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 6/12/1414تاریخ پذیرش:                                                                                             9/11/1414تاریخ دریافت: 

 چکیده

 شکیلها و سایر مواد تهای آنهای مفید و متابولیتیسمت لبنی به علت وجود فلور میکروارگانلاابقه دیرینه اهمیت مصرف محصوس سابقه و هدف:

 Lactobacillus delbrueckii هدف از پژوهش حاضر جداسازی و شناساییاست.  کردهمت انسان همواره پررنگ لادر س را هادهنده، نقش آن

subsp. bulgaricus MG5226  روش مولکولی بود.موجود در ماست محلی به 

آزمون های . شد استفاده 16s rRNA پرایمرهای از ،L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 مولکولی شناسایی برای ها:مواد و روش

، تجمع و هم انباشتگی، قابلیت چسبندگیپروبیوتیکی، ضدمیکروبی و ایمنی سویه شامل: زنده مانی در شرایط اسیدی و صفراوی، آبگریزی، 

ضدچسبندگی، دیسک آگار، چاهک آگار، حداقل غلظت مهارکنندگی، روش اصلاح شده دولایه، کلسترول، آنتی اکسیدانی، تشکیل و تخریب 

 ، تولید آمین های بیوژنیک و مقاومت آنتی بیوتیک بررسی شد.DNaseفعالیت همولیتیک، تولید بیوفیلم، 

 خودتجمع ،(64/%01) سلول سطح توجه قابل آبگریزی این، بر علاوه. داد نشان تحمل pH تغییرات و صفراوی نمک به نسبت سویه :هايافته

 را هایکبیوتآنتی از وسیعی طیف به حساسیت و اکسیدانیفعالیت ضدمیکروبی، آنتی سویه. داد نشان را( %33/41) کلسترول حذف و (91/43%)

 %01/44، %31/46به ترتیب  L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226در حضور  Escherichia coli میزان رقابت، مهار و جایگزینی  .داد نشان

 .نداد نشان DNase وژنیک وهمولیتیک، تولید آمین های بی سویه فعالیت .بود %01/26و

باشد. می L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 در پژوهش حاضر، ماست محلی مورد مطالعه قرارگرفت و مشخص شد حاوی گیري: نتیجه

 نیز بهره برد.های صنعتی عنوان آغازگر در تولید ماستها بهتوان از آندر کیفیت و مزه ماست محلی مؤثر است لذا می این باکتری

  ضدمیکروبی، بیوفیلم اکسیدانی، پتانسیل پروبیوتیکی، فعالیت قدرت آنتی واژگان كلیدي:

 
 های اصلیپیام

  باکتری  Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 از ماست محلی جداسازی و با روش مولکولی شناسایی

  د.ش

 ت.های صفراوی نشان داد که بیانگر پتانسیل پروبیوتیکی آن اساسیدی و نمکحمل مناسبی در برابر شرایط سویه ت  

 ود.اکسیدانی و ضدبیوفیلم قابل توجه بسویه دارای فعالیت ضدمیکروبی، آنتی  

 عدم مشاهده همولیز، تولید DNase د.کنهای بیوژنیک، از جنبه ایمنی سویه حمایت میو آمین  
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  مقدمه 

ت لبنی به علت وجود لاابقه دیرینه اهمیت مصرف محصوس

اد ها و سایر موهای آنهای مفید و متابولیتیسمفلور میکروارگان

مت انسان همواره پررنگ بوده لاها در سآندهنده، نقش  تشکیل

است. امروزه بررسی دانشمندان بیوتکنولوژیست نشان داده است 

-های مفید میکه فرآوردهای تخمیری سنتی سرشار از باکتری

ها و همچنین بررسی منابع و باشند. استفاده از این باکتری

 یتواند مشکل صنعت را براها میشناخت خواص تکنولوژیکی آن

های تر نماید. فرآوردهمت محور آسانلاهای ستولید فرآورده

آیند ها طی فرت لبنی به وسیله این باکتریلاتخمیری و محصو

-مسنمایند. متابولیت این میکروارگانیتخمیر موادی را تولید می

موادی چون اسیدهای آلی، دی استیل، پراکسید  ،های زنده

این در  .باشدوسین میهیدروژن، ترکیبات ضدقارچی و باکتری

توانند ترکیبات پروتئینی با خاصیت حالی است که این مواد می

اس های حسسویه ضدمیکروبی باشند که باعث جلوگیری از رشد

ت، حرکمثبت، بیهای گرمها باکتریلاکتوباسیلوس  (.1) شوند

بدون اسپور، کاتالاز منفی، احیا نیترات منفی، سیتوکروم 

تند که قادر بـه ذوب ژلاتین و تولیـد ایندول اکسیداز منفی هس

نیستند. در حال حاضر بیش از صد گونه از این جنس شناسایی 

ترین جنس در بزرگ لاکتوباسیلوس (. جنس2،3شده است )

های اسیدلاکتیک هتروژن گروه باکتری

-11طول ای شکل به های میلهباکتری هالاکتوباسیلوس است.

که ها با اینن هستند. این باکتریمیکرو 3/1-2/1و عرض  1

فاقد کاتالاز و سیتوکروم اکسیداز هستند، ولـی در مجـاورت 

کننـد و میکروآئروفیـل بـوده، در حضور اکسیژن هوا رشد مـی

دی اکسـیدکربن در محیط  %3هوا رشد کمی دارند و وجود 

 سویه شود.ها میباعث تحریک رشد آن

سد مخاطی روده شده که این باعث تقویت  لاکتوباسیلوس های

شود. همچنین سبب امر موجب حفظ و ارتقاء سطح ایمنی می

های التهابی روده و سندرم روده تحریککاهش میزان بیماری

 هاباکتریوسین لاکتیکی تخمیر طی در (.4شود )می پذیر

 هایباکتری رشد بازدارندگی توانایی با پروتئینی ترکیبات

 رشگوا دستگاه در متفاوت تخریب مسیست و حساس زابیماری

 نیز بیضدمیکرو ترکیبات. هستند هابیوتیکآنتی با مقایسه در

 تهیه زابیماری هایمیکروارگانیسم مهار و رقابت برای هاآن از

 مومس یا متابولیسم است ممکن ترکیباتی چنین (.3)شود می

 (.6،0)دهند  قرار تاثیر تحت را زابیماری هایباکتری

Lactobacillus delbrueckii  به زیرگونه شش شامل 

 ،delbrueckii، lactis، bulgaricus، indicus هاینام

jakobsenii  و sunkii در شانتوانایی اساس بر همگی که است 

 .L (.0)اند شده متمایز مختلف هایکربوهیدرات متابولیسم

delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 اجزای از یکی 

 خواص زیرگونه این(. 0،9) است ماست تولید برای اولیه کشت

 .L زیرگونه مزایای از(. 11) دهدمی نشان را پروبیوتیکی

delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 قابلیت با 

 .L(. 11) باشداش میگسترده کربوهیدرات متابولیسم

delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 ، jakobsenii و 

sunkii زا ترتیب به که هستند کوچکی نسبتاً هایزیرگونه 

 رشیت و تخمیرشده الکلی هاینوشیدنی هندی، لبنی محصولات

 اندشده جدا ژاپنی سنتی غذای یک عنوان به نمک بدون

(12،13.) 

