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اگزوپلي ساكاريدها پليمرهايي با وزن مولكولي بـالا هـستند كـه از واحـدهاي               : بيان مسئله 

از طـرف    .شـوند ها به محيط اطراف ترشح مي     ارگانيسم.و توسط ميكرو  . قندي تشكيل شده اند   
كتيك اثرات ضـد تومـوري دارنـد؛         اسيد لا  باكتري هاي ديگر، اگزوپلي ساكاريدهاي حاصل از      

دهنـد؛  همچنين، اين تركيبات، سيستم ايمني را تحريك كرده و كلسترول خـون را كـاهش مـي                
 اسيد لاكتيك، اين پتانسيل را دارند تا بـه          باكتري هاي بنابراين، اگزوپلي ساكاريدهاي حاصل از      

 ـ                 كـشك يكـي از     . دعنوان افزودني غذايي با اثـرات سـلامتي بخـش مـورد اسـتفاده قـرار گيرن
هاي فرعي شير است كه به روش سنتي از جوشاندن، تغليظ و يا خشك كـردن دوغـي                    فرآورده

 بـاكتري هـاي   در اين مطالعه ما سعي كرديم       . شود  ماند، تهيه مي       گيري باقي مي      كه پس از كره   
 سـويه   23: مـواد و روشـها    . اسيد لاكتيك توليـد كننـده اگزوپلـي سـاكاريد را شناسـايي كنـيم              

                                                 
  .دانشكده كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات، *

   m.tajabadi@iauctb.ac.irدانشكده علوم پايه،   دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران مركزي،**
 تكنولوژي كشاورزي ايرانپژوهشكده بيو***
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 و بي هوازي كشت و در شرايط 1ام آر اس آگار لاكتوباسيلوس جدا شده از كشك روي محيط
پـس از بررسـي     .  سـاعت گرمخانـه گـذاري شـدند        48-24 درجه سانتيگراد در مدت      37دماي  

ها روي محيط كشت، توليد     ها مثل قوام كلني     خصوصيات ميكروسكوپي و ماكروسكوپي ايزوله    
/ بـا روش فنـل    ) 3 و رهـا شـده در محـيط كـشت          2 بانـد شـده    به دو شـكل   (اگزوپلي ساكاريد   
به منظور بررسي كمي توليد اگزوپلي ساكاريد، نتايج به دست آمده   . گيري شد   سولفوريك اندازه 

از : نتـايج . با منحني استاندارد گلوكز مقايسه و ميزان توليد برحسب ميلي گرم بر ليتر تعيين شد              
) g/l 25,157 -66,6(نايي توليد اگزوپلي ساكاريد باند شـده        توا سويه   2 سويه لاكتوباسيل،    23بين  

 سويه توانايي توليد اگزوپلي ساكاريد      2سويه لاكتوباسيل انتخاب شده،     23از سوي ديگر از     . داشتند
لاكتوباسـيلهاي توليـد   : گيـري نتيجـه .  را دارا بودند)l  g/367 - 1134 (رها شده در محيط كشت

ت غذا به عنوان قوام دهنـده، ويـسكوز كننـده، پايـدار كننـده،               كننده اگزوپلي ساكاريد در صنع    
  . روندامولسيون كننده يا بافت دهنده به كار مي

  
  . اسيد لاكتيك، كشك، پري بيوتيكباكتري هاياگزوپلي ساكاريد، : كليديواژه هاي 
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  مقدمه 
تي، و در    اسيد لاكتيك مزوفيل، در شيرهاي تخمير شده سـنتي، فراينـدهاي صـنع             باكتري هاي 

 دار اسيد لاكتيك، تركيبات طعمآن هابرخي از . صنايع لبني به عنوان استارتر كالچر استفاده مي شوند
 و باكتريوسين توليد مي كنند و چندين سويه هـم توانـايي ترشـح اگزوپلـي سـاكاريدها را دارنـد                    

. هاي غـذا باشـند    سـاكاريد  ممكن است منبع عالي پلـي      باكتري ها اين  ). 2009 و همكاران    1بيهارا(
بـاكتري  تواند منبع  سويه ها، از محصولات لبني ايزوله شده اند؛ اما، گوشت تخمير شده هم مي             اكثر  
دلايـل  ). 1995و همكـاران    2وانـدنبرگ (  اسيد لاكتيك توليد كننده اگزوپلـي سـاكاريد باشـد          هاي

 طعـم، ظـاهر و      هاي اسيد لاكتيك، پايدار و ايمن ساختن غذا و بهبـود عطـر و               گستردگي باكتري 
هاي   هاي با ارزش توليدي باكتري      بافت آن است؛ علاوه بر آن، سلولهاي زيست پذير و متابوليت          

برند؛ از طـرف ديگـر، تقاضـا بـراي            اسيد لاكتيك، ارزش فيزيولوژيكي و بهداشتي غذا را بالا مي         
  . غذاهاي عملگرا كه داراي اثرات سلامتي بخش هستند، رو به افزايش است

هاي اسـترپتوكوكوس،   هاي اسيد لاكتيك توليد كننده اگزوپلي ساكاريد، متعلق به گونه           كترياكثر با 
بعضي از سويه هاي بيفيدوباكتر نيز      . لاكتوباسيلوس، لاكتوكوكوس، لكونوستك، و پديوكوكوس هستند     

