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 چکیده

هاي اسید لاکتیـک داراي خصوصـیات ضـد    مناسبی براي باکتريهاي تخمیري غیر اسپتیک نظیر خمیرترش، جایگاه اکوسیستم :سابقه و هدف
هاي لاکتیکی غالب خمیرترش آرد کامـل جـو در   این مطالعه با هدف ارزیابی خصوصیات ضد میکروبی یکی از جدایه. آیندمیکروبی به شمار می
  .هاي میکروبی ناشی از مواد غذایی به اجرا در آمدبرابر برخی از شاخص

هـاي  در این مطالعه تجربی پس از شناسایی مولکولی جدایه لاکتیکی، خاصیت ضد میکروبی جدایه مذکور و همچنـین پالیـده   :هامواد و روش
و همچنـین  ) ضـد باکتریـایی  (هاي انتشار در دیسک و ریز رقـت  هاي رشد لگاریتمی و سکون آن بر اساس روشخام و خنثی شده حاصل از فاز

نتایج این پژوهش با استفاده از آنالیز واریانس یک طرفه مورد تجزیه . بررسی گردید) ضد قارچی(یون اسپور گذاري سوسپانسکشت دو لایه و لکه
  .و تحلیل قرار گرفت

نتـایج ارزیـابی   . به عنوان جدایه لاکتیکی خمیرترش آرد جو شـد پدیوکوکوس استیلسی ، منجر به شناسایی PCRیابی محصولات توالی :هایافته
وي خاصیت ضد باکتریایی نیز حاکی از بروز بیشترین فعالیت آنتاگونیستی این جدایه و همچنین پالیده خام حاصل از فاز رشد لگاریتمی آن بر ر

هاي و پالیدهپدیوکوکوس استیلسی ه بر این، مشخص شد که علاو. )p>05/0(هاي باکتریایی بود در مقایسه با سایر شاخصباسیلوس سوبتیلیس 
  .برخوردار هستند آسپرژیلوس نایجرو  آسپرژیلوس فلاووسکشت آن از قابلیت ضد قارچی مناسبی بر علیه 

یستی در کنتـرل  هاي کشت آن به عنوان نگهدارنده زو پالیده پدیوکوکوس استیلسیتوان از جدایه بر اساس نتایج این پژوهش، می :گیري نتیجه
  .هاي میکروبی در صنایع غذایی و دارویی استفاده نمودرشد برخی از شاخص

    ضد میکروبی، فعالیت باسیلوس سوبتیلیس، آسپرژیلوس نایجر ،آسپرژیلوس فلاووس، پدیوکوکوس استیلسی :واژگان کلیدي

  مقدمه 
تـرین  استفاده از خمیرترش در فرآوري نان، یکی از قدیمی

هاي زیسـت فنـاوري در تولیـد مـواد غـذایی محسـوب       فرآیند
سال قبل از  3000به مصر باستان و به شود که پیدایش آن  می

 سیسـتم بیولـوژیکی   یـک  خمیرتـرش ). 1(گـردد  مـی میلاد بر

اسـاس تشـکیل    که است آب و غلات یا اجزاء آن آرد از پیچیده
هـا  هـاي اسـید لاکتیـک و مخمـر    آن همزیستی بـین بـاکتري  

ها نقش مهمـی در بهبـود خـواص    این میکروارگانیسم. باشد می
ی و مانـدگاري نـان ایفـا     اي، سلامتینانوایی، تغذیه بخش، حسـ

  ). 2(کنند می

هـاي  ترین باکتريهاي اسید لاکتیک به عنوان مهمباکتري
هـا  ایـن بـاکتري  ). 3(موجود در انواع خمیرترش مطرح هستند 

با داشتن خاصیت ضد میکروبی نه تنها سـبب کـاهش رشـد و    
شـوند  یزا و عامل فساد م ـهاي بیماريگسترش میکروارگانیسم

هـا را  ها و سموم تولید شده توسـط آن توانند متابولیت بلکه می
ها ناشـی  فعالیت ضد میکروبی این باکتري). 4(اثر کنند نیز بی

اسید لاکتیـک  (هاي آلی از تولید انواع مواد بازدارنده نظیر اسید
اکســید دار همچــون پــر، ترکیبــات اکســیژن)و اســید اســتیک

هـاي  ها، پپتیـد نی مانند باکتریوسینهیدروژن، ترکیبات پروتئی
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). 5(هاي ضد قارچی است و پروتئین پایینداراي وزن مولکولی 
هـاي  هاي اسید لاکتیـک و متابولیـت  امروزه استفاده از باکتري

ها و فساد مـواد  گیري از مسمومیتها در پیشضد میکروبی آن
غذایی و همچنین افزایش ماندگاري محصولات غذایی خصوصاً 

ها هستند بسـیار  هایی که غنی از مواد مغذي و ویتامینوردهفرا
ــج شــده اســت   از ســوي دیگــر بــا افــزایش مقاومــت     . رای

ــم ــل فســاد در مقابــل   هــاي بیمــاري میکروارگانیس زا و عام
هــاي هـا و عــوارض ناشـی از مصــرف نگهدارنـده   بیوتیــک آنتـی 

تواننـد نقـش مهمـی بـه     ها مـی شیمیایی، این دسته از باکتري
  ).5، 6(هاي زیستی ایفا نمایند نگهدارندهعنوان 

ــی و تــاکنون مطالعــات گســترده اي بــر روي فلــور میکروب
هاي اسـید لاکتیـک خمیرتـرش    خاصیت ضد میکروبی باکتري

و همکــاران  Simsek بــه عنــوان مثــال،. صــورت گرفتــه اســت
ــاکتري) 2006( ــد    ب ــیت ض ــک داراي خاص ــید لاکتی ــاي اس ه

