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هاي غالب در ترشی سیر، با استفاده از  هدف از این پژوهش شناسایی اسید لاکتیک باکتري       
یت پروبیوتیکی بالقوه    و بررسی فعال   PCRهاي اولیه بیوشیمیایی و به کمک تکنیک        آزمون

هـاي مـذکور،      بدین منظـور جهـت تعیـین پتانـسیل پروبیـوتیکی جدایـه            . آنها می باشد  
سـازي شـده    هاي تأییدي شامل بررسی مقاومت به اسید، مقاومت به شرایط شـبیه           آزمایش

زا، حساسیت نـسبت  هاي بیماريهاي صفراوي، فعالیت علیه باکتري      معده، مقاومت به نمک   
بر اساس نتایج   . ها انجام گرفت    هاي رایج و فعالیت همولیتیکی جدایه       بیوتیک  یبه برخی آنت  
ــل از  ــه BLASTحاص ــنج جدای ــه Lactobacillus plantarum، پ ــه ب ، دو جدای

 Lactobacillusو یک جدایـه بـه عنـوان      Pediococcus ethanoliduransعنوان

brevis  ایـن مطالعـه توانـایی    هـاي جـدا شـده در        لاکتیک اسید باکتري  .  شناسایی شدند 
 درصـد نمـک صـفراوي، حـساس بـه           3/0، رشد در محیط حاوي      pH 5/2مانی در   زنده
ها و فاقد فعالیت همولیتیکی بودند به همین دلیل داراي خـواص پروبیـوتیکی              بیوتیکآنتی

هاي بالا توانایی مهار رشد و نیز       هاي این پژوهش در غلظت      همچنین روماند جدایه  . هستند
هـاي ایـن پـژوهش    در نهایت جدایـه . زا را داشتند  هاي بیماري دگی بر باکتري  قدرت کشن 

توانند در آینده به عنوان سویه داراي پتانسیل پروبیوتیک به محصولات دیگر نیز افزوده                می
 .شوند

 پژوهشی_مقاله علمی
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  مقدمه - 1
 وهاي مختلف نظیر مورفولوژي  ها بر اساس ویژگیشناسایی باکتري

کلنی، شرایط کشت، حرکت، توانایی تولید اسپور و الگوي تخمیر 
شده که شناسایی  ص مشخاما امروزه. شود ها انجام می کربوهیدرات

 بر مبناي خصوصیات فنوتیپی و بیوشیمیایی چندان صرفا ها باکتري
 یهای اي از باکتري اي که در بسیاري از موارد، دسته گونه دقیق نبوده، به

گیرند از  که برمبناي این خصوصیات در یک گروه قرار می
  ].1[ي زیادي دارندها خصوصیات ژنوتیپی با یکدیگر تفاوتنظر

هاي دخیل در تخمیر  موجود در خصوص میکروارگانیسمدانش 
هاي  هاي حاصل از آزمایش ها هنوز به داده بسیاري از سبزي

در حال . بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی کلاسیک وابسته است
 شناسایی  هاي مولکولی در زمینه حاضر به کارگیري روش

ی شناسی تخمیرهاي غذای ها امکان درك بهتر بوم میکروارگانیسم
هاي ژنوتیپی مختلف  امروزه تکنیک. را فراهم آورده است

ها و تمایز بین  بسیاري به عنوان ابزاري براي شناسایی گونه
  ].2[روند کار می ها به هاي لاکتیک اسید باکتري جدایه

ها از یک گروه متنوع از  خانواده لاکتیک اسید باکتري
ا آنه.  استشده هاي گرم مثبت و بدون اسپور تشکیل باکتري

اي یا کروي باشند و غالباً فاقد  صورت میله ممکن است به
. شوند البته در موارد نادر شبه کاتالاز دیده می.کاتالاز هستند

رشد  هاي پیچیده شیمیوارگانوتروف بوده و در محیط
  ].3[کنند می

است که در ها  سرشار از اسید باکتريسیر   تخمیريمحصولات
. ]4[کنند در محصول ایجاد می اثرات مفیدي آنطی فرآوري 

هاي اصلی مورد استفاده  میکروارگانیسم ها لاکتیک اسید باکتري
باشند،  براي تولید محصولات غذایی تخمیري سنتی و جدید می

هاي حسی  ها هم مسئول حفاظت و هم مسئول ویژگی آن
 . محصول نظیر رنگ، طعم و بافت آن هستند

Lactobacillus plantarumر تخمیر و نقش مهمی د
این باکتري . کند  ایفا میمحصولات تخمیري سبزیجاتفرآوري 
اي طولانی از مصرف ایمن و طبیعی در انواع  تاریخچه