 جمله از هالاکتوباسیل بومی هایسویه اخیر هایسال در

Lactobacillus delbrueckii  چونهم هاییویژگی دلیل به 

 توانایی و ضدمیکروبی خاصیت مخرب، فاژهای به ذاتی مقاومت

 های فرآورده و غذاها انواع تهیه در مطلوب بوی و طعم تولید در

 فلور از آگاهی لذا(. 16) اند گرفته قرار توجه مورد تخمیری

 امکان محلی هایماست در موجود اسیدلاکتیکی هایباکتری

 و استاندارد تر،سالم صنعتی محصولات تولید برای آغازگر تهیه

 هایمطالعه راستا همین در(. 10) کند می فراهم را بهتر طعم با

 غذایی محصولات در هاباکتری این شناسایی برای اییگسترده

 بنیل محصولات جنوبی آفریقای در. است گرفته صورت مختلف

   Lactobacillus delbrueckii و گرفتند قرار بررسی مورد سنتی

 ،سنتی  ماست از 2113 سال در(. 10) شدند شناسایی هاآن در

Lactobacillus delbrueckii   به ایران در(. 19) شد جداسازی 

 ویر بر هاییمطالعه بالاتر کیفیت با محصولات تهیه منظور

 محققین از گروهی. است گرفته صورت هالاکتوباسیلوس

Lactobacillus casei, plantarum   Lactobacillus   و
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Lactobacillus pentasus (. 21،21)کردند  شناسایی پنیر از را

 2122 و 2121 و 2121 هایسال در همکاران و فلاح همچنین

 از ولی ،(22-26)دادند  انجام لاکتوباسیلوس زمینه در مطالعاتی

 Lactobacillusبرای  ایران در کمی مطالعات محلی ماست

delbrueckii  است. هدف از تحقیق حاضر  گرفته صورت

 L. delbrueckii subsp. bulgaricus جداسازی و شناسایی

MG5226 روش مولکولی است.  موجود در ماست محلی به 

  هامواد و روش 

 مواد

 از و  بوده آنالیتیکی درجه از استفاده مورد شیمیایی مواد

 مرک شرکت یا( آمریکا متحده ایالات) آلدریچ سیگما شرکت

 مانند رایج، بیوتیکآنتی است. هفت شده خریداری( آلمان)

اریترومایسین )  ،(لیترمیلی در میکروگرم11) سیلینآمپی

-میلی در میکروگرم11) پنمایمی ،(لیترمیلی در میکروگرم13

 ،(لیترمیلی در میکروگرم 3) سیپروفلوکساسین ،(لیتر

 نیتروفورانتوئین ،(لیترمیلی در میکروگرم31)نالیدیکسیک 

 در میکروگرم 31) کلرامفنیکل و (لیترمیلی در میکروگرم 311)

 خریداری شد. (ایران) طب پادتان شرکت از(  لیترمیلی

محیط کشت  با استفاده لاکتوباسیلوسجداسازی 

 اختصاصی

 کشت محیط به شدهلیوفیل باکتری شدن،فعال منظور به

MRS Broth به گرادسانتی درجه 10 دمای در و شد منتقل 

 شده فعال هایمیکروارگانیسم. شد داده حرارت ساعت 10 مدت

سانتی درجه 24 دمای در و منتقل MRS Agar کشت محیط به

 وانعن به کشت محیط این. شدند انکوبه ساعت 24 مدت به گراد

. قرارگرفت استفاده مورد بعدی آزمایشات برای نگهداری محیط

 قرارگرفت. بررسی مورد آمیزیرنگ با نظر مورد سویه خلوص

های تاییدی بیوشیمیایی از آزمون : های تاییدیانجام آزمون

قبیل احیا نیترات، ذوب ژلاتین، تولید اندول از تریپتوفان و 

های اسید لاکتیک بر روی آزمایش کاتالاز برای تشخیص باکتری

 .دهای جداشده انجام شسویه

 L. delbrueckii های مشکوک بهشناسایی مولکولی جدایه

subsp. bulgaricus MG5226  : ،در این مطالعه آزمایشگاهی

از  L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226جداسازی 

روش به  برای شناسایی باکتری .شد انجام ماست محلی

 EZ-10 SPIN COLUMN با کیت DNA استخراج مولکولی،

GENOMIC DNA  بیوبیسیک، کانادا( صورت گرفت و غلظت(

های استخراج شده با استفاده از اسپکتوفتومتر و خلوص نمونه

 16s بررسی گردید. سپس با استفاده از پرایمرهای ناحیه

rRNA  مراز انجام ای پلی)تکاپوزیست، ایران( واکنش زنجیره

 %3/1با استفاده از ژل اگارز  PCR شد. محصول

-)سیناژن، ایران( مطالعه شد و نمونهkb 1 مارکر DNA ناردرک

جهت تعیین توالی به شرکت پویا ژن  bp1311 های دارای باند

 گستر جهت تعیین توالی ارسال شدند.

