculated sample, initially stored at 10 °C; C: Inoculated sample, initially 

stored at 25 °C; D: Non-inoculated sample, initially stored at 4 °C; E: Non-inoculated sample, initially stored at 10 °C; F: 

Non-inoculated sample, initially stored at 25 °C. 

 تلقیحشاااده و   تلقیحدو حاالات  پروتئولیز  شااادت  3جادول

 که،  کندها مشاخص میدهد که مقایساه آننشاده را نشاان می

های اصالی در شادت پروتئولیز  حضاور باکتری عامل تفاوت

 10و    7،  3هاا در روزهاای  گیریانادازهعلاوه بر این    .اسااات 

هاای تیماار شاااده باا افزایش زماان در نموناه نشاااان می دهاد

شادت تخریب پروتئین بیشاتر شاده اسات، در حالی که در 

نتایج   های تیمار نشااده تغییرات روند کاهشاای دارد؛ نمونه

دهنده نقش پروتئازهای باکتریایی در افزایش  نشااانحاصاال  

    .شدت تخریب است 

Table 3. Descriptive statistical summary of protein band intensities (BAND) 
Group Time (days)** N Mean ± SD Minimum Maximum 

Inoculated  3 3 3.33 ± 0.58 a* 3 4  
7 3 3.67 ± 0.58 a 3 4  
10 3 4.67 ± 0.58 b 4 5 

Total — 9 3.89 ± 0.78 3 5 

Not inoculated 3 3 4.67 ± 0.58 b 4 5  
7 3 3.67 ± 1.15 a 3 5  
10 3 3.33 ± 0.58 a 3 4 

Total — 9 3.89 ± 0.93 3 5 
 

*Different letters indicate significant differences at (p ≤ 0.05) 
**the incubation days at 25℃ 
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نشان داد که در گروه     4های تعقیبی در جدول  نتایج آزمون

شده بهتلقیح  پروتئولیز  معنی، شدت  تغییر  زمان  داری مرور 

  3ای که بیشترین اختلاف میانگین بین روزهای  گونهدارد؛ به

دار معنی  LSDمشاهده شد و این مقایسه در آزمون    10و  

داری نیز در مرز معنی   Tukeyو در آزمون   (p≤0.05بود )

 7و نیز  7و  3های روزهای که مقایسه قرار گرفت، در حالی

این الگو (.   p>0.05داری نشان ندادند )تفاوت معنی  10و  

شدن  طولانی  با  پروتئین  تخریب  تدریجی  افزایش  بیانگر 

مدت تماس نمونه با عامل تیمار است، هرچند برخی تغییرات  

معنی به سطح  نمیهنوز  گروه  داری  در  نشده،رسند.    تلقیح 

و    10در برابر    3،  7در برابر    3های زمانی )یک از مقایسههیچ

این    و   (p>0.05)داری نداشتناختلاف معنی(  10در برابر    7

موضوع گویای آن است که در غیاب باکتری یا عامل تیمار،  

تنها   و  مانده  ثابت  تقریباً  زمان  طول  در  پروتئولیز  شدت 

غیرمعنی مینوساناتی  دیده  نقش دار  گروه  دو  مقایسه  شود. 

پروتئولیز  تعیین شدت  افزایش  در  را  باکتری  حضور  کننده 

های تیمارشده روند افزایشی  کند، زیرا تنها نمونهآشکار می

حالیمعنی در  دادند،  نشان  را  نمونه  دار  تیمارنشده که  های 

توان نتیجه گرفت که  تغییر قابل توجهی نداشتند؛ بنابراین می

در   پروتئین  تخریب  تشدید  موجب  باکتریایی  پروتئازهای 

دود و  شوند و در غیاب باکتری این فرآیند محطول زمان می

 ماند.دار باقی میغیرمعنی

Table 4.  Post hoc test results – pairwise comparisons 

Treatment Comparison (Time) Mean 

Difference 

 p-value 

(LSD) 

p-value 

(Tukey) 

