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 چکیده

با استفاده  سرئوس باسیلوسروی باکتری های سنتی شده از خمیرترش لاکتوباسیل جدا ایزوله 11ندگی راثر بازدا ،پژوهشدر این 

گونه هیچهای چاهک و دیسک کاغذی، در روش. مورد ارزیابی و مقایسه قرار گرفتگذاری، چاهک و دیسک کاغذی( روش )لکه 3از 

در باسیلوس سرئوس های لاکتوباسیل در برابر باکتری ثر بازدارندگی ایزولههای مربوطه مشاهده نشد ولی اهاله عدم رشدی در پلیت

-های لاکتوباسیل در محیط کشت میکروبی نمایان شد. کلیه ایزولههای شفافی اطراف پرگنهگذاری به صورت ایجاد هالهروش لکه

های لاکتوباسیل از لحاظ بین ایزولهولی  گذاری بودنددر روش لکه باسیلوس سرئوسادر به جلوگیری از رشد های لاکتوباسیل ق

طور ایزوله به 8لاکتوباسیل مورد ارزیابی،  هایوجود داشت. از بین ایزوله( p<0.01) داریف معنیخاصیت ضدمیکروبی اختلا

-میلی 61/2-83/1ها در محدوده قطر هاله شفاف در اطراف پرگنه این ایزوله بودند و قویتریداری دارای فعالیت ضدمیکروبی معنی

، 61/1 ،83/1با ایجاد هاله شفاف به ترتیب به قطر  11و  54، 55، 21، 96، 11های لاکتوباسیل شماره ایزوله. متر گزارش گردید

این  گزارش شدند.گذاری در روش لکه قویمیکروبی های لاکتوباسیل با فعالیت ضدعنوان ایزولهبهمتر میلی 1 و 1 ،16/1، 33/1

 .اشندر را در تهیه خمیرترش و تولید نان دارا بگهای آغازعنوان کشتپتانسیل استفاده بهتوانند میها ایزوله

 .گذاری، روش دیسک کاغذی، روش لکهروش چاهک، سرئوس باسیلوس، وسلاکتوباسیل کلیدی: گانواژ

 

 مقدمه

های اسیدلاکتیک میرترش دارای باکتریهای آغازگر خکشت

های مختلف در ایجاد عطر و متابولیتکه با تولید  هستند

های طعم، افزایش زمان ماندگاری، کنترل میکروارگانیسم

 ,.al زا و فساد مواد غذایی و قوام محصول نقش دارندبیماری

2006)  .(Şimşek et تکنولوژیکی  ترین خواصیکی از مهم

 بر علیهها آنعالیت ضدمیکروبی اسیدلاکتیک، فهای باکتری

 هلیکوباکتر پیلوریو مولد فساد نظیر  زاهای بیماریباکتری

باسیلوس  و لیسیسابتباسیلوس  ،)عامل زخم معده(

 Katina et al., 2002; Medouakhت  )اس لیچنیفورمیس

et al., 2010 .) های ضدمیکروبی باکتریفعالیت

مانند اسیدهای آلی ترکیباتی ید توله دلیل باسیدلاکتیک 
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)اسیدلاکتیک، اسیداستیک(، پراکسید هیدروژن، اتانول، 

 2002) استاستیل و دی ها، باکتریوسیناکسید کربندی

(Messens and De Vuyst, .در سال  کرستی و همکاران

های شبه باکتریوسینکننده ممانعتخصوصیات مواد 1446

رش را بررسی نمودند که های اسیدلاکتیک در خمیرتباکتری

یایی و محدودکنندگی نتایج حاصله حاکی از فعالیت ضدباکتر

های مختلف از گونه .et al., 1996)  (Corsetti ها بودآن

 های فعال در خمیرترش جنس لاکتوباسیل از میکروارگانیسم

سیزکینه و باشند که دارای فعالیت ضدمیکروبی هستند. می

های باکتری اثر ضدمیکروبیری، در مطالعه دیگهمکاران 

-میکروارگانیسم وزا های بیماریاسیدلاکتیک را روی باکتری

ها در نان گندم مورد های جدا شده از غذاها و کنترل آن

ها از رشد بررسی قرار دادند. نتایج نشان داد که لاکتوباسیل

-پنی قارچ وباسیلوس سرئوس، سودوموناس های باکتری

والریو  .(et al., 2013) Cizeikiene کردندجلوگیری  سلیوم

را در نان و  لاکتوباسیلوس پلانتاروماثر تخمیری  و همکاران

-بعد از کپکجلوگیری از ایجاد فساد طنابی گزارش نمودند. 