کروموزومی از سویه استخراج DNA آنالیز نتایج تعیین توالی: 

و  261های در طول موج DNA جذب نوری شد و با استفاده از

، غلظت و 201به  261نانومتر و بررسی نسبت جذب در  201

های دارای استخراج شده بررسی شد. نمونه DNA خلوص

غلظت و خلوص مناسب جهت ادامه کار انتخاب شدند. سپس 

گرفت  صورت s rRNA16 با استفاده از پرایمرهای PCR واکنش

ها مشاهده شد. در نمونه bp 1311 و باندهای

های توالی تعیین توالی شد و حاصل شده، PCR محصول

بررسی و بلاست شدند.  NCBI آمده در سایتدستبه

 .L  تشابه نوکلئوتیدی را با %99های جدا شده باکتری

delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 .داشتند 

 سازی شده گوارشیشبیهمقاومت نسبت به شرایط 

رایط ش های جدا شده نسبت بهکتوباسیللاارزیابی مقاومت  

با اندکی تغییر (، 1992)ای طبق روش بومر و همکاران معده

سازی شده شیره معدی با محیط شبیه(. 31) انجام گرفت

pH=3، صفرا گرم بر لیتر(،میلی 3) با اضافه نمودن پپسین 

 گرم بر لیتر( ومیلی 1/1) لیزوزیم گرم بر لیتر(،میلی 13/1)

ز ا حجمی/حجمی %1 آماده شد. به میزان سدیم کلرید 3/1%

ها با رقت نیم مک فارلند به سوسپانسیون باکتریایی جدایه

گراد انکوبه درجه سانتی 30محیط شیره معده افزوده شد و در 

 34و  24، 4،14های جدا شده بعد از شدند. زنده مانی باکتری

 .دقیقه به روش پورپلیت بررسی شد

 pH مقاومت به

محیط  در لاکتوباسیلوس برای تعیین شرایط اسیدی، جدایه

  گراددرجه سانتی 30دمایساعت در  10به مدت  MRS  کشت

 3، 2های pH جدید با  MRS انکوبه شدند. بعد از تهیه محیط
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ساعت  02تا  24ها به این محیط اضافه و به مدت جدایه 4و 

انکوبه شدند. سپس نتایج کشت   گراددرجه سانتی 30دمای  در

 (.20مک فارلند بررسی شد )نسبت به کدورت نیم 

 های صفراویبه نمک مقاومت

 MRS Broth عنوان کنترل وبه  MRS Broth محیط کشت

 %1زمان با طور همعنوان تیمار بهاملاح صفراوی به %3/1دارای 

 30ساعته تلقیح شد و در دمای  24از کشت باکتریایی فعال 

های حنیساعت انکوبه شدند. من 0مدت گراد بهدرجه سانتی

رشد بر اساس جذب نوری برای هر ایزوله رسم و بر اساس 

های مختلف و های نوری متوالی بین غلظتاختلاف در جذب

ای هعنوان تأخیر در رشد در نتیجه اثر بازدارندگی نمک زمان به

 (.20)صفراوی انجام شد 

 گیری میزان آبگریزی ندازها

گیری میزان آبگریزی هیدروفوبیستی یا آبگریزی ندازها

با اندکی   xyleneمورد نظر با استفاده از   لاکتوباسیلوس  جدایه

ها با استفاده از باکتری سوب(. ر32) تغییرات انجام شد

دقیقه از کشت شبانه  13و به مدت  3111سانتریفیوژ در دور 

ات فسفی بافر سپس رسوب بدست آمده به وسیله .بدست آمد

-میلی 3ل مجدد در لاشستشو و پس از انح pH 3/1پتاسیم با 

گیری شد. ندازهنانومتر ا A620  از همین بافر، جذب آن در لیتر

 2به محلول، به مدت  xylene لیتر میلی 1پس از اضافه کردن 

دقیقه ورتکس شد تا فازها از هم جدا شوند. سپس فاز آبی رویی 

گیری شد. در اندازهنانومتر  A620 را جدا کرده و جذب آن در

 .محاسبه شدزیر  رابطهنهایت درصد آبگریزی با استفاده از 

] ×1000)/A1A– 0H% = [(A 

H 0، آبگریزی درصدA کردن للوحجذب نوری قبل از م ،

1A کردن للوحجذب نوری بعد از م 

  انباشتگیبررسی تجمع و هم

کردونی و همکاران با استفاده از روش  کار این: بررسی تجمع

 دقیقه 11) شبه یک کشت کردن سانتریفیوژ ( با2123)

 برای سرد فسفات بافر از استفاده با( دور در دقیقه 6111در

 به( A0) نانومتر 611 در 6/1  جذب و شد انجام لیز و شستشو

 31 مدت به گرادسانتی درجه 23 دمای در هانمونه. آمد دست

 باکتریایی سوسپانسیون( A1) نوری چگالی و شدند انکوبه دقیقه

 دهش استفاده زیر معادله از تجمع محاسبه برای. شد گیریاندازه

 (.34است )

 111× (A0-A1/A0) = % تجمع خودکار

با استفاده از روش  انباشتگیهم روش: انباشتگیبررسی هم

 جذب میزان تعیین ( با2123کردونی و همکاران )

 هایباکتری و  لاکتوباسیلوس جداگانه هایسوسپانسیون

. شد گرفته کار به نانومتر 611 موج طول در( AS) زابیماری

 شدند، زدههم ثانیه 31 مدت به و شدند ترکیب هاسوسپانسیون

 گرادسانتی درجه 23 دمای در دقیقه 31 مدت به سپس

( AM) نانومتر 611 در مخلوط جذب سپس. قرارگرفتند

 (.34شود ) محاسبه انباشتگیهم تا شد گیریاندازه

انباشتگیهم %  = (1- (
𝐴𝑀

𝐴𝐿+𝐴𝑠/2
)( ×111 

  تعیین قابلیت چسبندگی 

از آزمایشگاه کشت سلول خریداری  ،Caco-2 هایسلولرده 

 %11 حاوی RPMI 1641ها در محیط کشت شد. این سلول

سرم جنین گاوی غیرفعال شده با حرارت و  ()حجمی/حجمی

 نیپو  استرپتومایسین)ها بیوتیکمخلوط استاندارد از آنتی

 دی %3گراد تحت فشار درجه سانتی 30دمای  در (سیلین

 های کشتفلاسک ها دررشد سلول. اکسید کربن رشد داده شد

و یک روز در میان محیط  یک هفته ادامه داشت مدت سلولی به

 چاهکی با  6کشت آن تعویض شد. آزمون چسبندگی در پلیت 

پس از تشکیل یک  .لیتر انجام شدسلول در هر میلی 231111

بار بیوتیک دولایه نازک از سلول در کف پلیت، جهت حذف آنتی

-شو داده شد و یک میلی و با محلول نمکی بافر فسفات شست

-ساعته سویه 10کتریایی حاصل از کشت لیتر از سوسپانسیون با

اضافه  Caco-2 های سلولفارلند به  مک ها با غلظتی معادل نیم

 دی %3گراد و درجه سانتی 30دمای ساعت تحت  2 مدت و به

ر توانایی چسبندگی باکتری ب .گذاری شد اکسید کربن گرمخانه

چسبیده نسبت به تعداد کل باکتری  هایاساس تعداد باکتری

 (.31) گزارش شد اولیه

 خاصیت ضدچسبندگی سلول

ارزیابی رقابت، بازداری و جایگزینی به منظور بررسی  

ا هپتانسیل ضدچسبندگی انجام شد. مقادیر مساوی از باکتری

گراد به درجه سانتی 30ها اضافه شدند و در دمای به چاهک

و  CO2 درصد از 93به  3ساعت در شرایط محیطی  1مدت 
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گذاری شدند. از بافر فسفات استریل برای  گرمخانهرطوبت ثابت، 