Inoculated  Group 3 vs. Group 7a -0.33  0.506 0.768 

Group 3 vs. Group 

10b 

-1.33  0.030 0.067 

Group 7 vs. Group 

10a 

-1.00  0.078 0.165 

Not 

inoculated 

Group 3 vs. Group 7a 1.00  0.184 0.355 

Group 3 vs. Group 10a 1.33  0.092 0.193 

Group 7 vs. Group 

10a 

0.33  0.635 0.874 

Different letters (a, b) indicate significant differences at p ≤ 0.05 (LSD test). Groups sharing the same letter are not 

significantly different 

دهاد کاه بیشاااترین  مجموع نتاایج ژل و جاداول نشاااان می

 در بوده اساات که ابتدا A تخریب پروتئینی مربوط به گروه

درجه ادامه   25درجه سانتیگراد نگهداری شده و سپس در   4

یافته و به دلیل ساازگاری بهتر باکتری با شارایط سارد و فعال 

شادن شادید آنزیم در دمای بالاتر، پروتئولیز در آن شادیدتر 

درجاه   10باا نگهاداری اولیاه در   B رخ داده اسااات. گروه

 C ساانتیگراد شادت متوساطی از تخریب نشاان داد و گروه

درجه بوده اسات کمترین میزان تخریب را  25که از ابتدا در 

دهد که تنش شاده داشاته و این نشاان میهای تلقیحمیان گروه

نزیمی درجه محرک افزایش فعالیت آ 10و  4اولیه دمایی در 

های بدون درجه اساات. در مقابل، گروه 25پس از انتقال به  

الگوهای پایدار و با کمترین تغییر را  F و D  ،E تلقیح یعنی

نشاااان دادند و تنها تخریب خفیف ناشااای از پلاسااامین و 

دهد که تیمار مقایساه نهایی نشاان مینتایجحرارت دیده شاد.  

ها همگی روند افزایشاای تخریب با زمان داشااتند، اما  شااده

بوده، در حالی که در  A > B > C ترتیب شاادت تخریب 

های بدون تلقیح روند تغییرات ملایم یا کاهشای اسات  نمونه

های طبیعی شیر عامل اصلی تغییرات محدود و فعالیت آنزیم

و همکاران  Glückهمانند نتایج گزارش    .شودمحسوب می

های آنزیماین مطالعه نشااان داد که فعالیت    [28](  2016)

تولیادشااااده توساااط   آلکاالین پروتئااز مقااوم باه حرارت 

بااهPseudomonas  جاناسهااای  باااکاتاری  .Pویاژه  ، 

protegens KSM-1ای شاادن شاایر ، نقش مهمی در ژله

کناد. اگرچاه هیچ یاک از طی دوره نگهاداری ایفاا میفرادماا  

را  AprXها با اساتفاده از پرایمرهای رایج حضاور ژن ایزوله

نشان ندادند که احتمالاً به دلیل تنوع در کدون آغازین است،  
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این  SDS-PAGEشااواهد مسااتقیم پروتئولیز در آزمایش 

و   ANOVAفعاالیات آنزیمی را تاأییاد کرد. تحلیال آمااری )

