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  چکیده

هااي هاي لاکتیکی غالب خمیرترش آرد کامل جو بود. ابتدا بااکتريزیابی خواص پروبیوتیکی و رابطه فیلوژنتیکی جدایههدف از این مطالعه، ار

ماانی در هاي پروبیاوتیکی آنهاا شاامل زنادهداراي پرایمر اختصاصی شناسایی گردیدند. سپس ویژگی PCRاسید لاکتیک جدا شده به کمک 

 سالمونلا انتریکاو  اشرشیا کلی، لیستریا منوسیتوژنز، استافیلوکوکوس اورئوساثر آنتاگونیستی در برابر  سازي شده دستگاه گوارش،شرایط شبیه

به عنوان عوامل عفونی روده و همچنین مقاومت  سالمونلا انتریکاو  شیا کلییاشرهاي باکتریایی غذازاد، قابلیت تجمعی در برابر به عنوان شاخص

هاي لاکتیکی نیز از ترسیم درخت هاي رایج مورد بررسی قرار گرفت. براي تعیین رابطه قرابتی جدایهبیوتیکاز آنتیها در برابر برخی این جدایه

، لاکتوباسایلوس بارویس، منجار باه شناساایی PCRیاابی مصصاولا  نمایی استفاده شاد. تاوالیفیلوژنتیکی بر اساس روش بیشترین درست

هاي اساید لاکتیاک غالاب خمیرتارش آرد کامال جاو شاد. به عنوان باکتري ویسلا سیباریاو  سئوسپدیوکوکوس پنتازا لاکتوباسیلوس کوریا،

و نمک صافراوي  pH=2مانی بیشتري در از زنده (P<57/5)داري هاي لاکتیکی دیگر به شکل معنیدر مقایسه با جدایه لاکتوباسیلوس برویس

همچناین  ایجااد شاد. پادیوکوکوس پنتازاسائوسشاخص باکتریایی نیز تصت تاثیر بیشترین قطر هاله عدم رشد هر چهار  برخوردار بود. 3/5%

( P<57/5) دارياز سه جدایه لاکتیکی دیگر به شاکل معنای سالمونلا انتریکاو  شیا کلییاشردر برابر  پدیوکوکوس پنتازاسئوسقابلیت تجمعی 

هاي همردیا  شاده نیاز توالی درخت فلیوژنتیکی آنالیز مت نشان دادند.هر چهار جدایه لاکتیکی در برابر ونکومایسن از خود مقاوبیشتر بود و 

بودناد در ااالی کاه بیشاترین  یکدیگر به بسیار زیادي قرابت فیلوژنتیکی داراي پدیوکوکوس پنتازاسئوسو  لاکتوباسیلوس کوریا که داد نشان

 مشاهده گردید. ویسلا سیباریاو  برویس لاکتوباسیلوسفاصله ژنتیکی نیز بین 

 خواص پروبیوتیکی، رابطه فیلوژنتیکی، خمیرترش آرد جو، جدایه لاکتیکی.واژگان کلیدی: 

 

مقدمه

 میکروبی غالابفلور که  (1LAB) هاي اسید لاکتیکباکتري

-را به خاود اختصااص مای تخمیريهاي وردهآبسیاري از فر

قارار ( 2GRAS)کااملا ایمان  هاايدر گروه ارگانیسم دهند

گرم مثبات، شکل، اي یا کروي ها، میلهتريباکاین . گیرندمی

و غیار  میکروآیروفیل یاهوازي کاتالاز منفی، غیر متصرک، بی

                                                           
1. Lactic Acid Bacteria 

2.Generally Recognized as Safe 

توساط هاا مصصول اصلی تخمیر کربوهیدرا  بوده واسپورزا 

 Patil et al., 2010; Gaspar et) استاسید لاکتیک آنها 

al., 2013.) هاي اسید لاکتیاک خصوصاا بسیاري از باکتري

داراي  بیفیادوباکتریومو  لاکتوباسایلوس هاايسویه برخی از

 ;Salminen et al., 2004هاي پروبیوتیکی هستند )قابلیت

Cabellero et al., 2016.) باه کشات اصطلاااً  پروبیوتیک

شود که ضمن بقاء و تجماع زنده و فعالی اطلاق میمیکروبی 
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باار اثاارا  فیزیولااوژیکی مثبتاای داراي در دسااتگاه گااوارش، 

 متعاددي هاايهاا از ویژگایکننده باشد. پروبیوتیک مصرف

 و اساید معاده باه مقاومات، ضد میکروبی خاصیت همچون

-باکتري به اتصالو  به سطوح مخاطی اتصالصفراوي،  املاح

توانایی تشاکیل کلنای در روده یاا  و همچنین ازبیماري هاي

 ها به عناوان جاایگزیناین میکروارگانیسم .برخوردارندواژن 

و  پیشاگیري در سانتزي هااينگهدارناده هاا وبیوتیاکآنتی

زاي دستگاه درمان عوارض بسیاري از عوامل عفونی و بیماري

 ,.Saarela et al) گیرنادگوارش نیز مورد استفاده قرار مای

2000; Saad et al., 2013).  تخمیار  مصصاولخمیرتارش

بع ابهترین منا یکی ازاست که غلا  آب و آرد غیر اسپتیک 

-ویژگای اسید لاکتیاک دارايهاي باکتريبراي  ته شدهشناخ

 ,.Poutanen et al) آیادباه شامار مای یپروبیاوتیک هااي

2009; Manini et al., 2016.)   خمیرتارشدر اکثر اناوا ،

 شاوندغالب می اسید لاکتیک،هاي باکتريیک گستره ویژه از 

خاصایت ضاد نظیار تولیادي خمیرتارش  هايویژگی درکه 

 Corsetti and)به شد  موثر هستند  بیاتی آنکپکی و ضد 

Settanni, 2007). هاي انجام شده توساط مصققاین بررسی

هاااي باااکتري و شناسااایی مختلاا  در راسااتاي جداسااازي

 از استفاده و هغلات مصصولا  تخمیري موجود در پروبیوتیک

نشاانگر  ،بخا تیسالام غذایی هايوردهآفر جهت تولید آنها

-می مصرف کننده سلامت در ایمنی وها این باکتري اهمیت

هااي پروبیاوتیکی ویژگای (2552تودوروو و همکاران ) باشد.

