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از شده  جدا  برويسلاكتوباسيلوس ارزيابي خواص ضد ميكروبي

 خميرترش آرد كامل جو
 

       ، 1، مهدي كاشاني نژاد1، مرتضي خميري1، عليرضا صادقي1فرزانه كيا دليري
  1مهران اعلمي

  
 .، گرگان، ايران گروه علوم و صنايع غذايي، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان-1

  
  )21/06/95: رشيپذ خيتار 95/ 08/02:  افتيدر خيتار(

  
   چكيده

 موجود در خميرترش آرد كامل جو، خصوصيات ضد ميكروبي جدايه مذكور و لاكتوباسيلوسدر اين پژوهش، پس از شناسايي مولكولي آغازگر غالب 
مورد بررسي قرار غذازاد هاي باكتريايي و قارچي  شاخصهاي خام و خنثي شده حاصل از فازهاي رشد لگاريتمي و سكون آن در برابر برخي ازپاليده
يابي تواليبر اساس نتايج  .پذيرفتصورت از طرح پايه كاملاً تصادفي به روش فاكتوريل با استفاده نيز  اين پژوهش آناليز آماري نتايج .گرفت

براي ارزيابي خواص ضد باكتريايي اين . شناسايي شدبه عنوان جدايه لاكتيكي غالب خميرترش آرد جو  لاكتوباسيلوس برويس، PCRمحصولات 
گذاري لايه و لكههاي كشت دو دايلوشن و همچنين به منظور مطالعه خاصيت ضد قارچي آن از روشهاي انتشار در ديسك و ميكروجدايه از روش

 باسيلوس سوبتيليس در برابر لاكتوباسيلوس برويس كروبيضد ميبر اساس نتايج آزمون ديسك، بيشترين تاثير . سوسپانسيون اسپور قارچ استفاده گرديد
، ريز رقتهاي باكتريايي مورد مطالعه در روش همچنين بيشترين درصد كاهش جمعيت شاخص. مشاهده شداشرشيا كلي و كمترين مقدار آن در برابر 

علاوه بر اين، خاصيت ضد قارچي .  بوداسيلوس برويسلاكتوب درصد در معرض پاليده خام فاز لگاريتمي 55/79 با باسيلوس سوبتيليسمربوط به 
 كه اين قابليت در برابر دو قرار گرفتتاييد در روش كشت دو لايه مورد  نايجر آسپرژيلوس و آسپرژيلوس فلاووسبر عليه لاكتوباسيلوس برويس 

ها به شكل جدايه لاكتيكي نيز نسبت به ساير پاليدهفاز لگاريتمي اين حاصل از پاليده خام . نداشت) >05/0α( يدار اختلاف معني،شاخص مذكور
گذاري سوسپانسيون اسپور قارچ در روش لكه نايجر آسپرژيلوس و آسپرژيلوس فلاووس از تاثير بازدارندگي بيشتري بر روي) >05/0α(داري معني

 . برخوردار بود

  
  ميكروبي، پاليده كشت ، خميرترش آرد كامل جو، فعاليت ضد لاكتوباسيلوس برويس  :كليد واژگان

 
  
  
  
  
  

                                                 
 ل مكاتباتمسئو: sadeghi.gau@gmail.com 
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  مقدمه -1
هاي اصلي تخميري در فرايندخميرترش يكي از تخمير 

تواند علاوه شود كه استفاده از آن ميمحسوب ميفرآوري نان 
تر، بر ارتقاي كيفيت، سبب ايجاد طعم و آروماي مطلوب

  نان تعويق بياتي همچنين و باكتريايي و از فساد قارچيتانعمم
  غلاتشده  تخمير مخلوط آب و آرداصطلاحاً به. ]2و1[ گردد

اطلاق ، خميرترش هاهاي اسيد لاكتيك و مخمرباكتريتوسط 
 بر هاي اسيد لاكتيكها و باكتريقابل بين مخمرت  كهشودمي
- ترين باكتريمهم .]4و3 [گذار است تاثيرآنت متابوليكي فعالي

تعلق  لاكتوباسيلوس به جنس ميرترشهاي جدا شده از خ
گرم   اسيد لاكتيكهايباكتري هالاكتوباسيلوس .]5 [دارند

 محصول نهايي  كههستند  كاتالاز منفي ومثبت، فاقد اسپور
 با توليد هااين باكتري. باشدميتوسط آنها اسيد لاكتيك تخمير 

قارچي  هاي ضدپپتيداستيل، استالدئيد، پراكسيد هيدروژن، دي
 بر  وسيعيداراي اثرات بازدارندگيتوانند ها ميو باكتريوسين

 7و6[باشند ) ريز اندامگان(ها روي بسياري از ميكروارگانيسم
-نگهدارندهها و مضرات بيوتيكبا گسترش مقاومت به آنتي. ]

- باكتري زيستي، استفاده از خاصيت نگهدارندگيهاي شيميايي

هاي اسيد لاكتيك همواره به عنوان يك روش جايگزين مطرح 
 شناسايي  در خصوصتاكنون مطالعات فراواني]. 8 [ستبوده ا

هاي لاكتيكي  خاصيت ضد ميكروبي جدايهمولكولي و ارزيابي
براي مثال، كرستي و همكاران .  صورت گرفته استخميرترش

