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  چکیده
 هاير توسعه ویژگیویژه انواع پروتئولیتیک، خصوصیات تکنولوژیک مفیدي دارند و نقش مهمی ده موجود در شیر خام بهاي اسید لاکتیکباکتريبرخی از 

.  خواهد بودارزشمنداز این رو، جداسازي و نگهداري آنها به منظور کاربردهاي بعدي . رونداز بین میفرآوري  غالبا در طی  اماکنند،محصول نهایی بازي می
، M17 agar و MRS agarهاي کشت موجود در شیر خام گاو، گوسفند و بز بر روي محیطهاي اسید لاکتیک باکتريدر این پژوهش، پس از جداسازي 

هاي داراي فعالیت جدایه.  غربال شدندSkim milk agar از نظر فعالیت پروتئولیتیکی روي محیط وهاي گرم مثبت و کاتالاز منفی انتخاب شده جدایه
 آنتی 10بر بیوتیکی آنها در برامقاومت آنتی فعالیت همولیزي و شناسایی شدند و 16S rDNAیابی قطعه ژنی  مناسب با استفاده از توالییپروتئولیتیک

 L. delbruekii، ) جدایهLactobacillus delbruekii) 5 منجر به شناسایی BLASTیابی با برنامه آنالیز توالی.  مورد بررسی قرار گرفتبیوتیک رایج
 Streptococcus lutetiensis، و lactisگونه یر زbulgaricus ،L. fermentum ،L. reuteri ،L. curvatus ،Lactococcus lactisزیرگونه 

متر  میلی23گراد با ایجاد قطر هاله  درجه سانتی37گذاري در  ساعت گرمخانه48 پس از lactisگونه  زیرL. lactisهاي شناسایی شده، از میان جدایه. شد
ها همولیزي نشان داد و سایر باکتري- فعالیت آلفاLactobacillus fermentumدر مورد فعالیت همولیزي، فقط . بیشترین فعالیت پروتئولیزي را نشان داد

 و L. reuteriجز هسیلین، اریترومایسن، ونکومایسین و جنتامایسین حساس بودند بشده به تتراسایکلین، آمپیهاي شناساییتمام جدایه. همولیتیک بودندغیر
Lactococcus lactis زیرگونه lactisسیلین، کلرآمفنیکول، در مورد مقاومت به پنی.  ونکومایسین و جنتامایسن مقاوم بودند که به ترتیب به

 اسید لاکتیکهاي دهنده تنوع نژادهاي باکترينتایج این پروژه، نشان. فاوت بودکلیندامایسین، کانامایسین و استرپتومایسین نتایج بسته به نژاد مورد بررسی مت
 قرار دارند، اما نژادهاي وحشی GRASشوند و در لیست  ایمن در نظر گرفته میهاي اسید لاکتیکباکتري اگرچه علاوه، هب. پروتئولیتیک در شیر خام است

  .هاي مرتبط با ایمنی مورد بررسی قرار گیرندشده از شیر خام باید از نظر جنبهجداسازي
  

   ایمنی ،هاي اسید لاکتیک، شیر خام، فعالیت پروتئولیتیکیباکتري :گانواژکلید 
 
 

                                                                    
 مسئول مکاتبات: amoayedi1984@gmail.com  
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  مقدمه - 1
هاي گرم مثبت، گروه هتروژنی از باکتريهاي اسید لاکتیک باکتري

که از  هستندهوازي اختیاري غیر اسپورزا، کاتالاز منفی و بی
ویژه  دیدگاه بیوتکنولوژي پتانسیل بالایی در تولید مواد غذایی به

 محققان زیادي به .]1[ شده دارند هاي لبنی تخمیرفرآورده
          هاي پروبیوتیکی و عملکرديسایی و بررسی ویژگیشنا

 از مواد غذایی تخمیري سنتی  جدا شدههاي اسید لاکتیکباکتري
هاي ، تنوع، جنبه)2017(آسپري و همکاران  .]2- 4[ اندپرداخته

 Enterococcus تکنولوژیک و ایمنی و پتانسیل پروبیوتیکی

این مطالعه نشان داد . دهاي جداشده از شیر الاغ را بررسی کردن
از جمله (هم هاي درمانی مبیوتیککه عمده آنها به آنتی

هاي ها ژن و در اندکی از جدایهحساس بوده) ونکومایسین
هاي تکنولوژیک  بررسی ویژگی.]5[ تهاجمی وجود دارد

Lactococcus ها و Enterococcus هاي مولد باکتریوسین 
 ودند نشان داد کهکه از شیر خام بز جداسازي شده ب

Lactococcus lactis  زیرگونهlactis و سه نژاد 
Enterococcus faecalis بالایی دارندفعالیت پروتئولیتیکی  

]6[.   
هاي باکتري شیر، سیستم پروتئولیتیکی يیندهاي تخمیردر فرآ

ها  این سیستم، باکتريکند زیرانقش کلیدي ایفا می اسید لاکتیک
با غلبه بر کمبود اسیدهاي آمینه آزاد و پپتیدها سازد تا را قادر می

 یسیستم پروتئولیتیک .]7[ در شیر رشد کنند و تخمیر انجام دهند
 حاوي پروتئیناز متصل به دیواره سلولی اسید لاکتیکهاي باکتري