هااي اساید لاکتیاک جادا شاده از باوزا )نوشایدنی بااکتري

را مورد مطالعه قرار دادند. تماامی بر غلا ( مبتنی تخمیري 

توانساتند در از باوزا هاي اسید لاکتیاک جادا شاده باکتري

3=pH  و باه  مانادهنماک صافراوي زناده  %3/5اضور در و

هااي واسطه تولید ترکیباا  باکتریوساینی از رشاد بااکتري

ماانی زا جلوگیري کنناد. در ایان باین، درصاد زنادهبیماري

دساتگاه  شاده سازيدر شرایط شبیه لاکتوباسیلوس فرمنتوم

 باکتريبود.  بیشتر هاسایر جدایهاز  صرزيگوارش به شکل م

از ت آبگریازي باالاي دیاواره سالولی خاصایبه دلیل مذکور 

هااي بااکتري در برابار مناسبیاتصال و  یآنتاگونیست قابلیت

پاتیل  (.Todorov et al., 2008) برخوردار بودنیز زا بیماري

هااي لاکتیکای جدایاهن دادناد کاه ( نشا2515) و همکاران

هااي ضاد میکروبای تابولیاتمبه واساطه تولیاد  پروبیوتیک

پپتیادهاي راکسید هیادروژن، هاي آلی، پدمانند اسی مختل 

 از قابلیاات مهااار هاساااکاریدپلاایزیساات فعااال و اگاازو

 غااذازاد يزابیماااري و عاماال فسااادهاااي میکروارگانیساام

زمان  بر افزای  ضد میکروبی . تولید این ترکیبا برخوردارند

نیاز ماوثر هااي غاذایی وردهآفارمیکروبی و ایمنی  ماندگاري

باه نیاز ( 2513) لی و همکاران .(Patil et al., 2010) است

ویسالا هااي مختلا  هاي پروبیاوتیکی ساویهبررسی ویژگی

تماام در ایان پاژوه ، پرداختناد.  ویسلا کونفوساو  سیباریا

از باین رفتناد اماا در  pH=2در  ویسالا سایباریاهااي سویه

3=pH همچنین میازان بودنداندکی مانی زنده مقادیر داراي .

به  %3/5و نمک صفراوي  pH=2در  کونفوسا ویسلامانی زنده

از افازای   اااکی گزارش شاد کاه %2/122و  2/25ترتیب 

مصققاین . باوددر اضاور نماک صافراوي  این جدایاهرشد 

یاک بااکتري  عناوان باه راویسلا کونفوساا  در نهایتمذکور 

 Lee) دنادنمومعرفی مناسب هاي پروبیوتیکی ویژگی داراي

et al., 2013). قابلیاتبررسی  ابنیز ( 2512ران )لی و همکا 

مانی که میزان زنده هاي لاکتیکی دریافتندجدایهپروبیوتیکی 

نمک صافراوي باه ترتیاب  %3/5اضور در و  pH=3در  آنها

ایاان تماام همچناین باود.  %11/35-73/72و  7/72-7/37%

کلرامفنیکاول،  سایلین،هااي آمپایبیوتیاکها به آنتیجدایه

ایساین، نئومایساین، استرپتومایسان، سیکلوهگزامید، اریترم

نساابت بااه  ولاای ،تتراسااایکلین و ریفامپیسااین اساااس

مانینی اخیرا (. Lee et al., 2016) ونکومایسین مقاوم بودند

هاااي پروبیااوتیکی ویژگاای بااا بررساای (2512و همکاااران )

هاي اسید لاکتیک جدا شاده از خمیرتارش سابوس باکتري

یاک تواناد باه عناوان نیز مایخمیرترش دریافتند که گندم 
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هااي د لاکتیاک باا ویژگایهااي اسایمنبع غنای از بااکتري

 .در نظر گرفته شودو پروبیوتیکی  تکنولوژیکیمنصصر به فرد 

 لویکونساااتوکهااااي ایااان مصققاااین توانساااتند بااااکتري

برویس،  لاکتوباسیلوس، سیترئوم لویکونستوک، سمزنتروئید

، سااایکی لاکتوباسااایلوس، کورواتاااوس لاکتوباسااایلوس

را از  پنتازاساائوس پاادیوکوکوسو  پلانتاااروم لاکتوباساایلوس

هااي مولکاولی خمیرترش سبوس گندم، جداسازي و با روش

نشاان داد کاه  این مطالعاه همچنایننتایج شناسایی کنند. 

هاي ، یک باکتري با ویژگیCE65 پدیوکوکوس پنتازاسئوس

 ماانی قابالاز زنادهماذکور آل پروبیوتیکی است. باکتري ایده

سازي شده دستگاه گوارش برخاوردار ر شرایط شبیهدقبولی 

هااي ضاد میکروبای مانناد به واسطه تولیاد متابولیات بود و

ضاد قاارچی و ضاد لیساتریایی  قابلیاتسااکاریدها اگزوپلی

اهمیات  به توجه با.(Manini et al., 2016مناسبی داشت )

 استفاده به عنوان کشت برايهاي لاکتیکی پروبیوتیک جدایه

 شناسایی و جداسازيآغازگر در فرآوري مصصولا  مختل ، 

نظیار اناوا   غذاییتخمیري  هاياکوسیستماز  هاباکتري این

 باه ضاروري اندخمیرترش که کمتر مورد مطالعه قرار گرفته

هادف ارزیاابی رابطاه نیاز باا  مطالعاه ایان .رسادمای نظار

هااي لاکتیکای فیلوژنتیکی و خصوصیا  پروبیوتیکی جدایاه

به عنوان یک زیساتگاه غنای الب خمیرترش آرد کامل جو غ

 ها به اجرا درآمد.براي این میکروارگانیسم

 کار مواد و روش

در دانشاکده  1351این مطالعه تجربی در پااییز و زمساتان 

صنایع غذایی دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان 

 2/11 يباا مصتاواجو کامل آرد ابتدا پس از تهیه  انجام شد.

