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های های لاکتوباسیل از پنیر محلی بهبهان و بررسی ویژگیجداسازی و شناسایی سویه

 های شاخص غذاییعلیه پاتوژن هامیکروبی آنتکنولوژیکی و ضد

 2، محمد نوشاد1بهروز علیزاده بهبهانی

 

 وزستان، ملاثانی، ایراننویسنده مسئول: استادیار گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی، دانشکده علوم دامی و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی خ -1

 B.alizadeh@asnrukh.ac.irپست الکترونیکی:    

 ، ایراناستادیار گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی، دانشکده علوم دامی و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی خوزستان، ملاثانی -2

   

 14/7/99تاریخ پذیرش:                                                                                                    25/4/99تاریخ دریافت: 

 چکیده

بخش رو به گسترش است. هدف از این های اسید لاکتیک در صنعت غذا جهت ایجاد اثرات سلامتیامروزه کاربرد باکتری سابقه و هدف:

های تکنولوژیکی و های اسید لاکتیک از پنیر محلی شهرستان بهبهان و همچنین ارزیابی ویژگیجداسازی و شناسایی باکتریپژوهش 

 ها بود.ضدمیکروبی آن

 نمایۀبندی بر اساس های بیوشیمیایی تا سطح جنس شناسایی و پس از گروهبا استفاده از آزمون لاکتوباسیلوسهای باکتری ها:مواد و روش

های تولید اسید، فعالیت اتولیتیکی و انجام پذیرفت. آزمون 16S rRNAیابی ژن با استفاده از روش توالیتخمیر کربوهیدرات، شناسایی 

ای که بهترین پاسخ را نسبت به میکروبی سویهها انجام پذیرفت. در نهایت فعالیت ضدهای تکنولوژیکی سویهلیپولیتیکی جهت بررسی ویژگی

 زای شاخص غذایی مورد بررسی قرار گرفت.های بیمارید، علیه باکتریهای تکنولوژیکی از خود بروز داآزمون

 ،لاکتوباسیلوس پاراپلانتاروم، لاکتوباسیلوس ساکیباکتری،  5پنیر محلی شهرستان بهبهان متعلق به  لاکتوباسیلوسهای باکتری :هايافته

پس  24و  h 3 ،6های توسط در زمان pHتوانایی کاهش بود.  سالیواریوسلاکتوباسیلوس و  هلویتیکوس لاکتوباسیلوس، لاکتوباسیلوس آگیلیس

ساعت کمتر از  3که طی  لاکتوباسیلوس سالیواریوسو  لاکتوباسیلوس پاراپلانتارومانجام شد. به جز باکتری  C  30°از شروع تلقیح، در دمای

بی در زمان کم از خود نشان دادند. بالاترین میزان تولید اسید مربوط ها توانایی تولید اسید مطلوایجاد نمودند بقیه سویه pHواحد کاهش  4/0

ها فعالیت ( مشاهده گردید. تمامی سویهC  30°ساعت تخمیر )دمای 3طی  pHواحد در  66/0با تغییر  لاکتوباسیلوس هلویتیکوسبه سویه 

ت لیپولیتیکی نشان دادند که بیشترین فعالیت لیپولیتیکی متعلق سویه فعالی 4اتولیتیکی مطلوبی از خود بروز دادند. طبق نتایج به دست آمده، 

میکروبی نشان داد سوپرناتانت اسیدی بود. نتایج آزمون ضد لاکتوباسیلوس سالیواریوسو کمترین مقدار متعلق به  لاکتوباسیلوس هلویتیکوسبه 

به ترتیب  استافیلوکوکوس اورئوسو  اشرشیا کلیاثر داشت و زا های بیماریبر تمامی سویه لاکتوباسیلوس هلویتیکوسو خنثی شده باکتری 

 ترین سویه بودند.ترین و حساسمقاوم

های تکنولوژیکی و ضدمیکروبی جهت دارای بهترین ویژگی لاکتوباسیلوس هلویتیکوسدست آمده سویه با توجه به نتایج به گیري: نتیجه

 باشد.عنوان کشت الحاقی در صنایع لبنی میاستفاده  به

  میکروبی، فعالیت اتولیتیکی، فعالیت لیپولیتیکی، فعالیت ضدلاکتوباسیلوس هلویتیکوسپنیر،  واژگان كلیدي:

  مقدمه 

ای از ترکیبات مغذی شییر اسیت   شدهپنیر محصول تغلیظ 

کند. پنیر یکی از که نقش مهمی در رژیم غذایی انسان ایفا می

طوریکه همه روزه و باشد بههای لبنی میترین فراوردهپرمصرف

در سیینین مختلیی  در همییه جییای دنیییا مییورد اسییتفاده قییرار 

ای بیالا و مقیادیر فراوانیی از    ر دارای ارزش تغذییه گیرد. پنی می

 ،رسییدن های قابل هضم است زییرا در حیین فرآینید    پروتئین

ای هیا بیه پپتییدها و اسییدهای آمینیه پاییه      برخی از پیروتئین 

(. اگرچه محصولات لبنی به عنیوان حامیل   1شود ) شکسته می

 های اسید لاکتیک به محیط رودهمناسبی جهت انتقال باکتری

شوند اما موانیع تکنولیوژیکی از قبییل    انسان در نظر گرفته می
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بندی، نوع سویه میکروبی میورد  مقدار نمک فراورده، نوع بسته

استفاده، مقاومت میکروارگانیسیم نسیبت بیه شیرایط مختلی       

تواند در راندمان این انتقال نقش مهمی ایفا محیطی و غیره می

هیای  لبنی دارای ویژگیی های کند. پنیر نسبت به سایر فراورده

بالاتر،  pHتر، ای از جمله اسیدیته قابل تیتر پایینخاص و ویژه

تیر  محتوی چربی بیشتر، ظرفیت بافری بیالاتر و بافیت متیراکم   

های باشد. ظرفیت بافری بالا یک ویژگی مثبت برای باکتریمی

باشد زیرا باعث جلوگیری از تنش اسیدی در اسید لاکتیک می

شیود. عیلاوه بیر ایین، بافیت      دستگاه گوارش انسان میشرایط 

متراکم پنییر و محتیوای چربیی بیالای آن باعیث محافظیت از       

-های موجود در آن در طول مسیر گوارش میی میکروارگانیسم

(. عواملی مانند نوع شیر به کار رفته در فراینید تولیید   2گردد )