این گروه پروتئینازهاي  .]8[ و چندین پپتیداز داخل سلولی است
، Lactococcus lactis از جمله پروتئینازهاي هااز باکتري
کنند ها تولید میکازئین- β و α هاي فعال بیولوژیک ازالیگوپپتید

 سیستم ایمنی، خاصیت هاي متعددي از جمله تعدیلکه فعالیت
اکسیدانی، ضد میکروبی، ضد سرطانی و مهار آنزیم مبدل آنتی

   .]9، 7[ آنژیوتنسین دارند
       هاي اسید لاکتیکباکترياي از شیر خام داراي تنوع گسترده

هاي مطلوبی در باشد که ثابت شده است برخی از آنها ویژگیمی
 شرایط  .]10[ ویژه پنیر دارندتولید محصولات لبنی تخمیري به

-باکتريتواند فراوانی و تنوع زیستی تولید، فصل و گونه دام می

 شیر خام را تحت تاثیر قرار دهد ضمن اینکه هاي اسید لاکتیک

طور مثال هب. باشد جداشده نیز متفاوت میهايباکتريوصیات خص
 داراي خاصیت هاي اسید لاکتیکباکتريدیده شده است که تعداد 

 ضدقارچی در شیر گاو بسیار بیشتر از شیر گوسفند بوده است
 شیر هاي اسید لاکتیکباکتريمطالعات قبلی تنوع زیستی  .]11[

محققان طی  .]12[ دهندنشان میخام گوسفند، گاو و بز را 
 و بررسی RAPD-PCRمطالعه تنوع زیستی به کمک تکنیک 

جداشده  وحشی هاي اسید لاکتیک باکتري کیپتانسیل تکنولوژی
از شیر خام گاو مشاهده کردند که لاکتوکوکوس، انتروکوکوس و 
استرپتوکوکوس در شیر خام گاو غالب بود در حالی که 

ها در مقادیر کم ها و پدیوکوکوسوکونوستوكها، للاکتوباسیلوس
    .]10[ یافت شدند

هاي لبنی تخمیرشده با استفاده فرآوردهاي از امروزه بخش عمده
شوند که یکی از هاي آغازگر شناخته شده تولید میاز کشت

ها، اسیدي کردن سریع محیط اهداف اصلی استفاده از این کشت
هاي باکترير، دنبال اسیدي شدن سریع محیط شیبه. شیر است

-علاوه بر این به .]10[روند   طبیعی شیر از بین میاسید لاکتیک

نیز بخش ) پاستوریزاسیون(سازي شیر یندهاي سالمفرآدنبال 
این در حالی . روند از بین میهاي اسید لاکتیکباکترياي از عمده

 طبیعی شیر خام پتانسیل بالایی هاي اسید لاکتیکباکترياست که 
... د پروتئولیز، تولید باکتریوسین، فعالیت ضد قارچی و در فراین

توانند هاي کمکی می کشتعنواندارند و در صورت استفاده به 
بخش مثبت هاي سلامتیدر تولید محصولی با کیفیت بالا و ویژگی

  .]13[واقع شوند 
 و هاي اسید لاکتیکباکتريهاي وحشی تنوع نژاد به توجه با

 و کییهاي پروبیوتي جدید با ویژگیامکان یافتن نژادها
 وارداتی بودن  بالقوه از مواد غذایی تخمیري سنتی و نیزعملکردي

هاي مورد استفاده در صنعت لبنیات کشورمان، جداسازي آغازگر
 محصولات تولید جهت سنتی منابع از هااین باکتري و شناسایی

ران در این راستا فرقانی و همکا. رسدضروري به نظر می لبنی
  را در شیرباکتري هاي اسید لاکتیکتنوع ارزشمندي از ) 1389(

تقریبا همه گزارش داده شد که .  البرز مرکزي یافتند گاو درخام
هاي توانند جایگزین سویهها کاربرد صنعتی داشته و میجدایه

   .]14[ وارداتی شوند
هاي فرآورده از باکتري هاي اسید لاکتیک ،مطالعات در اغلب 

 اما در ارتباط اند شدهجداسازي و شناساییه شده از شیرخام تهی
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.  شیر خام، مطالعات اندك استهاي اسید لاکتیکباکتريبا 
هاي لاکتیکی از شیر خام در مقایسه با  جداسازي باکتري

پنیر رسیده، این مزیت را دارد که محصولاتی مانند جداسازي از 
 در سطح گونه و لاکتیکهاي اسید باکتريامکان انتخاب بهتري از 

هاي  نظر به اهمیت فعالیت گونه .]10[شود  نژاد فراهم می
-باکتريجداسازي با هدف میکروبی پروتئولیتیک، این پژوهش 

 و خامهاي مختلف شیر  پروتئولیتیک از نمونههاي اسید لاکتیک
-برخی جنبههمچنین . صورت گرفتبررسی تنوع و فراوانی آنها 

-ز جمله فعالیت همولیتیک و مقاومت آنتیها اهاي ایمنی آن

  .ها مورد بررسی قرار گرفتبیوتیکی جدایه
  

  هامواد و روش - 2
هاي کشت، مواد شیمیایی و مواد محیط - 2-1

  ورد استفادهمژنتیکی 
 MRS agar ،M17 agar ،Skim milkهاي کشت محیط

agar ،Blood agar و سایر مواد شیمیایی مورد استفاده از ،
از شرکت مرك آلمان ... لیسرول، هیدروکسید سدیم و جمله گ
هاي آنتی بیوتیک از شرکت پادتن طب ایران، دیسک. تهیه شد

