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 از شیر خام و تعیین فعالیت اسیدي آنها لاکتوباسیلوس هايگونه جداسازي و شناسایی
 

  2فرخ میرزانمدي و 1، یحیی مقصودلو*1، مرتضی خمیري1نمین شریتا سلیمی
  گرگان، ایران طبیعی منابع و کشاورزي علوم دانشگاه غذایی، صنایع و علوم ارشد دانشکده آموخته کارشناسی دانش1

  گرگان، ایران طبیعی منابع و کشاورزي علوم دانشگاه غذایی، صنایع و علوم دانشیار دانشکده2
  ، ایراناردبیل ،آوري زیستی رازي مدیره شرکت فن رییس هیات3

  

 11/93/ 29 تاریخ پذیرش:  ؛9/12/92 تاریخ دریافت:

   چکیده
هـاي جـدي جهـت شناسـایی     هـا سـبب شـده تـا تـلاش     منافع اقتصادي اسید لاکتیک بـاکتري  سابقه و هدف:

  هاي اسید لاکتیک بومی صورت گیرد.  باکتري
مرکـز  از دو شـیر خـام    هـاي لاکتوباسـیلوس  فنـوتیپی  جداسـازي و شناسـایی   در این تحقیـق  مواد و روش ها:

ها به منظور کاربرد تکنولوژیکی جدایه pHکاهش  گرفت و توانایی آوري شیر مناطق اردبیل و سراب انجام جمع
  لاکتیک مورد بررسی قرار گرفت.در تولید اسیدآنها 
شناسـایی   لاکتوباسـیلوس هاي شیر خام به عنـوان  از نمونهکلنی مورد بررسی  14کلنی از  6در مجموع  ها:یافته

 و plantarum Lactobacillus، acidophilus  Lactobacillus ،Lactobacillus caseiهـــاي شـــدند. بـــاکتري
Lactobacillus curvatus شیر خام اردبیل و  ازLactobacillus plantarum   وLactobacillus brevis  از شیر خام

 لاکتوباسـیلوس هـاي  گونهفنوتیپی  شناساییراي معمول ب کییولوژیزیی و فیایمیوشیهاي بتستاساس ر بسراب 
ي حاصـل در بـازه   جدایـه  6توسـط  MRS محیط کشت مـایع   pHجداسازي شدند. تحلیل آماري روند کاهش 

  .داري وجود نداردها اختلاف معنیساعت نشان داد که بین جدایه 48تا  4زمانی 
  . را دارند استارترهاي صنعتی رایج مورد استفاده جایگزینی با تواناییهاي بومی این گونه استنتاج:

  

 1.ها، شیر خام، فعالیت اسیديلاکتوباسیلوس جداسازي، شناسایی فنوتیپی،: کلیدي هاي واژه

  
  

                                                
 khomeiri@gau.ac.ir نویسنده مسئول:*
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  مقدمه
توانایی تولید اسـید لاکتیـک طـی     سببها هستند که به هاي اسیدلاکتیک گروهی از باکتريباکتري

هـاي اسـید لاکتیـک،     ). از میـان بـاکتري  12کاربرد زیادي دارنـد (  متابولیسم تخمیر همگن و ناهمگن،
در  هاي اسید لاکتیک کوکسـی، و نسبت به باکتري داشته ها نقش مهمی در فرایند تخمیرلاکتوباسیلوس

میزان تولیـد اسـید    را دارند. بیان این موضوع که طول تخمیر توانایی تولید مقدار بیشتري اسید لاکتیک
د یجهـت واردات اس ـ سـالانه  دلار ارز هـا  ونیلیم است، تن در سال هزار 200لاکتیک در جهان حدود 

) و تولیـد اسـید   ردی ـر صعودي بـه خـود مـی گ   ین روند هر ساله سیا(شود کشور خارج میاز ک یلاکت
هاي پر نیاز باشد، اهمیت این باکتريهاي اسید لاکتیک میمهم باکتري هايلاکتیک تنها بخشی از کاربرد

هـاي اسـید   ). سـودآوري تحقیقـات در زمینـه بـاکتري    28گردد (در میکروبیولوژي صنعتی مشخص می
ها پیش از مدتها سبب شده تا کشورهاي در حال توسعه لاکتیک و نیاز تمامی کشورها به این باکتري

 هاي اسید لاکتیکباکتريهاي اسید لاکتیک بومی را آغاز کنند. باکتريهاي جدي جهت شناسایی تلاش
گیاهان سبز، سبزیجات تخمیري، محصـولات لبنـی،    ها،وسیعی جدا کرد. انواع دانهمنابع  توان ازرا می

