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 های موجود در شیر و پنیر فعالیت آنزیم بتاگالاکتوزیداز جدا شده از لاکتوباسیل

  *** المیرا قیطانچی** دکتر ناهید رهبر روشندل*دکتر جمیله نوروزی
 ه علوم پزشکی ایراناستاد میکروب شناسی، دانشگا *

  ، دانشگاه علوم پزشکی ایرانفارماکولوژییار دانش **
  کارشناس ارشد میکروب شناسی، دانشگاه علوم پزشکی ایران ***

  
   

  چکیده
 

  زمینه و هدف
دهـد و ناشـی از مقـادیر ناکـافی آنـزیم       عدم تحمل لاکتوز، اختلالی است که بعد از هضم شیر در برخی از افراد رخ مـی       

تاگالاکتوزیـداز  منظور مـشاهدۀ وجـود آنـزیم ب    این تحقیق به. باشد  بتاگالاکتوزیداز جهت هضم لاکتوز در روده انسان می       
 .های جدا شده از شیر و پنیر بوده است تولید شده توسط لاکتوباسیل

  
  روش بررسی

. هـای مختلـف خریـداری گردیـد     هـای متفـاوت از مغـازه    هـای پنیـر و شـیر بـا مـارک      در این مطالعه توصـیفی، نمونـه      
شناسـایی   سـتاندارد بیوشـیمیایی  هـای ا  آمیـزی گـرم و روش    و با رنگMRSها در محیط  ها با کشت نمونه لاکتوباسیل

باند پروتئینی آنزیم بتاگالاکتوزیداز بـا روش       .  بررسی شد  ONPG و   X-galتوانایی تولید بتاگالاکتوزیداز با روش      . شدند
SDS-PAGEنیز مورد مشاهده قرار گرفت . 

  
  ها یافته

، X-galهای دارای  ها در محیط ریتمام باکت. شداز شیر و پنیر جدا )  جنس14( لاکتوباسیل 41 ، نمونه50از تعداد 
ها  تولید کردند که نشان دهندۀ حضور آنزیم بتاگالاکتوزیداز در این باکتری) های متفاوت اما در زمان(های سبز  کلنی
 ی را نشان دادند که بیشترین مقدار، فعالیت بتاگالاکتوزیدازONPGدر آزمایش  جدا شده یها تمام لاکتوباسیل. بود

در برخی از این .  شدگیری اندازه)  میلی لیتر1بر  واحد میلر1966با ( دلبروکی وسویه از لاکتوباسیلک سیآنزیم در 
 SDS-PAGE  آزمایشدر کیلو دالتونی قوی در ارتباط با آنزیم بتاگالاکتوزیداز 116  باند پروتئینی،% )37(ها  باکتری

 .مشاهده گردید
 

  گیری نتیجه
های لبنی  عنوان پروبیوتیک به شیر و پنیر و سایر فرآورده  آنزیم بتاگالاکتوزیداز بههای دارای با افزودن لاکتوباسیل

 که روشی ساده، ONPGو  X-gal در ضمن از روش. توان در هضم لاکتوز به افراد فاقد تحمل لاکتوز کمک نمود می
 . استفاده کردSDS-PAGEجای  توان به باشد می سریع و ارزان می

  

و باسیل، بتاگالاکتوزیداز، نیترو فنیل گالاکتوزیداز لاکت:ها کلید واژه

 دانشگاه علوم پزشکی قممجله
 87  بهار – 1  شماره –دوره دوم 

  استاد میکروب شناسی، دانشگاه علوم پزشکی ایران:نویسنده مسئول
وم پزشکی ایران، بزرگراه همت، تقاطع بزرگراه شهید چمران و شیخ فضل اله، جنب برج میلاد، دانشگاه عل: آدرس

  021-88058649: دانشکده پزشکی، گروه میکروب شناسی تلفن
  18/6/87:            تاریخ پذیرشEmail: J_Nowroozi @hotmail.com            7/5/87: تاریخ دریافت
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  مقدمه
عنوان آغـازگر بـرای تولیـد     های اسید لاکتیک که به      باکتری
گیرنـد، عوامـل    یهای لبنیاتی مورد استفاده قـرار م ـ    فرآورده

چنـین در     اصلی تخمیر و محافظت کننده غـذا بـوده و هـم           
هـای غـذایی نقـش بـسزایی      ایجاد طعم، بو و بافت فـرآورده  

