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 تیفعال سهیمقا و ریش در هايباکتر دیاس کیلاکتی کیتیپروتئول تیفعال و ریتخم تیقابل

  عیما  MRSو چرخ پس ریش در هايباکتر دیاس کیلاکتی قارچ ضد
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  17/04/1398:تاریخ پذیرش                             26/01/1398:تاریخ دریافت

  
  

 چکیده
            دیاس کیلاکتها، فعالیت پروتئولیتیکی جدایه از لاکتیک اسید باکتري 6در این تحقیق،قابلیت تخمیرشوندگی شیر توسط

مایع و شیر پس چرخ  MRSها درو خاصیت ضدقارچی لاکتیک اسید باکتري)OPA( یدبا معرف اورتو فتال دي آلدهریش در هايباکتر
، لاکتوباسیلوس اسیديKMJC1لاکتوباسیلوس برویساز . در مقابل آسپرژیلوس فلاوس و کاندیدا آلبیکنسمورد بررسی قرار گرفت

لاکتوباسیلوس ه از پنیر کوزه، جدا شدKMJC4 لاکتوباسیلوس پلانتاروم وKMJC3 ، لاکتوباسیلوس کورواتوسKMJC2پیسیس
نتایج نشان . جدا شده از شیر شتر استفاده شد KMCM3و لاکتوکوکوس لاکتیس ) چال(جدا شده از دوغ شتر KMCH1 هلوتیکوس

ساعت و  16پس از KMCM3 ساعت، لاکتوکوکوس لاکتیس  48پس از KMJC4 لاکتوباسیلوس پلانتاروم، هاجدایه میاندر داد که 
انجام شده  میزان پروتئولیزسنجش . از قابلیت تخمیرشوندگی شیر برخوردار بودندساعت 60پس ازKMCH1 هلوتیکوس لاکتوباسیلوس

هاي دایهج مربوط به یتیکیپروتئول یتفعال دنشان داOPA  مذکور با استفاده از معرف هايجدایهتوسط  شیرهاي تخمیريدر 
 mg/ml 34/0به ترتیب  KMJC4پلانتاروم و لاکتوباسیلوسKMCM3 لاکتیسلاکتوکوکوس ، KMCH1تیکوسهلو لاکتوباسیلوس

مشخص شد روماند حاصل از کشت در هاي لاکتیکی یت جدایهروماند حاصل از فعالقارچی اثر ضد یدر بررس .بود 22/0و  26/0، 
MRS بازدارندگی بیشترياثر  مایع )mg/ml 50  25وMIC=( که  يبه طور،اشتپس چرخد یرروماند حاصل از کشت در ش نسبت به
MIC یسکه لاکتوکوکوس لاکت گرفت نتیجهتوان پایانمیدر . مشاهده نشد یريتخم یرحاصل از شد رومان يبرا KMCM3 مقایسهدر 

 هايجدایهتوسط یتیکی پروتئول یتفعال یشترینب. کند تخمیررا  شیرتوانست لاکتوز ) ساعت 16(تريدر زمان کوتاه هاي دیگرجدایهبا 
 جداشده KMJC4لاکتوباسیلوس پلانتاروم.بود) KMCH1) mg/ml34/0تیکوسهلو یه لاکتوباسیلوسمربوط به جدا ،رشیمذکور در 

  .بود یضد قــارچــ یتبا خاص مایع MRSروماند حاصل از تهیه  برايبهترین جدایه  عنوانبه پنیرکوزه از
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  مقدمه-1
هاي لبنی مانند انواع ماست، پنیر و ها موجب فساد فراوردهقارچ

رشد کپک و مخمر در سطح این .شوندشیرهاي تخمیري می
تغییر رنگ و بدطعمی محصولات موجب ظاهري ناخوشایند، 

شود و دربعضی موارد موجب تولید مایکوتوکسین می) 24(
کنندگان که نه تنها مصرف این محصولات را براي مصرف

سازد بلکه ضرر اقتصادي زیادي رابراي صنایع لبنی نامناسب می
هاي فیزیکی مانند حرارت، استفاده از روش).13(به همراه دارد 

هاي الکتریکی براي مقابله سیون و پالسفشار بالا، اشعه، سونیکا
ها در مواد غذایی موجب کاهش ارزش غذایی با فساد قارچ

ها به ماده کشاز طرف دیگر افزودن قارچ. شودمواد غذایی می
غذایی به دلیل داشتن عوارض جانبی بر سلامتی انسان و محیط 

شود کش توصیه نمیهاي مقاوم به قارچو نیز گسترش قارچ
کنندگان در مورد ایمنی با توجه به افزایش نگرانی مصرف ).2(

ها، صنعت مواد غذایی به دنبال ناشی از افزودنی مواد غذایی
راهکاري براي جلوگیري از فساد قارچی و در نهایت افزایش 

در این میان استفاده از ). 9و  13(طول عمر مواد غذایی است 
براي مهار رشد ها  هاي میکروبی به دلیل توانایی آنکشت

 به افزایش است هاي عامل فساد مواد غذایی رومیکروارگانیسم
هاي میکروبی هستند ترین گروهها رایجلاکتیک اسید باکتري.

