
New Cell Mol Biotech
j.13/51 , 2023

Research article

31

Scan online to view this article

Screening of lactic acid bacteria  

as suitable human probiotics isolated 

 from Azerbaijan dairy products 

Manizheh Hajizadeh Varzeghan1, Gholamreza Zarrini2*, Farzam Sheikhzadeh Hesari2, 
Mohammad Hossein Modarressi3 

1. Department of Biology Science and Research Branch, Islamic Azad University, Tehran- Iran 

2.Department of Animal Biology, Faculty of Natural Science, University of Tabriz, Tabriz-Iran 

3. Department of Medical Genetics, Faculty of Medicine, Tehran University of Medicine Science, Tehran- Iran 

Abstract 

 Aim and Background: Among functional foodstuffs, the use of probiotics is rapidly increasing now. 

Probiotics are defined as living microorganisms that are beneficial to a person when consumed in 

sufficient quantities. Among probiotics, lactic acid bacteria are the most popular. Given the high number 

of probiotic bacteria in the gut, probiotics seem to be one of the most interesting candidates for the 

treatment of the Inflammatory bowel disease (IBD). Probiotics strengthen Paneth and Goblet cells in 

the gut by enlarging the mucosa. They also modulate the gut microbiota by maintaining balance and 

suppressing the growth of potentially pathogenic bacteria in the gut. This research aimed was to isolate 

and identify new isolates of lactic acid bacteria from the traditional dairy products of the region of 

Azerbaijan (Varzeqan), with appropriate human probiotic ability.  

Material and Methods: In this study, lactic acid bacteria in dairy products of the Varzeqan region 

of East Azerbaijan were isolated and characterized by biochemical and molecular methods and their 

probiotic ability was evaluated. The isolates were then selected using morphological characteristics, 

gram staining, catalase test, growth test at 15, 37, and 40 ° C, fermentation ability in different sugars, 

acid resistance, bile salts, arginine hydrolysis. 16S rRNA gene sequencing was used for molecular 

characterization. 

Results: In this study, 104 isolates of dairy samples were purified and evaluated for probiotic 

properties of Lactobacillus, Lactococcus and Enterococcus. By examining the probiotic properties in 

these isolates, 13 isolates showed good probiotic capability. 

Conclusions: According to the results, Lactobacilli isolates had a good ability to be probiotic in terms 

of acid tolerance and bile salts and could have sufficient survival for use in the gastrointestinal tract. 
The results showed the traditional dairy products of the region of Azerbaijan have a desirable potential 

to isolation of suitable human probiotics. 

Key words: Probiotic, Lactobacillus, Enterococcus, traditional dairy product,Iau Science   

Corresponding author: 
Department of Animal Biology, Faculty of Natural Science, University of Tabriz, Tabriz-Iran  
Email: zarrini@tabrizu.ac.ir 

Screening of lactic acid bacteria  

as suitable human probiotics isolated 

 from Azerbaijan dairy products 

Manizheh Hajizadeh Varzeghan1, Gholamreza Zarrini2*, Farzam Sheikhzadeh Hesari2, 
Mohammad Hossein Modarressi3 

1. Department of Biology Science and Research Branch, Islamic Azad University, Tehran- Iran 

2.Department of Animal Biology, Faculty of Natural Science, University of Tabriz, Tabriz-Iran 

3. Department of Medical Genetics, Faculty of Medicine, Tehran University of Medicine Science, Tehran- Iran 

Abstract 

 Aim and Background: Among functional foodstuffs, the use of probiotics is rapidly increasing now. 

Probiotics are defined as living microorganisms that are beneficial to a person when consumed in 

sufficient quantities. Among probiotics, lactic acid bacteria are the most popular. Given the high number 

of probiotic bacteria in the gut, probiotics seem to be one of the most interesting candidates for the 

treatment of the Inflammatory bowel disease (IBD). Probiotics strengthen Paneth and Goblet cells in 

the gut by enlarging the mucosa. They also modulate the gut microbiota by maintaining balance and 

suppressing the growth of potentially pathogenic bacteria in the gut. This research aimed was to isolate 

and identify new isolates of lactic acid bacteria from the traditional dairy products of the region of 

Azerbaijan (Varzeqan), with appropriate human probiotic ability.  

Material and Methods: In this study, lactic acid bacteria in dairy products of the Varzeqan region 

of East Azerbaijan were isolated and characterized by biochemical and molecular methods and their 

probiotic ability was evaluated. The isolates were then selected using morphological characteristics, 

gram staining, catalase test, growth test at 15, 37, and 40 ° C, fermentation ability in different sugars, 

acid resistance, bile salts, arginine hydrolysis. 16S rRNA gene sequencing was used for molecular 

characterization. 

Results: In this study, 104 isolates of dairy samples were purified and evaluated for probiotic 

properties of Lactobacillus, Lactococcus and Enterococcus. By examining the probiotic properties in 

these isolates, 13 isolates showed good probiotic capability. 

Conclusions: According to the results, Lactobacilli isolates had a good ability to be probiotic in terms 

of acid tolerance and bile salts and could have sufficient survival for use in the gastrointestinal tract. 
The results showed the traditional dairy products of the region of Azerbaijan have a desirable potential 

to isolation of suitable human probiotics. 

Key words: Probiotic, Lactobacillus, Enterococcus, traditional dairy product,Iau Science   

Corresponding author: 
Department of Animal Biology, Faculty of Natural Science, University of Tabriz, Tabriz-Iran  
Email: zarrini@tabrizu.ac.ir 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

14
02

.1
3.

51
.5

.7
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
25

-1
0-

28
 ]

 

                             1 / 20

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1402.13.51.5.7
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1549-en.html


 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی
دوره 13 - شماره51  - تابستان 1402  

32

برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

مقاله پژوهشی

 غربال گری لاکتیک اسید باکتری ها به عنوان
 های مناسب انسانی از محصولات لبنی آذربایجانپروبیوتیک

 3محمد حسین مدرسی، 2فرزام شیخ زاده حصاری ،*2یغلامرضا زرین، 1منیژه حاجی زاده ورزقان

 گروه زیست شناسی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران .1
 نگروه زیست شناسی جانوری، دانشگاه تبریز، تبریز، ایرا .2
 ایران ،گروه ژنتیک پزشکی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران .3

 

 :چکیده

ها به ها به سرعت در حال افزایش است. پروبیوتیکدر میان مواد غذایی کاربردی، استفاده از پروبیوتیک سابقه و هدف:
ها در مقادیر کافی مصرف شوند، برای فرد سودمند هستند. پروبیوتیکاگر که شوند ای تعریف میهای زندهمیکروارگانیسمعنوان 

های اسید لاکتیک های پروبیوتیک، باکتریدر میان باکتری .ها باکتری هستندتوانند باکتری، مخمر یا کپک باشند؛ اما اکثر آنمی
های اسید لاکتیک های پروبیوتیک، باکتری. در میان باکتریباشندها متعلق به این گروه میتیکتر بوده و اکثر پروبیومحبوب
های پروبیوتیک در روده، به نظر باشند. با توجه به تعداد بالای باکتریها متعلق به این گروه میتر بوده و اکثر پروبیوتیکمحبوب

ها با افزایش مخاط، باشند. پروبیوتیک (IBD) 1رای درمان بیماری التهابی رودهترین نامزدها بها یکی از جالبرسد پروبیوتیکمی
ها باعث تعدیل میکروبیوتای روده با حفظ تعادل و چنین پروبیوتیکهم کنند.روده را تقویت می Goblet و Paneth هایسلول

