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 چکیده   

شوند، سلامت مصرف کننده مي حمصرف به تعداد کافي باعث افزايش سط اي هستند که در صورتهاي زندهها میکرواورگانیسمپروبیوتیک

هدف است. مصرف کننده گوارش  دستگاهو  غذايي مواد فرآيند حیندر ها آنها زنده و فعال نگه داشتن چالش اصلي در استفاده از پروبیوتیک

در ماست  لاکتوباسیلوس فرمنتومو  لاکتوباسیلوس پلانتارومماني زندهبر  کشندگي دهاي کمتر از حتنشمقايسه اثر  پژوهشاز اين 

 ، صفرا(نمک درصد 4و  2)غلظت  اسمزي ،(5/6و5/5، 5/4، 5/3 ،5/2هاي  pH) هاي اسیديتنشاثر  پژوهشدر اين  است. بیوتیکسین

 اومتقمهنده کمتر از حد کشندگي به عنوان تیمار افزايش ددر مقیاس  راد(گدرجه سانتي 4)و سرما  درصد( 2/1و  1، 8/2، 4/2، 2/2)غلظت 

ارش سلول در طول يک ماه از طريق شمدر ماست و دستگاه گوارش  هاي تیمار شده و تیمار نشدهماني سويهمیزان زنده .بررسي شدها باکتري

. میزان مقاومت (P≤0.05) ها بودي بر افزايش مقاومت باکتريگهاي کمتر از حد کشندنتايج بیانگر موثر بودن اعمال تنش .گرديدمقايسه زنده 

و  مپلانتارو لاکتوباسیلوسي زنده هاسلول دهاي اسیدي، نمک، صفرا و سرما افزايش يافت، علاوه بر اين تعداهر دو سويه در برابر تنش

نتايج نشان داد به طور کلي استفاده از  .پس از يک ماه مصرف ماست در مدفوع مصرف کنندگان افزايش نشان داد لاکتوباسیلوس فرمنتوم

ماني زندهشود، البته میزان افزايش هاي گوارشي و سرما ميه با تنشجدر مواها باکتريماني هاي کمتر از حد کشندگي باعث افزايش زندهتنش

 .بودهاي مختلف متفاوت بین سويهدر 

 .ماست، زنده ماني بیوتیک،سین بیوتیک،پروبیوتیک، پري کلیدی: واژگان

 

 مقدمه

نقشش تشیمین کننشده مشواد  نه تنهاغذا در تحقیقات امروزي 

فعشال  به عنوان حاملي براي مواد زيسشت، بلکه داردمغذي را 

مین یر تشغذاها کشه عشلاوه بش به اين دسته از .است مطرح نیز

شششوند مي مصششرف کننششدگانسششلامت  ءباعششث ارتقششا ،انششر ي

گشرايش . (Tamime et al., 2005) گوينشدمي 1فراسشودمند

منجر به رشد روز افشزون فراسودمند غذاهاي مصرف مردم به 

سرمايه گذاري در بخش تولید اين دسته از مواد غذايي شده 

ي هشايکشي از مهمتشرين غشذاهاي فراسشودمند، فرآورده است.

                                                 
1  . Functional Foods   

هشا پروبیوتیک .(Tamime et al., 2005) پروبیوتیک اسشت

زنشده اطشلا  سشودمند هاي اي از میکرواورگانیسشمبه دسشته

باعشث افشزايش  ،شود که در صورت مصرف به میزان کافيمي

مواد  اثراتترين از مهم .شوندسطح سلامت مصرف کننده مي

 رشتوان به بهبود عملکرد سیستم گوامي ،پروبیوتیکغذايي 

 .هاي متابولیششک بششدن اشششاره نمششودحفششت تعششادل سیسششتم و

پلشي سشاکاريدي هسشتند کشه عمدتاً ها ترکیباتي بیوتیکپري

بشوده و بشه طشور نتوسط دستگاه گوارش انسان قابش  همشم 

 ششوند.هاي پروبیوتیک ميانتخابي باعت افزايش رشد باکتري
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ماده غذايي کشه بشه طشور همزمشان حشاوي بشاکتري هشاي  به