 گونه جديدي ،rDNA  s16 و آناليز توالي PCRبا استفاده از
  اسيد لاكتيك جدا شده از خميرترشهايرا از بين باكتري
 Lactobacillus( لاكتوباسيلوس روسيايتاليايي، به نام 

rosisi(باكتري،همكارانسيمسك و . ]9 [ شناسايي كردند  -

 لاكتوباسيلوس برويسهاي اسيد لاكتيك نظير 
)Lactobacillus brevis( ،س ويريدنسلاكتوباسيلو 
)Lactobacillus viridances (هايي كه  گونهعنوان را به

از  ميكروبي بودند  خاصيت ضدابليت بروزقداراي بيشترين 
تودورو و . ]10[ند نمودخميرترش آرد گندم جداسازي 

 توليد شده توسط همكاران، تركيبات ضد باكتريايي
را  )Lactobacillus plantarum( لاكتوباسيلوس پلانتاروم

اند در خميرترش، شناسايي و خصوصيات آن را تعيين كرده
هاي جدايه  كهد نشان دادن نيز منتس و همكاران.]11[

 لاكتوباسيلوس آليمنتاريوس و لاكتوباسيلوس پلانتاروم
)Lactobacillus alimentarius(،  باسيلوس فعاليت

 فورميسنيباسيلوس ليچو ) Bacillus subtilis( سوبتيليس
)Bacillus licheniformis (12[ دنانداز ميرا به تعويق[. 

  ترش به عنوان يك نگهدارندهامروزه تمايل به استفاده از خمير
 ازست زيرا فلور ميكروبي آن نه تنها زيستي در حال افزايش ا
بلكه ند، نك د فساد جلوگيري ميهاي مولّ فعاليت ميكروارگانيسم

بخش را  اي و ايجاد خواص سلامتي قابليت بهبود ارزش تغذيه
  شناسايي،هدف از اين پژوهش، جداسازي .]8و5[نيز دارند 
 هاي يكي از جدايهيميكروب و ارزيابي خواص ضد مولكولي

هاي حاصل از و پاليده لاكتيكي غالب خميرترش آرد كامل جو
- هاي رشد لگاريتمي و سكون آن در برابر برخي از شاخصفاز

 .هاي باكتريايي و قارچي مواد غذايي بود

 
  

   ها مواد و روش-2
   مواد-2-1

هاي آن شامل  ويژگي تهيه و4ابتدا آرد كامل جو رقم گرگان 
 9/1 درصد و خاكستر 7/61 درصد، كربوهيدارت 6/11پروتئين 

 تعيين ،)AACC) 2010هاي مدون درصد بر اساس روش
ي مورد استفاده شامل هاي باكتريايشاخص]. 13 [گرديد
، ) 1399Escherichia coli PTCC(لي  كاشرشيا

 Staphylococcus) 1112(استافيلوكوكوس اورئوس 

aureus PTCC  ،1298 (ليستريا مونوسيتوژنز PTCC  

(Listeria monocytogenesباسيلوس سوبتيليس و 
)1720PTCC  Bacillus subtilis (هاي  همچنين قارچو

 5012Aspergillus (آسپرژيلوس نايجرمورد استفاده شامل 

niger PTCC (آسپرژيلوس فلاووس  و )5006 PTCC 
flavus Aspergillus ( ميكروبي ايران تهيه از كلكسيون
اين  در استفاده مورد كشت و مواد شيميايي هايمحيط. شدند

  .ند گرديدخريداري آلمان Merckشركت  از پژوهش نيز
 سازي خميرترش آماده-2-2

هاي مختلف آرد به آب هايي با نسبتپس از تهيه پيش تيمار
 درصد آرد به آب بر اساس 30، نهايتاً نسبت ) درصد50 تا 20(

ند تغييرات اسيديته قابل تيتر براي تهيه خميرترش آرد كامل رو
 24گراد به مدت  درجه سانتي37جو انتخاب شد و در دماي 

هاي بعد با تخمير خميرترش در روز. ]6[ساعت تخمير گرديد 
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 درصد از خميرترش قبلي به 20افزودن  (1گيريفرآيند مايه
و اسيديته   pHو ارزيابي روزانه مقادير) خميرترش روز بعد

  .]1[  تداوم يافتقابل تيتر آن
 و اسيديته قابل تيتر pH ارزيابي -2-3

  خميرترش
برحسب اسيد (براي تعيين مقدار اسيديته قابل تيتر خميرترش 

-ميلي  90 گرم از هر نمونه خميرترش آرد جو با 10، )لاكتيك

 نرمال 1/0ليتر آب مقطر، مخلوط شد و محلول مذكور با سود 
اسيديته قابل تيتر بر .   تيتر گرديد5/8 نهايي pHدن به تا رسي

خميرترش  pH ميزان. ليتر سود مصرفي بيان شدحسب ميلي
 766 مدل(متر pH نيز در هر مرحله پس از تخمير با 

Calimatic ،Knick8[تعيين گرديد ) ، آلمان[. 

