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ده از شبه غلات تخمیر شده هاي اسید لاکتیک جدا شهاي پروبیوتیکی باکتريارزیابی ویژگی

در پژوهش حاضر، پس از شناسایی مولکولی، . هاي میکروبی اهمیت وافري دارددر تهیه کشت

 اسید لاکتیک غالب جدا شده از تخمیر آمارانت مورد ارزیابی خصوصیات پروبیوتیکی باکتري

به عنوان  لاکتوباسیلوس برویس منجر به شناسایی PCRیابی محصولات توالی. قرار گرفت

مانی جدایه مذکور پس از تیمار متوالی اسید و صفرا در زنده. جدایه لاکتیکی غالب گردید

 رسید و بیشترین اثر ضد باکتریایی را CFU/mL  106 به حدود 108از  مقایسه با نمونه کنترل

حال، هاله عدم رشد با این.  از خود نشان داداستافیلوکوکوس اورئوسدر برابر 

لیستریا  در حضور جدایه لاکتیکی در مقایسه با هاله عدم رشد وکوس اورئوساستافیلوک

همچنین جدایه لاکتیکی قابلیت خود ).  <05/0P(داري نداشت  اختلاف معنیمونوسیتوژنز

)  درصد24/71 (استافیلوکوکوس اورئوسو دگر اتصالی مناسبی با )  درصد19/36(اتصالی 

هاي مورد مطالعه بیوتیکلاوه بر این، نسبت به اکثر آنتیع. داشت و فاقد فعالیت همولیزي بود

جدا شده از تخمیر  لاکتوباسیلوس برویسهاي پروبیوتیکی مناسب با توجه با قابلیت. مقاوم بود

