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 چکیده

اند. ای بالا و اثرات زیستی مثبت بسیار مورد توجه قرار گرفتهطی سالیان اخیر، محصولات تخمیری به دلیل دارا بودن ارزش تغذیه سابقه و هدف:

ترین گروه باکتریایی موجود در این دسته محصولات هستند. پژوهش حاضر به منظور ارزیابی ترین و مهمهای اسید لاکتیک، عمدهباکتری

 جدا شده از ماست محلی انجام شد. Lactococcus lactis M69تیکی، ضدمیکروبی و ایمنی سویه های پروبیوویژگی

(، %2/1و  5/1، 3/1(، مقاومت به صفرا )5و  pH 3 ،4های پروبیوتیکی نظیر مقاومت به اسید )ابتدا سویه مورد نظر از نظر ویژگی ها:مواد و روش

و فعالیت همولیتیک نیز بررسی گردید. ظرفیت  DNaseشد. تولید آمین بیوژنیک، عدم فعالیت خاصیت هیدروفوبیستی، جذب کلسترول ارزیابی 

( تعیین شد. فعالیت ضدمیکروبی سویه به روش دیسک دیفیوژن آگار و نفوذ در چاهک DPPHو  ABTSاکسیدانی سویه جداسازی شده )آنتی

 ، Escherichia coli، taphylococcus aureusS، Shigella dysenteriae، monosytogenes Listeria)زا غذازاد باکتری بیماری 6آگار، علیه 

Salmonella typhimurium  وBacillus cereus )های رایج درمانی )بیوتیکمورد بررسی قرار گرفت. مقاومت نسبت به آنتیVancomycin ،

Nitrofurazone ،Chloramphenicol ،Ciprofloxacin ،Penicillin ،Nalidixic ،Imipenem ،Gentamicin.نیز بررسی شد ) 

مانی زنده %66و  pH=3مانی در زنده %66یابد. مانی بسیار کاهش میدرصد زنده pHنتایج آزمون مقاومت به اسید نشان داد که با کاهش  :هايافته

بود. سویه فعالیت  %35/56 ±42/1های نمک صفراوی رشد داشت. خاصیت هیدروفوبی مشاهده شد. سویه مذکور در تمامی غلظت pH=5در 

به  ABTSو  DPPH، میزان مهار رادیکال آزاد %41/41 ±56/1و تولید آمین بیوژنیک نشان نداد. میزان جذب کلسترول  DNaseهمولیتیک، 

به دست آمد. نتایج حاصل از اثر ضدمیکروبی نشان داد که در هر دو روش دیسک دیفیوژن و  %51/30 ±41/1 و %01/33 ±46/1ترتیب معادل 

داشتند.   .cereusBبیشترین اثر ضدمیکروبی را روی   (nCFS( و سوپرناتانت خنثی شده فاقد سلول )aCFSچاهک سوپرناتانت اسیدی فاقد سلول )

M69 lactis. L  نسبت بهChloramphenicol .بیشترین حساسیت را نشان داد 

پتانسیل پروبیوتیکی و تکنولوژیکی قابل قبولی جهت استفاده در محصولات  M69 lactis. Lمطابق با نتایج به دست آمده سویه  گیري: نتیجه

 غذایی دارد.

  ضدمیکروبیاکسیدانی، پروبیوتیک، اثر ، فعالیت آنتیلاکتوکوکوس لاکتیس واژگان كلیدي:

 

 های اصلیپیام
 Lactococcus lactis M69  توانستpHهای صفراوی را تحمل کند و نسبت به شرایط دستگاه گوارش ها و درصدهای مختلف نمک

 سازگاری نشان دهد.
 L. lactis M69  ،فاقد فعالیت همولیتیکیDNase .و تولید آمین بیوژنیک بود 

 M69 lactis. L .پتانسیل پروبیوتیکی قابل قبولی جهت استفاده در محصولات غذایی دارد 
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  مقدمه 

دارا بودن ارزش های اخیر، محصولات تخمیری به دلیل طی سال

ای بالا و اثرات زیستی مثبت بسیار مورد توجه قرار تغذیه

ن تریترین و مهمهای اسید لاکتیک، عمدهاند. باکتریگرفته

گروه باکتریایی موجود در این دسته محصولات هستند که برای 

فرآوری انواع محصولات لبنی، گوشتی، سبزیجات و غلات 

متابولیزه کردن مواد سازنده گردند و توانایی استفاده می

ماتریکس غذا و تولید ترکیباتی همانند اسیدهای آلی، آلدئیدها، 

ها، استرها، پپتیدها، اسیدهای آمینه و اسیدهای چرب را الکل

های اسید لاکتیک دارند. مطالعه خواص تکنولوژیکی باکتری

جدا شده از منابع مختلف )مانند گیاهان، پنیر و معده انسان( 

های بالقوه این گروه میکروبی جهت استفاده ن دهنده ویژگینشا

در بسیاری از تولیدات غذایی تخمیری از جمله محصولات لبنی 

های مهم تکنولوژیکی ها ویژگیباشد. این دسته از باکتریمی

نظیر اتولیتیک، لیپولیز، پروتئولیز و تجزیه سیترات را داشته که 

ی میکروبی و ایجاد عطر و طعم هادر تولید ترکیبات و متابولیت

(. به علاوه، 1، 2های لبنی نقش مهمی دارند )مطلوب فرآورده

فعالیت ضدمیکروبی و ارزیابی ایمنی باکتری، دو ویژگی مهم و 

های مفید برای انسان هستند. فعالیت حیاتی باکتری

های اسید لاکتیک سبب کنترل فرآیند ضدمیکروبی باکتری

(. علاوه 3گردد )تخمیر و افزایش زمان ماندگاری محصولات می

ن خانواده، پروبیوتیک های ایبر موارد ذکر شده، بعضی گونه

هستند؛ پروبیوتیک ها نوعی مکمل غذایی هستند که از 

اند. تفاوت های بالقوه مفید تشکیل شدهها و قارچباکتری

خشی بها مرتبط با خواص سلامتها با سایر ریززندهپروبیوتیک

زایی، محرک سیستم ایمنی، زایی، ضدجهشهمچون ضدسرطان

ای، درمان انواع ش ارزش تغذیهکاهندگی کلسترول سرم، افزای

باشد های دستگاه گوارش و دستگاه ادراری میاسهال، عفونت

ها از طرف اتحادیه اروپا و سازمان غذا و داروی (. این باکتری4)

 اند و از نظرخطر شناخته شدههای بیآمریکا به عنوان باکتری

ه بای در صنایع تخمیر مواد غذایی درجه غذایی به طور گسترده

های گیرند. باکتریویژه پنیر، ماست و ... مورد استفاده قرار می

های مختلفی از جمله: لاکتیک اسید شامل جنس

Lactobacillus ،Lactococcus ،sterptococcus ،

Carnobacterium  وEnterococcus باشند. میLactococcus 

lactis ترین ها و پرمصرفبهترین گونه در میان لاکتوکوک

های تخمیرکننده مواد غذایی در سراسر تری در میان باکتریباک

 (.5جهان است )

با توجه به افزایش مصرف مواد لبنی صنعتی، کاهش یا حذف 

پذیر است. از طرفی، جداسازی و های پروبیوتیک امکانسویه

ها در محصولات لبنی سنتی و تلاش برای تولید شناسایی آن

ی لبنی، با توجه به اهمیت در هابیشتر و استفاده در فراورده

(. در 6شود )ارتقای سلامتی عمومی، امری مهم تلقی می

های پروبیوتیکی، ضدمیکروبی و ایمنی پژوهش حاضر، ویژگی

جدا شده از ماست محلی مورد بررسی  L. lactis M69سویه 

 قرار گرفت.