، مستر )ایران( از شرکت یکتا تجهیز آزما DNAکیت استخراج 
میکس و آغازگرهاي مورد استفاده در شناسایی ژنتیکی از شرکت 

  .خریداري شدند) کره جنوبی(کروژن ما
  ها و جداسازي اولیهري نمونهآوجمع - 2-2

-از شهرستان گرگان جمع هاي شیر خام گاو، گوسفند و بزنمونه

هاي حاوي یخ به آوري و در ظروف استریل و درون جعبه
هاي باکتريآزمایشگاه منتقل و در همان روز جهت جداسازي 

 میکرولیتر شیر 100جهت جداسازي، .  استفاده شدنداسید لاکتیک
 نمونه 1/0با غلظت  ( میکرولیتر شیر رقیق شده100خام اولیه و 

 و MRS agar هايصورت جداگانه روي محیط به)اصلی
M17 agar48ها به مدت سپس پلیت.  کشت سطحی داده شد 

-باکتريگراد جهت جداسازي  درجه سانتی37ساعت در دماي 

 46 ساعت در دماي 72 مزوفیل و به مدت هاي اسید لاکتیک
 هاي اسید لاکتیکباکتريد جهت جداسازي گرادرجه سانتی

- گرمخانهپکهوازي با استفاده از گازترموفیل تحت شرایط بی

هاي رشدیافته روي پلیت آگار بر اساس  تک کلنی.گذاري شدند
هاي ظاهري متمایز شدند، هر کلنی به صورت جداگانه در ویژگی

 یا MRS agar (هاي جدید حاوي محیط کشت مربوطهپلیت
M17 agar(هوازي در دماي  کشت داده شد و تحت شرایط بی

هاي خالص رشد سپس کلنی. گذاري گردیدمورد نظر گرمخانه
آمیزي گرم و فعالیت یافته روي پلیت آگار در مراحل اولیه با رنگ

هایی که در رنگ آمیزي جدایه .کاتالازي از یکدیگر متمایز شدند
نفی بودند به منظور گرم، مثبت و از نظر فعالیت کاتالازي، م

بررسی فعالیت پروتئولیتیکی و شناسایی مولکولی تا سطح گونه 
ها از محیط  مدت جدایهبراي نگهداري کوتاه. انتخاب شدند

. دار استفاده شد آگار در لوله شیبM17 آگار و MRSکشت 
جهت تهیه کلکسیون و نگهداري طولانی مدت، از محیط کشت 

MRS تفاده گردید و پس از انتقال به  درصد اس40 و گلیسرول
پوش دار در فریزر لیتري مخصوص در میلی2هاي استریل لوله
  .]2[ و نگهداري شدگراد منجمد  درجه سانتی-80
   ها تعیین فعالیت پروتئولیتیکی جدایه - 2-3

ها به روش چاهک و با استفاده از فعالیت پروتئولیتیکی جدایه
بدین منظور، . ی شدبررس Skim milk agarمحیط کشت 

 گردید و متر در محیط کشت ایجاد میلی6هایی به قطر چاهک
 هر )در فاز لگاریتمی ( ساعته12-16 میکرولیتر از کشت تازه 100

ها به مدت سپس پلیت. ها تزریق شدها به چاهکیک از جدایه
یک ساعت در دماي محیط نگهداشته شدند تا انتشار باکتري به 

-ها گرمخانهپس از آن، پلیت. ت انجام شودخوبی در محیط کش

  .]1[ گیري شد ساعت اندازه24قطر هاله پس از . گذاري شدند
  ها به روش مولکولی شناسایی جدایه - 2-4
اي پلیمراز  و واکنش زنجیرهDNA  استخراج -2-4-1
)PCR(  

، بر DNA کیت تجاري استخراج  به کمکDNAاستخراج 
 DNA. تفاده انجام شدمورد اس اساس دستورالعمل کیت

 گراد درجه سانتی-20 دماي استخراج شده تا زمان استفاده در
هاي اسید لاکتیک جهت شناسایی مولکولی باکتري .نگهداري شد

اي پلیمراز، از آغازگرهاي عمومی رفت و به کمک واکنش زنجیره
 S ژناي از قطعههاي اسید لاکتیک، براي تکثیر برگشت باکتري

rDNA16از بودندتوالی آغازگرها عبارت. اده شد استف  
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1492R: 5´-GGTTACCTTGTTACGACTT-3´  و
27F: 5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´ .

 در PCRواکنش . بود bp1500 تکثیر شده DNAطول قطعه 
روش برنامه دمایی مشابه با با و   میکرولیتر30 نهایی حجم

 .]15[  انجام گرفت)2015( لیت و همکارانتوصیف شده توسط 
شده توسط ، محصولات تکثیر PCR واکنش آنالیز کیفیجهت 

در و بارگذاري شدند  درصد 5/1ترموسایکلر، روي ژل آگارز 
  .]15[  گردیدتعیینطول قطعه ژنی  DNAمقایسه با مارکر 

  ها تعیین توالی و مقایسه توالی-2-4-2
پس از خالص  PCRجهت تعیین توالی، محصولات واکنش 

هاي توالی. ل شدندماکروژن در کره جنوبی ارسابه شرکت سازي 
هاي موجود در  با توالیBLASTبا کمک برنامه بدست آمده 