 های جدیدق، جداسازی و شناسایی جدایهشود. هدف از این تحقیزای احتمالی در روده میهای بیماریسرکوب رشد باکتری
 ی آذربایجان )ورزقان(، با قابلیت پروبیوتیکی انسانی مناسب انجام گرفت.لاکتیک اسید باکتری، از لبنیات سنتی رایج منطقه

آذربایجان شرقی های موجود در محصولات لبنی منطقه ورزقان از در پژوهش حاضر لاکتیک اسید باکتری :هاروشمواد و 
با  هاجدایهها مورد ارزیابی قرار گرفته است. سپس های بیوشیمیایی و مولکولی شناسایی شده و توانایی پروبیوتیکی آنبا روش

، توانایی سلسیوسدرجه  40و  37، 15آمیزی گرم، آزمون کاتالاز، آزمون رشد در دماهای استفاده از خصوصیات ظاهری، رنگ
، انتخاب شده و خواص MRSجداسازی شده روی محیط کشت اختصاصی  هایجدایهتخمیر در قندهای مختلف از بین 

شدند. برای شناسایی مولکولی از  های صفراوی، هیدرولیز آرژنین بررسیها بررسی شدند. مقاومت به اسید، نمکپروبیوتیکی آن
 استفاده شد.  S rRNA 16یابی ژن توالی

قرار گرفت  یابیمورد ارز کیوتیپروب اتیخصوص یو برا خالص سازی یلبن یاز نمونه ها هیجدا 104مطالعه  نیدر ا :هایافته
 13تعداد  هاهای پروبیوتیکی در این جدایهویژگی. با بررسی بودند هاها و انتروکوکوسها، لاکتوکوکوس لوسیکه از لاکتوباس

  .جدایه قابلیت پروبیوتیکی مناسبی از خود نشان دادند

های لاکتوباسیلی توان مناسبی برای پروبیوتیک بودن از نظر تحمل اسید با توجه به نتایج بدست آمده جدایه :یگیرنتیجه
منطقه  یسنت یلبن یهافرآورده باشند. کافی داشتهتوانستند برای کاربرد در دستگاه گوارش بقا و املاح صفراوی داشتند و می

 یهاپروبیوتیک یجداساز یبرا یاستعداد مطلوب یدارا آذربایجان
  هستند. یمناسب انسان

، Lactobacillus ،Enterococcus پروبیوتیک، :کلیدیواژگان
 Iau Science، فراورده لبنی سنتی
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برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

  مقدمه 
های رژیم غذایی و محصولات امروزه بسیاری از جنبه

اند. یکی از طبیعی، توجه دانشمندان را به خود جلب کرده
. در میان مواد غذایی (1)هستند « 2هاپروبیوتیک»این موارد 

سرعت در حال ها بهکاربردی، استفاده از پروبیوتیک
، 3FAO/WHOبق تعریف ط .(2)گسترش است 

های زنده هستند، که اگر در ها میکروارگانیسمپروبیوتیک
مقادیر کافی مصرف شوند، برای افراد سودمند هستند 

 » پرو «ی یونانیدو کلمه از پروبیوتیک واژه. (3،4)
است.  گرفته به معنی )برای حیات( منشأ» بیوتیک«

 روده میکروبی تعادل بهبود یا حفظ با هاپروبیوتیک
 همراه به خود میزبان برای بخشی سلامت اثرات توانندمی

 حاوی لبنی غذاهای قالب در ها،باشند. پروبیوتیک داشته
 انسان ها توسطقرن ها، برایاسید باکتری لاکتیک
 موجب پروبیوتیک هایمکمل مصرف .(5)اند شدهمصرف
 محیط مانند توانندمی که شوندمی مفیدی هایکلنی ایجاد

 و کنند کمک انسان سلامتیبه روده طبیعی باکتریایی
 باکتریایی محیط که آورند فراهم را زمانی حالدرعین
 رو این کند. از بازسازی و ترمیم را خود روده، طبیعی

 تعداد نامند.می زیستی هایکنندهترمیم را هاپروبیوتیک
 اثربخشی منظوربه مصرف لحظه در پروبیوتیک هایباکتری

 المللیکمیته بین استاندارد اساس بر میزبان بر هاآن
 هر در CFU 710( باید حداقل IDF) 4های لبنیفرآورده

توانند می هاپروبیوتیک (6) .باشد فرآورده لیترمیلی یا گرم
-پروبیوتیک  بیشتر اما باشند؛ مخمر یا کپک اکتری،ب از انواع

 هاهای عمل پروبیوتیکمکانیسم. (2)هستند  باکتری ها
های شامل: تولید ترکیبات مهارکننده، رقابت برای جایگاه

های رقابت برای مواد غذایی، از بین بردن رسپتور،  اتصال
هایی که به ارگانیسم سموم و تقویت سیستم ایمنی است.

شود باید ساکنان طبیعی محسوب می هاعنوان پروبیوتیک
باید توانایی بقا در قسمت بالایی دستگاه گوارش باشند، 

دستگاه گوارش را داشته باشند )مقاومت به اسید(، باید قادر 
باشند، باید اثرات مفید برای  به زنده ماندن و رشد در روده

و باید تا قبل از مصرف، قابلیت زنده  میزبان داشته باشند
ماندن و فعالیت در مواد غذایی حامل خود را داشته باشند. 

ها باید غیر ین این مسئله مهم است که این ارگانیسمهمچن
 که هاییباکتری تمام. (7،8)زا و غیر سمی باشند بیماری
 دو دسته در شوند،می استفاده عنوان پروبیوتیکبه امروزه

 طوربه گیرند کهجای می بیفیدوباکتریوم لاکتوباسیلوس و

 
2 probiotics 
3 Food and Agriculture Organization of the United 
Nations/World Health Organization 

 هستند و گوارش دستگاه اکوسیستم از جزئی طبیعی
  شوند.می محسوب پروبیوتیک

 هالاکتوباسیلوسپروبیوتیکی  اهمیت خاصیت 

 جمله از دارند متعددی هایآل ویژگیایده هایپروبیوتیک
 هایآنزیم صفراوی، املاح اسید معده، به نسبت مقاومت
-سلول به اتصال قابلیت تولید، فرآوری و مراحل و گوارشی

 بودن، تهاجمی غیر و روده، غیربیماریزا تلیالاپی های
 عوامل با مقابله توانایی پایدار ژنتیکی، و حفظ توانایی
 در بوده، میکروفلورها از ها جزئیآن چنین،هم. زابیماری
 شدن کلونیزه قابلیت دارند، ایمنی نقش هایپاسخ تنظیم

 اتصال مانع و باشندمی دارا انسان را گوارش دستگاه در
-شوند. لاکتوباسیلوسمی مخاط روده به پاتوژن هایباکتری

 این. باشندمی و کوکوباسیل ای شکلمیله هایباکتری ها
 و اکسیداز کاتالاز، فاقد اسپور، مثبت، گرم هایباکتری
نرمال  فلور جزء هاباکتری این باشند.می منفی ایندول
 چنین، درهم و باشندمی زنان تناسلی دستگاه روده، دهان،

شوند یافت می نیز گیاهان برگ سطح و گوشت لبنی، مواد
(9.)  