ترین دلیل فساد میکروبی در نان زدگی، فساد طنابی مهم

های باسیلوس وسیلة گونهاست. فساد طنابی معمولاٌ به

 ,.et al شودمی ایجاد لیچنیفورمیسو  سابتیلیس مخصوصاٌ

2008) Valerio) .هر دو باکتری به تعدادکه در صورتی 

cfu/g 511 منجر به  ،در مغز نان وجود داشته باشند

روز  2شوند. این تعداد باکتری تنها بعد از مسمومیت می

-شود. البته همة سویهنگهداری نان در دمای اتاق حاصل می

شوند. بر سبب فساد طنابی نمی لوس سابتیلیسباسیهای 

سویة سابتیلیس  25درصد از  98، پژوهشگراناساس گزارش 

شده از منابع نانوایی قادر به ایجاد فساد طنابی در مدت  جدا

باشند. گراد میدرجة سانتی 31روز نگهداری در دمای  1

های متفاوت از سویه ،دهندة فساد طنابیهای تشکیلسویه

های مقاوم به حرارت ها دارای هاگهستند. این سویهدیگر 

تر است و در طول ها در مغز نان سریعبوده، میزان رشد آن

 (2005 کنندهای آمیلاز و پروتئاز میتولید آنزیم ،رشد

(Katina,. باسیلوس و باسیلوس سرئوس های باکتری

های مهم ایجادکننده فساد طنابی در نیز از باکتری مگاتریوم

کاتینا و  (Simsek et al., 2006). اندان گزارش شدهن

همکاران استفادة مؤثر از خمیرترش در جلوگیری از فساد 

طنابی در نان را نتیجة کنترل دقیق فرآیند تخمیر و حصول 

کردند.  اسیدیته به میزان کافی در خمیرترش و نان گزارش

های آغازگر با پتانسیل ضدمیکروبی نقش انتخاب کشت

 کندمیدر جلوگیری از فساد طنابی تشدید  ترش راخمیر

Katina et al., 2002)).  

های لاکتوباسیل ضدمیکروبی ایزولهفعالیت  ،در این پژوهش

باسیلوس باکتری های سنتی بر علیه شده از خمیرترش جدا

 . های مختلف مورد ارزیابی قرار گرفته استبا تکنیک سرئوس

 مواد و روش کار

 MRS) از محیط کشت لاکتوباسیلوسدر این پژوهش 

broth )سرئوس باسیلوس مغذیمحیط کشت  و (BHI 

agar ) استفاده شد.لمان آشرکت مرک 

باسیلوس های لاکتوباسیل و باکتری سازی ایزولهآماده

 سرئوس 

ایزوله  11تعداد . استای مشاهده از نوع اخیر مطالعه

سنتی  هایلاکتوباسیل که طی مطالعات قبلی از خمیرترش

، به محیط کشت (1341)گلشن تفتی،  اسازی شده بودندجد

 ،ها منتقل شدند. برای این منظوراختصاصی لاکتوباسیل

های یک از ایزوله کشت ذخیره هر میکرولیتر از 111مقدار 

 لیتر محیطمیلی 11لاکتوباسیل، تحت شرایط استریل به 

MRS broth گراد درجه سانتی 31و در دمای  تلقیح شد

باسیلوس باکتری  گذاری گردید.برای مدت یک شب گرمخانه

صورت به( PTCC NO: 1154 Bacillus Cereus) سرئوس

های کتریها و بامرکز کلکسیون قارچ و از آمپول لیوفیلیزه
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 به سطحپس از انتقال شد که  صنعتی ایران تهیه