لـي  اگزوپ ).2005 و همكـاران     3مـاديودو ( هـا را از خـود نـشان داده انـد            توانايي توليد ايـن بيـوپليمر     
هموپلي ساكاريدها تركيبـاتي     :ساكاريدها  هموپلي–الف: ساكاريدها را مي توان به دو گروه تقسيم كرد        

سـاكاريد    وزن مولكولي همـوپلي   .  واحدهاي منومري مشابه دارند    آن ها هستند كه در ساختار پليمري      
ها در غلظـت    ها نسبت به هتروپلـي سـاكاريد        ساكاريد  هموپلي.  دالتون است  6 × 106 و   4 × 104بين  

 هـا ناها در دو گروه گلوك      هموپلي ساكاريدهاي توليد شده توسط لاكتوباسيل     . شوند  بيشتري توليد مي  
هتروپلـي سـاكاريدها از انـواع مختلـف         :  هتروپلـي سـاكاريدها    –ب. شـوند بندي مـي   طبقه ن ها افروكتو  

و ها  كربوهيدراتي مانند سولفات  ات غير   آيند و گاه در زنجيره پلي ساكاريدي، تركيب       منوساكاريدها پديد مي  
هـاي ماسـتي،      براي تهيه ماست، نوشـيدني    ). 1999 و همكاران    4وويست( شوندها يافت مي  يا استات 

                                                 
1 Behare 
2 VAN DEN BERG 
3 Madiedo 
4 Vuyst 
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 اسيد لاكتيك توليد كننده اگزوپلي ساكاريد       باكتري هاي پنير، خامه تخمير شده، و دسرهاي بر پايه شير          
افـت، احـساس دهـاني، درك مـزه و پايـداري       اگزوپلي سـاكاريدها بـه ب     . داراي اهميت زيادي هستند   

هـاي لاكتوباسـيلوس بـا      اگزوپلي ساكاريدهاي توليد شده توسط سويه     . محصول نهايي كمك مي كنند    
، كلسترول خون را كاهش مي دهند، سيستم ايمني را تحريـك مـي كننـد و ضـمناً                   قدرت پروبيوتيكي 

ي سـاكاريد توليـد شـده توسـط         بيـوتيكي اگزوپل ـ    اثـر پـري   . عامل ضد توموري و ضد زخم هـستند       
ها، بررسي شده و اين اثر به اسـيدهاي چـرب توليـد شـده مثـل اسـيد         لاكتوباسيل ها و بيفيدوباكتري 

 اسـيدلاكتيك توليـد كننـده اگزوپلـي         باكتري هـاي  استيك، اسيد پروپيونيك، اسيد بوتيريك كه توسط        
هـاي    كشك يكي از فـرآورده    ). 2010باديل و همكاران    ( ساكاريد ترشح مي شود، نسبت داده مي شود       

 گيري   فرعي شير است كه به روش سنتي از جوشاندن، تغليظ و يا خشك كردن دوغي كه پس از كره                  
 اوليه كشك عبارت است  ماده. شود ماند، به دست مي آيد و يا از ماست بدون چربي تهيه مي                باقي مي   

هاي صنعتي و بـه       ايي، توليد كشك با فرآيند    در صنايع غذ  . از شير ميش، بز، گاو و يا مخلوطي از آن ها          
 هـاي سـنتي مـايع، از سـاييدن و رقيـق        كشك. گيرد  صورت كشك مايع، مستقيما از شير صورت مي         

با توجـه بـه     . شوند  ، توليد مي      كردن كشك خشك كه معمولا به صورت غير پاستوريزه تهيه مي گردد           
ــومي توليــدكتوباســيلمطالعــات محــدودي كــه در زمينــه جداســازي و شناســايي لا  كننــده  هــاي ب

هـاي توليـد   ساكاريد در كشور ما انجام شده است، اين تحقيق منجر به شناسايي لاكتوباسـيل          پلي  اگزو
 نه تنهـا بـه صـورت        آن ها ساكاريد در كشك گرديد و اميد است كه در آينده بتوان از               پلي  كننده اگزو 

 سيستم ايمنـي جهـت افـزايش سـطح سـلامت       پايدار كننده محصولات غذايي، بلكه به عنوان محرك       
  .كننده استفاده كرد  در مصرف) بيوتيك پري(

  ها مواد و روش
  سويه هاي مورد استفاده

آبـادي    در اين تحقيق، كلكسيون لاكتوباسيل هاي جدا شده ازمحصول كشك تهيه شده توسط تاج             
 2008تاج آبادي و همكاران ( ست ساكاريد، مورد استفاده قرار گرفته ا و همكاران از نظر توليد اگزوپلي     

. ها بر اساس نوع محصول، ناحيه و كارگاه نمونه گيري شده كدبندي شده بودنـد                اين نمونه  ). 2009و  
  ).1386ابراهيمي و همكاران (  قيد شده است1- 3كدبندي در بخش نتايج در جدول 
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  تعيين فعاليت اسيدي سويه ها
بـراث  .اس.آر. قبـل از آزمـون در محـيط ام          ساعت 24 جدا شده كه     باكتري هاي سويه هاي   

 استريل تلقـيح  (Skim milk) 10% به محيط شير بدون چربي % 1كشت شده بودند به ميزان 
 24 و   6 بعـد از     pHتغييـرات   .  درجه سـانتيگراد گرمخانـه گـذاري شـدند         37شده و در دماي     