  هامواد و روش 

 L. lactis M69جداسازی و شناسایی سویه  

و همکاران  Saboktakin-Riziدر این مطالعه مطابق با پژوهش 

ه ها ب( جداسازی و شناسایی سویه انجام پذیرفت. نمونه2121)

حت شرایط یخچالی تآوری و صورت تصادفی از بازار محلی جمع

گرم( به  5به آزمایشگاه منتقل شدند. مقدار مشخصی از نمونه )

ها هموژنیزه افه و نمونهدرصد اض 1/1لیتر آب پپتونه میلی 45

( روی محیط 11-1-11-6های تهیه شده )شدند، سپس از رقت

MRS  آگار کشت داده شد. در مرحله بعد، سویه کشت شده

 DNAآمیزی گرم و کاتالاز قرار گرفت. استخراج تحت رنگ

)دنا  Genomic DNA isolation VIژنومی با استفاده از کیت 

 MRSزیست آسیا، ایران( انجام و به مدت یک شب در محیط 

 های حاویبراث کشت شدند. پس از ایجاد رسوب در میکروتیوب

میکرولیتر بافر  211سوسپانسیون میکروبی و حل نمودن در 

فسفات و اضافه کردن محلول آنزیمی برای حصول حجم نهایی 

د. از عمل گردی میکرولیتر، مطابق با پروتکل شرکت سازنده 51

ها بر مبنای نواحی حفظ که طراحی آن Universalپرایمرهای 

در کیت  PCRاست، استفاده شد و واکنش  16S rRNAشده 

PCR  میکرولیتر انجام گردید.میکروتیوب  15/25و حجم نهایی

در دستگاه ترموسایکلر قرار گرفت. طبق نتایج به  PCRحاوی 

بت و کاتالاز منفی با میزان دست آمده، ایزوله با خواص گرم مث

 (.2بود ) L. lactis M69درصد متعلق به سویه  60شباهت 

 L. lactis M69های پروبیوتیکی سویه ویژگی

 های صفراویآزمون مقاومت به اسید و نمک

زاده و همکاران آزمون مقاومت به اسید مطابق با روش مومن

 MRSدر محیط  L. lactis M69( انجام شد. ابتدا سویه 1411)

هوازی گراد و شرایط بیدرجه سانتی 32براث تلقیح و در 

لیتر از میلی 21ساعت،  24گذاری شد. پس از گرمخانه

ل گردید. قتسوسپانسیون میکروبی به لوله فالکون استریل من
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، Hermleدار )های باکتری با استفاده از سانتریفیوژ یخچالسلول

گراد با سرعت درجه سانتی 4ی دقیقه در دما 11آلمان( به مدت 

g 5111  از محیط کشت جدا شدند. رسوب باکتری جهت حذف

کامل محیط کشت، با محلول بافر فسفات استریل )شرکت 

Bioidea شستشو گردید. مجدد محتویات فالکون سانتریفیوژ )

و مایع رویی دور ریخته شد. رسوب تشکیل شده در بافر فسفات 

ط دستگاه اسپکتروفوتومتر که توسحل گردید به طوری

(Biowave II, Wp در طول موج )نانومتر، جذب  611، انگلستان

میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی  51رویت شود. سپس  6/1

میکرولیتر بافر فسفات  451میکروتیوب دارای  4تهیه شده در 

 5/2( کشت شده و بعد از 3-5های متفاوت )pHاسیدی دارای 

گراد و شرایط درجه سانتی 32ی در دمای گذارساعت گرمخانه

ها بر ( از نمونه تهیه و از آن11-11های پیاپی )تا هوازی، رقتبی

ها در شرایط آگار کشت سطحی داده شد. پلیت MRSمحیط 

گذاری شدند. گراد گرمخانهدرجه سانتی 32هوازی و دمای بی

ی هاساعت با شمارش کلنی 24مانی سویه، بعد از درصد زنده

تشکیل شده روی محیط کشت توسط کلنی کانتر و مقایسه با 

 (.0نمونه کنترل محاسبه گردید )

سازی سویه در جهت انجام آزمون مقاومت به صفرا، پس از فعال

 32گذاری در دمای ساعت گرمخانه 24براث ) MRSمحیط 

 4و دمای g 6111دقیقه در دور  5گراد( به مدت درجه سانتی

، سوسپانسیون میکروبی سانتریفیوژ شد. پس گراددرجه سانتی

مانده با محلول فسفات بافر از حذف محیط کشت، رسوب باقی

میکرولیتر از  111شستشو و مجدد سانتریفیوژ شد. 

آگار حاوی  MRSسوسپانسیون میکروبی تهیه شده روی محیط 

درصد نمک صفراوی کشت داده شد. به مدت  2/1و  5/1، 3/1

گراد درجه سانتی 32ر انکوباتور با دمای ها دساعت پلیت 24

هوازی قرار گرفتند. پس از پایان زمان تحت شرایط بی

 (.0)  گذاری، نتایج به صورت چشمی مشاهده شدگرمخانه

 هیدروفوبیستی سطح سلول

های غیرقطبی با شاخص ها برای اتصال به حلالتمایل باکتری

الا، ستی بگردد. هیدروفوبیهیدروفوبیستی سطحی بیان می

توانایی نقل مکان از محیط آبی به محیط آلی یا غیرقطبی را به 

باکتری داده و باکتری قادر است به ذرات هیدروکربنی روی 

ها یای از باکترسلول یا سطوح مخاطی متصل شود. کشت شبانه

دقیقه سانتریفیوژ شده و پس از آن  12به مدت  rpm 6111در 

ستریل و سرد شسته شدند و مجدداً با استفاده از بافر فسفات ا

تنظیم  6/1نانومتر روی  611در  ODسوسپانسیون تهیه گردید. 

لیتر میلی 2لیتر با میلی 4(. از سوسپانسیون هر باکتری 1Aشد )

 1دقیقه ورتکس شد. پس از  2هگزادکان مخلوط و به مدت -ان

ساعت قرارگیری در دمای محیط و انتقال باکتری بین دو فاز، 

(. با 2A( )6نانومتر قرائت گردید ) 611جذب محلول آبی در 

 معادله زیر هیدروفوبیستی محاسبه شد:

درصد هیدروفوبیستی = [
𝐴1−𝐴2

𝐴1
] × 111                  

 

 ، فعالیت همولیتیک و آمین بیوژنیکDNase آزمون

، ابتدا سویه مورد نظر به DNaseجهت انجام تست فعالیت 

کشت داده شد و تولید آنزیم  DNaseصورت خطی بر محیط 

گراد درجه سانتی 32گذاری در دمای ساعت گرمخانه 40پس از 

مورد بررسی قرار گرفت. تشکیل هاله شفاف و صورتی رنگ 

 (.11ها، به عنوان پاسخ مثبت گزارش گردید )اطراف کلونی

)مرک،  Tryptic Soy Agarاز طریق کشت خطی بر محیط 

می/حجمی خون گوسفند، بررسی فعالیت درصد حج 2آلمان( با 

ساعت  24ها به مدت ها انجام پذیرفت. پلیتهمولیتیک سویه

گراد قرار داده شدند. درجه سانتی 32در انکوباتور با دمای 

تشکیل هاله شفاف، هاله سبز رنگ یا عدم تشکیل هاله در اطراف 

 β-hemolysis ، α-hemolysisکلنی ها به ترتیب نشان دهنده 

های است. در این آزمون از باکتری γ-hemolysisو 

Staphylococcus aureus  وEscherichia coli  به عنوان نمونه

، 11) استفاده شدα-hemolysis و   β-hemolysisکنترل برای

11.) 