 هامواد و روش

های موجود در در پژوهش حاضر لاکتیک اسید باکتری
 محصولات لبنی منطقه ورزقان از آذربایجان شرقی با 

های بیوشیمیایی و مولکولی شناسایی شده و توانایی روش
ها مورد ارزیابی قرار گرفته است. سپس پروبیوتیکی آن

آمیزی گرم، با استفاده از خصوصیات ظاهری، رنگ هاجدایه
درجه  40و  37، 15آزمون کاتالاز، آزمون رشد در دماهای 

-جدایه، توانایی تخمیر در قندهای مختلف از بین سلسیوس
، MRSجداسازی شده روی محیط کشت اختصاصی  ها

ها بررسی شدند. انتخاب شده و خواص پروبیوتیکی آن
های صفراوی، هیدرولیز آرژنین مقاومت به اسید، نمک

یابی ژن شدند. برای شناسایی مولکولی از توالیبررسی 
SrRNA 16 ستفاده شد.ا 

  هاباکتری جداسازی  

 سنتی، لبنی مواد از ها لاکتوباسیل جداسازی منظورهب
 طوربه که آذربایجان منطقه سنتی لبنیات از نمونه چندین

4 International Dairy Federation 
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 برخوردار مردم میان در مصرف نرخ بیشترین از مرسوم
 دانشگاه میکروبیولوژی آزمایشگاه به و آوریجمع بودند،
ها برای سازی نمونهمنظور آمادهبهسپس . شد منتقل تبریز

( NaClنمک  %0.9کشت، توسط محلول سرم فیزیولوژی )
ها تهیه از نمونه ، 10-3و   10-2،  10-1  هایاستریل، رقت

از ماده لبنی ، 10-1این صورت که برای تهیه در رقت  شد. به
لیتر میلی 9لیتر، در میلی 1گرم و از ماده لبنی مایع  1جامد 

طور کامل سرم فیزیولوژی توسط دستگاه ورتکس به
 سوسپانس شد.

  کشت سوسپانسیون میکروبی

 محیط ها، لاکتوباسیل رشد برای اختصاصی کشت محیط
5MRS  جامد( و( اگارMSR است )این در .برات )مایع 

 بررسی و هایکلن ظهور به نیاز دلیل به کشت از مرحله
پلیت های  .شد استفاده جامد محیط از ،هاآن مورفولوژی

 37خانه با دمای ساعت در گرم 48تلقیح شده، به مدت 
گرماگذاری شدند. لازم به ذکر است که به  سلسیوسدرجه 
های کشت همه ها،لهوازی بودن لاکتوباسیبی دلیل

هوازی خانه در داخل جار بیباکتریایی قبل از انتقال به گرم
ها، اولین قدم بررسی مورفولوژی کلنی شمع قرار داده شدند.

ها، شکل و خصوصیات از شناسایی است. پس از ظهور کلنی
پس از بررسی  ها زیر لوپ بررسی شد.ظاهری آن

منظور مشاهده و بررسی بهها، ماکروسکوپی کلنی
ی کلنی، از رنگ دهندههای تشکیلمورفولوژی باکتری

شده زیر  آمیزی گرم استفاده شد. سپس لام تهیه
 بررسی قرار گرفت. مورد 100میکروسکوپ نوری با عدسی 

های منظور جداسازی اولیه، پس از شناسایی کلنیهب
یط کشت ها بر روی محهای موردنظر، از این کلنیباکتری
MRS  ساعت  48اگار کشت خالص انجام گرفت. پس از

های ، خلوص کلونیسلسیوسدرجه  37رشد در دمای 
به دلیل کاتالاز  شد. تأییدآمیزی گرم ظاهرشده توسط رنگ

ییدی تأها، این تست یک تست منفی بودن لاکتوباسیل
ی لام قرار بر رو 2O2H %3است. بدین منطور یک قطره 

مقداری از کلنی خالص باکتری در آن سوسپانسیون گرفت و 
شد. اگر آنزیم کاتالاز در باکتری وجود داشته باشد، 

 .شودهای گاز ظاهر میحباب

  ئیهای بیوشیمیاستت هاباکتری شناسایی اولیه

کتاب  بندیهای لازم برای این سطح مطابق طبقهتست
تست  ن،یآرژن زیدرولیتست ه، 6VPشامل تست   "برجی"

 مختلف یتست رشد در دماها ها،دراتیکربوه ریتخم
  صورت گرفت.

 16S rRNAشناسایی مولکولی براساس توالی 
تشخیص  بیوشیمیایی روش چندان دقیقی برا شناسایی

 PCR تر، از روش گونه نیست، لذا برای شناسایی دقیق
های لاکتوباسیل ناسایی مولکولیاستفاده شد. برای ش

ی این پروژه، با تمرکز بر تکثیر و توالی یابی ژن برگزیده
16S rRNA از روش ،PCR  و بررسی نتایج با روش

های عمومی زیر ژل اگارز استفاده شد. از پرایمرالکتروفورز 
 (.1)جدول  استفاده شد PCRبرای این 

 

 

 

 

 PCR واکنش در مورداستفاده پرایمرهای: 1جدول 

 

 

 

 
5 De Man, Rogosa and Sharpe 6 Voges Proskauer Test 

 پرایمر توالی
'3-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-'5 27 F 
'3-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-'5 1429R 
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ز حرارتی یا جوشاندن الگو از روش لی DNAبرای استخراج  
برنامه دمایی خاص، عمل تکثیر انجام  طبقاستفاده شد و 

از الکتروفورز   PCRبرای بررسی اولیه محصولات گرفت. 
نتایج توسط و  شد یابیتوالیمحصول در ادامه  استفاده شد.

 NCBIدر سایت های موجود یتوالبا  BLAST افزارنرم
برای هر یک   MEGA 7 افزارنرممقایسه شد. با استفاده از 

ها درخت فیلوژنتیکی بر اساس تشابه توالی جدایه از جدایه
 رسم گردید.  NCBIهای موجود در سایت ها با توالی

کشت برای تهیه ترکیبات  انتخاب پروبیوتیک مناسب
 موثر

محیط مناسب برای به دست آوردن متابولیت باکتریایی،  
ها از محیط لاکتوباسیلمحیط مایع است که در مورد 

MRS ها منظور تهیه متابولیت، باکتریبراث استفاده شد. به
لیتری حاوی محیط مایع تلقیح میلی 50در فالکون های 

گرماگذاری  C ° 37 ی شیک دارخانهها در گرمشده و کشت
 شدند.

 آزمون مقاومت به اسید

براث تهیه کرده، سپس یک ارلن کوچک  MRSمحیط  
 HCLمقطر اتوکلاو کرده و با پیپت استریل از حاوی آب 

غلیظ به آن )آب مقطر( اضافه شد. سپس اسید استیل با 
اضافه شد و پس از همزدن  MRSکمک سمپلر به محیط 

تعیین  PHمتر حدود  PHای برداشته و با کاغذ کامل، قطره
از محیط را در  ml 3/1محیط،  PHشد. پس از تایید 

ریخته و سپس میکروتیوپ تلقیح شد.  ml 5/1میکروتیوپ 
درجه  37ساعت در  3ها به مدت بعد از کشت، تیوپ

ها را یکنواخت کرده گرماگذاری شد. سپس تیوپ سلسیوس
برداشته و در  µl 100)با همزن یا ورتکس( و از هر تیوپ 

ل همزده آب مقطر وارد شد و کام ml 9/9های حاوی لوله
های آب مقطر به جای پنبه از فویل استفاده شد. در لوله

آگار با  MRSبرداشته و روی پلیت  µl 50شد. از هر لوله 
ساعت در  38ای کشت داده شد و به مدت ی شیشهمیله
ها کلنی گرماگذاری شد و سپس سلسیوسدرجه  37

 شمارش شد.