ردند که از ایـن بـین، بهتـرین    میکروبی را از خمیرترش جدا ک
هـاي  لاکتوباسـیلوس هـاي داراي قابلیـت ضـد میکروبـی     سویه

 ،)L. delbrueckii(دلبروکی  ،)Lactobacillus brevis(برویس 
ــیس ــدیوکوکوس و ) L. viridance( وریدنسـ ــین پـ  همچنـ

)Pediococcus ( بودند)7 .(Mentes   و همکـاران)نیـز  ) 2007
 .L( هـاي پلانتـاروم  لاکتوباسـیلوس فعالیت ممانعت کننـدگی  

plantarum ( آلمنتـاریوس و )L. alimentarius (   جـدا شـده از
) Bacillus( باسـیلوس هـاي  خمیرترش را در مهار رشـد سـویه  

و  Corsettiهمچنـین  ). 8(عامل نخی شدن نان مطالعه کردند 
هـاي  قابلیت تولیـد باکتریوسـین در بـاکتري   ) 2008(همکاران 

شـده از خمیرتـرش را مـورد بررسـی قـرار       اسید لاکتیک جـدا 
نیـز تـاثیر ضـد    ) 2013(و همکـاران   Cizeikiene). 9(اند داده

ــه  ــی جدای ــاي میکروب ــیکی  ه ــیلوس س ، )L. sakei(لاکتوباس
پدیوکوکوس و ) P. acidilactici( لاکتیسپدیوکوکوس اسیدي

ــئوس ــواعی از  ) P. pentosaceus( پنتازاسـ ــل انـ را در مقابـ
 ،)Listeria(لیستریا  ،)Pseudomonas(ناس سودومو ،باسیلوس
، )Fusarium(فوزاریـوم  هـاي  و قـارچ ) Escherichia( اشریشیا

ــیلیوم  ــپرژیلوس  ،)Penicillium(پنیســ ، )Aspergillus(آســ
ــداو ) Debaryomyces(دباریومایســز  مــورد ) Candida( کاندی

هاي اسـید لاکتیـک بـا    مطالعه قرار داده و دریافتند که باکتري
تواننـد بـه عنـوان    هـاي آلـی مـی   تولید ترکیباتی ماننـد اسـید  

هـاي  اي میکروارگانیسـم نگهدارنده زیسـتی بـه طـور گسـترده    
  ).10(زا و عامل فساد را مهار کنند بیماري

یکی  پژوهش پس از جداسازي و شناسایی مولکولی در این
هاي لاکتیکی عمده موجود در خمیرتـرش آرد کامـل   از جدایه

هاي کشت هاي ضد میکروبی جدایه مذکور و پالیدهجو، ویژگی

هاي رشد لگاریتمی و سکون آن در برابر برخـی از  حاصل از فاز
هاي باکتریایی و قارچی مواد غذایی مورد ارزیـابی قـرار   شاخص
  .گرفت

  هامواد و روش  
و در  1394ایــن مطالعـــه تجربـــی در نیمـــه دوم ســـال  

دانشگاه علوم کشـاورزي  هاي دانشکده صنایع غذایی آزمایشگاه
  .و منابع طبیعی گرگان به اجرا در آمد

 6/11دار مصرفی در ایـن پـژوهش داراي   آرد جو پوشینه: مواد
ــروتئین،   ــد پ ــدرات و   7/61درص ــد کربوهی ــد  9/1درص درص

 AACCهـاي مـدون   ها بر اساس روشاین ویژگی. خاکستر بود
ي هــامــواد شــیمیایی و محــیط). 11(تعیــین گردیــد ) 2010(

ــز از شــرکت   ــاي آلمــان و کشــت Merkکشــت مصــرفی نی ه
اشریشـیا  هاي مورد اسـتفاده شـامل   ها و قارچلیوفیلیزه باکتري

ــی ــتافیلوکوکوس ، )Esherichia coli PTCC 1399( کل اس
لیسـتریا  ، )Staphylococcus aureus PTCC 1112( اورئـوس 

ــیتوژنز ، )Listeria monocytogenes PTCC 1298( مونوس
 ــ ــیلوس س ، )Bacillus subtilis PTCC 1720( وبتیلیسباس

ــیلوس  ، )sp )Lactobacillus sp PTCC 1332لاکتوباسـ
ــایجر  ــپرژیلوس ن و ) Aspergillus niger PTCC 5012( آس

از ) Aspergillus flavus PTCC 5006(آسـپرژیلوس فـلاووس   
هاي علمی و صنعتی ایـران  کلکسیون میکروبی سازمان پژوهش

  .تهیه شد
درصد آرد جو با آب مخلوط شـد و   30ابتدا : خمیرترشتهیه 

-سـاعت گرمخانـه   24گراد به مـدت  درجه سانتی 37در دماي 
درصـد از خمیرتـرش روز    20سپس در هر روز . گذاري گردید

قبل به مخلوط آب و آرد تازه اضافه شده و دوباره در گرمخانـه  
سـاعت قـرار داده    24گراد بـه مـدت   درجه سانتی 37با دماي 

تکـرار   4حـدود   pHتا رسـیدن بـه   ) گیريمایه(این عمل . شد
  ).12(گردید 
-نمونه تیتر قابل اسیدیته تعیین براي: و اسیدیته pHتعیین 

 90 با آن از گرم 10 ،)لاکتیک اسید بر حسب(هاي خمیرترش 

توسـط   سـپس  و شـده  یکنواخت و مخلوط ،مقطر آب لیتر میلی
تیتـر   5/8معـادل   pHنرمـال تـا رسـیدن بـه      1/0محلول سود 

اسیدیته نیز بر حسـب حجـم سـود مصـرفی برحسـب      . گردید
هاي خمیرتـرش نیـز   نمونه pH میزان). 13(لیتر بیان شد میلی