درصااد  5/1کربوهیاادرا  و درصااد  5/21 درصااد پااروتئین،

-21پاروتئین،  12-15هاي آزماون روش ر اساس)ب خاکستر

از  (AACC, 2010 خاکسااتر 52-51کربوهیاادرا  و  35

 ,.Zannini et al) ، خمیرترش تهیاه شادآبمخلوط آن با 

جداسااازي فلااور لاکتیکاای غالااب  . سااپس بااراي(2009

ت ساااطصی سوسپانسااایون خمیرتااارش تولیااادي از کشااا

)افازودن گیاري خمیرترش پس از چهار بار تکرار فرایند مایه

استفاده بخشی از خمیرترش روز قبل به خمیرترش تولیدي( 

غااذازاد هاااي باااکتري(. Sadeghi et al., 2016گردیااد )

 شایا کلاییاشرشاامل مورد استفاده در این مطالعاه  شاخص

(PTCC 1399 ،)اورئوس استافیلوکوکوس (PTCC 1112 ،)

 سااالمونلا انتریکااا( و PTCC 1298) منوساایتوژنز لیسااتریا

(PTCC 1709 از مرکااز کلکساایون )سااازمان  میکروباای

هااي مصایط هاي علمی و صنعتی ایران تهیه شادند.پژوه 

کشت میکروبی و مواد شیمیایی مصرفی نیز از شرکت مارک 

 پس از جداسازي و شناسایی اولیاه آلمان خریداري گردیدند.

باه  خمیرترش آرد کامل جو هاي اسید لاکتیک غالباکتريب

کمک معیارهاي فنوتیپی مانناد شاکل کلنای و مورفولاوژي 

هاا جدایه DNA، آمیزي گرم و فعالیت کاتالازيسلولی، رنگ

داراي  PCR، کاره جناوبی( و توساط Gene Allاستخراج )

-، تاوالیPCRپرایمر اختصاصی، تکثیر و متعاقبا مصصولا  

آلمان( گردید. پرایمرهااي ماورد اساتفاده در ، MWGیابی )

 آمده است. 1این واکن  در جدول 

 هاي لاکتیکیشناسایی جدایه PCRپرایمرهاي اختصاصی مورد استفاده براي آزمون  -1جدول 

 مرجع طول توالی هدف 3′به 7′توالی پرایمر  میزان اختصاصیت پرایمر

 F:AGAGTTTGATCCTGGCTCAG اسید لاکتیک باکتري
R: GGTTACCTTGTTACGACTT 

 Leite et al., 2015 جفت باز 1755
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 17شاامل  لیتار میکارو 35 نهاایی اجام در PCRواکن  

