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  چكيده

داراي  يغـذاهاي سـنتي بـا مـواد لبن ـ     آماده سـازي باشـند  يلاكتيك م دياس يها يباكتريحاو يلبن يها فرآورده
اين مطالعه با هدف ارزيابي اثر آنتاگونيستي لاكتوباسيل هاي جـدا شـده از برخـي مـواد      قدمت طولاني است.
، انجام گرديد. در شوند يه ميغربي و شرقي ايران ته يها باز به صورت سنتي در استان ريغذايي محلي كه از د

بـر   هـا  زولهيمواد غذايي سنتي، اثر ضد ميكروبي ا يها لاكتو باسيل هادر نمونه تعداد اين تحقيق بعد از شمارش
 يا عليه دو باكتري استافيلوكوك اورئوس و اشريشيا كلي از طريق انتشار در آگار، ابتدا به روش كشـت نقطـه  

مـورد بررسـي    ،از محلول رويي تهيه شده از كشت لاكتوباسيل هـا  و سپس به روش ديسك گذاري با استفاده
بودند. ي انديكاتورها يباكترعليه مورد ارزيابي، داراي توانايي مهار رشد يها زولهيدر صد از ا 70قرار گرفت. 

 يهـا  لاكتوباسيلوس كازه اي و پلانتاروم در روش ديسك گذاري قادر به ايجاد بيشـترين قطـر هالـه    يها هيسو
به دليل  ها، نشانگر بودند. فعاليت ضد باكتريايي مشاهده شده توسط لاكتوباسيل يها يم رشد بر عليه باكترعد

.با توجه به منشاء جداسـازي لاكتوباسـيل هـا، خـالص سـازي باكتريوسـين هـاي ايـن         باشد يتوليد باكتريوسينم
به مواد غـذايي و نگهدارنـده بيولوژيـك    پروبيوتيكي به منظور افزودن  يها به عنوان فرآورده توانند يمها هيسو

  .مورد استفاده قرار گيرند

  
  .سنتيغذاهاي ، لاكتوباسيلوس، پروبيوتيك هاي كليدي: واژه
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  مقدمه -1
هاي زنـده (پروبيوتيـك    ها پيش، مصرف ميكروارگانيسم از قرن     

ها) در مواد غذايي به منظور سلامت انسان، در كشـورهاي مختلـف   
اخيـر، توجـه محققـان بـه      يهـا  در سال. )17جهان رايج بوده است (

 ماننـد اسايي مواد غذايي حاوي ميكروارگانيسم هاي پروبيوتيكي شن
  ). 18لاكتوباسيل ها جلب شده است (

ــاكتر        ــد از ب ــا عبارتن ــيل ه ــهيميها يلاكتوباس ــت،   يا ل ــرم مثب گ
ميكروآئروفيليك كه در مواد گياهي و جانوري ماننـد: شـير، دوغ،   

بـا تـوان    اه ـ يبـاكتر نيتر يكي از عمدهو شوند يپنير و ماست يافت م
كه از رشد ديگـر ميكروارگانيسـم هـا     نديآ يپروبيوتيكي به شمار م

تـوان ضـد ميكروبـي پروبيوتيـك هـا، بـه       ).17(كننـد  يجلوگيري م
 باشـد  يزا حائزاهميت م ـ منظور كاهش ميكروارگانيسم هاي بيماري

). لاكتوباسيل ها با توليد تركيبـاتي نظيـر باكتريوسـين داراي اثـر     8(
. ايـن گونـه   )16(هسـتند   ها يطيف وسيعي از باكتر آنتاگونيستي بر

هـا   پاتوژن يا سـموم آن  يها يتركيبات ممكن است متابوليسم باكتر
  ).9(قراردهند ريرا نيز تحت تأث

ــايي           ــازي و شناس ــورد جداس ــياري در م ــات بس ــاكنون مطالع ت
سنتي و بـومي   يها مختلف لاكتوباسيل از شير و فرآورده يها گونه

وسـيع جهـت    تحقيقـات همچنـين   ).4و  2(شده است آن، گزارش 
اســيدلاكتيك و تركيبــات ضــد ميكروبــي  يهــا ياســتفاده از بــاكتر

