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دانشگاه اصفهان
دانشکده علوم و فناوری های زیستی، گروه زیست شناسی 

سلولی و مولکولی، آزمایشگاه میکروبیولوژی



مقدمه

وحرکتبیلاًمعموواسپورزاغیرمثبت،گرمشکلایمیلهیاکوکسیهایباکتری،لاکتیکاسیدهایباکتری
تولیدلیاصتخمیریمحصولیاوتخمیریمحصولتنهاعنوانبهرالاکتیکاسیدکههستندمنفیکاتالاز

.هستندهاسیتوکروموپورفیرینفاقدگروهایناعضای.کنندمی

ها،هوازییبازبسیاریبرخلافولیکنندمیرشدهوازیبیصورتبهلاکتیکاسیدمولدهایباکترییهمه
اینبنابروکنندمیرشدخوبیبهنیزآنحضوردرونیستندحساسO2بهاسیدلاکتیک،هایباکتریبیشتر

.باشندمیاکسیژنیکنندهتحملهایهوازیبی

واورندمیدستبهقندهامتابولیسمازتنهاراخودانرژیلاکتیکاسیدهایباکتریبیشتر
تواناییگروهاین.شوندمیمحدودداردوجودقندهاآندرکههاییمحیطبهبنابراین

ها،امینویتآمینه،اسیدهایبهنیازشاملایپیچیدهغذاییهاینیازمندیوکمبیوسنتزی
.دارندهاپیریمیدینوهاپورین
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یون قندها فرمانتاسهای لاکتیک اسید بر اساس محصولات حاصل از های باکترییک تفاوت مهم بین زیر گروه
شوند که تنها یک نوع نامیده می(homofermentative)هموفرمانتاتیو یک گروه . ها استتوسط آن

.کندمحصول تخمیری که همان اسید لاکتیک است تولید می

شوند، محصولات دیگری نیز از جمله نامیده می(heterofermentative)هتروفرمانتاتیو گروه دیگر که 
یک راه ساده برای تشخیص این دو گروه،. نمایندتولید میاسید لاکتیک هم به همراه CO2و اتانول

.باشدهای آزمایشگاهی میدر کشتCO2گازی تولید مشاهده

ادامه مقدمه

بر اساس مورفولوژی سلولی، ترکیب (LAB bacteria)های اسید لاکتیک های مختلفی از باکتریجنس
.  و فیلوژنی و نوع متابولیسم تخمیری مشخص شده استDNAبازی 

ازدیادورشد.شوندمییافتگوشتیوگیاهیموادشیر،مشتقاتوشیردرلاکتیکهایباکتری
فرآوردهد،شوکنترلدرستیبهشیرتخمیراگرکهشدهشیرتخمیرباعثلاکتیکهایباکتری

.داشتخواهیمغیرهوشیر،دوغماست،مثلهایی
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دی اکسید شود و فقط مقدار بسیار کمی گازتغییر رنگی در محیط مشاهده نمی: لوکونوستوک•
.شودی دورهام به دلیل مصرف سیترات سدیم جمع میکربن در لوله

.ها استاستفاده از محیط کشت مایع افتراقی لاکتوکوکوساسترپتوکوکوسهای یک راه برای شناسایی گونه

•St.Cremoris :ندکقند موجود در محیط کشت که لاکتوز است را تخمیر کرده و اسید تولید می  .
.شودی تولید اسید رنگ محیط زرد میبه واسطه

•St. Lactis :ولید آمونیاک سپس به دلیل ت. کندمحیط مایع تفریقی را ابتدا به دلیل تولید اسید زرد می
آیداز آرژینین به رنگ بنفش در می

•St. Diacetolactic : ی دورهام نیز گاز دی شود و درون لولهساعت بنفش رنگ می48بعد از
.شوداکسید کربن حاصل می
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:محیط کشت مایع تفریقی

گرم5تریپتون                                

گرم1دی پتاسیم فسفات                

گرم20سیترات سدیم                     

گرم5عصاره مخمر                         

گرم5آرژ نین                                 

گرم0/02برموکروزول ارغوانی          

میلی لیتر1000آب مقطر                     
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طرز تهیه مایع تفریقی