 آزمون مقاومت به نمک صفراوی

مایع  MRSمایع به عنوان کنترل و  MRS محیط کشت 
درصد املاح صفراوی به عنوان کشت مورد  3/0دارای 

 
7 Escherichia coli 
8 Klebsiella pneumonia 
9 Bacillus subtilis 

آزمایش )تیمار( به طور همزمان با یک درصد از کشت 
درجه  37ساعته تلقیح شد و در دمای  24باکتریایی فعال 

های کنترل و تیمار، انکوبه شدند. رشد در کشت سلسیوس
یری جذب نوری در طول گهر نیم ساعت یک بار با اندازه

نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتری  600موج 
شد. برای محدود کردن جذب نوری به رشد  کنترل

های کنترل و تیمار در طول باکتریایی، جذب نوری محیط
مایع  MRSمایع و  MRSنانومتر با استفاده از  600موج 

  صفر شد.درصد بایل بدون تلقیح باکتریایی،  3/0دارای 

 هابررسی اثرات ضد میکروبی باکتری

روش انتشار در حفره آگار به صورت گسترده برای ارزیابی 
های میکروبی و گیاهی مورد فعالیت ضد میکروبی عصاره

. برای انتخاب لاکتیک اسید (11،10)گیرد استفاده قرار می
 ایشیاشرهای باکتری با فعالیت ضد میکروبی بالا، گونه

 ،9سیلیسوبت لوسیباس، 8هیپنومون لایکلبس، 7یکل
مورد استفاده  11ریکف دایکاندو  10اورئوس لوکوکوسیاستاف

ساعت  24قرار گرفت. از سوسپانسیون باکتری که به مدت 
در محیط کشت مولر هینتون  سلسیوسدرجه  37در دمای 

آگار رشد کرده بود، محلول نیم فارلند تهیه گردید و سپس 
ای استریل به محیط کشت مولر با استفاده از سوآپ سر پنبه

هینتون آگار به طور یکنواخت تلقیح شدند. توسط بخش 
 6هایی با قطرهای مساوی انتهایی پیپت پاستور، چاهک

میکرولیتر از مایع رویی آماده شده،  100متری حفر و میلی
ساعت در دمای  24ها را برای داخل چاهک تلقیح شد. پلیت

درجه سانیگراد انکوبه گذاری و پس از گذشت این مدت  37
گیری شد. جهت افزایش ی عدم رشد اندازهزمان، قطر هاله

دقت و حساسیت، هر آزمون در سه تکرار انجام پذیرفت و 
 عدم رشد ثبت گردید. میانگین قطر هاله

  تعیین غلظت واحد

ها در بررسی متابولیت به دلیل لزوم یکسان بودن غلظت
میزان  کشت سلولی برای محاسبات و حصول نتایج دقیق،

برای  نانومتر  600از طول موج  ODجذب نوری یا 
ها استفاده شد. از روی این ی غلظت متابولیتمحاسبه

شده از متابولیت محاسبه اده های مقادیر استفمقدار، غلظت
 گردید.

 

10 Staphylococcus aureus 
11 Candida kefyr 
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 

  جداسازی سوپرناتانت

شبه به محیط کشت های باکتریایی طی کشت یکمتابولیت
ها، محیط شوند. برای جداسازی این متابولیتیمآزاد 

دور  3000دقیقه با سرعت  30ها به مدت موجود در فالکون
ها از متابولیتبر دقیقه سانتریفیوژ شدند. سوپرناتانت حاوی 

استفاده بودن برای  رسوب باکتریایی جداشده و برای قابل
 22/0های کشت سلولی، توسط فیلتر سرسرنگی تست

  میکرونی استریل شد.

  MTTتست  بررسی سمیت سلولی

های سنجش میزان سمیت یک ترکیب یکی از روش
است.  MTTی دیگر روی سلول، آزمون شیمیایی یا هر ماده

MTT زردرنگ است، جذب  12که یک نمک تترازولیوم
های فعال ازنظر متابولیک شده و در اثر میتوکندری سلول

 13دهیدروژناز، تولید بلور فورمازان هایفعالیت آنزیم
شده و میزان کند که در حلال مناسب حلرنگ میبنفش

شود. گیری میرنگ تولیدشده با اسپکتروفتومتری اندازه
دقیقاً مطابق  HFF2های ، سلولMTTجهت انجام تست 

شده در بررسی میکروسکوپی  کشت داده با روش انجام
شدند، فقط با این تفاوت که برای هر سوپرناتانت باکتری، 

ردیف سلول کشت شد. سه ردیف  6ای خانه 96در پلیت 
ساعت و هر کدام با دو بار  72و  48، 24های برای زمان

ردیف(. پس از دو  6ر برابر با زمان در دو بار تکرا 3تکرار )

، روز دوم 72های زمان ساعت گرماگذاری، روز اول سلول
توسط دارو با همان میزان  24و روز سوم زمان  48زمان 

 هایذکرشده در تست قبلی تیمار شدند. محیط چاهک
 20کنترل هم در فواصل منظم تعویض شد. روز چهارم، 

 2گرم بر میلی 5با غلظت  MTTمیکرو لیتر محلول 
، به هر چاهک اضافه شد و پلیت کشت به PBSلیتر میلی

ساعت،  3خانه قرار گرفت. پس از ساعت در گرم 3مدت 
میکرو  200مایع رویی پلیت های تخلیه و به هر چاهک 

)حلال مناسب بلورهای فورمازان( اضافه شد  DMSOلیتر 
و پیپتاژ صورت گرفت. برای اطمینان از حل شدن کامل، 

ت چند دقیقه بر روی شیکر قرار گرفت. پس از آن، میزان پلی
های زنده است، ی سلولدهندهرنگ تولیدشده که نشان

گیری و اندازه 600توسط دستگاه الایزا ریدر در طول موج 
میزان بقای سلولی پس از تیمار محاسبه گردید. نتایج تست 

MTT افزار توسط نرمSPSS  آنالیز شد. "تاکی"به روش  
 تایجن

 مواد لبنی سنتی یهته یجهنت

نمونه  80نوع، بیش از  8ی مواد لبنی سنتی، آورجمعطی  
 2ی لبنی از منطقه ورزقان و حومه به شرح جدول ماده
ی گردید.آورجمع

 شدهآوری: مواد لبنی سنتی جمع2جدول 

نوع ماده  ردیف
 لبنی

کد مخفف 
 ماده لبنی

 منطقه تعداد

 ورزقان و حومه Ch 10 پنیر 1
 ورزقان و حومه Jch 5 پنیر کوزه 2
 ورزقان و حومه C 10 کشک 3
 ورزقان و حومه Sh 5 شور 4
 ورزقان و حومه Y 15 ماست 5
 ورزقان و حومه M 20 شیر 6
 ورزقان و حومه Wch 10 آب پنیر 7
 ورزقان و حومه B 5 کره حیوانی 8

جداسازی نتایج کشت سوسپانسیون میکروبی و 
  های ظاهرشدهبررسی کلنی

 هایها، کلنی میکروارگانیسمپس از گرماگذاری کشت
لام  تهیه موجود در ماده لبنی روی محیط ظاهر شد.