 ،(آمپلیکون، دانماارک) Red 2X Master Mix میکرو لیتر

 11و  DNAمیکارو لیتار  3میکرو لیتر از هار پرایمار،  7/5

-CG1 )کوربتدر دستگاه ترموسایکلر میکرو لیتر آب مقطر 

تااوالی  در مرالااه اول تکثیاار .گرفاات صااور ، اسااترالیا( 96

گراد به درجه سانتی 55شرو  داغ با  DNA، واسرشت هدف

چرخه با برنامه ارارتی  35دقیقه، آغاز گشته و طی  7مد  

درجااه  71ثانیااه،  17گراد بااه مااد  درجااه سااانتی 51

گراد به مد  درجه سانتی 52ثانیه و  17گراد به مد  سانتی

ثانیه ادامه یافت. سرانجام، مراله تکثیر انتهاایی نیاز باه  25

گراد خاتماه پیادا درجه سانتی 52دقیقه در دماي  15مد  

هااي جدایاهپاس از شناساایی  .(Leite et al., 2015) کرد

ساازي شاده در شرایط شابیهآنها  مانیمیزان زنده، کتیکیلا

( 2511و همکااران )ژاناگ  روشبار اسااس  دستگاه گوارش

پاس از بادین منظاور . (Zhang et al., 2011) شاد بررسی

ساانتریفوژ در دقیقاه  7 بامایع رویی فاقد باکتري جداسازي 

هرمال ) دور در دقیقاه 15555گراد باا درجه سانتی 1دماي 

Z-323Kجمعیاتبه نصاوي کاه رسوب باقیمانده (، ، آلمان 

 دبرسالیتر میلیهر پرگنه در  1×215 بهباکتري در آن  نهایی

در مصلول بافر فسفا  ااوي اسید کلریدریک یک نرماال باا 

pH  میکروبای سوسپانسایونساپس . ال گردیاد 2معادل 

 باهلاکتیکای داراي جذب معادل نیم مک فارلند هر جدایاه 

نمک صافراوي قارار  %3/5 غلظت مجاور  در ساعت 1 مد 

 در مقایسه باکتري زنده تعداد ،مذکور زمان از پس و شد داده

 گردیاد تعیاینصافرا(  )فاقاد شااهد نموناه بااکتري عدادت با

(Nikoskelainen et al., 2003; Zhang et al., 

باا نیاز  هااي لاکتیکایجدایاه باکتریاییضد  فعالیت(.2011

 ابتدا مورد بررسی قرار گرفت. چاهکانتشار روش استفاده از 

 شاااخصباااکتري هاار سوسپانساایون میکاارو لیتاار از  15

(17/5=255OD با )روير اي اساااتریل بااساارپنبه آباوس 

. داده شادکشااات ساطصی  باااه طاااور 3MHAمصاایط 

هاایی باه چاهک ،کماک پیپات پاساتور اساتریل هبا سپس

 از لیتاار میکاارو 15 افاار و ،مصاایط متاار درمیلاای 2قطاار 

باه  255OD=17/5سوسپانسیون جدایه لاکتیکی فعال شده با 

بااکتري عادم رشاد قطار هالاه . گردیاد داخل چاهک تلقیح

 35 يگذاري در دماااسااعت گرمخانه 21 از پسنیزشاخص 

 11/1خه نسا  Image J افازارنرم کمک هبگراد درجه سانتی

 فعالیتپس از بررسی . (Simsek et al., 2006) شد تعیین

هااي جدایهخاصیت تجمعی به منظور ارزیابی  باکتریاییضد 

امال عفاونی وع) ریکااکلی و سالمونلا انت شیایاشر با لاکتیکی

هااي جدایاهسااعته  21هاي ااصال از کشات سلول (،روده

 ،دار )مطابق مرالاه قبال(توسط سانتریفوژ یخچال لاکتیکی

 . ساپس، شستشاو داده شادبافر فسفا  دو بار توسطو  جدا

از  کادام هر سوسپانسیون از مساوي هاياجم مخلوط داراي

 ماورد اخصشا باکتري سوسپانسیون و هاي لاکتیکیجدایه

نیاز هاي ماذکور سوسپانسیون نوري جذب گردید. تهیه نظر

-ساانتی درجه 35 دماي در گذاريگرمخانه ساعت 1از  پس

 اساپکتروفتومتر) شد خوانده نانومتر 255  طول موج درگراد 

PG میازان ذیال، رابطه بر اساس و (، انگلستاناینسترومنتز 

 جاذب AP گردید. در ایان رابطاه مصاسبه خاصیت تجمعی

 سوسپانسایون جاذب  Alac ،شاخص باکتري سوسپانسیون

جدایه  سوسپانسیون جذب مخلوط Amix و جدایه لاکتیکی

 ,.Zhang et alباشاد )مای شااخص بااکتري و لاکتیکای

2011.) [(AP+Alac)/2 – (Amix)/ (AP+Alac)/2] 

-برخای از آنتای برابار در لاکتیکی هايمقاومت جدایه100*

 بیوتیاکآنتای هاياستفاده از دیسکبا  نیز رایج هايبیوتیک

سااعته  21لیتار از کشات  میکارو 255 بررسی گردید. ابتدا

 MRS کشات مصایط لیتارمیلای 4 باه هاي لاکتیکیجدایه

افازوده  گاراد(درجه سانتی 17ااوي یک درصد آگار )دماي 

 15 ااوي شده پی  آماده از هايپلیت سطحبر  سپس وشد 
                                                           
3. Muller Hinton Agar 
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 ،جاماد شادهدرصد   1/5آگار MRS کشت مصیط لیترمیلی

 سطح بر روي بیوتیکآنتی هايدر ادامه، دیسک .تلقیح گردید

 ساعت 24 مد  به ي مذکورهاپلیت و گرفت قرار هاپلیت این

 در گردیدناد. گذاريگراد گرمخانهدرجه سانتی  37 دماي در

با توجه به قطار هالاه عادم رشاد  گذاريزمان گرمخانه پایان

 متارمیلای 15تاا   17(، مقاوم) مترمیلی 11کمتر یا مساوي 

(، اساااس) متاارمیلاای 25بیشااتر از و  (نساابی اساساایت)

هاي ماورد بیوتیکهاي لاکتیکی در برابر آنتیمقاومت جدایه

باراي (. Rojo-Bezares et al., 2006) ارزیابی تعیین شاد

 نارم ازابتادا هااي لاکتیکای رابطه فیلوژنتیکی جدایه بررسی

 multalin و پایگااه اطلاعااتی 5.2.7 نساخه BioEdit افزار

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ باااااااه )

 ردیا  نوکلئوتیادي و تفااو  ترتیب به منظور تعیین تناو 

 کماک به استفاده شد. سپس PCRتوالی هدف  نوکلئوتیدي

 ترکیااب فاصااله اساااس باار 1توافااق عاادم ایناادکس آنااالیز

با استفاده از نارم افازار  هاهاپلوتیپ ها،این توالی نوکلئوتیدي

MEGA در نهایاات. مااورد مطالعااه قاارار گرفتنااد 5 نسااخه 

موجود در  CLUSTALهاي مذکور با استفاده از رویه توالی

 بااا درختاای نمااودارهمردیاا  و سااپس  MEGAافاازار ناارم

 افازار نارم کماک به 7نماییدرست نبیشتری رویه از استفاده

MEGA م شاده یرستبه منظور تایید درخت  .گردید ترسیم

افاازار در ناارم (1555بااا تعااداد ) Bootstrapنیااز از روش 

MEGA  بااه عماال آمااداسااتفاده (Kristensen et al., 

باا اساتفاده از آناالیز نیاز تایج ااصل از این پژوه  .(2011

باا مقایساا  ( One way ANOVA)واریانس یاک طرفاه 

-ساطح معنای( در LSDداري )زوجی اداقل اختلاف معنی

نساخه  SPSSافازار با سه تکرار و به کمک نارم 57/5 داري

مورد تجزیه و تصلیل قرار گرفت و براي ترسیم نمودارهاا  11

                                                           
4. Disagreement index analysis  
5. Maximum likelihood 

 2555نسااخه  Microsoft Office Excelاز ناارم افاازار 

بار  PCR دفاولیه تکثیر توالی هارزیابی نتایج استفاده شد. 

کاه  نشاان داده شاده اسات 1در شکل  %7/1روي ژل آگارز 

 .باشادجفات باازي مای 1755موید تکثیر اختصاصی قطعه 

نیاز پاس از مقایساه  PCR  مصصاولاایان یابی نتایج توالی

اطلاعااتی  هااي موجاود در پایگااهماذکور باا داده هايتوالی
2NCBI  لاکتوباسااایلوس بااارویسمنجااار باااه شناساااایی ،

ویساالا و  پاادیوکوکوس پنتازاساائوس وباساایلوس کوریااا،لاکت

هاي لاکتیکی غالاب خمیرتارش آرد به عنوان جدایه سیباریا

هااي ماانی جدایاهدرصد زناده به مربوط نتایجشد.کامل جو 

سازي شده دستگاه گاوارش لاکتیکی مذکور در شرایط شبیه

-نشان داده شده است. همانطور که ملااظه می 2در جدول 

هاي دیگر به در مقایسه با جدایه توباسیلوس برویسلاکگردد 

 pH=2مانی بیشتري در از زنده (P<57/5)داري شکل معنی

 ماانیزندهبرخوردار بود. علاوه بر این،  %3/5و نمک صفراوي 

ساازي شاده دساتگاه شرایط شابیهدر  کوریا لاکتوباسیلوس

هااي از سایر جدایاه (P<57/5داري )به شکل معنیگوارش 

 پادیوکوکوستیکی کمتر بود و همچنین بین میزان رشد لاک

داري اختلاف معنای pH=2در  سیباریا ویسلاو  پنتازاسئوس

(57/5>P)  پادیوکوکوسمشاهده نگردید ولی میازان رشاد 

 سیباریا ویسلادر اضور نمک صفراوي بیشتر از  پنتازاسئوس

 بود.
 