 هایی که توالیجدایه. مقایسه شدند) NCBI(بانک جهانی ژن 
صد مشابهت بالاتري ها با موارد موجود در بانک اطلاعاتی، درآن

     . به عنوان همان گونه شناسایی شدندنشان دادند
  فعالیت همولیتیکی - 2-5

 Bloodروي محیط کشت  ها برتولید همولیزین توسط جدایه

agar  براي این .  درصد خون گوسفند بررسی شد5حاوي
صورت خطی روي پلیت کشت داده هاي فعال بمنظور، باکتري

گذاري مورد بررسی قرار  ساعت گرمخانه24شدند و پس از 
 فعالیت به عنوانز به ترتیب هاي روشن یا سب پیدایش هاله.دنتگرف
 .Eلازم به ذکر است از . همولیتیک گزارش شدهمولیتیک یا آلفابتا

coli 2[ کنترل مثبت استفاده شدباکتري  به عنوان[ .  
  بیوتیکیتعیین مقاومت آنتی -2-6

هاي رایج با روش بیوتیکها به آنتیبیوتیکی جدایهمقاومت آنتی
جهت این .  مربوطه ارزیابی شدهايبیوتیکانتشار دیسک آنتی

 درجه 37 در  مایعMRSهاي مختلف در محیط کار، ابتدا جدایه
 فعالکشت از  میکرولیتر 200 و سپس ندگراد رشد داده شدسانتی

در مرحله بعد، . داده شدسطحی  آگار کشت MRSروي محیط 
روي سطح محیط به کمک پنس استریل بیوتیک هاي آنتیدیسک

هوازي ها تحت شرایط بی و پلیتندقرار داده شدآگاردار مذکور 
-هاي آنتیدیسک. ندگراد گرمخانه گذاري شددرجه سانتی 37در 

کلرآمفنیکول، ( میکروگرم 30هاي بیوتیک حاوي غلظت
 10، )کانامایسین، ونکومایسین، اریترومایسین، تتراسایکلین

) ایسینسیلین، استرپتومایسین و جنتامسیلین، پنیآمپی(میکروگرم 
 ساعت، 24پس از گذشت . ندبود) کلیندامایسین( میکروگرم 2و 

 CLSI نتایج بر اساس . گیري شدقطر هاله عدم رشد اندازه

  شدگزارشحساس و مقاوم صورت حساس، نیمهبه ) 2013(
]16[.    
  

  ج و بحثنتای - 3
بررسی  و کتري هاي اسید لاکتیکبا  جداسازي-3-1

  ها آنیفعالیت پروتئولیتیک
و پس هاي کشت شناسایی وت در پلیتنی متفا کل30ع مجمودر 

از این . از خالص سازي از نظر فعالیت کاتالازي بررسی شدند
هاي بیشتر سیر که جهت برددن جدایه کاتالاز منفی بو15عداد ت
-در رنگ. و فعالیت پروتئولیزي انتخاب شدند) آمیزي گرمرنگ(

هاي  شامل مورفولوژيورم مثبت ها گتمام جدایهآمیزي گرم 
.... اي کوتاه، بیضی شکل، کروي و اي بلند، میلهگوناگون میله

  کاتالاز منفی و گرم مثبت جدایه15 ی فعالیت پروتئولیتیک.بودند
 Skim milkگیري قطر هاله اطراف چاهک در پلیت با اندازه

agar طور که در همان). 1جدول ( و مقایسه آنها بررسی شد
 جداسازي شده BRM3  با کد جدایهشوداهده میمش 1 جدول

 skimاز شیر خام گاو بالاترین فعالیت پروتئولیتیک را در محیط 

milk agarجدایه با کدکه   در حالی. نشان داد SRM3 
ترین فعالیت پروتئولیزي  کمجداسازي شده از شیر خام گوسفند

یت  اگرچه فعالBRM2 با کد  لازم به ذکر است جدایه.را داشت
داد اما رشد مناسبی در محیط  مطلوبی نشان میپروتئولیتیکی

. کشت نداشت و بنابراین مورد شناسایی ژنومی قرار نگرفت
ر  نیز رشد مطلوبی نداشت ضمن اینکه از نظSRM3جدایه با کد 

 و بنابراین مورد شناسایی ژنومی فعالیت پروتئازي نیز ضعیف بود
   .قرار نگرفت

 زمانی یک نژاد بیان کردند که) 1986( و همکاران وویلمرد
پلیت  ر روي بشود که بتواند نامیده می"پروتئولیتیک" باکتریایی

 .]17[ متر ایجاد کند میلی21 و 15هاله شفاف پروتئولیز بین 
 اگرچه گفته شده است چنانچه نسبت قطر هاله روشن به قطر

ارگانیسم مذکور فعالیت  باشد، میکرو5/1نی بیش از کل
    .]18[  نسبتا بالا داردئولیتیکیپروت
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Table 1 Molecular identification and proteolytic activity of lactic acid bacteria isolated from different raw 
milk 

Nu. code source Molecular identification Identitiy (%) 
Clear zone on 

Skim milk agar 
(mm) 