هـا  جوي ایـن بـاکتري  جسـت  تواننـد بـراي   انواع ماهی و خاك منابعی هستند که بسته به نوع تحقیق می
محققان زیادي در کشورهاي اروپایی میکروبیولوژي شیر خام را  ،هاي اخیر ). در سال11(مناسب باشند 

فلور میکروبـی غالـب شـیر     ،شیر خام در هامیکروارگانیسمحضور انواع ، زیرا با وجود کردند بررسی 
 کـه  ). کشورهاي پیشرفته حدود یـک قـرن اسـت   4( دهندتشکیل می لاکتیک هاي اسیدباکتري را خام

اسـتفاده صـنعتی    بـراي  هاي اسـید لاکتیـک  هاي جدید باکتريطور جدي به کشف و شناسایی گونه به
، هـاي گونـاگون  آب و هوایی و اکوسیستم بالاي تنوعو داشتن ایران پهناور بودن رغم علی .اندپرداخته

چند سـالی   تنهابا این حال داراي پتانسیل صنعتی تلاش کرد، جدید و هاي توان براي یافتن باکتري می
نیـز  هاي انجام گرفتـه در ایـران   ). از جمله پژوهش9است که این مساله مورد توجه قرار گرفته است (

و فرقـانی و همکـاران    )2009( لطفی و همکاران، )2009هاي احمدي و همکاران ( توان به پژوهشمی
در زمینـه جداسـازي و    یمطالعـات  ) عـلاوه بـر  2008. حسنی وهمکاران ()14،1،9( ) اشاره کرد2010(

هـا را نیـز بررسـی    جدایـه هاي تکنولـوژیکی  هاي غالب در پنیر لیقوان، ویژگیلاکتوباسیلوسشناسایی 
هـاي  سـویه  از ولید اسیدلاکتیکدر زمینه تهایی بررسی) نیز 2007دامادي و همکاران (میر. )10( کردند

پـژوهش بررسـی امکـان جداسـازي     . هـدف از انجـام ایـن    )15( انجام دادنـد لاکتوباسیلوس  مختلف
هـاي تجـاري وارداتـی    قابل مقایسه با گونـه  pHاز شیر خام با توانایی کاهش لاکتوباسیلوس  هاي گونه



1394، 1)، شماره 7نشریه فرآوري و نگهداري مواد غذایی جلد (  

63 

هـاي  جایگزینی مناسب براي باکتري بههاي داراي پتانسیل صنعتی بتوان گونه یافتن است. امید است با
 تجاري وارداتی یافت. 

  
  مواد و روش ها 

، ملیبیـوز آرابینـوز، لاکتـوز،    مـانوز، زایلـوز،   ، فروکتـوز، ریبوزرافینوز، مانیتول،  گالاکتوز، قندهاي :مواد
از نمایندگی شرکت مرك  ساکارز، ملزیتوز و دي سوربیتگلوکز،  گزیلوز،، ترهالوز رامنوز، سوربیتول،

ده بـراي  محـیط کشـت مـورد اسـتفا     )MRS( 1دمـن روگوسـا آگـار   آلمان در تهران خریداري شـدند.  
چنـین جداسـازي   سـازي، شـمارش و هـم    نگهـداري، غنـی   بـراي  بـود کـه   سازي جداسازي و خالص

. شـد در این تحقیق استفاده  هالاکتوباسیلوس ترین محیط کشت عنوان رایج هاي اسید لاکتیک به باکتري
  .تهیه شد هاي مدیا (هندوستان)  از شرکت،  MRSمحیط کشت 

  

  ها روش
تنـی   3نمونـه  هاي سنتی شهر اردبیل و تنی دامداري 5شیرخام از نمونه  نمونهدو  :هاآوري نمونه جمع

به مخـازن   جداگانه ها هاي شهر سرابتحویلی به کارخانه خورشید صبح اردبیل تهیه شد. نمونهدامداري
پس از اختلاط کامل در شـرایط   .شدند نگهداري گراد  درجه سانتی 4دو جداره منتقل شده و در دماي 

و براي انجام آزمون به آزمایشگاه منتقل  شده از هر یک از مخازن برداشتمیلی لیتر نمونه  500ستریل ا
  شد.

