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  چکیده
های دارای تخمیری سنتی، همواره احتمال مواجهه با جدایه هایهای اسید لاکتیک از فراوردههای باکتریجداسازی و ارزیابی ویژگی

. در این مطالعه پس از شناسایی مولکولی جدایه لاکتیکی عمده ترخینه، اثرات ضد استهای منحصر به فرد را در پی داشته قابلیت

های ی میکروبی غذازاد بر اساس روشهاباکتریایی و ضد قارچی جدایه مذکور و ترکیبات شبه باکتریوسینی آن در برابر برخی از شاخص

به عنوان جدایه  لاکتوکوکوس لاکتیسای پلیمراز منجر به شناسایی یابی محصولات واکنش زنجیرهتوالی مرجع مورد بررسی قرار گرفت.

قطر هاله عدم رشد  ( بین>05/0Pتفاوت معنی داری )لاکتیکی عمده ترخینه شد. جدایه مذکور دارای اثرات ضد باکتریایی مناسبی بود اما 

روماند خام به ترتیب نسبت  هاثر بازدارندعلاوه بر این،  این جدایه لاکتیکی وجود نداشت. حضور در اشریشیا کلیو  استافیلوکوکوس اورئوس

شترین مقدار های باکتریایی مورد مطالعه بیشتر بود و بیآوری شده جدایه لاکتیکی بر روی هر یک از شاخصبه روماند خنثی و روماند عمل

روماند خام حاصل از فاز رشد لگاریتمی مشاهده شد. همچنین جدایه  در حضوردرصد(  91/87) استافیلوکوکوس اورئوسکاهش جمعیت 

در روزهای  آسپرژیلوس نایجرداشت ولی میزان رشد  آسپرژیلوس نایجرنسبت به  آسپرژیلوس فلاووسلاکتیکی اثر ضد قارچی بیشتری بر 

داری در حضور ترکیبات شبه باکتریوسینی جدایه لاکتیکی به شکل معنی آسپرژیلوس فلاووسگذاری در مقایسه با خانهسوم تا ششم گرم

(05/0P<.بیشتر بود )  ،و ترکیبات شبه باکتریوسینی آن از قابلیت استفاده به  لاکتوکوکوس لاکتیسجدایه بر اساس نتایج این پژوهش

 باشند.های تخمیری و یا نگهدارنده زیستی در صنایع غذایی و دارویی برخوردار میهگر در تولید فراوردعنوان کشت آغاز

 ترخینه، جدایه لاکتیکی، اثر ضد میکروبی، ترکیبات شبه باکتریوسینی. :کلید واژه ها
 

مقدمه
های اسید لاکتیک، بخش مهمی از فلور عموما باکتری

های تخمیری سنتی را به خود میکروبی فراورده

-دهند و همواره احتمال مواجهه با جدایهص میاختصا

های ضد میکروبی مناسب های لاکتیکی دارای قابلیت

ها با داشتن ها وجود دارد. این باکتریدر این فراورده

خاصیت ضد میکروبی، سبب کاهش رشد و گسترش 

زا و عامل فساد شده و های بیماریمیکروارگانیسم

ها د شده توسط آنهای تولیسموم و متابولیتهمچنین 

 ,.Caplice and Fitzgeraldکنند )اثر میرا بی

1999.)  

ترخینه، ماده اولیه در تهیه سوپ سنتی در نواحی 

کوهستانی غرب ایران است که از تخمیر بلغور گندم در 

های اسید شود و باکتریدوغ گوسفند حاصل می

لاکتیک نقش اصلی را در تخمیر آن بر عهده دارند 

(Vasiee et al., 2014اکثر پژوهش .) های صورت

های های ضد میکروبی جدایهگرفته در خصوص ویژگی

های تخمیری سنتی، حاکی از نقش لاکتیکی فراورده

های ها در ممانعت از فعالیت میکروارگانیسمبارز آن

و همکاران غذازاد بوده است. به عنوان مثال، اولیورا 

جدا شده از یک های اسید لاکتیک (، باکتری2015)

ها را مورد مطالعه فراورده تخمیری و پالیده کشت آن
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ها را برای استفاده قرار داده و اثر ضد قارچی مناسب آن

ای از تولیدات غذایی تایید نمودند در طیف گسترده

(Oliveira et al., 2015 سیزیکین .) و همکاران

های اسید لاکتیک (، تاثیر ضد میکروبی باکتری2013)

فوزاریوم، های در مواد غذایی و نان، در برابر قارچ را

مورد  کاندیداو  پنیسیلوم، آسپرژیلوس، دباریومایسس

(. Cizeikiene et al., 2013مطالعه قرار دادند )

(، نیز قابلیت تولید 2008کرستی و همکاران )

های اسید لاکتیک جدا شده از باکتریوسین در باکتری

 Corsetti etاند )رار دادهخمیرترش را مورد مطالعه ق

al., 2008( نیز ضمن 2008و همکاران ) (. تودورو

های اسید های پروبیوتیکی باکتریبررسی ویژگی

لاکتیک جدا شده از بوزا )نوشیدنی تخمیری مبتنی بر 

ها را تایید نمودند غلات( خصوصیات ضد باکتریایی آن

(Todorov et al., 2008.) 