1 BRM1 cow Lactobacillus delbruekii 98 15 
2 BMM1 cow Streptococcus lutetiensis 98 20 
3 ORM1 goat L. delbruekii 98 14 
4 ORM3 goat L. delbruekii subsp. bulgaricus 97 12 
5 ORM4 goat Lactobacillus curvatus 99 14 
6 BRM3 cow Lactococcus lactis subsp. lactis 99 23 
7 ORT2 goat L. delbruekii 98 15 
8 ORT3 goat L. delbruekii 97 19 
9 BRT1 cow L. delbruekii 99 17 
10 BRT4 cow Lactobacillus fermentum 98 12 
11 SRM2 ewe Lactobacillus reuteri 99 11 
12 BRM2 cow - - 20 
13 SRM3 ewe - - 8 

  
              هاشناسایی ژنومی جدایه- 3-3

 ژن  قطعه مشخصی ازها بر اساس توالیشناسایی ژنومی جدایه
16S rDNAهاي ژنومی ثبت شده صورت  و مقایسه آن با توالی

 PCRژل الکتروفورز محصولات  نشان دهنده 1شکل  .گرفت
باشد که تایید کننده هاي پروتئولیتیک منتخب میمربوط به جدایه

  مذکورچنانچه در شکل.  مطلوب قطعه ژنی مورد نظر استتکثیر
ها طولی  مربوط به تمام جدایهPCRمشخص است، محصولات 

ها ایهپس از تکثیر، توالی قطعات ژنی جد.  داشتندbp1500معادل 
 NCBI ،Blastهاي ذخیره شده در پایگاه اطلاعاتی با توالی

با توجه به .  آورده شده است1گردید که نتایج آن در جدول 
 مورد  شیرهاينمونهاطلاعات جدول مذکور مشاهده شد که 

هاي باکتري جدایه 11  حضور مطلوبی از نظرايگونه تنوع بررسی
  پروتئولیتیک نشان دادند که شامل شش گونهاسید لاکتیک

ها منجر مقایسه توالی .شدمتعلق به سه جنس متفاوت میمختلف 
 Lactobacillus delbruekii ،L. delbruekiiبه شناسایی 

subsp. bulgaricus ،Streptococcus lutetiensis ،
Lactobacillus curvatus ،Lactobacillus reuteri ،

Lactobacillus fermentum و Lactococcus lactis 

subsp. lactisگردید .   

  
هاي صورت گرفته با استفاده از نظر به اعتبار و دقت شناسایی

هاي متعددي در دنیا ، پژوهش16S rDNA تکثیر ناحیه ژنی
 از منابع مختلف غذاییجهت شناسایی نژادهاي مختلف باکتریایی 

 نژادهاي مختلف ،)2015( لیت و همکاران .صورت گرفته است
هاي کفیر در برزیل را  جداشده از دانههاي اسید لاکتیکباکتري

کی آنها هاي پروبیوتیاسایی و ویژگینبا استفاده از این تکنیک ش
هاي مختلفی از  جدایهرد بررسی قرار دادند ورا مو

Lactococcus ،Leuoconostoc و Lactobacillus  را
، )2016( تولینی و همکاران همچنین، .]15[ شناسایی کردند

هاي  بدست آمده از نمونههاي اسید لاکتیکباکتريهاي جدایه
را از نظر فعالیت مختلف شیر گاو و بوفالو و پنیر تهیه شده از آنها 
 قطعه ژنی تکثیرضدباکتریایی و پروتئولیتیکی غربال نموده و با 

16S rDNAهمچنین محققان  .]1[  مورد شناسایی قرار دادند
 هاي اسید لاکتیکباکتريبررسی خواص پروبیوتیکی  با هدف

 جدایه متعلق به 6جدا شده از شیر شتر توانستند 
Lactococcus lactis و Lactobacillus plantarum را 

 .]4[نند شناسایی ک 16S rRNAیابی قطعه ژنی به کمک توالی
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12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 

 
Fig 1 Electrophorogram of PCR products from genomic DNA and a marker on Agarose gel (1.5%).                               

Lane 1: marker. Lanes 2 to 12 show PCR products. 
  

  رويی و ارزیابی فعالیت پروتئولیتیکیبا توجه به نتایج توالی یاب
 Lc. lactis، مشاهده می شود که Skim milk agarمحیط 

subsp. Lactis)  داراي بیشترین )متر میلی23با ایجاد قطر هاله 
 Lactobacillusي بوده است و پس از آن فعالیت پروتئولیز

delbrueckii  و شیر ) متر میلی19قطر هاله (جداشده از شیر بز
بیشترین فعالیت پروتئولیتیکی را ) متر میلی17قطر هاله (گاو 
  ی قبلی نیز فعالیت پروتئولیتیکبرخی مطالعاتدر . اندداشته
در مقایسه با  Lc. lactis subsp. lactisهاي مختلف سویه

، 19[ ه بوده است قابل توجهاي اسید لاکتیکباکتريبسیاري از 
متعددي آمینه اسیدهاي ها جهت رشد نیازمند لاکتوکوکوس .]20

از . دنروهستند که براي آنها ضروري یا محرك رشد به شمار می
 آزاد یا هاي آمینهطرفی در شیر مقادیر محدود و اندکی اسید

دلیل این محدودیت منبع نیتروژن، هب. داردوجود اولیگوپپتید 
 نتواند یک سیستم پروتئولیتیکی جهت ريباکتچنانچه این 

به سرعت  شکستن کازئین شیر تامین کند، رشد آن در شیر
تواند به عنوان یک آغازگر موفق مورد شود و نمیمتوقف می