از  10-7تـا   10-1از هاي متوالی رقتها به آزمایشگاه، پس از انتقال نمونه :تلقیح، بررسی و جداسازي
استریل)  لیتر محلول رینگرمیلی 90لیتر از نمونه شیر خام درمیلی 10سوسپانسیونی با  هر ارلن (حاوي

(در  آگار MRS شیر خام روي محیط هاي مختلف تهیه شده از نمونهمیکرولیتر از رقت 100تهیه شد و 
 هوازي حـاوي گـاز  ساعت در جار بی 48ها به مدت تلقیح شد. پس از کشت سطحی، پلیت تکرار) 3

  ). 20( گذاري شدند گراد گرمخانهسانتی درجه 37پک (مرك) در دماي 
برداشت شدند و با  دوپلاتین استریللبا فیاز روي هر پلیت هایی کلنیگذاري، پس از پایان گرمخانه
اي هاي میلهباکتري داراي هاي کلنی. شدنداستفاده از میکروسکوپ بررسی  ورنگ آمیزي گرم (هوکر) 

هاي جدید پلیت روي کلنی تک صورت مورد نظر بههاي کلنیانتخاب شدند.  گرم مثبت یا کوکوباسیل

                                                
1. De Man  Rogosa Agar 
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درجه  37هوازي در دماي ساعت در جار بی 48مدت  بهو  هشدکشت خطی  جامد MRSمحیط حاوي 
 .بررسی شـدند  )100و  40نمایی با بزرگمیکروسکوپ ( با و مجددا گذاري شدندخانهگرم گرادسانتی

هاي اسید لاکتیک گرم . باکتريبود دیگریکهاي مورد نظر از شدن مطمئن باکتري جدا هدف از این کار
اسـتفاده شـد. کلنـی     کاتـالاز  تسـت بـراي تشـخیص اولیـه از     بنـابراین  مثبت و کاتالاز منفی هسـتند، 

 تنها، باشندمی هاي اسید لاکتیک هاي باکتري جنسسایر از نظر متابولیکی بسیار مشابه  هالاکتوباسیلوس
و  Streptococcus،  Leuconostoc، ماننـد  هاي کوکسی ها را به سادگی از جنسآن ،اي شکل بودنمیله

Pediococcus اي یا کوکوباسیل، گرم مثبت و کاتالاز منفی هاي میلهکلنی ، از این رو فقطکندمتمایز می
  براي مطالعه بعدي (شناسایی در سطح گونه) انتخاب شدند.

هاي مایع حاوي غلظت  MRSهاي فیزیولوژیک با بررسی رشد در محیط کشتآزمون: شناسایی نهایی
 37، 15مایع استریل در سه دماي مختلف MRS کشت  ) و محیط4% (6 و 5، 4، 2 کلریدسدیم متفاوت

هـاي مختلـف   pHدر و  )21( روز 1و 3،  10 ترتیـب  هـاي بـه   گراد در مدت زمـان سانتی ءدرجه 45 و
 1/0 اسـیدکلریدریک  مایع قبل از استریل کردن بـا اسـتفاده از   MRSمحیط کشت  pHصورت گرفت. 

  ).25تنظیم شد ( 2/5و  5/4، 4، 5/3 رويمولار 
در هاي تخمیـري بـود.   هاي بیوشیمیایی شامل تخمیر قندها، تولید آمونیاك و شناسایی گروهآزمون
. پس از تهیـه محـیط مـایع تخمیـر     شدبراي آزمون تخمیر قندها استفاده ترکیب قندي  18 ،این تحقیق

MRS  ها در اتـوکلاو  لیتر و استریلیزاسیون آن میلی 2هاي آزمایش به حجم ر لولهپخش این محیط د و
میکرولیترمحلول قندي استریل شده  20به هر محیط،  دقیقه)، 15مدت به گراددرجه سانتی 121(دماي 
از تلقیح، در شرایط  پسبنفش اضافه شد و  میلی لیتر معرف بروموکرزول 5/0 میکرون و 22/0با فیلتر 

ساعت بررسی شد. تغییر رنـگ   72گراد به مدت درجه سانتی 37در دماي خانه گذاريگرم و هوازيبی
  .)16عنوان نتیجه منفی گزارش شد (عنوان نتیجه مثبت و عدم تغییر رنگ بهاز بنفش به زرد به

برداشت یک کلنی تیپیـک توسـط سـوزن کشـت از      آزمایش هیدرولیز آرژنین با ،در تحقیق حاضر
 MRSمحیط کشت مـایع  و  آرژنین دارايمایع  MRSجامد، انتقال به محیط کشت  MRSت محیط کش

-عنوان شاهد)، پوشاندن سطح محیط تلقیح شده با مقداري پارافین غلیظ سترون، گرم(به بدون آرژنین

ساعت و بررسی تغییـر رنـگ از بـنفش بـه زرد      72مدت گراد بهدرجه سانتی 37گذاري در دماي خانه
  ).17گرفت (انجام 



1394، 1)، شماره 7نشریه فرآوري و نگهداري مواد غذایی جلد (  

65 

شد.  انجام توانایی تولید گاز دي اکسیدکربن از قند گلوکز  با توجه بههاي تخمیري شناسایی گروه
تولید گـاز از گلـوکز    از نظرها بررسی توانایی جدایهبراي مایع حاوي لوله دورهام  MRSمحیط کشت 