هـا در   مبنـي بـر اثـرات سـودمند آن     ها يتوليد شده توسط اين باكتر
  ).18و  1(صنايع غذايي انجام گرفته است 

ــومي         ــلي و ب ــذاي فص ــه غ ــناخته ترخين ــدهش ــدر  يا ش ــت كه اس
ي از جمله: كرمانشاه، كردستان و لرستان بـه صـورت   غرب يها استان

 . درشـود  يسنتي از مخلوط گندم خرد شده بـا دوغ غلـيظ تـرش م ـ   
روستاهاي استان خراسان نيز از مخلوط بلغور گندم و شـير   برخي از

گوسفند، ماده غذايي با نام غلور شـيري و از تركيـب آرد گنـدم بـا     
مـواد تشـكيل دهنـده     كـه از لحـاظ   شـود  يدوغ، غلور ترش توليد م

. در تهيه اين گونه مواد غذايي سـنتي، عـلاوه   باشند يمشابه ترخينه م
. ترخينـه، غلـور   شـود  ياز مقادير زيادي لبنيات استفاده م ـ ،بر غلات

ترش و غلور شيري در فصل تابستان تهيه و بعـد از خشـك كـردن،    
. مصـرف ايـن   گردنـد  يجهت استفاده در ايام سرد سال نگهداري م

غـــذاها از قـــديم در فصـــل زمســـتان بـــه ويـــژه در هنگـــام  نـــوع 
 ني ـسرماخوردگي رايج بوده است. افراد بـومي اعتقـاد دارنـد كـه ا    

  .باشند يگونه مواد غذايي طبيعي داراي خواص درمان كننده نيز م

در اين پژوهش به منظـور شناسـايي و بهـره گيـري از مـواد غـذايي       
يل هاي موجود در غلـور  سنتي، به بررسي اثر آنتاگونيستي لاكتوباس

شيري، ترخينه و غلور ترش پرداخته شـد تـا در صـورت امكـان بـه      
  عنوان پروبيوتيك مطرح و مورد ارزيابي قرار گيرند.

  
  ها مواد و روش-2

لاكتوباسـيل هـا   فعاليـت  به منظور جداسازي، شمارش، تكثير و      
 BHI broth،MRS broth ،MRS Agarكشت يها طياز مح

طبق دستورشركت ها طيمحاستفاده شد. Muller Hinton Agarو 
  توليد كننده آماده و توسط اتوكلاو سترون شدند (مرك، آلمان).

نمونه غلور  10نمونه ترخينه،  35مواد غذايي مورد بررسي شامل      
غـذايي از منـاطق    يهـا  نمونه غلور شـيري بودنـد. نمونـه    15ترش و 
ر فصـل پـاييز و زمسـتان    غربي و شرقي كشور د يها استان روستايي

جمع آوري شدند. مواد غذايي پس از انتقال بـه آزمايشـگاه توسـط    
  .و به صورت پودر در آمدند هاون چيني استريل ساييده

  
  جستجو   يها روش-2-1

يـك  ، بـاكتري در محصـولات غـذايي   و شمارش  براي جستجو     
 سي سي محلـول رقيـق   9گرم از هر نمونه مورد مطالعه توزين و در 

كننده به صورت سوسپانسيون يكنواخـت آمـاده گرديـد. سـپس از     
  .متوالي تهيه شدي ها سوسپانسيون اوليه رقت

تعيين ميزان فراواني باكتري در هر گرم از ماده غذايي بـه روش       
ميلي ليتر از هر  شمارش استاندارد محاسبه شد. براي اين منظور يك

ميلـي ليتـر از    20سـپس   رقت در كنار شعله به درون پليت ريختـه و 
) به آن C° 45استريل قبل از سرد شدن كامل (آگار  MRS محيط

متفــاوت  يهــا اضــافه گرديــد. ظــروف پتــري بــه آرامــي در جهــت
به طـور يكنواخـت و بـه خـوبي در      ها يحركت داده شدند تا باكتر

كشـت بـه    يهـا  طياينكـه مح ـ محيط كشـت پخـش شـوند. پـس از     
 گـراد  يدرجه سانت 37در دماي  ساعت 72صورت جامد درآمدندتا 