ها در تخمیر انواع مختلفی از موادغذایی که به دلیل نقش آن
هاي خطر بودن براي حفاظت فراوردهتخمیري و نیز پیشینه بی

ها از طریق لاکتیک اسید باکتري).13( اندلبنی انتخاب شده
هاي مهارشوندگی و رقابت براي مواد مغذي، تولید متابولیت

هاي ضدمیکروبی خود را در اثر تخمیر، فعالیت pHکاهش 
در این میان مطالعاتی در مورد خاصیت  ).9(کنند اعمال می

و شیر  مایع MRSها در محیط ضدقارچی این گروه از باکتري
است به عنوان مثال محققان خاصیت ضدکپکی  انجام شده

ها در آب پنیر روماند حاصل از فعالیت لاکتیک اسید باکتري
گونه هايدر مقابل هاي کفیر تخمیر شده با دانه

و ) 19(رایزوپوسو  تریکودرما، سیلیومپنی،آسپرژیلوس
را ) 1(هاي لاکتیکی در دوغ خاصیت ضد مخمري باکتري

خاصیت ضد قارچی روماند حاصل از  همچنین. مشاهده کردند
گزارش شده نیز  مایعMRS هاي لاکتیکی در فعالیت باکتري

محققان فعالیت ضدقارچی روماندها را به ). 25و  22(است 
هر چند . اندتولید اسیدهاي آلی عمدتا اسید لاکتیکنسبت داده

در سایر تحقیقات انجام شده، سینرژیسم اسیدهاي آلی، 
پپتید حلقوي و پپتیدهاي بزرگتر ترین، دياسیدهاي چرب، رو

تراپچوا و همکاران ).8(در مهار رشد قارچ گزارش شده است 
در  لاکتوباسیلوس برویسنیز تأثیر ضدقارچی نژادهاي ) 2014(

را به تأثیر سینرژیستی  سیلیومپنیو  آسپرژیلوسمهار رشد 
ن اماتاکنو).28(اسیدهاي آلی و ترکیبات پروتئینی نسبت دادند 

و شیر پس چرخ جهت  مایعMRS در مورد مقایسه دو محیط 
قارچی اطلاعات اندکی در  هایی با خاصیت ضدتولید متابولیت
هدف از این تحقیق، بررسی قابلیت  .دست است

ها و فعالیت تخمیرشوندگی شیر توسط لاکتیک اسید باکتري
و  مایعMRS مقایسه دو محیطها در شیر و پروتئولیتیکی آن

هایی با به عنوان محیطی براي تولید متابولیت س چرخشیر پ
  .بودها خاصیت ضدقارچی توسط لاکتیک اسید باکتري

  
  مواد وروش ها  -2
  هاي مورد استفاده و شرایط کشتمیکروارگانیسم- 2-1
  هاي لاکتیکیجدایه-1- 2-1
 میکروبی بانک در شده ذخیره هايباکتري اسید لاکتیک از

 منابع و کشاورزي علوم دانشگاه اییغذ صنایع و علوم گروه
 گرگان که قبلا جداسازي و شناسایی مولکولی شدند طبیعی
  MRSمحیط در لاکتیکی هايجدایه. گردید استفاده
       شرایط تحت و شدند تلقیح استریل )مرك، آلمان(مایع
 هوازي،بی جار در پک گاز وسیله به شده ایجاد هوازيبی

 گذاريگرمخانه ساعت 48الی  24مدت به C ° 37دردماي
  .شدند
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  هاهاي لاکتیکی جدا شده از آنهاي جمع آوري شده و باکتريمشخصات نمونه-1جدول 
  مدت نگهداري  آوري محل جمع  منشأ جداسازي  نام باکتري

 KMJC1 ١لاکتوباسیلوس برویس
 کمی و شیرگاوي ازمخلوط شده تهیه پنیر کوزه

  شیرگوسفندي
  ماهه 6  بوکان

لاکتوباسیلوس اسیدي 
 2KMJC2پیسیس

تهیه شده ازمخلوط شیرگاوي و کمی پنیر کوزه 
  شیرگوسفندي

  ماهه 6  بوکان

 3KMJC3لاکتوباسیلوس کورواتوس
تهیه شده ازمخلوط شیرگاوي و کمی پنیر کوزه 

  شیرگوسفندي
  ماهه 3  بوکان

  4KMJC4لاکتوباسیلوس پلانتاروم
و کمی  تهیه شده ازمخلوط شیرگاويپنیر کوزه 

  شیرگوسفندي
  ماهه 3  سلماس

  یک هفته  بندرترکمن  )چال(دوغ شتر  5KMCH1لاکتوباسیلوس هلوتیکوس
  تازه  قلاآق  شیر شتر 6KMCM3لاکتوکوکوس لاکتیس

  
  
  

                                                           
1-Lactobacillus Brevis 
2-Lactobacillus Acidipiscis 
3-Lactobacillus Curvatus 
4-Lactobacillus Plantarum 
5-Lactobacillus Helveticus 
6-Lactococcus Lactis 
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  هاقارچ-2-1-2
-ها و باکتريهاي مورد استفادهاز مرکز کلکسیون قارچقارچ 

عتی هاي علمی و صنهاي صنعتی، واقع در سازمان پژوهش
و  )PTCC 5004(ازآسپرژیلوس فلاوس . ایران تهیه شدند
 )ATCC 10231 / PTCC 5027(کاندیدا آلبیکنس
در  کپک. هاي ضد قارچی استفاده گردیدجهت انجام آزمون

و مخمر در  C °28در دماي)مرك، آلمان(PDB1محیط 
 3گرم، عصاره مخمر  5گرم، پپتون  10گلوکز ( YMB 2محیط