  L. plantarumهاي انواع گونه. محصولات غذایی دارد
هاي  توانایی ایجاد التهاب ندارند و نسبت به اسید معده و نمک

عنوان  اي در معرفی به قوهاند، بنابراین پتانسیل بال صفراوي مقاوم
   .]5[سویه پروبیوتیک دارد

ي پیازها ، گیاهی از تیرهAllium sativumسیر با نام علمی 
)Asparagales (ي سیرها و سرده)Allium ( با دوره زندگی

 که اولین بار در آسیاي مرکزي دو ساله یا چند ساله است
روي کشت شده و قرن هاست که به عنوان ادویه، سبزي و دا

. شوداي تا آسیاي مرکزي استفاده میگیاهی از مناطق مدیترانیه

هاي مورد مصرف در ایران تقاضاي بالایی ترشی سیر بین ترشی
تواند به دلایل ارگانولپتیکی و یا اثرات این موضوع می. دارد

بر خلاف سایر . مفید بر سلامتی گزارش شده سیر مربوط باشد
لکرد اصلی آنها تأمین عطر و پایه سیر، که عمبر محصولات 

 است که توسط ترکیبات گوگرد فرار ارائه خاصیطعم تند 
، به دلیل غیرفعال شدن آنزیم آلیناز، سیر ترشی عاري از شود می

هدف از این پژوهش جداسازي و  .]20[ است این طعم تند
 و بررسیشناسایی فلور لاکتیکی اصلی در سیر ترشی 

  . آنها بودبالقوهخصوصیات پروبیوتیکی 
  

  مواد و روش - 2
  ها تهیه نمونه - 2-1

  .دشتهیه بازار محلی قوچان  ساله  از 7ترشی سیر 
   و اسیدیتهpHگیري  اندازه - 2-2

و اسیدیته بر طبق روش   مترpHبه کمک  pHتغییرات 
درصد . گردیدگیري  اندازهاستاندارد تیتراسـیون بر اساس 

 1/0تراسیون با سود اسیدیته بر حسب اسید لاکتیک به روش تی
  .شدنرمال در مجاورت فنل فتالئین طبق فرمول زیر محاسبه 

  
S sample taken in (ml), N the amount of NaOH 
consumed in (ml) 

  ها اسید باکتريجداسازي لاکتیک -3- 2
 در شرایط استریل به درون کیسه مخصوص   گرم از نمونه10

لیتر سرم فیزیولوژي  ی میل90استومکر ریخته و به هر کیسه 
 rpm260  دقیقه با دور 5مدت   هر کیسه به  واستریل افزوده

د شتهیه ) 10-4 تا رقت 10- 2رقت (هاي بعدي مخلوط و رقت
 درجه 37هوازي در جار و گاز پک در  و در شرایط بی

سپس . گردیدگذاري  خانه ساعت گرم24گراد به مدت  سانتی
از رنگ آمیزي گرم بر روي پس  تهیه و ها کلنیکشت خطی از 

  .]6[دشآنها تست کاتالاز انجام 
  ها  از جدایهDNAاستخراج  - 2-4
 جهت تهیه گراد سانتی  درجه 37 در ه ساعت24  کشتاز

 DNAجهت استخراج . ددیرگ استفاده سوسپانسیون اولیه
 مراحل   استفاده و همهDNA  از کیت استخراج،ها جدایه

  .]7[پذیرفتمطابق دستورالعمل کیت انجام 
  PCR انجام - 2-5

 دشیتر حجم در نظر گرفته  میکرول30براي هر مخلوط واکنش 
جهت تعیین توالی .  آورده شده است1که اجزاي آن در جدول 

شده،   آنها استخراجDNAهایی که  در جدایه16S rRNAژن 
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 استفاده 1492R و برگشت 27Fاز پرایمرهاي رفت 
در ) 2جدول  (PCRکنش پس از اختلاط اجزاي وا .]7[گردید

 میکرولیتر، تکثیر ژن با برنامه دمایی مندرج در 2/0میکروتیوب 
 .]9 و 8[گرفتصورت ) 3(جدول 

  

Table 1 Nucleotide sequence of primers used in this study 
Nucleotide sequences  Primer name  

GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG    Forward Primer  
GAA AGG AGG TGA TCC AGC CG  Reverse Primer   

  

Table 2 Specifications of PCR reaction components 
Volume used (micro liters)  Components of the reaction 

11/25  Master Mix 
3  DNA template  

2/25    Forward Primer  
2/25  Reverse Primer  

11/25  double distilled water  
30  Total  

 

Table 3 Thermocycler program used for PCR 
Time  Temperature (˚C)  Step  Program  
5 min 95 Initial denaturation  1  