هاي اسيد لاكتيك  جداسازي باكتري-2-4
  غالب 

هاي متوالي تهيه گرديد و به ، رقتابتدا از نمونه خميرترش
 كشت MRS Agarصورت سطحي بر روي پليت حاوي 

ها دست آمده، از آنهاي بهسازي پرگنهپس از خالص.  شدداده
آميزي گرم و آزمون اسلايد ميكروبي تهيه گرديد و با رنگ

  .]15و 14[كاتالاز مورد بررسي قرار گرفت 
 DNA استخراج -2-5

هاي رنگ آميزي گرم و كاتالاز، از تك نپس از انجام آزمو
 توسط كيت DNAهاي لاكتيكي، پرگنه كشت خطي جدايه

)Bioneer K-3032و مطابق دستورالعمل ) ، كره جنوبي
لازم به توضيح است كه براي . شركت سازنده استخراج شد

هاي حاصل اطمينان از صحت روش مذكور نيز از تمامي پرگنه
گيري انتهايي، مده از فرايند مايهاز بيشترين رقت به دست آ

DNA استخراج شد و با پرايمر   
 نيز PCR، تكثير و نهايتا محصولات PCRمورد نظر توسط 

يابي گرديد تا بدين طريق، دستيابي به تك پرگنه خالص توالي
  .جدايه لاكتيكي تاييد شود

  PCR واكنش -2-6
                            براي شناسايي جدايه  PCRواكنش 

                                ي  از پرايمرهابا استفاده نظر مورد
   و    F: GAACGCGAAGAACCTTAC ياختصاص

                                                 
1. Back sloping 

R: GCGTGTGTACAAGACCC (5’-3’)شدجرا  ا. 
 جايگاه v6-v8 بخشي از ناحيه متغير  تكثير نيزتوالي هدف

16S rDNA  گرمقادير واكنش. بود جفت باز 500به طول -

 ي تكثيريهاي دماچرخه و) ، فرانسهPCR )Robust هاي
نيز مطابق روش فرچيچي و ) ستراليا، اCorbett ترموسايكلر(

 براي تاييد اوليه تكثير، .]14[ اجرا گرديد) 2007(همكاران 
 درصد واجد رنگ سايبر 5/1 در ژل آگارز PCRمحصولات 

ت در نهاي. ندالكتروفورز گرديد) ، آمريكاInvitrogen (2سيف
 آلمان MWG جهت تعيين توالي به شركت PCRمحصولات 

 هاي بهرديفي تواليفرستاده شد و پس از ارزيابي ميزان هم
 NCBIهاي موجود در پايگاه اطلاعاتي دست آمده با داده

  .]16[ جدايه لاكتيكي شناسايي گرديد
تعيين فازهاي رشد لگاريتمي و سكون  -2-7

  جدايه لاكتيكي
تاثير خاصيت ضد ميكروبي پاليده كشت به منظور مقايسه 

هاي رشد لگاريتمي و سكون، منحني جدايه لاكتيكي در فاز
در طول هاي معين و جذب در زمانتعيين مقادير رشد آن با 

 T80 Double BEAMاسپكتروفتومتر( نانومتر 600موج 

UV- Visible ،PGI ، 17[ دترسيم گردي) انگلستان[.   
  ترياييبررسي خاصيت ضد باك -2-8

براي ارزيابي خواص ضد باكتريايي جدايه لاكتيكي از دو روش 
  .انتشار در ديسك و ريز رقت استفاده گرديد

   روش ديسك -1- 8- 2
 هاي شاخصاين روش ابتدا جدايه لاكتيكي و باكتريدر 

 و  استافيلوكوكوس اورئوس، ليستريا مونوسيتوژنزشيا كلي،اشر(
به  (اختصاصي در محيط كشت )باسيلوس سوبتيليس

سازي فعال) 6BcSA و 3VRBA، 4BPA، 5BABترتيب
هاي باكتريهر  ميكروليتر از سوسپانسيون 40  سپس.شدند

 Nutrientروي پليت حاوي  بر )cfu/ml 108×1 (شاخص

Agar هاي  ديسك، در ادامه. داده شد كشت سطحيبه صورت
له متر با فاص ميلي6به قطر ) پادتن طب، ايران( استريل كاغذي

معين از يكديگر و لبه پليت بر روي سطح محيط حاوي كشت 
هاي به ديسك. قرار داده شدهاي شاخص سطحي باكتري

                                                 
2. SYBR safe 
3 .ر  وايولت رد بايل آگا  

4 .ار   برد پاركر آگ  

5 . بلاد آگار بيس  
6 .ر   سلكتيو آگاباسيلوس سرئوس   
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 cfu/ml 108×1 ميكروليتر باكتري زنده و فعال با 40كاغذي 
 37 ساعت در دماي 48ها به مدت سپس پليت. افزوده گرديد
اله عدم سرانجام قطر ه. گذاري شدندگراد گرمخانهدرجه سانتي

 ImageJ هاي شاخص با نرم افزاررشد هر يك از باكتري
  .]18[گيري گرديد اندازه

   تهيه پاليده كشت جدايه لاكتيكي-2- 8- 2
-، در شرايط بيMRS Brothابتدا جدايه لاكتيكي در محيط 

گراد تا ايجاد كدورتي معادل  درجه سانتي37هوازي و دماي 
سپس . گذاري شدانهگرمخ) cfu/ml 108×1( مك فارلند 5/0