 C° 25در دماي) لیتر 1گرم، آب مقطر  3گرم، عصاره مالت 
  .رشد داده شدند

  
  ترسیم منحنی رشد باکتري -2-1-3

 يبه انتها یههر جدا یدنرس يبردن به مدت زمان لازم برابرایپی
براي  .م شدجدایه لاکتیکی ترسیرشد هر  یتمی،منحنیفاز لگار

ساعتهاز  20هاي لاکتیکی، یک کشت رسم منحنی رشد جدایه
 MRS ه شد و یک درصد از کشت فعال به محیطها تهیآن

در  05/0سپس براي تنظیم دانسیته نوري . مایع، تلقیح گردید
مایعبه آن افزوده MRS ، تدریجا محیط  nm600طول موج

 تحت شرایط  C ° 37ها در زمان صفر در دمايباکتري. شد
ثبت دانسیته نوري از زمان . گذاري شدندهوازي گرمخانهبی

 ساعته32با فواصل زمانی دو تا) زمان صفر(رمخانه ورود به گ
 ). 15(انجام گرفت 

  
  CFS(3( روماند فاقد سلول تهیه-2-1-4

کشت مایع هر جدایه لاکتیکی در انتهاي فاز لگاریتمی  با 
5/1-2/1 =600OD4 سانتریفیوژ شد ،)g400010، به مدت 

جدا )pH=  5/4(و روماند فاقد سلول ) C° 4دقیقه و در دماي
هاي باکتریایی، براي اطمینان از حذف کامل سلول. ردیدگ

روماند . میکرومتر عبور داده شد 22/0روماند ازفیلتر سرنگی 

                                                           
1-Potato Dextrose Broth 
2-Yeast Mold Broth 
3-Cell Free Supernatant 
4-Optical Density 

 ، خشک گردید و در فریزرریزدرایفربا استفاده از دستگاه 
C°20- غلظت  ). 25(ها نگهداري شد تا زمان انجام آزمایش

ش یآزما زرودر .بود mg/ml50 فاقد سلولماده خشک روماند 
  .،در محیط کشت رقیق گردیدروماند خشک شده

  
  تولید شیر تخمیري و تهیه روماند -5- 2-1

گرم پودر شیر پس چرخ به  12ابتدا شیر بازساخته با افزودن 
       میلی لیتر آب مقطر استریل تهیه گردید و در دماي 100

C°115 کشت فعال  از میلیلیتر 10. دقیقه استریل شد 15به مدت
 MRSهر جدایه لاکتیکی در محیط) نتهاي فاز لگاریتمیا(

سپس رسوب . سانتریفیوژ و روماند دور ریخته شد مایع
استریل شستشو داده ) درصد 85/0(باکتریایی با محلول نمک 

 85/0(از محلول نمک  لیترمیلی 10با استفاده از مجددا و شد 
دو درصد از . استریل، سوسپانسیون تهیه گردید) درصد
به شیر  )cfu/ml109(سپانسیون هر جدایه لاکتیکیسو

 تا رسیدن  C °37بازساخته استریل تلقیح شدو در دماي

pH تبا سرعشیر تخمیري . گذاري گردیدگرمخانه 6/4شیر به 
rpm 10000 يدر دمادقیقه 10به مدتC°4سانتریفیوژ شد .

 2ابتدا روماند شیر تخمیري براي حذف ذرات معلق با فیلتر 
و  )پور، مرك، آلمانمیلی(ر از جنس فایبرگلاس میکرومت

 22/0ها با فیلتر سرنگی سپس براي اطمینان از حذف باکتري
روماند به وسیله . فیلتر شد )چین، Jet Biofil(میکرومتر 

نگهداري شد  -C° 20فریزدرایر خشک گردید و در دماي
شیر استریل . در این پژوهش دو کنترل در نظر گرفته شد). 26(
ون انجام تخمیر و بدون افزودن اسید تحت عنوان کنترل اول بد

و روماند شیر اسیدي به عنوان شیر تخمیر نشده و غیر هیدرولیز 
شده، با افزودن اسید لاکتیکبه شیر بازساخته استریل تا رسیدن 

pH  ماده  غلظت.کنترل دوم استفاده شد تحت عنوان 6/4آن به
  .دبو mg/ml 60 یريتخم شیرخشک روماند 
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گیري فعالیت پروتئولیتیکی در شیرهاي اندازه-6- 2-1
  تخمیر شده

تعیین فعالیت پروتئولیتیکی در شیرهاي تخمیري، بر اساس 
هاي آمین با معرف اورتو فتالدي آلدهید واکنش گروه

)OPA ( بر اساس روش  الفحري و همکاران)با اندکی )2016
لیتر از شیر میلی 5/2براي این منظور، ). 12(انجام شد  تغییرات

درصد براي  5لیتر اسید تري کلرواستیک میلی 5تخمیر شده با 
هاي سنگین مخلوط گردید و پس از گذشت رسوب پروتئین

 C°4در دماي rpm  4000دقیقهدر دماي محیط، با سرعت 10
سانتریفیوژ شد و روماند پس از صاف شدن  دقیقه 10به مدت

ی خاصیت پروتئولیتیکی جهت ارزیاب 1با کاغذ صافی واتمن 
       از شیر فاقد فرایند تخمیر که فقط . استفاده گردید

گذاري شده بود نیز در کنار شیر اسیدي شده به عنوان گرمخانه
     3گیري میزان پروتئولیز، براي اندازه. کنترل استفاده شد