برای  X -111از تریتون %13/1 های آزاد وشستشوی باکتری

برای تشخیص . های چسبیده استفاده شدجدا کردن باکتری

 برای ارزیابی توانایی. های انتخابی استفاده شدها، محیطپاتوژن

ارزیابی  د.ش در مهار چسبندگی از روش مهاری استفاده هاجدایه

 مطالعه کردونی و همکاران مطابقرقابت، بازداری و جایگزینی 

 (.34) انجام شد (2123)

  ضدمیکروبی پتانسیل

 ضدمیکروبی، خواص برای باکتری عصاره سازیآماده برای

 یلترف باکتریایی هایسلول حذف برای بهینه تیمار عصاره ابتدا

-سانتی درجه 3 دمای در گرم 2011 و دقیقه 21 مدت به و شد

 میکرومتر 22/1صافی  کاغذ از روییمایع و شد سانتریفیوژ گراد

 در. رسید pH 7 به سدیم هیدروکسید از استفاده با و کرد عبور

 دمای در خشک یخ 0-2 علاوه به  BETA LCS  یک با نهایت

 ساعت 41 مدت به و شد لیوفیلیز گرادسانتی درجه -43 انجماد

 گرم بار میلی 30/1 خلاء تحت گرادسانتی درجه 32 دمای تا

 استریل مقطر آب لیترمیلی 4 با مجدداً شده خشک نمونه. شد

 هب بازدارنده غلظت حداقل با آن ضدمیکروبی خواص و شد حل

 هایسویه. شد بررسی آگار در کچاه آگار در دیسک روش

 ,E. coli شامل  آزمایش این در استفاده مورد زابیماری

Shigella  dysentery, Klebsiella  aerogenes, Bacillus 

subtilis, Streptococcus pyogenesو Listeria 

monocytogenes یایم هایبیوتیک آنتی مطالعه این بودند. در-

گرم بر میلی 23سیلین )آمپی لیتر(،گرم بر میلیمیلی 11پنم )

 لیتر(،گرم بر میلیمیلی 31اریترومایسین ) لیتر(،میلی

 کنالیدیکسی  لیتر(،گرم بر میلیمیلی 21سیپروفلوکساسین )

-میلی 11نیتروفورانتوئین )  لیتر(،گرم بر میلیمیلی 11اسید )

 ابتدا شآزمای این. شد لیتر( و کلرامفنیکل استفادهگرم بر میلی

 MRS کشت محیط حاوی هایپلیت در شده تخمیر عصاره

Agar  اب بیوتیکیآنتی هایدیسک سپس و شد داده کشت 

. شد داده قرار متریسانتی 4 تا 2 فاصله در مشخص غلظت

 و کرده ثابت اتاق دمای در دقیقه 13 مدت به را هاآن سپس

 انکوبه ساعت 24 مدت به گرادسانتی درجه 30 دمای در سپس

 کدیس اطراف شفاف ناحیه قطر انکوباسیون پایان در. گردید

 و مقاومت استاندارد، معیارهای اساس بر و شد گیریاندازه

  MRS Agar محیط. شد بررسی هابیوتیکآنتی به حساسیت

 شد. استفاده مثبت کنترل رشد برای

 لایه دو شده اصلاح روش طریق از ضدمیکروبی اثر

 MRS Brothهای پروبیوتیک در محیط کشت بتدا باکتریا

تحت شرایط استریل کشت داده شدند و  Ph=6/5 )مرک آلمان(

 گرادسانتیدرجه  30ساعت در  24پس از گرماگذاری به مدت 

از هر پروبیوتیک در وسط پلیت  لیترمیلی 31هوازی، در جار بی

ریخته و اجازه داده )مرک آلمان(  MRS Agar  حاوی محیط

جذب محیط شود  لاشد تا رطوبت حاصل از مایع میکروبی کام

 30در ساعت  24مدت به  MRS Agar  هایو مجددا پلیت

سپس  .هوازی گرماگذاری شدنددر جار بیگراد سانتیدرجه 

 MRS Agarروی محیط  مذاب بر)مرک آلمان(  MHA  محیط

 لاحاوی پروبیوتیک ریخته و اجازه داده شد تا کام)مرک آلمان( 

محیط ببندد. سوسپانسیون معادل نیم مک فارلند از کشت 

متراکم بر روی صورت ه زا تهیه و بهای بیماریشبانه باکتری

 ساعت در 24مدت  ها بهپلیت .کشت داده شدند  MHA محیط

گرماگذاری و سپس از نظر قطر هاله گراد سانتیدرجه  30 دمای

عدم رشد بررسی شدند. آزمایش برای هر باکتری سه بار تکرار 

 زا درهای بیماریشد و میانگین قطر هاله عدم رشد باکتری

 (.33) گزارش گردیدهای پروبیوتیک باکتری حضور

 کلسترول حذف میزان

 و اگزالات صفراوی نمک %3/1 با MRS محیط در عصاره

 درجه 30 دمای در کلسترول لیترمیلی بر میکرولیتر 111

 تخمیر عصاره. شد داده کشت ساعت 20 مدت به گرادسانتی

 درجه 4 دمای در دقیقه 0 مدت به گرم 4132 در باکتری

-میلی 3 به رویی مایع لیترمیلی 3/1. شد سانتریفیوژ گرادسانتی

 به و شد اضافه  KOH   %31 لیترمیلی 2 و %93 اتانول لیتر

 بخار حمام در گرادسانتی درجه 61 دمای در دقیقه 11 مدت

-میلی 3 و هگزان لیترمیلی 3 سپس. شد داده حرارت و مخلوط

 فاز تا نگهداری شد دقیقه 13 مدت به اضافه و مقطر آب لیتر

 در هگزان لیترمیلی 2 از استفاده با تبخیر. شود برابر دو مخلوط

-Oمعرف  لیترمیلی 2. شد انجام گرادسانتی درجه 61 دمای

phthalaldehyde لیترمیلی 1 دقیقه، 11 از پس و شد اضافه 

 11 از پس. شد مخلوط و اضافه نیز غلیظ سولفوریک اسید
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 تعیین برای. شد خوانده نانومتر 331 در جذب سرعت دقیقه،