( محیط کشت حاوی 2121مطابق با مطالعه برزگر و همکاران )

هیستیدین -ساز از جمله الآمینواسیدهای پیش

اورنیتین -هیدروکلرید، نمک تیروزین دی سدیم، المونو

مونوهیدروکلرید ال لیزین مونوهیدروکلرید طراحی شد و جهت 

ها برای تولید آمین بیوژنیک با تشخیص توانایی سویه

 .Lدکربوکسیلاسیون اسیدهای آمینه مورد استفاده قرار گرفت. 

lactis M69  روی محیط کشتMRS  درصد از  1/1براث دارای

فسفات -5درصد پیریدوکسال  115/1ساز و هر اسیدآمینه پیش

آگار دارای  MRSکشت داده شد. جهت تشخیص سویه از محیط 

درصد بروموکرزول بنفش  16/1اسید آمینه و فاقد آن )حاوی 

گذاری، روز گرمخانه 5الی  2)سیگما( استفاده گردید. پس از 

های اطراف نشان رنگ بنفش در کلونی نتیجه مثبت با ایجاد

 (.12شود )داده می

 اکسیدانیگیری فعالیت آنتیاندازه

 ABTSمولار میلی 2، در ابتدا با مخلوط نمودن ABTSدر روش 

مولار پرسولفات پتاسیم میلی 45/2)سیگما، آلدریچ( و 

(Daejung chemical and metals, Siheung, Korea محلول )

ABTS 311میکرولیتر از محلول تهیه شده و  611د. تهیه گردی 

گذاری شدند. دقیقه گرمخانه 31میکرولیتر از نمونه ترکیب و 
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نانومتر خوانده شده و فعالیت مهار  234جذب در طول موج 

 (.13از رابطه زیر محاسبه گردید ) ABTSرادیکال به روش 

(1 −
𝐴

نمونه

𝐴
شاهد

) ×  های آزاد= درصد مهارکنندگی رادیکال 100

اثر سویه مذکور بر فعالیت مهار رادیکال مطابق با روش علیزاده 

 MRS( بررسی شد. سویه در محیط 2123بهبهانی و همکاران )

گراد درجه سانتی 32ساعت در  24آگار کشت داده و به مدت 

ها ( نمونهPBSنگهداری شد. با استفاده از بافر فسفات سالین )

دقیقه سانتریفیوژ  5ت به مد 5000rpmبار شسته و با سرعت  2

-2و2اکسیدانی انجام پذیرفت. جهت ارزیابی فعالیت آنتی

لیتر محلول میلی 2(، DPPHهیدرازیل )پیکریل-1-فنیلدی

لیتر از نمونه میلی 2مولار( و میلی 14/1) DPPHمتانولی 

درجه  32دقیقه در دمای  31باکتری با هم ادغام شده و 

تند. میزان جذب در طول موج گراد و تاریکی قرار گرفسانتی

کننده ظرفیت جداسازی برای خنثی نانومتر مشخص 521

 (.11است ) DPPHهای نمودن رادیکال

 جذب کلسترول

 کلسترول سبکات-اکسی اتانیلدرصد و پلی 3/1نمک صفراوی 

میکرولیتر کلسترول اضافه  111براث حاوی  MRSبه محیط 

 31هوازی و دمای ساعت در محیط بی 24شد. نمونه به مدت 

گراد نگهداری شد. نمونه براث فاقد کشت به عنوان درجه سانتی

 (.11کنترل درنظر گرفته شده بود )

 بیوتیک و فعالیت ضدمیکروبیمقاومت به آنتی

 L. lactis M69جهت بررسی و تشخیص حساسیت یا مقاومت 
های رایج درمانی، سوسپانسیونی معادل بیوتیکنسبت به آنتی

فارلند از محیط کشت جامد میکروارگانیسم تهیه و  نیم مک

آگار کشت داده شد. در  MRSمیکرولیتر از آن بر محیط  111

، Vancomycinبیوتیک، های آنتیمرحله بعد، دیسک

Nitrofurazone ،Chloramphenical ،Ciprofloxacin ،

Penicillin ،Nalidixic ،Imipenem ،Gentamicin  توسط پنس

ها در جار محیط کشت قرار داده شد. پلیتاستریل روی 

گذاری شدند. گراد گرمخانهدرجه سانتی 32هوازی در دمای بی

های ساعت، قطر هاله عدم رشد در اطراف دیسک 24پس از 

گیری و نتیجه بر حسب کش اندازهبیوتیک توسط خطآنتی

 (.0متر گزارش شد )میلی

ابتدا  L. lactis M69جهت بررسی و ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی 

آگار کشت داده شده  MRSسویه مورد نظر، روی محیط کشت 

د های رشهوازی انکوبه شد. سپس، کلونیساعت در جار بی 24و 

ساعت در  24براث تلقیح شده و به مدت  MRSیافته در محیط 

گذاری گراد گرمخانهدرجه سانتی 32هوازی در دمای جار بی

درجه  4در دمای  rpm 5111شدند. سانتریفیوژ در دور 

دقیقه انجام پذیرفت. بخشی از  11گراد به مدت سانتی

اولیه که به دلیل فعالیت  pHسوپرناتانت فاقد سلول با 

ها و تولید اسیدهای ارگانیک تشکیل شده، میکروارگانیسم

قسمت دیگرسوپرناتانت با استفاده  pH( و aCFSاستفاده شد )

( و برای سنجش nCFSنظیم )ت 5/5از سدیم هیدروکسید روی 

فعالیت ضدمیکروبی استفاده گردید. جهت اطمینان از نبود 

سلول در هر دو سوپرناتانت، با استفاده از فیلتر سر سرنگی و 

( لیوفیلیزه BETA LCS plus 2-8کن انجمادی )دستگاه خشک

دهی تحت گراد و حرارتدرجه سانتی -45شدند )انجماد در 

 41گراد به مدت درجه سانتی 32ر دمای بار دمیلی 30/1خلأ 

ساعت(. پودرهای لیوفیلیزه شده از هر دو نوع سوپرناتانت با 

لیتر آب مقطر استریل شده و پتانسیل میلی 2استفاده از 

ها با روش انتشار در آگار مورد بررسی قرار ضدمیکروبی آن

زا گرم مثبت سویه بیماری 3گرفت. در آزمون مورد بررسی از 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 ،Listeria 

monosytogenes ATCC 19115،Bacillus cereus ATCC 

 Shigellaزا گرم منفی نظیر سویه بیماری 3و  14579

dysenteriae PTCC 1188 ،Salmonella typhimurium 

PTCC 1609  وEscherichia coli ATCC 25922  .بودند

های پاتوژن تهیه و بر سویهغلظتی معادل نیم مک فارلند از 

)مرک، آلمان( کشت داده شد. سپس با استفاده  MHAمحیط 

لیتر روی محیط ایجاد و میلی 6از انتهای پیپت استریل به قطر 

میکرولیتر از سوپرناتانت خنثی و اسیدی باکتری، در  111

درجه  32ساعت در دمای  40ها ریخته شد. به مدت چاهک

ر طکش قگذاری گردید و با استفاده از خطگراد گرمخانهسانتی

 (.6هاله عدم رشد محاسبه شد )