30 s  94  Denaturing 
30 s 54  Annealing  33 cycles  
2 s 72  Extending  

2  

10 min 72  Final extending 3  
 
  PCR الکتروفورز محصولات - 2-6

 میکرو لیتر از 3، براي هر واکنش PCRپس از انجام واکنش 
 2 و 1 میکرو لیتر رنگ بارگذاري1اکنش به همراه محصول و

میکرولیتر آب مقطر دو بار تقطیر در هر چاهک الکتروفورز 
هاي بارگذاري شده در ژل  الکتروفورز مخلوط. شدبارگذاري 

و در بافر Safe Stain  میکرو لیتر 1 درصد حاوي 5/1آگارز 
TBE 1Xدقیقه انجام 45 ولت، به مدت 90 با جریان 

برداري از  ي ماوراءبنفش عکس سپس تحت اشعه. فتذیرپ
  .]10[گرفتباندها صورت 

  ها تعیین توالی جدایه - 2-7
طرفه از پرایمر  صورت خوانش یک  جهت تعیین توالی به

27F به شرکت ،Macrogenسپس . دی کره ارسال گرد
هاي موجود در بانک اطلاعاتی  آمده با توالی دست هاي به توالی

)NCBI( ،BLASTي  ترین گونه به جدایه ه و مشابه شد
عنوان تشابه   درصد به97تشابه بالاي . دشموردنظر تعیین 

  .]10[دگردیدار تلقی  معنی
  ها بررسی قابلیت پروبیوتیکی جدایه - 2-8
سازي  ها به شرایط شبیه بررسی مقاومت جدایه -2-8-1

  شده معده و شرایط اسیدي
 Naclدرصد  2لیتر پپسین و / گرم2/3براي این منظور 

، 2، 5/1هاي  pH به  HClتوسط  براث حل شده و MRSدر
                                                   

1. Loading dye 

ها   براثی که جدایهMRS لیتر از  میلی1. دیگرد  تنظیم 3 و 5/2
 19در شب قبل در آن تلقیح و گرمخانه شده برداشته و به 

هاي متفاوت  pHسازي شده معده با لیتر از محیط شبیه میلی
گراد به   درجه سانتی37گذاري در  د و بعد گرمخانهاضافه ش

ها توسط  مانی باکتري  ساعت، زنده2 و 5/1، 1، 5/0مدت 
  .]11[گرفت آگار مورد بررسی قرار MRSکشت روي 

ها به شرایط اسیدي  مانی جدایه در بررسی میزان مقاومت و زنده
 =5/2pH براث با MRSبعد از قرار گرفتن در محیط کشت 

گراد شمارش  یرجه سانت د37به مدت دو ساعت در دماي 
 در انجام هر دو آزمون، نمونه کنترل براي هر .]12[دانجام ش

به )  اولیه محیط کشتpH 5/6) pH براث با MRSگونه در 
  .گذاري گردیدخانه همان اندازه تلقیح و در شرایط مشابه گرم

  ها به نمک صفراويبررسی مقاومت جدایه -2-8-2
 آگار MRSلیتر روي  میکرو100به مقدار هاي تهیه شده جدایه

که مخلوط شده با درصدهاي متفاوت از نمک صفراوي با 
کشت سطحی داده )  درصد1با افزایش ( درصد 6 تا 1غلظت 

هوازي  گراد در شرایط بی  درجه سانتی37شده و در 
ها مشاهده   ساعت رشد آن72ذشت گذاري و بعد از گ گرمخانه

  .]13[دیگرد
  بیوتیکه آنتیها ببررسی مقاومت جدایه -2-8-3

- آنتی9هاي لاکتیکی شناسایی شده در برابر مقاومت جدایه
، streptomycin (10 mcg)(بیوتیک شامل 

vancomycin (30 mcg) ،chloramphenicol (30 

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
03

4/
FS

C
T

.1
9.

12
7.

38
5 

] 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.2
00

88
78

7.
14

01
.1

9.
12

7.
6.

9 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

26
 ]

 

                             3 / 10

http://dx.doi.org/10.22034/FSCT.19.127.385
https://dorl.net/dor/20.1001.1.20088787.1401.19.127.6.9
https://fsct.modares.ac.ir/article-7-48001-en.html


 ...هاي غالباسید باکتريجداسازي و شناسایی لاکتیک  و همکاران                                                          امیر خدنگ نیکفرجام

 388

mcg) ،penicillin (10 mcg) ،gentamycin (10 
mcg) ،kanamycin (30 mcg) ،ampicillin (10 
mcg) ،tetracycline (30 mcg) ،erythromycin (15 
mcg) (ران بر اساس روش انگمو و همکا)مورد ) 2016

 MRSباکتري در  بدین منظور از کشت.]7[یددرگارزیابی قرار 
 میکرولیتر از آن روي 100 تهیه و cfu/ml108 براث کدورت 