  .تعیین گردید) آلمان،  Calimatic،Knick 766(متر  pHبا 
شـمارش   :هاي اسید لاکتیکشمارش و جداسازي باکتري

سـازي  رقـت هاي اسید لاکتیک خمیرتـرش بـه وسـیله    باکتري
هاي تهیـه شـده بـر روي محـیط     متوالی و کشت سطحی رقت
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درجـه   37گذاري در دمـاي  بعد از گرمخانه MRS agarکشت 
هاي سپس پرگنه. ساعت انجام پذیرفت 48گراد به مدت سانتی

در پایان بـر  . ها کشت خطی تهیه گردیدعمده، انتخاب و از آن
رنـگ آمیـزي   هايروي پرگنه خالص به دسـت آمـده، آزمـون

  ).14(گرم و کاتالاز صورت گرفت و با میکروسکوپ بررسی شد 
از تک پرگنه کشت خـالص   DNAاستخراج  :DNAاستخراج 

، DNA )K-3032جدایه مورد نظر با استفاده از کیت اسـتخراج  
Bioneerو بر اساس دستورالعمل شرکت سـازنده  ) ، کره جنوبی

  .انجام گرفت
بـه منظـور شناسـایی     DNAپس از اسـتخراج   :PCRواکنش 

داراي ) PCR(اي پلیمــراز جدایـه لاکتیکـی از واکــنش زنجیـره   
  هاي اختصاصیپرایمر

(5’-3’)  F: GAACGCGAAGAACCTTAC  و  
)R:GCGTGTGTACAAGACCC (5’-3’ توالی . استفاده شد

 16Sجایگـاه   V6-V8هـدف تکثیـر، بخشـی از ناحیـه متغیـر      

rDNA  هاي مقادیر واکنشگر. جفت باز بود 500به طول PCR 

با غلظت  dNTPشامل یک واحد بافر استاندارد، مخلوطی از هر 
پلیمـراز بـا    Taq میکروگرم سرم آلبومین، 25میلی مولار،  2/0

پیکامول از هر پرایمر  25، )، فرانسهRobust(واحد  5/2فعالیت 
هـاي دمـایی   هنانوگرم و همچنین چرخ 100با غلظت  DNAو 

درجـه   94با شروع داغ در دمـاي   DNAتکثیر شامل واسرشت 
چرخه اصلی با برنامه  35دقیقه و سپس  2گراد به مدت  سانتی

درجـه   61ثانیـه،   30گـراد بـه مـدت     درجه سانتی 94حرارتی 
گـراد بـه مـدت     درجه سانتی 68ثانیه،  60گراد به مدت  سانتی

 68دقیقه در دمـاي   7ت ثانیه و سپس تکثیر انتهایی به مد 60
مطـابق روش  ) ، استرالیاCorbettترموسایکلر (گراد  درجه سانتی

Ferchichi اولیـه   تأییـد بـراي  . تعیین شد )2007( و همکاران
درصـد واجـد رنـگ     5/1بـه ژل آگـارز    PCR تکثیر، محصولات

SYBR safe )Invitrogen منتقــل و در بـافر  ) ، آمریکـا TBE 

نهـایی و تعیـین    تأییـد براي  PCR محصول. الکتروفورز گردید
  ).15(آلمان ارسال شد  MWGتوالی به شرکت 

: هاي رشد لگاریتمی و سکون جدایه لاکتیکیتعیین فاز
بدین منظور پس از کشت جدایـه لاکتیکـی در محـیط کشـت     

MRS broth  گیـري  گـراد، بـا انـدازه   درجه سانتی 37در دماي
ــوج   ــول م ــوري در ط ــانومتر توســط  600جــذب ن ــتگاه ن دس

، T80 Double Beam UV-Visible ،PGI(اســپکتروفوتومتر 
در فواصـل زمـانی مشـخص، منحنـی رشـد ترسـیم       ) انگلستان

  ).16(گردید 

به منظور ارزیابی خـواص ضـد   : تعیین خواص ضد باکتریایی
باکتریایی جدایه لاکتیکی از دو روش انتشار در دیسـک و ریـز   

  .رقت استفاده شد
براي ارزیابی خاصیت ضد باکتریایی : روش انتشار در دیسک

اشریشیا کلـی، اسـتافیلوکوکوس   جدایه لاکتیکی فعال در برابر 
بـه روش   باسیلوس سوبتیلیسو  لیستریا مونوسیتوژنز ،اورئوس

هـاي شـاخص   انتشار در دیسک، ابتدا جدایه لاکتیکی و باکتري
هـاي باکتریـایی و   سـپس جمعیـت شـاخص   . شدند سازيفعال

در ادامــه . رســانده شــد cfu/ml108×1 بــه جدایـه لاکتیکــی  
بـه   Nutrient agarهاي شاخص بر روي محیط کشـت  باکتري

هـاي کاغـذي   سـپس دیسـک  . شکل سطحی کشت داده شدند
بـا فاصـله معـین از لبـه پلیـت در      ) پادتن طب، ایران(استریل 

هاي شاخص قرار داده شـد و  سطح محیط کشت حاوي باکتري
هـاي کاغـذي   لاکتیکی بر روي دیسـک لیتر از جدایه میکرو 40

گراد درجه سانتی 37ها در دماي در نهایت پلیت. منتقل گردید
قطـر هالـه عـدم    . گذاري گردیدنـد ساعت گرمخانه 24به مدت 

  ).17(گیري گردید اندازه ImageJرشد نیز با نرم افزار 
بــراي مقایســه خاصــیت ضــد باکتریــایی  : روش ریــز رقــت