با هدف جداسازی  آمیزی گرم،های احتمالی و رنگازکلنی
 

12 Tetrazole 

ها انجام شد. شکل مرسوم باکتریلاکتیک اسید 
ها بود. ها ملاک انتخاب کلنیها و لاکتوکوکوسلاکتوباسیل

 همچنین دهد.ها را نشان میتعدادی از این باکتری 1شکل 
ها ی جدایهدر این تست به دلیل عدم تشکیل حباب، همه

13 Formazan 
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بر احتمال جداسازی  کاتالاز منفی بودند که تایید اولیه
 ها بود.ریلاکتیک اسید باکت

  نتایج جداسازی 

ایه جد 13ی در مجموع مواد لبنی طورکلبهطی این مطالعه، 
ی لاکتیک همه(. از 3جداسازی و کدگذاری شد )جدول 

خالص انجام گرفت  کشتها جداسازی شده اسید باکتری
ها در سطح گونه با انجام نتایج شناسایی جدایه سپس

 13های بیوشیمیایی  به صورت زیر حاصل شد که هر تست
)ناجور تخمیر( بودند  VP-ی در این تست، بررس مورد جدایه

ی در بررس موردی جدایه های ناجور تخمیر اجباری همهو 
ی بنددستهپس از مشخص شدن  بودند. Arg+این تست، 

ها طبق یدراتکربوهها تست تخمیر سایر هر یک از جدایه
کتاب برجی برای هر دسته انجام شد. تست تخمیر 

های کربوهیدرات با ترکیبات قندی مختلف برای جدایه
MA1،MV2 ،YN3،YA1 MV2،CA1 ،CV2 ، YM4، 
CA1، MV1، MS1،YN1،CR1  (.4استفاده شد  )جدول 

 

 

 

 

 

 ×. 1000های لاکتوباسیل در رنگ آمیزی گرم با بزرگنمایی باکتری: 1شکل 
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 های شناسایی شدههای لاکتیک اسید باکتریجدایه :3جدول 

 هیدرصد شباهت به سو شکل جدایه
 NCBIشده در  ییشناسا

 نام باکتری
 

MA1 Bacilli 99.79 % Lactobacillus paracasei MA1 

YN2 Cocci 97.43 % Entrococcus durans MV3 

CA3 Cocci 99 % Entrococcus durans YN3 

CR4 Cocci 97.43 % Entrococcus faecalis YA1 

MS5 Cocci 96.95 % Enterococcus faecalis MV2 

MS6 Cocci 96.88% . Enterococcus faecium CV1 

CA7 Cocci 96.95% . Enterococcus faecium CV2 

MA8 Cocci 98.89 % Enterococcus faecium YN4 

MV9 Bacilli 98.32 % Lactobacillus brevis CA1 

CA10 Bacilli 99.79 % Lactobacillus brevis MV1 

MV11 Bacilli 98.32% . Lactobacillus acidipiscis 
CV12 Bacilli 98.32 % Lactobacillus plantarum MS1 

MV14 Bacilli 98.32 % Lactobacillus delbruekii YN1 
MV15 Bacilli 98.32 % Lactobacillus fermentum CR1 

  -MA  (Milk of  Arajan)-  MV (Milk of Varzeghan)- YN(Yogurt of Nojemehr) ها:مخفف جدایه باکتری
MS(Milk of Sohrn -CV  (Crud of Varzeghan)- CA (Crud of Arajan )– CR (Crud of Rashtbar) 

 هاباکتری توسط لاکتیک اسید هاکربوهیدرات تخمیر نتایج: 4 جدول

 

 

 

 

  گلوکز گالاکتوز لاکتوز ارابینوز رافینوز ترهالوز ملیبیوز مالتوز مانیتول سوربیتول گزیلوز ساکارز
- + + + + + + - + + + + MA1 
- + - + + + + - + - + + MV2 
+ + + + + + + - + + - + YN3 
- + + + + + + - + - + + YA1 
- + - + - + + - + - + + MV2 
- + + + + - + - + - + + CV1 
+ + + + + + + - - - + + CV2 
+ + - + + + + - + + + + YM4 
- + + - + + + - + + + + CA1 
- + + - + + + - - - + + MV1 
+ + + - + + + - + - + + MS1 
+ + + + + + + - + + + + YN1 
- + + - + - + - + + + + CR1 
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 نتایج رشد در دماهای مختلف

رشد کردند، اما  سلسیوسدرجه  37ها در تمامی جدایه 
درجه متفاوت بوده است )در  40و  15ها در دمای رشد آن

درجه رشد بیشتر  40درجه رشد کمتر و دردمای  15دمای 
 و  Lactobacillus  plantarum MS1  هایبود(. جدایه

Lactobacillus delbrueckii YN1  درجه  15در
درجه  40قادر به رشد نبودند، اما در دمای  سلسیوس

 .ای داشتندرشد قابل ملاحظه یوسسلس

 انتخاب پروبیوتیک مناسب

 pHبرای دستیابی به پروبیوتیک مناسب مقاومت به  
ها اسیدی، نمک صفرا و فعالیت ضد میکروبی علیه پاتوژن

  مورد بررسی قرار گرفت.

 نتایج آزمون مقاومت به اسید

های پروبیوتیکی، اکثر های منتخب جهت آزموناز سویه 
ساعت زنده ماندند و  4و  3به مدت  =PH 4ها در سویه

ها مطابق دستورالعمل های شمارش شده آنتعداد کلنی
)جدول  رسیده بودند 610سازمان ملی استاندارد به تعداد 

5). 

 نتایج آزمون مقاومت به اسید : 5 جدول

ها بعد تعداد کلنی
h3 

ها در تعداد کلنی
 ی صفرلحظه

 ردیف جدایه

200 610 < MA1 1 
85 610 < MV2 2 

 YN3 3 > 610 عدم رشد
300 610 < YN1 4 

 MV2 5 50 عدم رشد
610 < 610 < CV1 6 

200 610 < CV2 7 
610 < 610 < YM4 8 
610 < 610 < CA1 9 

220 610 < MV1 10 
200 610 < MS1 11 
300 610 < YN1 12 
240 610 < CR1 13 

 های صفراوی نتایج آزمون مقاومت به نمک

ی های صفراوی براساس مقایسهها به نمکمقاومت جدایه 
ها گیری شد که شامل تاخیر در رشد سویهدو پارامتر اندازه

گیری های صفراوی و اندازهبه دلیل اثر بازدارندگی نمک
 MRSباشد. هر سویه در محیط کشت ها میرشد سویه

های صفراوی )کنترل( و محیط کشت مایع مایع بدون نمک
های صفراوی تلقیح شد و توانایی درصد نمک 3/0دارای 

نانومتر  600گیری جذب نوری در طول موج رشد، با اندازه
در فاصله زمانی نیم ساعت کنترل شد. رسم منحنی رشد با 

شروع و تا رسیدن جذب  03/0ی تقریبا جذب نوری اولیه
ساعت دنبال شد.  7الی  6در طول زمان  3/0نوری به مقدار 

 های صفراوی بر روی رشد، در همین بازهتحلیل تاثیر نمک
 Lactobacillus plantarumهایزمانی انجام شد. سویه

MS1  و Lactobacillus delbrueckii YN1  در مقایسه
را نشان دادند  سرعت رشد بالاتری هابا سایر سویه

 (.6)جدول
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 های صفراوی: نتایج آزمون مقاومت به نمک6جدول

ها بعد تعداد کلنی
h3 

ها در تعداد کلنی
 ی صفرلحظه

 ردیف جدایه

200 610 < MA1 1 
150 610 < MV2 2 
210 610 < YN3 3 
280 610 < YN1 4 
180 20 MV2 5 

610 < 610 < CV1 6 
150 610 < CV2 7 
200 610 < YM4 8 
150 610 < CA1 9 
180 610 < MV1 10 
100 610 < MS1 11 
300 610 < YN1 12 
150 610 < CR1 13 

  نتایج ارزیابی اثرات ضد میکروبی

 کروبی عصارهدر ادامه این پژوهش برای بررسی اثرات ضد می
 هایباکتریها شامل میکروارگانیسمجدایه ها، طیفی از 

 ،سیلیسوبت لوسیباس ،هیپنومون لایکلبس ،یکل ایشیاشر
به روش  ریکف دایکاند قارچ و اورئوس لوکوکوسیاستاف

دیسک دیفیوژن مورد آزمایش قرار گرفتند که بیشترین اثر 
و  یکل ایشیاشر یهاضد میکروبی عصاره مربوط به باکتری 

 قارچ در و mm 14هاله عدم رشد  قطر با هیپنومون لایکلبس
بود و فعالیت  mm 16 رشد عدم هاله قطر با ریکف دایکاند

گرم مثبت  یهاگونهضد میکروبی کمتری نسبت به 
 داشتنداورئوس  لوکوکوسیاستاف و سیلیسوبت لوسیباس

 (.7)جدول 

 شناسایی مولکولی

سویه برتر )که پس از انجام  14برای هر  PCRواکنش 
و نتایج با  گرفتهانجامهای سلولی تعیین گردیدند( تست

ی جدایه یرشدهتکثالکتروفورز بررسی و باند مربوط به توالی 
طول، در ژل مشاهده شد. پس از   1500bpها با حدود 

سازی شده بر روی ژل آگارز، به تایید محصولات خالص
  ی به شرکت زیست پرتو ارسال شدند. یابمنظور توالی

، هر سویه که از تکثیر 16SrRNAهای مربوط به ژن توالی
با پرایمرهای مستقیم و معکوس  16SrRNAهای توالی

حاصل شده بود، با استفاده از نرم افزارهای بیوانفورماتیکی 
Chromas  وBLAST  مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت و

Align (2)شکل  شدند.  
 