از قابلیت تولید ترکیبات ضد  های اسید لاکتیکباکتری

های آلی، دی استیل، استون، میکروبی نظیر اسید

ها های ضد قارچی، باکتریوسینپراکسید هیدرژن، پپتید

و ترکیبات شبه باکتریوسینی برخوردارند که در مقابل 

-زا و مولد فساد موثر میطیف وسیعی از عوامل بیماری

شبه  (. ترکیباتGalvez et al., 2007باشند )

های ضد ای از متابولیتمخلوط پیچیده باکتریوسینی،

میکروبی پروتئینی هستند که دارای وزن مولکولی، 

ها و ساختار، طیف و نحوه اثر متفاوتی بر روی باکتری

آبادی (. تاجSharma et al., 2014باشند )ها میقارچ

 ،( با مطالعه بر روی ترخینه1389ابراهیمی و همکاران )

را جداسازی  لاکتوباسیلوسهای یاز باکتر سویه 26

-مانی آنکرده و قابلیت کاهش کلسترول و توانایی زنده

سازی شده دستگاه گوارش بررسی ها را در شرایط شبیه

نمونه ترخینه  9نمودند. در مطالعه دیگری با بررسی 

باکتری اسید لاکتیک جداسازی شد و  54 ،مختلف

سی گردید که ها بررخصوصیات پروبیوتیکی آن

بیشترین جمعیت و بیشترین قابلیت پروبیوتیکی از بین 

تعلق  لاکتوباسیلوس پلانتارومهای مذکور به جدایه

یزدی و (. طباطباییVasiee et al.,2014گرفت )

باکتری اسید لاکتیک را از  10( نیز 1395همکاران )

سومین روز تخمیر ترخینه جداسازی و تغییرات فلور 

نه را در طی تخمیر بررسی نمودند. بر میکروبی ترخی

های جمعیت باکتری های این محققین،اساس یافته

ساعت اول تخمیر ترخینه،  24اسید لاکتیک طی 

یافت  کاهشگذاری افزایش و با گذشت زمان گرماخانه

ولی تغییر جمعیت مخمرها در این زمان از روند 

  مشابهی تبعیت نکرد.

اصیت ضد میکروبی هدف از این مطالعه، بررسی خ

جدایه لاکتیکی عمده ترخینه و ترکیبات شبه 

باکتریوسینی آن در برابر برخی از عوامل باکتریای و 

تاکنون،  قارچی غذازاد بود. شایان ذکر است که

مطالعات بسیار محدودی در خصوص فلور میکروبی 

صورت گرفته است. ضمن اینکه به دلیل تفاوت  ترخینه

به لحاظ فرمولاسیون یا نحوه  این اکوسیستم تخمیری

فرآوری، امکان مواجهه با فلور میکروبی منحصر به فرد 

 در آن نامحتمل نیست.

 روش کار

-و در آزمایشـگاه 1396تجربی در سال  مطالعــهاین 

های دانشکده صنایع غذایی دانشگاه علوم کشاورزی و 

منابع طبیعی گرگان در دو بخش به اجرا درآمد. در 

باکتری اسید پس از تهیه ترخینه،  بخش نخست،

یابی محصولات آن، جداسازی و با توالی عمدهلاکتیک 

ای پلیمراز شناسایی شد. در بخش دوم، واکنش زنجیره

مذکور و همچنین  های ضد میکروبی جدایهویژگی

ترکیبات شبه باکتریوسینی آن در برابر برخی از 

 فت.مورد بررسی قرار گر های میکروبی غذازادشاخص

 هاهای آنتامین مواد اولیه و ارزیابی ویژگی

)مخلوطی از چند واریته( و دوغ  گندمتهیه بلغور  از پس

ها نظیر رطوبت، های آنگوسفندی برخی از ویژگی

های مدوّن پروتئین، گلوتن و خاکستر بر اساس روش

 .(AACC, 2010; AOAC, 2003) تعیین گردید

یایی مورد مصرفی و مواد شیم های کشتمحیط
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استفاده در این پژوهش نیز از شرکت مرک آلمان تهیه 

  گردید.

 تهیه ترخینه

برای تولید ترخینه پس از مخلوط نمودن بلغور گندم با 

دوغ گوسفندی استریل )متناسب با جذب آرد(، مخلوط 

ساعت در دمای محیط تخمیر شد  24تولیدی به مدت 

(Vasiee et al., 2014.) 

 هاسازی آنوبی غذازاد و فعالتهیه عوامل میکر

 Esherichia) اشریشیا کلیهای میکروبی شامل  سویه

coli PTCC 1399 ،)استافیلوکوکس اورئوس 

(Staphylococcus aureus PTCC 1112 ،)

 Aspergillus flavus PTCC) آسپرژیلوس فلاووس

 Aspergillus niger) آسپرژیلوس نایجر( و 5006

PTCC 5012های علمی صنعتی وهش( از سازمان پژ

های کشت ایران خریداری شده و سپس در محیط

 سازی گردیدند.اختصاصی، فعال

جداسازی و شناسایی مولکولی جدایه لاکتیکی عمده 

 ترخینه

های اسید لاکتیک  عمده ترخینه، با تهیه رقت باکتری

 متوالی و کشت سطحی ترخینه تولیدی در محیط

های جدایه جدا شدند. mMRSکشت اختصاصی 

-های رنگ، با آزمونسازی پرگنهلاکتیکی پس از خالص

آمیزی گرم و کاتالاز نیز مورد بررسی قرار گرفتند. در 

ای های مذکور به کمک واکنش زنجیرهادامه، جدایه

یابی های اختصاصی و توالیمراز دارای پرایمرپلی

-مراز شناسایی ای پلیمحصولات واکنش زنجیره

رایمر مورد استفاده و شرایط واکنش واکنش گردیدند. پ

مراز، مطابق روش آبنوس و همکاران ای پلیزنجیره

(. توالی Abnous et al., 2009( اعمال شد )2009)

 1500با طول  16S rDNAهدف تکثیر بخشی از ژن 

چرخه حرارتی شامل واسرشت  30جفت باز بود که طی 

ل پرایمر ثانیه(، اتصا 45درجه سلیسیوس به مدت  94)

ثانیه( و توسعه  45درجه سلیسیوس به مدت  54)

ثانیه( در  60درجه سلیسیوس به مدت  72محصول )

 ترموسایکلر )کوربت، استرالیا( تکثیر شد. 