پروتئینازهاي متصل به دیواره سلولی  .]21[ استفاده قرار گیرد
هاي در سویه. دهندمرحله نخست تجزیه کازئین را انجام می

 pH، این پروتئینازها، سرین پروتئازهایی با Lc. lactisف مختل
باکتري هاي اسید سیستم پروتئولیتیکی .  هستند6بهینه حدود 

به طور گسترده توسط  Lc. lactisها از جمله لاکتیک 
 بر اساس نوع فعالیت. پژوهشگران مورد مطالعه قرار گرفته است

 ،یکی. شوندز میدیگر متمایدو نوع از این پروتئینازها از یک
و . کندکازئین عمل می- که عمدتا بر روي بتاP1پروتئیناز نوع 

. کندکازئین عمل می-  که بر روي آلفا، بتا و کاپاPIIIدیگري نوع 
  .]22[شود  میمشاهده PIنوع  Lc. lactis subsp. lactisدر 

 هاي ضعیفی هستندهاي لاکتوباسیلوس عموما پروتئولیتیکگونه
 .L، و Lactobacillus helveticusنژادهایی از اما  .]21[

delbreuckii subsp. bulgaricus  فعالیت پروتئولیتیکی
پروتئین شیر را اند ر موثري توانستهمطلوبی نشان داده و بطو

از بین  .]20[هیدرولیز نموده و پپتیدهاي زیست فعال آزاد نمایند 
 L. reuteriهاي شناسایی شده در مطالعه حاضر، لاکتوباسیلوس

کمترین فعالیت پروتئولیتیک را نشان داد که با مطالعات پیشین که 
 شدهیین آن اشاره داشته و عنوان به فعالیت پروتئازي پاها در آن

که رشد کند این گونه در شیر و عدم توانایی آن در اسیدي کردن 
باشد، می ضعیف آن ی نیز به دلیل فعالیت پروتئولیتیکشیرسریع 

  .]23[ داردمطابقت 
  ها فعالیت همولیتیکی جدایه- 3-4

 عدم فعالیت همولیتیکی، یکی FAO/WHO (2002)بر طبق 
 میکروبی قابل نیازهاي ایمنی براي انتخاب یک نژاداز پیش

یک نژاد به عنوان  آن را بنا باشدویژه اگر هاستفاده در غذا است ب
از همولیز، با توجه به نتایج حاصل  .]24[ کنیمپروبیوتیک معرفی 

 Bloodنتخب هنگام رشد در محیط هاي مهیچ کدام از جدایه

agarهاي قرمز خون نشدند و  موجب هیدرولیز گلبولϒ - 
 .L  یک جدایه به نام هرچند. همولیتیک بودند

fermentumآلفا همولیتیکی نشان داد و از انجام فعالیت 
 از  این نتیجه حاکی از آن است که.هاي بعدي حذف شدآزمایش

  جدایه10 یمن نبوده ویابی شده، یک جدایه ا جدایه توالی11
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 نتایج به دست آمده از این تحقیق. باشندمیزا منتخب، غیر بیماري
همچنین . ]25[  مطابقت دارد)2012(ساریننا - تجروهاي یافتهبا 

 16گزارش کردند که از بین ) 2015(کارتنگ و همکاران -اووسو
 دو ،خمیر ارزن تخمیري جدا شده از L. fermentumنژاد 

 در حالی که محمودي و همکاران .]26[ جدایه آلفا همولیز بودند
 به دست L. fermentum 14گزارش کردند از میان ) 2016(

همچنین . ]27[  همولیتیک بودند-ϒ همگی آمده از شیر خام شتر
، هیچ کدام از )2006( و همکاران سادر تحقیقات ماراکوداکی

هاي لبنی فرآورده جدا شده از Lactobacillusهاي گونه
  همولیتیک بودند-ϒهمولیتیک نشان ندادند و همگی  - βفعالیت 

]28[ .  
  بیوتیکها به آنتیبررسی حساسیت جدایه - 3-5

بیوتیک  آنتی10هاي لاکتیکی در مقابل حساسیت و مقاومت جدایه
 2لی در جدول دیواره سلو مهارکننده سنتر پروتئین و مهارکننده

 Streptococcusلازم به ذکر است   .نشان داده شده است

lutetiensis با کد BMM1 و L. delbruekii  با کد
ORM1به دلیل عدم رشد کافی از آزمون مقاومت به آنتی -

  .ندبیوتیک حذف شد

Table 2 Antibiotic sensitivity of isolated lactic acid bacteria  

         
Clear 
zone 
(mm)  

          

Antibiotic  
isolate  tetr

acy
clin

  pe
nic

illi
ne

  am
pic

ilin
  

ch
lor

am
ph

en
ico

l
  

va
nc

om
yc

in
  Str

ep
tom

yc
in

  

ge
nta

m
ici

n
  Ka

na
m

yc
ine

  eri
thr

om
yc

in
  clin

da
m

yc
in

  