 یوتیکیپروب برتر ی هیسو 14 یبرا یشاوندیخو روابط تعیینو  یکیلوژنتیف درخت. 2 شکل
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 (MTTنتایج بررسی سمیت سلولی)

های گرفته شده بر به منظور بررسی اثرات سمیت جدایه 
) غلظتی از دارو   50ICهای نرمال و تعیین غظت روی سلول

شود( درصد از سلول ها می 50که موجب مهار رشد در 
استفاده شد. بدین  MTTبرای هر کدام از آنها، از تست 

در هر چاهک  2HFFهای سلول، از سلول 410مقدار منظور 
و در  %  کشت داده شد FBS 5خانه با میزان  96از پلیت 

از  CFU/ml( 0، 5، 10، 15، 20، 50های مختلف )غلظت
ساعت تیمار  72و  48، 24های زمانی بازه جدایه، در 13

های احتمالی، به منظور جلوگیری از تاثیر خطاشدند. ضمنا 
ها به صورت سه تکرار کشت ها، سلولدر هر دوز از جدایه

و در نهایت  (.6 تا 3های )شکل داده شده و تیمار گردیدند
نانومتر با استفاده از  570ب هر چاهک در طول موج جذ

الایزا ریدر خوانده شد و درصد بقاء برای هر غلظت در زمان 

 چنان که مشاهدههم مربوطه نسبت به کنترل محاسبه شد.
ها، بیشتر اثرات سمیت وابسته به غلظت گردد، جدایهمی

توجهی بر دهند و افزایش زمان تیمار تغییر قابل نشان می
این اساس میزان  دهد. برها نشان نمیروی زیستایی سلول

گردد. سلولی با افزایش غلظت تیمار کمتر می زیستایی
ها برای جدایه IC50کنید، میزان طور که مشاهده میهمان

ساعت توسط  72و  48، 24های تیماری در تایم 8در جدول 
بررسی محاسبه شده است.  Graph pad prismنرم افزار 

ی دهد که اثر سمیت جدایهها نشان میجدایه IC50میزان 
YN1  با میزانIC50 ، (CFU/ml) 93/29 ،73/47 ،

-ساعت، بر روی سلول 72و  48، 24به ترتیب در  52/54
ها بوده و بعد از آن کمتر از بقیه جدایه HFF2های نرمال 
های سلول کمترین اثر را بر روی MS1،CR1به ترتیب 

-تر میمطلوب نرمال دارند. در نتیجه برای تحقیقات ما 
 باشند. 

 ها بر حسب قطر هاله عدم رشد ) اندازه هاله ها بر حسب میلی متر(ی جدایهکروبیاثرات ضد م یابیارز جینتا :7جدول 

 ریکف دایکاند سیلیسوبت لوسیباس
 لایکلبس
 هیپنومون

 لوکوکوسیاستاف
 اورئوس

 ایشیاشر
 یکل

 فیرد  هیجدا

10 16 14 10 14 MA1 1 
8 10 12 8 12 MV2 2 
9 14 13 12 14 YN3 3 
10 14 13 12 13 YA1 4 
9 10 12 12 11 MV2 5 
8 10 11 9 10 CV1 6 
10 12 11 9 11 CV2 7 
11 13 12 12 13 YN4 8 
8 11 9 11 12 CA1 9 
9 12 9 10 10 MV1 10 
9 10 13 10 14 MS1 11 
11 16 13 11 14 YN1 12 
8 12 10 11 12 CR1 13 
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 ،CA1های ی اثر سایتوتوکسیک جدایهبررس. 3 شکل

MA1 ،MV2،YA1  با تستMTTی سلولی . بر روی رده
HFF2 با غلظت( های مختلفCFU/ml 50  در 0تا ،)

دهد در ساعت که نشان می 24، 48، 72های تیماریزمان

در مقایسه با دو جدایه دیگر تا  MA1و  CA1دو جدایه 
ها زنده و درصد سلول 60بیشتر از CFU/ml 20غلظت 

فعال هستند. مقادیر ارائه شده در نمودار به صورت میانگین 
باشد( میSDانحراف معیار ) ±ر تکرار مستقل سه با

. 
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های بررسی اثر سایتوتوکسیک جدایه .4 شکل
YN4،MV1،CV1،CV2  با تستMTTبر روی رده . 

(، 0تا  CFU/ml 50های مختلف )با غلظت HFF2سلولی 
دهد ساعت که نشان می 24، 48، 72های تیماریدر زمان

 50در هر چهار جدایه بیشتر از   CFU/ml 10تا غلظت 
ها زنده و فعال هستند. مقادیر ارائه شده در درصد سلول

انحراف  ±نمودار به صورت میانگین سه بار تکرار مستقل 
 باشد.( میSDمعیار )

 

با تست  MS1ی بررسی اثر سایتوتوکسیک جدایه .5 شکل
MTTی سلولی . بر روی ردهHFF2 های مختلف با غلظت

(CFU/ml 50  در زمان0تا ،)24، 48، 72های تیماری 
 CFU/ml 20دهد تا غلظت تیماری  ساعت، که نشان می

درصد سلول ها فعال هستند. مقادیر ارائه شده  70تقریبا 
انحراف  ±نگین سه بار تکرار مستقل در نمودار به صورت میا

 باشد.( میSDمعیار )
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های . بررسی اثر سایتوتوکسیک جدایه6 شکل
CR1،MV3،YN3،YN1  با تستMTTبر روی رده . 

(، 0تا  CFU/ml 50های مختلف )با غلظت HFF2سلولی 
دهد ساعت که نشان می 24، 48، 72های تیماریدر زمان

در مقایسه با  CR1و  YN1های ها با جدایهدر تیمار سلول
ها فعال و زنده درصد سلول 50ی دیگر بیشتر از دو جدایه

هستند. مقادیر ارائه شده در نمودار به صورت میانگین سه 
باشدی( مSDانحراف معیار ) ±بار تکرار مستقل 

. 