MRSبیوتیک بر هاي آنتی  آگار کشت سطحی داده و دیسک
 ساعت در 24دت ها به م و پلیتگرفتروي سطح پلیت قرار 

در پایان این زمان، . گردیدگذاري  خانه گراد گرم  درجه سانتی37
  .]13[دش گیري  ها اندازه اطراف دیسکقطر هاله عدم رشد در

  ها بررسی فعالیت همولیتیکی جدایه -2-8-4
 روي محیط کشت آگار هاي شناسایی شده تیک اسید باکتريلاک

  دیفیبرینه گوسفند  درصد خون 7دار که ترکیب شده با  خون
  

گراد در دو شرایط   درجه سانتی37است کشت خطی داده و در 
 48بعد از گذشت . شدگذاري  خانه هوازي گرم هوازي و بی
اطراف پرگنه منطقه شفافی ایجاد ( همولیز βهاي  ساعت ویژگی

اطراف پرگنه هاله سبز رنگ ایجاد ( همولیز α، )گردد می
) باشد  فاقد آنزیم همولیزین میباکتري( همولیز γو ) گردد می

  .]14[گرفتمورد مشاهده قرار 
  ها  دادهتجزیه و تحلیل - 2-9

 و به 16 نسخه SPSSافزار  در این پژوش با استفاده از نرم
گیرد و روش کاملا تصادفی، تجزیه و تحلیل آماري صورت می

 5 درصد خطاي ها از آزمون دانکن با براي مقایسه میانگین
افزار اکسل تهیه و  نمودارها با کمک نرم. د ش  درصد استفاده

  .گردیدآنالیز 
  

  نتایج و بحث - 3
 یابی محصولات نتایج حاصل از توالی - 3-1

PCR  
هاي موجود در  با توالیPCR یابی محصولات  نتایج توالی

هاي مورد  منجر به شناسایی جدایه، NCBIپایگاه اطلاعاتی 
داراي بیشترین هایی که  بر این اساس، جدایه. نظر شد

 4هاي مذکور بودند در جدول  پوشانی و مشابهت با توالی هم
  .ارائه شده است

 Lactobacillus هاي یابی، از گونه با توجه به نتایج توالی
plantarum، Pediococcus ethanolidurans و 

Lactobacillus brevis اسید هاي  توان به عنوان گونه می
ها براي  این جدایه . .نام بردر لاکتیک باکتري غالب ترشی سی

 تا PGNM1شناسایی بیشتردر مرحله مولکولی از 
PGNM8حروف (کدگذاري شدPG ،Nو M به ترتیب از 

 Mahdian و Pickled Garlic ،Nikfarjamاسامی 
  ).مستخرج شده است

Table 4 Lactic isolates identified from pickled garlic 
Percentage of similarity Race Identified species similar 1Isolation identification code Well 

97 FJ006 Lactobacillus brevis PGNM1 3 
98 CSCWL Lactobacillus plantarum PGNM2 4 
86 BGM6 Pediococcus ethanolidurans PGNM3 5 
97 S3 Lactobacillus plantarum PGNM4 6 
97 CS17 Lactobacillus plantarum PGNM5 7 
97 IMAU80061 Pediococcus ethanolidurans PGNM6 8 
92 ex28 Lactobacillus plantarum PGNM7 9 
97 KLDS Lactobacillus plantarum PGNM8 10 

1.PG, N and M are derived from the names Pickled Garlic, Nikfarjam and Mahdian, respectively 
  

  
Fig 1 electrophoresis of PCR products 

 

بیوشیمیایی ي ها روشها شامل  يشناسایی باکتري اولیه ها روش
ها  باکتريقیق دشناسایی اي ند به تنهایی براتو نمیژي فولورموو 

در ها  يشناسایی مولکولی باکتري ها وزه روشمرا. ر رودبه کا
 و حد گونهدر قیق دشناسایی اي بر، بیوشیمیاییي ها ر روشکنا

ي ها ، روشنیاد در دمتعدت تحقیقا. شوند میده ستفانژاد ا
جمله از ها  يمختلف باکتراع نواشناسایی اي بررا مولکولی 

  . ندا گرفتهر به کاها  لاکتیک اسید باکتري
هاي عامل  گونههاي زیادي مبنی بر شناسایی  تاکنون پژوهش
 هورتادو و .هاي تخمیري صورت گرفته استتخمیر فراورده

طی تحقیقاتی که انجام دادند بیان کردند ) 2012(مکاران ه
 و Lactobacillus plantarumهاي  باکتري

Lactobacillus pentosusهاي غالب در تخمیر   از گونه
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 Lactobacillus همانند نتیجه این پژوهش. ]5[  هستند زیتون
plantarum ؛ کاسم و )2001( توسط دلگادو و همکاران