 هایی است کـه ازبتاگالاکتوزیداز یکی از گلیکوزید   ). 1(دارند  
 و توسـط اکثـر      دارد  کـاربرد  اتیدر صـنایع لبنی ـ   به فراوانی   
 آنـزیم قنـد لاکتـوز را    این). 2(شود  ها تولید می  لاکتوباسیل

. کند که قند اصلی شیر است به گلوکز و گالاکتوز تبدیل می    
تلیـال روده بـه    هـای اپـی   توانند از میان سلول این قندها می 

) آنـزیم روده باریـک    ( لاکتـاز    .)3-5(سهولت جذب گردنـد     
فعالیت لاکتـازی و فعالیـت       :دارای دو فعالیت آنزیمی است    

 ت لاکتـازی مـسئول هیـدرولیز   فعالی ـ. فلوریزین هیدرولازی 
تـا   وز سـلوتترو  سـلوتریوز،  چنین سلوبیوز، و هم  ز بوده ولاکت

فعالیـت فلـوریزین هیـدرولازی      . شـکند  حدی سلولز را مـی    
ــدها  ــا گلیکوزی ــیســبب شکــستن بت ــشتر  ).4(شــود   م بی

گیـرد و   های لاکتازی در روده توسط لاکتاز انجام می      فعالیت
فعالیت کم لاکتاز ). 5( مکان آن در نوک پرزهای روده است

 که در موارد شدید شده گوارشی مشکلاتی در اعمال  موجب
عـدم تحمـل     علایـم ). 2( کنـد    بروز مـی   عدم تحمل لاکتوز  

استفراغ، نفخ شـکم بعـد از         درد شکم، اسهال،   شامللاکتوز  
  بـوده کـه    یا مـواد غـذایی حـاوی لاکتـوز          لاکتوز و  خوردن

ــدگی    مــی ــاهش کیفیــت زن ــه ک ــد منجــر ب ــاهش وتوان  ک
 آسـان اسـت و   اًدرمـان آن نـسبت  . دروزانـه شـو  های   فعالیت

اسـتفاده از مـواد غـذایی    یـا   رژیم غـذایی و  حذف لاکتوز از  
ــزیم حــاوی  بتاگالاکتوزیــداز ).5(کننــده اســت هیدرولیز آن

های لبنـی نظیـر شـیر و         جهت هیدرولیز لاکتوز در فرآورده    
  مختلـــفهـــای جــنس ). 2(شـــود  پنیــر اســـتفاده مــی  

دودی از عـ ـ م تعــداد ســیلوس و بیفیــدوباکتریوم و لاکتوبا
کـار   هـای لبنـی بـه    عنوان آغازگر در فرآورده ها که به  باکتری

 باشـند  مـی روند اغلب تولیدکننـدۀ بتاگالاکتوزیـداز نیـز          می
هــای  لاکتوباسـیل  ، شناسـایی از ایـن تحقیـق   هـدف ). 7،6(

 موجود در شیر و پنیـر بـا          بتاگالاکتوزیداز آنزیمتولیدکنندۀ  
   و سنجش مقدار X-gal ،ONPG های بیوشیمیایی شرو

زیـرا  .  بـوده اسـت    )SDS-PAGE( مولکولی    روش و) آنزیم
 زیـاد   هـای دارای فعالیـت      لاکتوباسـیل  شناسایی و افـزودن   

عنـوان پروبیوتیـک مناسـب     توانـد بـه    مـی  بتاگالاکتوزیدازی
ویژه شـیر     های لبنی به    جهت بهبود هضم لاکتوز در فرآورده     

   . قرار گیردمورد استفاده
  

  روش بررسی
 پنیـر  و  شـیر   از  نمونه 50 ،مقطعی-این مطالعه توصیفی  ر  د

های مختلـف     کارخانه از) غیر پاستوریزه  (محلی پاستوریزه و 
 و اطراف تهران خریداری شـد  ودر تهران نواحی روستایی    و

  .مورد بررسی قرار گرفت
 :داری محــیط محــیط کــشت بــاکتری و شــرایط نگــه

لیتـر از     میلی 2 و   پنیر گرم از    2باکتری،  زی  منظور جداسا  به
ــیر ــه ش ــی5 ب ــایع   میل ــشت م ــر از محــیط ک   MRS لیت