                                                           
6. National Center for Biotechnology Information  

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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غالب لاکتیکی  هايجفت بازي جهت شناسایی پرگنه جدایه 1755هدف  تصاصی با توالیداراي پرایمر اخ PCRژل الکتروفورز مصصولا   -1کل ش

ااصل از کشت  DNAهاي کنترل مثبت ااوي ( و همچنین نمونهL)لاین  يکیلو جفت باز 3( در مجاور  مارکر 1تا  1خمیرترش آرد کامل جو )لاین 

 (.N هاينفی یا فاقد باکتري )لاین( و کنترل م7 )لاین Lactobacillus sp. (PTCC 1332)خالص 

 %3/5و نمک صفراوي  pH= 2در خمیرترش آرد کامل جو هاي لاکتیکی غالبمانی جدایهدرصد زنده -2جدول 

 نمک صفراوي  pH باکتري

 کنترل

log CFU/ml 

2=pH 

log 

CFU/ml 

 کنترل مانیزنده درصد

log 

CFU/ml 

 %3/5نمک 

log 

CFU/ml 

 مانیزندهدرصد 

 وباسیلوسلاکت

 برویس

15/5±21/5 57/5±52/2 a22/5±52/23  11/5±15/5 25/5±15/2 a55/1±32/22 

 لاکتوباسیلوس

 کوریا

13/5±71/5 15/5±31/1 d75/2±12/15  12/5±11/5 11/5±53/2 d51/1±27/11 

 پدیوکوکوس

 پنتازاسئوس

55/5±25/5 3/5±71/3 b51/1±15/12  12/5±21/5 12/5±52/3 c53/1±2/71 

 ویسلا

 سیباریا

21/5±22/5 17/5±55/3 bc57/5±15/12  15/5±52/2 12/5±15/7 ab72/7±22/52 

 باشد.می 57/5دار در سطح اروف مشابه در هر ستون، نشانگر عدم تفاو  معنی

 

و  اورئوس استافیلوکوکوس ،شیا کلییاشر قطر هاله عدم رشد

به  پدیوکوکوس پنتازاسئوستصت تاثیر  لیستریا منوسیتوژنز

جدایاه لاکتیکای دیگار  ساهاز  (P<57/5)داري کل معنیش

بار  پدیوکوکوس پنتازاسائوساما تاثیر بازدارندگی  بیشتر بود

-اخاتلاف معنای ویسلا سیباریابا تاثیر  سالمونلا انتریکاروي 

 نیاااز پااادیوکوکوس پنتازاسااائوس. پاااس از داري نداشااات

 بازدارندگی بیشتري بر روي قابلیتاز  برویس لاکتوباسیلوس

لیساااتریا و  اورئاااوس اساااتافیلوکوکوس، کلااای شااایایشرا

آنتاگونیساتی  ابلیاتهمچناین ق .برخاوردار باودمنوسیتوژنز 

هاا در برابار جدایاه ساایردر مقایسه با  لاکتوباسیلوس کوریا

داري ماورد بررسای باه شاکل معنای شااخصهااي باکتري

(57/5>P )کمتر بود 

.
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دار در ، نشانگر عدم تفاو  معنیشاخصباکتري هر مورد اروف مشابه در  .هاي لاکتیکیصت تاثیر جدایهت شاخصهاي هاله عدم رشد باکتري قطر -2 شکل

 باشد.می 57/5سطح 

 

 کلای شیایاشربا هاي لاکتیکی مقایسه قابلیت تجمعی جدایه

 لاکتوباسایلوس وپدیوکوکوس پنتازاسئوس نیز نشان داد که 

ر باه شاکل دیگالاکتیکای در مقایساه باا دو جدایاه  برویس

از توانمندي بیشتري در این خصوص  (P<57/5)داري معنی

پادیوکوکوس همچناین خاصایت تجمعای برخوردار بودناد. 

باه شاکل ساالمونلا انتریکاا  باویسلا سیباریا  وپنتازاسئوس 

علاوه بر بیشتر بود.  دو جدایه دیگر از (P<57/5) داريمعنی

برابار  قابلیات تجمعای هار چهاار جدایاه لاکتیکای در ،این

 .(3)جدول  بود کمتر کلی شیایاشرنسبت به  سالمونلا انتریکا

 سالمونلا انتریکاو  اشرشیا کلی باهاي لاکتیکی خاصیت تجمعی جدایهدرصد مقایسه  -3 جدول

 انتریکا  سالمونلا کلی  شیایاشر باکتري

 Ab5/5±22/31 Bc22/5±33/17 لاکتوباسیلوس برویس

 Ad35/1±52/12 Bd52/5±1/12 لاکتوباسیلوس کوریا

 Aa2/1±27/32 Ba51/1±23/23 پدیوکوکوس پنتازاسئوس

 Ac15/1±3/21 Ab12/1±27/15 ویسلا سیباریا

 باشند. هر ردی  میدر در هر ستون و  (P<57/5)دار موید تفاو  معنیبه ترتیب، اروف متفاو  کوچک و بزرگ لاتین 

 