ای هجهت بررسی فعالیت ضدمیکروبی به روش دیسک، سویه

در محیط  L. lactis M69و سویه  MHBپاتوژن در محیط کشت 

MRS  گراد درجه سانتی 32ساعت در دمای  24براث به مدت

نگهداری شدند. سپس استاندارد نیم مک فارلند از سویه 

های دقیقه دیسک 15دید. به مدت لاکتیکی و پاتوژن تهیه گر

کاغذی )پادتن طب، ایران( در عصاره باکتری قرار داده شدند و 

های آگار حاوی سویه MRSهای در مرحله بعد روی پلیت

گذاری در دمای ساعت گرمخانه 24زا قرار گرفتند. بعد از بیماری

کش گراد، قطر هاله عدم رشد توسط خطدرجه سانتی 32

 شد.گیری اندازه

 آنالیز آماری

های آزمایش با روش آنالیز واریانس تجزیه و تحلیل داده

صورت پذیرفت. جهت  23نسخه  SPSSافزار طرفه توسط نرمیک

ای دانکن و سطح ها از آزمون چند دامنهمقایسه میانگین
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 Excel 2016درصد و برای رسم نمودارها از  65اطمینان 

 استفاده گردید.

 هايافته 
 های صفراویمقاومت به اسید و نمکآزمون 

در  pHدر درصدهای متفاوت  L. lactis M69مانی درصد زنده

( pH=3های بسیار اسیدی )pH، آورده شده است. در 1جدول 

 pHدرصد بود و با افزایش  66مانی کمتر و برابر با میزان زنده

مانی و سویه موردنظر افزایش یافت به طوری که در درصد زنده

pH=5، 66 مانی سویه مشاهده گردید.درصد زنده 

 

 L. lactis M69مانی درصد زنده .0 جدول

L. lactis M69 pH=3 pH=4 pH=5 
 درصد 66 درصد 61 درصد 66 مانیدرصد زنده

 
های متفاوت نسبت به غلظت L. lactis M69مقاومت سویه 

درصد وزنی/حجمی( بررسی  2/1و  5/1، 3/1های صفراوی )نمک

، گزارش گردید. طبق نتایج به دست آمده، 2و نتایج در جدول 

های مختلف نمک صفراوی سویه دارای توانایی رشد در غلظت

 بود.

 

های صفراوی بر های مختلف نمکتأثیر غلظت .2 جدول

 L. lactis M69میزان رشد سویه 

  2/1  5/1 3/1 کنترل های صفراویباکتری/درصد نمک
L. lactis M69 رشد رشد رشد رشد 

 

 هیدروفوبیستی سطح سلول

های ها به حلالهیدروفوبیستی بر اساس میل میکروارگانیسم

باشد که توسط اجزای آبگریز موجود در آلی و غیرقطبی می

-گردد. در این راستا از انها ایجاد میغشای خارجی باکتری

هگزادکان، اتیل استات و کلروفرم جهت بررسی آبگریزی سطح 

یون سلول استفاده شده که طبق مخلوط کردن سوسپانس

سطح آبی، قبل  600ODمیکروبی و محلول غیرقطبی و سنجش 

شود. کاهش جذب و بعد از اضافه شدن محلول محاسبه می

ها، سوسپانسیون بعد از قرارگیری در معرض هیدروکربن

(. میزان آبگریزی 6نماید )هیدروفوبیستی باکتری را تعیین می

L. lactis M69  به دست آمد. 35/56 ±42/1معادل 

DNaseفعالیت همولیتیکی و تولید آمین بیوژنیک ، 

 .Lتوسط  DNaseبر اساس مشاهدات، نتیجه آزمون تولید 

lactis M69 گونه ناحیه مشخصی در اطراف منفی بوده و هیچ

ها بر محیط کشت رؤیت نگردید. نتیجه منفی آزمون کلنی

دهنده عدم تجزیه خون و عدم فعالیت همولیتیکی نشان

های بیوژنیک باشد. آمینوسیله سویه مذکور میزایی بهبیماری

 .Lدر بروز مسمویت غذایی حائز اهمیت هستند؛ در سویه 

lactis M69 نیک مشاهده نشد. بنابراین، طبق ژتولید آمین بیو

تواند سلامت نتایج به دست آمده این سویه ایمن بوده و می

 عمومی را افزایش دهد.

 ABTSو  DPPHاکسیدانی ارزیابی خاصیت آنتی

دهنده نتایج حاصل از میزان مهار رادیکال آزاد ، نشان1شکل 

 است. L. lactis M69توسط 

 
 L. lactis( ABTSو  DPPHاکسیدانی )فعالیت آنتی. 0شکل 

M69. 

 جذب کلسترول

افزایش دریافت و تجمع بیش از حد کلسترول در بدن منجر به 

های هایی نظیر سرطان، چاقی، دیابت و انواع بیماریبروز بیماری

شود که نتیجه آن، افزایش نرخ مرگ و میر عروقی می-قلبی

ترین روش جهت درمان و کاهش های دارویی رایجاست. درمان

بیش از حد دارو  کلسترول در بدن هستند با این حال، مصرف

شود و سلامت انسان را به های گوارشی میسبب ایجاد بیماری

های اندازد. امروزه استفاده از محصولات حاوی باکتریخطر می

پروبیوتیک به دلیل بهبود عملکرد و حفظ تعادل روده و نیز 

گردد. در پژوهش حاضر افزایش سیستم ایمنی بدن توصیه می

L. lactis M69  درصد 41/41 ±56/1کلسترول را به میزان 

 کاهش داد.

 ها و فعالیت ضدمیکروبیبیوتیکمقاومت به آنتی

نسبت به  L. lactis M69، بیانگر میزان مقاومت سویه 3جدول 

 .Lباشد. نتایج نشان داد های رایج درمانی میبیوتیکآنتی

lactis M69 بیوتیک نسبت به آنتیChloramphenicol 

متر میلی 41/22 ±20/1حساسیت را داشته که برابر با  بیشترین

 ±40/1با قطر  Imipenemبیشترین مقاومت نسبت به بود و 

 متر مشاهده شد. لیمی 51/11
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 .L. lactis M69 های رایج درمانی بر رشدبیوتیکاثر آنتی .2شکل 

های پاتوژن روی بعضی باکتری L. lactis M69اثر ضدمیکروبی 

های چاهک آگار و به ترتیب با روش 4و  3شاخص در شکل 

نتایج حاصل از روش دیسک دیفیوژن آگار نشان داده شده است. 