گذاري در دماي خانهوگرم هاي حاوي محیط کشت استریل شدهاستفاده شد. بعد از تلقیح کلنی در لوله
. وجـود  شـد  ها بررسیهوازي، تولید گاز در لولهساعت در شرایط بی 48مدت گراد بهدرجه سانتی 37

گاز در لوله دورهام، نشانه ناهمگن بودن تخمیر و عدم وجود گاز ناشی از همگن بـودن تخمیـر تلقـی    
 بیوشـیمیایی  خصوصـیات  بـا  شـده  یشناسـای  هـاي جدایـه  بیوشـیمیایی  هـاي آزمـایش  نتایج). 23شد (

شـدند   شناسـایی  گونه و جنس سطح در هاو جدایه شد داده مطابقت برگیس کتاب در هالاکتوباسیلوس
)23(. 

 MRSهـا بـه محـیط کشـت     ها، سویهبراي تعیین فعالیت اسیدي جدایه :هاجدایهتعیین فعالیت اسیدي 
گـذاري  خانـه  هوازي گرمگراد در شرایط بیدرجه سانتی 37ساعت در دماي  24مایع تلقیح و به مدت 

مـایع  MRS درصد (حجمی در حجمی) به محـیط کشـت    1شدند. سپس از کشت تازه فوق به نسبت 
ر د pH مقدار گذاري گردید وساعت گرمخانه 48گراد به مدت درجه سانتی 37و در دماي  شده تلقیح

   ).7گیري شد (ساعت اندازه 48و  28، 24، 20، 6، 4ت زمان هاي مد
  

  نتایج و بحث
 انتخـاب و  هـاي غیرمشـابه   رفولوژیـک، کلنـی  بر اسـاس مشـاهدات م  : هاي کلنیمرفولوژي و ویژگی

از  اي گرم مثبت آزمون کاتالاز انجـام گرفـت. در ایـن مرحلـه     هاي میله آمیزي گرم شدند. از کلنی رنگ
هـاي  بـر اسـاس ویژگـی   شـد.    بررسـی از نظـر مرفولـوژیکی   کلنی  14هاي شیرخام در مجموع  نمونه

کلنی  4کلنی مورد بررسی نمونه شیرخام گاوي اردبیل،  9از  ،هاي بیوشیمیاییمرفولوژي و برخی تست
  سازي شدند.  جداسازي و خالص کلنی 2کلنی مورد بررسی نمونه شیر خام گاوي سراب،  5و از 

هاي شیر خام  هاي شناسایی (مورفولوژي سلولی، کاتالاز و گرم) جدایه نتایج اولین دسته از آزمایش
 6در مجمـوع،   1نشان داده شده است. بررسی موارد منـدرج در جـدول    1اردبیل و سراب در جدول 

اي اسـید  ه ـ هاي باکتريشناسایی شدند که در بین سایر جنس لاکتوباسیلوسعنوان  کلنی به 14کلنی از 
  لاکتیک بیشترین درصد فراوانی را به خود اختصاص دادند.
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 هاي شیر خامنتایج شناسایی مورفولوژیکی جدایه . 1جدول 
Table 1. The morphological characterization of isolates from raw milk 

 جدایه
Isolate's Cod 

 مورفولوژي سلولی
Cell Morphology 

 واکنش گرم
Gram reaction 

 تست کاتالاز
Catalase test 

 شهر
City 

1AM ايمیله 
Bacilli 

+ 

  
- 

  
 اردبیل

Ardebil 

2AM ايمیله 
Bacilli 

+ 
 

- 

  
 اردبیل

Ardebil 

1 ABM ايمیله 
Bacilli 

+ 

  
- 

 
 اردبیل

Ardebil 

2 ABM ايمیله 
Bacilli 

+ 
  

- 
  

 اردبیل
Ardebil 

1 SM ايمیله 
Bacilli 

+ 
 

- 

  
 سراب
Sarab 

2 SM ايمیله 
Bacilli 

+ 

  
- 

  
 سراب
Sarab 

هاي ترتیب حروف اول واژه به هادر نام جدایه Sو  M  ،Aتکرار انجام شد. حروف 3= منفی. کلیه آزمون ها در  -علائم: + = مثبت و 
Milk، Ardabil و Sarab حرف  باشدمی)B است).به کار رفته  اردبیل ها از نمونه شیر نیز براي مشخص کردن جدایه  

Symbols and Abbreviations: + = positive, - = negative. M, A, S and B in the name of the isolates represent Milk, 
Ardabil Sarab and the second series of milk samples collected from Ardabil respectively  
 