(Merck)ــافه ــد اض ــدت گردی ــه م ــار 24 و ب ــاعت در ج  س
 24بعـد از    . داری شـد     سلسیوس نگه  ۀ درج 37هوازی در    بی

 MRS محـیط جامـد       آن در سطح    میکرولیتر از  50 ساعت،
ر داخـل جـار     هـا د    پلیـت . صورت خطی کـشت داده شـد        به
 درجه سلـسیوس  37 ساعت در دمای 48هوازی به مدت      بی
ز  آنزیم بتاگالاکتوزیـدا    تولید جهت تشخیص . داری شدند   نگه

بـدون قنـد گلـوکز       MRS محیط مـایع     ، از ها توسط باکتری 
(MRS-lac) از قنـد لاکتـوز   % 1در این محیط  .  شد  استفاده

  .)8(استفاده گردید 
هـا بـا روش        باکتری :یلشناسایی جنس و گونه لاکتوباس    

در . استاندارد بیوشیمیایی و بـاکتریولوژی شناسـایی شـدند        
هـای رشـد کـرده بـه روش گـرم،             حالت، ابتـدا بـاکتری      این
آمیزی شده و سـپس تـست کاتـالاز و اکـسیداز انجـام         رنگ

، گلـوکز  شـامل (تخمیـر قنـدهای مختلـف       آزمایش  . گردید
 آرابینوز، لاکتـوز،    گالاکتوز، مالتوز، مانیتول، ریبوز، سوکروز،    

) سالیــسین ســوربیتول و زیلــوز،گرافینــوز، رامنــوز،  مــانوز،
 و ) گوشـت ۀ بدون گلوکز و عـصار MRS(محیط پایه قند   در

 40 و4،15،25،30،37(تلــف توانـایی رشـد در دماهـای مخ   
، حرکـت ، مـشاهده     روز 10 الـی    3بعد از   ) درجه سلسیوس 

 SIM در محـیط     (H2S)تولید اندول و سـولفید هیـدروژن        
  .مورد بررسی قرار گرفت
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ک ی ـ: X-galاسـتفاده از سوبـسترای       :بررسی تولید آنزیم  
 MRS محیط جامد در سطحجدا شده   های    از باکتری کلنی  

ــر سوبــسترای 60حــاوی  ــو،-X-gal )5 میکرولیت  -4  بروم
  R0401# گالاکتوپیرانوزیــد -دی- اینــدولیل، بتــا-3 کلــرو،

حل  X-gal گرم لی می 40،  شرکت فرمنتاز خریداری شده از    
  میکرولیتـر 10و ) لیتر دی متیـل فرمامیـد    میلی 2در  شده  

 بتا دی گالاکتوپیرانوزیـد و  تای- پروپیل-ایزو (IPTGمحلول  
#R0391 ــه) شــرکت فرمنتــاز خریــداری شــده از ــوان  ب عن
 درجـه  37 روز در دمای 3به مدت ه کشت شدند و   القاکنند

آنـزیم   ولیدکنندهعنوان ت   سبز رنگ، به  های    کلنی وداری    نگه
  .)9(در نظر گرفته شدند بتاگالاکتوزیداز 

هـای حـاوی     هـا در لولـه       تمام باکتری  ONPG:استفاده از 
ONPG) سـدیم   و   ) نیترو فنیل بتا دی گالاکتو پیرانوزید      -ا

تولیـد رنـگ    .  کشت شـدند    و پپتون واتر   PH=7فسفات بافر 
  .)9(بود  مثبت ONPG نشانگر تست ،زرد

، این آزمایش:  بتاگالاکتوزیداز آنزیممقدارگیری  اندازه
ــاس ــر اس ــام ) 8 (Vinderola و )Miller )10 روش ب انج

طور خلاصه، در روش تعیین مقدار آنزیم خـارج            به .گردید
  مایعمحیط ساعت در    24ها به مدت      سلولی، تمام باکتری  

MRS-lac  بار شستشو 2بعد از سانتریفوژ و . شدند کشت 
سـپس غلظـت   . ده شـدند در محیط فوق، مجدد کـشت دا    

 نـانومتر  560محلول رویی در اسپکتروفتومتر با طول موج     
گیری مقدار    منظور اندازه   به. گیری و یادداشت گردید     اندازه

 دقیقـه در  7ها بـه مـدت    آنزیم درون سلولی، ابتدا باکتری 
استون قرار گرفتند، تا قابلیت نفوذ      -معرض محلول تولوئن  