تمامی روی  L. lactis M69چاهک آگار حاکی از آن بود که 

به طوری که زا دارای اثر ضدمیکروبی بود، های بیماریسویه

د سوپرناتانت خنثی شده فاقکنندگی از رشد بیشترین ممانعت

 ( برaCFSو سوپرناتانت اسیدی فاقد سلول ) (nCFSسلول )

 B. cereus  35/1و  31/6 ±20/1با قطر هاله عدم رشد± 

و  nCFSمشاهده گردید. کمترین اثر ضدمیکروبی  21/11

aCFS  رویS. dysenteriae .در روش دیسک دیفیوژن،  بود

nCFS  برE. coli،  S. dysenteriae  وS. typhimurium تأثیر بی

 11/0 ±16/1با قطر هاله  B. cereusبوده و بیشترین اثر روی 

در روش دیسک دیفیوژن، به  aCFSمشاهده شد. علاوه بر این، 

با قطر هاله  S. dysenteriaeترتیت کمترین و بیشترین اثر را بر 

 داشت.  31/11 ±15/1با قطر   B. cereusو  61/6 21/1±

 

 

 (.nCFSو  aCFS) CFSهای بدون سلول بر اساس روش چاهک آگار؛ سوپرناتانت  L. lactis M69فعالیت ضدمیکروبی  .3شکل 
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 (.nCFSو  aCFS) CFSهای بدون سلول بر اساس روش دیسک دیفیوژن آگار؛ سوپرناتانت  L. lactis M69فعالیت ضدمیکروبی  .4شکل 

 

  بحث 
های ترین گروههای اسید لاکتیک یکی از مهمباکتری

ارتقادهنده سلامت میکروبیوتای روده انسان هستند و نقش 

ادل ضدمیکروبی، متعها مرتبط با تولید ترکیبات محافظتی آن

زا است های بیمارینمودن فلور میکروبی روده و حذف گونه

ها باید توانایی زنده ماندن در دستگاه گوارش پروبیوتیک (.14)

را داشته باشند و از این رو، اثرات مفیدی بر سلامتی میزبان 

دارند. با این حال، با قرارگیری در معرض شرایط معده و روده، 

ابد. یهای مصرف شده کاهش میبخش پروبیوتیکاثرات سلامت

ش مهمی ها، نقپروبیوتیکبنابراین کلونیزاسیون در روده توسط 

ها دارد. همچنین توانایی چسبیدن به در بروز خواص آن

نیاز برای کلونیزاسیون باکتری در دستگاه اپیتلیوم یک پیش

باشد گوارش و یکی از معیارهای انتخاب پروبیوتیک مناسب می

(15.) 

های های صفراوی، برای سلولاز طرفی جزء اصلی صفرا، نمک

زیرا توانایی تغییر ساختار غشای سلولی را  زنده سمی هستند

 های پروبیوتیک زنده به رودهدارند، در نتیجه برای رسیدن سویه

کوچک یا بزرگ باید در معرض صفرا قرار بگیرند. همچنین 

ظرفیت زنده ماندن در روده و تولید اسید لاکتیک، به حفظ 

های محیط اسیدی در روده کمک کرده و از رشد باکتری

، اتصالات محکم میان L. lactisنماید. زا جلوگیری میریبیما

های اپیتلیال روده را تقویت کرده و منجر به افزایش سلول

گردد؛ این ویژگی نفوذپذیری روده را یکپارچگی سد روده می

کاهش داده و از ورود ترکیبات مضر به جریان خون جلوگیری 

کردند که سویه ( بیان 2124و همکاران ) Chiara (.16)کند می

L. lactis سازی دستگاه هنگام قرارگیری در شرایط شبیه

 %61گوارش نرخ بقای بالایی داشت، به طوری که بیش از 

 .Lهای زنده ماندند. علاوه بر آن، سویه =pH 3ها در سلول

lactis D3  وL. lactis A5  بیشترین حساسیت نسبت به غلظت

مانی به ه و میزان زندههای صفراوی را نشان دادنمک 3/1%

های گزارش شد. در مقابل، سویه درصد 52و  62ترتیب معادل 

I1 ،I7  وA3  درصد مقاومت به نمک  111و  66، 111به ترتیب

صفراوی نشان دادند که مطابق با نتایج به دست آمده از این 

های متفاوت با توانایی مانی در غلظتپژوهش بود. میزان زنده

های جدا شده از منابع مختلف مرتبط دانستند تحمل سویه

ین نتایج حاصل از مطالعه سایر پژوهشگران نیز با ا (.14)

و همکاران  Lee خوانی داشت. در این راستا،پژوهش هم

های اسید لاکتیک جدا شده از ( نشان دادند که باکتری2123)

ده سازی شکیمچی نرخ بقای بالایی در دستگاه گوارش شبیه

( به بررسی 2122و همکاران ) Salanski (.15)داشتند 

ختند و پردا L. lactis IBB109و  L. lactis IBB417های سویه

مانی در حضور های مذکور توانایی زندهنتیجه گرفتند سویه

های پایین را داشتند pHنمک صفراوی و قرارگیری در  1/3%

و  Cunhaتوسط  4و  3، 2های pHمانی در توانایی زنده (.12)

 .L( بررسی گردید. نتایج نشان داد که سویه 2121همکاران )

lactis R7 مانی و ، توانایی زندهپس از گذشت زمان موردنظر

های ذکر شده را داشت. به علاوه، این سویه نسبت pHتحمل 

های صفراوی مقاومت نشان داده و زنده ماندن به حضور نمک

 .Lهای پتانسیل پروبیوتیکی سویه (.10)سلول را حفظ نمود 

0

2

4

6

8

10

12
IZ

 (
m

m
)

DDA

aCFS

nCFS

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
ns

ft
.1

9.
4.

35
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
sf

t.s
bm

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
21

 ]
 

                             7 / 13

http://dx.doi.org/10.61186/nsft.19.4.35
http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-3877-en.html


 و همكاران بهروز علیزاده بهبهانی .../ Lactococcus lactis M69جداسازی و شناسایی سویه                                                      42

 

lactis  موجود در شیر طبیعی )خام( و تخمیر شده توسط

Kondrotiene ( بررسی شد. بنابر نتایج به 2121و همکاران )

پتانسیل  L. lactis LL76و  L. lactis LL6دست آمده دو سویه 

پروبیوتیکی خوبی داشته و در شرایط آزمایشگاهی مقاومت 

های صفراوی و اسیدی نشان دادند و بالایی نسبت به نمک

 %61نمک صفراوی بیش از  %5/1و  3/1ها در غلظت جدایه

( نیز بیان کردند 2116و همکاران ) Silva (.16)وم بودند مقا

L. lactis DF04Mi  وL. Plantarum DF60Mi  جدا شده از

ازی سشیر بز، به دلیل مقاومت مناسب در برابر شرایط شبیه

شده سیستم گوارشی، قابلیت افزوده شدن به غذاها را دارند 

(21.) Kazancigil ( بیان کردند 2116و همکاران )L. lactis 

NTH4 ،L. lactis NTH6 ،L. lactis NTH8 ،L. lactis NHT9 

های بسیار مقاوم در برابر اسید سویه L. lactis NTH10و 

داری در شرایط بسیار اسیدی توانایی طور معنیاند و بهبوده

( 2116و همکاران ) Ramalho (.21)مانی داشتند حفظ و زنده

 .L. lactis subspاکسیدانی پتانسیل پروبیوتیکی و آنتی

cremoris LL95  نتایج حاصل از بقا در  (.22)بررسی نمودند

سازی شده دستگاه گوارش و مقاومت در برابر شرایط شبیه

های صفراوی نشان داد. و نمک pHهای مختلف نمک، غلظت

( پس از =pH 3اسیدی ) pHدر  L. lactis subsp. lacticرشد 

کاهش یافته بود، در حالی که رشد  %21ساعت انکوباسیون  12

( مشاهده گردید و هیچگونه =pH 2طبیعی در شرایط خنثی )

( رؤیت نشد. همچنین سویه =pH 6رشدی در شرایط قلیایی )