.افزودهمقطرآبسیسی800تقریبیمقداربهرافوقمواد

.رسانیممیلیتریکبهراآنحجمونمودهاضافهانبهچربیبدونشیرسیسی25سپس

راpHسانتیگراد،درجه25دمایتاکردنخنکازبعدودهیممیبخارآنبهاتوکلاو،دردادنقراربادقیقه15

.کردهتنظیم6/2روی

درسپسوریختهدورهامیلولهحاویداردرپیچهایلولهداخلدرسیسی7-10مقداربهراکشتمحیط

.کنیممیاستریلدقیقه15مدتبهدرجه121حرارتدرجهدرواتوکلاو
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:مواد و وسایل لازم آزمایش 
oشیر

oرینگرمحلولحاویهایلوله

oاستریلپتپی

oسرکجایشیشهیمیله

oکشتمحیطPCAارغوانیبرموکروزولحاوی

oانکوباتور

oلام

oگرمآمیزیرنگهایمحلول

oکشتمحیطNAیاPCA

oداردرپیچهایلولهدرتفریقیمایعکشتمحیط
دورهامیلولهحاوی

oلوپ

وتازهخامشیربایستیآزمایشموردشیراستذکربهلازم
شیرازاستفادهصورتدروصورتاینغیردر.باشدنجوشیده
ستریلیزهاشیرازاستفادهونیستلازمشیرکردنرقیقپاستوریزه

دکتر سهیلا عباسی.استفایدهبی
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:های مولد اسید از شیر خام تازهجداسازی و شمارش باکتری-1

:روش کار انجام آزمایش

داخلدررینگرمحلولسیسی90درراشیرازسیسی10کهصورتاینبهکنیم،میتهیهرقتشیرینمونهاز•
.کنیممیتهیهرقت10-3رقتتارینگر،محلولسیسی9حاویآزمایشهایلولهکمکبهسپسریخته،ارلن

کهاستارغوانیبرموکروزولمعرفحاویمحیطاین.کنیممیتلقیحPCAمحیطدورویوکردهانتخابرقتدو•
.داردراpHمعرفنقش

.کنیممیاتووگذاریساعت48مدتبهسانتیگراددرجه37انکوباتوردرراهاکشتمحیط•

یداسمولدهایباکتریشیردرکهصورتیدر.شودمیبررسیهاپلیتلازم،زمانگذشتازبعد•
بهتوجهابکهکندمیزردرنگهایکلنیتولیدکشتمحیطدرموجودقندتخمیرباباشیم،داشته
.استمتفاوتزردرنگشدتاسید،تولیدمقئار

یداسمولدهایباکتریرشددرصورتکهاستذکربهلازم.شودمیشمارشکردهرشدهایکلنی•
.شودمیزردکشتمحیط
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وستوک های استرپتوکوکوس و لوکونگونه)های مولد اسید خالص سازی باکتری-2
(:مد نظرمان می باشد

بهاقدامم،گرآمیزیرنگباوکردهتهیهلامآسپتیک،شرایطرعایتباکرده،رشدهایکلنیازابتدا•
.کنیممیمثبتگرمکوکسیهایباکتریشناسایی

24مدتبهوبردهPCAیاNAکشتمحیطرویبرسازیخالصبهاقداممزبور،هایکلنیایناز•
.دهیممیقراردرجه35دمایدرساعت

.کنیممیبررسیمختلفهایگونهشناساییمنظوربهراشدهخالصهایباکتری•
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شناسایی استرپتوکوکهای مولد اسید لاکتیک-3

محیطاخلدبهآسپتیکشرایطدرولوپازاستفادهباشده،خالصمثبتگرمکوکسیهایباکتریاز•
.کردهتلقیحتفریقیمایعکشت

.شودمیگذاریاتووسانتیگراددرجه35دمایدرساعت72مدتبه•

.کنیممیبررسیاسیدتولیدعدمیااسیدتولیدمیزانبرحسبلولهرنگتغییرواسیدتولید،گازتولید•
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با تشکر از توجه شما 
با آرزوی سلامتی و موفقیت
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