بیوتیششک باشششد، فششرآورده وتیششک و ترکیبششات پششريپروبی

 .(Scherezenmeir et al., 2001) گويندمي 1بیوتیکسین

تعشداد  ،هشايکي از مهمترين عوام  در اثر بخششي پروبیوتیک

 دستگاه گشوارشسلول زنده در فرآورده نهايي و همچنین در 

تولید و نگهداري مواد  فرآيندطي در مصرف کننده است، اما 

گشوارش بشه دلیش  اعمشال  فرآينشدهمچنین در حین  غذايي،

اسشیدي  pHگرما، سشرما، فششار اسشمزي،  همانندهايي تنش

هشاي روده کوچک تعداد سلول اوي درصفر هاينمک و معده

. بشه همشین (Sahadeva et al., 2011) ابديزنده کاهش مي

تشر و همچنشین هاي پروبیوتیک مقشاومدلی  استفاده از سويه

امروزه  ،هاسلول مقاومتهايي براي افزايش تکنیکاستفاده از 

 مشوردهشاي زنشده به عنوان عاملي براي افزايش تعداد سشلول

هايي کشه داراي  نشوم گیرد. استفاده از سويهاستفاده قرار مي

هشاي کمتشر از حشد هستند و همچنشین اعمشال تشنش ترغني

 بشرايهاي ايجاد مقاومت کشندگي به منظور فعال سازي  ن

تولید  فرآيندهاي ناشي از در برابر تنش هاوم سازي سلولمقا

کارا تشرين و سشاده  ،و گوارش ماده غذايي يکي از جديدترين

 است هاماني پروبیوتیکافزايش نرخ زنده هاياستراتژيترين 

(Maragkoudakis et al., 2005).   لاکتوباسشششیلوس

 زامشاريبیباکتري میله اي کوتشاه، پشر نیشاز و غیشر  2پلانتاروم

ترين  نوم شناخته ششده در بشین گشروه بزرگ که داراي است

هششاي داراي چرخششه و هششاي اسششید لاکتیششک اسششتباکتري

 انشد.متابولیکي متعددي است که به طور کام  شناسايي شده

اسششتفاده از ايششن بششاکتري در مششواد غششذايي باعششث بهبششود 

هاي فیزيولو يک روده کوچک و ارتقاء سطح سشلامت فعالیت

  .(Nissen et al., 2009) ششششودايمنشششي میزبشششان ميو 

هشاي از مهمترين جشنس ديگر يکي 3لاکتوباسیلوس فرمنتوم

خانواده لاکتوباسیلوس است که به طشور گسشترده در خمیشر 

                                                 
1 . Synbiotic 

2 . Lactobacillus plantarum 
3 . Lactobacillus fermentum 

فلشور  ء جزکه وجود دارد تخمیري هاي لبني ترش و فراورده

پتانسی  پروبیشوتیکي آن بشه اثبشات  و بودهانسان غالب روده 

دلی  مقاومت مطلشو  در برابشر به اين باکتري  است. رسیده

هشاي گوارششي، بشه تشنشو نیشز  تي و فیزيکيرهاي حراتنش

عنوان يک پروبیوتیک تجاري در تولید محصولات پروبیوتیک 

ماست  .(Morelli et al., 2000) گیردمورد استفاده قرار مي

وسشیله ه لبنشي تخمیشري اسشت کشه بش هشاييکي از فرآورده

لاکتوباسششیلوس  آغششازگر لاکتیکششي دو بششاکتري تخمیششري

 .شودتولید مي 5استرپتوکوکوس ترموفیلوسو  4اسیدوفیلوس

تیک در وهاي پروبیدر بسیاري از موارد تعداد کافي از باکتري

داخ  محصول به صشورت فعشال وجشود نشدارد و يشا بشاکتري 

توانايي عبور از دستگاه گوارش و جشايگزين ششدن در روده را 

بنابراين بررسي میشزان  .(Coman et al., 2005) ستدارا نی

هششاي پروبیوتیششک در ماسششت و همچنششین بششاکتريماني زنششده

کشارا بشراي افشزايش مقاومشت سشاده وتبیین يشک اسشتراتژي 

 رسشد.نظر ميه ها ضروري بهاي باکتري در برابر تنشسلول

هاي کمتر از حد هدف از اين پژوهش مقايسه اثر اعمال تنش

فششار تولید ماسشت ملش  سشرما، و  فرآينداشي از کشندگي ن

و صشفرا معشده اسیدي  pHهاي گوارشي مل  و تنش اسمزي

 بششه عنششوان عامشش  ايجششاد کننششده مقاومششت مششوثر بششر افششزايش

 لاکتوباسیلوس فرمنتشومو  لاکتوباسیلوس پلانتارومماني زنده

دسشتگاه و  6حاوي زايلوالیگوسشاکاريد بیوتیکسیندر ماست 

 يشک ماهشه مصرفکنندگان پس از يک دوره  مصرف گوارش

 .بود

 

 

 مواد و روش کار

در مرکز ثبشت تحقیقشات  1314در سال  بالینيپژوهش اين 

بشه  ايشران ، درمان و آموزشي پزششکيبالیني وزارت بهداشت

                                                 
4 . Lactobacillus acidophilus 

5 . Streptococcus thermophilus 

6 . Xylooligosaccharide 
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به ثبت رسیده اسشت.  IRCT2015042821985N1 شماره

 زن( 12مشرد و  12) همه شرکت کننشدگاندر اين پژوهش، 

هشی  يشک از  و انشدايت نامه کتبشي را اممشاء نمشودهفرم رض

مصرف کنندگان در حین پژوهش و سه ماه قب  از آن آنتشي 

علاوه بشر ايشن از نظشر گوارششي  .بیوتیک مصرف نکرده بودند

لازم به ذکشر کردند. سالم بوده، سیگار و الک  نیز مصرف نمي

نفر زن و يشک نفشر مشرد از  2طول دوره پژوهش در  است که

 .  هش کنار گذاشته شدندپژو

 مقاومت به آنتي بیوتیک

 هششايباکتريبسششته لیششوفیلیزه  ،بششه منظششور فعششال سششازي

لاکتوباسشیلوس و   ATCC 14917لاکتوباسیلوس پلانتشاروم

در ششرايط اسشتري  بشاز و طبشق  ATCC 14931 فرمنتشوم

ام ار  (MRS) کششت دستورالعم  موجود در بسته به محیط

-سانتيدرجة  33تق  و در دماي منمايع )مرک،آلمان(  1اس

درصشد دي  12در اتمسشفر حشاوي سشاعت  24به مدت گراد 

بشا جشذ  آ  از  بشاکتريگذاري شد تا خانهگرماکسید کربن 

 .حالت کمون خارج شده و وارد مرحله رشد لگشاريتمي ششود

 بیوتیکنوع آنتي 3در برابر  ،هايهسومقاومت به آنتي بیوتیک 

، 4آموکسي سیلین، 3تتراسايکلین ،2کلاو کوآموکسي)مختلف 

( 8جنتامايسینو  3پني سیلین، 6اريترومايسین، 5نکومايسینو

انتشار ديسک به روش بیوتیکي الگوي مقاومت آنتيبر اساس 

 (.Morelli et al., 2000) شدارزيابي ، بوئر -کربي

 هشايغلظتدر برابر  هاطبیعي باکتري مقاومتآزمون تعیین 

 اسید مختلف

و  لاکتوباسشیلوس پلانتشاروممقاومت طبیعشي  ،ونزمدر اين آ

، 5/4، 5/3، 5/2هشاي  pHبرابشردر  لاکتو باسیلوس فرمنتشوم

                                                 
1  . de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) 

2 . Co-amoxiclav 

3  . Tetracycline 

4 . Amoxicillin 

5 . Vancomycin 

6  . Erythromycin 

7 . Penicillin 

8 . Gentamicin 

 4و  2، 2 ، به صشورت جداگانشه در فواصش  زمشاني5/6و  5/5

 1CFU/ml 812 ×5/1به میزان  ساعت پس از تلقیح باکتري

 MRS محیط کشت در مک فارلند( 5/2)مطابق با استاندارد 

از هشاي مختلشف اسشید رد بررسي قرار گرفشت. غلظتمو مايع

وسشیله ه بش ،مشايع  MRS محشیط کششت pH طريق تنظشیم

 Morelli et)ششد  تهیهمولار اسید هیدروکلريک  5محلول 

al., 2000). ششمارشهشا از طريشق مشاني سشويهزنشده میزان 

در يشک میلشي لیتشر از  MRSهاي رشد کرده بشر روي کلني

ت میکروبششي بششه صششورت جمعیشش ومحاسششبه  محششیط کشششت

CFU/ml گزارش شد. 