هاي رشد  از فاز حاصلبراي تهيه پاليده كشت جدايه لاكتيكي
به مدت محيط كشت حاوي باكتري مذكور لگاريتمي و سكون، 

 g14000 گراد با دور  درجه سانتي5 دقيقه در دماي 5
مايع . شد)  ، كره جنوبيhanil, combi 514R(سانتريفوژ 

راي اطمينان از عدم حضور دست آمده از سانتريفوژ برويي به 
  ميكرومتر 22/0 از فيلتر سرنگي سلول باكتريايي

JET BIOFIL) در ). پاليده خام(عبور داده شد ) ، چين
 pH=7 نرمال تا 1ادامه، پاليده كشت جدايه لاكتيكي با سود 

 .]19[) پاليده خنثي(خنثي گرديد 

   رقت ريزروش  -3- 8- 2
شاخص مورد هاي اكتري ببراي اين منظور جمعيت هر يك از

گراد به  درجه سانتي37گذاري در دماي  با گرمخانهاستفاده
cfu/ml 108×1خنثي  سپس اثر پاليده خام و . رسانيده شد

 لگاريتمي و سكون،  رشدفاز از دو حاصل شده جدايه لاكتيكي
در اين آزمون، . مورد نظر بررسي گرديد هاي شاخصرويبر 

خام و باكتري شاخص  لوط پاليدهكنترل مثبت شامل مخنمونه 
  كنترل منفي شامل مخلوط محيط كشت و شاخص نمونهو

همچنين در چاهك مربوط به .  اتوكلاو شده بودندباكتريايي
 از هر پاليده ميكروليتر 185 مقدار  و خنثي شده خامهايپاليده

. اضافه گرديدمورد نظر  باكتريايي  شاخص از ميكروليتر15و 
 درجه 37 ساعت در دماي 24ها به مدت اين ميكروپليت

 توسط دستگاه خوانش  سپس وگذاري شدگراد گرمخانهسانتي
 نانومتر خوانش 620در طول موج ) ، روسيهsdco(الايزا 

  .]20[ صورت گرفت
  قارچي بررسي خاصيت ضد -2-9

 و كشت دو اسپور ه گذاري لكهايبراي اين منظور از روش
آسپرژيلوس و  پرژيلوس نايجرآس هاي قارچدر برابر لايه

  .استفاده شد سفلاوو
  

   اسپورگذاري روش لكه-1- 9- 2
 YGC Agar محيط كشت ،متري سانتي6هاي  پليت درابتدا

 پاليده خام و( با پاليده كشت جدايه لاكتيكي 1 به 9به نسبت 
  روزه7 براي تهيه اسپور از كشت .گرديدمخلوط ) شده خنثييا

گراد در محيط  سانتي درجه25ي  در دماهاي شاخصقارچ
- جمع سپسها با آب مقطر شسته واسپور  ابتدا،YGCكشت 

هاي شاخص توسط لام  اسپور قارچدر ادامه،. آوري گرديدند
 اسپور به ازاي 105 نهايي  تعدادهموسيتومتر شمارش شده و به

 ميكروليتر از اسپور 3مرحله بعد  در .ليتر رقيق گرديدندهر ميلي
ها در دماي ده شد و تمامي نمونهر مركز پليت قرار داقارچ د

 قارچ  كلنيطرق. گذاري شدندگراد گرمخانه درجه سانتي25
 كه نمونه فاقد پاليده  ساعت تا زماني24در هر رشد كرده 

 با نرم افزار را پوشاند سطح پليت تمامكشت جدايه لاكتيكي 
ImageJ 21[ گيري گرديداندازه[.  

  لايه   دوروش كشت -2- 9- 2
  كشت جدايه لاكتيكيب استريل ازبا سوآ، براي اين منظور

 متر و فاصله سانتي3دو خط موازي به طول  به صورت فعال
 MRS Agar حاويهاي  در مركز پليتديگر از يكمتناسب

  درجه37 در دماي  ساعت72براي  سپس و كشت داده شد
همانند شمارش اسپورها . گرديدگذاري  گرمخانهگرادسانتي

 با استفاده از لام هموسيتومتر انجام شد و اسپورها تا مرحله قبل
در مرحله بعد . ليتر رقيق گرديدنددر هر ميلي  اسپور 105 تعداد

 YGC كشت محيطليتر ازميلي 9 از اسپور قارچ با ليترميلي 1

Agar روي خطوط كشت داده شده   مخطوط گرديد و بر
 از انعقاد لايه پس .) دو لايهكشت (ريخته شد جدايه لاكتيكي

 ساعت 48گراد به مدت  درجه سانتي30ها در دماي دوم، پليت
هاي قطر هاله عدم رشد قارچ. گذاري گرديدندگرمخانه

شده جدايه لاكتيكي   در اطراف خطوط كشت دادهشاخص نيز
  .]22[د گيري ش ساعت اندازه24در هر 

  

  آناليز آماري نتايج -3
در قالب روش فاكتوريل  از  استفادهت آمده باهاي به دسداده

 .مورد آناليز قرار گرفت تكرار 3و با   تصادفيطرح پايه كاملاً
 Microsoft Office  نيزافزارهاي آماري مورد استفادهنرم

Excel 20139.1.3 و   SASمقايسه همچنين. بودند 
 درصد انجام 5ها با آزمون دانكن در سطح احتمال ميانگين
  .گرديد
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   نتايج و بحث-4
  جداسازي و شناسايي لاكتوباسيلوس-4-1

  غالب خميرترش آرد كامل جو
گيري خميرترش با ثبات پس از سه روز از تكرار فرآيند مايه

 غالب  لاكتوباسيلوس، آن و اسيديته قابل تيترpHنسبي 
، )1شكل  (PCRنتايج الكتروفورز محصولات . جداسازي شد

 پس از . جفت بازي بود500دف حاكي از تكثير توالي ه
هاي دست آمده با دادههاي بهرديفي تواليهمارزيابي ميزان 

، جدايه لاكتيكي به عنوان NCBIموجود در پايگاه اطلاعاتي 
، شناسايي )Lactobacillus brevis (لاكتوباسيلوس برويس

%  49 گوبتي و همكاران، هاي موجود، بر اساس گزارش.گرديد
 و لاكتوباسيلوس پلانتاروم%  21 و برويسلاكتوباسيلوس 
 Lactobacillus( لاكتوباسيلوس فرمتنومدرصد كمي 

fermentum (جداسازي  آرد گندمرا از يك نمونه خميرترش 
 گزارش كردند كه   نيزوود و هولزاپفل. ]23[كردند 

هاي  باكتريلاكتوباسيلوس فرمتنوم و لاكتوباسيلوس برويس
هاي غالب در تفاوت باكتري. ]24[غالب در خميرترش هستند 

تواند ناشي از تفاوت در مواد خام مورد اين دو مطالعه مي
 .استفاده به عنوان سوبستراي تخمير باشد

 
Fig 1 Agarose gel electrophoresis of PCR products 
obtained under optimized conditions for detection 
of dominant LAB isolate (500 bp). Extracted DNA 

from single and pure colonies of dominant LAB 
isolate (lane 1), extracted DNA from cultured cells 

of Lactobacillus sp. in MRS broth as positive 
control (lane 2), 100 bp DNA marker (lane 3) and 

non DNA as negative control (lane 4). 

لاكتوباسيلوس يت ضد باكتريايي خاص -4-2
   برويس

 لاكتوباسيلوس برويس خاصيت ضد باكتريايي -1- 2- 4
  در حالت فعال 

 باكتري ضد ميكروبي اثر  بررسي حاصل ازنتايجبر اساس   
 جدا شده از خميرترش آرد كامل جو، لاكتوباسيلوس برويس

 ، به روش انتشار در ديسكزاد شاخص غذاباكتري 4عليه 
قطر هاله با   سوبتيليسباسيلوسبر عليه  اين جدايهاثر بيشترين 
 نيز در  آنيگونيستاترين اثر آنتكمو متر  ميلي11/17 عدم رشد

مشاهده متر  ميلي55/11 قطر هاله عدم رشد با اشرشيا كليبرابر 
 در ليستريا مونوسيتوژنز و اشرشيا كليقطر هاله عدم رشد . شد

 داري نداشت تفاوت معنياستافيلوكوكوس اورئوسمقايسه با 
)05/0α>( به شكل  سوبتيليسباسيلوس  اما در مقايسه با

 و ونباندر مطالعه اوگا ).>05/0α ( بودداري متفاوتمعني
لاكتوباسيلوس  فعاليت ضد ميكروبي )2003 (همكاران
 چند شاخص در برابر لاكتوباسيلوس برويس و پلانتاروم
 در برابر ها آنكنندگيهار كه بيشترين اثر مشد بررسي باكتريايي
 و متر ميلي8-10 با قطر هاله عدم رشد سوبتيليس باسيلوس

ش متر گزار ميلي6-7  با اشرشيا كليدر برابر نيز كمترين مقدار 
، )2006 ( گزارش كيائي و همكارانبر اساس]. 25 [گرديد

، استافيلوكوكوس اورئوس در برابر لاكتوباسيلوس برويس
، اشرشيا كلي و )Bacillus cereus( باسيلوس سرئوس

داراي ) Yersinia enterocolitica( يرسينيا انتروكوليتيكا
  نيز)2016(مانيني و همكاران . ]26 [اثر مهاركنندگي بود

 جدا شده لاكتوباسيلوس برويسبراي  كنندگي  مهارهيچگونه
 [ نكردندگزارش  مونوسيتوژنزليستريادر برابر از سبوس گندم 

گونه هاي رشد  دريافتند كه )2002 (همكارانو  كاتينا. ]27
 كمتر تا لاكتوباسيلوس برويس  حاوي در خميرترش باسيلوس

كه اين بازدارندگي احتمالاً  ]8 [ يابدمي كاهش cfu/g 10از 
 اسيد استيك به عنوان تركيب بازدارنده رشد به واسطه توليد

ها و وسين باكترياحتمالاً]. 29و28[ باشدمي باسيلوسهاي گونه
صلي با هاي امتابوليت نيز جزء تركيبات با وزن مولكولي پايين

 موجود در خميرترش هستند كه در خاصيت ضد باكتريايي
- منفي موثر گرمهاي گرم مثبت وبرابر طيف وسيعي از باكتري

باكتريايي متعددي كه در  كارهاي ضد و سازساير از  .]30 [ند
 pH  توان به مي شده استگزارشهاي اسيد لاكتيك باكتري

 وزن داراي با تركيبات آلي هاي اسيداثر متقابل بين پايين،
  . ]31 [اشاره كرد  هيدروژن پراكسيد و توليدمولكولي پايين

 خاصيت ضد باكتريايي پاليده كشت -2- 2- 4
هاي رشد لگاريتمي و  در فازلاكتوباسيلوس برويس

  سكون
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هاي رشد لگاريتمي و با توجه به نتايج حاصل از تعيين فاز
 مشخص شد كه جدايه مذكور لاكتوباسيلوس برويسسكون 

گذاري به انتهاي فاز رشد  ساعت از گرمخانه10پس از طي 
لذا براي ارزيابي خواص ضد باكتريايي . لگاريتمي خود رسيد

مي و سكون ي كشت حاصل از فازهاي رشد لگاريتهاپاليده

از  ساعت 12 و 8زماني هاي جدايه مذكور، به ترتيب در بازه
 هاينتايج بررسي تاثير پاليده .برداري شدنمونهگذاري گرمخانه

باكتريايي مورد هاي  شاخصبر عليه لاكتوباسيلوس برويس
 . ارائه شده است1در جدول  ريز رقت بر اساس روش مطالعه

 
Table 1 Effects of L. brevis isolate CCF (cell-free culture filtrate) on population reduction of indicator 

foodborne bacteria (%). Columns (small letters) and rows (large letters) with different letters are 
significantly different (α<0.05). Abbreviated titles for mentioned CCF are including CCF-L 

(logarithmic phase, natural pH), CCF-LN (logarithmic phase, neutralized pH), CCF-S (stationary 
phase, natural pH) and CCF-SN (stationary phase, neutralized pH). 

 

 Escherichia coli 
Listeria 

monocytogenes 
Bacillus subtilis 

Staphylococcus 
aureus 

CCF-L 61.19±0.53 a, B 75.92±0.99 a, A 79.55±0.01 a, A 58.40±0.01 a, B 
CCF-LN 30.23±011 b, C 43.54±1.10 b, B 50.6±0.61 b, A 23.86±0.58 b, D 
CCF-S 34.76±0.01 b, B 46.67±1.00 ab, A 46.14±0.61 b, AB 38.90±0.51 b, B 

CCF-SN 9.35±0.02 c, C 23.77±1.10 c, A 18.05±0.06 c, B 9.40±0.38 c, D 
  

 در حضور پاليده خام سوبتيليباسيلوس س رشد س،بر اين اسا
 در هر دو فاز رشد لاكتوباسيلوس برويس شدهو خنثي

 بيشترين مقدارها لگاريتمي و سكون در مقايسه با ساير شاخص
ا هرشد شاخصكاهش  كمترين . را نشان داد)>05/0α(كاهش 

لاكتوباسيلوس  فاز سكونشده مربوط به پاليده خنثي نيز 
 .بود اشرشيا كلي و استافيلوكوكوس اورئوس برابر  دربرويس

بود زيرا  pH به وابستهها اثر بازدارندگي در تمامي نمونه
در پاليده خام و هاي باكتريايي جمعيت شاخصدرصد كاهش 

تفاوت  يدارمعني به شكل  رشد دو فازشده حاصل ازخنثي
اي هتاثير بازدارنده پاليدهعلاوه بر اين،  .)>05/0α(داشت 

بر روي خنثي شده حاصل از فازهاي رشد لگاريتمي و سكون 
 متفاوت بود داريهر چهار شاخص باكتريايي به شكل معني

)05/0α<(تاثير بازدارنده پاليده خام لگاريتمي بر روي  اما 
اشرشيا  و همچنين ليستريا مونوسيتوژنز با سوبتيليس باسيلوس

نداشت  يدارمعنياختلاف  استافيلوكوكوس اورئوس با كلي
)05/0α>(.   

 پاليده خام  با ارزيابي اثر ضد ميكروبي)1991 (توبا و همكاران
استافيلوكوكوس  مختلف در برابر هايلاكتوباسيلوسكشت 
 دريافتند كه ميزان رشد مونوسيتوژنز  ليستريا واورئوس
 گزارش بر اساس ].32 [ش يافتهاي ميكروبي كاهشاخص

 نه تنها پاليده كشت  نيز)2003 (گانبانو و همكارانوا
 داراي اثر شده از خميرترش جدا لاكتوباسيلوس برويس

 حتي  كه بودي باكترياييهامهاركنندگي در برابر شاخص

 - 20 روز نگهداري در دماي 60توانست اين تاثير را به مدت 
 شاه و همكاران .]25 [ظ كندگراد كاملاً حفدرجه سانتي

سازي پاليده كشت به وسيله ه خنثي نيز گزارش دادند ك)2009(
هاي اسيد لاكتيك را تا حدودي  اثر بازدارندگي باكتري،سود

 پاليده  اينتوان فعاليت ضد ميكروبيدهد كه ميكاهش مي
هايي كه هاي اسيدي توليد شده و باكتريوسينكشت را به مشتق

توليد اسيد لاكتيك و .  خنثي فعال نيستند نسبت دادpHدر 
هاي اسيد  عامل ضد ميكروبي باكتريترينمهم ،يكاسيد است
تواند سبب كاهش حضور اسيد مي. شودمحسوب ميلاكتيك 

pHگرددي باكترياييها رشد شاخص متعاقباً كاهش محيط و  
]33[.   
لاكتوباسيلوس ارزيابي اثر ضد قارچي  -4-3