هاي رشد لگـاریتمی و  کتیکی در فازهاي کشت جدایه لا پالیده
  بـراي تهیـه پالیـده    . سکون آن از روش ریز رقت اسـتفاده شـد  

هـاي  خام حاصل از کشت جدایه لاکتیکی، کشت حاصل از فـاز 
  دور در دقیقـــه،  14000رشـــد لگـــاریتمی و ســـکون آن بـــا 

  دقیقــه ســانتریفوژ  5گــراد بــه مــدت درجــه ســانتی 5دمــاي 
)R combi 514 ،Hanilسپس مایع رویی به . شد) ه جنوبی، کر

 22/0) ، چــینJET BIOFIL(دســت آمــده از فیلتــر ســرنگی 
براي تهیه پالیده کشـت خنثـی شـده،    . میکرونی عبور داده شد

pH    7پالیده مذکور با سود یک نرمـال تـا=pH   خنثـی گردیـد .
 Nutrient brothهاي باکتریایی نیـز در محـیط کشـت    شاخص

رسـانده   cfu/ml 108×1هـا بـه   کشت داده شدند و جمعیت آن
هـاي  نمونه کنتـرل منفـی حـاوي پالیـده خـام و شـاخص      . شد

باکتریایی اتوکلاو شـده، کنتـرل مثبـت حـاوي محـیط کشـت       
broth MRS هاي دیگر حـاوي  هاي باکتریایی و نمونهو شاخص
در . هاي باکتریـایی بودنـد  هاي خام و یا خنثی و شاخصپالیده

درجـه   37سـاعت در دمـاي    24نهایت میکروپلیـت بـه مـدت    
گذاري شد و توسـط دسـتگاه الایـزا ریـدر     گراد گرمخانهسانتی

)Sdcoسنجی صورت نانومتر جذب 620در طول موج ) ، روسیه
   ).18(گرفت 

براي ارزیابی خاصیت ضد قـارچی  : تعیین خواص ضد قارچی
گـذاري  هاي دو لایـه و لکـه  هاي کشتجدایه لاکتیکی از روش

  .شد اسپور استفاده
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هـاي حـاوي محـیط کشـت     ابتدا پلیـت : روش کشت دو لایه
MRS agar   تهیه شد و با سوآب استریل از کشت فعال جدایـه

متر بـا فاصـله متناسـب از    سانتی 3لاکتیکی خطوطی به اندازه 
هاي مذکور کشیده شد و سپس به مدت یکدیگر در مرکز پلیت

ون بـراي تهیـه سوسپانسـی   . گـذاري شـدند  ساعت گرمخانه 72
، آسـپرژیلوس فـلاووس  و  آسـپرژیلوس نـایجر  هـاي  اسپور قارچ

 7بـه مـدت    YGCها در محـیط  هاي کشت داده شده آنپلیت
پس . گذاري گردیدگراد گرمخانهدرجه سانتی 25روز در دماي 

گذاري، اسپورها بـا اسـتفاده از آب مقطـر اسـتریل،     از گرمخانه
ز با استفاده از ها نیشمارش اسپور. آوري گردیدندشسته و جمع

عــدد در هــر  105لام هموسـیتومتر انجــام شــد و اسـپورها تــا   
لیتر از سپس مخلوط حاوي یک میلی. لیتر رقیق گردیدند میلی

بر  agar YGCلیتر محیط کشت میلی 9سوسپانسیون اسپور با 
روي خطوط کشت داده شده جدایه لاکتیکی به صورت کشـت  

هـا در دمـاي   یه دوم، پلیتدو لایه ریخته شد و پس از انعقاد لا
گـذاري  سـاعت گرمخانـه   48گـراد بـه مـدت    درجه سانتی 30

قطر هاله عدم رشد قارچ در اطراف خطـوط کشـت داده   . شدند
گیـري شـد   انـدازه  ImageJشده جدایه لاکتیکی بـا نـرم افـزار    

)19.(  
براي ارزیابی خاصـیت ضـد قـارچی    : گذاري اسپورروش لکه

هـاي رشـد   ایـه لاکتیکـی در فـاز   پالیده خام و خنثی شـده جد 
بـدین منظـور در   . لگاریتمی و سکون از این روش استفاده شـد 

با  YGCها و لیتر از مخلوط هر یک از پالیدهمیلی 10هر پلیت 
بـدون   YGC agarاز محـیط کشـت   . ریخته شد 9به  1نسبت 

در ایـن  . پالیده نیز بـه عنـوان نمونـه کنتـرل اسـتفاده گردیـد      
لیتر از سوسپانسـیون اسـپور   میکرو 3لیت با آزمایش مرکز هر پ

هـا بـه   سـپس پلیـت  . گذاري شـد تهیه شده در مرحله قبل لکه
گـذاري و  گـراد گرمخانـه  درجه سانتی 28روز در دماي  6مدت 

ها به صورت روزانه بررسی ها با تعیین قطر کلنی آنرشد کپک
  ).20(گردید 

فاده از آنـالیز  نتایج حاصل از این پژوهش با است: آنالیز آماري
ــا مقایســات زوجــی حــداقل اخــتلاف    ــه ب واریــانس یــک طرف

  بـا سـه تکـرار    05/0داري در سـطح معنـی  ) LSD(داري  معنی
ــرم   ــک ن ــه کم ــزار و ب ــخه  SASاف ــه و 9.1.3نس ــورد تجزی   م
هـا از نــرم افــزار  تحلیـل قــرار گرفـت و بــراي ترسـیم نمــودار    

Microsoft Office Excel  استفاده شد 2007نسخه.  
 هایافته  

بار تکرار فرایند  4پس از : شناسایی جدایه لاکتیکی
هاي اسید لاکتیک به روشی که گیري خمیرترش، باکتري مایه