در شادت ( p ≤ 0.05 های تعقیبی( کاهش معنادار )آزمون

شاده نسبت  های تلقیحنمونه، در  κو   αs ،βباندهای کازئین  

به شاااهد نشااان داد، که این کاهش در روز دهم نگهداری 

وزن مولکولی و الگوی . ظهور باانادهاای کممشاااهودتر بود

، فعالیت قوی آلکالین  SDS-PAGEتخریب گساااترده در 

فرادماا  پروتئاازهاای بااکتریاایی را حتی پس از فرآیناد حرارتی  

ها بر ضاارورت کنترل آلودگی اولیه و کند. این یافتهتأیید می

مادیریات دقیق زنجیره سااارد باه منظور جلوگیری از فسااااد  

 در شیر تأکید دارد.پروتئینی  

 نتیجه  یری  -4
در این تحقیق، جاداساااازی، شااانااساااایی و ارزیاابی رفتاار  

در شاایر خام با    Pseudomonasهای  پروتئولیتیک ایزوله

های بیوشایمیایی، مولکولی و الکتروفورزی  اساتفاده از روش

های  صاورت جامع انجام شاد. شاناساایی فنوتیپی، ویژگیبه

از جمله اکسایداز    Pseudomonasکاملاً ساازگار با جنس  

را نشااان   TSI در K/K مثبت، غیرتخمیری بودن و الگوی

ای دقیق را ، شاااناساااایی گونه16S rRNAداد و تکثیر ژن  

 ۹7ها با شاباهت  پذیر سااخت که طی آن یکی از ایزولهامکان

 و H78  این باکتری با کد دسااترساایهایدرصااد به گونه

CM-YJ10_15-44 عاانااوان  بااهPseudomonas 

protegens KSM1   تعیین هویات شاااد. بررسااای تنوع

ها و بندی مشاخص گونه، خوشاهRAPD-PCR ژنتیکی با

ها را تأیید کرد. ارزیابی  تمایز ژنتیکی محسااوس میان ایزوله

هاای داد کاه نموناه  نشاااان   SDS-PAGE   پروتئولیز باا

های شااهد تخریب شادیدتری شاده در مقایساه با نمونهتلقیح

کاازئین دارناد و ظهور باانادهاای    -κ و -αs-  ،β در نوارهاای

وزن مولکولی شاااخص فعالیت  و قطعات کم کیلودالتن 50

  Pseudomonasآلکاالین پروتئاازهاای مقااوم باه حرارت  

ثابت   های تعقیبیو آزمون ANOVA اسات. تحلیل آماری

شاااده، افزایش زماان نگهاداری هاای تلقیحکرد کاه در نموناه

ویژه  کند، بهشادت پروتئولیز را تشادید می  ،طور معناداریبه

هاای بادون تلقیح کاه در نموناه، در حاالی10و    3بین روزهاای  

های دمایی نشاان  تغییر معناداری وجود ندارد. مقایساه گروه

هایی اسات که ابتدا داد که بیشاترین تخریب مربوط به نمونه

درجه منتقل شادند که  25درجه نگهداری و ساپس به  4در 

هاست. سازی آنزیمکننده تنش سرد بر فعالبیانگر اثر تحریک

یاافتاه  P. protegens دهاد کاه  هاا نشااااان میمجموع 

KSM1  باا تولیاد آلکاالین پروتئاازهاای مقااوم باه حرارت

ای شاادن و کاهش کیفیت شاایر  تواند عامل مهم بروز ژلهمی

فرادما باشاااد و کنترل آلودگی اولیاه در زنجیره سااارد برای  

 .جلوگیری از فساد پروتئینی ضروری است 

 هادسترسی به داده

شده در این پژوهش در  های تولیدشده یا تحلیلتمامی داده

ارائه شده  آن  منتشرشده و جداول  مقاله  بنابراین،  همین  اند. 

تمامی اطلاعات موردنیاز برای ارزیابی، تفسیر و پشتیبانی از 

 .های این مطالعه در دسترس خوانندگان قرار داردیافته

  تعارض منافع

گونه تعارض منافع یا منافع  کنند که هیچنویسندگان اعلام می

 .رقابتی در ارتباط با انتشار این مقاله ندارند

 بیانیه تأمین مالی

این پژوهش با حمایت مالی اعتبارات پژوهشی دانشگاه علوم  

گرگان  طبیعی  منابع  و  گرگان،  (GUASNR) کشاورزی   ،

 .ایران انجام شده است 

  مشارکت نویسند ان

به سیچانی  صالحی  مسئول  میثم  اصلی،  پژوهشگر  عنوان 

نگارش مقدمه و نظارت کلی بر اجرای پژوهش بود. مرتضی  

طراحی  به  خُمیری در  اصلی،  پژوهشگر  همکار  عنوان 

دادهروش تحلیل  پژوهش  شناسی،  بر  علمی  نظارت  و  ها 

م هونک،  امشارکت داشت. سودابه رستمی، علیرضا صادقی 
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شناسی،  علی مویدی و مجید مقدم در توسعه و ارزیابی روش