  .ساعت براي هر سويه اندازه گيري شد
  pHاندازه گيري 

 گيـري هـا انـدازه    نمونه pHبا محلول هاي بافر تنظيم و سپس        ) وع الترابيسيك   ن(  متر pHدستگاه  
 كـدورت ايجـاد     آن ها براث كه در    .اس.آر.ها از محيط ام   براي تشخيص خالص بودن سويه    .شد

آگار انجام شد و به     .اس.آر.شده بود در شرايط استريل كشت خطي نمونه ها در محيط كشت ام            
.  گرمخانـه گـذاري شـد   C 37.در دماي  CO2 ٪10 حضور  ساعت در انكوباتور در 48مدت  

 خالص يـا ناخـالص بـودن مـورد بررسـي قـرار              ،بعد از اين مدت سويه ها از نظر مورفولوژي        
آميزي گرم و تهيه عكس ميكروسكوپي      تهيه اسلايد و رنگ   ). 1989 و همكاران    1كانديلر(گرفتند

آگار رشد كرده بودنـد     .اس.آر.مبراي بررسي خالص بودن از سويه هاي كه روي محيط كشت ا           
. از تمام سويه ها عكـس ميكروسـكوپي تهيـه شـد    . لام تهيه كرده و رنگ آميزي گرم انجام شد    

 .  انجام گرفت2325رنگ آميزي گرم طبق استاندارد شماره 

  تست كاتالاز
  . انجام شد2325طبق استاندارد شماره 

  بررسي توليد اگزو پلي ساكاريد
 ساكاريد متصل به سلول و اگزوپلي ساكاريد ترشح شده در محـيط             در اين بررسي اگزوپلي   

 و  2تـالون (كشت بطور جداگانه استخراج و در مقايسه با استاندارد گلوكز تعيين كميـت شـدند              
بــه محــيط % 1بــه ايــن منظــور از كــشت يــك شــبه هــر ســويه بــه ميــزان ). 2003همكــاران 

 گرمخانـه   بي هوازي نتيگراد و شرايط     درجه سا  37 ساعت در دماي     48براث تلقيح و    .اس.آر.ام
 دقيقه سانتزيفو   30 درجه سانتيگراد و به مدت       4سپس محيط هاي كشت در دماي       . گذاري شد 

                                                 
1 Vuyst 
2 Tallon 
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مايع رويي براي جداسازي اگزوپلـي سـاكاريد رهـا شـده در محـيط               . شدند) g’15×1000(ژ  
  .كشت و ته نشست براي جداسازي اگزوپلي ساكاريد باند شده استفاده شد

  سيون اگزوپلي ساكاريدهاي باند شده به سلولايزولا
 محلول سرم فيزيولوژي براي شستشو اضـافه        ml5به ته نشست حاوي سلولهاي باكتريايي       

تـه  . شـد ) g× 15000( درجـه سـانتيگراد سـانتريفوژ        4 دقيقه در دمـاي      15شد سپس به مدت     
تور شـيكردار    سـاعت در انكوبـا     4 و   ،سوسپانس)  مولار ml5 EDTA) 0,05 بار در    2نشست  

 بـه   g 6000و سپس بمنظور جدا كردن مـواد نـامحلول سوسپانـسيون در           . گرمخانه گذاري شد  
سپس بـه منظـور رسـوب اگزوپلـي         .  درجه سانتيگراد سانتريفوژ شد    4 دقيقه و دماي     30مدت  

عمل رسوب  . ساكاريد باند شده به مايع شفاف رويي حاصل از سانتريفوژ اتانل سرد اضافه شد             
.  درجه سانتيگراد انجام شد    4 ساعت و در دماي      24پلي ساكاريد باند شده به مدت       سازي اگزو 

 درجـه   4 در دمـاي     g 6000براي جداسازي اگزوپلي ساكاريد رسوب يافته از سانتريفوژ با دور         
تـه   دراين مرحله مايع شفاف رويي دور ريخته شـد  و .  دقيقه استفاده شد30سانتيگراد و زمان 

به منظور اطمينـان از  . ساكاريد باندشده در محيط آزمايشگاه خشك شدنشست حاوي اگزوپلي    
  . )2003تالون و همكاران ( بار تكرار شد 3نتايج تمام آزمايشات 

  سنجش اگزوپلي ساكاريد باند شده با اسپكتروفتومتري
 ميلي ليتر آب مقطر حل شـد و مقـدار كربوهيـدرات كـل از طريـق                  10رسوب حاصل در    

در ايـن روش    . فوريك و روش گلـوكز بـه عنـوان اسـتاندارد تعيـين شـد              اسيد سول /روش فنل 
و . درصـد  5 فنل   ml0,5 ،ته نشست حاوي اگزوپلي ساكاريد محلول در آب مقطر        ml  5/0روي
ml2,5       و پس از اينكه دماي آن به دمـاي          ، اسيد سولفوريك غليظ ريخته شد محلول وورتكس 

تـالون و همكـاران     . ( خوانده شـد   آن ها ب   جذ 490اتاق رسيد با اسپكتروفتومتر در طول موج        
با استفاده از منحني استاندارد گلوكز انتخاب برترين سويه توليد كننده اگزوپلي ساكاريد             ).2003