هاي نتایج آزمون .قبلاً توضیح داده شد جدا شدند
شیمیایی، گرم مثبت، کاتالاز منفی و میکروسکوپی و بیو

همانطور که در شکل . کوکوسی بودن جدایه را مشخص کرد
نیز حاکی  PCR، نشان داده شده است الکتروفورز محصولات 1

پس . جفت باز بود 500از تکثیر اختصاصی توالی هدف با طول 
 NCBIهاي موجود در پایگاه یابی با دادهاز مقایسه نتایج توالی

مشخص شد که جدایه لاکتیکی،  BLASTnاده از رویه و استف
  .بود) Pediococcus stilesii( پدیوکوکوس استیلسی

  
داراي پرایمر اختصاصی با توالی  PCRژل الکتروفورز محصولات  .1شکل 
جفت باز جهت شناسایی جدایه لاکتیکی سوسپانسیون  500هدف 

در مجاورت مارکر صد جفت ) 1لاین (میکروبی خمیرترش آرد کامل جو 
حاصل از  DNAهاي کنترل مثبت حاوي و همچنین نمونه) 3لاین (بازي 

فاقد باکتري  و کنترل منفی یا) 2 لاین( Lactobacillus spکشت خالص 
  ).4 لاین(

  
بـه روش  پدیوکوکوس استیلسی خاصیت ضد باکتریایی 

بر اساس نتایج به دست آمـده، بیشـترین    :انتشار در دیسک
ــایی  ــدیوکوکوس استیلســیخاصــیت ضــد باکتری ــل  پ در مقاب

متـر  میلـی  633/14با قطر هاله عدم رشد باسیلوس سوبتیلیس 
با قطـر هالـه عـدم     یاشریشیا کلو کمترین مقدار آن در مقابل 

علاوه بر این، بین خاصـیت  . متر مشاهده شدمیلی 591/7رشد 
هـاي  بـر روي بـاکتري  پـدیوکوکوس استیلسـی   ضد باکتریایی 

-میلـی  404/13( لیسـتریا مونوسـیتوژنز  ، باسیلوس سوبتیلیس
تفـاوت  ) متـر میلـی  096/9(اسـتافیلوکوکوس اورئـوس   و ) متر

ا بـین خاصـیت ضـد    ام ـ). p<05/0(داري وجود نداشـت  معنی
هاي مذکور در مقایسه بـا  باکتریایی این جدایه بر روي شاخص

ــی   ــیا کل ــی 591/7(اشریش ــرمیل ــی ) مت ــاوت معن ــودتف  دار ب
)05/0<p.(  

پـدیوکوکوس  هاي کشـت  خاصیت ضد باکتریایی پالیده
نتایج به دست آمـده از تعیـین    :به روش ریز رقت استیلسی

پـدیوکوکوس  هاي رشد لگاریتمی و سـکون نشـان داد کـه    فاز
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گذاري به انتهاي فاز ساعت پس از زمان گرمخانه 10 ،استیلسی
لذا براي ارزیابی خاصیت ضـد باکتریـایی   . رشد لگاریتمی رسید

هاي رشد لگـاریتمی  در فاز پدیوکوکوس استیلسیپالیده کشت 
الیـده  ساعت پس از کشت جدایه، پ 12و  8و سکون به ترتیب 

هـاي حاصـل از   بیشترین خاصیت بازدارندگی پالیـده . تهیه شد
مربــوط بــه پالیــده خــام فــاز  پــدیوکوکوس استیلســیکشــت 

لگاریتمی و کمترین آن مربوط به پالیده خنثی شده فاز سکون 
علاوه بر این عمدتاً بین خاصیت ضد باکتریایی ). 1جدول (بود 

دایه مـذکور در  هاي خام و خنثی شده حاصل از کشت جپالیده
هـاي شـاخص   هاي رشد لگاریتمی و سکون بر روي بـاکتري فاز

همچنین بر اسـاس  ). p>05/0(داري وجود داشت تفاوت معنی
این نتایج، بین اثر بازدارندگی هر پالیده بر روي چهار شـاخص  

ــی  ــاوت معن ــایی تف ــود باکتری ــر  ). p>05/0(دار ب ــترین اث بیش
بـر روي   کوس استیلسـی پـدیوکو هاي کشت بازدارندگی پالیده

هـا بـر روي   و کمترین اثر بازدارنـدگی آن  باسیلوس سوبتیلیس
  .مشاهده شد اشریشیا کلی

  
  پدیوکوکوس استیلسیهاي خام و خنثی شده حاصل از کشت هاي باکتریایی در حضور پالیدهشاخص) cfu/ml(درصد کاهش جمعیت  .1جدول 

  هاي رشد لگاریتمی و سکوندر فاز 
  هاي باکتریاییشاخص  
  باسیلوس سوبتیلیس  اشریشیا کلی  لیستریا مونوسیتوژنز  استافیلوکوکوس اورئوس  

  Ac 099/0±220/65  Ab 721/0±340/76  Ad 636/0±050/17  Aa 403/0±355/84  پالیده خام فاز لگاریتمی
  Cc 622/0±140/58  ABb 147/3±705/71  Bd 537/0±660/14  Ca 672/0±830/74  پالیده خنثی فاز لگاریتمی

  Bc 792/0±830/61  Bb 163/0±985/74  Bd 919/0±230/15  Ba 004/1±145/81  پالیده خام فاز سکون
  Dc 754/1±750/54  Cb 035/0±565/65  Cd 247/0±185/11  Da 294/1±365/71  پالیده خنثی فاز سکون

دار در همسان در هر ردیف، نشان دهنده تفاوت معنیهمسان در هر ستون و حروف کوچک ناحروف بزرگ نا. بیان شده است انحراف معیار±نتایج به صورت میانگین سه تکرار*
  .باشدمی 05/0سطح 