 شد. استفاده استاندارد منحنی از کلسترول غلظت

 اکسیدانیآنتی خواص

ترین راه مبارزه با ها به عنوان اصلیاکسیدانتآنتی

های تخریب شده شناخته های آزاد و بازسازی سلولرادیکال

شوند چرا که موجب افزایش کارایی دستگاه ایمنی بدن در می

 ها خطر گسترشاکسیدانتشوند. آنتیمی هابرابر انواع بیماری

دهند. استرس اکسیداتیو چیرگی بیماری آلزایمر را کاهش می

 آنتی . فعالیتاکسیدانتی بدن استهای آزاد بر دفاع آنتیرادیکال

 مهار فعالیت و ABTS ازمون روش دو از استفاده با اکسیدانی

 .شد بررسی DPPH رادیکال

 رادیکال مهار بهینه فعالیت ارزیابی منظور : به DPPHآزمون

 DPPH  ،2/1محلول لیترمیلی 1 با نمونه از لیترمیلی 2 آزاد،

 به نمونه نگهداری از پس. شد مخلوط %93 اتانول در مولمیلی

 آن جذب تاریک، مکان یک در اتاق دمای در دقیقه 31 مدت

 با BHT اتانول محلول شد. ثبت نانومتر 310 موج طول در

 اکسیدانآنتی عنوان به لیترگرم بر میلیمیلی 13 غلظت

 ستفادها هانمونه اکسیدانیآنتی فعالیت مقایسه برای  استاندارد

 .شد

A → DPPHH (yellow) + A –(purple) + H  ◦DPPH 
 

و همکاران  مطابق با روش آرناو ABTS آزمون: ABTS  زمونآ

-میلی ABTS (4/0 های پایهمحلول. تغییر انجام شد با اندکی

تهیه شد و در ادامه  مولار(میلی 6/2) پتاسیم پرسولفات مولار( و

محلول پایه  ی مخلوط کردن دوبوسیلهاصلی   ABTS محلول

مساوی با یکدیگر تهیه شده و در ادامه این مخلوط در  به مقدار

ساعت به منظور تکمیل  16دمای اتاق و محیط تاریک به مدت 

حلول تهیه شده با متانول تا واکنش نگهداری شد. سپس م

 میلی 2/1. نانومتر رقیق شد 034در طول موج  رسیدن جذب

 4ها به های مختلف آسکوربیک اسید و عصارهلیتر از غلظت

اضافه شد و به  ABTS یاز محلول تازه تهیه شده لیتر میلی

ا هساعت در تاریکی نگهداری گردید. سپس جذب نمونه 2مدت 

گیری و با استفاده از منحنی درجه بندی دازهنانومتر ان 034در 

اسید آسکوربیک نتایج بر حسب معادل گرم آسکوربیک اسید بر 

 (.36) گرم فنولیک نمونه بیان گردید

 پراکسید هیدروژن فعالیت مهار = درصد{1-نمونه(  شاهد/جذب جذب})× 111

 بیوفیلم تخریب و تشکیل

 یولتو کریستال روش از استفاده با بیوفیلم تخریب و مهار

 .شد ارزیابی

 از که گرفت قرار متوالی برابری دو رقت فرآیند یک تحت

 611 تا نیز باکتریایی هایکشت. بود متغیر %00/1 تا 111%

CFU/mL  31 چاهی، 96 صفحه یک در. شدند رقیق 

 کچاه هر به باکتریایی کشت میکرولیتر 31 و CFS میکرولیتر

 به گرادسانتی درجه 30 دمای در انکوباسیون از پس. شد اضافه

 و شدند ریخته دور سلولی هایسوسپانسیون ساعت، 24 مدت

 برای( %1) ویولت کریستال محلول. شدند شسته آب با هاچاه

 آمیزیرنگ محلول دقیقه 31 از پس و شد اضافه آمیزیرنگ

 میکروپلیت از استفاده با نانومتر 301 در. OD شد استخراج

 شد. گیریاندازه خوان

 یک بالغ، بیوفیلم تخریب بر CFS تأثیر ارزیابی برای

 111ایجاد و  (CFU/mL)11-6 باکتریایی سوسپانسیون

 از پس. شد اضافه چاهی 96 میکروتیتر چاهک هر به میکرولیتر

 گراد،سانتی درجه 30 دمای در انکوباسیون ساعت 24

 در شده رقیق ،CFSشدند.  خارج سلولی هایسوسپانسیون

 چاه هر به( میکرولیتر 111) ،(%00/1-%111) برابری دو افزایش

 TSB از استفاده با کنترل گروه یک سویه، هر برای. شد اضافه

 در اضافی انکوباسیون ساعت 24 از پس. شد تهیه CFS جای به

 دشدن داده شستشو بار دو صفحات گراد،سانتی درجه 30 دمای

 با اندهمباقی هایبیوفیلم. شوند حذف ماندهباقی هایبیوفیلم تا

 سرعت. شدند گیریاندازه قبلی شده ذکر روش از استفاده

 شد: تعیین اساس این بر بیوفیلم تشکیل

 ) =درصد تشکیل بیوفیلم 
  𝑂𝐷کنترل   

   𝑂𝐷 تیمار    
) ×111 

 ایمنی ارزیابی

 40 مدت به عصاره همولیتیک فعالیتهمولیتیک:  فعالیت

 خون وزن وزنی/ درصد 0) آگار بلاد کشت محیط در ساعت

 رنگ اگر. شد انکوبه گرادسانتی درجه 30 دمای در( گوسفند

 اشدب نداشته تغییری اگر است، همولیز آلفا که شود ظاهر سبز

 می هگرفت نظر در همولیتیک خاصیت فاقد که است همولیز گاما

 به شد، مشاهده کلنی اطراف در شفاف ناحیه یک اگر. شود

 (.33شود ) می بندیطبقه همولیز بتا عنوان
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 ،DNaseآنزیم  تولید بررسی منظور به : همچنین DNase تولید