 د گلـوكز در     – آلفـا  mg10در اين روش جهت تهيه محلول استوك گلوكز         . باند شده انجام گرفت   
ml80      آب مقطر حل و ml100     2, 1پس از افزودن غلظتهـاي      . يد محلول استوك گلوكز تهيه گرد ,

 سپس با آب مقطر حجـم       ، از محلول استوك گلوكز به بشرهاي مختلف       ml 20و   , 10 , 8 , 4 , 3
 محلول با سمپلر برداشته و داخـل لولـه آزمـايش            ml0,5 رسيد از هر بشر      ml 20 محلول نهايي به  
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فه كرديم و پس از وورتكـس        اسيد سولفوريك غليظ اضا    ml2,5 فنل و    ml0,5ريخته و به هر لوله      
 .  جذب نمونه ها خوانده شد490و رسيدن محلول به دماي محيط با اسپكتروفتومتر در طول موج 

  ايزولاسيون و شناسايي اگزوپلي ساكاريد رها شده در محيط
ساكاريدها آزاد شده در محيط كشت مايع رويي به دست آمـده از              براي جداسازي اگزوپلي  

 درصـد عمـل     20 سانتريفوژ و سپس با تري كلرو استيك اسـيد بـا غلظـت                ميلي ليتر نمونه   10
 ساعت در انكوباتور شيكردارگرمخانه گـذاري       4درجه سانتيگراد به مدت      4آوري شد و در دماي      

 ساعت گرمخانه   4 درجه سانتيگراد به مدت      4 شده پس از و در دماي        نشينپروتئين هاي ته  . شد
پروتئين هاي تـه    . هم زده مي شود    با يك همرن به آرامي    گذاري مي شود كه در طي اين مدت         

براي جدا گرديد سپس بـه منظـور         )g 25000( دقيقه از طريق سانتريفوژ      20نشين شده پس از     
رسوب اگزوپلي ساكاريد باند شده به مايع شفاف رويي حاصل از سانتريفوژ اتانل سرد اضـافه                

 درجـه   4 سـاعت و در دمـاي        24ه مدت   عمل رسوب سازي اگزوپلي ساكاريد باند شده ب       . شد
 سـاعت و در     24سانتيگراد انجام شد عمل رسوب سازي اگزوپلي ساكاريد باند شده به مـدت              

براي جداسازي اگزوپلي ساكاريد رسوب يافته از سانتريفوژ   .  درجه سانتيگراد انجام شد    4دماي  
 شد و ته نشـست حـاوي         دقيقه استفاده  30 درجه سانتيگراد و زمان      4 در دماي    g 6000با دور   

پس از خشك شدن در محيط ازمايشگاهي براي سـنجش بـا            , اگزوپلي ساكاريد رها شده در محيط     
 بار 3به منظور اطمينان از نتايج تمام آزمايشات . اسيد سولفوريك در آب مقطر حل شد/ روش فنل  
طبق روشي كـه در  اگزوپلي ساكاريد هاي رها شده در محيط ). 2003تالون و همكاران ( .تكرار شد

در اين تحقيـق تجزيـه و تحليـل          .بالا براي اگزوپلي ساكاريد باندشده توضيح داده شد سنجش شد         
   . انجام شده استEXCEL و SPSSاطلاعات و رسم نمودارها با كمك نرم افزارهاي 

  نتايج و بحث

  كدبندي نمونه ها
 كارگاه تهيـه نمونـه در    همچنين منطقه و  . نمونه ها بر اساس نوع محصول كدبندي شده اند        

 هـاي از طرف ديگر باسيل   . آورده شده است   1–3ها در جدول      اين كدبندي . نظر گرفته شده است   
گرم مثبت و كاتالاز منفي و ميكروارگانيسم ها از جنس لاكتوباسيلوس شناسـايي و بـر اسـاس                  
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  ).2011تاج آبادي و همكاران (اند منشاء نمونه و مورفولوژي كلني كدگذاري گرديده

  كد سويه هاي لاكتوباسيل هاي جدا شده از كشك: 1جدول

  كد شناسايي  كد مورفولوژي كلني  منطقه نمونه گيري  منبع جداسازي  كد ايزوله
K1 1گارگاه-منطقه ليقوان  كشك  L K1l4 

K1 1گارگاه-منطقه ليقوان  كشك  L  K1l3 

K1  1گارگاه-منطقه ليقوان كشك A K1a11 

  سويه ها pH تعيين
 درصد به محيط كشت ام آر اس براث منتقـل           1پس از اينكه از فريزر خارج شدند به ميزان          سويه ها   
  . گزارش شده است2–3نتايج در جدول .  تمام سويه ها اندازه گيري شدpH ساعت 24شدند، پس از 

   سويه هاي جدا شده از كشكPHنتايج آناليز  :2جدول

  pH  نام نمونه    pH  نام نمونه
K1l2 4,53    K3l7  5,36  
K1m1 4,94   K4a2 5,28  
K1n2 5,31    K4b2 5,29  
K1i2 5,32    K4c2 5,33  
K2l3 4,08    K4d2 4,94  
K2l4 4,12    K4l2  5,34  
K2i4 4,32    K4n1  4,89 

K3l1  4,21    K4m1  5,36  
K3a2 4,11    K4i1  5,28  
K3l5  4,56    K4h1  4,13  
K3l6  4,95   K4h  5,39  