هشاي در برابر غلظت هاطبیعي باکتري مقاومتآزمون تعیین 

 صفرامختلف 

از سوسپانسشیون غلشیت میکروبشي بشه میشزان  در اين آزمون 

 حشاويمايع  MRSهاي حاوي میکرولیتر در داخ  لوله 122

صششفرا درصششد وزني/حجمششي  2/1و  1، 8/2، 4/2، 2/2صششفر، 

در  نشانومتر 632تلقیح شد، دانسشیته نشوري  مريکا()سیگما، آ

هشا در داخش  تنظیم شد، سشپس لولشه فارلندمک 5/2حدود 

حجمشي  درصشد 12گراد، داراي سشانتي هدرجش 33 خانشهگرم

بشه منظشور ششمارش . خانه گذاري شدنداکسیدکربن گرمدي

پس از تهیه رقت مناسب در محلشول  ،هاي زنده ماندهباکتري

جامشد بشه صشورت سشطحي  MRSیط کششت رينگر، در مح

گراد، داراي درجشة سشانتي 33 گرمخانشهکشت داده شد و در 

 Bove et) اکسیدکربن گرمخانه گذاري شدحجمي دي 12%

al., 2012; Begley et al., 2005). يشششمارش کلشش 

مورد نظشر  هاييباکتر مقاومت انگرينما افتهيرشد  هاييکلن

  .بود در هر غلظت يبه نمک صفراو

و  کنمش در برابشر هشاباکتري طبیعشي مقاومشتآزمون تعیین 

 سرما

و  لاکتوباسششیلوس پلانتششارومبررسششي میششزان مقاومششت  بششراي

به تنش هم زمان سرما و نمشک يشک  لاکتوباسیلوس فرمنتوم

                                                 
9 . Colony Forming Unit 
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سوسپانسیون غلیت میکروبي مشابه با مراح  قب  تهیه و بشه 

 2مايع حاوي  MRSمیکرولیتر به محیط کشت  122میزان 

بششه صششورت  )نمششک طعششام( NaClدرصششد وزني/وزنششي  4و 

 4ها براي مدت يک مشاه در دمشاي جداگانه تلقیح شد، نمونه

درجة سانتیگراد نگهداري شدند و به صورت هفتگي شمارش 

 جامشد انجشام ششد MRSتعداد سلول زنده در محیط کشت 

(Chiu et al., 2007) .افتشهيرششد  هاييکلن يشمارش کل 

تنش سرما و نمک مورد نظر به  هاييباکتر تمقاوم انگرينما

   .بود

 هاي نمک و سرمامقاوم سازي به تنش

 لاکتو باسیلوس پلانتشارومهاي مقاوم سازي باکتري ه منظورب

سشرما و نمشک، مطشابق  در برابشر فرمنتشوم لاکتو باسیلوسو 

قب  يک سوسپانسشیون غلشیت میکروبشي تهیشه و بشه  مراح 

فارلنشد بشه محشیط مک 5/2دورت میکرولیتر تا ک 122میزان 

تلقشیح  NaClوزني/وزنشي درصد  2مايع حاوي  MRSکشت 

 2مايع حاوي  MRS شد، پس از چهار هفته از محیط کشت

جامد کشت داده شد  MRSبروي محیط کشت  درصد نمک

جشدا و از جامد  MRSمحیط  بر رويو يک کلني رشد يافته 

ه ششد مشايع تهیش MRSساعته در محیط  18تازه  آن کشت

(Sarkar et al., 2010; Settachaimongkon et al., 

2015 ) . 

 هاي افزايشي اسیدباکتري با استفاده از غلظت مقاوم سازي

 4غلظت رحله قب  )مهاي جدا شده از در اين مرحله باکتري

اسشید از کشم بشه  يهاي افزايشدر مقاب  غلظت (درصد نمک

ششده از مرحلشه  زياد قرار گرفت، به صورتي که باکتري جشدا

 pHپس از کشت شبانه در مرحلشه بعشد )  (بیشتر pH) قب 

. در هر مرحله پشس از تلقشیح گرفتتر( مورد استفاده قرار کم

 4و  2صشفر، هشاي باکتري و تنظیم دانسیته نشوري، در زمان

، تعشداد بشاکتري ششمارش و هشم زمشان تلقشیحساعت پس از 

نتشايج بشا  .(Sarkar et al., 2010) دانسیته نوري قرائت شد

هشاي pHنتايج حاص  از تعیشین مقاومشت طبیعشي در برابشر 

 مشابه مقايسه شد.

 صفرا يشيافزا يهاغلظت برابردر باکتري  مقاوم سازي

کاملاً مجزا کشه از آزمشون مرحلشه  يکلن کيمرحله از  نيا در

 هیشسشاعته ته 18جدا شده بود کشت تازه  pH= 5/2قب  در 

 122 زانیشبشه م يکروبشیم تیغلش ونیسوسپانسش نيشد. از ا

 حشاوي MRSکششت  طیمح شيآزما يهادر لوله تریکرولیم

عنشوان نمونشه  هفاقشد صشفرا بش شيشد. لوله آزما حی، تلقصفرا

کنترل ملبت در نظر گرفته شد. از آنجشا کشه حشداکلر زمشان 

، به صورت ساعت است 4مواجه غذا با صفرا در روده کوچک 

و  2صفر،  هايزمان درو  حیلقپس از ت مشابه با شرايط واقعي

 يهشاکشار در غلظت نيانجام گرفت، ا نمونه برداريساعت  4

انجام شد، در  زیندرصد صفرا  2/1و  1، 8/2، 4/2، 2/2صفر، 

تشر کشم)غلظشت  جدا شده از غلظشت قبش  يهر مرحله باکتر

کشت داده ششد و  عيما MRSکشت  طیمجدداً در مح صفرا(

. استفاده شد )غلظت بیشتر( يدبع مرحله در اولمل  مرحله 

 Sarkar et) محاسبه ششد يمانزنده زانیم زیدر هر مرحله ن

al., 2010). 