 در تایم های تیماری مختلف 2HFFهای مختلف بر روی رده سلولی نرمال جدایه 50ICمیزان : 8جدول 

72h 48h 24h 
(CFU/ml)               

50IC     جدایه 

18.73 20.85 25.07 CA1 

22.68 24.77 29.02 MA1 

14.75 20.35 24.64 MV2 

15.95 19 29.26 YA1 

12.08 16.42 27.15 CV2 

8.70 9.83 15.22 CV1 

8.94 11.37 19.33 MV1 

14.16 19.43 25.41 YN4 

29.93 42.73 54.52 YN1 

14.18 19.21 20.49 YN3 

15.84 17.39 18.94 MV3 

28.64 31.91 34.66 CR1 

26.16 29.17 31.38 MS1 

 

 بحث
های موجود رفتارهای فیزیولوژیکی برای حفظ بقای باکتری

در دستگاه گوارش، شامل مقاومت به شرایط اسیدی معده 
باشد. در مطالعات مختلف های صفراوی روده میو نمک
های پروبیوتیک داری در نرخ بقای سویههای معنیاختلاف

های مربوط به یک گونه، در حین عبور حتی در بین سویه
ده و دستگاه گوارش فوقانی مشاهده شده است. در از مع

های پروبیوتیک در حین مورد شرایط فیزیولوژیکی باکتری
عبور از شرایط اسیدی معده مثل فعالیت متابولیکی و تولید 

ATP های کمی وجود دارد، اما چیزی که به وضوح دانسته
ثابت شده، این است که مقاومت به شرایط اسیدی معده در 

. این (12)های مختلف یک گونه متفاوت است یهبین سو
تحقیق نشان داد که شیر و ماست تولید شده به روش سنتی 

باشند. بنابرین های پروبیوتیک میمنبع مهمی برای باکتری
ها به عنوان استارتر به جداسازی و استفاده از این باکتری
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های صنعتی این امکان را فراهم خواهد کرد پنیر و ماست
های مطلوبی از نظر کیفیت به محصولات لبنی با ویژگیکه 

    بازار عرضه شده و مصرف کنندگان راه جدیدی برای 
مندی از سلامتی خود خواهند یافت، زیرا مصرف این بهره

تواند سلامت دستگاه گوارش را بهبود بخشیده ها میباکتری
که دانشمندان این چنانو سیستم ایمنی را تقویت کند. هم

ای نزدیک در ها در آیندهدهند که این باکتریاحتمال را می
ها بیوتیکسیستم بهداشت و سلامت انسان جایگزین آنتی

خواهند شد. در این تحقیق از محصولات لبنی پنیر، پنیر 
کوزه، کشک، شور، ماست، شیر، آب پنیر و کره حیوانی 

های پروبیوتیک منطقه شهرستان ورزقان و حومه باکتری
ی اول لاکتیک اسید اسایی و جداسازی شدند. در مرحلهشن

های که دارای پتانسیل پروبیوتیک بالایی بودند، باکتری
جداسازی شد. پتانسیل پروبیوتیکی که در این تحقیق برای 

ها در نظر گرفته شد شامل: تحمل شرایط اسیدی و باکتری
های صفراوی بود که با تعیین این مقاومت در برابر نمک

های هتوان اختلاف ایجاد شده در بین سویها مییژگیو
. در این تحقیق با استفاده (13)پروبیوتیک را بررسی نمود 

های ساعت، سویه 4-3مدت به  PH = 4با  PBSاز بافر 
Lactobacillus plantarum MS1 و Lactobacillus 

delbrueckii    YN1    سویه مقاوم به اسید از محصولات
پنیر، پنیر کوزه، کشک، شور، ماست، شیر، آب پنیر و لبنی 

آوری کره حیوانی منطقه شهرستان ورزقان و حومه جمع
به طور مثال تحقیقات مشابه انجام شده توسط  شد.

Conway  و  1987و همکاران در سالFernandez  و
های برای انتخاب سویه 2003همکاران در سال 

ستفاده از محتوی معده لاکتوباسیلوس مقاوم به اسید با ا
و همکاران نشان دادند  Conway.  (14)گزارش شده است 

نسبت به محتوی  PBSها در بافر که بقای لاکتوباسیلوس
معده، به خاطر اثر حفاظتی ترکیبات موجود در محتوی 

تر است. های باکتریایی، اندکی پایینمعده بر روی سلول
های ربال سویهمناسب را برای غ PHبا  PBSها بافر آن

پیشنهاد  in vivoباکتریایی، به منظور حفظ بقاء در شرایط 
های پروبیوتیک به دنبال . علاوه براین، سویه(15 )کردند 

مصرف، توسط خاصیت بافری غذا یا مواد ماتریکس حامل 
توانند حفاظت شوند، از این رو برای انتخاب غذایی می

هایمورد آزمایش سمهای مقاوم به اسید، میکرواورگانیسویه
. با توجه (16)معده قرار بگیرند  PHلزوما نباید در معرض 

های به اینکه تحمل محیط اسیدی معده، تنها یکی از ویژگی
باشد و برای جلوگیری های پروبیوتیک میمیکرواورگانیسم

هایی با سایر خصوصیات پروبیوتیکی از دست رفتن سویه
های صفراوی، توانایی نمکمثل مقاومت بالا در برابر 

ای و سایر های اپیتلیالی رودهکلونیزاسیون به سلول
توان انجام آزمایشات را خصوصیات بیولوژیکی مفید می

توان آغاز نمود. زیرا می PHبدون در نظر گرفتن 
های مورد نظر را با استفاده از میکرواورگانیسم

زایش دوز میکروکپسولاسیون با آلژینت سدیم یا از طریق اف
-مصرفی به دستگاه گوارشی رساند. در این زمینه یا مطالعه

انجام دادند،  2006و همکاران وی در سال  Kimای که 
نشان دادند که میکروکپسولاسیون با آلژینات سدیم به طور 
موثر میکروارگانیسم را از تیمار اسیدی و دمایی در موقع 

لکرد مانتقال به روده، بدون تاثیر منفی بر روی ع
در این تحقیق بعد از  .(17)کند پروبیوتیکی، حفاظت می

ها به های مقاوم به اسید، تحمل سویهجداسازی باکتری
 PBSشرایط اسیدی، با انکوباسیون هر یک از سویه در بافر 

ساعت تعیین گردید. نتایج  4الی  3به مدت  =PH 4با 
 Lactobacillus هایحاکی از این است که سویه

plantarum MS1 و Lactobacillus delbrueckii  
YN1   مقاومت بسیار خوبی دارا بودند. بعد از تعیین

های صفراوی ها به نمکمقاومت به اسید، مقاومت سویه
مورد بررسی قرار گرفت. کیسه صفرا یک نقش اساسی در 
    مکانیسم دفاعی اختصاصی و غیراختصاصی روده بازی

  ی غلظت بازدارندگی آن به وسیلهکند و شدت اثر می
شود. در دستگاه گوارشی های صفراوی تعیین مینمک

درصد وزنی/  3/0های صفراوی انسان میانگین غلظت نمک
را، بحرانی های مقاوم به صفحجمی است و برای غربال سویه

در این مطالعه این غلظت برای . (18 )شود و کافی تلقی می
سویه انتخاب شده در حضور  157ارزیابی قابلیت رشد 

ها با سطوح مختلفی های صفراوی انتخاب شد که سویهنمک
درصد  3/0از مقاومت قادر به رشد در محیط کشت دارای 

های آزمایش شده، در مورد همه سویه نمک صفراوی بودند.
های های تیمار داده شده با نمکتاخیر در رشد سویه

یمار( مشهود بود. صفراوی نسبت به کشت کنترل )بدون ت
های چنین، نوسان در میزان مقاومت در بین گونههم

مختلف مشاهده شد. در این مطالعه آنالیز نتایج به دست 
های صفراوی براساس روش آمده از تعیین مقاومت به نمک

Chateau  پیشنهاد کردند،  1994و همکاران که در سال
بندی روهانجام گردید و براساس تاخیر رشد مشاهده شده گ

 و Lactobacillus plantarum MS هایسویهشدند. 
Lactobacillus delbrueckii  YN1  دارای تاخیر رشد(
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دقیقه( قرار گرفتند و تحمل بالایی به نمک  45و  15بین 
های اسید صفراوی نشان دادند. شناسایی فنوتیپی باکتری