برابر برخی  هاي لاکتیکی درااصل از مقاومت جدایهنتااایج 

چهاار جدایاه  کاه هار نشان دادهاي رایج نیز بیوتیکاز آنتی

علاوه بار ایان، ونکومایسن مقاوم بودند.  مورد بررسی در برابر

 لایوبود ها اساس بیوتیکآنتی سایردر برابر  ویسلا سیباریا

عالاوه بار ونکومایساین در برابار اساید  لاکتوباسیلوس کوریا

 همچناایناوماات نشااان داد. نالیدیکساایک نیااز از خااود مق

در براباااار تتراسااااایکلین،  پنتازاساااائوس پاااادیوکوکوس

استرپتومایسااااین، جنتامایساااان، کانامایسااااین و اسااااید 
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در براباااار  باااارویس لاکتوباساااایلوسنالیدیکساااایک و 

استرپتومایسااین، کانامایساان و اسااید نالیدیکساایک از خااود 

 .(1مقاوماااااااات نشااااااااان دادنااااااااد )جاااااااادول 

 هاي رایجبیوتیککتیکی در برابر برخی از آنتیهاي لامقاومت جدایه -1جدول 

 بیوتیکآنتی

 )میکرو گرم ماده موثره(

 ویسلا سیباریا پدیوکوکوس پنتوزاسئوس لاکتوباسیلوس کوریا لاکتوباسیلوس برویس

 اساس اساسیت نسبی اساس اساس (15نورفلوکساسین )

 اساس مقاوم اساس اساس (35تتراسایکلین )

 اساس اساسیت نسبی اساس اساس (17اریترومایسین )

 اساس مقاوم اساس مقاوم (27استرپتومایسین )

 اساس اساس اساس اساس (15سیلین )پنی

 اساس مقاوم اساس اساس (15جنتامایسین )

 اساس اساسیت نسبی اساس اساس (35)سفالکسین 

 اساس اساس اساس اساس (35)کلرامفنیکل 

 اساس نسبی اساسیت اساس اساس (2)کلیندامایسین 

 اساس مقاوم اساس مقاوم (35)کانامایسین 

 اساس اساسیت نسبی اساس اساس (35سفتریاکسون )

 اساس مقاوم مقاوم مقاوم (15اسید نالیدیکسیک )

 مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم (35ونکومایسین )

 اساس اساس اساس اساس (15سیلین )آمپی

 

 لاکتیکای دایاهچهاار جفاصله ترکیب نوکلئوتیادي در باین 

نشان داد کاه بیشاترین فاصاله نیز غالب خمیرترش آرد جو 

وجاود  سایباریاویسالا و  برویس لاکتوباسیلوس بینژنتیکی 

 (7آنالیز عدم توافق )جادول دارد. همانطور که در ماتریکس 

 ینتاایج همردیفا اسااس بارمو  شود در مجملااظه مینیز 

م صاصیح یرساته کا یپ بارآورد گردیادچهار هاپلوتها، توالی

را نماایی درسات بیشترینفیلوژنتیکی بر اساس رویه  درخت

درخات  آناالیز کناد.تاییاد مای هااي لاکتیکایجدایاهبراي 

 کاه داد نشانهاي همردی  شده همچنین توالی فلیوژنتیکی

 پادیوکوکوس پنتازاسائوسو  لاکتوباسیلوس کوریااسویه  دو

باشاند می گریکادی باه زیاديبسیار  قرابت فیلوژنتیکی داراي

 .(3)شکل 

 هاي لاکتیکی غالب خمیرترش آرد کامل جوجدایهدر  PCRتوالی هدف  ماتریکس آنالیز ایندکس عدم توافق براي -7جدول 

 ویسلا سیباریا پدیوکوکوس پنتازاسئوس الاکتوباسیلوس کوری لاکتوباسیلوس برویس جدایه لاکتیکی

    5 لاکتوباسیلوس برویس

 252/5 ایلاکتوباسیلوس کور

 

5   

 252/5 پدیوکوکوس پنتازاسئوس

 

527/5 5  

 112/5 ویسلا سیباریا

 

372/5 

 

375/5 

 

5 
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 155جایگزینی در هر  57/5، خط نشانهنمایی. درست بیشترینبر اساس رویه هاي لاکتیکی غالب خمیرترش آرد کامل جو جدایهرابطه فیلوژنتیکی  -3 شکل

 دهد.نوکلئوتید را نشان می

 

 حثب

 زیساتی و عوامال هااينگهدارناده باه عناوان هاپروبیوتیک

 هاايمکانیسام ، باشده شناخه ايروده هايعفونت مدیریتی

هااي مقاومات باه اساید و نماک شاامل اساسااً که متعددي

 سطوح در تجمع ضد میکروبی، هايتولید متابولیت صفراوي،

 در به رقابات است هابیوتیکروده و مقاومت به آنتی مخاطی

 زاهااي بیمااريمیکروارگانیسم با تکثیر و غذایی مواد کسب

با وجود ایان (. Leroy and De Vuyst, 2004پردازند )می

-هاي صفراوي جهت پای مقاومت به اسید و نمکصرفا که 

دساتگاه هاا در شارایط واقعای ماانی پروبیوتیاکبینی زناده

ا  د اما از آنجا که این خصوصایرسگوارش کافی به نظر نمی

هاي پروبیوتیاک در روارگانیسمبراي افظ بقاء و فعالیت میک

تارین دستگاه گوارش ضروري هستند از آنها به عناوان مهام

هااا و همچنااین روشاای جهاات غربااالگري ایاان شاخصااه

et al.,  Fernandezشاود )هاا اساتفاده مایمیکروارگانیسم

2003; Schillinger et al., 2005بعضای  (. مقاومت باالاي

 به تواندمی پایین pH به نسبتاي اسید لاکتیک هترياز باک

 اثر از که باشد ساکاریدهاپلی انوا  مانند تولید ترکیباتی دلیل

کنااد ممانعاات ماای آنهااا ساالولی روي غشاااي باار اسااید

(Vinderola and Reinheimer, 2003عواملی نظیر اثر .) 

 هايهیدرولیز نمک قابلیت غذایی و ماده مصافظتی ماتریکس

 نمک به ها نسبتباکتري این مقاومت افزای  فراوي نیز درص

مقاومات باه صافرا علاوه بر ایان،  .تأثیرگذار هستند صفراوي

هاي اسید لاکتیاک باه شامار عامل مهمی در تجمع باکتري

تواند به اضور ماوثرتر مینیز آید و تصمل شرایط اسیدي می

هااي تخمیاري منجار گاردد هاا در اکوسیساتماین بااکتري

(Saarela et al., 2000 نتایج مطالعه ااضر نیز اااکی از .)