 تولید ماست

به منظور تولید ماسشت سشین بیوتیشک، ششیر خششک بشدون 

درصد بشا آ   11( به میزان شرکت پگاه مشهد، ايرانچربي )

مخلششوو و پششس از  )وزني/وزنششي( گششرادسششانتي ةدرجشش 42

پششودر زايلوالیگششو سششاکاريد درصششد  5/1، نيکنواخششت شششد

بیوتیک به مخلوو اضافه يبه عنوان ماده پر (سانتوري،  اپن)

درجشة  12 دقیقشه در دمشاي 15به مدت  شد. مخلوو نهايي

درجششة  43بششه سششرعت تششا دمششاي و سششانتیگراد پاسششتوريزه 

 مطابق دستورالعم  سشازنده، سپس گرديد. خنک گراديسانت

 YoFlex-YF-L904تر ماسششت اسششتار درصششد وزنششي 1/2

 هششر سششويه بششاکتريو نیششز از  (دانمششارککريسششتین هانسششن )

لاکتوباسششیلوس  و لاکتوباسششیلوس پلانتششارومپروبیوتیششک )

بشه صشورت هاي تیمشار ششده و تیمشار نششده سلول (فرمنتوم
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افشزوده  ترکیببه  CFU/ml 312به میزان حداق  جداگانه و 

هشاي پلشي  ظشرفو در  تولیشد نوع ماسشت 4مجموع شد. در 

از  pH=2/4اتیلني در  دار توزيع ششد، پشس از رسشیدن بشه 

گراد تا پايان مشدت سانتيدرجة  4گرمخانه خارج و در دماي 

 ;Tamime et al., 2005) نگهشداري ششدپشژوهش زمشان 

Shah et al., 1997). 

هششاي پروبیوتیششک در طششول دوره شششمارش تعششداد بششاکتري

 ونه مدفوعماست و پس از مصرف در نم نگهداري

و در نمونشه  پروبیوتیک در ماست هايشمارش تعداد باکتري

حاوي  جامد MRSدر محیط کشت  مدفوع مصرف کنندگان

و در بشازه زمشاني يشک  يشدآوزني/وزني سشديم ازدرصد  22/2

 ,.Shah et al) ار هفتشه انجشام ششدچهشبشه مشدت  ايهفته

به چهار دسشته پژوهش شرکت کنندگان در  .(2007 ,2000

ب ماسششت حششاوي تیششفششري تقسششیم شششدند کششه بششه ترن 5

 لاکتوباسیلوس پلانتارومتیمار نشده،  باسیلوس پلانتاروملاکتو

تشو لاکتیمشار نششده و  لاکتوباسشیلوس فرمنتشومتیمار ششده، 

روزانشه بشه  ،هفته 4تیمار شده را به مدت  باسیلوس فرمنتوم

گرم مصرف کردند. قبش  از ششروع آزمشون و بشه  122میزان 

نمونشه  ،هفته مصرف منظم ماسشت 4تا پايان  تگيهفصورت 

لاکتشو هشاي زنشده جمشع آوري و تعشداد سشلول هشاآنمدفوع 

. ششرکت کننشدگان در گرديشدهشا ششمارش  در آن باسیلوس

ورده تخمیشري لبنشي مصشرف آطول دوره مداخلشه هشی  فشر

 نکردند. 

 

 

  pHمیزان اسیديته و  گیرياندازه

 گیريانشدازهش دورنیشک و میزان اسیديته بشه رو گیرياندازه

pH  با استفاده ازpH ( مترWTWدر بشازه زمشاني ، آلمشان )

 انجام پذيرفت. چهار هفتهاي در طول يک هفته

 تجزيه و تحلی  آماري

در سه تکرار انجشام پشذيرفت. تجزيشه تحلیش   تمامي تیمارها

در سششطح  13 1مینشي تشبهشا بشا اسشتفاده از نششرم افشزار داده

ها با استفاده از آزمشون مقايسه میانگین درصد و 15اطمینان 

افشزار  نمودارها با اسشتفاده از نشرمدانکن انجام پذيرفت. کلیه 

 رسم شد.  2216اکس  

 نتایج

 هاارزيابي مقاومت به آنتي بیوتیک

 لاکتوباسیلوس پلانتشاروم نتايج آزمون مقاومت آنتي بیوتیک 

 يکششي از مهمتششرينبششه عنششوان  لاکتوباسششیلوس فرمنتششومو 

آورده شششده اسششت.  ،1 پروبیششوتیکي در جششدول هايشششاخ 

هاي سنتز ديشوار  نسبت به بازدارنده لاکتوباسیلوس پلانتاروم

خصوص کوآموکسي کلاو و تتراسايکلین حساس بشود ولشي به

هششاي سششنتز نوکلایششک اسششید، نظیششر در برابششر بازدارنششده

و سیلین، جنتاماسین مقاوم و در برابر پني کاملاً کومايسینون

سششويه  .سششي سششیلین مقاومششت نسششبتا خششوبي داشششتآموک

حسشاس نسبت به کوآموکسي کشلاو  لاکتوباسیلوس فرمنتوم

، و نسششبت بششه تتراسششیکلین حساسششیت نسششبي داشششت. بششود

نسشبت بشه پنشي  لاکتوباسیلوس پلانتارومهمچنین بر خلاف 

 کاملاً مقاوم بود. و اريترو مايسین سیلین 

                                                 
Minitab 1.  