درجه  31ساعت در دمای  29به مدت  ،agar  BHIمحیط

 .گردیدگذاری خانهگرمگراد سانتی

 فعالیت ضد میکروبیارزیابی 

 (Spot on lawn method) گذاریلکه

های ایزوله فعالاز کشت  میکرولیتر 21در این روش، 

  MRS agar لاکتوباسیل بر سطح پلیت حاوی محیط کشت

ها به مدت ها، پلیتشدن لکهقرار داده شد و پس از خشک

گذاری د گرمخانهگرادرجه سانتی 31ساعت در دمای  29

لایه نازکی از محیط  ،هاروی سطح پلیتشدند. سپس 

حجمی( کشت  -درصد )وزنی 9که حاوی   BHI agarکشت

ساعته بود، ریخته شد. اثر بازدارندگی  29 باسیلوس سرئوس

-درجه سانتی 31ها در دمای گذاری پلیتپس از گرمخانه

در  ساعت از طریق بررسی هاله عدم رشد 29گراد به مدت 

 .et al., 2009) (Kalui گردیدها مشخص اطراف لکه

 (Well diffusion agarچاهک )

وسیله به  broth BHI در محیط کشتکرده  رشدباکتری 

کشت داده  agar BHI روی سطح محیطسوآپ استریل 

این محیط روی سطح  ،شد. سپس با انتهای پیپت پاستور

 رون آنایجاد و د متر سانتی 1ی به قطر چاهککشت، 

به میزان های لاکتوباسیل ایزوله )سوپرناتانت( رویی محلول

گذاری گرمخانهساعت  29ریخته شد و پس از لیتر میلی 5/1

ی عدم رشد مورد هاله ،درجه سانتی گراد 31 دمای در

 (Holder and Boyce, 1994  بررسی قرار گرفت

.(Boyanova et  al., 2005;  

 (Disc diffusion method) دیسک کاغذی

 سرئوس باسیلوسساعته باکتری  29ابتدا از سوسپانسیون 

  کشت داده سپس agar BHI وی محیطروسیله سواپ به

 )سوپرناتانت( محلول رویی های کاغذی آغشته بهکسید

های لاکتوباسیل با فاصله از لبه پلیت روی سطح ایزوله

ساعت در  29ها به مدت قرار داده شد. پلیت محیط کشت

گذاری شدند و هاله عدم گراد گرمخانهدرجه سانتی 31مای د

 et al., 2002; Matar etها مورد بررسی قرار گرفترشد آن

al., 2003)  Felten.)  برای تهیه سوپرناتانت عاری از سلول

های لاکتوباسیل پس از کشت در محیط باکتری، ایزوله

MRS broth،  درجه  31ساعت در دمای  98به مدت

دقیقه  11به مدت شدند و سپس گذاری خانهگرمگراد سانتی

   سانتریفوژ گردیدند.  g    ×12111در

 آماری تجزیه و تحلیل

تکرار انجام گردید و نتایج حاصله با  3ها در تمامی آزمون

استفاده  باو فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی   آزمایش

 رار گرفت.قتجزیه و تحلیل مورد  SAS   9.2افزارنرماز 

 ج  ینتا

لاکتوباسیل های ایزولهفعالیت ضدمیکروبی  ،در این پژوهش

باسیلوس باکتری های سنتی علیه شده از خمیرترش جدا

 قرار گرفت. و مقایسه مورد ارزیابی ،مجزا روش 3با  سرئوس

، های چاهک و دیسکروشدر های لاکتوباسیل ایزوله

 گونهطوریکه هیچهرا نشان ندادند ب کنندگیممانعتفعالیت 

 مشاهده نشد های مربوطهی در پلیتهاله عدم رشد

گذاری برای ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی لکهروش (. 1)شکل

 باسیلوس سرئوسهای لاکتوباسیل در برابر باکتری ایزوله

-کنندگی ایزولهاثر ممانعت .تر از دو روش دیگر بودمناسب

 در روش وس سرئوسباسیلهای لاکتوباسیل در برابر باکتری 

های پرگنه های شفافی اطرافگذاری به صورت ایجاد هالهلکه

لاکتوباسیل در محیط کشت میکروبی نمایان شد. اندازة این 

ها ها بر اساس شدت و ضعف فعالیت ضدمیکروبی ایزولههاله

های لاکتوباسیل از لحاظ ین ایزولهبو  (2)شکل  متفاوت بود

داری در سطح احتمال معنیاختلاف  ،خاصیت ضدمیکروبی

گذاری، نتایج آزمون لکه .(2)جدول  یک درصد وجود داشت

را در برابر  های لاکتوباسیلیزولهکنندگی کلیه ااثر ممانعت
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های از بین ایزوله .نشان داد باسیلوس سرئوسباکتری 