 از پس. داده شد کشت DNase کشت محیط در سویه

 40 مدت به گرادسانتی درجه 30 دمای در هاپلیت انکوباسیون

  DNase تولید دهندهنشان شفاف صورتی هایکلنی ساعت،

 (.2123هستند )علیزاده بهبهانی و همکاران، 

( 2121) از روش برزگر و همکـاران: های بیوژنیکتولید آمین

های بـا انـدکی تغییـرات جهـت بررسـی توانـایی باکتری

ابتدا  .های بیوژنیـک استفاده شدلاکتیک اسید در تولید آمین

 ساعت در محیط 24های میکروبـی به مدت هر یک از سویه

MRS Broth  سازهای اسیدهای از هر یک از پیش %3/1حاوی

ورنیتــین ا- L هیســتیدین و - Lتیــروزین،  - Lآمینه شـامل 

 MRS Agar  هـا بـر روی محـیطفعــال گردید. سپس، سـویه

بروموکروزول بـنفش کشت داده  %13/1سازها و حاوی پیش

حضور رنگ گذاری شدند.  ساعت گرمخانه 40مدت  شدند و به

وژنیک بیعنـوان توانایی تولید آمین ها بهبنفش در اطراف کلنی

 (.30) در نظر گرفته شد

روش  بیوتیک طبـقمقاومت به آنتی: یوتیکبمقاومت به آنتی

ترتیب  بدین. (39) انجــام شــد(  2113کبســی و گوراکــان )

 MRS لیترمیلی 4با  ، MRS Agarهای حاوی محیطکه، پلیت

میکرولیتـر بـاکتری  211آگار( حاوی  %0/1ه جامد )نیم

ها روی محیط قرار پوشـانده شـد. پـس از نـیم ساعت، دیسک

درجـه  30سـاعت در دمـای  24مدت  هـا بهداده شد و پلیت

گــذاری شــدند. منــاطق بازدارنــده  گـراد گرمخانــهسـانتی

با قطر کمتـر از هایی گیری شد و هالهها اندازهاطــراف دیسک

هایی با هـای مقـاوم، هالهمتـر بـه عنـوان بـاکتریمیلـی 13

-یمه حساس و هالهن هایمتر به عنوان باکتریمیلی 16-21قطر 

هـای متر به عنوان باکتریمیلی 21هـایی بـا قطـر بیشتر از 

 (.30) حسـاس تعیین شدند

 آنالیز آماری

این مطالعه توسط نرم تجزیه تحلیل آماری نتایج حاصل از 

برای آزمون اختلاف میانگین  .انجام شد 16نسخه  SPSS افزار

 ANOVA در چند گروه کیفی از آنالیز واریانس یک طرفه

 Tukey Hoc Post داری از آزموناستفاده شد. میزان معنی

 .استفاده شد

  هايافته 
 گوارشیمقاومت نسبت به شرایط 

 های فراوانیگوارش با چالشها از دستگاه عبور پروبیوتیک

عنوان اولین سد  رو است؛ آنزیم لیزوزیم موجود در بزاق بهروبه

دفاعی بدن، یک پروتئین ضدمیکروبی است که با فعالیت 

ی م هاسلولی باکتری گسیختگی دیوارههیدرولازی باعث از هم

 ± 43/1برابر با   مانیدرصد زندهساعت  1 گذشت بعد ازشود. 

 بود. 30/6

 pHمقاومت در برابر 
  ،قابل مشــاهده اســت، با افزایش زمان 1همانطور که در شــکل 

ــویه کاهش میمقاومت و زنده در بازه   =4pHیابد و در مانی سـ
 زمانی مختلف میزان بقای قابل توجهی دارد.

 

 
 ی.دیاس طیدر شرا Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 یی زنده مانیتوانا. 5شکل 
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 های صفراویغلظت نمک

قابل مشاهده است، با افزایش زمان و  2همان طور که در شکل

، میزان بقای سویه کاهش یافته و در های صفراویغلظت نمک

 الایی دارد.نمک صفراوی، میزان بقای ب %3/1غلظت 

 L. delbrueckii subsp. bulgaricusخواص سطحی سلولی 

MG5226 

 یباکتر لیاز تماشاخصی سلول  یسطح یستیدروفوبیه
 یروی خودتجمع. است یرقطبیغی هاجهت اتصال به حلال

یم ریروده تاث یهابه سلول کیوتیپروب یهایباکتر یچسبندگ

 سمیمکان یبر رو هم  پاتوژن یهایبا باکتر یتجمعهم. گذارد
توانند مانع اتصال یکه م کیوتیپروب یهایباکتر یسمیآنتاگون

 گذاردمیروده شوند، اثر  یهازا به سلولیماریب یهاهیسو

 خاصیت ضدچسبندگی سلول
به  دیبا یماریب جادیا یزا برایماریب یهاسمیکروارگانیم

درصد رقابت،  ها نفوذ کنند.به آن ای ندچسبب یسطوح مخاط
 .L. delbrueckii subsp در حضور E. coliبازداری و جایگزینی 

bulgaricus MG5226  01/26و  01/44، 31/46به ترتیب 
 درصد بود.

  
 .صفراوی های مختلف نمکغلظتدر  Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 یی زنده مانیتوانا. 2شکل 

  
 .Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 یخواص سطح سلول. 3شکل 
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 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226)رقابت، بازداری و جایگزینی( خاصیت ضدچسبندگی نتایج  .0شکل

 

 L. delbrueckii subsp. bulgaricusاثر ضدمیکروبی 

MG5226 زا، از طریق روشهای بیماریدر برابر باکتری 

-دیسک دیفیوژن آگار، چاه دیفیوژن آگار و روش اصلاح

 یباکتر تیمهم فعال یهااز جنبه یکی: شده دو لایه

دستگاه گوارش در برابر عوامل  طیزمحیحفاظت از ر ک،یوتیپروب

فعالیت ضدباکتریایی  aCFSدر این پژوهش  زا است.یماریب
در هر دو روش دیسک و چاهک  nCFSبالاتری را نسبت به 
در هر دو روش   Streptococcus pyogenesنشان داد. همچنین 

کمترین  E. coliبیشترین حساسیت به سویه پروبیوتیک و 
 حساسیت را نشان داد.

 

 
زا بر اساس دو روش دیسک بیماری هایدر برابر باکتری Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 اثر ضدمیکروبی .1 شکل

ده ش یبدون سلول خنث سوپرناتانتو  دیبدون سلول اس یهابه سوپرناتانت بیبه ترت nCFSو  aCFS(. bو چاهک دیفیوژن آگار ) (aدیفیوژن آگار)

 .اشاره دارد
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زا از طریق روش اصلاح شده بیماری هایدر برابر باکتری Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 اثر ضدمیکروبی .6شکل

 دولایه

 حذف کلسترول

را  طیحذف کلسترول از مح یبرا هالاکتوباسیلوس ییتوانا

شامل  هانیداد.  ا نسبت یمختلف یهاسمیتوان به مکانیم

مزدوج و رسوب  یصفراو یهانمک یمیآنز زیدرولیجذب، ه

ر برزگدکونژوگه است ) یصفراو یهاهمزمان کلسترول با نمک

در مطالعه حاضر میزان کاهش کلسترول  (.2123و همکاران، 

 L.delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 ،33/41%سویه 

 بود.