 
هاکیتیوماني پروببر زنده يد کشندگکمتر از ح ياثر اعمال تنش ها  

 99تا  55صفحات  - 69 پاییز/ 3/ شماره سومسال                                       96

 

 هاي رايجي باکتري در برابر آنتي بیوتیکاهسلولمیزان حساسیت  -1جدول 

 

هشاي در برابر غلظت هاطبیعي باکتري مقاومتیین آزمون تع

 مختلف اسید

لاکتشو هشاي يباکتر يعیمقاومت طب گیرياندازهآزمون  جينتا

 يهشا pH در لاکتو باسیلوس فرمنتشومو  باسیلوس پلانتاروم

در لحظشه  يکروبشیم تیشاگر چشه جمعنشان داد که مختلف 

 =5/2pHر بوده، امشا د کسانيحدوداً  هاماریت هیدر کل حیتلق

کشت به  طیدر مح يباکتر حیتعداد سلول زنده در لحظه تلق

به  توانديم دهيپد نياست. ا افتهيکاهش  يقاب  توجه زانیم

باششد،  دیاسش اديسلول با غلظت ز يمواجه شدن ناگهان  یدل

قشرار  ریتر به طور کام  تحشت تشیثحساس يهادر ابتدا سلول

شد ولشي  استهسلولي کبا افزايش زمان از جمعیت  ،اندگرفته

با کاهش غلظت اسید به تدريج جمعیت سلولي افزايش يافت 

و پشس  =5/5pHبه طوري که بیشترين افزايش جمعیشت در 

 ساعت مشاهده شد. 4از 

و  لاکتوباسشیلوس پلانتشارومطبیعشي مقاومشت تعیشین آزمون 

 در برابر صفرا لاکتوباسیلوس فرمنتوم

لاکتوباسششیلوس آزمششون مقاومششت طبیعششي حاصشش  از نتششايج 

در  نشان داد کشه به صفرا لاکتوباسیلوس فرمنتومو  پلانتاروم

سشاعت از زمشان  چهشار، پشس از گذششت صفرا % 2/1غلظت 

ي در هر دو سويه به میزان حشدود يشک سلولجمعیت تلقیح، 

. علشت ايشن پديشده ناششي از سیک  لگاريتمي کشاهش يافشت

واره يشو بشه طبشع آن آسشیب بشه سشاختار د صفرا زيادغلظت 

سشلول نتوانسشته اسشت سیسشتم  ،سلولي است. علاوه بر ايشن

هاي صفراوي را بازيابي نمايد و پس از آنزيمي هیدرولیز نمک

به طور معني داري کشاهش پیشدا  هاجمعیت آنساعت  چهار

جمعیشت سشلولي  ،و زمان با افزايش غلظت صفرا. کرده است

لاکتوباسشیلوس ش در سشويه کشه ايشن کشاه کاهش پیدا کرد

 مشاهده گرديد. لاکتوباسیلوس فرمنتومبیشتر از  پلانتاروم

و  لاکتوباسشیلوس پلانتشارومطبیعشي آزمون تعیشین مقاومشت 

 نمک و سرمابه  لاکتوباسیلوس فرمنتوم

لاکتو باسیلوس نتايج آزمون بررسي میزان مقاومت بر اساس 

سرما و زمان همبه تنش  لاکتو باسیلوس فرمنتومو  پلانتاروم

هشر دو سشويه در غلظشت کمتشر نمشک ماني زندهن نمک میزا

درجشة  4بیشتر بود و با افشزايش زمشان نگهشداري در دمشاي 

 ،بر اسشاس نتشايج .گراد از جمعیت میکروبي کاسته شدسانتي

در مقايسشه بشا سشويه  لاکتوباسیلوس فرمنتشوممقاومت سويه 

جمعیشت سشلولي سشويه . بالاتر بشود لاکتوباسیلوس پلانتاروم

 4درصد نمک و پس از  4در غلظت  وس پلانتاروملاکتوباسیل

در حشالي داششت هفته بیش از يک سیک  لگاريتمي کشاهش 

اين کاهش کمتر از يک  لاکتوباسیلوس فرمنتومکه در سويه 

هايي سويهماني زندهبه طور کلي میزان  سیک  لگاريتمي بود.

درصد نمک کشت داده ششده بودنشد در  2که ابتدا در غلظت 

هفته نگهداري در  4درصد نمک و مدت زمان  4ت برابر غلظ

گراد به نسبت سويه هاي تیمشار نششده درجة سانتي 4دماي 

 مقاوم حساس نسبتاً حساس سويهنام 

لاکتوباسیلوس 
 ATCC پلانتاروم

14917 

میکروگرم(32کوآموکسي کلاو ) میکروگرم(12پني سیلین)  میکروگرم(32) ونکومايسین   

 اريترومايسین، میکروگرم(32) تتراسايکلین

میکروگرم(15)  
میکروگرم(12جنتاماسین)   

میکروگرم(25آموکسي سیلین )    

منتوملاکتوباسیلوس فر  

ATCC 14937 

میکروگرم(32کوآموکسي کلاو ) میکروگرم(25آموکسي سیلین )  میکروگرم(32) ونکومايسین   

میکروگرم(32تتراسايکلین )  میکروگرم(12پني سیلین )   

میکروگرم(12جنتامايسین )  میکروگرم(15اريترومايسین )   
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به طرز معني داري بیشتر بود، همچنین اين افزايش مقاومت 

بیششششتر از سشششويه  لاکتوباسشششیلوس فرمنتشششومدر سشششويه 

 4بشود. بشر ايشن اسشاس در غلظشت  لاکتوباسیلوس پلانتشاروم

هفتشه جمعیشت سشلولي سشويه  4پايان درصد نمک و پس از 

 2تیمار شده با غلظت کمتشر نمشک ) لاکتوباسیلوس فرمنتوم

درصد( تقريبا ثابت باقي ماند در حالي که بیششترين کشاهش 

تیمار نشده  لاکتوباسیلوس پلانتارومجمعیت سلولي در سويه 

 با بیش از يک سیک  لگاريتمي مشاهده شد.