میکرولیتر از نمونه شیر  200را با  OPAلیتر از معرف میلی
 دقیقه 2وط کرده، بعد از گذشت مدت زمانتخمیري مخل

براي تعیین . گیري شداندازه nm340جذب نمونه در طول موج
هاي مختلف محتواي پپتیدي نیز منحنی استانداردي از غلظت

  . تهیه شد)mg/ml 5/0-002/0(اسید آمینه سرین 
  
  ارزیابی فعالیت ضد میکروبی - 2-2
لاکتیکی به هاي فعالیت ضد کپکی روماند جدایه-1- 2-2

  سنجیروش کدورت
هاي لاکتیکی بر طبق بررسی فعالیت ضد کپکی روماند جدایه

با ) 2014(روش توصیف شده توسط سنگمانی و هانگترکر
به طور خلاصه، اسپورهاي ). 25(برخی تغییرات انجام شد 

 80در توئین PDA1کپکی از کپک رشد یافته روي محیط 

                                                           
1-Potato Dextrose Agar 

. سپانس شدنداستریل سو) حجمی /حجمی درصد 1/0(
سپس . شمارش اسپورها به وسیله لام نئوبار انجام شد

به صورت سریالی تا  PDBسوسپانسیون اسپور در محیط 
میکرولیتر از  20. رقیق گردید spore/ml 105غلظت 

میکرولیتر از روماند رقیق شده  180سوسپانسیون اسپور کپک و 
          96ها در پلیت به  هر یک از چاهکPDB در محیط 

براي  mg/ml 50-56/1 محدوده غلظت(افزوده شد اي خانه
براي  mg/ml 60-1و مایع MRSروماند فاقد سلول حاصل از 
 C° 28سپس میکروپلیت در دماي). روماند شیرهاي تخمیري

ترین غلظت روماند که هیچ پایین .گذاري گردیدگرمخانه
رشدي از کپک به صورت ماکروسکوپی مشاهده نشد به 

 48بعد از) حداقل غلظت مهارشوندگی(MIC2رت مقادیر صو
حداقل غلظت ( MFC3مقادیر. ساعت گزارش گردید

 MICمیکرولیتر از چاهک  10گذاري نیز با لکه) کشندگی
مشاهده هیچ رشدي روي پلیت . انجام شد PDAروي محیط 

ها شامل کنترل کنترل.ثبت شد MFCبه عنوان مقادیر 
، کنترل PDBمیکرولیتر  200ي استریلیزاسیون، چاهک حاو

حاوي PDB میکرولیتر  200منفی شامل چاهک حاوي 
میکرولیتر  180کنترل مثبت شامل چاهک حاوي  روماند،
PDB  میکرولیتر سوسپانسیون اسپور کپک و چاهک  20و

) µg4) (23(حاوي آمفوتریسین  PDBمیکرولیتر  180حاوي 
ترل عدم رشد میکرولیتر اسپور کپک به عنوان چاهک کن 20و 

درصد بازدارندگی رشد نیز به . در نظر گرفته شدند
]  1 –)چاهک آزمایش / چاهک کنترل (× 100[صورت

  .محاسبه گردید

                                                           
2-Minimum Inhibitory Concentration 
3-Minimum Fungicidal Concentration 
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هاي لاکتیکی فعالیت ضد مخمري روماند جدایه-2- 2-2
  سنجیبه روش کدورت

هاي به منظور بررسی فعالیت ضد مخمري روماند جدایه
با برخی تغییرات ) 2014(همکاران لاکتیکی از روش نیانزي و 

در  YMBکاندیدا آلبیکنس در محیط ). 22(استفاده شد 
تا YMB سوسپانسیون در محیط . رشد داده شد C ° 25دماي

میکرولیتر از  20سرانجام، . رقیق گردید cfu/ml 105غلظت 
میکرولیتر از روماند رقیق شده  180سوسپانسیون مخمر و 

محدوده غلظت روماندها (شد به هر چاهک افزوده YMBدر
). ضد کپک بود هاي تعیین شده براي آزمونهمانند غلظت

گذاري ساعتگرمخانه 72به مدت  C  °25میکروپلیت در دماي
گزارش  ساعت 72و 48، 24بعد از MFCو  MICمقادیر . شد

میکرولیتر از چاهک  10گذاري با لکه MFCمقادیر . شدند
MIC  روي محیطYMA ها همانند آزمون نترلک. تعیین شد

درصد بازدارندگی رشد نیز به . ضد کپکی انجام شد

]  1 –)چاهک آزمایش / چاهک کنترل (× 100[صورت
  .محاسبه گردید

  
  نتایج و بحث -3
  مطالعه منحنی رشد - 3-1

مشخص شد ) 1شکل (هاي لاکتیکی با رسم منحنی رشد جدایه
–دي ، لاکتوباسیلوس اسیKMJC1لاکتوباسیلوس برویس که

، KMJC3، لاکتوباسیلوس کورواتوسKMJC2 پیسیس
لاکتوکوکوس لاکتیس  ،KMJC4پلانتاروم لاکتوباسیلوس
KMCM3 و لاکتوباسیلوس هلوتیکوسKMCH1  به ترتیب

با پایان فاز لگاریتمی وارد  ساعت28و 22،22،18،18،16پس از
بر این اساس براي ادامه تحقیقات، روماند . فاز سکون شدند
براي . ها در انتهاي فاز لگاریتمی تهیه شددایهفاقد سلول ج

ها در انتهاي فاز سازي روماند شیر تخمیري، جدایهآماده
  . لگاریتمی به شیر پس چرخ بازساخته استریل تلقیح شدند