  درون سلول   بهONPGغشاء سلول باکتری، جهت نفوذ 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

به آن  ) گرم بر لیتر     میلی ONPG) 4سپس سوبسترای   . یابد
 درجه به مدت    37ها در داخل بن ماری        اضافه گردید و لوله   

منظور توقف واکنش     کربنات سدیم به  .  دقیقه قرار گرفت   15
پـس از سـانتریفوژ، میـزان جـذب     . به هر لولـه اضـافه شـد     

ــول رویــی در دو طــول مــو     نــانومتر 560 و 420ج محل
 .)8(گیری و یادداشت گردید  اندازه

سدیم دودسیل  (SDS-PAGEاستخراج پروتئین و انجام 
  )سولفات پلی آکریل آمید ژل الکتروفورز

بار  طور خلاصه، در این روش، سوسپانسیون باکتری یک به
، Tris HClبار در مخلوط ساکاروز و  و یکTris HClدر 

. ول، بروموفنل بلو در آب مقطر حل شدگلیسرول، مرکاپتواتان
سازی، مخلوط پروتئینی با استفاده از  پس از مراحل آماده

 درصد، رسوب داده و سپس درون کیسه 40سولفات آمونیوم 
ها طبق  نمونه). 9( بار تقطیر، تغلیظ شد 2دیالیز با آب مقطر 
های روی ژل عمودی منتقل  درون چاهک روش استاندارد به

برای ساختن ژل % 12و % 4کریل آمید از آ. شدند
Stacking و ژل Resolvingاز مارکر .  استفاده شد
 خریداری شده از شرکت فرمنتاز SM0431#پروتئینی 

آمیزی با رنگ  باندهای پروتئینی پس از رنگ. استفاده گردید
 ساعت و بعد از 2 به مدت R250 (Merck)کوماسی آبی 

  ).11 (برداری شد بری، مشاهده و عکس رنگ
  

 ها یافته
 شیر و پنیر  نمونه50های مختلف از   گونهلاکتوباسیل از 41

ها در  ها تمام باکتری بر طبق بررسی). 2و1نمودار (جدا شد 
 درجه رشد نکردند و بیشترین رشد در تمام 4دمای 

    درجه مشاهده25های جدا شده در دمای  لاکتوباسیل
  
  
  
  
  
  
  
  

   فراوانی لاکتوباسیلوس های جدا شده از پنیر محلی -1نمودار شماره 
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ــیر محلــی و پاســتوریزه     گونه های لاکتوبایـل هـای جـدا شـده از پن

پنیر پاســتوریزه 1 0 1 3 2 0 0 1 1 1 0 1 2 0

پنیرمحلی  1 1 3 1 0 2 1 2 3 0 0 0 0 0

اسیدوفیلوس برویس  کازئی  کازئی - 
کازئی - 

ــوزوس رامن رـانس  کازئی - تول
دلبروکی - 

بولگاریکوس  دلبروکی  دلبروکی -  دلبروکی - لاکتیس پلانتاروم  بیفرمنتاس کورواتـوس  فروکتوزوس  هلوتیکوس  فرمنتوم

  پاستوریزه   فراوانی لاکتوباسیلوس های جدا شده از پنیر محلی و-1نمودار شمارهنمودار شماره
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ه در لاکتوباسیلوس کازئی  درج45رشد در دمای . گردید
ها رشد ضعیف در این دما  منفی بود و در سایر لاکتوباسیل

  .دیده شد
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گونه های لاکتوباسـیل هـای جـدا شــده از شــیر محلــی و پاســتوریزه   

شیر پاستوریزه 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

شیر محلی 1 0 1 3 2 0 0 0 3 1 1 0 0 1
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دلبروکی-
لاکتیس

پلانتاروم بیفرمنتاس کورواتوس  فروکتوزوس هلوتیکوس فرمنتوم

 
های سـبز   ، کلنیX-galهای دارای  ها در محیط  تمام باکتری 

دهنـدۀ   تولیـد کردنـد کـه نـشان      ) های متفاوت   اما در زمان  (
شـکل  (هـا بـود       حضور آنزیم بتاگالاکتوزیداز در این باکتری     

های سبز پررنگ دارای هاله یـا   طوری که کلنی  به). 1شماره  
 24هـا بعـد از        از باکتری % 37فاقد هاله در اطراف کلنی در       