 سويه توانايي توليـد     23 سويه از    4.  آورده شده است   3گاز در جدول    نتايج تست كاتالاز و     
   ).3جدول.(گاز را داشتند
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  نتايج تست كاتا لاز و گاز سويه هاي جدا شده از نمونه هاي كشك: 3جدول 

  كاتالاز  گاز  نام نمونه      كاتالاز  گاز  نام نمونه
K1l2 -  -     K4a2 -  +  
K1m1 -  +   K4b2 -  -  
K1n2 -  -    K4c2 -  -  
K1i2 -  -    K4d2 -  -  
K2l3 -  -   K4l2  -  -  
K2l4 -  _     K4n1  -  -  
K2i4 -  +   K4m1  -  +  
K3l1  -  -   K4i1  -  -  
K3a2 -  -   K4h1  -  -  
K3l5  - _     K4h  -  -  
K3l6  - -   K4c -  -  
K3l7  -  -         

دو نمونـه  ) 1( انجام شـد و در شـكل   2325ها طبق استاندارد  رنگ آميزي گرم لاكتوباسيل 
  .آورده شده است

  
  

  
  )k1l4 : راست K2L3: چپ(عكسهاي ميكروسكوپي از برخي نمونه ها : 1 شكل
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  هاي موكوئيدي هاي داراي كلني بررسي و انتخاب سويه
 در  آن هـا  برخي از سويه هاي لاكتوباسيل توليد كننده اگزوپلي سـاكاريد بـر اسـاس ويژگـي                 

 كردند،توليد مي اگزوپلي ساكاريد ه هايي كه در اين محيط،سوي. آگار انتخاب شدند.اث.آر.محيط ام
  ). 2–3شكل (بعد از انتخاب، از نظر توليد اگزوپلي ساكاريد مورد مطالعه قرار گرفتند

  

  
  

  
  هاي موكوئيدي هاي داراي كلني  سويه:2شكل 

  جداسازي و خالص سازي براي شناسايي اگزوپلي ساكاريدها
 سويه لاكتوباسيلوس جدا شـده از كـشك جهـت    23 همكاران، و تالون با استفاده از روش

 سـويه لاكتوباسـيل جـدا شـده،         23از ميان   . بررسي توانايي توليد اگزوپلي ساكاريد استفاده شد      
. شناسـايي شـد  ) اعم از باند شده و رها شـده در محـيط  ( اگزوپلي ساكاريد سويه توليد كننده2
  )5 -3 و 4-3جدول (
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  د اگزوپلي ساكاريد باند شده در محصول كشكميزان تولي: 4 – 3جدول 

  EPS-B  نام سويه
(mg/l) 

K1L4  6/66  

K2L3  157/25  

   ميزان توليد اگزوپلي ساكاريد رها شده درمحيط در محصول كشك5 –3جدول 

  EPS-R  نام سويه
(mg/l)  

K1L4  367  

K2L3  4/1134  
 6/6از كشك، بين دو عـدد  ميزان توليد اگزوپلي ساكاريد باند شده در سويه هاي جدا شده    

 K1L4  و كمتـرين ميـزان بـه       K2L3 ميلي گرم در هر ليتر بود كه بيشترين ميزان به          1/25 و   6
  )1-3نمودار . (تعلق داشت
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  ميزان توليد اگزوپلي ساكاريد باند شده در نمونه هاي كشك: 1 نمودار

دو سويه توانـايي توليـد      هايي كه بر روي سويه هاي جدا سازي شده از كشك انجام شد،                در بررسي 
 ميلـي   367( داراي بيشترين ميـزان توليـد        K2L3اگزوپلي ساكاريد رها شده در محيط را داشت كه سويه           

  )2- 3نمودار . (بودند) ميلي گرم بر ليتر1134(  داراي كمترين ميزان توليد K1L4سويه و) گرم بر ليتر
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   محيط در نمونه هاي كشكميزان توليد اگزوپلي ساكاريد رها شده در: 2 -3نمودار

  سنجش اگزوپلي ساكاريد با اسپكتروفتومتري
از فرمول حاصله از رسم منحني استاندارد گلوكز براي محاسـبه ميـزان اگزوپلـي سـاكاريد                 

  )4-3نمودار . (توليدي استفاده شد) باند شده و رها شده در محيط(
کز منحنی استاندارد گلو
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   منحني استاندارد گلوكز- 4-3نمودار 

Y= 0.321x+0.131 
R2= 0.99  

امروزه مصرف كنندگان، گرايش فراواني به مصرف فراورده هاي طبيعي كم قند، كم چـرب          
 هـاي بـاكتري براي برآورده سازي اين نيـاز، مـي تـوان از            . و بدون افزودن مواد مصنوعي دارند     

به عنـوان   با استفاده ازاگزوپلي ساكاريد. اگزوپلي ساكاريد استفاده كرد اسيدلاكتيك توليد كننده
بـا اسـتفاده    . هاي غذايي جلوگيري كرد   افت دهنده و پايدار كننده، مي توان از مصرف افزودني         ب
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اي و بـا  ، بافت خامه)شيشه اي(اگزوپلي ساكاريدها در غذاها، محصولاتي با ظاهر خوشايند  از
احساس دهاني خوشايند حاصل مي شود؛ از طرف ديگر، با ايـن تركيبـات مـي تـوان مـانع از                     