هـا بـر اسـاس    هاي بیوشیمیایی، جدایـه ویژگی بررسی نتایج: هاي فیزیولوژیکی و بیوشیمیاییویژگی
  تقسیم شدند.  و ب به دو گروه الف لید و یا عدم تولید گاز از گلوکزتو

تواند به شرایط محیطی این مطلب می ها مزوفیل بودند.اکثر جدایه 2مطابق نتایج مندرج در جدول 
کند، مربوط گردد. نتایج بررسی میهاي مزوفیل حمایت که از رشد جدایه مانند دماي طبیعی این مناطق

محـیط کشـت، اثـر ممانعـت کننـدگی در رشـد        pHهاي مختلف نشـان داد کـه کـاهش     pHرشد در 
. )27( داشـت  تمطابق ـ) 2003( مرینهیر و ندرولایوها داشت، این امر با نتایج مطالعات لاکتوباسیلوس

 بـه  یمشـابه  نتایج) 2009و همکاران ( زیآزمختلف،  يهاغلظت تحمل يبرا هاجدایه یتوانای زمینه در
 رشد در يانمک و دما تاثیر قابل ملاحظه غلظت ،pH پایین و بالا مقدار که دادند نشان و آوردند دست

  .)4( داشتند لاکتیک اسید يهاباکتري
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 هاي شیر خام.  نتایج آزمون هاي بیوشیمیایی جدایه2 جدول
Table 2. Results of the biochemical tests of the isolates from raw milk 

 هاجدایه
Isolates  

  

            اه آزمایش
Testes  

 گروه الف
A Group  

 گروه ب
B Group  

AM1 SM2 AM2 ABM1 SM1 ABM2 

 آمونیاك از آرژنین
Ammonia from arginine  

- - - -  
- 

 
-  

 گاز از گلوکز
Gas from glucose 

 Wض/ + - - - -

  pHرشد در 
Growth in pH 

 W/ض Wض/ W/ض  -  W/ض W/ض 3.5

4 + +  + + + + 

4.5 + 

++  
+ 

++  
+ 

++  
+ 

+ 

+ 

++ 

+ 

++ 5.2  

 رشد در درصد نمک
The growth in 

different  percentage 
of salt  

2 +  
+  

+  
+  

+  
+  

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 4  
5  +  

  W/ض
+  
  W/ض

  - W/ض
+ 
 W/ض

  W/ض
- 

  W/ض
- 6  

 رشد در دماي

Growth in different 
temperature  

15°C + + - + + + 

37°C +  +  + +  +  +  
45°C -  -  ض - - - 

 = عدم رشد، ض = رشد ضعیف،  - علائم: + = داراي رشد، ++ = رشد خوب، 
Symbols and Abbreviations, += Normal growth, ++= Excellence growth, W= Weak growth, - = No growth,   

  
  ها نتایج آزمون تخمیر کربوهیدرات: ها)در سطح گونه (از طریق تخمیر قند هالاکتوباسیلوسشناسایی 

بـا کتـاب    زیـر از تطبیـق   نمایش داده شده است. نتـایج  3هاي شیرخام اردبیل در جدول توسط جدایه
 استنباط شد: برگیس
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 لشیر خام اردبی هايیهتخمیر قند جدا نتایج آزمون .3جدول 
Table3. Results of fermentation tests of isolates from raw milk collected from Ardebil milk collection center  

 تخمیر قندها
Suger 

fermentation  
AM1 L. 

plantarum AM2 L. 
acidophilus ABM1 L. 

casei ABM2 L. 
curvatus 

 گلوکز -دي
D-Glucose 

+ + + + + +  + + 

  گالاکتوز -دي
 D Galactose  

+ +  + + + + + + 

 آرابینوز - ال
 L- Arabinose 

- D - - - - - - 

 فر.کتوز -دي
 D-Fructose  

+ + + + + + + + 

 لاکتوز
 Lactose 

+ + + + + D + D 

 مالتوز
 Maltose 

+ + + + + + - + 

  مانیتول -دي
D-Mannitol 

+ + - - + + - - 

 مانوز -دي
D -Mannose  

 ض
W 

+ + + + + + + 

ملیبیوز -دي  
 D- Melibiose 

+ + - D - - - - 

ملیزیتوز -دي   
D-Melezitose 

- D - - + + - - 

 رافینوز
 Raffinose 

+ + - D - - - - 

رامنوز -ال  
 L-Rhamnose 

- - - - - - - - 

سوربیتول -دي   
D-Sorbitol 

 ض + +
w 

 ض +
w 

+ - - 

 ریبوز -دي
 D-Ribose 

+ + - - + + + + 

  دي گزیلوز
D-Xylose  

- D - - - - - - 

  دي تره هالوز
D-Trehalose 

+ + + D 
 ض
w 

 ض +
w 

- 

  -D دي سوربیت
Sorbit 

 ت.ن + + +
ND 

 ت.ن -
ND 

- - 

 Sucrose +  + + + + + - D ساکارز 
 11-89در  D= عدم توانایی رشد یا عدم واکنش، ض= رشد ضعیف، ت. ن= تعیین نشده و  -= توانایی رشد یا توانایی تولید،  +علائم: 