 یداستنش ها در برابر تیمار باکتري

بشا  يهشامواجه ششده بشا تنش يمقاومت باکتر زانیممقايسه 

 يعشیدر مقابش  مقاومشت طب حشد کششندگيشدت کمتشر از 

 زانیشقابش  توجشه م شيافشزا انگریشب کساني  pH در يباکتر

بشا  سشهيششده در مقا ادي يهادر مقاب  تنش يمقاومت باکتر

دسشت آمشده نششان ه بش جينتشا است.  تیمار نشده يهاسلول

پشس از  ششتریب pH بشا مشاریجدا ششده از ت يباکتر ،دهنديم

در مقايسشه بشا  يادتريشزماني زنشدهکمتر نشرخ  pH در حیتلق

 شياز افشزا يحاک ينشان داد، روند کل هاي تیمار نشدهسلول

بشا مقاومشت  سشهيتعشداد سشلول زنشده مانشده در مقا دارمعني

 است. اگر چه تعداد سلول زندهيکسان   pHسلول در يعیطب

 حیپشس از تلقش قشاًیدق =5/2pHدر  هاي تیمار نشدهويهدر س

  =5/3pHبشا  مشاریجدا شده از ت يها، اما سلولکاهش يافت

رغشم کشاهش  يعلش بودنشدکشت داده ششده  =5/2pHکه در 

کشم نششان دادنشد و  pHمقاومت بیشتري در برابشر  ت،یجمع

هاي ها در هر دوسويه در مقايسه با سلولآنماني زندهمیزان 

 هاسلول زین =5/5pHدر  ني. علاوه بر اتیمار نشده بیشتر بود

بیششتري در مقايسشه بشا سشلول رشد  حیساعت پس از تلق 4

ها در مقاومشت در سشلول جاديا بیانگرکه  داشتند تیمار نشده

ماني زنشدهافزايش میشزان است.  دیاس شتریب يهاغلظتبرابر 

 بیشتر بود. لاکتوباسیلوس فرمنتومويه در س

 

 صفراتنش ها در برابر باکتريتیمار 

اسشید بشراي  برابشر باکتري جدا شده از تیمار مقاوم سازي در

مورد استفاده قرار گرفت. از آنجا که تنش صفرا شروع آزمون 

در دستگاه گوارش نیز ابتدا سلول در مقاب  اسید معده قشرار 

هشاي نمکخش اول روده کوچشک بشا گرفته و پس از آن در ب

نیششز ترتیششب پششژوهش شششود، در ايششن مواجششه مي ويصششفرا

مقشاوم نتايج آزمشون . ها به همین صورت طراحي شدآزمايش

میزان که نشان داد صفرا هاي افزايشي غلظت سازي در برابر 

تیمار شده در مقايسه با بشاکتري تیمشار هاي جمعیت باکتري

بشوده اسشت. ايشن افشزايش نشده، در غلظشت يکسشان بیششتر 

جمعیت که مي توان به افزايش مقاومت سلول در برابر صفرا 

ه ، بشداششتدر تیمارهاي ديگر روند کلي مشابهي  تعبیر نمود

و در  سشاعت پشس از تلقشیح 4که جمعیت سلولي تشا  طوري

ه بر اساس نتايج بصفرا کاهش داشته است.  هاي بالاترغلظت

رششد بشالاتري  ،کمتر صفراهاي ست آمده باکتري در غلظتد

توانششد ناشششي از بازيششابي نشششان داده اسششت. ايششن پديششده مششي

ه نتشايج بشبشر اسشاس  هاي متابولیزه کردن صفرا باشد.چرخه

بشاکتري بشا هشر دو سشويه دست آمده از آزمون مواجه سازي 

، مقاومت سلول در برابر ايشن تشنش صفراهاي افزايشي غلظت

لاکتوباسشیلوس در سشويه هشا تنکه اين افزايش افزايش يافته 

بشه صشورتي کشه سشلول تیمشار ششده معني دار بشود  فرمنتوم

سششاعت  4صششفرا پششس از  % 2/1توانسششته اسششت در غلظششت 

افشزايش نمونه تیمار نشده نششان دهشد.  از يتربیشمقاومت 

هشاي تیمشار نششده بشراي سلولدر مقايسه با ماني زندهمیزان 

 ار نبود.معني د لاکتوباسیلوس پلانتارومسويه 

هشاي زنشده در ماسشت و نمونشه مشدفوع شمارش تعداد سلول

 مصرف کنندگان

لاکتشو و تشو باسشیلوس پلانتشاروم کهشاي زنشده لاتعداد سلول

هاي ماست بشه صشورت ششمارش در نمونه باسیلوس فرمنتوم

میزان  دادنتايج نشان  ، آورده شده است.2در جدول هفتگي 

بشه  وباسشیلوس فرمنتشوملاکت ي تیمار شدههاسلولماني زنده

هاي تیمار نشده افشزايش معني داري در مقايسه با نمونه طور
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در ماسشت ماني زنشدهيش امیشزان افشز ، همچنشینيافته است

بیوتیشک وبه عنشوان کششت پر لاکتوباسیلوس پلانتارومحاوي 

ي هاسشلولنتشايج ششمارش تعشداد  .استمعني دار نیزهمراه 

در  کتوباسشیلوس فرمنتشوملاو  لاکتوباسیلوس پلانتشارومزنده 

تعشداد معني دار نمونه هاي مدفوع افراد نشان دهنده افزايش 

در  ي تیمشار ششدههاسشلولي زنده در نمونه حشاوي هاسلول

است، که اين افشزايش در نمونشه  مقايسه با سلول تیمار نشده

 بود. بیشتر لاکتوباسیلوس فرمنتومحاوي 

اختلاف در سطح  انگري)حروف متفاوت نما و مدفوع مصرف کنندگان بیوتیکسین ر ماستي زنده دهاسلولشمارش تعداد  -2جدول 

 (.است (Mean ± SD)نتايج میانگین سه تکرار  .است در هر سطر درصد 15 نانیاطم

 (log CFU/ml)تعداد باکتري تیمار شده  (log CFU/ml) تعداد باکتري تیمار نشده

هفته  ه سومهفت هفته دوم  هفته اول روز اول زمان

 چهارم

هفته  هفته سوم هفته دوم هفته اول روز اول

 چهارم

 حاويماست 

لاکتوباسیلوس 
 پلانتاروم

11/2± 
aA25/8 

18/2± 
Aa26/8 

12/2± 
Aa23/3 

12/2± 
Bb34/6 

15/2± 
Ba38/5 

11/2± 
aA11/8 

13/2± 
Aa15/8 

21/2± 
aA38/3 

13/2± 
aA54/3 

16/2± 
Ab23/3 

 ماست حاوي

لاکتوباسیلوس 
 ومفرمنت

21/2± 
aA15/8 

41/2± 
Aa21/8 

61/2± 
Ab18/3 

31/2± 
Bb48/6 

11/2± 
Bb24/6 

11/2± 
aA18/8 

11/2± 
Aa23/8 

12/2± 
Aa21/8 

41/2± 
Aa38/3 

31/2± 
Aa33/3 

 حاويمدفوع 

لاکتو باسیلوس 

 پلانتاروم

51/2± 
Aa51/5 

31/2± 
Aa1/6 

11/2± 
Ba23/6 

28/2± 
Aa28/6 

51/2± 
Ba32/6 

41/2± 
Aa12/6 

41/2± 
Aa85/6 

41/2± 
Aa2/3 

81/2± 
Aa2/3 

81/2± 
Ab4/3 

 مدفوع حاوي

لاکتو باسیلوس 

 فرمنتوم

31/2± 
Aa11/5 

31/2± 
Aa2/6 

51/2± 
Ba31/6 

23/2± 
Ba38/6 

26/2± 
Ba33/6 

11/2± 
Aa31/6 

24/2± 
Aa12/6 

11/2± 
Ab31/3 

31/2± 
Aa11/3 

11/2± 
Ab18/3 

 