لاکتوباسایلوس هاي مورد بررسای باه ویاژه مانی جدایهزنده

ساازي در شارایط شابیه پدیوکوکوس پنتازاسئوسو  برویس

-شده دستگاه گوارش بود. در کنار مقاومت به اساید و نماک

بل ها باید از خواص ضد میکروبی قاهاي صفراوي، پروبیوتیک

قبول و توانایی تجمع بر ضاد عوامال عفاونی روده برخاوردار 

 هااي ضادهاي متعددي دربااره فعالیاتاخیراً گزارشباشند. 

 ,.Assohoun-Djeni et al) هاي لاکتیکیجدایه باکتریایی

Lee et al., 20116; 01., 2Cabellero et al; 6201 ) و

-Oliveira et al., 2014; Elفعالیات ضاد قاارچی آنهاا )

Mabrok et al., 2013; Gerbaldo et al., 2012 )و 

بااه عنااوان  هاااایاان باااکتري همچنااین امکااان اسااتفاده از

شایمیایی )باه  هاايهاي زیستی به جاي افزودناینگهدارنده

سارطان( و هاي خااص و بیمارياز برخی دلیل خطر ابتلا به 

بیاوتیکی( هاي آنتایها )به دلیل افزای  مقاومتبیوتیکآنتی

 باا تولیاد پروبیوتیک لاکتیکی هايجدایه. رش شده استگزا

 آلای، دي اسایدهاي نظیار میکروبای متناو  ضاد ترکیبا 

 پپتیدهاي روتروسایکلین، پراکسید هیدروژن، استون، استیل،
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 Leroy) در این امر موثرند هاباکتریوسین انوا  و قارچی ضد

and De Vuyst, 2004 .) هاااي اتصااال باااکتريتوانااایی

در خاصیت آنتاگونیسامی زا نیز به عوامل بیماريوتیک پروبی

-هاي بیماريمیکروارگانیسمممانعت از اتصال و تجمع ا آنها ب

دستگاه گوارش بسیار موثر خصوصا در نواای آسیب دیده  زا

هااي اساید خاصیت آبگریزي دیاواره سالولی بااکترياست. 

لاکتیک به عنوان یک عامل فیزیکوشیمیایی در اتصاال ایان 

ها به پوش  دستگاه گاوارش و همچناین در اتصاال باکتري

کناد. اگار زا نق  اساسی ایفا مایهاي بیماريآنها به باکتري

اساید لاکتیاک،  هاايچه عامل اصلی این اتصال در بااکتري

هاي سطح سلول و اسیدهاي تئیکوئیک هساتند اماا پروتئین

شرو  این واکن  به خاصیت آبگریزي پوشا  سالولی آنهاا 

هاي اسید لاکتیک سته است. البته این خاصیت در باکتريواب

باشاد کاملا متغیر و عموما بسته به جنس و نژاد متفاو  مای

(Collado et al., 2007; Grzeskowiak et al., 2011 .)

6et al., 201 Djeni-Assohoun ;)نتایج تصقیقاا  اخیار 

Cabellero et al., 2016; Lee et al., 2011 ) مطاابق باا

هااي لاکتیکای نشان داده است که جدایه ،تایج این پژوه ن

 باکتریاایی ضد از مصصولا  تخمیري از توان به دست آمده

بسایاري از  مقابال در قباولی قابل تجمعی خاصیت و مناسب

با توجاه باه ایان    باشند.زا برخوردار میبیماري هايباکتري

زا ريهااي بیماابیوتیکی در باکترياقیقت که مقاومت آنتی

-باشد لذا ارزیابی اساسیت آنتیهر روزه در اال افزای  می

هاي پروبیوتیک از دیدگاه ایمنی مصارف بیوتیکی در باکتري

هااي اساید رساد. بااکتريکننده امري ضروري به نظار مای

، لاکتوباسایلوسهااي لاکتیک پروبیوتیک متعلق باه جانس

ت عموما نساب استرپتوکوکوسو  پدیوکوکوس، لویکونوستوک

هاي متداول مورد استفاده در مراکاز درماانی بیوتیکبه آنتی

رساد کاه برخای از اساس هستند. در مقابل، باه نظار مای

هااي هاي اسید لاکتیک به واسطه فقادان سایتوکرومباکتري

ناقل الکترون و همچنین نفوذ ناپذیري غشاء سیتوپلاسمی به 

مقااوم  هااطور ذاتی نسبت به آمینوگلیکوزیدها و کوئینولاون

هااي گارم . علاوه بر ایان، مقاومات برخای از کوکسایباشند

اي هاي ویاژهبه وقو  جه  در ژننیز ها مثبت به کوئینولون

شااود بیااوتیکی نساابت داده ماایاز آنهااا تصاات تیمااار آنتاای

(et al., 2008 DzidicHummel et al., 2007;  باا ایان .)

هااي بیوتیاک اتای در گوناهاال، الگوي مقاومت باه آنتای

مختل  یک جنس باکتریایی نیز ممکن است کااملا متفااو  

در  بیوتیاکباشد. از طرفی اگر چه عموما ژن مقاومت به آنتی

شاود اماا ژن هاا مشااهده مایژنوم غیر کروموزومی بااکتري

ها به طاور ذاتای در ناواای بیوتیکمقاومت به برخی از آنتی

د هاااي اساایاز باااکتري هاااي مختلفاایسااویهافاظاات شااده 

هااا در لاکتیااک وجااود دارد. اخیاارا اسااتفاده از ایاان باااکتري

هاي غذایی پروبیوتیک براي جاایگزین نماودن فلاور فرآورده

-هاي آنتیمیکروبی از دست رفته دستگاه گوارش طی درمان

 ,.Dzidic et alبیوتیکی بسیار مورد توجه قرار گرفته است )