نمک صفراوی پایدار بود و با افزایش غلظت  %3/1در غلظت 

های اولیه در محیط کشت باکترینمک صفراوی، کاهش تعداد 

 (.23)مشاهده شد 

هیدروفوبیستی یا آبگریزی سطح سلول بر اساس میزان میل 

ن های آلی و غیرقطبی تعییها به حلالترکیبی میکروارگانیسم

شود. در واقع، پتانسیل آبگریزی خاص ارگانیسم و سویه می

 تواند تحت تأثیر فاز رشد سلولی، ترکیبات سطحاست و می

سویه و ترکیبات محیط کشت قرار گیرد. از طرفی، آبگریزی بالا 

یک ویژگی مثبت از نظر خواص پروبیوتیکی است و به عنوان 

ی هاهای پروبیوتیک به سلولظرفیت چسبندگی باکتری

هیدروفوبیستی یکی از  (.14)شود اپیتلیال در نظر گرفته می

تلف مخفاکتورهای ضروری برای چسبندگی باکتری به سطوح 

و متأثر نمودن بافت میزبان است و عواملی نظیر نیروی گرانش، 

نیروی واندروالس، حرکت براونی و بار الکتریکی سطح بر آن 

اثرگذار هستند. وجود بعضی ترکیبات در سطح سلول همچون 

ساکاریدها از دلایل ایجاد این ها و پلیاسیدهای چرب، پروتئین

های میکروارگانیسم به سلول ویژگی است که از طریق آن اتصال

های مورد بررسی در (. سویه6، 24سازند )روده را ممکن می

( میزان هیدروفوبیستی 2124و همکاران ) Chiaraپژوهش 

گزارش  %0/20-5/25بالایی از خود نشان دادند که معادل 

 L. lactisو  L. lactis LL6در پژوهشی بیان شد  (.14)گردید 

LL76  21-55هیدروفوبیستی بالایی داشتند که برابر با% 

جدا شده از پنیر  L. lactis R7ایزوله  (.16)گزارش شده بود 

درصد نشان داد و بیان شد  11/11 ریکوتا هیدروفوبیستی برابر

نیازی برای چسبندگی به اپیتلیوم روده است این ویژگی پیش

تواند با به طوری که اثر مفیدی بر میزبان گذاشته و می

های پاتوژن برای مکان پیوند و اثرگذاری رقابت کند یا باکتری

میزان آبگریزی سطح سلول  (.10)ها را حذف نماید آن

که از شیر تخمیر شده  L. lactis subsp. lacticهای سویه

 (.14)نشان داده شد  %61استخراج شده بودند معادل 

ها روی محیط با توجه به عدم رؤیت ناحیه مشخص اطراف کلنی

منفی  L. lactis M69توسط  DNaseکشت نتیجه آزمون تولید 

دهنده عدم گزارش شد. عدم تجزیه خون توسط سویه نشان

 L. lactisزایی آن است که طبق نتایج به دست آمده بیماری

M69 م فعالیت همولیتیک نداشت، همچنین در پژوهش انجا

های شده تولید آمین بیوژنیک نیز مشاهده نگردید. آمین

بیوژنیک ترکیبات اساساً نیتروژنی هستند که عمدتاً با 

دکربوکسیلاسیون اسیدهای آمینه یا با آمیناسیون و انتقال 

های شوند. این ترکیبات مولکولها تشکیل میآلدهید و کتون

ها طی دنیآلی با وزن کم هستند که در مواد غذایی و نوشی

شوند یا توسط های آنزیمی مواد خام تشکیل میفعالیت

دکربوکسیلاسیون میکروبی اسیدهای آمینه، به دلیل پروتئولیز، 

یابد و فعالیت محتوای اسیدهای آمینه آزاد افزایش می

یل های باکتریایی ممکن است به تشکدکربوکسیلاسیونی آنزیم

نیک در غذاهای آمین بیوژن کمک نماید. غلظت آمین بیوژ

تخمیر شده تحت تأثیر مواد خام و بهداشت فراوری است. 

شرایط تخمیر مانند نوع باکتری مورد استفاده، مدت زمان و 

د. کنندمای فرایند و ماتریکس غذا نیز نقش مهمی را ایفا می

های بیوژنیک در بنابراین شناسایی و کاهش میزان آمین

و استفاده از آن به عنوان های غذایی به دلیل سمیت آن نمونه

 های بیوژنیکشاخص کیفی غذا حائز اهمیت بالایی است. آمین

مثل کادآورین، هیستامین، تیرامین و  S. aureusتولید شده از 

پوترسین از عوامل بالقوه مسمومیت برای انسان محسوب 

 های طبیعیها به عنوان نگهدارندهشوند. امروزه پروبیوتیکمی

ها، کنترل عواملی مهم در پیشگیری از بیماریمواد غذایی و 

آلودگی باکتریایی و قارچی و بهبود وضعیت سلامتی انسان و 

 FAO/WHO(. طبق دستورالعمل 16، 25دام مطرح هستند )

ارزیابی ایمنی میکروارگانیسم پروبیوتیک یک جنبه حیاتی 

محسوب شده است و عدم وجود فعالیت همولیتیک یکی از 
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  (.14)های پروبیوتیک است م برای انتخاب سویهمعیارهای لاز

ها به توانایی تخریب به علاوه، فعالیت همولیتیک باکتری

ای ههای باکتریهای قرمز مربوط شده و یکی از خاصیتگلبول

و  Chiara (. نتایج حاصل از پژوهش16) زا استبیماری

های آزمایش نشان داد هیچ یک از سویه( 2124همکاران )

 دهنده ماهیتنشان ندادند که نشان همولیتیکفعالیت  ،شده

( گزارش 2123و هکاران ) Lee(. 14ها بود )آن زایبیماریغیر 

اقد ف های اسید لاکتیک جدا شده از کیمچیباکتریکردند که 

از نظر ایمنی  L. lactis R7 (.15) فعالیت همولیتیکی بودند

 اقد فعالیتای که فنتایج رضایت بخشی نشان داد به گونه

DNase  و همولیتیکی بود بنابراین خطری برای سلامتی انسان

(. سایر نتایج حاصل از مطالعه 10ایجاد نخواهد کرد )

همچنین، پژوهشگران دیگر نیز با تحقیق حاضر مطابقت داشت. 

Kondrotiene ( بیان کردند تمام2121و همکاران ) های سویه

L. lactis  موجود در شیر خام و تخمیر شده فعالیت همولیتیکی

های مورد بررسی در (. به علاوه، تمامی سویه16نداشتند )

( فاقد فعالیت همولیتیک 2116و همکاران ) Silvaپژوهش 

( نشان دادند که 1411(. مسیان مقدم و همکاران )21بودند )

 شتواند از طریق کاههای پروبیوتیک میاستفاده از باکتری

های مضر و کاهش بیان ژن مولد کادآورین و جمعیت باکتری

پوترسین، منجر به کاهش تولید آمین بیوژنیک و افزایش 

 (.25کیفیت شیر گردد )

استرس اکسیداتیو ناشی از عدم تعادل میان عملکردهای 

باشد. سیستم دفاع اکسیدانی میآکسیدانی و آنتی

و هنگام افزایش شکل اکسیدانی در بدن انسان وجود دارد آنتی

اکسیدانی، اکسیداسیون ( از ظرفیت آنتیROSفعال اکسیژن )