 اکسیدانیفعالیت آنتی
خواص  یها داراکیوتیاند که پروبنشان داده ریطالعات اخم

اهش مانند ک یسلامت دیهستند که به انواع فوا یدانیاکسیآنت
. دننکیو التهاب روده کمک م یعروق یقلب یهایماریب ابت،ید

L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 یهاتیفعال 

و  49/41 بیترت قابل توجه به ABTSو  DPPH کالیمهار راد
 را نشان داد.درصد  61/46

نتایج سرعت تشکیل بیوفیلم در مرحله اولیه  0شکل 
تیمارشده با مایع رویی بدون    E. coliتشکیل بیوفیلم توسط

را نشان  L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226سلول 
 دهد.می

 

 
 Lactobacillus delbrueckiiفعالیت آنتی اکسیدانی . 7شکل 

subsp. bulgaricus MG5226 
 

 بررسی بیوفیلم
نتایج فعالیت تخریب بیوفیلم مایع رویی بدون سلول  9شکل 

(CFS )L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226  بر روی
 دهد.را نشان می E. coli های بالغبیوفیلم

 ارزیابی ایمنی
 .Lدر  کیوژنیبنیآم دیو تول DNase ک،یتیخواص همول

delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226  .مشاهده نشد
پنم، اریترومایسین، سیپروفلوکساسین، نسبت به ایمی

س و و کلرامفنیکل حسا نیتروفورانتوئیناسید، نالیدیکسیک
 نسبت به آمپی سیلین  نیمه حساس بود.
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 لیتشک ییتوانا هیعل Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 یبدون سلول  باکتر ییرو عیما یلمیوفیضد ب تیفعال. 9شکل 

 .Escherichia coli لمیوفیب

 
 تخریب ییتوانا هیعل Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 یبدون سلول  باکتر ییرو عیما یلمیوفیضد ب تیفعال. 8شکل 

 .Escherichia coli لمیوفیب

  
.L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226های رایج درمانی بر بیوتیکاثر آنتی. 54شکل 
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  بحث 
-دهای در طبیعت پراکنطور گستردههای لاکتیکی بهباکتری

های آن محسوب عنوان فلور غالب در شیر و فرآوردهاند و به

بر خواص  هالاکتوباسیل های مختلف تأثیرشوند. مطالعهمی

ز دهد لذا استفاده احسی و فیزیکی پنیرهای سنتی را نشان می

عنوان آغازگر یا کمک آغازگر در تولید ماست اهمیت ها بهآن

ها مورد های آنهای اخیر مطالعه خصوصیتپیدا کرده و در سال

ها در ماست به توباسیللاک توجه قرار گرفته است. از آنجا که

ای را در ها نقش عمدهشوند، این باکتریتعداد زیاد یافت می

-شان ایفا میهای بیوشیمیاییاز طریق فعالیت رسیدن ماست

های های فنوتیپی و تستکنند. امروزه استفاده از روش

لی ها بسیار رایج است وبیوشیمیایی در شناسایی لاکتوباسیل

هایی هستند و ها دارای محدودیتستآنچه مسلم است این ت

های فیزیولوژیکی گاه در بین تعداد زیادی جدایه، خصوصیت

ها همیشه دقیق علاوه نتایج این روششود. بهای دیده میمشابه

های ژنتیکی و تعیین توالی جهت شناسایی نیست. لذا از روش

و تنوع میکروبی موجود در محصولات  هالاکتوباسیل هایسوش

های شود. در تحقیق حاضر سویه از نمونهی استفاده میلبن

های اولیه فنوتیپی و آوری گردید. پس از بررسیماست جمع

و  rRNA  s16  در ناحیه PCR بیوشیمیایی، از روش مولکولی

 های جداشدهتعیین توالی این ناحیه جهت شناسایی باکتری

الی ه با تودست آمدهای بهاستفاده گردید. پس از مقایسه توالی

-ژنوتیپ جدایه NCBI های دیگر موجود در پایگاه دادهباکتری

-ها نشان داد جدایهرسیدست آمده مشخص گردید. برهای به

 %99دست آمده در این تحقیق، شباهت نوکلئوتیدی های به

نظر  به .دارند L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 به

در  L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 رسدمی

 .کندهای محلی نقش بسزایی ایفا میفرآوری و کیفیت ماست

( خواص پروبیوتیکی، 42علیزاده بهبهانی و همکاران )

 Lacticaseibacillusضدمیکروبی، ضدبیوفیلم و ایمنی 

paracasei B31-2  .جداشده از ماست محلی را بررسی کردند

ری پذیهای صفراوی انعطافر شرایط اسیدی و نمکسویه در براب

بالایی از خود نشان داد. میزان آبگریزی سطح سلول آن 

و ظرفیت  %31/42، خودتجمع %01/23، تجمع 42/33%

را داشت. همچنین سویه هیچ گونه اثر  % 61/12چسبندگی 

بیوژنیک از خود نشان نداد. و آمین DNaseهمولیتیک، 

 یهایباکتر لیپتانس یرو( 1و همکاران ) یزدی ییباطباط

 3 نیها از بکردند، آن کار یمچیشده از ک جدا دیاس کیلاکت

مربوط به  زولهیا 33را جدا و  هیوس 03  یمچینمونه ک

را   Leuconostoc و Lactobacillus، Pediococcusجنس

را در برابر  هیجدا 33مقاومت  دادند. انتخاب و مورد آزمون قرار

 متعلق به  هیسو دادند. قرار یمورد بررس 0 ات pH 2در  دیسا

Pediococcus pentosaceus را  دیمقاومت به اس نیشتربی

 pH3  کهزمانی و ماند زنده %2/62 زانیبه م pH 2 داشت و در

 خود از را %03از  شیب یمانها درجه زندههسوی %20 از شیب شد

 هیسو یصفراوی هامقاومت به نمک نیهمچن .دادند نشان

pentosaceus  03956 به   متعلق هیمقاومت و سو نیبالاتر 

Lactobacillus fermentum IF یهابه نمک هیسو نیترحساس 

  .بود یصفراو

-( ویژگی43در مطالعه دیگر علیزاده بهبهانی و همکاران )