  برويس
لاكتوباسيلوس  اثر ضد قارچي باكتري فعال -1- 3- 4

  برويس
 در لاكتوباسيلوس برويس ين پژوهش نشان داد كه انتايج 

، آسپرژيلوس فلاووس و آسپرژيلوس نايجر هايمقابل قارچ
اين  كه البته دهد را بروز ميكنندگيسطح متفاوتي از ممانعت

 ،بر اين اساس. )<05/0α( نبود يدارداراي تفاوت معنياثر 
 72قابليت ممانعت كنندگي جدايه لاكتيكي مذكور پس از 

 گذاري منجر به ايجاد قطر هاله عدم رشدساعت گرمخانه
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و قطر هاله عدم رشد آسپرژيلوس نايجر  براي 95/0±75/4
 مانيني و همكاران. شدآسپرژيلوس فلاووس براي  73/1±59/4

جدا شده از  لاكتوباسيلوس برويس بيان كردند )2016(
داراي قابليت نحو موثري  به ،خميرترش سبوس گندم

خاصيت . ]27[د بو جرآسپرژيلوس ناي  رشدمهاركنندگي
- را مي مطالعههاي موردبر رشد قارچباكتري رندگي اين بازدا

زني و  آن بر روي جوانههاي توليديمتابوليتتوان به تاثير 
 كودا و .]34[ نسبت داد كنترلمقايسه با نمونه  در رشد قارچ
 پپتيد ضد قارچي جديد از 9  نيز)2011(همكاران 

سازي خالص خميرترش، شده از  جداسيلوس پلانتاروملاكتوبا
 ،ها از اين پپتيدي در يك مذكورمحققين .ند نمودو شناسايي

تشخيص را  ي گروه آبگريز سطح6ساختار مارپيچ با حداقل 
  واكنشبه  اين جدايه رايقارچتوان فعاليت ضد دادند كه مي
 بر علاوه .مرتبط دانست پوشش سطحي قارچ با تركيب مذكور

اين، در مطالعه مذكور پپتيدهاي ديگري نيز شناسايي شدند كه 
بر روي خاصيت ضد قارچي جدايه افزايي همداراي اثر 

ها اثر ضد قارچي  آن ازلاكتيكي بودند به نحوي كه استفاده توام
عوامل زيادي بر ميزان اثرگذاري . ]35 [ برابر افزايش داد5را 

هاي اسيد لاكتيك اكتريتركيبات ضد قارچي توليدي توسط ب
، گذاريتوان به زمان گرمخانهجمله ميآن  كه از هستندموثر 
pH31 [ و تركيبات محيط اشاره كرد[.  

  
Fig 2 Activity of L. brevis isolate in overlay assay, 

against indicator fungi in comparison to control 
samples. 

  توباسيلوس برويسلاك اثر ضد قارچي پاليده -2- 3- 4
 و فلاووسآسپرژيلوس هاي  قطر كلني قارچتغييرروند 

لاكتوباسيوس   هاي كشت پاليده تحت تاثيرنايجرآسپرژيلوس 
  .  نشان داده شده است4 و 3هاي شكل به ترتيب در برويس

 
Fig 3 Effects of L. brevis isolate CCF on A. flavus 

growth during 144 h incubation. Columns with 
different letters at each incubation time are 

significantly different (α<0.05). Abbreviated titles 
for mentioned CCF are including CCF-L 
(logarithmic phase, natural pH), CCF-LN 

(logarithmic phase, neutralized pH), CCF-S 
(stationary phase, natural pH) and CCF-SN 

(stationary phase, neutralized pH). 
 

 
Fig 4 Effects of L. brevis isolate CCF on A. niger 
growth during 144 h incubation. Columns with 

different letters at each incubation time are 
significantly different (α<0.05). Abbreviated titles 

for mentioned CCF are including CCF-L 
(logarithmic phase, natural pH), CCF-LN 

(logarithmic phase, neutralized pH), CCF-S 
(stationary phase, natural pH) and CCF-SN 

(stationary phase, neutralized pH). 
  

نمونه حاوي پاليده خام فاز لگاريتمي در هر دو قارچ بيشترين 
.  داشتگذاري گرمخانه در تمامي ساعاتراثير بازدارندگي تا

 همه )گذاري ساعت گرمخانه48(دوم در هر دو قارچ در روز 
دار بودند ا نمونه كنترل داراي اختلاف معنيها بنمونه

)05/0α< ( 72 پس از آسپرژيلوس نايجردر حالي كه در مورد 
ديگر  با يكهايك از نمونهداري بين هيچ، اختلاف معنيساعت

نرخ رشد كپك ). <05/0α( نشد مشاهدهو با نمونه كنترل 
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در تيمار  همواره  آسپرژيلوس نايجر و آسپرژيلوس فلاووس
 و در روز ششم تمام سطح پليت كنترل را كنترل بالاتر بود

هاي متابوليتكه بيان كردند ) 2013(احمد و همكاران . پوشاند
هاي اسيد  توسط باكتريداراي وزن مولكولي پايين توليد شده