گرم خانه گذاري شدند. بـراي افـزايش ميـزان     يهواز يدر شرايط ب
ميانگين شـمارش   حداقل دو پليت از هر رقت كشت داده شد.دقت 
  در ضريب رقت ضرب و محاسبه گرديد.ها يباكتر

جـــدا ســـازي و شناســـايي لاكتوباســـيل هـــا، ابتـــدا از  جهـــت      
مايع تلقـيح    MRSحاوي محيط  يها لولهسوسپانسيون تهيه شده به 

ســاعت در جــار  48بــه مــدت  گــراد يدرجــه ســانت 37و در دمــاي 
گرم خانه گذاري شدند. سپس از محـيط مـايع در پليـت     يهواز يب
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آگار به دو صـورت پـور پليـت و خطـي      MRSهاي حاوي محيط 
 37روز در دماي  3تا  يهواز يكشت داده شد. پليت ها در شرايط ب

درجــه  30روز در دمــاي  5و همچنــين تــا   گــراد ينتدرجــه ســا 
از نظـر   هـا  يگـرم خانـه گـذاري و كنتـرل شـدند. كلن ـ      گـراد  يسانت
ماكروســكوپي و ميكروســكوپي مــورد مطالعــه قــرار  يهــا يژگــيو

ايزولـه جهـت    60گرفتند.  پس از تشـخيص و تائيـد نهـايي، تعـداد     
  ارزيابي اثر ضد ميكروبي انتخاب شدند.  

  
  استاندارد يها يي باكترآماده ساز-2-2

مــورد بررســي (نشــانگر) شــامل: اســتافيلوكوكوس   يهــا هيســو     
ــوس ( ــياكلي (ATCC1113اورئـ ) از  ISIRI 1552) و اشريشـ

 يهـا  يعلمي و صنعتي ايران تهيه شدند. باكتر يها سازمان پژوهش
بـه   گـراد  يدرجه سانت 37و دماي  BHIنشانگر، ابتدا در محيط مايع 

ــاكتر ســاعت ا 24مــدت  در  هــا يحيــا شــدند. ســپس هــر يــك از ب
قـرار   ييايميش ـ ويبيهـا  اختصاصـي كشـت و تحـت آزمـون    يها طيمح

 5/0كدورت معـادل  با  سوسپانسيون باكترياييگرفتند. از هر سويه، 
  آماده شد. )5/1× 108مك فارلند (

  
  بررسي اثر ضد ميكروبي يها روش-2-3

ي جــدا شــده از اثــر آنتاگونيستيلاكتوباســيل هــابــراي ســنجش      
گـذاري   و ديسـك  يا كشـت نقطـه   يها غذايي، از روش يها نمونه

  .استفاده شد
بـاكتري  هـر   ، ابتدا به صورت جداگانـه، يا در روش كشت نقطه    

 5/0نشانگر (اسـتافيلوكوك اورئـوس و اشريشـياكلي) بـا كـدورت      
بـه طـور   ، بـه صـورت   مولر هينتون آگارح محيط بر سط مك فارلند
كه بـه عنـوان لاكتـو     ييها يكلنداده شدند. سپس كشت يكنواخت 

توسـط آنـس سـترون بـه      ،باسيل جداسازي و شناسايي شـده بودنـد  
ــه  ــورت نقط ــاي    يا ص ــيح و در دم ــيط تلق ــر روي مح ــه  37ب درج

پليت ها  .ساعت گرم خانه گذاري گرديدند 24به مدت  گراد يسانت
 يهــا ياز لحــاظ توانــايي هــر ايزولــه در جلــوگيري از رشــد بــاكتر 

  نشانگر، مورد بررسي قرار گرفتند. 
داراي توانايي مهار رشـد   يا كه در روش كشت نقطه ييها زولهيا    

ديســك گــذاري انتخــاب مناســب بودنــد، جهــت مطالعــه درروش 
از محلول رويي كشت لاكتوباسيل  در روش ديسك گذاري شدند.