  
بـه روش  پـدیوکوکوس استیلسـی   خاصیت ضد قارچی 

بـر ایـن اسـاس، بـین خاصـیت ضـد قـارچی         :کشت دو لایه
و  آسـپرژیلوس نـایجر  هاي بر روي قارچ تیلسیپدیوکوکوس اس

ــلاووس   ــپرژیلوس ف ــی آس ــاوت معن ــت  تف ــود نداش داري وج
)05/0>p ( اما خاصیت ضد قارچی این جدایه لاکتیکی بر روي

  .بود آسپرژیلوس فلاووستا حدي بیشتر از  آسپرژیلوس نایجر

 
 آسپرژیلوس نایجرو ) الف( آسپرژیلوس فلاووسهاله عدم رشد  .2شکل 

کنترل  هايدر مقایسه با نمونهپدیوکوکوس استیلسی در حضور ) ب(
  .به روش کشت دولایه) د( آسپرژیلوس نایجرو ) ج( آسپرژیلوس فلاووس

  
  

پـدیوکوکوس  هـاي کشـت   خاصیت ضد قارچی پالیـده 
تعیین میانگین روزانه : گذاري اسپوربه روش لکه استیلسی

هـاي خـام و   یـده ها در حضور و عدم حضـور پال قطر کلنی قارچ
ــاز  هــاي رشــد لگــاریتمی و ســکون  خنثــی شــده حاصــل از ف

ها بـه طـور کامـل    تا روز ششم که قارچ پدیوکوکوس استیلسی
). 4و  3هـاي  شکل(سطح پلیت کنترل را پوشاندند ادامه یافت 

در  بر اساس این نتایج، پالیده خام حاصل از فاز رشد لگاریتمی
بیشترین خاصـیت ضـد قـارچی    ها داراي مقایسه با سایر پالیده

در روز اول هیچ رشدي مشاهده نشد ولی از روز دوم بـین  . بود
-ها در محیط کنترل نسـبت بـه محـیط   میزان رشد کلنی قارچ

هـاي خـام و خنثـی شـده حاصـل از کشـت       هاي حاوي پالیده
-هاي رشد لگاریتمی و سکون تفاوت معنیجدایه مذکور در فاز

از نظر میـزان رشـد    وس فلاووسآسپرژیلدر روز ششم . دار بود
کلنی در محیط کنترل تنها نسبت به محیط حاوي پالیده خـام  

ــی  ــاوت معن ــاریتمی تف ــاز لگ در ). p>05/0(داري نشــان داد ف
داري تفـاوت معنـی  آسـپرژیلوس نـایجر   صورتی کـه در مـورد   

  ).p<05/0(مشاهده نشد 
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هاي رشد در فاز پدیوکوکوس استیلسیهاي خام و خنثی شده حاصل از کشت پالیده) کنترل(در حضور و عدم حضور  آسپرژیلوس فلاووس قطر کلنی .3شکل 

  گذاري سوسپانسیون اسپورروش لکه لگاریتمی و سکون به
  .است 05/0دار در سطح همسان در هر روز، نشان دهنده تفاوت معنیحروف نا*
  
  
  

  
هاي رشد در فاز پدیوکوکوس استیلسیهاي خام و خنثی شده حاصل از کشت پالیده) کنترل(در حضور و عدم حضور  آسپرژیلوس نایجرقطر کلنی  .4شکل 

  گذاري سوسپانسیون اسپورروش لکه لگاریتمی و سکون به
  .است 05/0دار در سطح همسان در هر روز، نشان دهنده تفاوت معنیحروف نا*
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  بحث  
با توجه به نتـایج ایـن پـژوهش،     :شناسایی جدایه لاکتیکی

هـاي لاکتیکـی   به عنوان یکی از جدایـه  پدیوکوکوس استیلسی
در تحقیقاتی کـه  . غالب خمیرترش آرد کامل جو شناسایی شد

هاي اسید لاکتیک غالـب خمیرتـرش   با هدف شناسایی باکتري
. شده است تأیید پدیوکوکوسصورت پذیرفت نیز حضور جنس 

و همکاران در  Lattanziاي که توان به مطالعهدر این زمینه می
هاي اسید لاکتیـک هیجـده   براي شناسایی باکتري 2013سال 

). 21(نمونــه خمیرتــرش ایتالیــایی انجــام دادنــد اشــاره کــرد  
Robert نیز در بررسی تنوع زیسـتی   2009ن در سال و همکارا
هاي فرانسـوي دریافتنـد   هاي اسید لاکتیک خمیرترش باکتري

هاي اسـید لاکتیـک جـدا شـده بـه جـنس       از باکتري% 38که 
 تـرین عمـده  چـه  لـذا اگـر  ). 22(تعلـق داشـتند    پدیوکوکوس

 جـنس  بـه  خمیرتـرش  از شـده  جدا لاکتیک اسید هايباکتري

 پـدیوکوکوس هاي جنس باکتري اما دارند تعلق لاکتوباسیلوس

  ).23، 24(شوند خمیرترش یافت می در نیز
نتـایج   :پـدیوکوکوس استیلسـی  خاصیت ضد باکتریایی 

پــدیوکوکوس حاصــل از روش انتشــار دیســک نشــان داد کــه  
. از خاصیت ضد باکتریـایی مناسـبی برخـوردار اسـت     استیلسی

کـه   2006و همکاران در سـال   Simsekهاي این نتایج با یافته
ــه لاکتیکــی  ــدیوکوکوسدریافتنــد جدای باســیلوس بــر روي  پ

و  اسـتافیلوکوکوس اورئـوس  ، لیستریا مونوسیتوژنز، سوبتیلیس
داراي خاصـیت بازدارنـدگی بـود و همچنـین بـا       اشریشیا کلی