 يهالاكتيك، داري خاصيت ضد قارچي هستند اما متابوليت
اين تركيبات نيز تري نسبت به داراي تاثير ضد قارچي قوي

در ارزيابي نيز ) 2013(اسوانتروم و همكاران . ]30[ وجود دارد
 در برابر پلانتاروم لاكتوباسيلوسخاصيت ضد قارچي 

 تركيب جديد دو، وس فلاووسآسپرژيل و آسپرژيلوس نايجر
)PLA (phenyllactic acid و )OH-PLA (hydroxy 

phenyllactic-4 گزارش اين  بر اساس.ندنمود شناسايي را 
 داراي لاكتوباسيلوس پلانتاروم در پاليده PLAمحققان، 

 5/7اي بود و مقدار كمتر از فعاليت ضد قارچي قابل ملاحظه
 رشد  از درصد ممانعت90جب ليتر موگرم آن در هر ميليميلي

هاي باكتري.  شدآسپرژيلوس فلاووس و آسپرژيلوس نايجر
هاي موجود در ترين ميكروارگانيسماسيد لاكتيك به عنوان مهم

تركيبات ضد ميكروبي  توليد انواع خميرترش مطرح بوده و با
 اكسيد هيدروژن، پر استون، استيل، دي آلي، هايمانند اسيد

 و اثر هاباكتريوسين ،قارچي ضد هايپتيدپ روتروسايكلين،
 و زابيماري هايميكروارگانيسم قادر هستند متقابل اين تركيبات

 .]36[ نمايند كنترل را عامل فساد

  

  گيرينتيجه -5
هاي مقاومت ميكروارگانيسمهاي بيشتري از گزارشهر روزه 

 روبي و فساد ميكشودارائه مي هابيوتيكزا در برابر آنتيبيماري
ها نيز كاهش ارزش ناشي از اين ميكروارگانيسممواد غذايي 

. فراواني را در پي داردخسارات اقتصادي  غذايي محصول و
هاي لذا شناسايي و معرفي تركيبات جايگزين نظير نگهدارنده

از سوي ديگر بايد خاطر نشان . زيستي رو به گسترش است
ترش از آرد جو نمود كه تاكنون جداسازي فلور ميكروبي خمير

ها در حوزه و ارزيابي خصوصيات ضد ميكروبي اين جدايه
همچنين مطالعات . صنايع غذايي كشور گزارش نشده است

محدودي در اين خصوص در دنيا به اجرا در آمده كه نياز به 
خميرترش . دهدهاي بيشتر در اين زمينه را نشان ميپژوهش

اي جداسازي  بر مناسبتواند يك منبعآرد كامل جو مي
و دستيابي به  لاكتوباسيلوس برويسهايي همچون آغازگر
 به با قابليت ضد ميكروبي براي استفادههاي كشت آن پاليده

- هاي طبيعي مي اين بازدارنده. باشد زيستينگهدارندهعنوان 

عموما  كه گردندتوانند جايگزين مواد نگهدارنده شيميايي 
هاي اخير در دهه. دپي داردر عوارض جانبي استفاده از آنها 
هاي اسيد كه فعاليت بازدارندگي باكترياست ه مشخص شد

هاي پيچيده به سيستمهاي حاصل از كشت آنها و پاليدهلاكتيك 
هاي آلي با  كه ماحصل اثر متقابل اسيد داردارتباطآنتاگونيستي 

تاثير در پژوهش حاضر، . ساير تركيبات ضد ميكروبي است
 مورد تاييد قرار لاكتوباسيلوس برويسيه ضد ميكروبي جدا

 فاز رشد لگاريتميحاصل از پاليده خام  علاوه بر اين، .گرفت
تري  و ضد قارچي قويايي ضد باكترياثرات جدايه مذكور،
امكان استفاده از جدايه  كه ها داشت پاليدهنسبت به ساير
به عنوان يك نگهدارنده را  هاي كشت آنمذكور و پاليده
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In this study after molecular identification of dominant Lactobacillus isolated from whole barley 
sourdough, antimicrobial properties of the isolate and it’s cell free culture filtrate (CCF) as native 
(natural pH) and neutralized obtained from logarithmic and stationary phases against some of food 
borne bacteria and fungi were investigated. For statistical analysis a completely randomized design 
with factorial arrangement was used. By sequencing of specific PCR products, mentioned isolate was 
identified as Lactobacillus brevis. For evaluation of antibacterial properties of the isolate, disc 
diffusion and microdilution and also for antifungal study, overlay and agar spore spot methods were 
used. Based on the results of disc diffusion, the highest and lowest antagonistic effects of L. brevis 
were observed against Bacillus subtilis and Escherichia coli, respectively. According to microdilution 
results, the highest effect of CCF on indicator bacteria was also observed in native CCF obtained from 
L. brevis logarithmic phase which reduced 79.55% of B. subtilis population. Furthermore, antifungal 
activity of L. brevis against Aspergillus flavus and Aspergillus niger was confirmed based on results 
of overlay method. The antifungal activity of the isolate was not different significantly (α<0.05). 
Native CCF obtained from L. brevis logarithmic phase in comparison to other CCF, was significantly 
(α<0.05) effective on mentioned fungi in agar spore spot assay.  
 
Key words: Lactobacillus brevis, Whole barley sourdough, Antimicrobial properties, Cell free 
culture filtrate.  
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