  

  
  هاي لاکتیکی منتخبمنحنی رشد جدایه -1شکل 
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هاي جدایهتوسط  قابلیت تخمیرشوندگی شیر-3-2
  لاکتیکی

تخمیري  لبنی هايفراورده نهاییpH  معمولاً جه به اینکهبا تو
 شوندگیتخمیر قابلیت بر این اساس، ابتدا) 21(است  6/4

با تلقیح هر جدایه به شیر  لاکتیکی هايجدایه شیرتوسط
هر جدایه که . تعیین شد pHگیري بازساخته به کمک اندازه

یر کاهش دهد براي تولید ش 6/4شیر را به  pHقادر بود 
 3جدایه لاکتیکی، فقط  6در میان . تخمیري انتخاب گردید

لاکتوکوکوس ، KMJC4لاکتوباسیلوس پلانتارومجدایه به نام 
 لاکتوباسیلوس هلوتیکوسو  KMCM3لاکتیس 

KMCH1 از قابلیت تخمیرشوندگی شیر برخوردار
 ساعت 48طی   KMJC4لاکتوباسیلوس پلانتاروم.بودند

ساعتو  16طیKMCM3 لاکتوکوکوس لاکتیس ،
ساعت  60طی  KMCH1لاکتوباسیلوس هلوتیکوس

 6/4شیر را به  pHتوانستند  C° 37گذاري در دمايگرمخانه
ها، سرعت تخمیر در میان جدایه. کاهش دهند

بیشتر از دو  KMCM3لاکتوکوکوس لاکتیس شوندگی
سرعت مصرف لاکتوز و تولید اسید لاکتیک . جدایه دیگر بود

هستند  هستند که به گونه و نژاد مرتبط از جمله پارامترهایی

ها براي از دلایل دیگر تفاوت لاکتیک اسید باکتري). 10(
ها در تجزیه توان به توانایی خاص آناسیدي کردن شیر می

ترکیبات موجود در محیط مانند منابع کربن و نیتروژن و نیز به 
وجود یا عدم وجود سیستم انتقال مواد مغذي براي رشد در 

 ).3و  6(یتوپلاسم مانند قندهاي قابل تخمیر نسبت داد س
تر اسیدي شدن شیر تلقیح رود روند آهستههمچنین احتمال می

دهنده یک نشان KMCH1لاکتوباسیلوس هلوتیکوسشده با 
ها در چون در این صورت کازئین. مزیت تکنولوژیکی باشد

ی از مانند و انتشار پپتیدهاي زیست فعال ناشمحلول باقی می
  ).27(یابد فعالیت پروتئولیتیکی افزایش می

  
  بررسی پروتئولیز در شیرهاي تخمیري- 3-3

   فعالیت پروتئولیتیکی، ویژگی مطلوب لاکتیک اسید 
این . هاي مورد استفاده در مواد غذایی فراسودمند استباکتري

تواند شاخصی از حضور ترکیبات زیست فعال فعالیت می
-بخش در فراوردهک با فواید سلامتیخصوصاً پپتیدهاي کوچ

تخمیر شیر توسط لاکتیک اسید ).4(هاي تخمیري باشد 
هاي اقتصادي و عملی براي تولید ها یکی از روشباکتري
هاي لبنی تخمیري غنی از پپتیدهاي زیست فعال است فراورده

)16.(  

  
 فعالیت پروتئولیتیکی به صورت محتواي پپتیدي بر حسب. نترلک هايشده و نمونه شیرتخمیر هاينمونه پروتئولیتیکی فعالیت-2شکل 

mg/ml  معادل اسید آمینه سرین  
به ترتیب عبارتند از شیر  2و  1نمونه کنترل ).  >05/0P(درصد است   5ها در سطح دار بین نمونهها نشان دهنده تفاوت معنیحروف متفاوت بالاي ستون

.یر اسیدي شده با اسید لاکتیکبدون فرایند تخمیر یا افزودن اسید، ش
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هاي شیر تخمیري فعالیت پروتئولیتیکی بالاتري در همه نمونه
همان طور ). >05/0P(هاي کنترل نشان دادند مقایسه با نمونه

شود، شیر تخمیر شده با مشاهده می 2که در شکل 
بیشترین فعالیت  KMCH1 لاکتوباسیلوس هلوتیکوس

ها مانند نمونه نسبت به سایر را) 0/mg/ml٣٤(پروتئولیتیکی 
و ) KMCM3  )mg/ml26/0لاکتیسلاکتوکوکوس 
 )>KMJC4  )mg/ml22/0()05/0Pپلانتاروم لاکتوباسیلوس

که با (هاي آمین آزاد تفاوت گروهدر این پژوهش، . نشان داد
هاي شیر تخمیر نمونه) مورد آزمون قرار گرفت OPA معرف

دهنده فعالیت نشانهاي کنترل شده در مقایسه با نمونه
ها براي هاي لاکتیکی و نیز توانایی آنپروتئولیتیکی جدایه

وسعت ). 10(هاي شیر و تولید پپتیدها است تجزیه پروتئین
تواند به دلیل هاي لاکتیکی میپروتئولیز متفاوت میان جدایه

الفحریو ). 18(پروتئازها و پپتیدازهاي آنها باشد  تفاوت
دار فعالیت پروتئولیتیکی وت معنیتفا) 2016(همکاران 