 بحث

تشششرين پارامترهشششا در تعیشششین خصوصشششیات يکشششي از مهشششم

هشا اسشت کشه در به آنتي بیوتیکها آنها مقاومت یوتیکپروب

و  لاکتوباسششیلوس پلانتششارومهششر دو سششويه پششژوهش ايششن 

هشاي مقاومت خوبي به آنتشي بیوتیک لاکتوباسیلوس فرمنتوم

وهمکشاران  ويريسشانتشايج فشو ، بشا نتشايج رايج نشان دادند. 

در  (.Vriesa et al., 2006( مطابقششت داشششت )2226)

 هايسششويه( مقاومششت 2226گششرل و همکششاران)پششژوهش اردو

جشدا  2.يکوسبولگشار لاکتوباسیلوس و 1يکازئ یلوسلاکتوباس

 هشايبیوتیکبرابشر انشواع آنتشيدر پنیر  و انواع ماست از شده

( 6و آمپشي سشیلین 5، ونکومايسشین4، سفالوتین3)توبرامايسین

                                                 
1. .Lactobacillus casei  

2. Lactobacillus bulgaricus  

3 Tobramycin 
4 .Cephalothin 

مشورد بررسشي قشرار گرفششت. نتشايج بیشانگر مقاومشت بششاکتري 

هشاي مشورد برابر کلیه آنتي بیوتیک در يکازئ وسیللاکتوباس

(. در میان انواع آنتي Erduogrul et al., 2006)بود بررسي 

تششرين بیوتیششک، مقاومششت بششه ونکومايسششین از جملششه مهششم

 یش هاي پروبیوتیک به ششمار مشي رود. دلهاي باکتريويژگي

اين پديده، به واسشطه عملکشرد ويشژه ونکومايسشین در برابشر 

اي حاد ناششي از پشاتو ن هشاي مقشاوم بشه داروهشاي هعفونت

از مهمتششرين خصوصششیات  ديگششر يکششي  اسششت.ترکیبششي 

هاي پروبیوتیک مقاومت نسبي در برابر اسید معشده و باکتري

صفرا در روده کوچک است، تا پشس از طشي ايشن مراحش  در 

از  ياریبسششششش درروده کوچشششششک جشششششايگزين ششششششوند. 

تنش با ششدت  کيعرض قرار گرفتن در م ها،سمیکروارگانیم

                                                                         
5. Vancomycin 
6 . Ampicillin 
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باعث مقاومت به همان تنش کششنده  ،يکمتر از حد کشندگ

بیشانگر اين پشژوهش تايج ن. (Sarkar et al., 2010) شوديم

هر دو سشويه پشس از مواجشه بشا دوز ماني زندهافزايش میزان 

کمتر از حد کشندگي تیمارهاي اسیدي، صفرا، نمک و سرما 

بشا ماني زنشدهیشزان در مواجه ششدن بشا تشنش اسشیدي مبود. 

 افزايش يافت که اين پديده به دلی  وجود زمشان pHافزايش 

براي فعال ششدن مکانیسشم هشاي دفشاعي و همچنشین  کافي

تعشداد سشلول زنشده  شيافزا نياطبیعي است.  پديده انتخا 

 ششوديمش ریمقاومت تفسش شيشمارش شده که به عنوان افزا

در  دیبلشه بشا اسشمقا يهاستمیاز فعال شدن س يناش توانديم

مرحلشه باعشث بهبشود  نيشتنش مرحلشه قبش  باششد کشه در ا

و  يپشارنت ششده اسشت. دیاس شتریسلول با غلظت ب يسازگار

را  لوسیلاکتوباسگونه  14فعال شدن  ریغ ،(2212همکاران )

 (.Parente et al., 2010) گشزارش کردنشد ≥ pH 3در 

تر سحسا يهاوجود سلول زین ،( 2212و همکاران ) يمصلح

 را لوسیدوفیاسش لوسیلاکتوباسش ياز باکتر تیجمع کيدر 

 دهيشامکشان اسشتفاده از پد نیهمچنشهشا آنگزارش نمودنشد، 

 مقشاوم بشه تشنش يهاسشلول يرا درجداسشاز يعیانتخا  طب

 نگيد(. Moslehi-Jenabian et al., 2009) مطرح نمودند

گونشه  8را بشر کشاهش  pH ≤ 5/2 ریتیث ،(2223و همکاران )

و بشه نتشايج  قشرار دانشد يمورد بررسش لوسیلاکتوباستلف مخ

صشفرا در روده  .(Ding et al., 2007) دست يافتندي همشاب

ماني زنشدهچک نیز يکي ديگشر از عوامش  محشدود کننشده وک

باکتري هاي در دستگاه گوارش است کشه از طريشق بشر هشم 

باعشث مشرگ  ء سشلوليفسفولیپیدي غشادولايه زدن ساختار 

هشاي پروبیوتیشک داراي هشاي باکتريشود. سشلولسلولي مي

مکانیسم محافظتي مختلفي در برابر صفرا هستند که يکي از 

بشر اسشاس ها سیسشتم هیشدرولیز صشفرا اسشت، سیستمها آن

 لاکتوباسیلوس دلبروکي ،(2226مطالعات تارانتو و همکاران )