اعمیال   پنیر، روش مورد استفاده برای تولید آن، اعمال یا عیدم 

پاستوریزاسیون شییر، اسیتارتر )آغیازگر( و گذرانیدن ییا عیدم       

گذراندن دوران رسیدگی بر ترکیبیات مغیذی و کیفییت پنییر     

-(. در تولید پنیرهای سنتی حضیور بیاکتری  3تاثیرگذار است )

شود که این های اسید لاکتیک غیرآغازگر متنوعی مشاهده می

-یکروارگانیسیم موضوع اهمیت شناسایی دقیق فلور لاکتیکی م

های عامل در رسیدن پنیرهیای سینتی جهیت دسیت ییابی و      

طراحی کشت میکروبی ثانویه برای تولید صنعتی انواع پنیرهیا  

هیای اسییدلاکتیک گسیتردگی    نمایید. بیاکتری  را مشخص می

هیای مورفولیوژیکی   فراوانی در طبیعت داشته و براساس ویژگی

گلوکز را میورد  شناسی( و مسیر تخمیر که از طریق آن )ریخت

شیوند. امیروزه بییش از    بندی میدهند، تقسیماستفاده قرار می

جنس برای این خانواده وسیع و بزرگ در نظر گرفته شیده   20

، لاکتوباسیییلوس، لوکونوسییتو هییا  اسییت کییه مهمتییرین آن 

باشیند. ایین   میی  پدیوکوکوسو  لاکتوکوکوس، استرپتوکوکوس

تی بیه وفیور یافیت    هیای تخمییری سین   هیا در فیراورده  باکتری

شوند و همچنین در فرایندهای تخمیر کنتیرل شیده میواد     می

غذایی به عنوان کشت آغازگر یا کشیت همیراه میورد اسیتفاده     

ها به دلیل تبیدیل قنیدهای   گیرند. این میکروارگانیسم قرار می

هایی کیه  قابل تخمیر به اسیدهای آلی، اتانول و سایر متابولیت

نیید، شییرایط نامسییاعد بییرای رشیید میکروبییی دارپتانسیییل ضیید

هایی که به صورت بالقوه پاتوژن یا عامیل فسیاد   میکروارگانیسم

های اسید لاکتیک که از کنند. برخی از سویههستند، ایجاد می

اند، به علت مقاومت نسبت موادغذایی تخمیری جداسازی شده

هیای صیفراوی،   به شیرایط اسییدی معیده، مقاومیت بیه نمیک      

های لیز کننده دستگاه گوارش، چسیبیدن بیه   مقاومت به آنزیم

تلیوم روده میزبان و جلوگیری از رشد یا فعالیت های اپیسلول

زا( به عنیوان بیاکتری پروبیوتییک    های پاتوژن )بیماریباکتری

هیای  های پروبیوتیک میکروارگانیسیم شوند. باکتریاستفاده می

، ای هسیتند کیه در صیورت اسیتفاده بیه مییزان مناسیب       زنده

رسیدن به روده بزرگ و کلونیزاسیون )رشید و تکثییر(، اثیرات    

(. فعالیییت 4، 5کننیید )مییی مثبتییی را در میزبییان ایجییاد  

های اسیید لاکتییک دلاییل    آنتاگونیستی )بازدارندگی( باکتری

گوناگونی از جملیه رقابیت بیرای مصیرف میواد مغیذی، تولیید        

هیا  وسیین های بازدارنده مانند اسییدهای آلیی، باکتری  متابولیت

)نسل جدیدی از پپتیدهای ضدمیکروبی(، پراکسیید هییدروژن   

(H2O2( و غیره دارد )بیشیتر بیاکتری  6 .)  هیا هیای پروبیوتییک 

و  بیفییدوباکتریوم هیای  ای دارند و متعلق به جنسمنشاء روده

هیای متعلیق بیه    اگرچه برخی از سوش هستند. لاکتوباسیلوس

و مخمیر   کوکوسپیدیو ، انتروکوکوس لاکتوکوکوس،های جنس

-هیا بیر سیلامت مصیرف    نیز با توجیه بیه اثیر آن    ساکارومایسز

های پروبیوتیک مورد توجیه  کنندگان، به عنوان میکروارگانیسم

-های پروبیوتییک دارای اثیرات سیلامتی   اند. باکتریقرار گرفته

توان به تحریک بخش فراوانی هستند که از جمله این فواید می

ود متابولیسیم لاکتیوز، کیاهش    و تقویت سیسیتم ایمنیی، بهبی   

-فعالییت ضید   زاییی، هیای ضید جهیش   کلسترول سرم، ویژگی

سییرطانی )مخصوصییا بییرای سییرطان کولییون یییا روده بییزرگ(، 

های روده و سیرکوب  جلوگیری از ابتلا به اسهال، بهبود التهاب

(. پتانسیییل 7، 8اشییاره نمییود ) هلیکوبییاکتر پیلییوری عفونییت

-شود کیه زنیده  های اطلاق میتکنولوژیکی به مجموعه ویژگی

هیای پروبیوتییک در شیرایط مختلی  فیراوری و      مانی بیاکتری 

هچنین ایجاد عطیر و طعیم مطلیوب در میاده غیذایی را میورد       

های اسیید لاکتییک در   دهد. استفاده از باکتریبررسی قرار می

هییای تکنولییوژیکی و هییای آغییازگر تجییاری بییه ویژگیییکشییت

الییت پروتئیولیتیکی، فعالییت    متابولیکی مثل تولیید اسیید، فع  

لیپولیتیکی مییزان اتیولیز شیدن، تولیید باکتریوسیین، تولیید       

 (. 9اگزوپلی ساکاریدها و مقاومت به باکتریوفاژ وابسته است )

هیای مختلفیی راجیع بیه شناسیایی فلیور       تاکنون پیژوهش 

هیا در سرتاسیر دنییا    های آنمیکروبی پنیرهای سنتی و ویژگی

نیوان مثیال، اییزدی مهیر و همکیاران      صورت گرفته است. به ع

 هیای های تکنولیوژیکی و ضیدمیکروبی سیویه   (، ویژگی1397)
جداسازی شده از پنییر سینتی لیقیوان را    انتروکوکوس فاسیوم 