-کهارزیابی اثر ضد باکتریایی جدایه لاکتیکی به روش ل

 گذاری

برای ارزیابی خاصیت ضد باکتریایی جدایه لاکتیکی در 

از شیوه  استافیلوکوکس اورئوسو  اشریشیا کلیمقابل 

گذاری استفاده شد. بدین منظور پس از لکه گذاری لکه

ساعته( بر  24میکرولیتر از جدایه لاکتیکی )کشت  20

گذاری آن به آگار و گرمخانه MRSروی محیط کشت 

درجه سلیسیوس، محیط  37ساعت در دمای  48مدت 

درصد( حاوی جمعیت  8/0آگار ) BHIکشت 

CFU/mL 610  از هر شاخص باکتریایی بر روی کشت

قبلی افزوده شد و پس از جامد شدن لایه دوم، پلیت 

درجه  37ساعت در دمای  24مذکور به مدت 

 Jorgensen andگذاری گردید )سلیسیوس گرمخانه

Turnidge., 2015.) 

ارزیابی اثر ضد قارچی جدایه لاکتیکی به روش کشت 

 دو لایه

چی جدایه لاکتیکی ترخینه از برای بررسی اثر ضد قار

 Magnussonگردید )استفاده  روش کشت دو لایه

and Schnurer., 2001 ابتدا با سوآب استریل از .)

-سانتی 3کشت فعال جدایه لاکتیکی خطوطی به طول 

های متر با فاصله متناسب از یکدیگر در مرکز پلیت

آگار کشیده شد و سپس به   MRSحاوی محیط کشت

گذاری گردید. برای تهیه عت گرمخانهسا 72مدت 

های های شاخص نیز پلیتسوسپانسیون اسپور قارچ

 7آگار به مدت   YGCها در محیطکشت داده شده آن

گذاری شد. درجه سانتی گراد گرمخانه 26روز در دمای 

ها با استفاده از آب مقطر گذاری، اسپورپس از گرمخانه

ها شمارش اسپور آوری گردیدند.استریل، شسته و جمع

ها نیز با استفاده از لام هموسیتومتر انجام شد و اسپور

رقیق گردیدند. سپس مخلوط حاوی  CFU/mL 510 تا

لیتر از میلی 9لیتر از سوسپانسیون اسپور با یک میلی

آگار بر روی خطوط کشت داده  YGCمحیط کشت 
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شده جدایه لاکتیکی ریخته شد )کشت دو لایه( و پس 

درجه  26ها در دمای د لایه دوم، پلیتاز انعقا

گذاری گردیدند. ساعت گرمخانه 48سلیسیوس به مدت 

سپس قطر هاله عدم رشد قارچ در اطراف خطوط کشت 

 داده شده جدایه لاکتیکی تعیین شد. 

 لاکتیکی های رشد لگاریتمی و سکون جدایهتعیین فاز

بدین منظور پس از کشت جدایه لاکتیکی در محیط  

درجه سلیسیوس، با  37براث در دمای   MRSکشت

نانومتر  600گیری جذب نوری در طول موج اندازه

اینسترومنتز، جیتوسط دستگاه اسپکتروفوتومتر )پی

انگلستان( در فواصل زمانی مشخص، منحنی رشد 

 (.Gulahmadov et al., 2009ترسیم گردید )

تهیه ترکیبات شبه باکتریوسینی از فازهای رشد 

 لاکتیکی یتمی و سکون جدایهلگار

برای تهیه پالیده خام جدایه لاکتیکی، کشت حاصل از 

دور در  14000های رشد لگاریتمی و سکون آن با فاز

دقیقه  5درجه سلیسیوس به مدت  4دقیقه، دمای 

آر، کره جنوبی( شد.  514کمبی سانتریفوژ )هانیل

 22/0سپس مایع رویی به دست آمده از فیلتر سرنگی 

یکرون )جت بوفیل، چین( عبور داده شد. در ادامه م

پالیده خام با اسید  pHبرای تهیه پالیده خنثی، 

رسانده شد. نهایتا برای  5/6کلریدریک یک نرمال به 

آوری تهیه ترکیبات شبه باکتریوسینی )پالیده عمل

لیتر کاتالاز گرم در میلیشده( از تیمار یک میلی

لیده خنثی استفاده گردید )سیگما، آمریکا( بر روی پا

(Wang et al., 2012.) 

تعیین اثر ضد باکتریایی ترکیبات شبه باکتریوسینی 

س استافیلوکوکوو  اشریشیا کلیلاکتیکی برعلیه  جدایه

 اورئوس

خاصیت ضدباکتریایی ترکیبات شبه باکتریوسینی  

دایلوشن مورد بررسی لاکتیکی به روش میکرو جدایه

 در باکتریایی هاینظور شاخصقرار گرفت. بدین م

 جمعیت و شده داده براث کشت نوترینت محیط کشت

 چاهک هر به شد. سپس رسانده CFU/mL 810 هاآن

شد.  اضافه میکرولیتر 200 حجم نهایی میکروپلیت،

 هایشاخص و خام پالیده حاوی منفی کنترل نمونه

 محیط حاوی مثبت کنترل شده، اتوکلاو باکتریایی

 و سایر باکتریایی هایشاخص اث وبر MRS کشت

 آوریو یا عمل خام، خنثی هایپالیده نیز حاوی هانمونه

 نهایت، بودند. در باکتریایی هایشده به همراه شاخص

 درجه 37 دمای در ساعت 24 مدت به میکروپلیت

دستگاه  توسط و شد گذاریگرمخانه سلیسیوس

 620 موج طول در )سدکو، روسیه( خوانشگر الایزا

 Lavermicoccaگرفت ) صورت سنجیجذب نانومتر

et al., 2003.) 

 هتعیین اثر ضد قارچی ترکیبات شبه باکتریوسینی جدای

آسپرژیلوس و  آسپرژیلوس فلاووسلاکتیکی بر علیه 

 نایجر

برای ارزیابی خاصیت ضد قارچی ترکیبات شبه 

باکتریوسینی جدایه لاکتیکی ابتدا در هر پلیت، 

ک از ترکیبات شبه باکتریوسینی مخلوطی از هر ی

ریخته شد. از محیط  YGCجدایه لاکتیکی و 

آگار بدون ترکیبات شبه باکتریوسینی نیز   YGCکشت

به عنوان نمونه کنترل استفاده گردید. سپس مرکز هر 

لیتر از سوسپانسیون اسپور هریک از میکرو 3پلیت با 

تا  هاگذاری گردید. پلیتلکه CFU/mL 610 ها باقارچ

زمانی که قارچ، تمام سطح پلیت کنترل را پوشاند در 

گذاری شده و رشد درجه سلیسیوس گرمخانه 26دمای 

ها به صورت روزانه ها با تعیین قطر کلنی آنکپک

 (.Wang et al., 2012بررسی گردید )

 آنالیز آماری

نتایج حاصل از این پژوهش بر اساس طرح کاملا 

 SASستفاده از نرم افزار تصادفی در سه تکرار و با ا

مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفت. مقایسه 

ها نیز با استفاده از آزمون حداقل اختلاف میانگین

 انجام شد. درصد 95( در سطح LSDداری )معنی
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 نتایج
 شناسایی مولکولی جدایه لاکتیکی

بلغور گندم مورد استفاده در پژوهش حاضر برای تهیه 

درصد  37/1درصد پروتئین،  25/12ترخینه دارای 

بود. دوغ فیبر خوراکی  درصد 80/17چربی و 

درصد چربی  76/5درصد پروتئین،  92/4گوسفندی نیز 

داشت. از بین درصد مواد جامد بدون چربی  64/10و 

های لاکتیکی ترخینه، یک باکتری گرم مثبت، جدایه

کاتالاز منفی و کروی شکل، دارای بیشترین جمعیت 

های بعدی به عنوان جدایه لاکتیکی که برای ارزیابیبود 

نیز  1عمده ترخینه انتخاب گردید. همانطور که در شکل

جفت بازی  1500شود تکثیر توالی هدف مشاهده می

در جدایه لاکتیکی عمده ترخینه مورد تایید قرار گرفت. 

ای یابی محصولات واکنش زنجیرههمچنین نتایج توالی

های موجود مذکور با داده ایسه توالیپس از مقپلیمراز 

 NCBI (National Center for) اطلاعاتی در پایگاه

Biotechnology Information)  با استفاده از رویه

(Basic Local Alignment Search Tool )

BLASTn  لاکتوکوکوس لاکتیسمنجر به شناسایی 

در بانک جهانی ژن( NR-113925  )با شماره دسترسی

 وان جدایه لاکتیکی عمده ترخینه شد. به عن

 

 ای پلیمراز با: ژل الکتروفورز محصولات واکنش زنجیره1شکل

 جفت باز برای شناسایی جدایه لاکتیکی عمده 1500توالی هدف 

: کنترل منفی یا فاقد 2، لاینDNA: مارکر 1ترخینه. لاین

DNAتکثیر 3، لاین :DNA کنترل 4جدایه لاکتیکی و لاین :

 باکتری اسید لاکتیک کلکسیونی. DNAا حاوی مثبت ی
 

ت ارزیابی اثر ضد باکتریایی جدایه لاکتیکی و ترکیبا

 شبه باکتریوسینی آن

 اثر ضد باکتریایی جدایه لاکتیکی

بر رشد  لاکتوکوکوس لاکتیساثر بازدارنده جدایه 

 2در شکل اشریشیا کلی واستافیلوکوکوس اورئوس 

اری نتایج نیز نشان داد نشان داده شده است. آنالیز آم

که جدایه لاکتیکی دارای اثرات ضد باکتریایی بود اما 

( بین قطر هاله عدم رشد >05/0Pتفاوت معنی داری )

( و قطر هاله 06/10±6/0)استافیلوکوکوس اورئوس 

جدایه  حضور ( در44/9±16/0)اشریشیا کلی  عدم رشد

 مذکور وجود نداشت.

 

و  لف()ا اشریشیا کلی کتیکی بر روی: اثر بازدارنده جدایه لا2شکل

 گذاری.به روش لکه )ب( استافیلوکوکوس اورئوس
 

 اثر ضد باکتریایی ترکیبات شبه باکتریوسینی

نتایج حاصل از مطالعه اثر ضد باکتریایی ترکیبات شبه 

بر روی  لاکتوکوکوس لاکتیسباکتریوسینی جدایه 

. ارائه شده است 1 عوامل میکروبی غذازاد در جدول

-همانطور که در این جدول آمده است، تفاوت معنی

( بین اثر روماند خام حاصل از فازهای >05/0Pداری )

رشد لگاریتمی و سکون جدایه لاکتیکی ترخینه بر 

مشاهده نشد  اشریشیا کلیو  استافیلوکوکوس اورئوس

آوری شده )ترکیبات شبه اما روماندهای خنثی و عمل

رشد لگاریتمی نسبت به باکتریوسینی( حاصل از فاز 

آوری شده حاصل از فاز روماندهای خنثی و عمل

-( بر شاخص>05/0Pسکون، اثر بازدارندگی بیشتری )

های باکتریایی داشتند. علاوه بر این، از بین روماندهای 

مذکور فقط اثر روماند خنثی حاصل از فاز رشد 

دار بیشتری بر روی لگاریتمی دارای اثر معنی
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بود و  اشریشیا کلینسبت به  وس اورئوساستافیلوکوک

اثر سایر روماندها بر روی دو شاخص مذکور، تفاوت 

داری نداشت. همچنین اثر بازدارندگی روماند خام معنی

آوری به ترتیب نسبت به روماند خنثی و روماند عمل

های باکتریایی مورد شده بر روی هر یک از شاخص

کاهش جمعیت مطالعه بیشتر بود و بیشترین مقدار 

درصد( مربوط به  91/87) استافیلوکوکوس اورئوس

 روماند خام حاصل از فاز رشد لگاریتمی بود.

اکتریوسینی( بآوری شده )ترکیبات شبه های خام، خنثی و عملهای باکتریایی در حضور روماند( شاخصCFU/mLکاهش جمعیت ) درصد: 1جدول

 جدا شده از ترخینه وکوکوس لاکتیسلاکتحاصل از فازهای رشد لگاریتمی و سکون 

 فاز رشد  

 شاخص میکروبی

 آوری شدهروماند عمل روماند خنثی روماند خام

 سکون لگاریتمی سکون لگاریتمی سکون لگاریتمی

استافیلوکوکوس 

 اورئوس

87/91±0/57Aa 84/19±2/04Aa 80/39±0/71Aa 0±0Ca 84/47 ± 52/8 Ba 0±0Ca 

0/9Aa 86/11±0/47Aa 70/82±2/48Bb 0±0Da 74/54±86/24 اشریشیا کلی ± 37/8 Ca 0±0Da 

 باشد.می 95/0دار در سطح حروف کوچک متفاوت در هر ستون و حروف بزرگ متفاوت در هر ردیف، مبین تفاوت معنی

ه ارزیابی اثر ضد قارچی جدایه لاکتیکی و ترکیبات شب

 باکتریوسینی آن

 اثر ضد قارچی جدایه لاکتیکی

شود، اثر ضد قارچی مشاهده می 3کلهمانطور که در ش

نسبت به  آسپرژیلوس فلاووسجدایه لاکتیکی بر 

 بیشتر بود. آسپرژیلوس نایجر

 

جر : اثر ضدقارچی جدایه لاکتیکی در برابر آسپرژیلوس نای3شکل

های شاهد )ب( و آسپرژیلوس فلاووس )د( در مقایسه با نمونه

 )الف( و )ج( به روش کشت دو لایه.

 

 ارچی ترکیبات شبه باکتریوسینیاثر ضد ق

آمده است میزان رشد  4 شکلهمانطور که در 

در هر یک از روزهای سوم تا ششم  آسپرژیلوس نایجر

در  آسپرژیلوس فلاووسگذاری در مقایسه با گرمخانه

حضور ترکیبات شبه باکتریوسینی جدایه لاکتیکی به 

( بیشتر بود. علاوه بر این، >05/0Pداری )شکل معنی

 آسپرژیلوس نایجرو  آسپرژیلوس فلاووسیزان رشد م

گذاری به شکل خانهطی روزهای سوم تا ششم گرم

 داری متفاوت بود. معنی

 

های شاخص در حضور ترکیبات شبه : درصد رشد قارچ4شکل

گذاری. حروف باکتریوسینی جدایه لاکتیکی در طی زمان گرمخانه

ن رشد دو قارچ در ( بین میزا>05/0Pکوچک ناهمسان، اختلاف )

دهد و حروف بزرگ ناهمسان، اختلاف بین رشد هر روز را نشان می

گذاری هر قارچ را به صورت جداگانه در طی شش روز گرمخانه

 دهد.نشان می
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 بحث

یابی محصولات بر اساس نتایج این پژوهش، توالی

ای پلیمراز، منجر به شناسایی واکنش زنجیره

ن جدایه لاکتیکی عمده به عنوا لاکتوکوس لاکتیس

ترخینه شد. جدایه لاکتیکی مذکور و ترکیبات شبه 

د باکتریوسینی آن نیز دارای اثرات ضد باکتریایی و ض

های میکروبی غذازاد قارچی مناسبی بر روی شاخص

 مورد مطالعه بودند. 

ترین عوامل موثر تفاوت سوبسترا و شرایط تخمیر از مهم

ی غذایی تخمیری محسوب هابر تنوع میکروبی فراورده

شوند. با توجه به اینکه ترخیه از تخمیر بلغور گندم می

گردد لذا به واسطه تفاوت در و دوغ گوسفند حاصل می

ها انواع گندم و دوغ گوسفندی و همچنین محتوای آن

و با در نظر گرفتن شرایط متفاوت تخمیر به لحاظ دما 

یکی عمده های لاکتو زمان، احتمال مواجهه با جدایه

سویه جدا  54متفاوت در انواع ترخینه وجود دارد. همه 

(، 2014شده از ترخینه در مطالعه وسیعی و همکاران )

 Vasiee etشناسایی شدند ) لاکتوباسیلوس پلانتاروم

al., 2014( همچنین نافذی و همکاران .)2015 ،)

 .را از ترخینه جدا نمودند لاکتوباسیلوس کازئی

(Nafezi et al., 2015)  
، اثرات ضد (2013) در مطالعه سیزیکین و همکاران

های لاکتیکی در برابر میکروبی متفاوتی از جدایه

های غذازاد گزارش گردید. در مطالعه میکروارگانیسم

های لاکتیکی مذکور، بیشترین اثر ضد باکتریایی جدایه

مشاهده شد. همچنین باسیلوس سوبتیلیس  بر روی

 لاکتوباسیلوس سیکییوسینی ترکیبات شبه باکتر

های غذازاد گرم مثبت، بر بیشترین اثر را از بین باکتری

نشان داد. این ترکیبات از  باسیلوس سوبتیلوسروی 

های گرم منفی مورد مطالعه نیز فقط بر بین باکتری

های موثر بودند و بر روی سایر باکتری سودوموناسروی 

خود نشان ندادند.  ای ازغذازاد گرم منفی اثر بازدارنده

این محققین همچنین با توجه به ماهیت پروتئینی 

ترکیبات شبه باکتریوسینی از تیمارهای پروتئیناز، 

آوری روماند کیموتریپسین در عمل تریپسین، پپسین و

های اسید لاکتیک استفاده نموده و خنثی شده باکتری

لذا حفظ اثر ضد باکتریایی روماند عمل آوری شده را به 

حضور ترکیبات شبه باکتریوسینی نسبت دادند 

(Cizeikiene et al., 2013در مطالعه طباطبایی .)-

 ( بر روی اثر بازدارندگی پالیده1395یزدی و همکاران )

های مختلف pHهای اسید لاکتیک در کشت باکتری

اسیدی  pHنیز بیشترین اثر ضد باکتریایی پالیده در 

خنثی کاهش یافت که با  pHمشاهده شد و اثر آن در 

یزدی و طباطبایی ) نتایج پژوهش حاضر مطابقت دارد

( در 2009ماراج و همکاران )ر. تا(1395همکاران، 

های اسید باکتری مطالعه خود، اثر بازدارندگی پالیده

هایی های اسیدی و باکتریوسینلاکتیک را به مشتق

کاهش  هااثر آن سازی پالیده،که با خنثی نسبت دادند

سازان و (. تفنگTharmaraj et al., 2009یافت )

نیز اثر بازدارندگی پالیده جدایه  (1394) همکاران

لاکتیکی پنیر سنتی را به صورت خام و خنثی شده 

مقایسه نموده و دلیل کاهش اثر بازدارندگی پالیده 

هایی های اسیدی و باکتریوسینخنثی شده را مشتق

اسیدی  pHفعالیت خود را در اعلام کردند که بیشترین 

 داشتند.

( با مطالعه بر روی 2018باتسولاس و همکاران )

جدا شده از یک منبع  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

تخمیری، خواص پروبیوتیکی و ضد باکتریایی آن را 

 Cellبررسی کردند. در این پژوهش، روماند فاقد سلول )

free supernatant)  باکتری مذکور، اثر مهارکننده

انتروکوکوس خانواده نظیر های همرشد بر روی باکتری

داشت. علاوه بر این،  سیکی لاکتوباسیلوس واسپرانژیوم 

زا و عوامل های بیماریروماند مذکور در برابر باکتری

های گرم مثبت و گرم فساد مواد غذایی شامل باکتری

ه علت این اثر را تولید منفی دارای اثر بازدارنده بود ک

ترکیبات ضد باکتریایی نظیر اسید لاکتیک، اسید 

استیل، پراکسید هیدرژن، باکتریوسین یا استیک، دی
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ترکیبات شبه باکتریوسینی نسبت دادند. پس از حذف 

اسیدهای آلی و پراکسید هیدرژن، تغییری در اثر 

خانواده مشاهده نشد. های هممهارکنندگی رشد باکتری

این اساس، علت بازدارندگی باکتری مذکور، ترکیبات بر 

 ,.Botthoulath et alباکتریوسینی آن عنوان شد )شبه

باکتریوسینی با (. غیر فعال کردن ترکیبات شبه2018

 های پروتئولیتیک در مطالعه اسلیم و همکارانآنزیم

-، منجر به شناسایی یک ترکیب شبه(2005)

لیستریا رکنندگی در برابر باکتریوسینی جدید با اثر مها

(. عمدتا Aslim et al., 2005شد ) مونوسیتوژنز

های اسید لاکتیک باکتری لیستریاییهای ضد مکانیسم

شود. باکتریوسینی آنها نسبت داده میبه ترکیبات شبه

-( نیز ترکیبات شبه2014و همکاران ) باربوسا

و لاکتوباسیلوس پلانتاروم های باکتریوسینی باکتری

را برای کاربرد در تولید  پنتازاسئوس دیوکوکوسپ

 لیستریاهای تخمیری با هدف کنترل رشد فراورده

پیشنهاد نمودند. با این حال، اثر مهارکنندگی ترکیبات 

های گرم منفی باکتریوسینی در برابر باکتریشبه

های گرم منفی دارای غشاء مشاهده نشد چرا که باکتری

-ذپذیری باکتریوسین میخارجی هستند که مانع نفو

(. مالدونادو و همکاران Barbosa et al., 2014شود )

سی (، اثر مشابهی در مورد پلانتاریسین ان2003)

 لاکتوباسیلوس پلانتاروماند که توسط گزارش کرده

شود. بر اساس پژوهش این محققین نیز تولید می

سی دارای اثر مهارکنندگی بر روی پلانتاریسین ان

-های گرم مثبت بود. در مقابل، پلانتاریسین امباکتری

های گرم مثبت و گرم جی در برابر هر دو گروه باکتری

منفی اثر مهارکنندگی رشد از خود نشان داد 

(Maldonado et al., 2003 دلیل بروز اثرات .)

ها ها به تفاوت انواع تولید شده آنمتفاوت باکتریوسین

 سازیا با خنثینسبت داده شده است. همچنین عموم

pH  اثر ضد باکتریایی ترکیبات شبه باکتریوسینی این

یابد که دلیل آن، حذف اسیدهای ها کاهش میباکتری

-آلی و یا اثرات متقابل اسیدهای آلی با سایر متابولیت

 ,.Powell et alهای ضد باکتریایی عنوان شده است )

2007.) 

ی ضد قارچبا مطالعه اثر  (2015) زاده و همکارانعباس

 لاکتوباسیلوس، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسهای جدایه

بیفیدوباکتریوم و  لاکتوباسیلوس پاراکازئی، کازئی

آسپرژیلوس ، آسپرژیلوس فلاووسدر برابر  بیفیدوم

 دریافتند که جدایه پارازیتیکوس سپرژیلوسو آ نایجر

 دارای بیشترین اثر ضد قارچی ولاکتوباسیلوس کازئی 

دارای کمترین اثر  وباکتریوم بیفیدومبیفیدجدایه 

ین ابازدارنده بودند. همچنین بیشترین اثر بازدارندگی 

 آسپرژیلوسهای مذکور در برابر ها از بین کپکجدایه

 (.Abbaszadeh et al., 2015مشاهده شد ) فلاووس

نیز چند باکتری اسید ( 2005(گول و همکاران 

موده و ضمن های گندم جداسازی نلاکتیک را از سیلو

 دریافتند آسپرژیلوس فلاووسها بر رشد بررسی اثر آن

ک ها در از بین بردن اسپور کپکه پالیده این باکتری

ند مذکور، تاثیری نداشته ولی از رشد آن جلوگیری نمود

(Gul et al., 2005.) 

( با مطالعه بر روی پالیده 2018جودکین و همکاران )

د لاکتیک در مقابل های اسیخام و خنثی شده باکتری

ها دوازده کپک متداول، طیف اثر فعالیت ضد قارچی آن

را بررسی نمودند. در این پژوهش، پالیده خام و خنثی 

های مورد مطالعه، اثر قارچ کشی شده همه باکتری

بسیار مناسبی در برابر رشد میسلیوم و اسپورزایی 

های نشان دادند. پالیده فوزاریوم کولموریوم

 و سیلوس سیکی، پدیوکوکوس اسیدولاکتیسلاکتوبا

فعالیت ضد قارچی  فوزاریوم پوآدر برابر  پنتازاسئوس

، فعالیت پدیوکوکوس اسیدولاکتیسداشتند و پالیده 

نشان داد. همچنین  فوزاریوم سولانیضد قارچی بر علیه 

ها فاقد اثر بازدارندگی بر روی پالیده این باکتری

لوس ورسیکالر، پنیسیلیوم اکسپانسوم، آسپرژی

 سولانی وپنیسیلیوم کریزوژنوم، فوزاریوم اوناسئوم 

-های آلی میبودند. بر اساس نتایج این محققین، اسید

ها نفوذ کرده و توانند به راحتی به غشای بیرونی کپک
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های لاکتیکی ایفا نقش زیادی در اثر ضد قارچی جدایه

 .(Juodeikiene et al., 2018)نمایند 

( با مطالعه بر روی اثر 2018همکاران )گویماریس و 

 لاکتوباسیلوس پلانتارومبازدارندگی پالیده کشت 

 91دریافتند که پالیده مذکور، تولید آفلاتوکسین را تا 

کاهش داد. این محققین همچنین تاثیر شرایط  درصد

-مختلف شامل حرارت اتوکلاو، تیمار با آنزیم و خنثی

الیده کشت این باکتری را بر اثر بازدارندگی پ pHسازی 

بررسی نموده و نشان دادند که بعد از تیمار با حرارت و 

و تولید  درصد 30های قارچ تا آنزیم، تعداد کلنی

کاهش یافت اما پس از خنثی  درصد 90افلاتوکسین تا 

و خواص ضد  درصد 0، خواص ضد قارچی به pHکردن 

رسید. دلیل تاثیر  درصد 13آفلاتوکسینی به 

های آلی مانند دگی پالیده مذکور به تولید اسیدبازدارن

اسید استیک و اسید لاکتیک نسبت داده شد. اسیدهای 

درون سلولی و  pHآلی با متلاشی کردن غشاء، کاهش 

های متابولیکی، اثرات بازدارندگی متوقف کردن فعالیت

(. Guimarães et al., 2018کنند )خود را اعمال می

 ( در بررسی اثر ضد قارچی2014تروبچوا و همکاران )

، علت بازدارندگی را وجود لاکتوباسیلوس برویس

های ضد قارچ و های آلی، پپتیدن، اسیدژپراکسید هیدر

(. Tropcheva et al., 2014استیل بیان کردند )دی

فوزاریوم ن بر اسپورزایی ژاثر ضد قارچی پراکسید هیدر

نیز  (2006) ندر مطالعه پونتس و همکارا گرامیناروم

(. البته نتایج Ponts et al., 2006تایید شده است )

متناقضی در مورد اثر ضد قارچی پراکسید هیدروژن 

وجود دارد. به عنوان مثال، گزارش شده است که 

تواند این ترکیب را از بین برده و یا می بوتریتیس سینرا

کشی آن را به فعالیت بازدارندگی رشد قارچ اثر قارچ

(. تفاوت در میزان اثر Gild et al., 1999ل دهد )تقلی

های لاکتیکی به نوع جدایه، ضد قارچی جدایه

های مختلف تولیدی، نوع قارچ، شرایط متابولیت

 Magnussonگذاری نسبت داده شده است )گرمخانه

et al., 2003.) 

-ر، تاثیر تیما(2018) در مطالعه گویماریس و همکاران

پالیده بر کاهش رشد قارچ در  های حرارتی و آنزیمی

( >05/0Pداری )مقایسه با پالیده خام، تفاوت معنی

 ( نه تنها از اثر ضدpH=7نداشت. اما پالیده خنثی )

قارچی کمتری برخوردار بود که حتی باعث افزایش 

 عهجزئی رشد قارچ در مقایسه با نمونه کنترل شد. مطال

یز ای مذکور نهاثر ضد آفلاتوکسینی پالیده، تحت تیمار

 مونهنها در مقایسه با نشان داد که اگر چه تمامی تیمار

داری سبب کاهش آفلاتوکسین کنترل به شکل معنی

 شدند اما بین اثر ضدتوکسینی پالیده خام با پالیده

داری وجود نداشت. تیمار شده حرارتی، تفاوت معنی

 نیز به ترتیب pHسازی همچنین تیمار آنزیمی و خنثی

داری از اثرات ضد توکسینی کمتری ل معنیبه شک

ار برخوردار بودند اما بین اثر ضدتوکسینی پالیده تیم

ه داری مشاهدشده حرارتی با پالیده خنثی، تفاوت معنی

 .(Guimarães et al., 2018)نشد 

 گیرینتیجه

به  ای پلیمراز منجریابی محصولات واکنش زنجیرهتوالی

عنوان جدایه لاکتیکی  به لاکتوکوس لاکتیسشناسایی 

عمده ترخینه شد. جدایه لاکتیکی مذکور و ترکیبات 

و  شبه باکتریوسینی آن نیز دارای اثرات ضد باکتریایی

های ضد قارچی مناسبی بر روی برخی از شاخص

 هایامروزه نیاز به جایگزینمیکروبی غذازاد بودند. 

های سنتزی ها و نگهدارندهبیوتیکطبیعی برای آنتی

ی هارسد. لذا استفاده از باکتریتر به نظر میوریضر

ه ها بسیار مورد توجهای آناسید لاکتیک و متابولیت

 وهشقرار گرفته است. با توجه به نتایج حاصل از این پژ

 به عنوان کشتلاکتوکوکوس لاکتیس توان از جدایه می

ی گر یا کشت همراه در فرآوری مواد غذایی تخمیرآغاز

 یبات شبه باکتریوسینی حاصل از کشت اینو یا از ترک

بی های ضد میکروجدایه به واسطه برخورداری از قابلیت

 به عنوان نگهدارنده زیستی استفاده نمود.
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Abstract 

Isolation and evaluation of the characteristics of lactic acid bacteria (LAB) from traditional 

fermented products have always the possibility of exposure to isolates with unique 

capabilities. In the present study after molecular identification of dominant LAB isolated from 

Tarkhineh, antibacterial and antifungal effects of the isolate and its bacteriocin-like 

substances on some foodborne indicators were investigated in accordance with the reference 

methods. Sequencing results of polymerase chain reaction led to the identification of 

Lactococcus lactis as dominant isolate. LAB isolate had proper antibacterial effect but there 

was no significant difference (P<0.05) between growth inhibitory diameter of S. aureus and 

E. coli in present of the isolate. Furthermore, the inhibitory effect of the crude supernatant 

was higher than that of the neutralized and treated supernatants against studied indicator 

bacteria. The highest reduction in the population of S. aureus (87.91%) was also observed in 

the presence of crude supernatant obtained from Logarithmic growth phase. The LAB isolate 

had the higher antifungal effect on A. flavus rather than A. niger, but the growth rate of A. 

niger compared to A. flavus was remarkably (P<0.05) higher in each of the third to sixth days 

of incubation in the presence of bacteriocin-like substances. Based on the results of this study, 

Lactococcus lactis isolate and its bacteriocin-like substrates can be used as starter culture in 

fermented food processing, or as bio-preservative in food and pharmaceutical industries. 
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