 هــدف مــا در ايــن مطالعــه جداســازي و شناســايي اگزوپلــي ســاكاريدها از .سينرســيس شــد
لاكتوباسيلهاي جدا شده از كشك و بررسي ميزان توليد اگزوپلي سـاكاريد توسـط هـر يـك از                   

  . سويه ها بوده است

  تجزيه و تحليل نتايج حاصل از آزمونهاي بيوشيميايي و بررسي كلني موكوئيدي
روش ميكروسكوپي غير متحرك و بدون اسپور و گـرم مثبـت            لاكتوباسيلها بررسي شده به     

در بررسي خصوصيات بيوشيميايي كاتالاز منفي و عمده سـويه هـا عـدم توانـايي در         .باشندمي
هـا كاتـالاز      نشان دادند كه لاكتوباسـيل     2007 ميشل باكارو همكارانش در سال     .توليد گاز دارند  

هـاي  در ايـن بررسـي ازسـويه    .ز را دارنـد گـرم مثبـت و عـدم توانـايي در توليـد گـا       منفي و
در ايـن  . كشك توسط تاج آبادي و همكاران جداسازي شده بود، استفاده شد لاكتوباسيلوس از

هاي توليد كننده اگزوپلي ساكاريد، از محـيط كـشت ام آر اس             پژوهش، براي يافتن لاكتوباسيل   
هـاي توليدكننـده    كتوباسـيل در غربـالگري اوليـه لا     . براث وام آر اس آگار استفاده شـده اسـت         

اگزوپلي ساكاريد بر اساس مشخـصات فنوتيـپ موكوئيـدي در محـيط كـشت ام آر اس آگـار          
شناسايي بر اساس مشخصات فنوتيپ موكوئيدي، طبق روش تالون و همكاران         . شناسايي شدند 
  .انجام شده است

  مكانيسم توليد اگزوپلي ساكاريد
ها بر حسب وضعيت خارج سلولي يا        لاكتوباسيلهاي توليد شده توسط      اگزوپلي ساكاريد 

ساكاريدها مثل   فرايند بيوسنتز تعداد كمي از هموپلي     . داخل سلولي به دو روش سنتز مي شوند       
باشـد و   دكستران، موتان، آلترنان و لوان خارج سلولي است و نيازمند سوبـستراي سـاكارز مـي               

براي بيوسنتز دكـستران و لـوان سـوكراز    مثل دكستران سوكراز   (هاي گليكوزيل ترانسفراز    آنزيم
انرژي مورد نياز بـراي پليمريزاسـيون از        . در واكنش پليمريزاسيون درگيرند   ) براي بيوسنتز لوان  

در مقايـسه بـا بيوسـنتز خـارج سـلولي همـوپلي سـاكاريدها،               . شودهيدروليز ساكارز تامين مي   
ها،گليكوزيـل   رهـاي بـاكتري   هماننـد ديگـر پليم    . ساكاريدها پيچيـده اسـت     مكانيسم هتروپلي 
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ايـن بيوسـنتزها چنـدين مرحلـه دال         . كننـد ترانسفرازها سنتز هتروپلي ساكاريدها را كاتاليز مي      
هتروپلي سـاكاريدها   . سلولي دارند و فقط پليمريزاسيون واحدهاي تكراري خارج سلولي است         

چندين .  شوند در اثر پليمريزاسيون پيش سازهاي واحدهاي تكراري در سيتوپلاسم تشكيل مي          
نوع آنزيم و پروتئين در بيوسنتز و ترشح اگزوپلي ساكاريد نوع هترو درگيرند كه براي تـشكيل                 

 فـسفات   -1 -نوكلئوتيدهاي قندي كه از قنـد     . اگزوپلي ساكاريد چندان لازم و ضروري نيستند      
يـل  مشتق شده اند در بيوسنتز هتروپلي ساكاريدها نقش مهمي دارند كه ايـن نقـش مهـم بـه دل                 

ــال ــد     فع ــديل قن ــدها و تب ــيون قن ــراي پليمريزاس ــه ب ــت ك ــازي قندهاس ــيون، (س اپيمريزاس
هـا در   فعال سازي قند و تغيير آنزيم     . ضروري است ) دكربوكسيلاسيون، دهيدروژناسيون و غيره   

 .نقش تعيـين كننـده اي دارنـد    اگزوپلي ساكاريد هاي سازنده و در نهايت تركيبتشكيل بلوك
  )1999وويست و ديجست (

  جداسازي براي شناسايي اگزوپلي ساكاريدها
ها  هاي لاكتوباسيلدر اين مطالعه، سويه هاي موجود از كشك ايزوله شده و متعلق به سويه     

 سـويه ايزولـه شـده از محـصولات مـورد      23 سـويه از  2بودند و طبق مطالعاتي كه انجام شد،      
 مورد اسـتفاده در آزمـايش در منطقـه          كشك. مطالعه، توانايي توليد اگزوپلي ساكاريد را داشتند      

بـراث رشـد    .اس.آر.موقعي كه اين سويه ها در محيط ام       . ليقوان از شير گوسفند تهيه شده است      
يك جزء كـه از سـوپرناتانت ايزولـه شـده بـود و              : كردند دو جزء اگزوپلي ساكاريد توليد شد      