لاکتوباسیلوس شیرهاي تخمیر شده با نژادهاي مختلف 
در تحقیقات پیشین نیز ). 12(را به نژاد نسبت دادند هلوتیکوس

لاکتوکوکوس فعالیت پروتئولیتیکی شیر تخمیر شده با 
  ). 5و  4(گزارش شده است لاکتوباسیلوس پلانتارومولاکتیس 

  
ضدکپکی و ضدمخمري روماند فاقد بررسی فعالیت - 3-4

  سلول و روماند شیر تخمیري
و روماند  2فعالیت ضد کپکی روماند فاقد سلول در جدول 

و فعالیت ضد  A (3(شیر اسیدي و شیر تخمیري در شکل 

و روماند شیر اسیدي و  3مخمري روماند فاقد سلول در جدول 
مقادیر . نشان داده شده است B(3(شیر تخمیري در شکل 

MICهاي لاکتیکی در مقابل روماند فاقد سلول همه جدایه
و  mg/ml 25در محدوده غلظت  آسپرژیلوس فلاوسکپک

در . بود C ° 28گذاري در دمايساعتگرمخانه 48بعد از  50
لاکتوباسیلوس پلانتاروم ها، میان لاکتیک اسید باکتري

KMJC4  باMFC  برابر باmg/ml50 ترین اثر داراي قوي
همه روماندهاي فاقد .در روماند فاقد سلول بودضدکپکی 

کاندیدا در مقابل mg/ml50با غلظت  MICسلول مقادیر 
نشان  C °25گذاري در دمايساعتگرمخانه 24بعد از آلبیکنس

 و KMJC4لاکتوباسیلوس پلانتاروم دادند به غیر از روماند
 MICکه داراي مقادیر KMCH1 لاکتوباسیلوس هلوتیکوس 

گذاري، گرمخانه ساعت 48بعد از. بودند mg/ml25با غلظت 
لاکتوباسیلوس همه روماندهاي فاقد سلول به استثناي

فعالیت KMCM3 لاکتوکوکوس لاکتیسو  KMJC1برویس
بعد . را نشان دادند کاندیدا آلبیکنسمهارشوندگی در مقابل

لاکتوباسیلوس  گذاري، روماندهايگرمخانه ساعت 72از
 KMCH1باسیلوس هلوتیکوسلاکتو و KMJC4پلانتاروم 

 mg/ml 50برابر با  MICداراي فعالیت ضد مخمري با مقدار 
لاکتوباسیلوس در میان روماندها، فقط روماند فاقد سلول. بودند

 72را تا  mg/ml 50برابر با  MFCمقدار  KMJC4 پلانتاروم
  .  ساعت حفظ کرد

  
  آسپرژیلوس فلاوسکتیکی در مقابلهاي لافعالیت ضد کپکی روماند فاقد سلول جدایه -2جدول 

لاکتوباسیلوس 
برویس 
KMJC1 

لاکتوباسیلوس 
اسیدي پیسیس 

KMJC2 

لاکتوباسیلوس 
کورواتوس 
KMJC3 

لاکتوباسیلوس 
پلانتاروم 
KMJC4 

لاکتوباسیلوس 
هلوتیکوس 
KMCH1 

لاکتوکوکوس 
لاکتیس 

KMCM3 

  لاکتیکی هايجدایه
  

 کشندگی/ بازدارندگی

25 50 25 25 50 50 MIC (mg/ml) * 

- - - 50 - - MFC (mg/ml) **   

Minimum Inhibitory Concentration***Minimum Fungicidal Concentration -  بدون MFC)رشد نشان داد.(



  35 ... تیفعال سهیمقا و ریش در هايباکتر دیاس کیلاکتی کیتیپروتئول تیفعال و ریتخم تیقابل                       ماندانا محمودي و همکاران  
 

 

  
  ).نمونه کنترل(روماند شیرهاي تخمیري و شیر اسیدي ) B(و ضد مخمري ) A(فعالیت ضد کپکی  -3شکل 

ها دار بین میانگیندهنده وجود تفاوت معنیها و حروف لاتین متفاوت نشاندار بین میانگینها نشانه عدم وجود تفاوت معنیحروف لاتین مشابه روي ستون
  .باشددرصد می 5در آزمون دانکن در سطح 

  
  کاندیدا آلبیکنسفعالیت ضد مخمري روماند فاقد سلول در مقابل  –3جدول 

 MIC* (mg/ml) MFC** (mg/ml) 
گذاريخانهزمان گرم  

)ساعت(  
هالاکتیک اسید باکتري  

24  48  72  24 48  72  

 - - - - - KMJC1 50لاکتوباسیلوس برویس 

 - - KMJC2 50 50 - 50لاکتوباسیلوس اسیدي پیسیس  

 - KMJC3 50 50 - 50 50لاکتوباسیلوس کورواتوس  

 KMJC4 25 50 50 50 50 50لاکتوباسیلوس پلانتاروم  

 - - - KMCH1 25 50 50لوس هلوتیکوس لاکتوباسی 
 - - - - - KMCM3 50لاکتوکوکوس لاکتیس  

*Minimum Inhibitory Concentration **Minimum Fungicidal Concentration  
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و  آسپرژیلوس فلاوسدر مقابل MICاین در حالی است که 
براي روماند شیرهاي تخمیري و شیر اسیدي  کاندیدا آلبیکنس

داري با این حال تفاوت معنی. مشاهده نشد) ترلنمونه کن(
)05/0P< ( از لحاظ خاصیت ضد کپکی و ضد مخمري بین