ــاعت نگــه  هــای  بــاکتری( درجــه 37داری در دمــای  س
 2-4ها بعد از      از باکتری % 63و در   ) تولیدکنندۀ سریع آنزیم  

ــاکتری(داری  روز نگــه ــزیم  ب ــدۀ هــستۀ آن ــای تولیدکنن ، )ه
ــشاهده شــ ـ ــداز در   . دندمـ ــزیم بتاگالاکتوزیـ ــدار آنـ مقـ

 و 7/22-5/1325های جدا شده از شـیر حـدود     لاکتوباسیل
 1/103-1966های جدا شده از پنیر حـدود          در لاکتوباسیل 

. بــود (Miller units/ml) لیتــر   میلــی1واحـد میلــر بـر   
بیشترین مقدار آنزیم در لاکتوباسیلوس دلبروکی زیرگونه        

ــاریکوس و لاکتوبا ــازئی  بولگ ــه ک ــازئی زیرگون ــیلوس ک س
جدا شده از پنیـر     ) لیتر   میلی 1میلر بر    واحد   1966-867(

های کازئی و تولرانس      و در لاکتوباسیلوس کازئی زیر گونه     
 1 واحد میلـر بـر       606-1326(و لاکتوباسیلوس پلانتاروم    

  م درـقدار آنزیـده از شیر و کمترین مـجدا ش) لیتر میلی
  
  
  

  
ها رشد ضعیف در این دمـا          لاکتوباسیل منفی بود و در سایر    

  .دیده شد
 

ــوزوس   ــه رامن ــازئی زیرگون  7/22-4/64(لاکتوباســیلوس ک
 4/44(و لاکتوباسیلوس پلانتاروم ) لیتر  میلی1واحد میلر بر   
  .جدا شده از شیر مشاهده گردید) لیتر  میلی1واحد میلر بر

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

جای   بهلاکتوز% 1نتایج این بررسی نشان داد که حضور 
گلوکز سبب افزایش تولید مقدار آنزیم بتاگالاکتوزیداز 

عنوان تنها  مقدار آنزیم در حضور قند گلوکز به. شود می
  .یابد منبع کربن نیز کاهش می

 
 

در ) کلنی سبز(های مولد آنزیم کلنی: 1شکل شماره 
  X-gal حاوی MRSمحیط 

  های جدا شده از شیرفراوانی لاکتوباسیلوس:2نمودار شماره
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 برای ONPG و  X-galدر این بررسی، نتایج حاصل از

) مثبت(مشاهده تولید آنزیم بتاگالاکتوزیداز تقریبأ یکسان 
  کیلو دالتون 116 با وزن مولکولی حدود پروتئینی. بود

، تنها در برخی از )دهندۀ وجود آنزیم بتاگالاکتوزیداز نشان(
صورت باندی ضخیم و پررنگ در بررسی  به%) 37( ها باکتری

SDS-PAGE باند %)63( مشاهده شد و در بقیه موارد ،
 کیلو دالتونی بسیار ضعیف مشاهده گردید که در 116

  ).2شکل (د شو عکس دیده نمی
  
  
  
  
  
  

  
  

  بحث
ترین باکتری فلور طبیعی مجرای  ها، فراوان لاکتوباسیل

ترین  ها مهم این باکتری. گوارشی انسان هستند

عنوان آغازگر تخمیر  کننده مواد غذایی بوده و به تخمیر
چنین در ایجاد طعم و بوی مواد غذایی  هم. روند کار می به

و سوسیس و غیره های لبنیاتی  تخمیری مانند فرآورده
 آنزیم بتاگالاکتوزیداز، آنزیمی. گیرند مورد استفاده قرار می

ها  ها از جمله لاکتوباسیل است که توسط برخی از باکتری
. شود های لبنی نظیر شیر و پنیر تولید می در فرآورده

 علت فقدان آنزیم  سالیان متمادی عدم تحمل لاکتوز به
 برخی از کودکان و افراد بتاگالاکتوزیداز، مشکل شایع در

های  بنابراین، با افزودن باکتری). 5(بزرگسال بوده است 
های  تولیدکننده این آنزیم به شیر و یا مصرف فرآورده

توان به بهبودی علایم عدم  لبنی حاوی این آنزیم می
مقدار گلوکز و گالاکتوز . تحمل لاکتوز کمک نمود

ا مهار کاتابولیتی تواند فعالیت بتاگالاکتوزیداز را ب می
(Catabolite Repression) و یا با حذف القاکننده 