 از سـانتريفوژ محـيط      اگزوپلي ساكاريد آزاد را تشكيل مي داد و جزءدوم از ته نشست حاصـل             
توليــد . كــشت بــراث ايزولــه شــده بــود و اگزوپلــي ســاكاريد بانــد شــده را تــشكيل مــي داد

 اسيد لاكتيك براي محصولات تخميري لبني يك پارامتر مهـم           باكتري هاي ساكاريد از    اگزوپلي
از كنند و   هاي ترموفيليك، اگزوپلي ساكاريد توليد مي      بيشتر ميكروارگانيسم . محسوب مي شود  

هـاي  وپلي ساكاريد سنتز شده توسط سويه     توليد اگز . اين جهت داراي اهميت تكنولوژيكي هستند     
 0,045ها در شرايط رشد بهينه نيستند بين          اسيد لاكتيك مختلف زماني كه باكتري      باكتري هاي 

و در مطالعه اي كه توسط تالون      ). 2007دورلو اوزكايا و همكاران     . (  گرم بر ليتر است    35/0تا  
صورت گرفت ميزان توليد اگزوپلي ساكاريد حاصل از لاكتوباسـيلوس          1999همكاران در سال    
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 محققـين هنـدي، از داهـي       2009در سال   .  ميلي گرم در ليتر گزارش شد      140 – 135پلانتاروم  
 ايزولــه بــه عنــوان ســويه 2 بــاكتري توليــد كننــده اگزوپلــي ســاكاريد ايزولــه كردنــد كــه 47

 زيرگونه لاكتيس شناسايي شد و خواص تكنولوژيكي ويژه اي از خـود             لاكتوباسيلوس لاكتيس 
بيهـارا و  (  ميلي گرم بـر ليتـر بـود   193نشان داد؛ در آن پژوهش، ميزان توليد اگزوپلي ساكاريد         

 لاكتيكي جدا شـده     باكتري هاي  سويه   115ميزان توليد اگزوپلي ساكاريد در       ). 2009همكاران  
بوكـالو و   . ( ميلـي گـرم در ليتـر بـود         196 تـا    0,1در بـازه بـين      از محصولات لبني و غير لبني       

مقايسه نتايج بدست آمده در اين بررسي با نتايج گزارش شده نـشان مـي دهـد كـه                   ). همكاران
از .  ميلي گرم در ليتر بـوده اسـت        25,157- 6/66ميزان اگزوپلي ساكاريد باند شده در بازه بين         

 ميلـي گـرم در ليتـر بـوده          367 – 1134,4 بازه بـين     طرف ديگر اگزوپلي ساكاريد رها شده در      
اين نتايج نشان مي دهد     . بود مقادير، از مقادير به دست آمده توسط محققين ديگر بالاتر         اين  . است
 هايتواند گزينه هاي اسيد لاكتيك مقاوم به شرايط اسيدي جدا شده از كشك سنتي ايران مي             سويه

 تجاري به منظور افزايش سـطح سـلامت محـصولات           مناسبي جهت كاربرد توام با آغازگرهاي     
برخــي از مطالعــات نــشان داده كــه توليــد . لبنــي و بهبــود بافــت و مــزه و رئولــوژي باشــند 

 اسيد لاكتيك ممكن است تحت تاثير شرايط محيط كشت      باكتري هاي ساكاريد توسط    اگزوپلي
قـرار داشـته    ) مان و غيره    ، دما، ز  pH( و شرايط گرمخانه گذاري     ) منبع كربن و منبع نيتروژن    (

نـه فقـط منبـع      (شرايط محيط كشت و تركيب محـيط كـشت          ). 2003تالون و همكاران    ( باشد
. دهـد ساكاريد و ويژگي مولكولي بيوپليمرهـا را تحـت تـاثير قـرار مـي               ، توليد اگزوپلي  )كربن

 اسـت   بنابراين انتخاب محيط كشت مناسب توليد كننده اگزوپلي ساكاريد داراي اهميت زيادي           
). 2005ماديودو و همكاران    (  ها نقش داشته باشد    EPSتواند در آناليز    و بعضي از تركيبات مي    

هـاي توليـد كننـده       براث استفاده كرديم تا فنوتيـپ     .اس.آر.ما در اين مطالعه از محيط كشت ام       
ز هاي جدا شده ا  هاي به دست آمده از سويه      pHبا توجه به    . ساكاريد را افزايش دهيم    اگزوپلي

 پـاييني دارنـد، توانـايي توليـد         pHتوان نتيجه گرفـت كـه سـويه هـايي كـه ميـزان               كشك مي 
  . ساكاريد را دارند اگزوپلي
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  نتيجه گيري 
هاي جدا شده از كـشك، داراي توانـايي توليـد           نتايج اين مطالعات نشان داد كه لاكتوباسيل      
 هاباكتري، امكان استفاده از اين      باشند؛ در نتيجه  اگزوپلي ساكارد به صورت آزاد و باند شده مي        

به عنوان استارتر و يا كشت همراه جهت بهبود خواص رئولوژيكي فراورده هاي غذايي وجـود               
كننـد؛  اگزوپلي ساكاريدها در آب حل شده و خواص ژله اي و قوام دهنـدگي ايجـاد مـي      . دارد