(، 1396(. کفیلیی و علیی نسیایی )   10مورد بررسی قرار دادند )

(. 11فلور میکروبی پنییر سینتی تالشیی را شناسیایی کردنید )     

های لاکتوباسیلوس پنیرهای ( سویه1393) احسانی و همکاران

(. 12سنتی آذربایجان غربی را جداسازی و شناسیایی نمودنید )  

های لاکتوباسیل غالب ( خواص گونه1390حسنی و همکاران )

و همکاران  Abdi(. 13در پنیر سنتی لیقوان را ارزیابی کردند )
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(، فلییور لاکتیکییی غالییب جییدا شییده از پنیییر لیقییوان را 2006)

و  Ghotbi(. 14هیای مزوفییل عنیوان نمودنید )    کتوباسیلوسلا

لاکتوباسییلوس  های (، گزارش کردند که سویه2010همکاران )
 لاکتوباسیییلوس پاراکییازئیو  لاکتوباسیییلوس کییازئی، پلانتییاروم

(. طبیق  15باشید ) غالب جدا شده از پنیر لیقوان میی های گونه

مییورد ای در بررسییی صییورت گرفتییه تییاکنون پییژوهش مشییابه

شناسایی فلور میکروبیی پنیرهیای محلیی شهرسیتان بهبهیان      

جداسیازی و   ،صورت نگرفته است، لیذا هیدف از ایین پیژوهش    

های لاکتوباسیلوس ایزوله شیده از پنییر محلیی    شناسایی سویه

شهرستان بهبهان و همچنین بررسی پتانسییل تکنولیوژیکی و   

 ها بود.میکروبی آنضد

  هامواد و روش 

های مبتنی بر های پنیر محلی و آزموننمونه جمع آوری 

نمونیه پنییر محلیی از منیاطق مختلی  شهرسیتان        8کشت: 

بهبهان تحت شیرایط سیترون )بیا رعاییت اصیول سیترونی در       

 minبیه میدت    C 121°ظروف استریل )اتوکلاو شده در دمای 

( جهت جلوگیری از تغییر در C 4°و حفظ زنجیره سرد ) ((15

هیا  آوری شدند. نمونیه یز آلودگی ثانویه، جمعفلور میکروبی و ن

، Interscienceسازی توسط دسیتگاه اسیتومیکر )  پس از همگن

St .Nom    سیازی شیده، روی   ، فرانسه( تیا رقیت مناسیب رقییق

آگیار کشیت     MRS(De Man, Rogosa and Sharpeمحییط ) 

گیذاری  گرمخانیه  h 48به مدت  C 37°داده و سپس در دمای 

های ظاهری هایی که از نظر ویژگی. کلنی(16صورت پذیرفت )

بیا هییم متفییاوت بودنیید از طریییق مشییاهده مورفولییوژیکی زیییر  

آمیزی گرم و آزمون کاتالاز غربالگری اولییه  میکروسکوپ، رنگ

 C°هیای  های بیوشیمیایی از قبیل رشد در دمیای شدند. آزمون

، توانیایی  6/9و  4/4های pHگراد و درجه سانتی 37و  25، 10

درصد نمیک و توانیایی تولیید گیاز جهیت       5/6در غلظت  رشد

-ها تا سطح جنس انجام پذیرفت. جهت گروهشناسایی باکتری

ها از آزمون تخمیر کربوهیدرات استفاده شد. بیرای  بندی سویه

های تاییدی تخمیری، از ده نوع قند استفاده گردید انجام تست

کتیوز، میالتوز،   که شامل: گلوکز، ساکارز، گالاکتوز، فروکتیوز، لا 

بیوز و مانیتول در محیط پاییه فنیل رد   سوربیتول، رافینوز، ملی

 g/L 1پپتیون پروتئیاز،    g/L 10کانادا( با فرمول براث )کیولب، 

فنیول رد بیه    g/L 018/0کلرید سدیم و  g/L 5عصاره گوشت، 

هیای میورد بررسیی    قند ،درصد غلظت نهایی 1عنوان معرف و 

براث پایه از آن جهت که فاقد هیر  بودند. محیط کشت فنل رد 

خطا در انجیام تسیت    گونه قندی است، در نتیجه فاقد هرگونه

 5الیی   3های مورد آزمون به مدت تخمیر قند خواهد بود. لوله

قرار داده شدند. محیط کشت فنیل رد   C 37°روز در گرمخانه 

براث در حالت معمولی رنگ نارنجی متمایل به قرمز دارد. اگیر  

 Colonyضافه نمودن محلیول قنید و تلقییح بیاکتری )    پس از ا

Forming Unit/mL 108  ×5/1  و سییپس گرمخانییه گییذاری )

رنگ محیط کشت به زرد تغییر کرد، یعنی تخمیر انجیام شیده   

 (.16است )

 بور  لاکتوباسویلو  هوای  جداسازی و شناسایی سوویه 

 هییایبنییدی بییاکتری: بعیید از گییروهمولکووولی اسووا  رو 

 اسییید لاکتیییک بییا اسییتفاده از آزمییون تخمیییر کربوهیییدرات، 

ژنومی انجیام و   DNAاز هر گروه یک سویه انتخاب، استخراج  

 بییییا اسییییتفاده از پرامرهییییای   PCRسییییپس واکیییینش  

 (27FY (5'-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3' و 

 (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3' )1492R  و مطییابق

 برنامه دمایی زیر انجام گرفت.

 برنامه دمایی شامل:این 

گیراد،  درجیه سیانتی   95دقیقه در دمیای   5سازی: . فعال1

 یک سیکل

 30سیازی ) . گسترش که خود شامل سه مرحله واسرشته2

ثانییه   30گراد(، اتصال پرایمر )درجه سانتی 94ثانیه در دمای 

دقیقیه در دمیای    2گراد( و توسیعه ) درجه سانتی 94در دمای 

 سیکل 35گراد(، درجه سانتی 72

-درجیه سیانتی   72دقیقه در دمای  10. گسترش نهایی: 3

 گراد، یک سیکل

و مشییاهده بانییدها روی ژل، قطعییات  PCRبعیید از انجییام  

تکثیر یافته جهیت خیوانش تیوالی بیه شیرکت میاکروژن کیره        

 (.  16جنوبی ارسال شدند )

 های تکنولوژیکیآزمون

یط کشیت  ها در محی ابتدا سویهارزیابی قابلیت تولید اسید: 

MRS    درصید در شییر    1براث فعال شدند و سپس بیه مییزان

درصید عصیاره    3/0چرخ( بازسازی شده که حاوی اسکیم )پس

درصد گلوکز بود، تلقیح گردید. لولیه آزمیایش در    2/0مخمر و 

با اسیتفاده از    pHگذاری شده و تغییراتگرمخانه C 30°دمای 

pH  مترLab 827 قیرار گرفیت    )متروم، سوئیس( مورد بررسی

(17  .) 

هیا در محییط   ابتدا تمامی سیویه ارزیابی فعالیت اتولیتیکی: 

-گرمخانه h 18و به مدت  C 37°براث، در دمای  MRSکشت 

، آلمیان(  HK236 ،Hermleگذاری شدند. سیپس سیانتریفیوژ )  
انجیام   C 4°و در دمیای   min 10به مدت  rpm5000 در دور 

شیو، در  وپذیرفت. رسوب سلولی ایجاد شده بعد از دو بار شست
سوسییپانس شییده تییا کییدورتی  mM 20 ،7=pHبییافر فسییفات 
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در دسیتگاه اسیپکتروفتومتر    nm 600در طول میوج   1معادل 
(WPA Lightwave ،Biochrom Ltd ،Cambridge )انگلیییس ،

ایجاد نمایید. محییط سیلولی ایجیاد شیده در معیر  سییکل        
و خیروج از انجمیاد    h 24به مدت  -C 20°انجمادی در دمای 

-گیراد گیرم  درجه سیانتی  C 37°قرار گرفته و سپس در دمای 

(. میزان فعالیت اتیولیتیکی بیه   18، 19خانه گذاری انجام شد )
نانومتر  و براسیاس   nm 600صورت کاهش در میزان جذب در 

 ، مورد بررسی قرار گرفت.1معادله 
 (:1معادله )

 

%فعالیت اتولیتیکی = [
𝐴𝑏𝑠0 − 𝐴𝑏𝑠𝑡

𝐴𝑏𝑠0

] × 100 

 جذب اولیه 

Abst= گذاری گرمخانه جذب اندازه گیری شده بعد از  

کشت  C 37°ها در دمای سویهارزیابی فعالیت لیپولیتیکی: 

 min 12بیه میدت    rpm10000 شبانه شیدند، سیپس در دور   

سانتریفیوژ شدند و محلول رویی برای ادامه آزمایش جداسازی 

 mL 1هیا، ابتیدا   شد. جهت سنجش فعالیت لیپولیتیکی سیویه 

محلیول   mL 1و  M 2/0بافر فسفات  mL 3محلول آنزیمی به 

 mL 5مولار اضافه شید. در مرحلیه بعید     M 1/0کلسیم کلرید 

ییل الکیل بیا    وینامولسیون سوبسترا شامل روغن زیتون و پلیی 

)روغن/الکیل( بیه محلیول قبلیی اضیافه گردیید.        3به  1نسبت 

 mLدر دمای محیط قرار داده شد و بعید از آن   min 15سپس 

اتانول برای خاتمه واکینش اضیافه   -محلول هم حجم استن 20

قطیره فنیل    3گردید تا امولسیون شکسته شود. در مرحله بعد 

ال( تیتیر گردیید   نرمی  5/0درصد اضیافه و بیا سیود )    1فتالئین 

در نظر گرفته شد(. تمام مراحل بیرای   V1)حجم سود مصرفی 

نمونه شاهد نیز انجام پذیرفت )به جز افزودن محلول آنزیمیی(  

در نظیر گرفتیه    V2و سود مصرفی در تیتراسیون نمونه شیاهد  

 mL، فعالیییت آنییزیم در هییر 2(. طبییق معادلییه 19، 20شیید )

 Nاسیت و   minحسیب   مدت زمان آزمایش بر  tمحاسبه شد )

 ( مصرفی جهت تیتراسیون(:M 1/0نرمالیته سود )

 (:  2معادله )

𝑈 = [
𝑁 × (𝑉1 − 𝑉2)

t
] × 1000 

هیای پیاتوژن   در این پژوهش از باکتریفعالیت ضدمیکروبی: 

 اسییتافیلوکوکوس اورئییوس (، ATCC 35218) اشرشیییا کلییی

(ATCC 25923 ،)  سیودوموناس آئروژینیوزا (ATCC 27853 ،)

 کلبسیییلا پنومونیییا( و  ATCC 6633) سییوبتیلیس باسیییلوس

(ATCC 18833 )های جهت بررسی فعالیت ضد میکروبی سویه

های اسییدلاکتیک در محییط   سویهاسید لاکتیک استفاده شد. 

سیاعت   h 18و بیه میدت    C 37°براث، در دمیای   MRSکشت 

بیه میدت    rpm 5000انکوبه شدند. سپس سیانتریفیوژ در دور  

min 10  و در دمای °C 4  انجام پذیرفت. بخشی از سوپرناتانت

ابتدایی جهت سنجش اثر ضدمیکروبی  pHفاقد سلول با همان 

اثر اسیدهای آلی، مورد استفاده قرار گرفت. جهت خنثی کردن 

بخییش دیگییر  M 5 ،pHکسییید بییا اسییتفاده از سییدیم هیدرو 

تنظییم شید. سیپس هیر دو سیوپرناتانت       5/5روی  سوپرناتانت

جهت اطمینان از عاری بودن از باکتری و آلودگی، فیلتر )فیلتر 

میکیرون( شیده و لییوفیلیزه )خشیک کیردن       22/0سرسرنگی 

آب مقطیر   mL 3های خشک شیده در  انجمادی( گردید. نمونه

با روش انتشیار در اگیار   میکروبی آن استریل حل و فعالیت ضد

)بیا   هیای پیاتوژن ذکیر شیده    مورد سنجش قرار گرفت. باکتری

آگار )میر ،   غلظت نیم مک فارلند(، روی محیط مولر هنیتون

بیا  و  mm 8/6هایی با قطیر  چاهککشت گردید. سپس آلمان( 

ها ایجاد شد و عصاره پت استریل در پلیتاستفاده از انتهای پی

-ها تزریق گردید. بعد از گرمخانیه ( به چاهکµl 110باکتری )

مییانگین قطیر    C 37°ساعت در دمیای   h 48گذاری به مدت 

گیری اندازه  mmهاله عدم رشد در اطراف هر چاهک بر حسب 

 (.  21، 22شد )

تجزیه و تحلیل داده ها به روش تجزیه واریانس  آنالیز آماری:

 Statistical package forیک طرفه و با استفاده از نرم افیزار ) 

the social sciences )SPSS   انجیام گردیید. بیرای     22نسیخه

ای دانکین و در  مقایسه میانگین ها از روش آزمون چند دامنیه 

 درصد استفاده شد. 95سطح اطمینان 

 هايافته 
بنیدی  بعید از گیروه  : لاکتوباسویلو  های شناسایی سویه

هیای ایزولیه شیده از پنییر محلیی شهرسیتان بهبهیان        باکتری

گروه مختل  ایجاد شید.   5تخمیر کربوهیدرات،  براساس نمایۀ

از هر گروه یک باکتری به نمایندگی از تمامی اعضای آن گیروه  

( PCRمیراز ) ای پلیو واکنش زنجیره DNAانتخاب و استخراج 

های خیوانش شیده   روی آن انجام پذیرفت. بعد از مقایسه توالی

 سیویه متعلیق بیه    NCBI ،5هیای موجیود در پایگیاه    با تیوالی 

، لاکتوباسیلوس پاراپلانتاروم، لاکتوباسیلوس ساکیهای باکتری

و  هلویتیکیییوس لاکتوباسییییلوس، لاکتوباسییییلوس آگیلییییس

 بودند.  لاکتوباسیلوس سالیواریوس

لاکتوباسویلو :  هوای  های تکنولوژیکی بواکتری ویژگی
های مختل  اسید لاکتییک در  توسط سویه pHتوانایی کاهش 

، 1ساعت پس از شروع تلقیح، در شکل  24و  h 3 ،6های زمان

نشییان داده شییده اسییت. در اییین پییژوهش بییه جییز بییاکتری    
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کیه   لاکتوباسیلوس سیالیواریوس و  لاکتوباسیلوس پاراپلانتاروم

ایجیاد نمودنید بقییه     pHواحید کیاهش    4/0کمتر از  h 3طی 

ها توانایی تولید اسیدیته مطلیوبی در زمیان کیم از خیود     سویه

ادنید. بیالاترین مییزان تولیید اسیید مربیوط بیه سیویه         نشان د

 pHواحیید در  66/0بییا تغییییر   لاکتوباسیییلوس هلویتیکییوس 

نیز بیا کیاهش    لاکتوباسیلوس ساکیمشاهده گردید. همچنین 

 باشد.  واحدی دارای فعالیت اسیدیفیکاسیون مطلوب می 61/0

پنییر محلیی    لاکتوباسیلوسهای باکتری اتولیتیکی فعالیت

-انیدازه  nm 600میوج   طیول  جذب در درصد کاهش تصور به

لاکتوباسییلوس  (. مطیابق بیا ایین تعریی      2گیری شد )شیکل  
جزء گروه نسبتا خوب و  سالیواریوس لاکتوباسیلوسو  آگیلیس

 گیرند. ها جزء گروه خوب قرار میبقیه سویه

فعالیت لیپولیتیکی به عنوان یک فرآینید مهیم در توسیعه    

عطر و طعم محصولات لبنیی مخصوصیا پنییر در نظیر گرفتیه      

، آورده شیده  1ها در جیدول  شود. فعالیت لیپولیتیکی سویه می

است. طبق نتایج به دست آمده بیشترین فعالییت لیپیولیتیکی   

لیق  و کمترین مقیدار متع  لاکتوباسیلوس هلویتیکوسمتعلق به 

 باشد.  می لاکتوباسیلوس سالیواریوسبه 

 

جدا  لاکتوباسیلوسهای فعالیت لیپولیتیکی باکتری. 1جدول 

 محلی بهبهان شده از پنیر

 (Unit/ml) فعالیت پروتئولیتیکی  های اسید لاکتیکباکتری

 5/10±32/0 لاکتوباسیلوس ساکی

 8/7±18/0 لاکتوباسیلوس پاراپلانتاروم

 4/6±12/0 آگیلیسلاکتوباسیلوس 

 7/13±25/0 هلویتیکوس لاکتوباسیلوس

 - لاکتوباسیلوس سالیواریوس

 (: فعالیت پروتئولیتیکی مشاهده نشد.-)

 

 
 گذاری از شروع گرمخانه 24و  h 3 ،6های طی زمان لاکتوباسیلوسهای ایجاد شده توسط باکتری pH∆تغییرات . 1شکل 

 جدا شده از پنیر محلی بهبهان لاکتوباسیلوسهای نتایج مربوط به فعالیت اتولیتیکی سویه. 2شکل 

 5در سطح  لاکتوباسیلوس هایدار فعالیت اتولیتیکی سویهدهنده تفاوت معنیحروف غیر مشابه بزرگ نشان ( 05/0درصد>p.است )   
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 لاکتوباسییلوس هلویتیکیوس  بیاکتری  فعالیت ضدمیکروبی: 

هیای تکنولیوژیکی از خیود    ها را نسبت به آزمیون بهترین پاسخ

میکروبی آن علیه نشان داد. لذا این سویه انتخاب و فعالیت ضد

زا مورد مطالعه قرار گرفیت )شیکل   های شاخص بیماریپاتوژن

تیرین سیویه نسیبت بیه     مقاوم اشرشیا کلینشان داد  (. نتایج3

 لاکتوباسییلوس هلویتیکیوس  های اسیدی و خنثی شده عصاره

طوری که سوپرناتانت )فاز فوقیانی بیه دسیت آمیده     باشد. بهمی

بعد از فرآیند سانتریفوژ کردن عصاره( خنثی شده این بیاکتری  

ایین  و سیوپرناتانت اولییه ییا اسییدی      mm 1/6ای به قطر هاله

روی محیط کشت ایجیاد نمیود.    mm 3/11ای باکتری نیز هاله

ترین سویه بیود   نیز به عنوان حساس استافیلوکوکوس اورئوس

لاکتوباسیییلوس  طییوری کییه سییوپرناتانت خنثییی شییده   بییه
 mmو سییوپرناتانت اولیییه هالییه  mm 5/12هالییه  هلویتیکییوس

 روی محیط کشت رشد یافته این باکتری ایجاد نمود. 8/19

  بحث 
-های مختلی  بیاکتری  در این پژوهش فلور میکروبی )گونه

های اسید لاکتیک( پنیر محلی شهرستان بهبهان از نظر وجود 

مورد بررسیی قیرار گرفیت و     لاکتوباسیلوسهای جنس باکتری

هیا از قبییل توانیایی تولیید     های تکنولیوژیکی آن سپس ویژگی

شید و در نهاییت   اسید، فعالیت اتولیتیکی و لیپولیتیکی تعیین 

کیه   لاکتوباسییلوس هلویتیکیوس  میکروبی باکتری فعالیت ضد

های تکنولیوژیکی ثبیت نمیوده بیود،     بهترین پاسخ را در آزمون

 های شاخص غذایی مورد بررسی قرار گرفت. علیه پاتوژن

 نقش به سیزایی در های مکمل و همراه از آنجایی که کشت

سیایی ایین دسیته از    شناایجاد عطر و طعم در پنیر دارنید لیذا   

ها جهت کاربردهیای صینعتی، میورد علاقیه روزافیزون      باکتری

ای پلیمراز یکی از پژوهشگران قرار گرفته است. واکنش زنجیره

ها بر اساس تکثیر های قدرتمند در شناسایی انواع باکتریروش

نواحی ژنتیکی محافظت شده است که عیلاوه بیر سیرعت بیالا،     

ها در مدت زمان کیم،  اری از باکتریامکان شناسایی تعداد بسی

اقتصادی بودن و صحت بالای نتیایج، فاقید معاییب مرسیوم در     

(. کفیلیی و  23باشید ) های شناسایی مبتنی بر کشت میی روش

هیای اسیید   (، به شناسایی و بررسی باکتری1396علی نسایی )

لاکتیک غیر آغازگر در پنیر رسییده تالشیی پرداختنید. نتیایج     

هییای غالییب در اییین پنیییر سیینتی شییامل    نشییان داد سییویه 

، پلانتیییاروم لاکتوباسییییلوس، پاراپلانتیییاروم لاکتوباسییییلوس

و در میییان  پاراکییازئی لاکتوباسیییلوس، سییاکی لاکتوباسیییلوس

، گییالولیتیکوس اسییترپتوکوکوسهییای هییا، گونییهلاکتوکوکسییی

تیرین  غالیب بودنید کیه غالیب     فاسیومو  فکالیس انتروکوکوس

. احسیانی  (11) بود باسیلوس پاراپلانتاروملاکتوسویه متعلق به 

هیای  (، اقدام به جداسازی و شناسایی سیویه 1393و همکاران )

در پنیرهییای سیینتی اسییتان آذربایجییان غربییی  لاکتوباسییلوس 

لاکتوباسیلوس متعلق به  هاباکتریاین نمودند. نتایج نشان داد 
، لاکتوباسیییلوس آگیلیییس، لاکتوباسیییلوس کییازئی، پلانتییاروم

و  لاکتوباسییییلوس هلویتیکیییوس، دلبروکیییی لاکتوباسییییلوس

هیای اسیید   . بیاکتری (12) بودنید  لاکتوباسیلوس سیالیواریوس 

شوند و نقش لاکتیک در پنیرهای رسیده به تعداد بالا یافت می

هیای بیوشییمیایی   ای را در رسیدن پنیر از طریق واکنشعمده

-لا بیاکتری ایفا کنند. در پنیرهای تهیه شده با شیر خام معمیو 

هییای غالییب هسییتند، زیییرا اییین  گونییه لاکتوباسیییلوسهییای 

رشید خیود    توانند شرایط نامساعد نیز، بهها میمیکروارگانیسم

ادامه دهند و با دارا بودن فعالیت پروتئیولیتیکی قیوی، نقشیی    

  (.24کنند )های حسی در پنیر ایفا میمهم در ایجاد ویژگی
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هیای  هیای مهیم بیاکتری   توانایی تولید اسید یکی از ویژگی

اسید لاکتیک است. هم از جنبه تکنولوژیکی این موضوع باعث 

شود و هم از ایجاد عطر و طعمی خاص و جدید در محصول می

شدن  جنبه ایمنی غذایی، با تولید اسید در زمانی کوتاه و غالب

های پیاتوژن  باکتری در محیط، باعث جلوگیری از رشد باکتری

(، 2009و همکیاران )   Nieto-Aribasگردد.و ایجاد بیماری می

های اسید لاکتییک در  بندی باکتریتعری  دیگری جهت طبقه

میزان تولید اسید ارائه نمودند. بر طبق این تعری  و بر اسیاس  

گیروه   3سیاعت،   24طیی  هیا  میزان تولید اسید توسط باکتری

هایی کیه ظرفییت اسییدی    شوند: آن دسته از باکتریایجاد می

عنیوان ظرفییت   دارنید و بیه   pHواحید   2بالا با کاهش بیش از 

هایی که قابلیت کیاهش  شوند  آناسیدی بالا در نظر گرفته می

pH  واحد داشیته و دارای ظرفییت اسییدی     2-5/1در محدوده

هیایی هسیتند   دسته از باکتری متوسط هستند وگروه آخر، آن

واحد کاهش  5/1که ظرفیت تولید اسید کمی دارند و کمتر از 

(. مطیابق بیا ایین تعریی      25کننید ) محیط ایجیاد میی   pHدر 

جیز گیروه    لاکتوباسیلوس هلویتیکوسو  لاکتوباسیلوس ساکی

ها جز گروه ظرفیت اسییدی  ظرفیت اسیدی بالا و بقیه باکتری

(، خییواص 1390نی و همکییاران )متوسییط قییرار دارنیید. حسیی 

غالب در پنیر سنتی لیقیوان   لاکتوباسیلهای تکنولوژیکی گونه

 6ها بعد از را مورد بررسی قرار داده و بیان نمودند تمامی سویه

تغییر دادند  62/0تا  1/0را از  pHساعت از زمان شروع تخمیر 

(. 13) شیود که سرعت تولید اسید نسبتا پایینی محسیوب میی  

(، فلور لاکتیکیی دو  شییر شیتر تیک     1396و زیبایی ) دعوتی

هیا  های تکنولیوژیکی آن کوهانه ایرانی را تعیین و سپس ویژگی

ها نشان داد تمیامی  را مورد بررسی قرار دادند. نتاج پژوهش آن

، لاکتوباسییلوس فرمنتیوم  ، لاکتوباسیلوس پنتوسوسهای سویه

وکوکوس پیدی و  لاکتییس  انتروکوکوس، لاکتوباسیلوس برویس
سیاعت   3بعید از   pHواحید کیاهش    4/0توانایی  پنتوزاسئوس