% 1که  نتایج این بررسی نشان داد، هنگامی. تنظیم نماید
عنوان تنها منبع کربن به  جای قند گلوکز به قند لاکتوز به

 فاقد قند اضافه شد، مقدار آنزیم MRSمحیط 
ای کمترین های دار ویژه در لاکتوباسیل بتاگالاکتوزیداز به

البته در سایر مطالعات نیز . مقدار آنزیم، افزایش یافت
تأیید شده است که افزودن گلوکز به محیط کشت دارای 
لاکتوز سبب کاهش فعالیت و مقدار آنزیم بتاگالاکتوزیداز 

عنوان  که به (Skim Milkتأثیر محیط ). 12(گردد  می
ولید آنزیم نیز در افزایش ت) باشد تنها منبع قند لاکتوز می

این امر نشان ). 13(بتاگالاکتوزیداز تأیید شده است 
عنوان یک فاکتور القاکنندۀ  دهندۀ آن است که لاکتوز به

نتایج این بررسی با نتایج حاصل از . کند آنزیم عمل می
بنابراین بهتر است به . باشد سایر مطالعات یکسان می

ز قند جای آن ا طریقی قند گلوکز در شیر حذف شده و به
لاکتوز جهت القای تولید آنزیم بتاگالاکتوزیداز استفاده 

در این بررسی، با کشت شیرهای پاستوریزه در . شود
 مایع حتی بعد از غنی کردن محیط با MRSمحیط 

عصارۀ مخمر و سپس کشت در محیط جامد، 
به استثنای یک مورد . ها رشد نکردند لاکتوباسیل

. پاستوریزه جدا گردیدلاکتوباسیلوس کازئی که از شیر 
های موجود در شیر به حرارت حساس  احتمالاً باکتری

اند، زیرا  علت حرارت پاستوریزاسیون از بین رفته بوده و به
های متنوعی در این بررسی نیز از شیرهای  لاکتوباسیل

 های لاکتوباسیلوس پروتئینSDS-PAGE: 2شکل شماره 
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محلی جدا شد که نشانگر مناسب بودن شرایط موجود 
در . بوده استها در شیرهای محلی  برای رشد لاکتوباسیل

 و همکارانش در سال Aquilantiای نیز که توسط  مطالعه
 بر روی یک نوع پنیر ایتالیایی تهیه شده از شیر 2005

گونه کشت  که هیچ خام انجام گرفت، با توجه به این
 باکتری اسید 304آغازگری به شیر خام اضافه نشد، 
ها متعلق به جنس  لاکتیک جدا گردید که بیشتر آن

نتایج حاصل از ). 14(کوکوس و لاکتوباسیلوس بودند انترو
ها از  این بررسی نشان داد که امکان جداسازی لاکتوباسیل

بیشتر است ) دلیل عدم پاستوریزاسیون شیر به(شیر خام 
ها در پنیر تهیه شده از  که لاکتوباسیل و با توجه به این
گونه کشت آغازگری به آن اضافه نشده  شیر خام که هیچ

بنابراین نتایج حاصل از این بررسی . گردند ، جدا میاست
همین دلیل، تدابیر  به. با نتایج مطالعات قبلی مشابه است

ها در شیر  مختلفی جهت بهبود میزان رشد پروبیوتیک
های مختلف و یا با  معمولی، با غنی سازی و افزودنی

افزودن آنزیم بتاگالاکتوزیداز خالص پیشنهاد شده تا 
با نظر به ). 13(هضم لاکتوز در افراد کمک نمود بتوان به 

که حذف شیر از رژیم غذایی اثر منفی در جذب  این
 در کودکان و سالمندان خواهد Dکلسیم و ویتامین 

، بنابراین مصرف پنیر و شیرهای تخمیری برای )3(داشت 
 PHترین  مناسب. شود افراد فاقد تحمل لاکتوز توصیه می

در این . باشد  می5- 6ها در محدودۀ  برای رشد لاکتوباسیل
 و 4، 3، 2های اسیدی PHها در  بررسی، رشد لاکتوباسیل

نتایج حاصل نشان داد که .  مورد بررسی قرار گرفت5
، قادر به رشد نبودند و 2 اسیدی PHها در  تمام باکتری

 محیط، رشد PHهای اسیدی نیز با کاهش PHدر سایر 
های   سیتوپلاسم باکتری.تدریج کاهش پیدا کرد باکتری به