ــط       ــي توس ــد ميكروب ــواد ض ــد م ــراي تولي ــد. ب ــتفاده گردي ــا اس ه
مـايع تلقـيح و گـرم     MRSبـه محـيط    ها زولهيل ها، ابتدا الاكتوباسي

ها با پارافين پوشيده  خانه گذاري شدند. پس از رشد كافي روي آن
قـرار گرفتنـد.    گـراد  يدرجه سـانت  37روز در دماي  4-3و به مدت 

دقيقـه   15پس از حذف پارافين و سانتريفيوژ محيط كشت به مدت 
 50از محلـول رويـي    شـد.  ، مايع رويي آن برداشـت rpm 4000در 

خام كاغـذي (پـادتن طـب) ريختـه      يها سكيميكرو ليتر بر روي د
بعد از خشك شدن با رعايت فاصله مناسب بـر روي   ها سكيشد. د

لازم به  محيط كشت مولر هينتون آگار حاوي باكتري قرار گرفتند.
ــوس و    ــتافيلوكوكوس اورئـ ــن روش اسـ ــه در ايـ ــت كـ ــر اسـ ذكـ

مك فارلند به صورت سـطحي كشـت    5/0اشريشياكلي با كدورت 
  داده شدند.

لاكتوباسيل كـه در روش ديسـك گـذاري بيشـترين      يها زولهيا     
هاله عدم رشد را نشان داده بودنـد، بـا اسـتفاده از تخميـر قنـد هـاي       
گلــــوكز، ســــاكاروز،لاكتوز،مالتوز،رامنوز،گزيلوز، آرابينــــوز،   

  ).12نه شدند (سوكروز، رافينوز، مانيتول و گالاكتوز تعيين گو
  
  و بحثنتايج  -3

ي جـدا شـده از مـواد غـذايي،     ها زولهيااوليه جهت مطالعه نتايج      
كلنـي،   يهـا  يژگ ـيشامل و ييايميش ويميكروبي و ب يها آزمونطبق 

درجـه   37تا  24ها، دماي رشد ( رنگ آميزي گرم، مشاهده گرانول
ين مطلب است كاتالاز و اكسيداز، بيانگر ا يها )، آزمونگراد يسانت

كــه هــر ســه نــوع مــاده غــذايي مــورد بررســي حــاوي لاكتوباســيل  
در هـر گـرم از مـاده غـذايي      هـا  ي.در شمارش تعـداد كلن ـ باشند يم

 يهـا  خشك، بيشترين ميزان فراواني لاكتوباسيل به ترتيب در نمونـه 
  ).1غلور شيري، ترخينه و غلور ترش مشاهده شد (جدول 

 10ها بيش از  مهار رشد آن يها قطر هالهكه ميانگين  ييها زولهيا     
ميلي متر بود انتخاب و بر اساس توليـدات ضـد ميكروبـي بـه روش     

قـرار گرفتند.مطالعـه اثـر ضـد     تر قيديسك گـذاري مـورد بررسـيدق   
غـذايي بـا    يهـا  لاكتوباسيل جدا شـده از نمونـه   يها هيميكروبي سو

نشـان   ها در روش ديسـك گـذاري   رويي آن يها استفاده از محلول
از غلــور شــيري داراي  لاكتوباســيل جــدا شــده يهــا هيســوداد كــه 
ي انديكاتور بودند بـه  ها يباكتردر جلوگيري از رشد  ريتأثبيشترين 

ي عـدم رشـد   ها هالهي آن، توانايي ايجادها زولهيااز % 45طوري كه 
ميلي متر نسبت به باكتري گـرم مثبـت اسـتافيلوكوك     15تا  10بين 

ميلي متـري   20تا  15ي عدم رشد ها هاهاله آنز % ا40ر اروئوس و د
نـرين  م نسبت به باكتري گرم منفي اشريشيا كلـي مشـاهده شـد. ك ـ   

د (جدول ي غلور ترش ديده شها زولهياي باكتريال در مورد آنتريتأث
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 اتبررســي و مقايســه نتــايج، بيــانگر ايــن مطلــب اســت كهــاثر  ).2
 يها يد برعليه باكترعدم رش يها آنتاگونيستي با توجه به شعاع هاله

و غلور ترش ارزيـابي   ترخينه ،غلور شيريبه ترتيب در مورد نشانگر
با توزيع فراواني لاكتوباسيل هـا در مـاده غـذايي     در مجموعشدكه 

  ).1ل رابطه مستقيم داشت (جدو
 

اني لاكتوباسيل ها در يك گرم ماده غذايي فراوع توزي - 1جدول 
 خشك

  
       

  
  
  
  

غـذايي   يهـا  بـه فـرآورده   يابي جهت دست ،امروزه تحقيقات علمي
ــاني و ارزش     ــا خــواص درم ــد ب ــاي مفي حــاوي ميكروارگانيســم ه

در كشـور   و ايـن امـر  اروپا و آسيا رو به افزايش اسـت   ي درا هيتغذ
عنوان اولـين گـام مبنـي بـر      . اين تحقيق بهشود يايران نيز مشاهده م

در شـرايط   ،گونـه مـواد غـذايي بـومي     ني ـحضور لاكتوباسـيل در ا 
لاكتوباسيل هـاي   رينتايج حاكي از تأثو  آزمايشگاهي انجام گرفت

پيشگيري از رشد اسـتافيلوكوكوس   و غذايي يها جدا شده از نمونه
  اورئوس و اشريشيا كلي بود.  

هـا در روش ديسـك گـذاري     اثرات آنتاگونيسـتي لاكتوباسـيل       
 بـود. در ايـن راسـتا    بارزتر و تر قيدقي، ا نسبت به روش كشت نقطه

لاكتوباسيل كـازه اي   يها هيترين فعاليت ضد ميكروبي توسط سوهب
ميانگين قطـر هالـه عـدم     شناسايي شدند كهو لاكتوباسيل پلانتاروم 

 اثـر حفـاظتي  . ميلي متـر مشـاهده شـد    15و  18هابه ترتيب  رشد آن
به دليل توليدات  تواند يميلاكتوباسيل ها در ايفاي نقش مهاركنندگ

ضد ميكروبـي از جملـه باكتريوسـين هـا در محلـول رويـي كشـت        
  ).16(باشد
ــال        ــش در سـ ــور بخـ ــي    1379نـ ــد ميكروبـ ــت ضـ ــر فعاليـ اثـ

از  هـا  يرا بـر روي بـاكتر   لبنيـات لاكتوباسيلوس هاي جـدا شـده از   
شريشـيا كلـي بررسـي كـرد. اثـر      جمله اسـنافيلوكوك اورئـوس و ا  

از سـاير   تـر  يممانعت از رشد بـر روي اسـتافيلوكوك اورئـوس قـو    
  ).2(مورد آزمايش بود  يها يباكتر

Conconnier   ــال ــاران در س ــه    1998و همك ــد ك ــزارش كردن گ
محلول رويي كشت لاكتو باسـيل هـا از جملـه كـازه اي داراي اثـر      

اران در ســال و همكــ Miyamoto ).3( باشــد يمــ يســيدوباكتري
را از دلايـل اصـلي    لاكتو باسيل هـا  توسطتوليد باكتريوسين  2000

 نـد ذكـر نمود  يا از رشد باكتري گرم منفـي روده  يجلوگيرجهت 
مبنــي بــر  2003و همكــاران در ســال  Ogunbanwگــزارش ).10(

فعاليــت ضــد ميكروبــي و توليــد باكتريوســين توســط لاكتوباســيل  
ايـن لاكتوباسـيل از رشـد اشريشـيا      حاكي از اين است كهپلانتاروم 

ــوگيري    ــرو كوليتيكــا جل كلــي و باســيلوس ســرئوس و يرســينيا انت
در بررسي حاضر نيـز بهتـرين اثـر بـاز دارنـدگي عليـه       ). 11(كند يم

نشانگر، توسـط محلـول رويـي كشـت لاكتوباسـيلوس       يها يباكتر
غـذايي،   يهـا  كازه اي و لاكتوباسيل پلانتـاروم جـدا شـده از نمونـه    

  دارد. ييايجاد شده بود كه با نتايج تحقيقات قبلي هم سو
ــاكتر        اســيد  يهــا يمطالعــات نشــان داده اســت كــه بعضــي از ب