ــات  ــال   Guriraمطالع ــاران در س ــی آن   2005و همک ــه ط ک
ــد   ــخص ش ــئوس و  مش ــدیوکوکوس پنتوزاس ــدیوکوکوس پ پ

لیسـتریا  داراي خاصیت آنتاگونیسـتی در برابـر    لاکتیساسیدي
و  Hladíkova). 7، 25(بودنــد همخــوانی دارد    مونوســیتوژنز 

طی بررسی خاصیت ضد میکروبی  2012همکاران نیز در سال 
پـدیوکوکوس  هاي لاکتیکی کروي شـکل دریافتنـد کـه    جدایه

، یا کلــیاشریش ـ، باســیلوس سـوبتیلیس بـر روي   پنتوزاسـئوس 
داراي خاصیت  استافیلوکوکوس اورئوسو  لیستریا مونوسیتوژنز

در  پـدیوکوکوس ویژگـی بازدارنـدگی   ). 26(آنتاگونیستی بـود  
توان در درجه نخست به تولید ها را میبرابر این میکروارگانیسم

هـاي ضـد   هاي آلی و علاوه بر این، تولید برخـی از پپتیـد  اسید
هــا توســط ایــن اکتریوســینمیکروبــی شــناخته شــده نظیــر ب

  ).27(هاي اسید لاکتیک نسبت داد  باکتري
پـدیوکوکوس  هاي کشـت  خاصیت ضد باکتریایی پالیده

بر اساس نتایج روش ریز رقت، مشـخص شـد کـه     :استیلسی
هاي رشد لگـاریتمی  هاي خام و خنثی شده حاصل از فازپالیده

ــکون  ــیو س ــدیوکوکوس استیلس ــد   پ ــز داراي خاصــیت ض نی
نتایج تحقیقات طباطبایی یزدي و همکـاران  . باکتریایی هستند

هـاي  بر روي خاصیت ضـد میکروبـی متابولیـت    1394در سال 
هاي اسید لاکتیک حاکی از آن بـود کـه   تولیدي توسط باکتري

ــده فاقــد ســلول    بــر روي  پــدیوکوکوس پنتوزاســئوس پالی
 باسیلوس سـوبتیلیس و  اشریشیا کلی، استافیلوکوکوس اورئوس

همچنـین بـر اسـاس نتـایج     . داراي خاصیت ضد میکروبی بـود 
 pHپژوهش مذکور، بیشترین فعالیت ضد میکروبـی پالیـده در   

پالیـده عـاري از سـلول     pHاسیدي مشاهده گردید و هـر چـه   
جدایه لاکتیکی به سمت خنثی و قلیایی سوق داده شد میـزان  

و  Cizeikiene). 28(فعالیت ممانعت کنندگی آن کاهش یافت 
، بـا بررسـی خاصـیت ضـد میکروبـی      2013همکاران در سـال  

هـاي اسـید لاکتیـک    هاي تولید شده توسـط بـاکتري  متابولیت
پـدیوکوکوس  و  توزاسـئوس پدیوکوکوس پن دریافتند که پالیده

ــیدي ــیساس ــر روي  لاکت ــوبتیلیس ب ــیلوس س ــتریا ، باس لیس
کننـدگی  داراي خاصـیت ممانعـت   اشریشیا کلیو  مونوسیتوژنز

نیــز  2014درســال  Nguyenو  Ngheدر مطالعــه ). 10(اســت 
 پنتوزاسـئوس  پـدیوکوکوس  بیشترین فعالیت ممانعت کنندگی

معادل بـا اثـر ضـد     در انتهاي فاز لگاریتمی آن مشاهده شد که
. بـود  استافیلوکوکوس اورئـوس میکروبی سفالوسپورین بر علیه 

تـرین عوامـل ضـد    تولید اسید لاکتیک و اسـید اسـتیک، مهـم   
بـا  ). 29(آیـد  هاي اسید لاکتیک به شمار مـی میکروبی باکتري

اثـر ضـد    پدیوکوکوس استیلسـی توجه به هوموفرمنتاتیو بودن 
هاي آلـی خصوصـاً اسـید    اسید میکروبی جدایه مذکور به تولید

ــک بســتگی دارد ــه اینکــه   . لاکتی ــا توجــه ب ــن ب ــر ای ــلاوه ب ع
ــی ــت   خنث ــده کش ــازي پالی ــی س ــدیوکوکوس استیلس ــر پ ، اث

تـوان فعالیـت ضـد میکروبـی     بازدارندگی آن را کاهش داد مـی 
هـاي  پالیده کشت این جدایـه لاکتیکـی را مربـوط بـه مشـتق     

 pHی دانسـت کـه در   هـای اسیدي تولید شده و یا باکتریوسـین 
  .خنثی فعال نیستند

نتایج حاصـل  : پدیوکوکوس استیلسیخاصیت ضد قارچی 
ــه   ــه نشــان داد کــه جدای ــدیوکوکوس از روش کشــت دو لای پ

آسـپرژیلوس  هـاي  داراي اثر بازدارندگی بر روي قارچاستیلسی 
و  Magnussonمطالعــه . اسـت  آسـپرژیلوس فـلاووس  و نـایجر  

پــدیوکوکوس اثـر ضـد قـارچی     2003همکـاران نیـز در سـال    
را بــر ) P. parvulus( پــدیوکوکوس پــارولوسو پنتوزاســئوس 

کـرد کـه بـا نتـایج پـژوهش       تأیید آسپرژیلوس هايروي قارچ
هـاي اسـید   خاصیت ضد قـارچی بـاکتري  . حاضر مطابقت دارد

 اسید اسـتیک و اسـید  (هاي آلی لاکتیک نه تنها به تولید اسید
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هاي حلقوي و ترکیبات پپتیدشود بلکه ديمربوط می) لاکتیک
هیدروکســی فنیــل پروپانوئیــک اســید، فنیــل -4فعــال نظیــر 

پروپانوئیک اسید و فنیل لاکتیک اسـید نیـز در خاصـیت ضـد     
  ).19(ها نقش دارند قارچی آن

پـدیوکوکوس  هـاي کشـت   خاصیت ضد قارچی پالیـده 
گـذاري  ه از روش لکـه بر اساس نتایج به دست آمد :استیلسی

داراي خاصیت  پدیوکوکوس استیلسیهاي کشت اسپور، پالیده
و  Muhialdin. هاي مورد مطالعه بودندبازدارندگی بر روي قارچ

با مطالعه خاصیت ضد قـارچی پالیـده    2011همکاران در سال 
بیـان کردنـد    pHتحت تـاثیر   پدیوکوکوس پنتوزاسئوسکشت 

اصـیت ضـد قـارچی بـر علیـه      که باکتري مـورد نظـر داراي خ  
بـوده و  ) A. oryzae( آسـپرژیلویس اوریـزا  و  آسپرژیلوس نایجر

مشـاهده گردیـد    =5pHبیشترین خاصیت ضد قـارچی آن در  
فعالیـت ضـد   . که با نتایج پـژوهش حاضـر مطابقـت دارد   ) 30(

هـا  هاي اسید لاکتیک با توجه به نژاد و گونه آنقارچی باکتري
علاوه بر این، عوامل زیـادي بـر میـزان    . باشدبسیار متفاوت می

هاي گذاري ترکیبات ضد قارچی تولید شده توسط باکتريتاثیر
، زمـان  pHتوان به اسید لاکتیک موثر است که از آن جمله می

از ). 31(هاي تولیدي اشاره کرد گذاري و نوع متابولیتگرمخانه
د هاي اسـی میکروبی متعددي که در باکتري ساز و کارهاي ضد

هاي اثر متقابل بین اسید توان بهلاکتیک گزارش شده است می

ــایین، دي اســتیل و   ــا ترکیبــات داراي وزن مولکــولی پ ــی ب آل
  .)32، 33( پپتیدهاي زیست فعال نیز اشاره کرد

در ایــن پــژوهش بــراي نخســتین بــار در کشــور، بــاکتري 
ــدیوکوکوس استیلســی ــب   پ ــه لاکتیکــی غال ــوان جدای ــه عن ب

ــرش آرد ک ــولی   خمیرت ــه روش مولک ــازي و ب ــو جداس ــل ج ام
هاي ضد میکروبـی ایـن جدایـه    همچنین ویژگی. شناسایی شد

هاي رشد هاي خام و خنثی شده حاصل از فازلاکتیکی و پالیده
نتایج به دسـت  . لگاریتمی و سکون آن مورد بررسی قرار گرفت

آمده نیز حاکی از خاصیت ضد باکتریایی و ضد قارچی جدایـه  
-امروزه با توجـه بـه نگرانـی   . هاي کشت آن بودیدهمذکور و پال
هاي غذایی فرموله شده، نیـاز بـه   کنندگان فرآوردههاي مصرف

هـاي  هـا و نگهدارنـده  بیوتیـک هاي طبیعی براي آنتـی جایگزین
هاي اسید لذا استفاده از باکتري. باشدتر میشیمیایی محسوس
رار گرفتـه  ها بسیار مـورد توجـه ق ـ  هاي آنلاکتیک و متابولیت

تـوان از  با توجه بـه نتـایج حاصـل از ایـن پـژوهش مـی      . است
گر یا کشت همـراه  به عنوان کشت آغازپدیوکوکوس استیلسی 

هـاي حاصـل از   در فرآوري مواد غـذایی تخمیـري و یـا پالیـده    
کشت این جدایه به واسطه برخورداري از قابلیت ضد میکروبـی  

 .اد غـذایی بهـره بـرد   به عنوان نگهدارنده زیستی در فرآوري مو
هـاي  شناسـایی و تعیـین ویژگـی    بـراي  بیشتري البته مطالعات

بایـد صـورت    میکروبی جدایـه لاکتیکـی مـذکور    ضد ترکیبات
  .گیرد
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Background and Objectives: Non-aseptic fermentation ecosystems such as sourdough are the best substrate for lactic 
acid bacteria (LAB) with antimicrobial properties. This study was carried out to evaluate the antimicrobial properties of 
a dominant isolated LAB from whole barley sourdough against some food borne pathogens.  

Materials & Methods: In this experimental study after molecular identification of LAB isolate, the antimicrobial 
properties of the isolate and it’s cell free culture filtrate (CCF) as native and neutralized CCF, obtained from logarithmic 
and stationary phases were investigated. For this purpose, disc diffusion and microdilution (antibacterial) and also 
overlay and agar spore spot (antifungal) methods were used. Results were compared by the one way analysis of 
variance. 

Results: Sequencing results of PCR products lead to identification of Pediococcus stilesii as LAB isolate from barley 
sourdough. Results of investigating the antibacterial activities indicated that the highest antagonistic effect of the isolate 
and it’s native CCF obtained from the logarithmic phase were observed against Bacillus subtilis in comparison to other 
indicator bacteria (p<0.05). Furthermore, P. stilesii and it’s CCF had proper antifungal effects on Aspergillus flavus and 
Aspergillus niger. 

Conclusion: Based on the results of this study, it is possible to use from the P.stilesii and it’s CCF as bio preservative 
for controlling some microbial indicators in food and medical technologies. 
Keywords: Pediococcus stilesii, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Bacillus subtilis, Antimicrobial activity 
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