پانـسيون ذرات، كنتـرل     همچنين، در مواد غذايي به عنوان امولسيون كننـده، پايداركننـده، سوس           
). 1999وويـست و همكـاران   ( كريستاليزاسيون، تشكيل فيلم و انكپسوله كردن به كار مي روند         

هـاي ماسـتي،    ساكاريد در فرايند توليد ماسـت، نوشـيدني        هاي توليد كننده اگزوپلي   لاكتوباسيل
اكاريدها بـه   س ـ اگزوپلـي . پنير، خامه تخمير شده، و دسرهاي برپايه شير اهميت زيـادي دارنـد            
از طرف ديگـر، لازم     . كنندبافت، احساس دهاني، درك مزه و پايداري محصول نهايي كمك مي          

تـري انجـام   ساكاريدهاي توليد شده، مطالعات گسترده   است كه براي شناسايي ساختار اگزوپلي     
  . ساكاريد بررسي شود شود و همچنين شرايط بهينه براي توليد اگزوپلي

   منابع
آئين، كاربرد روشهاي عمومي آزمايشهاي ميكروبي      . دادفرما، ف . عتمادي، ف ا. اكبري، ع - 1

  .5چاپ  . 2325استاندارد شماره . مواد غذائي
2- Adebayo-tayo,B. & Onilude,A.( 2008). “Screening of lactic acid 

bacteria strains isolated from some nigerian fermented foods for EPS 
production”. World Applied Sciences Journal، 4(5), 741-747. 

3-Badel,S. Bernardi ,T. & Michaud, P. (2010). New perspectives 
for Lactobacilli exopolysaccharides. Biotechnology Advances 

4-Behare, P., Singh, R.P. & Singh, R. (2009). “Exopolysaccharide-
producing mesophilic lactic cultures for preparation of fat-free Dahi-
Indian fermented milk”. Journal of Dairy Research, 76, 90-97 

5-   Jung, S.W., Kim، W.J., Lee، K.G., Kim, C.W. & W.S. 

Noh.(2009) “Isolation and identification of lactic acid bacteria from 
sourdough with high exopolysaccharides production ability. Food 
Science and Biotechnology.” 18(2),  384-389 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


99 ...............  هاي جدا شده از كشك منطقه ليقوانكاريد از لاكتوباسيلتوليد اگزوپلي سا

6-Kandler O,  Nobert W, 1989. Bergeys mannual of systemat 
bacteriology, 2nd Ed. New York. Springer. 

7-Madiedo, P. &R. Reyes-Gavila´n, C.G. (2005). “Methods for the 
screening، isolation and characterization of exopolysaccharides produced 

by lactic acid bacteria”. Journal of Dairy Science. 88, 843-856. 
8- Micheli, L. Uccelletti,D. Palleschi, c. & Crescenzi,V.(1999). 

“Isolation and characterisation of a ropy Lactobacillus strain 
producing the exopolysaccharide kefiran”. Appled Microbiology and 
Biotechnology،  53, 69±74 

9- PERRY, D. B., MCMAHON,D. J. & OBERG، C. J. (1997). “Effect 

of Exopolysaccharides-Producing Cultures on Moisture Retention in 
Low Fat Mozzarella Cheese”. Journal of Dairy Science، 80(5) 

10-Tajabady, E.M., Ouwehand, A.C., Hejazi,M.A & Jafari، P.  

(2011).”Traditional Iranian dairy products: A source of potential 
probiotic lactobacilli.” African Journal of Microbiology Research،  
Vol. 5(1)، pp. 20-27 

11- Heydari Nasrabadi, M., Tajabadi Ebrahimi, M., Dehghan 
Banadaki, Sh.,  Torabi Kajousangi, M and Zahedi, F. “Study on 
antagonistic activity of acid and bile tolerance Lactobacillus isolated 
from traditional dairy products”. Journal of Arak University of 
Medical Sciences، 2009. 12, p. 17-27 

12-Tajabady, E.M., Hejazi,M.A. & Noohi، A. (2008)”Study on 

probiotic properties of Lactobacilluse isolated from traditional dairy 
products of Lighvan”. Quarterly Journal of Science، Tarbiat Moallem 

University. 7, p. 941-952. 
13-Tallon, R.,Bressollier, P. & Urdaci, M.(2003). “Isolation and 

characterization of two exopolysaccharides produced by lactobacillus 
plantarum EP56”. Research in Microbiology.154, 705-712. 

14- Welman, A.D. & Maddox,I. S.(2000). "Exopolysaccharides 
from lactic acid bacteria, perspectives and challenges". Trends in 
Biotechnology,  21(6),344-356 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


100 91، بهار1سال اول، شماره /بيوتكنولوژي و ميكروبيولوژي كاربرديفصلنامه ...........

15- Van Den Berg, D., Robijn, G., . Janssen,A., Giuseppin,M., 
Vreeker,R., Kamerling, J., Vliegenthart, J., Ledeboer, A., Verrips, T. 
1995. "Production of a Novel Extracellular Polysaccharide by 
Lactobacillus sake 0-1 and Characterization of the Polysaccharide". 
Applied And Environmental Microbiology. 22, 2840–2844 

16- Vuyst, L.D. & Degeest, B(1999). "Heteropolysaccharides from 
lactic acid bacteria". FEMS Microbiology Reviews . 23, 153-177. 

  
  
  
  

 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir

