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  دهیچک
د یاس يهايباکتر یستیتنوع ز یبررس ،ن پژوهشیباشد. هدف از ایها منیتامیاست که سرشار از و نمک و جیه شده از هویته يشور ینوع يریج تخمیهو

ش تناوب ه در شفرآوردک موجود در ید لاکتیاس يهايباکتر تنوع ،يریج تخمید هوین منظور پس از تولیبود. بد یدگیو رس يدوره نگهدار یط هفرآوردک یلاکت
 یکیولوژیزیف يهاآزمون .انتخاب شدند یگرم مثبت و کاتالاز منف هیجدا 48 جدایه گرم مثبت و کاتالاز منفی، جداسازي شده که از میان آنها، 144 د.یگرد یبررس یزمان
دکربن از قند گلوکز یاکسيد گاز دیتولو، =pH 6/9و  pH= 4/4درصد نمک طعام، در  5/6در  گراد، یدرجه سانت 45و  10 يشامل رشد در دماها ییایمیوشیو ب

 10مورد)، لویکونوستوك ( 2پدیوکوکوس ( هايجنس ییشناسامنجر به ، (ده قند) دراتیر کربوهیل تخمیبر اساس پروفا ییدر مرحله بعد، شناسا رفت.یانجام پذ
 48ه از مجموع یجدا 26 ،انیدر پا گردید. مختلف گونه 19 در مجموعو  دینگرد ییک مورد هم شناسایو  مورد) 2مورد) و انتروکوکوس ( 33مورد)، لاکتوباسیلوس (

 Lactobacillus هاي ذیل گردید:گونه ییشناسایابی منجر به توالیج یشدند. نتا ییتا سطح جنس و گونه شناسا 16S rDNAژن  ین توالییتع توسطه یجدا
plantarum )34/33%( ،Leuconostoc mesenteroides )85/14%( ،Lactobacillus.brevis )63/29%( ،Lactobacillus.casei )7/3%( ،

Lactobacillus.pantheris )7/3%( ،Lactobacillus paracasei )7/3% توك لویکونوس. شدند ییشناسا وباسیلوستلاک عنوانمرحله جنس بهزوله تا یا) و سه
 ایگزین گردید.ج لاکتوباسیلوس برویستوسط  در مراحل پایانی غالب بوده که به تدریج یو مولکول یابییج توالیبا توجه به نتا تخمیر در مراحل اولیه مزنترویدس

خوشه و  برویس لاکتوباسیلوسخوشه دوم شامل  دو جنس لوکونستوك و لاکتوباسیلوس،خوشه اول شامل که یطورهوجود سه خوشه را نشان داد، بک یلوژنتیز فینالآ
  بوده است.  لاکتوباسیلوس پلانتارومسوم شامل 

  
   هاي اسید لاکتیک، هویج، تخمیر، فیلوژنی.تنوع زیستی، باکتري: هاي کلیديواژه

  
 1مقدمه
 ينگهدار يک روش آسان برایعنوان م بهیقد يهار از زمانیتخم
 و ياهیا بهبود خواص تغذیها و يسبز ها ووهیم از فساد يریو جلوگ

 يمطلوب مورد استفاده قرار گرفته است. نگهدار یحس يهایژگیو
ش زمان یر علاوه بر افزایند تخمیله فرایوسها بهوهیها و ميسبز یسنت

ک در ید لاکتیاس يهاير باکتریتکث دارد. يارید بسیفوا ،يماندگار
 ،هاين سبزیت هضم ایش قابلیعلاوه برافزا ر شدهیتخم يهايسبز

 د وینماید میتول یکروبیمواد ضدمداده،  شیز افزایها را ننیتامیزان ویم
-Grosu(د شو ید در سراسر روده میمف یکروبیت رشد فلور میباعث تقو

tudor and Zamfir, 2011.(  
ر یل در تخمیدخ يهاسمیکروارگانیدانش موجود در خصوص م

 ییایمیوشیب يهاشیحاصل از آزما يهاها هنوز به دادهياز سبز ياریبس
 يریکارگک وابسته است. در حال حاضر بهیکلاس يولوژیزیو ف

                                                             
و استاد، گروه علوم و  رایشنادآموخته کارشناسی ارشد، ترتیب دانشبه -3و  2، 1

  دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد.صنایع غذایی، 

ها امکان درك بهتر کروبیم یینه شناسایدر زم یمولکول يهاروش
 (et al., 2008ت را فراهم آورده اس ییغذا يرهایتخم یشناسبوم

Mohania (.  
، یمیرژ يبرهایو ف یمعدن يهاها، نمکنیتامیو يهویج حاو

از  يریجلوگ يبراکه  استدها ینوئتودها و کاریسرشار از فلاوونوئ
د ید بتوان با تولیشا ).Lampe, 1999(د باشنید میها مفيماریب ياریبس
عنوان را به محصول با ارزشن یمصرف ا يریج تخمیاز هو ینوع

  .دادش یافزا ییغذا یچاشن
وب آن محس یکیر ژنتیذخا ءآغازگر هر کشور جز یبوم يهايباکتر

 یکیارگانولپت يهایژگیجاد وید و ایدر تول ياکه نقش عمده شوندیم
 فلور ییشناسا ،ن مطالعهی. هدف از انجام ادارند يریتخم يهاهفرآورد

ه رآوردفن یا یبوم يهاهیسو یمنظور معرف، بهيریج تخمیهو یکیلاکت
(صنعت) استفاده شوند و ممکن  يسطح تجارتوانند در یکه م ،بوده

 )Email: edalatian@um.ac.ir: نویسنده مسئول -(* 
DOI: 10.22067/ifstrj.v15i2.71386 

 نشریه پژوهشهاي علوم و صنایع غذایی ایران 
 323-339ص. 1398تیر -، خرداد2، شماره 15جلد 

Iranian Food Science and Technology 
Research Journal  
Vol. 15, No. 2, June. July. 2019, p. 323- 339 
 



 1398تیر  -، خرداد2، شماره15غذایی ایران، جلد نشریه پژوهشهاي علوم و صنایع   324

عد مرحله ب در ک مطرح باشند ویوتیعنوان پروبا بهاز آنه یاست برخ
 یلمولکو يهابا روش ییایمیوشیب يهاج حاصل از روشیسه نتایمقا
  .باشدیبر کشت م نیمبت
  

  هامواد و روش
  هفرآوردد یتول
د یده گریاز فروشگاه بامدادان در مشهد ته شده يریگپوستج یهو

گاه دانش ییع غذایصنالوت پلنت یپابا دستگاه خردکن موجود در  و
در  ج رنده شدهیهو یط بهداشتیدر شرا رنده شد. ،مشهد یفردوس
 يهوازیط بیجاد شرایبا ا مناسب یکیپلاست یگرم 800ظروف

سط شدن تون صورت که ظروف پس از پر یبه ا .نددیگرد يبندبسته
عدد  72تعداد  د.یل جهت خارج شدن هوا فشرده گردیدسته هاون استر

از هر ساعت درب ظروف محکم بسته شده  12پس از  .ه شدینمونه ته
شد کنار گذاشته روز اول  ياهشیانجام آزما ينمونه دو عدد برا يسر
  قرار گرفتند.گراد یدرجه سانت 27تا  25 يدر دماها ه نمونهیبقو 

  
 و  يهواز کید لاکتیاس يهايباکتر شمارش تعداد کل

  میکروآئروفیلیک
 یک بر اساس استاندارد ملید لاکتیاس يهايباکتر یشمارش کل

. رفتیمطابقت دارد انجام پذ یالمللنیب يبا استانداردها که 5484
 يهايباکتر شمارش يبرامیکروآئروفیلیک ط یجاد شرایمنظور اهب

استفاده  يهوازیجار بو A ع از گاز پک نوک یلیروفئکروآیمک یدلاکتیاس
 300تا  30 يکه دارا ییهاتین مرحله پلی). در اŞengül, 2006شد (

 د.یمحاسبه گرد CFU/gبودند، انتخاب و جهت شمارش بر حسب  یکلن
 یر نسبت به محاسبه شمارش کلیها به کمک معادله زسپس از داده

  .)1386 اورمنش و همکاران،ی( شدک استفاده ید لاکتیاس يهايکتربا

)1                                                (
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∑Cیها در دو رقت متوالی: مجموع کلن ،N1ها (ظرف ي: تعداد پتر

: d، ن رقتیها (ظرف کشت) دومي: تعداد پترN2، ن رقتیکشت) اول
  .ن رقتیب رقت در اولیضر

  
  کید لاکتیاس يهايباکتر يجداساز

 28تا  7حدود  طیبسته به شرا یاهیگ يرهاینکه تخمیبا توجه به ا
ز ین يریج تخمیر هوی) دوره تخم1392 ،يدی(سع روز زمان لازم دارند

ج یز هوا کید لاکتیاس يهايباکتر يجداساز .روز در نظر گرفته شد 32
، 4 ،(صفر یزمان يهادر تناوب یط کاملا بهداشتیتحت شرا يریتخم

  رفت.یروزانجام پذ )32و  24، 16، 8

  هاهیجدا يسازو خالص يمراحل جداساز
  يبردارنمونه

ظرف  12زا ریاز تخم پس یزمان يهاک از تناوبیدر هر 
روف ل درب ظیط استرین صورت که تحت شرایبد، دیگرد يبردارنمونه
 يولوژیزیمحلول سرم ف یسیس 90ن و یتوز نمونه از هر گرم 10 باز و
ه سین مخلوط داخل کیا )،يسازرقت يآن اضافه شد (برال به یاستر

توسط  قهیدق 5مخصوص دستگاه استومکر به مدت  لیاستر یکیپلاست
در  حاصلمحلول  د،یمگن گرده rpm 260با دور دستگاه استومکر

تقل من يبعد يهاه رقتیت تهل جهیاستر يهال به ارلنیط استریشرا
بار کی يهاشید يتر از هر رقت در پتریلیلیم 1/0 )،01-7(تا رقت دیگرد

 یط کشت اختصاصیمح يحاو متریسانت 8ل به قطر یمصرف استر
در دو ( MRS Agar یعنیک ید لاکتیاس يهايباکتر يسازاجهت جد

 يها در دماهاتیاز پل يک سرید. آمعمل به یسطح کشتتکرار) 
گر ید يو گاز پک و سر يهوازی) با استفاده از جار ب45±1و  1±30(

؛ Saeedi et al., 2015( شدند يگذارگرمخانه يط هوازیدر شرا
Tamang et al., 2005.(  

  
ط کشت یمح يها بر روهیجدا يسازو خالص يجداساز
MRS Agar 

ل شده در یتشک يهاساعت پرگنه 72تا  24پس از گذشت 
تست  وگرم  يزیآم، رنگیکیمختلف از نظر مورفولوژ يهاطیمح

که با انجام  ییها، سپس پرگنهگرفتندقرار  یکاتالاز مورد بررس
 باشند کید لاکتیاس يهايباکتر ءد جزیرسیه به نظر میاول ياهشیآزما

 کشتط ینها در محآانتخاب و از  بودند) یگرم مثبت و کاتالاز منف یعنی(
به . مدآعمل به یکشت خط شتریب يسازجهت خالص مذکور یاختصاص

ه یااز هر جدتک  يهاها خالص شده و پرگنهيب کشت باکتریترتن یا
  بدست آمد.

  
  کید لاکتیاس يهايه باکتریاول ییشناسا

 5-10ه در ی، هر سويسازفعال منظوربه اهشیش از شروع آزمایپ
 يساعت و در دما 24، به مدت MRS Brothط کشت یتر محیلیلیم

 ییمنظور شناسابه د.یگرد يگذارگراد گرمخانهیدرجه سانت 30
ن ی. اشد استفادهگرم و تست کاتالاز  يزیآمرنگ ییپیفنوت يهایژگیو

 یگرم مثبت و کاتالاز منف يهايباکتر يمنظور جداسازدو آزمون به
  .رفتیپذانجام 
  

  ش کاتالازیآزما
لام قرار  يها بر روهیک از جدایاز کشت تازه هر  یلوپ کوچک

و د یاضافه گرددرصد به آن  3ژنه یک قطره از آب اکسیو سپس  گرفت
  ).Tamang et al., 2007(د ش یل حباب بررسیواکنش کاتالاز و تشک
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 ییاسامنظور شنبه ییایمیوشیو ب یکیولوژیزیف يهاشیآزما
  خالص شده يهایکلن

 ها در سطح جنسهیجدا یپیفنوت ییشناسا
ن یدر ا: روز 7 یگراد طیدرجه سانت 45و  15 يرشد در دما

ساعت  48به مدت   MRS Brothط کشتیدر مح هاهیجدامرحله 
 MRSطیمح يحاو يهاط به لولهین محیک لوپ از ایکشت و سپس 

Broth  جاد ی. ادیگرد يگذارمورد نظر گرمخانه يمنتقل و در دماها
د باشیط مذکور میدر شرا يدهنده رشد باکترط نشانیکدورت در مح

)Ebing and Rutgers, 2006.(  
  

رشد در  یجهت بررس: نمک طعام %5/6 غلظت نمکرشد در 
و در   MRS Brothط کشتیرا در مح هاهیجداغلظت مورد نظر نمک، 

و سپس  يگذارساعت گرمخانه 48گراد به مدت یدرجه سانت 37 يدما
با غلظت مورد  MRS Broth يحاو يهاط به لولهین محیک لوپ از ای

گراد  یدرجه سانت 37 يروز در دما 7نظر نمک طعام منتقل و به مدت 
 يدهنده رشد باکترط نشانیجاد کدورت در محی. اشد يگذارگرمخانه

  ).Ebing and Rutgers, 2006(باشد یط مذکور میدر شرا
  

 pHو رشد با روش مذکور در د:pH= 6/9وpH = 4/4رشد در 
ک و سود یدرید کلریاز اس pHم یمنظور تنظ. بهقرار گرفت یمورد بررس

ط پس از یمح pHم یک نرمال استفاده شد. قابل ذکر است که تنظی
  ).Duan et al., 2008 ( رفتیپذاتوکلاو کردن آن صورت 

  
 ن آزمونیانجام ا يبرا از گلوکز: 2COد گاز یتول ییتوانا یبررس

از  µl50دورهام وارونه استفاده شد.  يهابراث و لوله MRSز ا
ط کشت آزمون منتقل شد. بعد یتر محیلیلیم 8ساعته به  24 يهاکشت

دورهام  يهاافته در لولهیروز گاز تجمع 5 يبرا يگذاراز گرمخانه
 Nikita and(د د گاز از گلوکز در نظر گرفته شیعنوان شاهد تولهب

Hemangi, 2012.( يرشد در دما مشابه يهاهیجدا يبندجهت گروه 
 5/6روز)، رشد در غلظت  5تا  3به مدت ( گرادیدرجه سانت 45و 10

 MRSط کشت یدر مح 6/9و  4/4 يهاpHدرصد نمک طعام و رشد در 
Broth 2د گاز یا عدم تولید یتولوCO یمورد بررسلوله دورهام  توسط 

  ).Tamang et al., 2005(ت قرار گرف
  

 هاتخمیر کربوهیدرات
 Phenol Redهاي حاوي محیط کشت براي این منظور لوله

Broth Base  ،حاوي یک درصد قند مورد نظر (گلوکز، فروکتوز
گالاکتوز، مانیتول، سوربیتول، ملیبیوز، مالتوز، ساکارز، لاکتوز و رافینوز) 

 5/0درصد قند تهیه و  10تهیه گردید. بدین صورت که ابتدا محلول 
                                                             

1 Activation 

به  45/0دي مورد نظر با عبور از فیلتر سرنگی لیتر از محلول قنمیلی
لیتر محیط کشت پایه افزوده شد. رنگ محیط میلی 5/4ي لوله حاو

ساعت از شروع  72ظاهر شدن رنگ زرد پس از  کشت قرمز بود،
 ,.Fitzsimons et al(د دهنده تخمیر قند بوگذاري نشانگرمخانه

1999.(  
  

  یمولکول يهابا استفاده از روش ییشناسا
  هاهیجدا DNAاستخراج 

ر یخمو ت ییایمیوشیب يهاشیه مختلف که بر اساس آزمایجدا 49از 
بر اساس مشابهت در  هیجدا27، شدند يبندو گروه ییشناسا قند،

  دند.یدانتخاب گر یمولکول ییشناسا يبرا ییایمیوشیات بیخصوص
 High Pureت استخراج یها از کهیجداDNA جهت استخراج 

PCR Template Preparation Kit )Roche شد، آلمان) استفاده. 
ها هیداک از جیه در شروع کار، هر یه هر جدایون اولیه سوسپانسیته يبرا
ساعت  24ح و پس از یتلق  MRS Brothط کشت یتر محیلیلیم 5به 

ن یا از تریکرولیم 500گراد، از یدرجه سانت 30در  يگذارگرمخانه
. همه مراحل قرار گرفتاستفاده  مورد ادامه کار يون برایسوسپانس

 محلول هیهر جدا يان برایت. در پارفیت انجام پذیمطابق دستورالعمل ک
انجام  يدست آمد، که براهه بیجدا DNA يحاو يتریکرولیم 200

  شد. يگراد نگهداریدرجه سانت -20زر یمراحل بعد در فر
  

  16S rRNAه ژن یر ناحیو تکث PCRت ایانجام عمل
شامل آن  يتر حجم داشت که اجزایکرولیم 50هر مخلوط واکنش 

 رو وشیمر پیپرا تر،یکرولیم 2الگو   DNA،تریکرولیم 25کس یمستر م
 ي. براتر بودیکرولیم 21و آب مقطر تر یکرولیمک یمعکوس هر کدام 

آنها استخراج DNA که  ییهاهیر جداد 16S rRNAژن  ین توالییتع
 F27 روشیورسال پیونی يمرهایشده بود از پرا

)AGAGTTTGATYMTGGCTCAG ( و معکوس R1492 
)GGTTACCTTGTTACGACTT (که  يطورد. بهیاستفاده گرد

 (et al., 2009ت جفت باز طول داش 1500مده آدست همحصول ب
Taheri(.  
مورد استفاده طبق دستور العمل شرکت سازنده (فرمنتاز)  يمرهایپرا

تر یکرولیکومول بر میپ 25 تا رقتل یر استریبا آب مقطر دو بار تقط
، يدی(سع شدند يگراد نگهداریدرجه سانت -20 يو در دما قیرق

1392.(  
 200 يهاوبیکروتیه در میپس از تهPCR واکنش  یمخلوط اصل

صورت مرحله اول به PCRخته شد و واکنش یر يتریکرولیم
قه)، مرحله دوم یدق 5ه مدت ب C°95ه (یون اولیا دناتوراسی 1يسازفعال

مرحله  ه)،یثان30به مدت  C94° 2يسازا واسرشتهیون ی(مرحله دناتوراس

2 Denaturation 
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ه، مرحله چهارم یثان 30مدت هب C5/56°ي ) دما3سوم (مرحله اتصال
) 5ییمرحله پنجم (توسعه نهاقه و یدق 2مدت ه ب Co72 ي) دما4(توسعه

  et alTaheri ;2009,.(ت رفیانجام پذقه یدق 10به مدت  Co72 يدما
Platero et al., 2009.(  

 
  PCRلکتروفورز محصول ا

در بافر (W/V) درصد5/1ژل آگارز  يرو PCRمحصولات  یبررس
TBE.1X تر از محصول یکرولیم 5/2ن منظور یا يصورت گرفت. برا

ها به چاهک 6تر لدریکرولیم 5ن یکون) و همچنی(آمپل PCRواکنش 
 PCR( محصول واکنش  یعنوان کنترل منفک چاهک بهیافت. یانتقال 
قه با ولتاژ یدق 40) در نظر گرفته شد. الکتروفورز به مدت DNAفاقد 

رفت. سپس ژل آگارز در دستگاه ژل داك قرار گرفت یولت انجام پذ 90
  ).Alegría et al., 2009(د ش یبررس bp 1500ل باند یو تشک
  

  PCRص محصولات یتخل
ص آنها یاز به تخلین PCRمحصولات  ین توالییمنظور تعبه

  ها توسط شرکت ماکروژن کره انجام گرفت.ص نمونهیتخل .باشدیم
  

  هاتعیین توالی جدایه
  .نددیبه شرکت ماکروژن کره ارسال گرد ین توالییجهت تع هاهیجدا
  

  درخت فیلوژنتیکیرسم 
طرفه با کمک کی( یابییها جهت توالPCRابتدا محصولات 

ارسال  یکره جنوب Macrogenکننده ) به شرکت سکانس27Fمر یپرا

د یاس يزوله باکتریا 27 يبرا یابییج توالیافت نتاید. پس از دریگرد
که درصد  ییهاهیشد و سو NCBI ،Blastج، ابتدا در یک، نتایلاکت

 د. دریگرد ییعنوان همانگونه شناسابود، به %97 يمشابهت آنها بالا
تر از نییاول، درصد مشابهت پا Blastها که در هیضمن آن دسته از سو

مجدد به شرکت مربوطه  یابییتوال ها جهتهی، آن سوداشتند 97%
مرحله ر د .شدافت و ثبت یمجدد آنها در یابییج توالید و نتایارسال گرد

آنها) در  txtل یها (فاک، ابتدا سکانسیلوزنتیرسم درخت ف يبعد برا
 ی، کپFasta، به فرمت Clustal Omegaبه نام  يافزارداخل نرم

افزار به حالت ن نرمیک در داخل ایلوژنتی، سپس درخت فدیگرد
Cladogram ل ی. در مرحله بعد فاشد، رسمMultiple Alignment 

افزار رمل با نین فایسپس ا ،رهیوتر ذخیکامپ يرو )ییچندتا یفیرد(هم
Clustal X افزار ن نرمیک را با ایلوژنتیباز و درخت ف)Boot strap ،

افزار ک رسم شده با نرمیلوژنتیت درخت فی. در نهادیگردرسم  1000)
Fig Tree Version 4شدش یرای، باز و و.  

  
  ج و بحثینتا
  ییایمیوشیو ب یکیولوژیزیف يش هایج آزماینتا

ز یها و نهیجدا يمورفولوژ یگرم و بررس يزیآمپس از انجام رنگ
 يریج تخمیر هویه از مراحل مختلف تخمیجدا 144انجام تست کاتالاز، 

و شکل  یکیمورفولوژ يهایژگیبوده و و یکه گرم مثبت و کاتالاز منف
داشت جدا  یک همخوانید لاکتیاس يهايآنها با باکتر يهایکلن
ه یجدا 48 ،هایکلن يمورفولوژ يهایژگین آنها بر اساس ویاز ب دند.یگرد

 شدند ییدر حد جنس شناسا ییایمیوشیات بیانتخاب و بر اساس خصوص
   ).1(جدول 

  
  )et al., 2010 Patil ،Saeedi et al., 2015 :(بر اساس منبع يریج تخمیهو يهاهیجدا ییایمیوشیو ب یکیولوژیزیف يهاشیج آزماینتا -1جدول

 یفراوان درصد  شماره گروه
  حضور

رشد در 
pH=9.6 

رشد در 
pH=4.4 

رشد در 
 نمک 5/6%

 رشد در
  Cͦ 10 يدما

 يرشد در دما
Cͦ 45 

د یتول
  گاز

  یجنس احتمال

1  
2  
3  
4  
5  

08/4  
69/34  
74/36  
41/20  
08/4  

-  
±  
+  
-  
+  

+  
+  
-  
±  
+  

+  
±  
-  
± 
+  

-  
+  
+  
+  
+  

-  
-  
±  
-  
+  

-  
-  
+  
+  
-  

  وکوکوسیپد
 لوسیلاکتوباس

  موفرمانتاتیووه
  اتیوهتروفرمانت لوسیلاکتوباس

  لوکونوستوك
  انتروکوکوس

  
و  یگرم مثبت، کاتالاز منف يهایکوکس ،کیگروه  بر این اساس

 = 6/9و  C°10ي که در دما ندتتراد بود یسلول شیراآبا  ویموفرمنتاتوه
pHلذابودند کدرصد نم 5/6 حضور ، اما قادر به رشد درندرشد نکرد ، 

 ياهلیباس مهستند.گروه دو وکوکوسیاحتمالا متعلق به جنس پد
                                                             

3Annealing 
4 Extension 

به رشد  قادر =4/4pHو C°10ي بودند که در دما يویموفرمنتاتوه
در نظر  ویموفرمنتاتوه يهالوسین لاکتوباساعنوگروه به نی، اهدنبو

ند که در بود يویهتروفرمنتات يهالیگروه سوم شامل باس گرفته شدند.
عنوان گروه به نیرشد کردند، ا یخوببه =pH 6/9و C°10ي دما

5 Final Extension 
6 Ladder 
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 رمدر گروه چها در نظر گرفته شدند. ویهتروفرمنتات يهالوسیلاکتوباس
ي دما قرار داشتند که در يویو هتروفرمنتات یکاتالاز منفیی هایکوکس

C°10 6/9ر ، اما دهقادر به رشد بود=pH گروه  نیرشد نکردند، ا
رم گ يهایسکوکلوکونوستوك در نظر گرفته شدند.جنس  عنوانبه

 و به Co45ي قادر به رشد در دما ویموفرمنتاتوه ،یمثبت، کاتالاز منف
 کردندرشد  زنی =pH 6/9و  =4/4pHر درصد نمک، که د 5/6 غلظت

 ,Axelsson(د گرفتن يجا کوسنتروکواعنوان جنس در گروه پنج به
 et al., 2010؛ Schleifer, 2009؛ Tamang et al., 2005؛ 2004
Patil.(  
  

 هاي مختلفنتایج آزمایش تخمیر کربو هیدرات
هاي هاي اسید لاکتیک که صرفا بر پایه آزمایششناسایی باکتري

بیوشیمیایی استوار باشد ممکن است باعث تشخیص اشتباه گردد. زیرا 
 et al., 2004(د ها مشترك هستنها در بسیاري از ویژگیاین باکتري

Giraffa.( ندي بها صرفا براي گروهنتایج حاصل از تخمیر کربوهیدرات
ها استفاده شد تا بر اساس این نتایج از هر گروه چند جدایه جهت جدایه

شناسایی دقیق با روش مولکولی انتخاب شوند. نتایج حاصل از تخمیر 
فروکتوز، گالاکتوز مانیتول، سوربیتول، ملیبیوز، مالتوز، ده قند گلوکز، 

، آمده 2هاي هویج تخمیري در جدول ساکارز، لاکتوز و رافینوز جدایه
 Bergey’s manual of systematicبر اساس جلد سوم کتاب  است.

bacteriology هاي فیزیولوژیکی و آزمایش حاصل از نتایج زیو ن
ها مشخص ، جنس و گونه باکتريمختلف بیوشیمیایی و تخمیر قندهاي

ایزوله مورد آزمون،  47از میان  گردد.، ملاحظه می2در جدول  و
مورد)،  10مورد)، لویکونوستوك ( 2هاي پدیوکوکوس (جنس

خود اختصاص مورد) را به 2مورد) و انتروکوکوس ( 33لاکتوباسیلوس (
و  Lactobacillus kimchiهاي دادند.که در این میان، گونه

Lactobacillus parakefiri ن یترکیاز نزدخورند. نیز به چشم می
 et Saeedi ( 7ی، سالاد زمستانيریج تخمیمحصولات به محصول هو

al., 2015 ( جات، یسبز يریتخم ياک محصول کرهی، یمچیو ک
خمیر ت طوریکه فلور لاکتیکی عمده شناسایی شده درهبباشند یم

ویسلا، لویکونوستوك، لاکتوباسیلوس و هاي کیمچی متعلق به جنس
 ,.Choi et al(د باشنبه میزان کمتر پدیوکوکوس و انتروکوکوس می

ن یشتریشود بیهمانطور که ملاحظه م ). Lee et al., 2002 ؛ 2002
 يهان جنس، گونهیا داخللوس و در یمربوط به جنس لاکتوباس یفراوان

ه شوند که با توجه بمیبه تعداد بیشتري دیده س یپلانتاروم و برو

قی به باشد، امري منطهایی مانند پلانتاروم که گیاهی میخاستگاه گونه
  رسد.نظر می

مشاهده می گردد، تعداد و فراوانی  3ه مانطور که در جدول شماره
هاي اسید لاکتیک شناسایی شده بر اساس هاي باکتريجنس و گونه

تخمیر هویج آورده شده تخمیر قند، به تفکیک مراحل مختلف  روش
هاي شناسایی شده، جنس لاکتوباسیلوس بیشترین است. در بین جنس

ها، گونه خود اختصاص داده است و در بین گونهاي را بهتنوع گونه
باشد. در مورد) را دارا می 9بیشترین فراوانی ( لاکتوباسیلوس پلانتاروم

ایزوله با این  48د ایزوله، آزمون با روش تخمیر قند تعدا 49مجموع از 
  ) شناسایی نگردید.161روش شناسایی شده و یک ایزوله (ایزوله شماره 

  
هاي اسید لاکتیک در کل اثر زمان تخمیر بر رشد باکتري

  یند تخمیرآزمان فر
ر هاي اسید لاکتیک بنتایج حاصل از اثر زمان تخمیر بر رشد باکتري

، آمده 1ل روز زمان تخمیر در شک 32در طی  Log CFU/gحسب 
  . است

یک هاي اسید لاکتنتایج حاصل از اثر زمان تخمیر بر رشد باکتري
ز هاي اسید لاکتیک ایند تخمیر نشان داد که رشد باکتريآدر کل فر

) افزایش و از روز شانزدهم تا بیست >01/0pروز اول تا روز شانزدهم (
روز بیست و چهارم تا سی و دوم اختلاف  و چهارم کاهش یافته بود. از

داري در رشد آنها مشاهده نشد. نتایج حاصل از تغییرات اسیدیته و معنی
pH نشان داده شده است2ل در طی زمان تخمیر در شک ،.  

طور پیوسته تا روز شانزدهم هاي اسید لاکتیک بهرشد باکتري
رد این موضوع افزایش و از روز شانزدهم به بعد روند کاهشی پیدا ک

ممکن است به این دلیل باشد که تا روز شانزدهم به دلیل کافی بودن 
 ها فعالیت نموده وناسب براي رشد، میکروارگانیسمم pHمواد مغذي و 

ت ه تخمیري کاهش یافته اسفرآورد pHنتیجه اسیدیته افزایش و  در
)05/0<P(  شکل)اما بعد از روز شانزدهم با کم 1392(سعیدي،  )1 .(

ه تخمیري رقابت بین فرآورد pHشدن مواد مغذي و نامناسب شدن 
د هاي اسیها افزایش یافته و از سرعت رشد باکتريمیکروارگانیسم

  شود.لاکتیک کاسته می
  

  هاي بر گزیده با روش مولکولیشناسایی جدایه
بر خصوصیات مورفولوژیکی  ایزوله با تکیه 144پس از جداسازي 

جدایه بر  47ها، تعداد هاي کشت اختصاصی لاکتوباسیلوساز محیط
  هاي تخمیر قند شناسایی شدند.اساس آزمون

  
  

                                                             
7 Winter Salad 
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 Bergey’s manual of systematic(بر اساس منبع جلد سوم کتاب  هاجدایهها توسط کربوهیدراتنتایج حاصل از پروفایل تخمیر  -2ل جدو
bacteriology (  

d شکوك به تخمیر قند، مND  ،تخمیر نشده  -آزمون انجام نگرفته+ تخمیر شده  

ترین جنس و گونه براساس نزدیک
ارز  یبرگ

ساک
ول  

ربیت
سو

 

نوز
رافی

یوز 
ملیب

ول 
انیت

م
  

توز
مال

توز  
لاک

کز 
گلو

توز 
لاک

گا
توز 

روک
ف

 

 نوع قند         
 شماره 

Pediococcus pentosaceus + + - + + + + + + + 2 
Leuconostoc mesenteroides + - + + d + - + + + 3 
Lactobacillus coryniformis + + + - + + ND + + + 4 
Lactobacillus paraplantarum (3) + + - + + + + + + + 56،66،5 
Leuconostoc mesenteroides + - - + d + d ND d + 6 
Leuconostoc mesenteroides + - + + d + - + + + 9 
Leuconostoc lactis + - - + d + d + d + 14 
Lactobacillus brevis + - + + - d - + + + 16  
Lactobacillus brevis + - - + - + d + - + 18  
Lactobacillus brevis - - + d - + - + - + 20 
Lactobacillus plantarum  9  ( ) + + + + + + + + + + ،39 ،50 ،52 ،

63 ،64 ،
27،70،139،137  

Lactobacillus ferintoshensis + - - - ND + - d - + 32  
Pediococcus damnosus - - - - d - d + + + 35  

Lactobacillus brevis + - - d - + - + + + 42  
Lactobacillus kimchi - - - - - - + - + - 44  

Leuconostoc mesenteroides + - - - - - + + + + 48 
Lactobacillus paracasei - + - - + ND + + + + 53 

Leuconostoc mesenteroides + - - - - - + + + + 60 
Lactobacillus galinarum + + + + + + - + + + 61 

Lactobacillus brevis - - - - - + ND d d + 68 
Leuconostoc lactis + d + + d + + + + + 101 

Lactobacillus acidipiscis + d - - - - - + + d 105 
Lactobacillus kimchi + - - + - d + + + + 106 

Lactobacillus casei + + - + + + + + + + 107 
Lactobacillus acidifarinae - - - d - + - + - + 112 

Lactobacillus kimchi + - - d - + - + + + 113 
Enterococcus faeccium -- - - - - - - + + + 114 

Lactobacillus acidifarinae + - - - d + - d d + 116 
Lactobacillus amylovorus - - - - d - d + - - 123 
Lactobacillus amylovorus + ND - - ND - d + ND ND 125 

Lactobacillus coryniformis - - - - + + - - + + 127 
Leuconostoc 

pseudomesenteroides + + - + - + - + - + 129 

Leuconostoc mesenteroides + - d + - + - + + ND 142 
Lactobacillus parakefiri - - - - - + ND + + + 145 
Enterococcus faeccium + - + + + + + + + + 150 

Leuconostoc lactis + + + + + + + + + + 151 
Lactobacillus parakefiri - - ND - - + d + + + 160 

- - - - - - + - + + + 161 
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تفکیک جنس و گونه و در مراحل  به هاها توسط جدایهپروفایل تخمیر کربوهیدرات هاي اسیدلاکتیک حاصل ازتعداد باکتري -3جدول 
  مختلف تخمیر هویج تخمیري

  مراحل تخمیر                                 
  جنس و گونه              

  جمع  32روز   24روز   16روز   8روز   4روز   صفر روز

 
Leuconostoc  

  

mesenteroides 2  1  1    1  1  6  
pseudomesenteroides    1          1  

lactis  2    1        3  
Pediococcus  

  
pentosaceus    1          1  

Damnosus          1    1  
  
  
  
  
  
  

Lactobacillus  
  
  

coryniformis      1    1    2  
Paraplantarum      1    1  1  3  

brevis  3  1        1  5  
plantarum     1  3  1  1  3  9  

ferintoshensis        1      1  
kimchi    1  1      1  3  

Paracasei      1        1  
galinarum            1  1  
acidipiscis          1    1  

casei    1          1  
acidifarinae            2  2  
amylovorus      1    1    2  

parakefiri          1  1  2  
Enterococcus  faeccium    1    1      2  

  47              هاجمع کل ایزوله
  

  
  ر.یند تخمیک در کل زمان فراید لاکتیاس يهاير بر رشد باکتریاثر زمان تخم -1شکل
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  و اسیدیته هویج تخمیري در طی زمان نگهداري pHتغییرات کلی  -2شکل 

  
یک مبناي دقیق براي آنالیز  16S rRNAتوالی نوکلئوتیدي 

ها از جدایه DNAکند. پس از استخراج فیلوژنتیک و شناسایی فراهم می
دستگاه نانودراپ و الکتروفورز ها توسط کیفیت و کمیت مطلوب آن

 هاي، جدایه با توجه به شناسایی بر اساس آزمون26تعیین شد و سپس 
  فیزیکوشیمیایی و تخمیر قند و همچنین کیفیت و کمیت مطلوب

DNA  استخراجی انتخاب و عملیاتPCR  ،بر روي آنها انجام پذیرفت
د ش دست آمده روي ژل آگارز بردهههاي بدر نهایت آمپلیکون

)Kermanshahi and Peymanfar, 2012.(  
گردد باندهاي حاصل از ژل ، مشاهده می3همانطور که در شکل 

هاي منتخب داراي باندهاي مناسب براي جدایه PCRالکتروفورز 
  دیابی به شرکت ماکروژن کره ارسال گردییابی بود که جهت توالیتوالی

  

شرکت هاي منتخب توسط یابی جدایهنتایج توالی
  کنندهسکانس

لاکتوباسیلوس هاي ، جدایه4ل با توجه به نتایج آنالیز مولکولی در جدو
 مزنترویدس لوکونوستوك، مورد)  8(س لاکتوباسیلوس بروی مورد)، 9( پلانتاروم

 یک مورد)( لاکتوباسیلوس پار کازي، (یک مورد)لاکتوباسیلوس کازئی مورد)،  4(
(یک مورد)، و دو مورد هم تا سطح جنس شناسایی لاکتوباسیلوس پانتریس و 

جدایه شناسایی  26از مجموع شدند که متعلق به جنس لاکتوباسیلوس بودند، 
ر اساس ها بخود اختصاص دادند. از نظر تفکیک ایزولهشده به روش مولکولی را به

دست آمد: روز صفر، از سه ایزوله هصورت ذیل بروز تخمیر، نتایج مولکولی به
تخمیر،  4مورد)؛ روز  1 لاکتوباسیلوس پلانتاروم،  2 لویکونوستوك مزنترویدس(

، 2 لاکتوباسیلوس پلانتاروم، 1 لویکونوستوك مزنترویدساز پنج ایزوله (
لاکتوباسیلوس ( تخمیر، از پنج ایزوله 8مورد)؛ روز  2 لاکتوباسیلوس برویس

لویکونوستوك و  1سیلوس ، جنس لاکتوبا1 لاکتوباسیلوس پاراکازئی، 2 پلانتاروم
 2 لاکتوباسیلوس پلانتاروم)؛ روز شانزدهم تخمیر، از دو ایزوله ( 1 مزنترویدس

، 2لاکتوباسیلوس پلانتاروممورد)، روز بیست و چهارم، از شش ایزوله (



 331   ... مولکولی و بیوشیمیایی هايروش از استفاده با تخمیري هویج لاکتیکی فلور شناسایی

 1 لاکتوباسیلوس کازئیو  1 لاکتوباسیلوس پنتریس، 2 لاکتوباسیلوس برویس
و جنس  4 لاکتوباسیلوس برویسایزوله (مورد) و روز سی و دوم از پنج 

  .مورد) . 1لاکتوباسیلوس 

  
  

3: Leuconostoc mesenteroides, 4:  Lactobacillus plantarum, 39: Lactobacillus plantarum, 50: Lactobacillus plantarum, 44: 
Lactobacillus paracasei, 68: Lactobacillus brevis, 101: Leuconostoc mesenteroides, 106: Lactobacillus brevis, 139: Lactobacillus 

casei, 145: Lactobacillus brevis, 149: Lactobacillus plantarum, 150: Lactobacillus plantarum, 160: Lactobacillus brevis and 
Negative Control (NC). 

  .K3bp+ 100، 1: کنترل منفی، نشانگرS rRNA16 ،NCر ژن یحاصل از تکث bp 1500يباندها -3 لشک
 

و  یمولکول با استفاده از روش يدوره نگهدار یدر ط  يریج تخمیهو يهاک جدا شده از نمونهید لاکتیاس يهايباکتر ییشناسا جینتا-4ل جدو
  مقایسه آن با نتایج حاصل از تخمیر قند

شناسایی با روش  2شماره دسترسی
 تخمیر قند

ترین سویه در نزدیک
 NCBIپایگاه داده 

  شباهت
(%) 

روز 
 گیرينمونه

ی یابنتیجه توالی
 مجدد

  ردیف کد جدایه

EU419608.1  
 

Leuconostoc 
mesenteroides 

Leuconostoc 
mesenteroides 

strain KLDS 5.0606 
 

98 
 

 G6  صفر
 

1 

KM922563.1 
 

Leuconostoc 
mesenteroides 

 

Leuconostoc 
mesenteroides 

strain SCWL 05 
 

 G9  صفر 98
 

2 

KJ801851.1 
 

Leuconostoc 
lactis 

 

Lactobacillus sp. 
sy4 
 

 %99 صفر 95
Lactobacillus 

plantarum 
strain KLDS 

1.0728 

G14 
 

3 

KF697659.1 
 

Leuconostoc 
mesenteroides 

Leuconostoc 
mesenteroides 
strain MFL24 

 

97 4  G3 4 

KM497500.1 
 

Pediococus 
damnosus 

Lactobacillus 
plantarum strain 

KLAB1 
 

96 4 98% 
Lactobacillus 

sp. sy4 

G35 
 

5 

KJ801851.1 
 

Lactobacillus 
plantarum 

Lactobacillus sp. 
sy4 

97 4 97% 
Lactobacillus 

G39 
 

6 

                                                             
1 Ladder 
2 Accession Number 

1500bp 
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 plantarum 
strain LCN 56 

JX966418.1 
 

Lactobacillus 
brevis 

Lactobacillus 
brevis strain NSe1 

 

99 4  G42 7 

KF246513.1 
 

Leuconostoc.p
seudomesenter

oides 

Lactobacillus 
brevis strain p-18 

 

98 4  G129 
 

8 

KM495889.1 
 

Lactobacillus 
coryniformis 

Lactobacillus 
plantarum strain 

gp86 
 

98 8  G4 9 

HM151330.1 
 

Lactobacillus 
kimchi 

Uncultured 
Lactobacillus sp. 

 

99 8 96% 
Lactobacillus 

paracasei 
strain IIA 

G44 
 

10 

KT025848.1 
 

Lactobacillus 
plantarum 

Lactobacillus 
plantarum strain 

KF 
 

92 8 92% 
Lactobacillus 

plantarum 
strain KF 

G50 11 

KJ801851.1 
 

Pediococcus 
pentosaceus 

Lactobacillus sp. 
sy4 
 

95 8 96% 
Lactobacillus 

sp. sy4 

G52 
 

12 

KF697619.1 
 

Leuconostoc 
lactis 

Leuconostoc 
mesenteroides 
strain MPL24 

99 8  G101 13 

KR055061.1 
 

Lactobacillus 
ferinfoshensis 

Lactobacillus 
plantarum strain 

CSCWL 6-14 

93 16 94% 
Lactobacillus 

plantarum 
strain LY21 

G32 14 

EU600920.1 
 

Lactobacillus 
gallinarum 

Lactobacillus sp. 
KLDS 1.0717 

 

99 16 96% 
Lactobacillus 

plantarum 
strain LP1-4 

G150 15 

KM495883.1 
 

Lactobacillus 
paraplantaru

m 

Lactobacillus 
plantarum strain 

gp57 
 

98 24  G56 
 

16 

AB932522.1 
 

Leuconostoc 
mesenteroides 

Lactobacillus 
pantheris 

 

99 24  G60 
 

17 

KP889229.1 
 

Lactobacillus 
coryniformis 

Lactobacillus 
brevis strain FJ004 

 

97 24  G127 
 

18 

KC568563.1 
 

Lactobacillus 
plantarum 

Lactobacillus casei 
strain MRTL3 

 

89 24 92% 
Lactobacillus 
casei strain a4 

G139 
 

19 

HM162416.1 
 

Lactobacillus 
parakefiri 

Lactobacillus 
brevis strain 

CGMCC_1.2028 
 

97 24  G145 20 

KC148528.1 
 

Lactobacillus 
plantarum 

Lactobacillus sp. 
CPP1 

 

94 24 96% 
Lactobacillus 

plantarum 
strain CMGB-

L1 

G149 21 

KM269721.1 
 

Lactobacillus 
gallinarum 

Lactobacillus sp. 
L729(LBF2) C04 

 

99 32 97% 
Lactobacillus 
sp. SMG131 

G61 
 

22 
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FJ227314.1 
 

Lactobacillus 
brevis 

Lactobacillus 
brevis strain bh3 

 

98 32  G68 
 

23 

KM495917.1 
 

Lactobacillus 
kimchi 

Lactobacillus 
brevis strain gp66 

 

95 32 98% 
Lactobacillus 
brevis strain 

gp42 

G106 
 

24 

FJ227314.1 
 

Lactobacillus 
acidifarinae 

Lactobacillus 
brevis strain bh3 

 

98 32  G116 
 

25 

AB548886.1 
 

Lactobacillus 
parakefiri 

Lactobacillus 
brevis 

 

99 32  G160 26 

  
احل مرهاي فلور لاکتیکی در تغییرات و تنوع جنس و گونه

  هویج تخمیري ریتخم
 ییه نهافرآوردمتنوع هستند و  یاهیگ يرهاینکه تخمیبا وجود ا

 د، امادهنیر را انجام میدارد که تخم ییهاسمیکروارگانیبه م یبستگ

بتدا در ا یعیطب یاهیر گیک تخمیکه در توان گفت یم یطور کلبه
وها غالب یو در ادامه هوموفرمنتات و حضور دارندیهتروفرمنتات يهاهیسو

است  یاهیر گیتخم يهاهفرآوردا ساورکراوت از یخواهند شد. کلم ترش 
 ر آن انجام شده است. یدر در مورد مراحل تخم يادیکه مطالعات ز

  

  
  ریمراحل مختلف تخم یک (بر حسب درصد) طید لاکتیاس يهايمختلف باکتر يهارات جنسییتغ -4 شکل

  

تحقیقات نشان داده است که قندهاي اصلی در کلم، گلوکز، 
خمیر طی هفته اول ت فروکتوز و به مقدار کمتر ساکارز هستند. این قندها

هاي هتروفرمنتاتیو به اسید لاکتیک، اسید توسط میکروارگانیسم
اکسید کربن، که براي ایجاد شرایط استیک، مانیتول، اتانول و دي

). در این Bamforth, 2005(د شونهوازي لازم است تبدیل میبی
در روزهاي اول(زمان صفر) تا  لوکونوستوكهاي باکتريپژوهش، ابتدا 

هشتم حضور فعال داشتند، ولی از روز هشتم به بعد مشاهده نشدند. 
عدم حضور جنس لویکونوستوك در روزهاي بعدي تخمیر، ممکن است 

. زیراکه )2(شکل ، در روزهاي ذکر شده باشد pHبه دلیل کاهش 
را ترجیح  5/6حدود  pHو هاي این جنس غیراسید دوست بوده گونه
از روز اول  لاکتوباسیلوس پلانتاروم) . Schleifer 2009(د دهنمی

مشاهده شد و تا روز بیست و چهارم حضور داشت ولی در روز شانزدهم 
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د، از روز چهارم مشاهده گردی لاکتوباسیلوس برویسباکتري غالب بود .
  ولی در روز سی و دوم باکتري غالب بود. 

هاي اسید دست آمده در این پژوهش باکتريهایج ببر اساس نت
لاکتیک از جنس لاکتو باسیلوس و لوکونوستوك قبل از شروع تخمیر 

یر هاي هتروفرمنتاتیو نظدر فرآورده حضور داشتند. در این میان باکتري
لوکونوستوك غالب بوده و با تولید اسید لاکتیک، اسید استیک و 

اند. در مراحل بعدي تخمیر و به ر بودهاکسید کربن آغازکننده تخمیدي
دند. هاي هتروفرمنتاتیو شهاي هوموفرمنتاتیو جایگزین سویهمرور سویه

که باکتري  لاکتوباسیلوس برویساما در مراحل پایانی تخمیر، 
باشد به خاطر افزایش اسیدیته و مقاومت بهتر هتروفرمنتاتیو اجباري می

ل روز سی و دوم گونه غالب را تشکیآن به شرایط اسیدي این باکتري در 
در روز شانزدهم مشاهده  پانتریسو  لاکتو.باسیلوس کازئیداد. می

گر در روز هشتم مشاهده گردید و دی لاکتوباسیلوس پاراکازئیگردیدند و 
  ).4(شکل  اثري از آنها نبود

  

  درخت فیلوژنتیکی
ز ادست آمده ههاي ب)، موقعیت فیلوژنتیکی جدایه5درخت (شکل 

طور کلی درخت رسم به دهد.هویج تخمیري را نسبت به هم نشان می
هاي ، شامل سه زیرخوشه (ایزوله1شده شامل سه خوشه، خوشه شماره 

G42, G44, G139,G101, G3,G6,G9,G60 2) خوشه شماره ،
 G50, G32,G56,G149,G39هاي (شامل ایزوله سه زیرخوشه شامل

,G150 ,G5 ,G14 ,G61 ,G52شامل 3نهایت خوشه شماره  ) و در ،
 ,G106 ,G127 ,G160 ,G68 ,G129هاي (شامل ایزوله دو زیرخوشه

G145, G116دهد که خوشه اول شامل سه ، نشان می6 ) بود. شکل
 (گونه مزنترویدس) و لاکتوباسیلوسك زیرخوشه و دوجنس لوکونوستو

ه ونگهاي پانتریس، کازئی و پاراکازئی) بود. خوشه دوم شامل (گونه
Lactobacillus brevis گونه شامل نیز خوشه سوم نهایت و در 

Lactobacillus plantarum بود.  

  

 ییشناسا ییایباکتر يهامتعلق به گونه 16SrRNAژن  يهایسه توالیم شده براساس مقای)ترسياشهی(نمودار ر یکیلوژنتیدرخت ف -5 شکل
  يریج تخمیشده از هو
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شده از  ییشناسا ییایباکتر يهاتعلق به گونهم 16S rRNAن ژ يهایسه توالیم شده بر اساس مقای(نمودار قائم) ترس یکیلوژنتیدرخت ف -6 شکل

  يریج تخمیهو
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  يریگجهینت
نتایج حاصل از روش بیوشیمیایی و تخمیر کربوهیدرات در مقایسه 

مورد تا مرحله  9سویه جدا شده،  26با روش مولکولی نشان داد که از 
مورد، سه مورد متعلق  9جنس و گونه یکسان شناسایی شدندکه از این 

مورد متعلق به جنس لاکتوباسیلوس است.  6به جنس لویکونوستوك و 
ن دو روش مشخص کرد که در مورد یج حاصل از ایتاسه نین مقایهمچن

نه شدند و گو ییکسان شناسایزوله، تا مرحله جنس یا 26زوله از یا 11
ن یز در ایزوله، جنس آنها نیا 6ت یشد. اما در نها ییآنها متفاوت شناسا

ت که قت اسین حقین ایج مبین نتایشد. ا ییدو روش متفاوت شناسا
اعتماد و  قابل یلیر قند خیو تخم ییایمیوشیب يهاج حاصل از روشینتا

ده یسنج ید صحت و سقم آنها با روش مولکولیموثق نبوده و حتماً با
  شود.

زوله شده از محصول یاشده  ین توالییگونه تع 26ن یاز بن یهمچن
لوکونستوك ، همچون يارزشمند يهاهیسو ،يریج تخمیهو

و  سیلوس برویلاکتوباس و لوس پلانتارومیلاکتوباس دس،یمزنترو
لوس یلاکتوباس، یمچیلوس کیلاکتوباسمانند  ينادرتر يهاهیسو

وش شدند که البته با ر ییر شناسایتخم یانیپا يدر روزها يریپاراکف
وش جه گرفت از آنجا که ریتوان نتیان میدر پا .د نشدندییتا یمولکول
و استخراج  بر کشت بوده یک روش مبتنیز یکار گرفته شده نبه یمولکول
DNA هد، دیط کشت، انجام میمح يافته بر رویرشد  يهایرا از کلون

، DGGEمستقل از کشت مانند  یمولکول يهان انجام روشیبنابرا
  رسد.یبه نظر م يها ضرورن روشیعنوان مکمل ابه
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11Introduction: Carrot products such as carrot juice and fermented carrot products possess high nutritional value and 

they are considered as a major source of β-carotene. Carotenoids because of containing conjugated double bonds, have 
antioxidant properties and provide the natural yellow, orange and red colors in fruits and vegetables. Due to the outbreak 
of some problems such as lactose-intolerance and high blood cholesterol especially in dairy products’ consumption, great 
attention has been drawn toward fermented vegetable products. Lactic acid bacteria (LAB) including important genera: 
leuconostocs, lactobacilli, streptococci and pediococci are wide-spread and have been divided according to morphological 
features and fermentation pathway, which utilize glucose. Current knowledge regarding involved microorganisms in 
vegetable fermentation is still dependent on biochemical and classical data. Nowadays, application of molecular methods 
in the field of microbial identification has been provided better understanding from fermented foods ecology. Since local 
starter cultures are considered as precious genetic resources in each country and also they play an important role in 
production and creation of organoleptic characteristics in fermented products, therefore, the objective of present study 
was the isolation and identification of lactic flora from fermented carrot with the help of conventional (biochemical) and 
molecular methods and determination of phylogenetic relationships. 

 
Materials and methods: Following the production of fermented carrot samples, they were packed in plastic container 

and stored at ambient temperatures (25-27°C). In the next step, total LAB count was performed according to Iranian 
standard of 5484. Isolation and selection of LAB was done during 32 days with the intervals of 0, 4, 8, 16, 24 and 32. For 
initial identification of LAB, isolated were subjected to gram staining and catalase tests. Also biochemical tests including 
growth at 15 and 45C, at NaCl 6.5% and 18%, pH=4.4 and 9.6, were done in order to identify   and classify at genus level. 
Carbohydrate fermentation profiles were obtained for isolates with the aid of 10 sugars. Molecular identification was done 
with DNA extraction followed by amplification of 16S gene with universal primers (27 F and 1492 R). For sequencing 
of resulted PCR-products, they were sent to Macrogen Company, South Korea. Phylogenetic tree was plotted with Clustal 
Omega and Fig. Tree soft wares.  

 
Results and discussion: In the first step, 144 gram positive, catalase negative isolates were screened and selected as 

presumptive LAB according to gram staining and catalase test and morphological characteristics. Among them, 48 
representative isolates were chosen and identified up to genus level according to biochemical tests. Five distinct genera 
were identified as Pediococci (4.08%), homofermentative lactobacilli (34.69%), hetero fermentative lactobacilli 
(36.74%), Leuoconostocs (20.41%) and enterococci (4.08%). Carbohydrate fermentation profiles revealed Lactobacilli 
constitute the highest percent among other genera and also some species like Lb. kimchi and Lb. parakefiri were detected. 
Growth of lactic acid bacteria experienced increasing trend up to day-16 but thereafter showed decline trend until the end 
of storage time (day-32). 26 out of 48 isolates were subjected to molecular analysis. Results of sequencing revealed 
following species: Lb.plantarum (9), Lb. brevis (8), Leu. mesenteroides (4), Lb. casei (1), Lb. paracasei (1), and Lb, 
pantheris (1). Changes and variation of lactic flora during fermentation stages revealed that at initial stages of 
fermentation  (0- day-8) Leuconostocs sp. were predominant species but disappeared then. In the next stages of 
fermentation Leuconostocs sp. were replaced by homo-fermentative strains such as Lb. plantarum which was present 
from the first day up to day-24 but constituted the majority of species on day-16. In the final stage, Lb. brevis dominated 
the others due to better survival and resistance of this bacterium at the increased acidity level. Phylogenetic tree results 
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revealed three clusters including cluster I (composed of three sub-clusters), cluster II (three sub-clusters) and cluster III 
(two sub-clusters). Cluster I included two genera: Leuconostocs sp. (mesenteroides) and Lactobacillus (pantheris, casei 
and paracasei). Cluster II included Lb. brevis and finally cluster III composed of Lb. plantarum. 
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