شان است ولی  تر از محیط کشت اسید لاکتیک قلیایی
تدریج با ترشح اسید  محیط کشت در طول رشد به

 سیتوپلاسمی را نیز PHگردد که  لاکتیک اسیدی می
 و Vinderolaای که توسط  درمطالعه. سازد متأثر می

Reinheimer) 2003 ( انجام گرفت نشان داد که
توپلاسمی از حد معینی کاهش یابد  سیPHچه  چنان

های درون سلولی  های سلولی مهار گشته و آنزیم فعالیت
در مطالعۀ حاضر نیز کاهش ). 8(شوند  نیز غیرفعال می
 محیط کشت مشاهده PHها با کاهش  رشد لاکتوباسیل

منظور  به. خوانی دارد گردید که با نتایج مطالعات قبلی هم
کتوزیداز، سوبستراهای رنگی شناسایی وجود آنزیم بتاگالا

X-gal و ONPGکار رفت  به .Favier و همکارانش 
های دارای آنزیم بتاگالاکتوزیداز از  جهت شناسایی باکتری

عنوان  های سبز رنگ به کلنی.  استفاده کردندX-galروش 
های دارای آنزیم بتاگالاکتوزیداز در نظر گرفته  باکتری
 از روش کلنی بر روی در مطالعۀ دیگری نیز). 15(شدند 
 X-galهمراه   به(Colony-Lift Filter Method)فیلتر 

های  برای بررسی آنزیم بتاگالاکتوزیداز در مخمر و باکتری
مدفوعی استفاده شد که نتایج آن نشان دهنده این بودند 

های سبز رنگ تولید کننده آنزیم بتاگالاکتوزیداز  که کلنی
 از این بررسی مبنی بر نتایج حاصل). 16،17(باشند  می

در شناسایی تولید آنزیم X-gal استفاده از روش 
در این . بتاگالاکتوزیداز با نتایج مطالعات قبلی مشابه است

 41های شیر و پنیر مورد آزمایش،  بررسی از نمونه
های جدا شده  تمام لاکتوباسیل. لاکتوباسیل جدا گردید

الاکتوزیداز با گیری مقدار آنزیم بتاگ در آزمایش اندازه
از بین این .  دارای این آنزیم بودندONPGسوبسترای 

دارای مقدار %) 37( لاکتوباسیل 15 لاکتوباسیل، 41
ها نیز بیشترین مقدار آنزیم  از بین آن. بالای آنزیم بودند

 گونۀ لاکتوباسیلوس یک لاکتوباسیل متعلق به 5در 
لوس  گونه لاکتوباسی2دلبروکی زیرگونۀ بولگاریکوس، 

 گونه لاکتوباسیلوس کازئی یککازئی زیرگونۀ کازئی، 
 گونه لاکتوباسیلوس پلانتاروم 1زیرگونۀ تولرانس و 

بیشترین مقدار آنزیم در لاکتوباسیلوس . مشاهده شد
دلبروکی زیرگونۀ بولگاریکوس جدا شده از پنیر محلی بود 

ای مشابه نیز  در مطالعه). لیتر  واحد میلر بر میلی1966(
 و همکارانش انجام Vinderola توسط 2003در سال که 

گرفت، بیشترین مقدار آنزیم بتاگالاکتوزیداز در بین 
های تجاری لاکتوباسیلوس دلبروکی زیرگونۀ  سویه

بولگاریکوس تهیه شده از صنایع لبنی محلی بود، که با 
مقدار آنزیم در . گیری شد  اندازهONPGسوبسترای 

باشد که  لیتر می ر بر میلی واحد میل518-2053محدودۀ 
که   جایی از آن). 8(خوانی دارد  با نتایج مطالعۀ حاضر هم

در مطالعات قبلی نشان داده شده آنزیم بتا گالاکتوزیداز 
 زیر واحد یکسان با وزن 4یک آنزیم تترامری متشکل از 

در این مطالعه ). 18( کیلودالتون است 116مولکولی 
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بتاگالاکتوزیداز بیشتری در هایی که آنزیم  لاکتوباسیل
 کیلودالتونی 116مدت زمان کوتاه تولید کردند، باند 

 تشکیل دادند SDS-PAGEپررنگ و ضخیم در بررسی 
دست آمده توسط سایر محققان  که مشابه وزن مولکولی به