L. delbruekii  
(BRM1) 20 S  20 S  20 S  17 I  S 24  S 15  20 S S 23  S 25  S 22  

L. delbruekii subsp. 
bulgaricus 
(ORM3)  

28 S  R 0  S 29  R 0  S 20  R 0 S 17  R 0  S 26  I 20  

L. curvatus 
(ORM4)  20 S  R 0  S 25  R 0  S 24  R 0  S 20  R 0  I 20  S 22  

Lac. lactis subsp. 
lactis 

(BRM3) 
S 20  R 0  S 30  S 18  S 18  R 0  R 12  R 0  S 25  S 27  

L. delbruekii 
(ORT2) S 25  S 30  S 27  S ٢١  S 24  S 15  S 15  R 13  S 27  I 19  

L. delbruekii 
(ORT3) S 28  S 18  S 34  I ١٧  S 30  S 18  S 19  S 20  S 24  S 38  

L. delbruekii 
BRT1 S 27  S 15  S 19  S ٢٢  S 20  S 15  S 17  S 24  S 28  S 22  

L. reuteri 
SRM2 S 20  S 33  S 25  S ٢٠  R 0  R 0  S 18  R 0  S 26  S 24  

S: sensitive, I: semi-sensitive, R: resistant 
  

 .L. delbruekii (BRM1) ،Lها، در میان جدایه

delbruekii (BRT1) ،L. delbruekii (ORT3) 10 به 
 L. delbruekiiبیوتیک مورد آزمون حساس بودند و آنتی

(ORT2)چنانچه در . ، فقط به کانامایسین مقاومت نشان داد
ز توان گفت بسیاري ا میاستمطالعات مختلف گزارش شده

این . باشندها مقاوم میبیوتیک به آنتیهاي اسید لاکتیکباکتري

هرچند برخی از . ویژگی اغلب ذاتی و غیر قابل انتقال است
 .L مانند بعضی از نژادهاي هاي اسید لاکتیکباکتري

fermentum ،L. plantarum و L. reuteri احتمال دارد 
ال کد شده روي وتیک قابل انتقبیهاي مقاومت به آنتیحامل ژن

بیوتیک به به آنتینسبت هاي مقاومت انتقال ژن. مید باشندپلاس
متی اي، دغدغه اصلی براي سلازاي رودههاي بیماريباکتري
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بیوتیک میدهاي مقاومت به آنتیهر نژادي که داراي پلاس. است
هاي انسانی و حیوانی باشد جهت استفاده به عنوان پروبیوتیک

از طرف دیگر، نژادهاي . شوندفته مینامناسب در نظر گر
بیوتیک ممکن است براي پروبیوتیک داراي مقاومت ذاتی به آنتی

بیمارانی که با مصرف داروهاي ضد میکروبی مختلف، دچار 
شوند، مفید اي می نرمال رودهفلورکاهش یا عدم تعادل در میکرو

نیز گزارش کردند که ) 2015( لیت و همکاران .]29[باشد 
 نسبت به هاي کفیرجداشده از دانه Lactobacillusهاي نژاد
این .  ونکومایسین حساسیت نشان دادندها به جزبیوتیک آنتیتمام

 جزبه  مطالعه حاضرهاي  جدایهتمامدرحالی است که 
Lactobacillus reuteri SRM2حساسیت  به ونکومایسین 

قاومت به بیوتیکی، مهاي آنتیدر میان مقاومت. ]15[ نشان دادند
 ونکومایسین یکی از ونکومایسین، از همه مهمتر است زیرا

هاي بالینی هایی است که در مقابل عفونتبیوتیکآخرین آنتی
هاي مقاوم به چندین دارو، کارایی ایجاد شده توسط پاتوژن

هاي اسید لاکتیک باکتري برخی از با این حال. اي داردگسترده
، L. casei ،L. rhamnosus ،L. plantarumمانند نژادهاي 
pediococci  وLeuconostoc به ونکومایسین مقاوم هستند 

که این ژن مقاومت، روي کروموزوم کد شده و غیر قابل انتقال 
هاي اکثر گونه، تحقیق حاضربر خلاف نتایج  .]29[باشد می

Lactobacillus حامل ژن مقاومت به ونکومایسین روي ،
آلانین -مقاومت ذاتی به دلیل وجود ديکروموزوم هستند و چنین 

آلانین در - نین ديآلا-جاي دي پپتید ديلاکتات به-دي
 و سا در تحقیقات ماراکوداکی.]30[ است هاپپتیدوگلیکان آن

  از نژاد4 نژاد به ونکومایسین مقاوم  و 25نیز ) 2006(همکاران 
L. paracasei  وL. rhamnosus حساس بیوتیک به این آنتی

همچنین در مطالعات فرانسیوسی و همکاران . ]28[ بودند
 Lac. lactis و Lac. lactis subsp. lactisنژادهاي ) 2009(

subsp. cremorisه با  ک]10[  به ونکومایسین حساس بودند
  . مطابقت داردپژوهش حاضرنتایج 

L. delbruekii subsp. bulgaricus (ORM3)     ،L. 
curvatus (ORM4) ،Lac. lactis subsp. lactis 

(BRM3)و L. reuteri (SRM2)هاي بیوتیک به آنتی
مقاومت به . آمینوگلیکوزیدي مقاومت نشان دادند

در ) جنتامایسین، کانامایسین و استرپتومایسین(آمینوگلیکوزیدها 

هاي جدا شده از مواد غذایی تخمیري مختلف وسلاکتوباسیل
از انواع شده جدا  L. paracasei و L. bulgaricusمانند 

، L. helveticus، L. delbrueckii subsp. lactisماست، 
L. rhamnosus ،L. casei و L. fermentum  از جدا شده

. باشد می شده است که در تطابق با نتایج این تحقیقپنیر گزارش
هاي هاي آمینوگلیکوزیدي در گونهبیوتیکمقاومت ذاتی به آنتی

Lactobacillus عدم وجود سیستم انتقال الکترون تواند به می
به تغییرات در نفوذپذیري غشا همچنین وابسته به سیتوکروم و 

 .]31[ مرتبط باشد

به بسیاري از  Lactobacillusهاي به طور کلی، گونه    
ها حساس سیلینهاي سنتز دیواره سلولی مانند پنیمهارکننده

ها لینسیاي در مقابل پنی مقاومت گستردههرچند. هستند
هاي مورد استفاده تحت وس در لاکتوباسیلGسیلین خصوصا پنی

 .L. rhamnosus ،L، در آغازگرهاي  یا کشتعنوان پروبیوتیک

reuteri و L. plantarum جدا شده از پنیر، در L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus جدا شده از انواع ماست 
هاي خشک ساز سوسی L. sakei و L. curvatusچینی و در 

  مشابه این نتایج، در .]31[تخمیري و غیره مشاهده شده است 
سیلین ها به پنیحاضر نیز دیده شد که برخی از جدایه پژوهش
   .ددادن نشان مقاومت

هاي گرم بیوتیکآنتی معمولا به Lc. lactisنژادهاي مختلف 
- و همچنین به آنتی جمله اریترومایسین و ونکومایسینمثبت از

-پیسیلین و آمطیف مانند کلرآمفنیکول، پنی الهاي وسیعتیکبیو

-این در حالی است که اغلب گونه. ]32[سیلین حساس هستند 

 .]32[ اندهاي لاکتوکوکوس به جنتامایسین و کانامایسین مقاوم
چنین الگوي مقاومت یا حساسیت دقیقا در مطالعه حاضر در 

  .ه گردید نیز مشاهدLc. lactis subsp. lactisمورد 
  

 گیري کلینتیجه  - 4
هاي کتري با،هاي مولکولیگیري از تکنیکدر این مطالعه با بهره

هاي  پروتئولیتیکی مناسب از نمونهاسید لاکتیک داراي فعالیت
.  شناسایی شدند جداسازي ومختلف شیر خام گاو، گوسفند و بز

 مشاهده  و شدت فعالیت پروتئولیتیکیزیستی تنوع با توجه به
هاي پروتئولیتیک که بتوانند در اي از آغازگرشده، ایجاد مجموعه
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هاي آغازگر یا همراه مورد استفاده مقیاس صنعتی به عنوان کشت
با این وجود به . پذیر و حائز اهمیت خواهد بودقرار گیرند امکان

هاي اسید  باکتريتکنولوژیکهاي دلیل اینکه برخی از ویژگی
هایی از باشد، جداسازي چنین باکتري میلاکتیک وابسته به نژاد

نتایج بر اساس همچنین . گرددمناطق مختلف کشور پیشنهاد می
امري هاي جدا شده هاي ایمنی باکتري بررسی جنبه،این مطالعه

  .ضروري خواهد بود
  

  سپاسگزاري - 5
 95- 354- 33طرح پژوهشی با شناسه این مقاله از هاي یافته

نویسندگان از معاونت پژوهشی و سیله، بدینو. استخراج شده است
 و منابع طبیعی گرگان جهت فناوري دانشگاه علوم کشاورزي

  .نمایندحمایت مالی طرح مذکور تشکر و قدردانی می
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Some lactic acid bacteria (LAB), in particular proteolytic strains, in raw milk have useful technological 
properties and play important role in developing desired characteristics in the final products. However, 
they are mostly lost during heating and technological processes. Therefore, it would be important to be 
isolated and maintained for further applications as pure adjunct cultures. In this study, after selective 
isolation of LAB from raw cow’s, ewe’s and goat’s milks on MRS agar and M17 agar, gram-positive 
catalase-negative were selected and maintained as pure cultures. Then, the isolates were screened 
according to their proteolytic activities on skim milk agar (well-diffusion method). The potent gram-
positive, catalase-negative proteolytic strains were identified via 16S rDNA gene sequencing and 
antibiotic resistance (10 antibiotic agents, disc-diffusion method) and hemolytic activities (on blood agar 
containing 5% sheep blood) were evaluated. BLAST analysis resulted in identification of Lactobacillus 
delbruekii (five isolates), L. delbruekii subsp. bulgaricus, L. fermentum, L. reuteri, L. curvatus, 
Lactococcus lactis subsp. lactis, and Streptococcus lutetiensis. L. lactis subsp. lactis obtained from cow 
milk showed the highest proteolytic activity as a 23-mm halo zone was observed on skim milk agar plate 
after 48 h incubation at 37 °C. In case of hemolysin production, only Lactobacillus fermentum showed α-
hemolytic activity and the others showed no activities. All the identified isolates were sensitive to 
tetracycline, ampicillin, erythromycin, vancomycin and gentamycin with the exception of L. reuteri and 
lactococcus lactis subsp. lactis that found to be resistant to vancomycin and gentamycin, respectively. 
About penicillin, chloramphenicol, clindamycin, kanamycin and streptomycin, the results were varied. 
Our results verified diversity of wild proteolytic LAB strains in raw milk, as reported before. Although 
LAB mainly belong to the GRAS list, strains isolated from raw milk should be re-checked for their 
safety-related properties.  
  
Keywords: Raw milk, Proteolysis, Lactic acid bacteria, Safety 
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