گیراد را داشیتند و   درجه سیانتی  30خانه گذاری در دمای گرم

لاکتوباسییلوس  متعلق بیه بیاکتری    pHبیشترین میزان کاهش 
سیاعت گرمخانیه گیذاری توانسیت      24بود که بعید از   فرمنتوم

ا قیدرت  ییک بیاکتری بی   ایجاد کند.  pHواحد کاهش در  91/3

 h 3و طیی میدت    C 30°تخمیر مناسب باید بتواند در دمیای  

پتانسیل اتولیتیکی ییک ویژگیی    ایجاد کند. pH∆=4/0تخمیر 

های اسیدلاکتیک است کیه منجیر   مطلوب در ارتباط با باکتری

های لیپاز و پروتئاز داخل سلولی که در تشکیل به انتشار آنزیم

گیردد  ثر باشید، میی  توانید می   عطر و طعم محصولات لبنی می

های اسید لاکتیک در شدت اتولیز به این توانایی باکتری(. 26)

: نسیبتا  34-24: ضیعی    22-شوند: صیفر بندی میشکل طبقه

(، بییه 1397مهییر و همکییاران )ایییزدی: خییوب. 66-35خییوب  

هییای تکنولییوژیکی و ضیید میکروبییی نژادهییای بررسییی ویژگییی

زا جدا شیده  غیر بیماری فاسیومزیر گونه  انتروکوکوس فاسیوم

از پنیر لیقوان پرداختند. نتیایج فعالییت اتیولیتیکی نشیان داد     

فعالییت   میورد مطالعیه   انتروکوکیوس فاسییوم  هیای  تمام سویه

 55/70مناسبی داشته و بیشیترین مییزان فعالییت اتیولیتیکی     

(، گزارش 2008و همکاران ) Piraino(. 10درصد گزارش شد )

-می OD/h 25/0تولیز شدن که حدود کردند بالاترین سرعت ا

-میی  ODدرصد  70باشد و بیشترین میزان اتولیز شدن که تا 

 غیر لاکتیک اسید هایباکتری و متعلق به لاکتوکوکسیباشد، 

( >05/0pداری )هیا تفاومیت معنیی   استارتری بود. همچنین آن

لاکتوباسییلوس  هیای  در اختلاف فعالیت اتولیتیکی بیون سویه
اسییترپتوکوکوس  و  لاکتوباسیییلوس فرمنتییوم  ، هلویتیکییوس
هیای اسیید   (. توانایی بیاکتری 27مشاهده نکردند ) ترموفیلوس

هیا ییک   های میزبان و خروج از آنلاکتیک در لیز کردن سلول

رود. پتانسیییل ویژگییی مطلییوب در رسیییدن پنیییر بشییمار مییی 

اتولیتیکی یک مشخصیه وابسیته بیه سیویه بیوده و بیرای هیر        

هیایی کیه طیی لییز شیدن از      یابی گردد. آنیزیم باکتری باید ارز

شود نقش کلیدی در تشکیل اسیدهای آمینه باکتری خارج می

و همکاران  Hannonکند. شرکت کننده در عطر و طعم ایفا می

(، در بررسییی کییه بییر پنیرهییای مختلیی  و فعالیییت     2002)

هیا  های شیرکت کننیده در فلیور لاکتیکیی آن    اتولیتیکی سویه

هیای سیرعت   نتیجیه رسییدند کیه یکیی از راه     داشتند به ایین 

بخشیدن تولیدات محصولات لبنی و مخصوصا در فراورده پنیر، 

هیای کشیت   است کیه انتخیاب سیویه    استفاده از کشت الحاقی

هیای اتیولیتیکی   هیا و ویژگیی  آنزیم الحاقی باید بر اساس نمایۀ

 (.  28ها انجام پذیرد )آن

عنوان یک ویژگیی مهیم   پتانسیل لیپولیتیکی یک سویه به 

در توسعه عطر و طعم و بافت محصولات لبنی از جمله پنیر در 

شود. در این فرایند، آنزیم لیپاز، باعث هییدرولیز  نظر گرفته می

گلیسریدها شده و ترکیبیات می ثر در عطیر و طعیم ماننید      تری

د. فعالییت  نشیو  هیا تولیید میی   کتون، اسیترها و لاکتیون  متیل 

هیای غیذایی ماننید پنیرهیای     خی از فراوردهلیپولییتیکی در بر

باشید زییرا هییدرولیز جزئیی     ایتالیایی و رگه آبی مطلیوب میی  

د بدون دگرچربی شیر منجر به افزایش و بهبود عطر و طعم می

اینکییه باعییث ایجییاد طعییم تلییخ شییود امییا در برخییی دیگییر از  

محصولات از قبیل شیرهای تخمیری این فرایند نیامطلوب بیه   

(. در اییین پییژوهش مشییخص شیید تمییامی 29ییید )آشیمار مییی 

 لاکتوباسیلوس سیالیواریوس به جز  لاکتوباسیلوسهای باکتری

واحید فعالییت    7/13-4/6دارای فعالیت لیپولیتیکی در گستره 
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(، 1396باشند. دعوتی و همکیاران ) لیتر میآنزیم لیپاز در میلی

یر های اسید لاکتیک جدا شده از شفعالیت لیپولیتیکی باکتری

شتر را مورد بررسی قرار دادند و بیان نمودند بیشترین فعالییت  

، لاکتوباسیییلوس فرمنتییوم لیپییولیتیکی متعلییق بییه بییاکتری   

باشید  میی  لاکتوباسییلوس بیرویس  و  پنتوسوس لاکتوباسیلوس

(26.)Ukwuru  ( فعالیت کمی آنزیم لیپیاز  2014و همکاران ،)

ون مورد بررسی های مورد آزمون با روش تیتراسیرا در باکتری

، لاکتوباسییییلوس کرمیییوریسقیییرار داده و گیییزارش نمیییود  

انتروکوکیوس  و  لاکتوباسیلوس کیازئی ، لاکتوباسیلوس فرمنتوم
واحید   20-33/13با فعالییت لیپیولیتیکی در گسیتره     فکالیس

لیتییر دارای بیشییترین فعالیییت فعالیییت آنییزیم لیپییاز در میلییی

 (. 30لیپولیتیکی هستند )

های پروبیوتیک در پیشیگیری و  ری باکتریامروزه به کارگی

هیا و همچنیین ارتقیاء سیلامتی انسیان امیری       درمان بیمیاری 

های پروبیوتیک نیه تنهیا بیه    آید. باکتریپذیرفته به حساب می

عنوان محیر  رشید، بلکیه بیرای تحرییک دسیتگاه ایمنیی و        

های ها مخصوصا بیماریپیشگیری از ابتلا به بسیاری از بیماری

(. یکی از اهداف این پژوهش 31شوند )کار گرفته می عفونی به

 لاکتوباسییلوس هلویتیکیوس  میکروبیی بیاکتری   بررسی اثر ضد

زا بود تا وضعیت ضیدمیکروبی  های شاخص بیماریعلیه پاتوژن

گییردد. سییوپرناتانت  آن در جهییت کابردهییای بعییدی مشییخص

اسیدی و همینطور خنثی شده این بیاکتری طیی  وسییعی از    

های مورد استفاده در پژوهش میکروبی علیه پاتوژندفعالیت ض

حاضر از خود نشان داد که بیشترین اثر ممانعتی نیز بر باکتری 

و همکیاران   Salvatierraمشاهده شد.  اورئوس استافیلوکوکوس

و  لاکتوباسییلوس کیازئی  (، به بررسی اثر ضد میکروبیی  2004)

در دو غلظییت مختلیی  علیییه  اسیییدوفیلوس لاکتوباسسیییلوس

در محصیول ماسیت    اسیتافیلوکوکوس اورئیوس  باکتری پاتوژن 

در  اسیتافیلوکوکوس اورئیوس  پرداختند و نشان دادند جمعیت 

روز بیه سیطح غییر     8محصول حاوی باکتری پروبیوتیک بعید  

قابل تشخیصی کاهش پیدا کرد در حالی که در نمونیه کنتیرل   

ایین بیاکتری قابیل     24روز  که فاقد باکتری پروبیوتیک بود تیا 

( اثر ضید  2003و همکاران ) Ogunbanwo(. 32تشخیص بود )

 ار لاکتوباسییلوس بیرویس   و لاکتوباسیلوس پلانتاروممیکروبی 

مورد بررسی قرار دادنید و بیشیترین اثیر ضید میکروبیی علییه       

 یرسیینیا و کمترین اثر ضد میکروبیی علییه    سرئوس باسیلوس

 (.33)مشاهده شد  انتروکولیتیکا

سیویه   5مطابق با نتایج به دست آمده در پژوهش حاضیر،  

لاکتوباسیییلوس ، لاکتوباسیییلوس سییاکیهییای شییامل بییاکتری
 لاکتوباسییییلوس، لاکتوباسییییلوس آگیلییییس ، پاراپلانتیییاروم

بودند از پنیر محلیی   لاکتوباسیلوس سالیواریوسو  هلویتیکوس

ت سیویه فعالیی   4شهرستان بهبهان جداسازی و شناسایی شد. 

لیپولیتیکی نشان دادند که بیشترین فعالیت لیپولیتیکی متعلق 

و کمتیرین مقیدار متعلیق بیه      لاکتوباسییلوس هلویتیکیوس  به 

-بود. براسیاس نتیایج آزمیون ضید     لاکتوباسیلوس سالیواریوس

 اسیتافیلوکوکوس اورئیوس  تیرین و  مقاوم اشرشیا کلیمیکروبی 

ترین سویه نسبت به سوپرناتانت اسیدی و خنثی شیده  حساس

-بودند. با توجه به نتایج به لاکتوباسیلوس هلویتیکوسباکتری 

دارای بهتیرین   لاکتوباسییلوس هلویتیکیوس  دست آمده سویه 

عنیوان  به ولوژیکی و ضدمیکروبی جهت استفادههای تکنویژگی

 باشد.کشت الحاقی در صنایع لبنی می

 گزاری سپا 

دانند از معاونت پژوهشی نویسندگان مقاله بر خود لازم می

و فناوری دانشگاه علوم کشاورزی و منیابع طبیعیی خوزسیتان    

 تشکر و قدردانی نمایند.
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Background and Objectives: Nowadays, use of lactic acid bacteria (LAB) in foods is increasing to induce health 

effects. The aim of this study was to isolate and identify LAB from local cheeses in Behbahan, Iran, as well as assessing 

their technological and antimicrobial properties. 

 Materials & Methods: Lactobacillus spp. were identified using biochemical tests. After grouping the bacterial isolates 

based on their carbohydrate fermentation profiles, bacteria were identified using 16S rRNA gene sequencing technique. 

The bacterial acid production, autolytic and lipolytic activities were assessed as well. Antimicrobial activity of the 

strains with the best response to technological tests was investigated against pathogenic bacteria. 

Results: The Lactobacillus population of local cheeses from Behbahan belonged to five bacterial species of 

Lactobacillus sakei, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus agilis, Lactobacillus helveticus and Lactobacillus 

salivarius. The bacterial ability to lower the pH was assessed at 30 °C for 3, 6 and 24 h. Except L. paraplantarum and 

L. salivarius, which decreased pH less than 0.4 U within 3 h, the other strains showed abilities to produce appropriate 

acid quantities within a short time. The highest acid production belonged to L. helveticus strain with decreases of 0.66 U 

pH within 3 h. All strains showed good autolytic activities. Based on the results, four strains showed lipolytic activities; 

of which, the highest lipolytic activity belonged to L. helveticus and the lowest belonged to L. salivarius. Results of 

antimicrobial assessments showed that acidic and neutralized supernatants of L. helveticus included effects on all 

pathogenic strains. In general, Escherichia coli and Staphylococcus aureus were the most resistant and the most 

susceptible strains, respectively. 

Conclusion: Based on the results, L. helveticus showed the best technological and antimicrobial properties for use as an 

adjunct culture in dairy industries. 

Keywords: Cheese, Lactobacillus helveticus, Autolytic activity, Lipolytic activity, Anti-microbial effect  
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