  شدتکرار انجام  3کلیه آزمایش ها در . ها مثبتدرصد سویه
Symbols and Abbreviations: += Normal growth, W= Weak growth, - = No growth, ND= Not determined, D = 
11 – 89 % of strain are positive. All tests were performed at 3 replications.  
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ات توسـط  بـه کـر     L. plantarumبـوده اسـت.   L. plantarumمشابه  1AM پروفیل تخمیر جدایه
) و احمدي 2008هاي لبنی جدا شده است. حسنی و همکاران (محققیّن مختلف از شیرخام و فراورده

الگـادي و  . )10و  1( پنیر لیقوان جداسازي و شناسایی کردندرا از  L. plantarum) 2009همکاران (و 
. در آزمون )8( از شیرخام انجام دادند L. plantarum براي جداسازيهایی را بررسی) 2008همکاران (

آرابینـوز بـود،    ها با هـم فـرق داشـتند و آن توانـایی اسـتفاده از     تخمیر قندها فقط در یک مورد جدایه
(مطابق بـا کتـاب    دادند در استفاده از این قند نشان متفاوتی توانایی  L. plantarumهاي مختلف  سویه

در تحقیـق عثماهـان ازهـري     L. plantarumعنـوان   هاي شناسایی شـده بـه  ). جدایه3برگیس، جدول 
 يو در ایـن مـورد نیـز جدایـه     )3( ) بسته به نژادشان در توانایی تخمیر گزیلوز متفاوت بودنـد 2011(
 1AM ی به دست آمدقادر به تخمیرگزیلوز نبود که نتایج یکسان .  

  اي مشـابه جدایـه  ی) در تحقیق ـ2002توگو و همکـاران (  بود. L. acidophilusمشابه  2AM جدایه
L. acidophilus  هـایی از  نیـز سـویه  ) 2008الگادي و همکاران (. )26( شناسایی کردندشیرخام  دررا

کـه توسـط    هایی. جدایه)8( شناسایی کردند L. acidophilusهاي شیر خام را به عنوان لاکتوباسیلوس
از  )4( شناخته شدند L. acidophilus) از شیر خام بوفالو جدا شده و به عنوان 2009آزیز و همکاران (

بـا هـم    قنـدها نتـایج کـاملاً   داشتند ولی از لحاظ توانایی تخمیر   تفاوت 2AM بعضی جهات با جدایه
  یکسان بودند. 

 ،L. caseiعنواناي بهبود. براي تشخیص دقیق سویه  L. casei subsp. Caseiمشابه  1ABM جدایه
  ،L. caseiاز جملـه (  لاکتوباسـیلوس هـاي مختلـف   ، زیـرا گـروه  اسـت نیاز بـه بررسـی تـوالی ژنـوم     

L. plantarum ،L. rhamnosus   وL. zeae  مـــرتبط را در  تاکســـونومیک تقریبــاً ) یـــک گــروه
در تحقیـق حاضـر از نظـر خصوصـیات      1ABMي دهنـد. نتـایج جدایـه   ها تشکیل مـی لاکتوباسیلوس

ایـن  . مطالعـات  داشـت  تمطابق ـ) 6() 2007و همکـاران (  کاي نتایج مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی با
هـاي لبنـی توانـایی بیشـتري بـراي      از شیرخام و فراورده L. caseiجدا شده که نژاد  نشان داد محققان

  توانایی استفاده از لاکتوز را داشت. نیز  1ABMي جدایهکه در تحقیق حاضر  تخمیر لاکتوز دارد،
توانـایی   L. curvatus. دبو L. curvatusبه مشا 2ABM يجدایه ،سیبر اساس اطلاعات کتاب برگ

نیـز در   2ABM . جدایهاستها  این سویهم تمایز مههاي ویژگیرا داشت که یکی از  pH=9/3رشد در 
5/3=pH 4 رشد کمی داشت ولی در=pH .رشد خوبی داشت که نتایج با این ویژگی مطابقت داشت  
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نمایش داده شده  4هاي شیرخام سراب در جدول ها توسط جدایهنتایج آزمون تخمیر کربوهیدرات
هـاي  لاکتوباسـیلوس از منـابع مختلـف از جملـه     L. brevisبـود.    L. brevisمشابه 1SM  است. جدایه