نه غالب در تخمیر گو) 2001(انچز و همکاران  و س)2005(کارام 
  .]16 و 6 ،15[ زیتون معرفی شد

کشت محیط روي  بر هادر پژوهش انجام شده با رشد جدایه
دن منفی بوز کاتالاو مثبت م همچنین گر) MRS(اختصاصی 

ترشی ه از شداجدي ها يکه باکترتوان نتیجه گرفت  ها می آن
  .]5[ا هستنده لاکتیک اسید باکتري ستهد  ازسیر

 .L جدایه 4 شناسایی شده در این پژوهش هاي جدایهاز بین
plantarum PGNM2 ،L. plantarum PGNM8،P. 

ethanolidurans PGNM6و L. brevis PGNM1 
  . انجام ادامه پژوهش انتخاب شدندبراي

  ها بررسی توان پروبیوتیکی جدایه - 3-2
سازي  ها به شرایط شبیه بررسی مقاومت جدایه-3-2-1

  شده معده
ترین  ها در سیستم گوارشی یکی از مهم بررسی بقاي باکتري

  مقاومت در . هاي پروبیوتیک است فاکتورها در انتخاب جدایه
  

بینی  برابر اسید و صفرا، دو ویژگی اساسی به منظور پیش
  .توانایی باکتري براي عبور از دستگاه گوارش است

مانی  ده و قابلیت زندهسازي شرایط مع در این پژوهش با شبیه
مشاهده شد که ) 5جدول (هاي لاکتیکی شناخته شده  جدایه

، در 3 و 2، 5/1هاي  pHمانی در  ها شرایط زنده تمام جدایه
  ساعت را دارند و غیر از دو جدایه5/1 و 1، 5/0مدت زمان 

L. brevis PGNM1  وP. ethanolidurans PGNM6 
 2 به مدت pH5/1  در دو جدایه دیگر توانایی زنده ماندن

  .ساعت را داشتند
  ها به محیط اسیدي بررسی مقاومت جدایه-3-2-2

ها در محیط اسیدي  به منظور پی بردن به تغییر جمعیت جدایه
ها  محیط اسیدي شمارش جدایه بعد از قرارگیري در pH5/2 با 
جدول (گذاري انجام شد  ساعت بعد از گرمخانه2 و 0 لحظه در
 .L و L. plantarum PGNM2 ن داد که نتایج نشا)6

plantarum PGNM8  کاهش جمعیتی تقریباً معادل یک
سه  L. brevis PGNM1سیکل لگاریتمی داشت جدایه 

 P. ethanolidurans PGNM6سیکل لگاریتمی و جدایه 
  . چهار سیکل لگاریتمی کاهش داشت

Table 5 Resistance of the LAB to simulated gastric condition 
LAB isolate Time (h) Pepsin at pH 3 Pepsin at pH 2.5 Pepsin at pH 2 Pepsin at pH 1.5 

0.5 + + + + 
1 + + + + 

1.5 + + + + 
L. plantarum 

PGNM2 
2 + + + + 

0.5 + + + + 
1 + + + + 

1.5 + + + + 
L. plantarum 

PGNM8 
2 + + + + 

0.5 + + + + 
1 + + + + 

1.5 + + + + L. brevis PGNM1 

2 + + + ̶ 
0.5 + + + + 
1 + + + + 

1.5 + + + + 
P.ethanolidurans 

PGNM6 
2 + + + ̶ 

+,Isolation survival ability, - Isolation survival inability    
Table 6 Changes in the population of isolates in acidic conditions with pH 2.5 

Ph 2/5  
log cfu mL-1 (2 h)  log cfu mL-1 (0 h) LAB isolates  

6/3 ± 0/46 7/2±0/68 L. plantarum PGNM2  
6/5±0/38 7/9±0/49 L. plantarum PGNM8  
5/3±0/47 7/4±0/11 L. brevis PGNM1  
4/7±0/37 8/2±0/13 P. ethanolidurans PGNM6  

  

ها توانایی بقا در شرایط اسیدي را  در مجموع تمام جدایه
 L. plantarum PGNM2ن جدایه تری داشتند ولی مقاوم

  .بود
شرایط اسیدي با ) 2007(مطابق نظر دلگادو و همکاران 

5/2pH=هاي لاکتیکی  ها مخرب است ولی گونه  براي باکتري
باید توانایی بقا در این شرایط را داشته باشند که در این 

ها  ها به این شرایط مقاوم بودند و در بین جدایه پژوهش جدایه
P.ethanolidurans PGNM6 کمترین مقاومت را به 
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  .]17[شرایط اسیدي نشان داد 
  ها به نمک صفراوي بررسی مقاومت جدایه-3-2-3