و  KMCM3لاکتوکوکوس لاکتیسروماند شیر تخمیر شده با
و روماند شیر اسیدي در KMCH1 لاکتوباسیلوس هلوتیکوس

اي که با روماند شیر تنها نمونه. مشاهده شد mg/ml60غلظت 
داري نشان نداد روماند شیر تخمیر شده نیاسیدي،تفاوت مع

نتایج خاصیت . بودKMJC4 لاکتوباسیلوس پلانتاروم با
ضدقارچی شیرهاي تخمیري حاکی از آن است که 

لاکتوباسیلوس و  KMCM3لاکتوکوکوس لاکتیس
به دلیل دارا بودن فعالیت پروتئولیتیکی KMCH1  هلوتیکوس

ي در شیر تولید بیشتر، احتمالا پپتیدهاي زیست فعال بیشتر
نموده که در کنار اسیدهاي آلی تولید شده مانند اسید لاکتیک 

لاکتوباسیلوس در حالی که. اثر ضد قارچی را تشدید کرد
به دلیل فعالیت پروتئولیتیکی کمتر نسبت KMJC4 پلانتاروم 

به دو باکتري مذکور، فعالیت ضد قارچی روماند شیر تخمیري 
با شیر اسیدي نداشت  داريحاصل از آن تفاوت معنی

)05/0P> .( در همین راستا دلاونو همکاران)اثرات ) 2013
ضدکپکی را وابسته به نژاد دانستند و اظهار داشتند که این 
ویژگی مربوط به قابلیت رشد نژادها در شیر و یا توانایی اسیدي 

  هاي ضد قارچی دیگري غیر ازکردن نیست بلکه مولکول
تیک ممکن است مسئول خاصیت ضد اسید استیک و اسید لاک

گامبا و . که نتایج ما نیز مؤید این مطلب است) 9(قارچی باشند 
نیز طی تحقیقات خود به این نتیجه رسیدند ) 2016(همکاران 

نوشیدنی شیر تخمیري با (که مهار قارچ ناشی از روماند کفیر 
به واسطه اثر سینرژیستی اسیدهاي آلی همراه با ) هاي کفیردانه

هاي کفیر هاي دیگر تولید شده توسط میکروارگانیسممتابولیت
هاي ضد کپکی و ضد هاي لاکتیکی فعالیتجدایه). 14(است 

 ها، در میان آن. نشان دادند مایع MRSمخمري متفاوتی را در 
ترین خاصیتقويKMJC4 لاکتوباسیلوس پلانتاروم 

لوز و ضد کپکی و ضد مخمري را نشان داد که با نتایج  
تفاوت خاصیت ). 20(مطابقت دارد ) 2017(همکاران 

تواند مربوط به گونه یا هاي لاکتیکی میمهارشوندگی جدایه
دریافتند که ) 2014(در این راستا، لائو و لاین . نژاد باشد
 5هاي اسید لاکتیک و اسید استیک تولید شده توسط غلظت

د بود و همه نژادها ها، وابسته به نژانژاد ازلاکتیک اسید باکتري
غلظت بالاتري از اسید لاکتیک را در مقایسه بااسید استیک 

محققان دیگر نیز ماهیت اجزاي ضد ). 17(تولید کردند 
در مقابل رشد و تولید لاکتوباسیلوس پلانتاروم کپکی

آسپرژیلوس  و TISTR304 آسپرژیلوس فلاوسآفلاتوکسین
نتایج . دندرا مورد بررسی قرار دا  TISTR3276پارازیتیکوس

ها نشان داد که فعالیت ضد کپکی روماند فاقد سلول وابسته  آن
بود و در میان اسیدهاي آلی شناسایی شده، اسید  pHبه 

لاکتوباسیلوس ترین اسید تولید شده توسط مدهع لاکتیک
به TEM2وSEM1گیري ازها همچنین با بهره آن. بودپلانتاروم 

با روماند بررسی تغییرات مورفولوژي کپک در تماس 
 پرداختند و مشاهده نمودند که روماند فاقد سلول

آسیب شدید بهدیواره سلولی و غشاء لاکتوباسیلوس پلانتاروم 
سیتوپلاسمی وارد کرد که منجر به از دست رفتن محتواي 
زیادي از سیتوپلاسم، تشکیل منافذ در غشاء و تخریب کامل 

). 25(هاي غشایی مانند هسته و میتوکندري شد اندامک
فعالیت ضد ) 2016(همچنین بیان و همکاران 

 سیلیومپنیهايدر مقابل گونه لاکتوباسیلوس هلوتیکوسکپکی
). 7(نسبت دادند  را به تولید اسید استیک و اسید لاکتیک

نیز طی تحقیقات خود نشان دادند ) 2014(نیانزي و همکاران 
 هاي موردکه در میان نژادهاي مختلف لاکتیک اسید باکتري

، لاکتوباسیلوس رامنوسوس مطالعه، عصاره متانولی نژادهاي
فعالیت ضد  لاکتوباسیلوس هلوتیکوسو  لاکتوباسیلوس کازئی

آنها خاطر نشان . حفظ کردند ساعت 60مخمري را بعد از 
ها خاصیت مهارشوندگی در برابر کردند که این عصاره

                                                           
1-Scanning Electron Microscopy 
2-Transmission Electron Microscopy 



     1400پاییز /  سومشماره ي /  سیزدهم دوره/  نشریه ي نوآوري در علوم وفناوري غذایی    38