 کیلودالتونی بسیار ضعیف توسط 116بود، اما باند 
 تولید هایی که این آنزیم را کم و آهسته لاکتوباسیل

 فقط SDS-PAGEلذا روش . کردند مشاهده گردید می
در مواردی که باکتری آنزیم بتاگالاکتوزیداز قوی تولید 

هایی که  چون لاکتوباسیل. کند قابل استفاده است می
 و X-galکنند توسط روش  آنزیم کم یا ضعیف تولید می

شوند و نیازی به دستگاه و  خوبی دیده می  بهONPGیا 
باشد، بنابراین توصیه  کولی گران قیمت نیز نمیمواد مول

هایی   که روشONPG و یا X-galگردد که از روش  می
ساده، ارزان و سریع برای شناسایی وجود آنزیم 

  .بتاگالاکتوزیداز هستند، استفاده شود
  

  گیری نتیجه
های موجود در شیر و پنیر در این  تمام لاکتوباسیل

توان از  وزیداز بودند که میمطالعه دارای آنزیم بتاگالاکت
های لبنی  عنوان پروبیوتیک مناسب در فرآورده ها به آن
در این . منظور درمان عدم تحمل لاکتوز استفاده نمود به

جز یک مورد از شیر پاستوریزه  ها به مطالعه لاکتوباسیل
   ها به رسد که برخی از لاکتوباسیل نظر می جدا نشد، به

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ستوریزاسیون حساس هستند بنابراین توصیه پاحرارت 
های مقاوم به حرارت در  شود که از لاکتوباسیل می

های پروبیوتیکی که گاهی نیاز به حرارت بالا  فرآورده
تشخیص وجود آنزیم بتاگالاکتوزیداز . دارند استفاده گردد

منظور کاربرد پروبیوتیکی این  ها به لاکتوباسیل در
 و X-galهایی نظیر  ه از روشها با استفاد ارگانیسم
ONPGپذیر است و به مدت زمان  راحتی امکان  به

های مولکولی  کمتری نیاز دارند، از طرفی نسبت به روش
باشند  تر می تر و با صرفه هزینه  کم SDS-PAGEنظیر 

های بیوشیمیایی جهت  شود که از روش لذا توصیه می
  .تشخیص وجود آنزیم استفاده نمود

  
  شکرتقدیر و ت

این تحقیق با استفاده از حمایت مالی دانشگاه علوم 
درمانی ایران در قالب طرح -پزشکی و خدمات بهداشتی

انجام گردیده است، که )  پ397شماره ثبت (تحقیقاتی 
وسیله، نویسندگان مقاله مراتب تقدیر و تشکر خود  بدین

از اساتید گروه . دارند را از مسئولین آن دانشگاه ابراز می
شناسی و مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی  کروبمی

  .دانشگاه علوم پزشکی ایران کمال سپاسگزاری را داریم
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Background and objective 
Lactose intolerance is a discomfort state that occurs in some people after ingestion of 
milk and it is due to insufficient amount of beta galactosidase in the human gut to digest 
lactose. The aim of this study was to observe the presence of beta galactosidase enzyme 
produced by isolated lactobacilli from milk and cheese.  
 
Methods  
In this descriptive study, milk and cheese samples with different brand were bought 
from different shops. Lactobacilli were identified by plating samples on MRS medium, 
Gram staining and standard biochemical methods. β-galactosidase production by 
bacteria was assessed by X-Gal and ONPG methods. β-galactosidase was also detected 
by SDS-PAGE. 
  
Results 
Fourteen genus of lactobacillus were isolated From 50 samples. All of the bacteria 
produced green color colonies on X-Gal plates (but in different times) that indicated the 
presence of enzyme in the bacteria. All isolated lactobacilli were shown β-galactosidase 
activity in ONPG test. The highest enzymatic activity was seen in one strain of 
Lactobacillus Delbrueckii (1966 Miller unit /ml). In some bacteria (37%) a strong β-
galactosidase band(116-kDa) was seen by SDS-PAGE. 
 
Conclusion 
Addition of beta galactosidase containing lactobacilli as a probiotic agent to milk, 
cheese, and other dairy products could ameliorate lactose intolerance. Meanwhile X-gal 
and ONPG methods which are simple, rapid and cheap can be used instead of SDS-
PAGE. 
Keywords: Lactobacillus, Beta-Galactosidase, Nitrophenylgalactosids 