کیسه صفرا یک نقش اساسی در مکانیـسم دفـاعی اختـصاصی 
کند و اثر بازدارندگی آن بیشتر  و غیر اختصاصی روده بازي می

اور بر بـ .شود هاي صفراوي تعیین می به وسیله غلظت نمک
این است که در دستگاه گوارشی انسان میانگین غلظت 

در نتایج  .حجمی است/ درصد وزنی3/0هاي صفراوي  نمک
 ساعت 24 نانومتر بعد از 600خوانش جذب در طول موج 

ها در این غلظت نمک صفراوي، مشاهده  گذاري جدایه خانه گرم
 توانایی اند بلکه ها به این محیط نه تنها مقاوم شد تمام جدایه

) محیطی بدون نمک صفراوي(رشد تقریباً برابر با نمونه شاهد 
  ).7جدول (را داشتند 

Table 7 Isolation resistance of bile salts (0.3%)   
Absorption at 600 nm   LAB isolates  

Control  
log cfu mL-1 

Bile salt 0.3%  
log cfu mL-1  

1/27±0/11 1/34±0/08 L. plantarum PGNM2  
1/44±0/33 1/41±0/1 L. plantarum PGNM8  
1/31±0/06 1/26±0/09 L. brevis PGNM1  
1/21±0/31 1/11±0/08 P.ethanolidurans PGNM6  

  

هاي بالاي نمک  ها به غلظت در بررسی میزان مقاومت جدایه
هاي لاکتیکی قادر  ، مشاهده شد تمام جدایه)8جدول (صفراوي 

 .L. رصد نمک صفراوي بودند د3به تحمل غلظت 
plantarum PGNM2  به خوبی توانایی رشد و هیدرولیز

در حالی که .  درصد نمک صفراوي را داشت6محیط حاوي 
 توانایی رشد در P.ethanolidurans PGNM6جدایه 

  . درصد را نداشت4محیطی با نمک صفراوي 

Table 8 Ability of isolates to grow at high concentrations of bile salt (weight / volume)  
LAB isolate 1% 2% 3% 4% 5% 6% 

L. plantarum PGNM2  + + + + + + 
L. plantarum PGNM8  + + + + + ̶ 

L. brevis PGNM1  + + + + + ̶ 
P. ethanolidurans PGNM6 + + + ̶ ̶ ̶ 

+,Isolation survival ability, - Isolation survival inability. 
 

 حتی  نمک صفراوي،هاي گزارش شدهمطابق پژوهش
ها و   میکروارگانیسمرشد از تواند مانع می پایین، هاي درغلظت

 درصد غلظت بحرانی 3/0 گزارش شدههمچنین . ها شودبقاي آن
مقاومت . ]13 و 7[ ها است براي آزمایش مقاومت جدایه

گار حاوي درصدهاي آMRS ها در محیط کشت  جدایه
نمک صفراوي نشان داد توانایی زنده ماندن و رشد مختلف 

از سه جدایه دیگر بیشتر  L. plantarum PGNM2 جدایه
 6است و فقط این جدایه توانایی رشد در محیطی با غلظت 

ترین جدایه به شرایط  درصد نمک صفراوي را داشت و حساس
د که تا  بوP. ethanolidurans PGNM6 نمک صفراوي

. مانی داشت صفراوي قابلیت رشد و زنده درصد نمک 3غلظت 
به بررسی خصوصیات لاکتیک اسید ) 2012(ابریول و همکاران 

ها در آن. ]18[ ده از زیتون تخمیري پرداختندش هاي جدا باکتري
هاي بالاي نمک  ها در محیط حاوي غلظت بقاي گونهبررسی 

 .Lو L. pentosus  بعضی از نژادهاي نمودندصفراوي بیان 
pseudomesenteroides توانایی رشد و هیدرولیز محیط   

  

 درصد نمک صفراوي را دارند ولی هیچ یک قادر به 3حاوي 
ها  آن .هاي بیشتر نمک صفراوي نبودند رشد در غلظت

ها در محیط اسیدي مانند  مانی گونه همچنین، در بررسی زنده
 دقیقه 30پس از ) 3 و pH 5/1 ،2 ،5/2(پژوهش حاضر 

ي، بیان نمودند که تعداد نژادهاي هر دو جدایه گذار گرمخانه
اند و فقط تعداد  ، مقاوم)3 و pH 2 ،5/2(هاي اسیدي  به محیط

 .Lو جدایه  L. pentosusکمی از نژادهاي 

pseudomesenteroides توانایی بقا در pH5/1را داشتند .  
  ها بیوتیک ها به آنتیبررسی حساسیت جدایه -3-2-4