  . )24( ) شناسایی شد1993و همکاران ( تاناسوپاوات توسطو  هجدا شدمزوفیل شیر یا لبنیات 
هـاي فیزیولـوژیکی و   ، از جملـه ویژگـی  1SMهـاي مختلـف جدایـه    هـاي ویژگـی  نتایج بررسـی 

 L. brevis 14869) مشابه 2006( همکاران و کولا اي که فالاکورن هاي بیوشیمیایی با نتایج سویه ویژگی

ATCC 2 ، یکسان بود. جدایه)19( تشخیص دادندSM  مشابهL. plantarum ًبحث گردید. قبلا  
از شیرخام در تحقیق حاضر با نتایج نـوروزي و   لاکتوباسیلوس هاي مختلفنتایج جداسازي سویه

تشـابه   هـاي متقـاوت   با فراوانـی  )18( ها از شیر محلیلاکتوباسیلوسجداسازي  در )2008همکاران (
پنیر لرستان و  ،ها از شیر خاملاکتوباسیلوس) براي جداسازي 2010زیادي داشت. بهادري و همکاران (

  که نتایج آن با نتایج تحقیق حاضر مشابهت داشت. )5( همدان تحقیقی انجام دادند
بر اساس مرفولوژي سلولی و تفـاوت  هاي اسید لاکتیک بیشتر کلی شناسایی فنوتیپی باکتري طور به

هاي شناسایی فنـوتیپی عـدم تکـرار پـذیري     اما در روش ،شوددر سوبستراهاي کربوهیدراتی انجام می
باشـد، زیـرا عـلاوه بـر متفـاوت بـودن شـرایط کشـت در         ها مشکل ساز مـی نتایج در همه آزمایشگاه

  ).14ها نیز زیاد است (ها، تنوع گونه آزمایشگاه
 خصوصـیات  بـا تعیـین   شـده  جـدا هـاي  لاکتوباسیلوسعملکرد : هاجدایه pH کاهش تواناییبررسی 

  .شدبررسی   pHگیرياندازه طریق  از اسیدیفیکاسیون
محـیط کشـت    pHروند کاهش هاي شیر خام: مایع به وسیله جدایهMRS محیط کشت  pHکاهش 

نمایش  1صورت نموداري در شکل حاصل از شیر خام اردبیل و سراب به جدایه 6توسط  MRSمایع 
  داده شده است. 
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  سراب شیرخامهاي جدایه تخمیر قند نتایج آزمون .4جدول 
Table 4.  Results of sugar tests of isolates from raw milk collected from Sarab milk collection center 

  قندها              تخمیر   
Sugar    fermentation  

SM1 L. brevis SM2 L. plantarum 

 گلوکز -دي
D-Glucose 

+  +  +  +  

  گالاکتوز -دي
 D Galactose  

-  D +  +  

 آرابینوز - ال
 L- Arabinose 

+  +  -  D  

 فر.کتوز -دي
 D-Fructose  

+  +  +  +  

 لاکتوز
 Lactose 

+  D  +  +  

 مالتوز
 Maltose 

+  +  +  +  

  مانیتول -دي
D-Mannitol 

-  -  +  +  

 مانوز -دي
D -Mannose  

-  -  +  +  

ملیبیوز -دي  
 D- Melibiose 

-  +  +  +  

ملیزیتوز -دي   
D-Melezitose 

-  -  -  D  

 رافینوز
 Raffinose 

+  D  +  +  

رامنوز -ال  
 L-Rhamnose 

-  -  -  -  

سوربیتول -دي   
D-Sorbitol 

-  -  +  +  

 ریبوز -دي
 D-Ribose 

+  +  +  +  

  دي گزیلوز
D-Xylose  

-  D  -  D  

  دي تره هالوز
D-Trehalose 

-  -  +  +  

  -D دي سوربیت
Sorbit 

-  -  +  +  

  +  +  Sucrose +  D ساکارز 
 11-89در  .D= عدم توانایی رشد یا عدم واکنش وض= رشد ضعیف، ت.ن= تعیین نشده و  -= توانایی رشد یا توانایی تولید،  +علائم: 

  ت.تکرار انجام شده اس 3ها در  کلیه آزمایش .درصد سویه ها مثبت
Symbols and Abbreviations: += Normal growth, W= Weak growth, - = No growth, ND= Not determined, D = 
11 – 89 % of strain are positive. All tests were performed at 3 replications.  
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  شیر خامهاي حاصل از مایع توسط جدایه MRSتخمیر در محیط کشت  طیدر  pH. تغییرات 1شکل 

Figure 1. Changing of pH during the fermentation test in MRS broth by lactobacilli isolates from raw milk 
  