گردد. از این ها میدهد و باعث آسیب به بافت یا سلولرخ می

های اکسیدانرو، جهت کاهش استرس اکسیداتیو از آنتی

ی در اکسیدانخارجی استفاده شده که باعث بهبود توانایی آنتی

های های اسید لاکتیک و متابولیتکتریشوند. بابدن انسان می

اکسیدان در حفظ سلامتی انسان و ها به عنوان آنتیتولیدی آن

نمایند. ها نقش مهمی ایفا میجلوگیری از ابتلا به بیماری

 اکسیدان،های آنتیساکاریدهای باکتریایی، آنزیماگزوپلی

فعال و یون منگنز برخی از اجزای پپتیدهای زیست

 های اسید لاکتیک هستنددانی موجود در باکتریاکسیآنتی

و  Cunha(. در این راستا، نتایج حاصل از پژوهش 26، 22)

پرداختند نشان  L. lactis R7( که به بررسی 2121همکاران )

بود و  DPPHداد که سویه دارای توانایی مهار رادیکال آزاد 

ه زرد باکسیدانی، تغییر رنگ از بنفش هنگام تماس با ماده آنتی

ها دارای پروبیوتیک(. همچنین بیان شد که 10مشاهده شد )

ان ها نشاثرات مفید بسیاری برای سلامتی هستند و مصرف آن

 توانند فعالیتهای پروبیوتیکی خاص میدهد که سویهمی

ون های ناشی از اکسیداسیاکسیدانی داشته باشند و آسیبآنتی

اکسیدانی مهار فعالیت آنتی LL95 L. lactisرا کاهش دهند. 

 .(22بود ) % 51/56± 60/4آن برابر با  ABTSرادیکال آزاد 

های بدن رابطه افزایش میزان کلسترول و تجمع آن در بافت

 عروقی، چاقی، سرطان-های قلبیمستقیمی با ابتلا به بیماری

شود. و... دارد که منجر به بالا رفتن نرخ مرگ و میر می

یی رایج طی مدت طولانی، سبب بروز های دارودرمان

ی خود بر سلامت انسان های گوارشی شده که به نوبهبیماری

ها جهت کنترل و ترین روشتأثیرگذار هستند. یکی از متداول

کاهش خطرات ناشی از مصرف داروهای شیمیایی، مصرف 

به  توانندهای پروبیوتیک است که میمحصولات دارای باکتری

ک کنند و باعث کاهش کلسترول و افزایش عملکرد روده کم

( 2112و همکاران ) Abushelaibi(. 20، 26سلامتی شوند )

جدا شده از شیر شتر  L. lactis KX881768بیان نمودند سویه 

. (31) دارای توانایی بالا جهت حذف کلسترول بود

Kondrotiene  ( گزارش کردند که2121و همکاران ) های سویه

L. lactis  5/1در حضور% oxgall و کلسترول رشد نکردند 

(16.) 

ها از های مفید و ارزیابی ایمنی آنفعالیت ضدمیکروبی باکتری

ها است. اثر ضدباکتریایی های مهم و ضروری باکتریویژگی

هایی همچون اسیدهای آلی، پراکسید ها به متابولیتپروبیوتیک

 باتی که باعث رشدها، دی استیل و اتانول ترکیهیدروژن، فنل

د ها، اسیدهای آلی و پراکسیشوند مرتبط است. باکتریوسینمی

ترین ترکیبات ضدمیکروبی گزارش شده هیدروژن از جمله رایج

(. 12دند )گرهای پروبیوتیک تولید میهستند که توسط باکتری

های اسید لاکتیک از طرفی، فعالیت ضدمیکروبی باکتری

ند تخمیر و افزایش ماندگاری تواند باعث کنترل فرایمی

قابلیت  ها دارایمحصولات شود و ترکیباتی از قبیل باکتریوسین

استفاده به عنوان افزودنی مواد غذایی هستند. پپتیدها یا 

های سنتز شده توسط ریبوزوم، باکتریوسین نامیده پروتئین

زای های بیماریها معمولاً از رشد باکتریشوند؛ باکتریوسینمی

کنند و ممانعت از رشد انواع مثبت جلوگیری میگرم 

زای گرم منفی به دلیل وجود اسیدهای آلی، های بیماریباکتری

 .گرددباعث میاسیدهای چرب هیدروکسی و سایر ترکیبات 

های اسید همچنین بررسی مقاومت یا حساسیت باکتری

های رایج درمانی جهت آگاهی بیوتیکلاکتیک نسبت به آنتی

های مقاومت به شود؛ ژنها امری مهم تلقی میی آناز ایمن

و مضر  های پاتوژنبیوتیک دارای توانایی انتقال به باکتریآنتی

باشند و این انتقال ژن موجب موجود در دستگاه گوارش می

د ها خواهد شبیوتیکهای پاتوژن در برابر آنتیایجاد مقاوم سویه
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 تیک مؤثر نخواهد بودبیوو در صورت بروز بیماری، مصرف آنتی

نسبت به  L. lactisهای (. مشخص گردید تمامی سویه1، 3)

Ampicillin ،Tetracycline ،Gentamicin ،Penicillin  و

Vancomycin  36الی  25با مناطق بازدارندگی در محدوده 

متر بسیار حساس بودند و فقط سه سویه در برابر میلی

Gentamicin های مقاوم بودند. به طور کلی، سویهL. lactis  به

ها حساس هستند و حساسیت بیوتیکطیف وسیعی از آنتی

ه در شود کهای بتالاکتام مشاهده میبیوتیکبیشتری در آنتی

(. سویه 14های گرم مثبت مؤثر هستند )برابر باکتری

Lactococcus MG5542  نسبت بهAmpicillin ،Gentamicin ،

Tetracycline ،Chloramphenicol ،Erythromycin ،

Vanomycin ( حساسیت 15و کلیندامایسین حساس بود .)

نسبت به  L. lactis IBB109و  L. lactis IBB417های جدایه

، Ampicillin ،Vancomycinهایی نظیر بیوتیکآنتی

Gentamicin ،Kanamycin ،Streptomycin ،Clindamycin ،

Tetracycline  وChloramphenicol  بررسی و بیان شد که هر

(. از 31های ذکر شده حساس بودند )بیوتیکدو گونه به آنتی

، Ampicillinهای رایج درمانی نظیر بیوتیکآنتی

Chloramphenicol ،Clindamycin ،Gentamicin  و

Tetracycline های اسید جهت سنجش حساسیت سویه

اده بیوتیک استفیلاکتیک جدا شده از شیر بز نسبت به آنت

 .L. lactis LS2 ،Lهای . نتایج حاکی از آن بود که سویهگردید

lactis LS3  و نسبت بهAmpicillin  وTetracycline  بسیار

،  Gentamicinحساس و حساسیت کمی در برابر 

Chloramphenicol  وClindamycin  داشتند و حساسیت سویه

L. lactis DF04Mi  بهAmpicillin  بیشتر از سایر

های تمامی جدایه (.21های رایج درمانی بود )بیوتیکآنتی

Lactococcus  :از جملهL. lactis NTH4 ،L. lactis NTH6 ،

L. lactis NTH8 ،L. lactis NTH9 ،L. lactis NTH10  به

، Chloramphenicol  ،Erythromycinسیلین، آمپی

Vancomycin ،Kanamycin ،Gentamicin  وTetracycline 

نسبت  L. lactis subsp. cremoris(. سویه 21اند )حساس بوده

، Amikacin ،Trimethoprim ،sulfamethoxazoleبه 

Tetracycline ،Clindamycin  مقاومت نشان داد و نسبت به

Ampicillin ،Chloramphenicol ،Erythromycin ،

Penicillin ،Vancomycin  وCiprofloxacin و به  حساس بود

Gentamicin ( 22حساسیت نسبی نشان داد .) خماریا و

ی ابیوتیکی را برای مجموعه( حساسیت آنتی2113همکاران )