ر دارند و از قابلیت کشندگی مخمر برخوردا کاندیدا آلبیکنس
با نگاهی کلی از .که با نتایج ما مطابقت دارد) 22(نیستند 

هاي مقایسه اثر مهارشوندگی روماند حاصل از کشت جدایه
توان مایعو شیر پس چرخ می  MRSلاکتیکی در دو محیط

دریافت که اثر ضد کپکی و ضد مخمري روماند فاقد سلول 
أثیر این تفاوت احتمالا به دلیل ت. بیشتر از شیر تخمیري بود

محیط کشت روي متابولیسم باکتریایی است که به نوبه خود 
هاي تولید شده باشد تواند موجب مقادیر متفاوت متابولیتمی

به عنوان مثال، بر طبق نتایج پژوهش فرناندز و همکاران ). 13(
فنیل  -3، غلظت اسیدهاي آلی مانند اسید لاکتیک، )2017(

لاکتیک تولید شده  هیدروکسی فنیل اسید -4اسید لاکتیک و 
به طور  مایعMRS در محیط  لاکتوباسیلوس پلانتارومتوسط
). 13(بیشتر از شیر پس چرخ بود ) >05/0P(داري معنی

هاي تولید شده همچنین وجود برخی از اجزاي شیر یا متابولیت
ممکن است به عنوان فاکتور  به وسیله تخمیر اسید لاکتیک

  ).   28(رشد قارچ عمل کنند 
   

 گیريجهنتی-4
توان دریافت که لزوما همه با توجه به نتایج پژوهش حاضر می

ها قادر به تخمیر لاکتوز و تولید اسید لاکتیک اسید باکتري
نیستند، حتی سرعت تخمیر لاکتوز و تولید اسید در میان 

ها یکسان نبوده و به گونه و نژاد باکتري لاکتیک اسید باکتري
 لاکتوکوکوس حاضروابسته است که بر طبق تحقیق 

زمان  گردرید يهاهیجدا با سهیمقا در KMCM3سیلاکت
همچنین  .کند ریتخم را ریش توانست) ساعت16( يترکوتاه

ها و نژادهاي مختلف فعالیت پروتئولیتیکی در بین گونه
ها یکسان نیست به طوري که در تحقیق لاکتیک اسید باکتري

هاي ید باکتريدر میان لاکتیک اس. ما نیز به اثبات رسیده است
بالاترین فعالیت KMCH1 لاکتوباسیلوس هلوتیکوسمنتخب، 

در . را در شیر نشان داده است )mg/ml 34/0(پروتئولیتیکی 
ها، روماند فاقد سلول میان لاکتیک اسید باکتري

ترین خاصیت داراي قوي  KMJC4لاکتوباسیلوس پلانتاروم

و ) مایعMRS(با مقایسه محیط آزمایشگاهی  .ضدقارچی بود
توان دریافت که محیط،نقش مهمی در می) شیر(محیط غذایی 

تولید کمیت ونوع ترکیبات ضدقارچی تولید شده توسط 
 MFCو  MICبا مشاهده. کندها ایفا میلاکتیک اسید باکتري

و عدم مشاهده  مایع MRSها در محیط لاکتیک اسید باکتري
توان به اهمیت محیط فعالیت این مقادیر در شیر می

ها هم از لحاظ کمیت و ها در تولید متابولیتکروارگانیسممی
امید است که . هم از نظر تنوع ترکیبات تولید شدهپی برد

هاي تحقیقات آینده در زمینه فعالیت ضدمیکروبی، روي مدل
غذایی انجام شود تا نتایج حاصل از آن در مقیاس بزرگ قابل 
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Abstract 
In this study, milk fermentation capability by 6 isolates of lactic acid bacteria, proteolytic activity 
of lactic acid bacteria in milkby ortho-phthaldialdehyde (OPA)reagentand antifungal property of 
lactic acid bacteria in MRS broth and skim milk against Aspergillus flavus and Candida 
albicanswere studied. L. brevis KMJC1, L. acidipiscis KMJC2, L. curvatus KMJC3 and L. 
plantarum KMJC4 isolated from Jug cheese, L. helveticus KMCH1 isolated from camel doogh 
(Chal) and Lac. lactis KMCM3 isolated from camel milk were used. The results showed 
thatamong the isolates,L. plantarum KMJC4after 48 h, Lac. lactis KMCM3 after 16 hand L. 
helveticus KMCH1 after 60 hhad milk fermentation capability. The measurement of proteolysis 
rate performed infermented milk by mentioned isolates using OPA reagent indicated that the 
proteolytic activity of L. helveticus KMCH1, Lac. lactis KMCM3 and L. plantarum KMJC4 were 
0.34, 0.26 and 0.22 mg/ml, respectively. In study of the antifungal effect of supernatant resulting 
from the activity of lactic isolates, it was found that supernatant obtained from culture in MRS 
broth had a more inhibitory effect (MIC= 25 and 50 mg/ml) than the supernatant obtained from 
the culture in the skim milk, as the MIC was not observed for the supernatant obtained from 
fermented milk. In the end, it can be concluded that Lac. lactis KMCM3 was able to ferment 
lactose in milk in comparisonwith other isolates in shorter time (16 h). The highest proteolytic 
activity of the isolates in milk was related to the isolate of L. helveticus KMCH1 (0.34 mg/ml). L. 
plantarum KMJC4 isolated from Jug cheese was as the best isolate for the preparation of 
supernatant resulting from MRS broth with the antifungal property.  
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