و   فکری،  و  علمی  محتوای  نظر  از  مقاله  انتقادی  بازنگری 

سازی نسخه مقاله مشارکت داشتند. تمامی نویسندگان  نهایی

کرده  مشارکت  مقاله  بازنگری  نانددر  نسخه  برای  ،  را  هایی 

نموده تأیید  جنبهاند  انتشار  تمامی  مسئولیت  این و  های 

 .اندپژوهش را پذیرفته

 بیانیه استفاده از هوش مصنوعی

شده در  های ارائهها، نتایج، اعداد، جداول و یافتهتمامی داده

های پژوهشی توسط  این مقاله حاصل انجام مستقیم آزمایش

هیچ و  بوده  یا نویسندگان  آزمایشگاهی  نتیجه  داده،  گونه 

نشده  تولید  ابزارهای هوش مصنوعی  توسط  آماری  تحلیل 

است. در نسخه فارسی مقاله، از هوش مصنوعی صرفاً برای  

و   متن  شفافیت  جملات،  ساختار  بهبود  نگارشی،  ویرایش 

ارزیابی   اساس  بر  و  است  شده  استفاده  خوانایی  افزایش 

به  Undetectable AIسامانه   منتسب  محتوای  میزان   ،

نسخه   این  در  مصنوعی  در    ٪۵هوش  است.  گزارش شده 

منظور ترجمه متن از فارسی به  تهیه نسخه انگلیسی مقاله، به

انگلیسی، عمدتاً از ابزارهای هوش مصنوعی استفاده شده و  

به   منتسب  محتوای  میزان  سامانه،  همان  ارزیابی  اساس  بر 

مصنوعی   وجود،    ٪84هوش  این  با  است.  شده  گزارش 

ها، اصلاحات زبانی و نسخه نهایی مقاله توسط تمامی ترجمه

به و  نویسندگان  شده  تأیید  و  ویرایش  بازبینی،  کامل  طور 

ها  ها، تحلیلمسئولیت کامل صحت، اصالت، یکپارچگی داده

.و محتوای علمی مقاله بر عهده نویسندگان است 
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

The present study investigated the molecular mechanisms and 

functional aspects of proteolytic gelation in autoclave-sterilized milk, 

focusing on Pseudomonas protegens and other psychrotrophic 

species. Raw milk collected from dairy farms in Isfahan, was screened 

for the presence of Pseudomonas species, and the strain P. protegens 

KSM1 was selected for detailed analysis. PCR results showed that 

none of the isolates carried the AprX gene of 890 bp, and ORF analysis 

confirmed the presence of only short ORFs (<171 bp). The genetic 

diversity of 30 isolates was evaluated using RAPD-PCR with the XD5 

primer, revealing similarity coefficients ranging from 0.79 to 1.00 and 

divergence up to 43%; P. aeruginosa formed a compact cluster, 

whereas P. protegens, P. koreensis, P. putida, and P. fluorescens were 

distributed across separate branches. SDS-PAGE analysis indicated 

that inoculated samples experienced severe casein degradation, and 

the presence of a marker band at 45–50 kDa indicated bacterial 

alkaline protease activity. Proteolysis in inoculated samples increased 

significantly, particularly between days 3 and 10 (p≤0.05), while 

control samples showed minimal changes. These findings 

demonstrate that bacterial proteases are the main contributors to 

protein degradation during storage. Among the isolates, P. protegens 

KSM1 represents a suitable model for studying protein spoilage 

mechanisms and developing strategies to prevent gelation in UHT 

milk. 
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