داری دارای طور معنیایزوله به 8لاکتوباسیل مورد ارزیابی، 

الاتری بودند و قطر هاله شفاف در فعالیت ضدمیکروبی ب

متر میلی 61/2-83/1 ها در محدودهاطراف پرگنه این ایزوله

نشان  1همانطور که در جدول . (1)جدول  گزارش گردید

به   31و  19 شماره های لاکتوباسیلایزولهداده شده است، 

اثر  ،مترمیلی 61/2و متر میلی 83/3ترتیب با قطر هاله 

باسیلوس  ضعیفی را در برابر باکتریکنندگی ممانعت

 نشان دادند. سرئوس

 

 

 
 های چاهک )الف( و دیسک )ب(با روش باسیلوس سرئوسهای لاکتوباسیل علیه ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی ایزوله  -1شکل 

 
 گذاری. در روش لکه های لاکتوباسیلاطراف پرگنهباسیلوس سرئوس  کننده از رشدهاله شفاف ممانعت -2شکل 

 .استهالة شفاف با قطر کم در اطراف پرگنه لاکتوباسیل، بیانگر فعالیت ضد میکروبی ضعیف 

 الف

 ب
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به  11و  54، 55، 21، 96، 11لاکتوباسیل شماره های ایزوله

، 33/1، 61/1،  83/1ترتیب با ایجاد هاله شفاف به قطر 

ر های لاکتوباسیل با اثعنوان ایزولهمتر بهمیلی  1و  1، 16/1

 بازدارندگی قوی گزارش شدند.

 

 گذاریبا روش لکه باسیلوس سرئوسهای لاکتوباسیل در برابر باکتری اثر بازدارندگی ایزوله -1جدول 

 متر ناحیه شفاف(فعالیت ضد میکروبی )میلی جدایهشماره 

11 a*83/1 

96 a61/1 

21 ab33/1 

55 abc 16/1 

54 abcd 1 

11 abcd 1 

19 e 83/3 

31 f 61/2 

 ارند.دار ددرصد با هم اختلاف معنی 5، در سطح احتمال متفاوتهای دارای حروف میانگین

 گذارینتایج تجزیه واریانس برای خاصیت ضدمیکروبی با روش لکه -2جدول 

  تن مربعایمیانگ  

  فعالیت  ضد میکرویی درجه آزادی منابع تغییر

  11/1** 11 سویه

  192  خطا

CV  14/21  

 دار در سطح احتمال یک درصد.: اختلاف معنی**

 بحث

های متعددی برای ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی تکنیک

توان به روش های اسیدلاکتیک وجود دارد که میباکتری

در پژوهش گذاری و غیره اشاره کرد. چاهک، دیسک، لکه

 های لاکتوباسیل جدااثر ضدمیکروبی ایزولهارزیابی اخیر، 

 باسیلوس سرئوسهای سنتی در برابر شده از خمیرترش

 باسیلوس سرئوسها در کنترل رشد بیانگر توانایی همه ایزوله

 Çadirci and) کادیرسی و سیتاک  بود.گذاری در روش لکه

Citak, 2005)گذاری را برای ارزیابی اثر روش لکه

مناسب گزارش  های اسیدلاکتیکآنتاگونیستی باکتری

ایج مشابهی نیز توسط سیمسک و همکاران ارائه کردند. نت

در طول دوره ارزیابی . (et al., 2006) Simsek شده است

هایی نظیر اسیدهای لاکتیک و گذاری، متابولیتبا روش لکه

شوند که در مؤثربودن استیک، باکتریوسین و غیره تولید می
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-در این روش در ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی نقش دارند. 

های باکتری میکروبیفعالیت ضد خصوص در ،لهرحا

ای صورت گرفته است. اسیدلاکتیک مطالعات گسترده

( فعالیت ضدمیکروبی 1384و همکاران ) درسنکی کاظمی

های اسیدلاکتیک جدا شده از ماست و سوپرناتانت باکتری

ها قرص پروبیوتیکی را مورد بررسی قرار دادند. این باکتری

زا از بی در برابر هفت باکتری بیماریفعالیت ضدمیکروبی خو

نسبت به های گرام مثبت باکتریخود نشان دادند. 