شناخته GRAS1 ها به طور کلی  باکترياگرچه لاکتیک اسید 
هاي مقاومت در برابر  اند اما نشان داده شده است که ژن شده
هاي مختلف  ها میان جنس تواند در باکتري ها می بیوتیک آنتی

زاي غذایی را در  بیماري هاي منتقل شده و در نتیجه باکتري
 نتایج حاصل از آزمون .ها مقاوم سازند بیوتیک برابر آنتی

  .  نشان داده شده است9ها در جدول  بیوتیک اسیت به آنتیسح
  

                                                   
1.Generally Recognized As Safe 
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Table 9 The sensitivity of the LAB isolates to different antibiotics 
LAB 

isolates 
 

Antibiotics 

L. plantarum 
PGNM2 

L. plantarum 
PGNM8 

L. brevis 
PGNM1 

P. ethanolidurans 
PGNM6 

K ++ ++ ++ ++ 
GM + + + + 
AM + + + + 
E + + + + 

TE + + + + 
S ++ + ++ ++ 
P + + + + 
C + + + + 
V +++ +++ +++ +++ 

+ Sensitive, ++ Semi-sensitive, +++ Resistant 
(k)kanamycin, (GM)gentamycin, (AM) ampicillin, (E) erythromycin, (TE) tetracycline, (S) 

streptomycin, (P) penicillin, (C) chloramphenicol, (V) vancomycin 
چهار باکتري لاکتیکی شناسایی شده در این پژوهش به 

 نیمه kanamycin و streptomycinهاي  بیوتیک آنتی
. ها حساس بودند بیوتیک حساس و نسبت به سایر آنتی

بیوتیک  همچنین، هر چهار جدایه نسبت به آنتی
vancomycinها نسبت به  دایهدلیل مقاومت ج.  مقاوم بودند

-توان عدم وجود دي آلانین  را میvancomycinبیوتیک  آنتی
D-بنابراین . ها دانست  در دیواره سلولی این جدایه1 لاکتات

هاي مقاومت در میان این جدایه احتمالاً ذاتی و درونی  مکانیسم
  .]1[است و این جدایه قادر به انتقال ژن مقاومت نیست 

  ها همولیتیکی جدایه ارزیابی فعالیت-3-2-5
هاي شناسایی شده در این پژوهش فاقد فعالیت  تمام جدایه

  .همولیتیکی بودند
هاي داراي قابلیت پروبیوتیکی  به منظور یافتن بهترین گونه

مانینی و همکاران . کنون تحقیقات بسیاري انجام گرفته استتا
هاي  به بررسی خصوصیات لاکتیک اسید باکتري) 2016(

، چهار نژاد از L. brevis دو نژاد از( خمیر ترش جداشده از
L. plantarum  و دو نژاد ازP. pentosaceus (پرداختند 

ها به  بیوتیک تمام گونه در انجام آزمون مقاومت به آنتی. ]12[
، clindamycin ،erythromycinهاي  بیوتیک آنتی

tetracycline ،streptomycin ،kanamycin ،
gentamicin ،neomicyn ،ampicillin ،

chloramphenicolمانند پژوهش .  حساس گزارش شدند
 مقاوم vancomycinها در برابر آنتی بیوتیک  حاضر جدایه
در انجام آزمون بقا در شرایط اسیدي و نمک . گزارش شدند

به  L. plantarumصفراوي توسط این پژوهشگران سه نژاد 

                                                   
1. D-Ala-D-lactate 

ارگیري در  ساعت قر2شرایط اسیدي حساس بودند و بعد از 
5/2pH= از بین رفتند ولی همه نژادهاي L. brevis  وP. 

pentosaceus  و یکی از نژادهايL. plantarum توانایی 
ها غیر از  تمام جدایه. زنده ماندن در این شرایط را داشتند

 درصد 3/0در شرایط  P. pentosaceus یکی از نژادهاي
 در پژوهش ما .مانی و رشد داشتند نمک صفراوي قابلیت زنده

نیز هر چهار جدایه لاکتیکی توانایی بقا در شرایط ذکر شده را 
  .داشتند

به بررسی خـصوصیات پروبیوتیـک   ) 2016(انگمو و همکاران    
 هاي جدا شده از محصول تخمیري سـنتی  لاکتیک اسید باکتري  

اسیدي معده  ها به شرایط در ارزیابی مقاومت گونه. ]7[پرداختند
 L. plantarumو  L. brevisین نژاد از ، چند )=2pH و 3(

 سـاعت  3مانـدن بعـد از       به این شرایط مقاوم و توانـایی زنـده        
 تـا  2ها   را داشتند ولی جمعیت آن  pHگذاري در این      خانه گرم