 بـه ماننـد لاكتوباسـيل هـا    غـذايي   يها لاكتيك موجود در فرآورده
علاوه بر ايجاد  لاكتوباسيل ها). 5( كنند يپروبيوتيك عمل م عنوان

براي مصرف كننده  يا ثر محافظت كنندهطعم مطلوب غذا، داراي ا
كـه   باشـند  يتحقيقات بسياري بيـانگر ايـن واقعيـت م ـ   . باشند يمنيز 

مصرف خوراكي پروبيوتيك ها، اثرات پيشگيري كننده و درمـاني  
دارنـد. در حقيقـت مصـرف     يا باكتريايي روده يها يماريبر روي ب

تحريـك  اعث ، بتوليد باكتريوسينعلاوه بر تواند يلاكتوباسيل ها م
. )14و  13، 7 ،6(افزايش پاسخ ايمني هومورال شود وسيستم ايمني 

ذكر شده كه مصـرف لاكتـو باسـيل     Turchetدر گزارش  چنانچه
درصــدي طــول دوره  20كــازه اي در افــراد مســن، باعــث كــاهش 

 Mack).15(شو يگوارشي و تنفسي در فصل زمستان م يها عفونت

دنـد كـه مصـرف لاكتوباسـيل     بيان كر در گزارش خود و همكاران
انتروباكترياسـيه   يهـا  يباعث كاهش تعداد بـاكتر تواند يپلانتارومم

 يا با افزايش توليد موسين هـاي روده  زيرااين باكتري در روده شود
). بـه  9( كنـد  ياز اتصال اشريشيا كلي بـه جـدار روده جلـوگيري م ـ   

همــين دليــل اســتفاده از غــذاهاي محلــي جهــت درمــان برخــي از   
مـردم   كـه  رسـد  يم ـه نظـر  بازمتداول بوده است. ب ري، از دها يرمايب

غذاهاي سنتي مـورد  نيز از  لرستانو بومي مناطق كردستان،خراسان 
 اسـتفاده مخصوصـاً در فصـل زمسـتان،    ها يمـار يدر درمان بمطالعه، 

  .كنند يم
  
  
  
  

 تعداد كلني  مواد غذايي
 6×105  غلور شيري
 3×103  ترخينه

 2×102  غلور ترش
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با توجه به اينكه غلور شيري، ترخينه و غلور ترش به مقدار انبـوه در  
 اند افتهيو مردم بومي در  رنديگ يتان، مورد استفاده قرار مفصل زمس

، احتمالاً توليـد تركيبـات ضـد    ابندي يكه در اثر مصرف آن بهبود م
ها در دستگاه  ميكروبي توسط لاكتوباسيل، جايگزيني و استقرار آن

پـاتوژن   يهـا  يمـانع از رشـد بـاكتر    pHگوارش وهمچنين كاهش 
متي مصــرف كننــده كمــك و در نهايــت بــه حفــظ ســلا شــود يمــ
  .دينما يم

  
  نتيجه گيري -4

ــا در نظــر  ــا در    گــرفتنب ــري پروبيوتيــك ه ــه كــار گي اهميــت و ب
غذايي، شناخت انواع غـذاهاي سـنتي و بـومي ايرانـي      يها فرآورده

 يهـا  سـم يدارد. اگرچـه مكان  يا ژهي ـحاوي لاكتوباسيل ها اهميـت و 
نشـده اسـت امـا    محافظتي پروبيوتيك ها هنوز به طور كامل شناخته 

اثــر آنتاگونيســتي مــواد توليــد شــده توســط ايــن  رســد يبــه نظــر مــ
نقـش   توانـد  يبر طيف وسيعي از ميكروارگانيسـم هـا، م ـ   ها يباكتر

مهمي در نگهداري محصولات غـذايي و تغذيـه افـراد نسـل آينـده      
  ايفا كند.

  
 سپاس گزاري -5

 أتي ـبدين وسيله از خانم دكتـر سـهيلا مـرادي بيـد هنـدي عضـو ه      
علمي موسسه واكسن و سـرم سـازي رازي و همكـاران آزمايشـگاه     

امكانات لازم جهت انجام پـروژه مـا    نيميكروب شناسي كه در تأم
  .ميينما يگزاري م را ياري نمودند سپاس
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