های اسیدلاکتیک باکتریوسین تولیدی توسط باکتری

مقاومت  باشند.می های گرام منفیتر از باکتریحساس

 et استها گرام منفی به دلیل پوشش سلولی آنهای باکتری

al., 2004)  .(Savadogoهای اسیدلاکتیک دارای باکتری

زا و مولد فساد های بیماریاثرات آنتاگونیستی روی باکتری

وسیله مواد ضدمیکروبی که به. هستنددر مواد غذایی 

شود در کنترل رشد های اسیدلاکتیک تولید میباکتری

زا و مولد فساد در مواد غذایی نقش دارد. های بیماریباکتری

گزارش کردند  et al., 1999) (Todorov تودورو و همکاران

باسیلوس از رشد باکتری  لاکتوباسیلوس پلانتارومکه 

گزارش کردند  منتس و همکاران جلوگیری کرد.سابتیلیس 

های لاکتوباسیل تولیدکننده باکتریوسین نقش سویهکه 

توانند داشته مهمی را در جلوگیری از فساد طنابی در نان می

شده از این میرترش تهیهخباشند. این در صورتی است که 

استفاده از  ،هرحالدر  ها به خمیر نان اضافه گردد.سویه

های اسیدلاکتیک تولیدکننده هایی از باکتریسویه

عنوان آغازگر و یا کشت محافظ ممکن است باکتریوسین به

 (et al., 2007 تر کمک نمایدبه تولید مواد غذایی ایمن

Mentes). ها در کاهش استفاده از ینعلاوه بر آن، باکتریوس

توانند میرنده شیمیایی در صنعت مواد غذایی مواد نگهدا

ساوادوگو و  .(Corsetti and Settanni, 2007) ثر باشندؤم

همکاران اظهار داشتند که فعالیت ضدمیکروبی، تولید 

-کردن سریع، از مهمساکارید و توانایی در اسیدیاگزوپلی

عنوان کشت های لاکتوباسیل بهترین عوامل در انتخاب سویه

در این پژوهش، . (Savadogo et al., 2008) آغازگر است

با ایجاد هاله  11و  54، 55، 21، 96، 11های شماره ایزوله

 1و  1، 16/1، 33/1، 61/1، 83/1شفاف به ترتیب به قطر 

قوی میکروبی های لاکتوباسیل با فعالیت ضدعنوان ایزولهبه

 پس از شناساییلاکتوباسیل مذکور  هایولهایز گزارش شدند.

پتانسیل استفاده  ،و انجام آزمایشات تکمیلی پخت مولکولی

های آغازگر را در تهیه خمیرترش و تولید نان عنوان کشتبه

 .هستندا دار
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Abstract 

In this study, the inhibitory effect of 71 Lactobacilli isolated from traditional sourdoughs against 

Bacillus cereus was evaluated and compared by using three methods (spot on lawn, well 

diffusion and disk diffusion). There was no inhibition zone around the discs and wells in the well 

diffusion and disk diffusion methods. The inhibitory effect of Lactobacillus isolates against 

Bacillus cereus in the Spot on lawn method was observed as a clear zone around the colonies. 

All Lactobacillus isolates were able to inhibit the growth of Bacillus cereus in the spot on lawn 

method, but there was a significant difference (p<0.01) among the isolates in terms of 

antimicrobial activity. Among the Lactobacillus isolates, 8 isolates had significantly stronger 

antimicrobial activity and the diameter of clear zone around the colonies was reported in the 

range of 2.67-7.83 mm. The diameter of clear zone around the Lactobacillus isolates 70, 46, 21, 

55, 59 and 11 was 7.83, 7.67, 7.33, 7.16, 7 and 7 mm, respectively. Therefore, they were 

reported as Lactobacillus isolates with strong antimicrobial activity in the spot on lawn method. 

These isolates can have potential to be used as starter cultures in production of sourdough and 

bread. 

Keywords: Lactobacillus, Bacillus cereus, Spot on lawn method, Well diffusion method, Disk 

diffusion method. 

 