 05/2تا  65/1از  در محیط کشت ساعت 48 طیهاي مورد بررسی جدایهتوسط   pHدامنه تغییرات 
شـده توسـط    جداسـازي  لاکتوباسیلوس هايسویه برايساعت  24پس از  pH تغییرات دامنهبود.  متغیر

 با نتـایج  pH میزان کاهش یجانت. )10( گزارش شده است 45/2تا  77/0) از 2008حسنی و همکاران (

بر اسـاس  . مطابقت داشتنیز ) 20،  6() 2010پیراینو و همکاران ( و) 2007کاي و همکاران ( تحقیق
عنـوان  هاي مـورد اسـتفاده بـه   لاکتوباسیلوسهاي اسید لاکتیک، به جز بین باکتري گزارش این محققان

  و 1AM هـاي ، جدایـه 1ABMي د. بعـد از جدایـه  دارا نشـان   pHبیشترین کـاهش   L. caseiآغازگر، 
2 SMبیشترین کاهش 6و  1هاي (شماره (pH ًهـاي  با اسـتناد بـه نتـایج بررسـی     را نشان دادند که قبلا

نهـایی دو    pHشناخته شده بودند و تفـاوت مشـاهده شـده در    L. plantarumمختلف فنوتیپی، مشابه 
قابـل توجیـه اسـت. شـیباتا و       L. plantarum هاي مختلف نژادهـاي ي فوق با تاکید بر تواناییجدایه

 تولید اسـید لاکتیـک   به مقادیر متفاوت  L. plantarum نژاد مختلف 3) نیز استفاده از 2007همکاران (
، L. caseiنسـبت بـه    L. plantarum ) نیـز 2007مطالعه میردامادي و همکاران ( . در)22( دست یافتند

لازم بـه ذکـر    .ت داشتاین تحقیق مشابه که با نتیجه) 15(میزان تولید اسید را داشت  نظر م ازمقام دو
ترتیب  که بهCM 2و  1CMي از بین دو جدایه) 6() 2007کاي و همکاران ( گزارش است که بر اساس

 تولیـد  2CMي لاکتات بیشتري نسبت به جدایه 1CM بودند، جدایه  L. caseiو  L. plantarumمشابه 
 شودطوري که مشاهده میهمان نشان داده شده است. 5 جدولدر هاکرد. مقایسه آماري عملکرد جدایه
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هاي فوق از نتایج نشان داد که سویه ،چنینهم). <05/0Pداري وجود ندارد (ها اختلاف معنیبین جدایه
   .است L. plantarumو   L. caseiصنعتی نظیر  هایی با توان تولید، مشابه سویهpH میزان نظر کاهش

  
   C °37در  ساعت گرمخانه گذاري 48پس از  هاي حاصل از شیرخامتوسط جدایه pHکاهش  :5جدول

Table 5. Reduction of pH by lactobacilli isolates from raw milk after 48h incubation at 37°C  

  
 گیري کلی نتیجه

هـاي ذکـر شـده بـراي      شـیر خـام بـر اسـاس ویژگـی     هـا از  لاکتوباسیلوسجداسازي و شناسایی 
هـا نشـان داد کـه امکـان      تعیین فعالیت اسـیدي جدایـه  و  انجام شد در کتاب برگیسها لاکتوباسیلوس

  با توانایی تولید قابل توجه اسید لاکتیک، از شیر خام وجود دارد. لاکتوباسیلوسهاي  جداسازي سویه
 

  یتشکر و قدردان
دانشگاه علوم پزشـکی اردبیـل کـه در     ارشد باکتریولوژي پیمان اذغان کارشناسآقاي  جناب بدینوسیله از

  شود. همکاري نموده اند تشکر و قدردانی میانجام این تحقیق 
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Abstract 
Background and objectives: Economic benefits of lactic acid bacteria have 
encouraged microbiologist to identify local bacteria for industrial use. 
Materials and methods: In this study Lactobacillus spp. were isolated from raw 
milk that had been collected from two domestic milk collection centers, Sarab and 
Ardebil, Iran. These isolates were characterized by phenotypic methods and their 
ability to reduce pH as a technological property was determined.  
Results: Six out of 14 isolates were identified as Lactobacillus spp. based on 
biochemical and physiological characterization. The following species were 
identified: Lactobacillus plantarum, L. acidophilus, L. curvatus, L. casei and L. 
berevis from Ardabil raw milk collection center and Lactobacillus plantarum and 
Lactobacillus berevis from Sarab milk collection center. Statistical analysis of pH 
reduction of MRS broth by 6 isolates revealed that there is no significant difference 
between the isolates' ability during 4 to 48 hours incubation.  
Conclusion: we conclude that these native species are suitable alternatives for 
industrial starter cultures. 
 
Keywords: isolation, phenotypic identification, Lactobacillus spp., raw milk, 
acidification activity.1 
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