ها به ها بررسی کردند. گزارش دادند که همه ایزوله L. lactisاز 

Ampicillin ،Erythromycin ،آمینوگلیکوزیدها ،

Ciprofloxacin  وRifampicin ها حساس هستند. کینولون

)گروه  Cefepimeو  Fosfomycinها به علاوه بر این، ایزوله

  Nalidixic acid ،Pimidixic acid، Norfloxacinبتالاکتام(، 

 (.32مقاوم بودند )

، Lactococcusهای جهت سنجش فعالیت ضدمیکروبی سویه

Chiara ( روش انتشار در چاهک آگار انجام 2124و همکاران )

، قادر I1ها به جز دادند و نتایج حاکی از آن بود که تمامی سویه

بودند و با خنثی شدن  S. sonneiبه مهار رشد سویه 

(. 14کشی به طور کامل از بین رفت )سوپرناتانت، اثر باکتری

جدا شده از پنیر ریکوتا فعالیت ضدمیکروبی  L. lactis R7سویه 

 .S؛ بیشترین اثر سویه بر های غذایی نشان داددر برابر پاتوژن

aureus (2/12 میلی ،)مترE. coli (1/11 و میلی )مترS. 

enteritidis (5/6 10متر( بود )میلی .)Perin  و همکاران

فعالیت  L. lactis subsp. lactis Lc08( نیز نشان دادند 2113)

در یک سیستم شیر  L. monosytogenesضدمیکروبی علیه 

توان از آن به گراد داشت و میدرجه سانتی 25انکوبه شده در 

عنوان یک نگهدارنده زیستی در محصولات لبنی استفاده نمود 

 .L( سویه 2112و همکاران ) Abushelaibi(. طبق مطالعه 33)

lactis KX881768  جدا شده از شیر شتر دارای فعالیت

های بر این، مشخص شد که سویه(. علاوه 31ضدمیکروبی بود )

L. lactis LS2  و L. lactis DF04MI  فعالیت ضدمیکروبی علیه

S. mutans های ایجاد شده به ترتیب برابر با داشته و قطر هاله

 .Lدر مقابل  L. lactis LL95(. 21متر بود )میلی 13و  11

monosytogenes  فعالیت ضدمیکروبی نشان داد و قطر هاله

و همکاران  Akbar(. 22متر بود )میلی 12آن برابر با عدم رشد 

 .L( بیان کردند که بیشترین فعالیت ضدمیکروبی 2116)

Lactic subsp. Lactic  علیهL. monosytogenes  وS. aureus 

 (.23بود. )

جدا شده از  L. lactisاثر ضدمیکروبی نایسین استخراج شده از 

( و B. cereusو  S. aureusشیر بز روی دو پاتوژن گرم مثبت )

( با A. baumanniiو  P. aeruginosaدو پاتوژن گرم منفی )

استفاده از روش دیسک دیفیوژن آگار توسط خراسانی و 

( بررسی گردید. بررسی قطر هاله عدم رشد 1411همکاران )

 L. lactisی نشان داد که پروتئین مستخرج از سویه جدا شده
و  S. aureus ،B. cereusبر  حاوی باکتریوسین نایسین است،

A. baumannii  اثر ضدمیکروبی داشت و منطقه ممانعت کننده

ا های نامبرده برابر باز رشد ایجاد شده به ترتیب برای باکتری

(. آنالیز آماری نتایج مطالعه 34متر بود )میلی 14و  12، 13

های جدا شده از ترخینه نشان داد که جدایه لاکتیکی گونه

له داری بین قطر هاثر ضد باکتریایی بود اما تفاوت معنیدارای ا

در حضور  E. coliو قطر هاله عدم رشد  S. aureusعدم رشد 

 (.35جدایه مذکور نداشت )
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 گیرینتیجه

ها و pHتوانست  L. lactis M69های مطالعه، مطابق با یافته

های صفراوی را تحمل کند و نسبت به درصدهای مختلف نمک

شرایط دستگاه گوارش سازگاری نشان دهد. به علاوه، فاقد 

و تولید آمین بیوژنیک بود و دارای  DNaseفعالیت همولیتیکی، 

های آزاد و جذب کلسترول را داشت. مهار توانایی مهار رادیکال

های بیوتیکبت به آنتیزا و حساسیت نسهای بیماریباکتری

های مثبت برای یک باکتری معرفی متداول به عنوان ویژگی

جداسازی شده از  L. lactis M69شود؛ از این رو، سویه می

ماست محلی پتانسیل پروبیوتیکی و ضدمیکروبی خوبی داشته 

 هایهای تأییدی دیگر و آزمایشتواند بعد از انجام تستو می

پروبیوتیکی در محصولات غذایی مورد بیشتر به عنوان مکمل 

 استفاده قرار گیرد.

 تقدیر و تشکر

علوم  دانشگاه فناوری و پژوهشی معاونت از نویسندگان

طرح  مالی حمایت جهت خوزستان طبیعی منابع و کشاورزی

 آن از مستخرج مقاله این که 53/1412شماره پژوهشی به

 .نمایندمی قدردانی و تشکر باشد،می
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Background and Objectives: In recent years, fermented products have received much attentions due to their 

high nutritional values and positive biological effects and lactic acid bacteria are the major and most important 

group of bacteria in these products. The present study was carried out to assess probiotic, antimicrobial and 

safety characteristics of Lactococcus lactis M69 strain isolated from local yogurts. 

 Materials & Methods: First, the desired strain was assessed for probiotic characteristics, including acid 

resistance (pH 3, 4 and 5), bile resistance (0.3, 0.5 and 0.7%), hydrophobic characteristic and cholesterol 

absorption. Biogenic amine production, DNase inactivity and hemolytic activity were investigated as well. 

Then, antioxidant capacity of the isolated strain (ABTS and DPPH) was assessed and the antimicrobial 

characteristic was assessed using disk diffusion and infiltration in agar well against six pathogenic bacteria 

(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Shigella dysenteriae, Listeria monosytogenes, Salmonella 

typhimurium and Bacillus cereus). Resistance to common therapeutic antibiotics (vancomycin, nitrofurazone, 

chloramphenicol, ciprofloxacin, penicillin, nalidixic, imipenem and gentamicin) was investigated. 

Results: Results of the acid resistance assessment showed that the survival percentage decreased greatly with 

the decrease in pH. Moreover, 69% survival rate was observed at pH 3 and 99% survival rate at pH 5. The 

strain grew in all bile salt concentrations. The hydrophobicity was 56.35% ±0.47. The strain did not show 

hemolytic activity and DNase and biogenic amine productions. Cholesterol absorption rate was 40.40% ±0.56 

and DPPH and ABTS free radical inhibition rates were 33.80% ±0.49 and 38.50% ±0.41, respectively. Results 

of the antimicrobial effect showed that in disc diffusion and well methods, acidic cell-free supernatant (aCFS) 

and neutralized cell-free supernatant (nCFS) included the most antimicrobial effect on B. cereus. Moreover, 

L. lactis M69 showed the highest resistance to chloramphenicol.  

Conclusion: Based on the results, L. lactis M69 strain includes acceptable probiotic and technological potentials 

for use in food products. 

Keywords: Lactococcus lactis, Antioxidant activity, Probiotic, Antimicrobial effect 
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