هشاي مختلشف زير گونه بولگشاريکوس تیمشار ششده بشا غلظت

هششاي صششفراوي( سششطوح )يکششي از نمک 1کلاتتائوروداکسششی

ايشن مختلفي از فعالیت سیستم هیدرولیز صفرا را نشان داد، 

ريشايي تهاي باکگزارش نمودند در برخي از سلول پژوهشگران

به میزان معنشي داري بیششتر  هیدرولیز صفرا فعالیت سیستم

هشاي بوده که در نتیجه سلول مقاومت بیشتري را بشه غلظت

تر مواجه شده با اين نمک صفراوي هاي طولانينبیشتر و زما

و همکششاران  بگلششي .(Taranto et al., 2006) نشششان داد

 6/2غلظششت صششفرا را در روده کوچششک در حششدود  ،(2225)

کشاهش کمتشر از يشک سشیک   هشاآندرصد گزارش کردنشد، 

پروبیوتیشک را در  لاکتوباسیلوس پلانتاروملگاريتمي جمعیت 

دست ه فرا گزارش کردند که با نتايج بمقاب  اين غلظت از ص

 .(Begley et al., 2005) مطابقت داردپژوهش آمده در اين 

از  يقشرار دادن برخش ،(2224)لسجدي آناساس مطالعات  بر

 يهامشابه با تنش در معرض تنش لوسیلاکتوباس يگونه ها

 ،يبا شدت کمتر از حد کشندگپژوهش  نيمورد استفاده در ا

 شگاهيچه در آزما يبعد يهارا در مقاب  تنشا هآنماني زنده

 De) دهديم شيافزا ييماده غذا دیتول يها فرآيندو چه در 

Angelis et al., 2004). ترين عام  در ايجشاد توانشايي مهم

مقابله با صفرا در باکتري هاي تولید کننشده اسشید لاکتیشک 

سیستم تجزيه نمک هاي صفراوي است. مطالعات نششان داد 

هشاي ديگشر ملش  سیستم در زمان مواجه شدن بشا تنش اين

 ,.Begley et al ) ششودکشم نیشز فعشال مي pHو  کمدماي 

2010; Wouters et al., 2001).  تحقیقات مشابهي افزايش

ا مواجه شده بلاکتو باسیلوس هاي جنس سلولماني زندهنرخ 

هاي کمتر از حد کشندگي صفرا را در کسب مقاومشت غلظت

هشاي بیششتر صشفرا در روده کوچشک گشزارش در برابر غلظت

پشژوهش کردند. که اين نتايج با نتايج به دست آمده در ايشن 

بششر اسششاس  (.Watanabe et al., 2012انطبششا  داشششت )

بیوتیشک و همچنشین واستفاده از مواد پر انجام شدهمطالعات 

هاي کمتر از حد کشندگي در کششت همشراه ده از تنشاستفا

                                                 
1 . Taurodeoxycholate 
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شششود ها ميسشلولماني زنشدهپروبیوتیشک منجشر بشه افشزايش 

(Dave et al., 1997; Scherezenmeir et al., 2001) 

 نتیجه گیری

 يمقاومشت بشاکتر يشافشزانششان دهنشده  پژوهش ينا يجنتا

بشه عنشوان  لاکتوباسیلوس فرمنتومو  لاکتوباسیلوس فرمنتوم

ي هشابشا اسشتفاده از اعمشال تنش یوتیکشاخ  پروب ياکترب

بشه دسشت آمشده  يجاساس نتا بر .استکشندگي  کمتر از حد

 یشريمحصشول تخم يکبه عنوان  ماستدر  ينرخ بقاء باکتر

اعمال شده  يهایماربا استفاده از ت یوتیکپروب يحام  باکتر

تعشداد سشلول  يشافشزا ينا يافت، يشافزا معني داريبه طرز 

 یششترو بشروز ب ينده مانده منجر به بهبشود عملکشرد بشاکترز

بشر . ششوديانسشان م يآن برا يزاسلامت مطلو  یاتخصوص

لاکتوباسشیلوس هشر دو بشاکتري پشژوهش اساس نتشايج ايشن 

توانند به عنوان کشت مي لاکتوباسیلوس فرمنتومو  پلانتاروم

بیوتیک مورد اسشتفاده قشرار گیرنشد، همراه در محصولات پرو

مقاومت بیشتر در برابشر  لاکتوباسیلوس فرمنتوملبته باکتري ا

دست ه در مجموع بر اساس نتايج بن داد. اها از خود نشتنش

توان محصولات فراسودمند نويني را ، ميپژوهشآمده در اين 

بششراي ايششن دسششته از هششا آنکششه شششرايط نگهششداري و تولیششد 

هشا آن ینشهبه ها مرگ آور بشوده و قشبلاً امکشان تولیشدباکتري

 .کردمیسر نبوده را تولید 

 تشکر و قدردانی

 بشا ه دکتشريلرسا از مستخرج حاضر پژوهشي _مقاله علمي 

. اسششت مشششهد فردوسششي دانشششگاه در مصششو  33138 کششد

کشه از جنشا  آقشاي  داننشدمي لازم خود بر مقاله نويسندگان

هاي تهوشي و مراقبدکتر احمد يراقي استاد محترم گروه بي

بشه دلیش  کمشک هشاي  اصشفهان نشگاه علوم پزششکيويژه دا

صشمیمانه تششکر و قششدرداني پششژوهش دريغششان در ايشن بشي
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Abstract 

Probiotics are defined as a live microorganism that when administrated in an adequate amount promote 

the health status of consumers. The most important challenge in consumption of probiotics is how to keep 

them alive during food processing and throw the digestion system. The aim of this study is the 

comparison of the effects of sub-lethal pre-culturing on the viability of Lactobacillus plantarum and 

Lactobacillus fermentum . in this study the effect of sub-lethal stresses such as low pH (2.5, 3.5, 4.5, 5.5, 

6.5), Salt (2, 4 %), bile (0.2, 0.4, 0.8, 1 and 1. %) and Cold (4 °C) on increasing of viability of cells was 

investigated. The survival rate of treated and untreated cells in yogurt and digestion system using the 

enumeration of viable cells was also comprised . the results showed that sub-lethal pre-culturing had a 

significant effect on the viability of cells (P≤0.05). The viability of treated cells was increased in all 

stresses, moreover, the number viable cells in the stool sample of consumers showed a significant 

increase after one-month consumption of yogurt . the results demonstrate that sub-lethal pre-culturing was 

led to increasing the number of viable cells in all mentioned stresses, while the increasing rate of viability 

was different between two bacteria. 
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