 واسطه به ها به ونکومایسین نیز(. مقاومت پروبیوتیک2008

 ناشی ااد هايعفونت در برابر بیوتیکاین آنتی ویژه عملکرد

داروهاي ترکیبی اائز اهمیات اسات.  به مقاوم هايپاتوژن از

هااي اساید لاکتیاک باه ایان یکی از دلایل مقاومت باکتري

آلاناین باه -Dبیوتیک نیز اضور اساید آمیناه انتهاایی آنتی

باشاد اي مذکور میهسرین در باکتري-Dلاکتا  یا -Dجاي 

(Hummel et al., 2007; Jeong and Lee, 2015.)  تاا

هااي مولکاولی از تکنیک استفاده با یمصققین مختلفکنون، 

شناساایی و را  مختلا هاي معتبر، فلور میکروبی خمیرترش

 De Vuyst et) انادارزیاابی کارده آنها را روابط فیلوژنتیکی

al., 2002; Randazzo et al., 2005).  خمیرترش آرد جو

اسات کاه علیارغم  غالا تخمیاري هاي یکی از اکوسیستم

قدمت دیرینه، فلور میکروبای آن کمتار ماورد مطالعاه قارار 

در باااین  ايشاااجرهباااا توصااای  رواباااط  گرفتاااه اسااات.

تخمیااري هاااي ي موجااود در اکوسیسااتمهامیکروارگانیساام

اناد. از توان دریافت که آنهاا چگوناه تکامال یافتهمی مختل 
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هاي مولکاولی و سانجباا اساتفاده از زمان 1525اواسط دهه 

هاي مستقل از کشت مبتنی بر آنهاا توصای  واقعای تکنیک

پذیر گردیده امکانهایی چنین اکوسیستمتنوّ  فلور میکروبی 

پس از اجراي همردیفی، روابط تکاملی در بدین منظور  .است

ر اسااس بااي ها به وسیله بازسازي شاجرهارگانیسماین بین 

ی براي گردد. سه شیوه کلّتعیین میهاي یکسان موقعیت ژن

شاامل هاي فیلوژنتیکی ایجاد یک همردیفی مبتنی بر درخت

 بیشاااترینو  2پارسااایمونی، 5اتصاااال همساااایه هاااايروش

ترین روش اماا در دقیق روش سوم،وجود دارد. نمایی درست

ی عین اال داراي کمترین سرعت بوده و صرفا قابلیت بررسا

ااداکثر در این شیوه،  .استهاي کوچک را دارداده مجموعه

ااتمال ممکن براي تخمین شکل درخت فیلاوژنتیکی ماورد 

استفاده قارار گرفتاه و منجار باه ارائاه یاک مادل تکااملی 

جمعیات  گردد. با درک اثرا  متقابل مکانی و دیناامیکیمی

 غاذایی هاايفاراورده، استفاده از تخمیار در تولیاد میکروبی

کیفیات و تر مناسابکنتارل قابلیات داراي مزایایی همچون 

 ,.Weckx et al) باشدتر میاي ایمنتولید فراوردههمچنین 

 بارویس لاکتوباسیلوسبر اساس نتایج این پژوه ، . (2010

جدا شده از خمیرترش آرد کامل  پدیوکوکوس پنتازاسئوسو 

هااي جو از قابلیت بالایی باراي اساتفاده باه عناوان بااکتري

آغازگر و یاا کشات هماراه در  جهت تامین کشتپروبیوتیک 

هاي ماذکور، برخوردارند. جدایه فرآوري مصصولا  تخمیري

ساازي شاده دساتگاه مانی بالا در شرایط شبیهعلاوه بر زنده

-گوارش، از خاصیت ضد میکروبی مناسبی در برابار بااکتري

قابلیات  مورد مطالعه برخوردار بوده و به واسطه هاي شاخص

توانناد باه می سالمونلا انتریکاو  شیا کلییاشرتجمعی بر ضد 

شااکل مااوثري ضاامن جلااوگیري از تجمااع آنهااا در روده از 

باه ماواد غاذایی نیاز ممانعات  عوامل عفاونیدسترسی این 

                                                           
7. Neighbor joining  

8. Parsimony  

 باه هنوز هاپروبیوتیک هاي افاظتیمکانیسم اگرچهنمایند. 

 اثاره کا رسادمای نظر اما به است نشده شناخته کامل طور

 هاااین باکتري توسط شده تولید هايمتابولیت آنتاگونیستی

 در نق  مهمی تواندمی ها،میکروارگانیسم از وسیعی طی  بر

 نماید. ایمنی مصرف کننده ایفا و غذایی مصصولا  نگهداري
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Abstract    

The aims of this study were evaluating the probiotic properties and phylogenetic relationship of dominant 

lactic acid bacteria (LAB) isolated from whole barley sourdough. At the beginning, dominant LAB 

isolates were identified by specific PCR. Then probiotic properties of the isolates including survival in 

simulated conditions of gastrointestinal tract, antagonistic effects against Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli and Salmonella enterica as foodborne indicator bacteria, ability of 

aggregation with E. coli and S. enterica as infection agents of intestine and resistance of these LAB 

isolates against some of routine antibiotics were investigated. For determination of phylogenetic 

relationship between LAB isolates, maximum likelihood method was also used. Sequencing results of 

PCR products lead to identification of Lactobacillus brevis, Lactobacillus curieae, Pediococcus 

pentosaceus and Weissella cibaria as dominant isolated LAB from whole barley sourdough. Among 

mentioned isolates, L. brevis had significantly (P<0.05) higher survival in pH 2 and 0.3% bile salt in 

comparison to other isolates. Inhibition zone diameter of foodborne indicator bacteria in the presence of 

P. pentosaceus was the highest. P. pentosaceus had also significantly (P<0.05) more effective aggregation 

ability towards E. coli and S. enterica than the others and four LAB isolates were resistant to vancomycin. 

Analysis of aligned sequences in phylogenetic tree showed that L. curieae and P. pentosaceus had very 

closely phylogenetic relationship while, the most genetic difference was observed between L. brevis and 

W. cibaria. 

Keywords: Probiotic properties, Phylogenetic relationship, Barley sourdough, LAB isolate. 
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