لاکتیک بیشتر براساس مورفولوژی سلولی و تفاوت در 
های شود، اما در روشسوبستراهای کربوهیدراتی انجام می

شناسایی فنوتیپی عدم تکرار پذیری نتایج در همه 
باشد. زیرا علاوه بر متفاوت بودن ساز میها مشکلآزمایشگاه

-ها نیز زیاد میشرایط کشت در هر آزمایشگاه، تنوع گونه
های فنوتیپی و باشد. انتخاب محیط کشت و انجام تست

-ها از باکتروشیمیایی قادر به جدا کردن لاکتوباسیلوسبی
باشد. بنابراین شناسایی هایی با مورفولوژی یکسان نمی

های مولکولی انجام تر در این تحقیق توسط روشدقیق
های فنوتیپی چنین نتایج حاصل از تستگرفته است. هم

ها نشان پیوستگی و شباهت زیادی را ما بین لاکتوباسیلوس
هد. لذا تعیین تاکسونومی این جنس تنها به وسیله دمی

یمیایی و فیزیولوژیکی مشکل است های شناسایی بیوشروش
. در این تحقیق براساس مشخصات فیزیولوژیکی و (19)

بیوشیمیایی و آنالیز نتایج با رسم دندروگرام با برنامه آماری 
SPSS  ،13  لبنی آذربایجان شرقیمحصولات  از جدایه 

 2007و همکاران در سال  Perea شدند. جداسازی
تحقیقات خود را بر روی محصولات لبنی کلومبیا انجام 

های تست مقاومت به اسید، دادند. در این تحقیق از روش
استفاده شد.  14سالمونلا داشتن فعالیت انتاگونیستی بر علیه

سویه جداسازی شده از محصولات  17انجام واکنش برای 
انجام گردید. نتایج نشان داد که  16S rRNAژن لبنی برای 

 های پروبیوتیک شناسایی شده،ترین باکتریفراوان
 16لوسیاسترپتوکوکوس ترموف و 15یدلبروک لوسیلاکتوباس
در این مطالعه براساس نتایج حاصل از  .(20)هستند 

سویه از  6 های بیوشیمیایی،کلاستربندی تست
سویه انتروکوکوس برای شناسایی  7لاکتوباسیلوس و 

با پرایمرهای  16S rRNAمولکولی انتخاب شدند. ژن 
سازی برای طراحی شده، تکثیر داده شد و بعد از خالص

، جدایه 13یابی در مورد نتایج توالی یابی ارسال شدند.توالی
های های مورد نظر با توالیدرصد توالی 97حاکی از تشابه 

ثبت شده در بانک اطلاعاتی بود. سویه  16S rRNAژن 
paracasei MA1 ،Entrococcus durans MV3 ،

Entrococcus durans YN3 ،Entrococcus 
faecalis YA1 ،Enterococcus faecalis MV2 ،

Enterococcus faecium CV1 ،Enterococcus 

 
14 Salmonella 
15 Lactobacillus delbrueckii 

faecium CV2 ،Enterococcus faecium YN4 ،
Lactobacillus brevis CA1 ،Lactobacillus brevis 

MV1 ،Lactobacillus acidipiscis ،Lactobacillus 
fermentum CR1، Lactobacillus plantarum MS1 

به عنوان   Lactobacillus delbrueckii  YN1و
در ادامه این  پروبیوتیک مناسب انسانی شناخته شد.

های جدا شده میکروبی سویهپژوهش به بررسی اثرات ضد 
 لاکتیک اسید باکتری 60پرداختیم. در این مطالعه 

در  هاجدایهجداسازی شد. فعالیت ضد میکروبی 
 Lactobacillus paracaseiی ی گونه 2fهای سوپرناتانت

 Arajan rurul ،Enterococcusجدا شده از شیر 
durans ی جدا شده از خامهGoyges solthan  فعالیت

 لایکلبس ،یکلایشیاشرنسبت به  یبالاترضد میکروبی 
 ضد تیفعال چیه هاگونه نیا. دارند ریکف دایکاند و هیپنومون

-گونه ندادند. نشان مثبت گرم یهاگونه به نسبت یکروبیم
ی آنالیز های انتخاب شده بوسیلههای لاکتیک اسید باکتری

 NCBIدر  Blastشناسایی شدند و با  16S rRNAژن 
جدا شده از شیر به عنوان  M.AR33/4تایید شدند. گونه 

و گونه  Lactobacillus paracaseiاز   2fگونه 
C.GS22/1  به عنوانEnterococcus durains  شناسایی

تواند به عنوان یک شد. براساس نتایج، محصولات سنتی می
میکروبی جدید دارای پتانسیل بالا منبع برای ترکیبات ضد 

 باشد.که توانایی تولید باکتری لاکتیک اسید دارند، می
Lactobacillus paracasei  وEnterococcus 

durains  میلی 14متر تا میلی 8مناطق ضد میکروبی بین-
 نشان  ریکف دایکاند ومتر در مقایسه با باکتری گرم منفی 

های جدا شده سرطانی سویهطی این پروژه اثر ضد  .دادند
از محصولات لبنی سنتی مورد بررسی قرار گرفت. اثر 

شود فعالیت سایکوتوکسیک این مواد ملاحظه شد. گفته می
های ضد تکثیری باکتری لاکتیک اسید در برابر رشد سلول

توموری وابسته به زمان و غلظت است. بررسی نمودارهای 
داد که اثر ( نشان MTTحاصل از تست سلولی )تست 

های این بررسی، بیش از آنکه وابسته سایتوتوکسیک جدایه
به زمان باشد، وابسته به غلظت است. نمودارهای حاصله در 

-کنار اینکه شیب قابل توجهی با افزایش غلظت نشان می
دادند، تفاوت چندانی طی افزوده شدن زمان نداشتند. در 

ای مختلف هها حتی درصد بقای سلولی زمانبرخی نمونه
ها فقط باشند )اثر سایتوتوکسیک نمونهبهم نزدیک می

16 Streptococcus thermophilus 
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توان گفت وابسته به غلظت است(. در توجیه این نتایج می
های جدا شده مورد بررسی اثر سایتوتوکسیک این سویه

بصورت آنی بوده و برای تاثیر بیشتر نیاز به گذر زمان نیست. 
رد بررسی های موبه عبارت دیگر، با گذشت زمان، جدایه

شوند. از ها دستخوش تغییر میتجزیه شده و توسط سلول
-بعد درمانی این مسئله از نظر کاهش زمان درمان و هم

تواند بسیار چنین کاهش اثرات جانبی با گذشت زمان می
 قابل توجه باشد.

 گیرینتیجه 
 Lactobacillus paracaseiهای در این تحقیق باکتری

MA1 ،Entrococcus durans MV3 ،Entrococcus 

durans YN3 ،Entrococcus faecalis YA1 ،
Enterococcus faecalis MV2 ،Enterococcus 

faecium CV1 ،Enterococcus faecium CV2 ،
Enterococcus faecium YN4 ،Lactobacillus 

brevis CA1 ،Lactobacillus brevis MV1 ،
Lactobacillus acidipiscis ،Lactobacillus 

fermentum CR1، Lactobacillus plantarum MS1 
 به عنوان  Lactobacillus delbrueckii  YN1و

پروبیوتیک انسانی مناسب با اثرات مثبتی در سلامت بدن 
بررسی نمودارهای حاصل از تست سلولی  .است شدهشناخته
های ( نشان داد که اثر سایتوتوکسیک جدایهMTT)تست 

که وابسته به زمان باشد، وابسته به این بررسی، بیش از آن
غلظت است.
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