و کاربرد آن  Levilactobacillus brevis HL6های پروبیوتیکی 

بررسی کردند. سویه آبگریزی، تجمع، خودتجمع، هلو را در آب 

اکسیدان و توانایی حذف ظرفیت چسبندگی، فعالیت آنتی

 Staphylococcusکلسترول قابل توجهی از خود نشان داد. 

aureus  بیشترین حساسیت را به سوپرناتانت بدون سلول سویه

 اترین بود. علاوه بر این، تقریبمقاوم E. coliداشت، در حالی که 

شده حساسیت نشان داد. های آزمایشبیوتیکبه تمام آنتی

 Lacticaseibacillus( روی باکتری 41اچرش و همکاران )

rhamnosus CWKu -12  این پژوهش کردند. متوجه شدند که

سرعت  ،%61/32یدر سطح سلول یقابل توجه یزیآبگرسویه 

 ییتواناو  % 11/29 یانباشتگ، هم%61/36تجمع خودکار

 نوشاد و همکاران باشد.دارا میرا  %01/11 یسلول یچسبندگ

 یهایباکتر یکه رو یکیوتیپروب یهایژگیو ی(، با بررس2)

متوجه شدند که سوپرناتانت  ،دوغ انجام دادند دیاس کیلاکت

ه نسبت ب یشتریب یکروبیضدم ریفاقد سلول تاث یدیاس

است. سوپرناتانت  ،شده یخنث یهافاقد سلول یهاسوپرناتانت

 چیه E. coli هیعل L. Plantarumو L. delbrueckii شده   یخنث

رابر در ب یندگرقطر هاله بازدا نینداشته وکمتر کروبیاثر ضدم

 .Pو  L. delbrueckiiو  L. plantarum یدیسوپرناتانت اس

pentosaceus  مربوط بهE. coli علیزاده بهبهانی و باشدیم .
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پروبیوتیکی، ضدباکتریایی، ضدبیوفیلم و  ( خواص43همکاران )

بررسی کردند. سویه  را Lactococcus lactis NJ 414   ایمنی

 .Lدر رقابت، جابجایی و جلوگیری از چسبندگی 

monocytogenes  41/33و  % 31/24، % 01/30به ترتیب با نرخ 

توانایی خود را نشان داد. سویه فعالیت ضدمیکروبی قوی در  %

متر میلی 21/11میزان بازدارندگی  با L. monocytogenesبرابر 

 متر در آگار انتشار چاهمیلی 03/11در دیسک دیفیوژن آگار و 

کمترین حساسیت را با ناحیه  E. coliنشان داد در حالی که  را

 بازدارندگی داشت.

( در پژوهشی خواص 44علیزاده بهبهانی و همکاران )

 Lactiplantibacillusیلم پروبیوتیکی، ضدمیکروبی و ضدبیوف

pentosus SM1  را بررسی کردند. قابلیت ضدچسبندگی آن در

با  Caco-2های به سلول L. monocytogenesبرابر چسبندگی 

، %11/34توانایی آن در رقابت، مهار و جابجایی به ترتیب 

را نشان داد. سویه دارای فعالیت  %91/23و  01/40%

 های گرم مثبتبرابر باکتریضدمیکروبی وسیعی به ویژه در 

 سیلین مقاومتبیوتیک آمپیاست. همچنین نسبت به آنتی

 بالایی را داشت، در حالی که در برابر اریترومایسین ضعیف بود.

  گیری. نتیجه1

های بومی هر ناحیه از کشور آوری مشخصات سویهجمع

 بر حفظ ذخایر میکروبی و ژنتیکی، اطلاعات مفیدتواند علاوه می

 بهبر این با توجه های علمی ارائه نماید. علاوه برای استفاده

های آغازگر جهت تولید هزینه زیادی که صرف واردات باکتری

-نسازی آشود، با شناسایی آغازگرهای بومی وصنعتیماست می

دهد ها نشان میتوان از خروج ارز جلوگیری کرد. پژوهشها می

عطر و طعم مطلوب  مطابق با  آغازگرهای بومی توانایی تولید

ذائقه ایرانی را دارا هستند. در تحقیق حاضر، ماست محلی مورد 

 .L مطالعه قرارگرفت و مشخص شد این محصول حاوی

delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 باشد. این می

وان تها در کیفیت و مزه این ماست مؤثر هستند لذا میباکتری

های صنعتی بهره برد. آغازگر در تولید ماستعنوان ها بهاز آن

 به اندتومی صنعتی پسماندهای از منطقی استفاده این، بر علاوه

 .کند کمک لبنی صنایع محیطی زیست اثرات کاهش

 تقدیر و تشکر 

علوم  دانشگاه فناوری و پژوهشی معاونت از نویسندگان

طرح  مالی حمایت جهت خوزستان طبیعی منابع و کشاورزی

 آن از مستخرج مقاله این که 23/1413شماره پژوهشی به

 نمایند.می قدردانی و تشکر باشد،می
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Background and Objective: The long-standing importance of consuming dairy products, attributed to the presence of 

beneficial microbial flora and their metabolites, has consistently highlighted their role in human health. The aim of the 

present study was to isolate and identify Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 present in local yogurt 

using molecular methods. 

Materials and Methods: For the molecular identification of L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226, 16S rRNA 

primers were used. Probiotic, antimicrobial, and immune tests of the strain included survival in acidic and bile conditions, 

hydrophobicity, aggregation and co-aggregation, adhesion ability, anti-adhesion, agar disc and agar well methods, 

minimum inhibitory concentration, modified two-layer method, cholesterol reduction, antioxidant activity, biofilm 

formation and destruction, hemolytic activity, DNase production, biogenic amine production, and antibiotic resistance. 

Results: The strain showed tolerance to bile salts and changes in pH. In addition, it exhibited significant cell surface 

hydrophobicity (64.80%), self-aggregation (43.90%), and cholesterol removal (40.53%). The strain demonstrated 

antimicrobial and antioxidant activity and was sensitive to a wide range of antibiotics. The competition, inhibition, and 

displacement rates against Escherichia coli in the presence of L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226 were 46.50%, 

44.70%, and 26.80%, respectively. The strain did not show hemolytic activity, biogenic amine production, or DNase 

activity. 

Conclusion: This study found that local yogurt contains L. delbrueckii subsp. bulgaricus MG5226, which positively 

impacts the quality and flavor of the yogurt. Therefore, this bacterium can also be used as a starter culture in the production 

of industrial yogurts. 

Keywords: Antioxidant capacity, Antimicrobial activity, Probiotic potential, Biofilm 
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