هـا    در ارزیابی مقاومت گونه   .  سیکل لگاریتمی کاهش داشت    4
 درصـد نمـک صـفراوي بعـد از سـه            5/0-1در محیط حاوي    

گذاري مشاهده کردند تمام نژادهـاي دو گونـه       هخان ساعت گرم 
در بررسی حـساسیت    . مانی در این محیط را دارند       قابلیت زنده 

هاي  بیوتیک ها به آنتی همه گونهکه ها بیان کردند  بیوتیک  به آنتی 
ــده   ــون شـــــ ، ampicillin ،co-trimoxazole(آزمـــــ

clindamycin ،pencillin( بیوتیـک   حساس و تنها به آنتی 

vanomycin ها همچنـین، در بررسـی آزمـون        آن. مقاوم بودند
هـا فعالیـت    همولیتیک بیان نمودنـد کـه هـیچ کـدام از جدایـه      

  ایـن  نتایج این پژوهـشگران بـا نتـایج       . همولیتیکی نداشتند 
 L. brevis و L. plantarum  دو نـژاد از رويپـژوهش  

مـاراگ کـوداکیس و همکــاران   . تقریبـاً یکـسان مـشاهده شــد   
 جـدا  Lactobacillusهـاي    پروبیوتیکی سـویه  توان  ) 2006(
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 .Lهـا   لبنـی را بررسـی نمودنـد از بـین آن    شده از محصولات

plantarum     1به محیطی باpH=سـاعت مقـاوم   عد از یک  ب
ها سه سیکل لگاریتمی کاهش یافت و در بود و جمعیت اولیه آن

 3گذاري بـه مـدت       خانه  و گرم  =2pHشرایط وجود پپسین با     
حققین مذکور نشان داد که این جدایـه توانـایی     ساعت، نتایج م  

 ماندن در این شرایط را دارد به شرطی که جمعیـت اولیـه        زنده
در انجـام آزمـون مقاومـت بـه نمـک      . ]19[ آن مناسـب باشـد  

 براث و هیدرولیز نمک     MRS درصد در محیط     3/0صفراوي  
 درصـد نمــک  5/0 آگـار حــاوي  MRSصـفراوي در محــیط  

گذاري نـشان دادنـد کـه     خانه عت گرم سا48صفراوي به مدت    
ایـن  . هیدرولیز نمک صفراوي را دارد      رشد و  یاین گونه توانای  

گونه گاما همولیتیک گزارش شد و در بررسـی حـساسیت بـه             
در .  معرفـی شـد    tetracyclineهـا، حـساس بـه         بیوتیک  آنتی

 مقاوم به محیط حاوي L. plantarumپژوهش ما نیز دو نژاد 
و نمک صفراوي مـشاهده شـدند ولـی دو     pH  5/2پپسین در

نژاد این جدایه بر خلاف نتایج ایـن پژوهـشگران حـساس بـه          
  . مشاهده شدندtetracyclineبیوتیک  آنتی

  

  گیرينتیجه - 4
، L. brevis ،L. plantarumهاي غالب ترشـی سـیر    جدایه

Pediococcus ethanolidurans ــد لاکتیــک اســید  .بودن
 pHمـانی در     مطالعه توانایی زنده   هاي جدا شده در این      باکتري

 درصد نمک صفراوي، حساس 3/0، رشد در محیط حاوي  5/2
ها و فاقد فعالیت همولیتیکی بودند به همین دلیل بیوتیک به آنتی

 در  نیـز  هـا   رومانـد جدایـه   . داراي خواص پروبیوتیکی هـستند    
هاي بالا توانایی مهار رشد و نیـز قـدرت کـشندگی بـر          غلظت
  . زا را داشتند بیماريهاي باکتري
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The aim of this study was to identify the lactic acid of the dominant bacteria in 
pickled garlic, using initial biochemical tests and PCR technique and to 
investigate their potential probiotic potential. For this purpose, to determine 
the probiotic potential of these isolates, some confirmatory tests including 
resistance to acid, resistance to simulated gastric conditions, resistance to bile 
salts, activity against pathogenic bacteria, susceptibility to some common 
antibiotics and hemolytic activity of isolates were performed. Based on 
BLAST results, five isolates of Lactobacillus plantarum, two isolates as 
Pediococcus ethanolidurans and one isolate as Lactobacillus brevis were 
identified. The lactic acid bacteria isolated in this study had the ability to 
survive at pH 2.5, grow in medium containing 0.3% bile salt, were sensitive to 
antibiotics and lacked hemolytic activity and therefore have probiotic 
properties. Supernatant of isolates of this study in high concentrations had the 
ability to inhibit growth of pathogenic bacteria and the lethal activity against 
them. Finally, the isolates of this study can be added to other products in the 
future as a strain with probiotic potential. 
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