توان از آن به عنوان کشت میکروبی آغازگر و یا پروبیوتیک در صنایع تخمیري آمارانت می

  . استفاده نمود
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 مقدمه - 1

اي هستند که وقتی به مقدار هاي زندهها میکروارگانیسمپروبیوتیک

 به مصرف کننده در یبخششوند، فواید سلامتیمصرف میکافی 

خمیرترش مخلوطی از آب و آرد است که به ]. 1[دارند همراه 

هاي صورت تصادفی یا با استفاده از کشت آغازگر شامل باکتري

هاي شود و داراي قابلیتاسید لاکتیک و مخمرها تخمیر می

اي اسید هباکتري. باشدمیعملکردي جالب توجهی -فناوري

هاي گرم مثبت، غیر لاکتیک شامل گروهی ناهمگن از ارگانیسم

 کوکسی شکل هستند  یااي واسپورزا، غیر متحرك، هوازي، میله

که اسید لاکتیک را به عنوان محصول اصلی و نهایی در طی 

هاي اسید لاکتیک با باکتري. کنند تولید میهاتخمیر کربوهیدرات

هاي زیستی بالقوه نیز وجود دارند یتمنشا متفاوت و داراي فعال

-  میجنسترین هاي لاکتوباسیلوس، رایجها گونهکه در بین آن

   .]2 [باشند

متعلق به خانواده ) Amaranthus(آمارانت 

Amaranthaceae  یک تیره جهانی از گیاهان چند ساله با عمر

 کشور مکزیک ن منشاء آ و گونه دارد60کوتاه است که تقریبا 

ها و ها، کربوهیدراتها، پروتئیناین شبه غله داراي لیپید. دباشمی

همچنین ترکیبات . بسیار بالایی استسطح در هاي رژیمی فیبر

 ترکیبات فنولی نیز در آمارانت وجود  وهامهمی مانند توکوفرول

هاي چرب اصلی در روغن آمارانت شامل پالمیتیک، د و اسیدندار

همچنین آمارانت داراي سطح بالایی  .باشداولئیک و لینولئیک می

ها و هاي آمینه ضروري مانند لایزین و متیونین، ویتامیناز اسید

  ].3 [مواد معدنی به ویژه کلسیم و منیزیم است

تاکنون مطالعاتی در خصوص فلور میکروبی آمارانت تخمیر شده 

از ) 2009( و همکاران Sterrبه عنوان مثال، . صورت گرفته است

هاي اسید لاکتیک  باکتري،ترش آمارانتتصادفی خمیرتخمیر 

هاي براین اساس، جدایه. غالب را جداسازي نمودند

 با قابلیت پدیوکوکوس پنتازاسئوسو لاکتوباسیلوس پلانتاروم 

 امکان تخمیر ثابت pHپذیري مناسب، ضمن کاهش سریع رقابت

ان و یکنواختی را در دماهاي مختلف فرآهم آورده، لذا به عنو

 در .]4 [ترش آمارانت برگزیده شدندکشت آغازگر خمیر

هاي باکتري) 2016( و همکاران Vera-Pingitoreپژوهشی 

 شده از کینوا و آمارانت را از نظر حساسیت به اسید لاکتیک جدا

، تحمل شرایط نامساعد دستگاه گوارش و چسبندگی بیوتیکآنتی

 گونه که 5رار داده و از هاي اپیتلیال روده مورد بررسی قبه سلول

بیوتیکی بودند، به عنوان داراي الگوي مناسب مقاومت آنتی

) 2017( و همکاران Russo. ]5 [پروبیوتیک استفاده نمودند

 غربال لاکتوباسیلوس پلانتارومگونه زیر 88 میکروبیفعالیت ضد 

شده را بررسی کرده و به این نتیجه رسیدند که غلظت بالاي اسید 

هاي اسید لاکتیک با ولید شده در طی فاز رشد باکتريلاکتیک ت

ها  آنمیکروبیهاي ضد گیري بر ویژگی به نحو چشمpHکاهش 

  .]6 [موثر است

هاي اسید لاکتیک غالب هاي پروبیوتیکی باکتري ویژگیتاکنون

جدا شده از شبه غلات تخمیر شده کمتر مورد مطالعه قرار گرفته 

هاي پروبیوتیک ه، ارزیابی ویژگیلذا هدف از این مطالع. است

  .باکتري اسید لاکتیک غالب خمیرترش آمارانت بود

  

  هامواد و روش - 2

   مواد اولیه-1- 2

ــه     ــک واریت ــت، ی ــه آرد آماران ــت تهی ــشخص جه ــت م آماران

)Amaranthus Cruentus(  از شــرکت کیــان فــود)ایــران (

و بـا الـک      آرد   ، توسط دستگاه آسـیاب صـنعتی      خریداري شده و  

-هاي آرد مذکور بر اساس روش     ویژگی.  شد  آماده 50راي مش   دا

هـاي   سـویه .]7 [ندتعیـین شـد   )AACC, 2010(هـاي مـدون   

 Escherichia coli (اشرشیا کلیمیکروبی مورد استفاده شامل 

PTCC 1399( ،استافیلوکوکس اورئوس) Staphylococcus 

aureus PTCC 1112( ،  لیـستریا مونوسـیتوژنز) Listeria 

monocytogenes PTCC 1298(ــرئوس    و ــیلوس س باس

)Bacillus cereus PTCC 1015 (  ــازمان ــز از سـ         نیـ

هاي هاي علمی صنعتی ایران، خریداري و سپس در محیطپژوهش

هـاي کـشت میکروبـی از        محـیط  .شـد سازي  کشت مناسب، فعال  

  .تهیه گردید مرك آلمان شرکت

  آمارانت  تخمیر تصادفی آرد -2- 2

مخلوط  (200 با بازده خمیر معادل  آمارانترحله از آرددر این م

، خمیرترش تهیه )لیتر آب میلی100 گرم آرد آمارانت با 100

 به مدت سلسیوس درجه 37 در دماي مذکور خمیرسپس . گردید
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هاي اسید براي جداسازي باکتري. شدگذاري  ساعت گرمخانه24

درصد خمیرترش  10افزودن ( گیريلاکتیک غالب، فرآیند مایه

 4حدود خمیرترش به  pHتا رسیدن ) روز قبل به خمیر تازه

  ].8[ ادامه یافت

 جداسازي باکتري اسید لاکتیک غالب از -3- 2

   آمارانت خمیرترش

هاي لاکتیکی غالب نیز براي رسیدن به تک پرگنه خالص جدایه

ترش در هاي متوالی خمیرپس از تهیه کشت سطحی از رقت

 agar) MRS(De Man, Rogosa andمحیط کشت 

Sharpe هاي و مطالعه مورفولوژي میکروسکوپی جدایه

هاي ها کشت خطی تهیه گردیده و آزمونلاکتیکی، نهایتا از آن

  .ها انجام شدر روي جدایهگرم و کاتالاز ب

باکتري اسید لاکتیک مولکولی  شناسایی -4- 2

   غالب

DNA ز کیت تجاري با استفاده اغالب باکتري اسید لاکتیک 

گردید و استخراج ) ، کره جنوبیAccuPrep K-3032بیونیر، (

، تکثیر و سپس R1543 و F44 داراي پرایمرهاي PCRتوسط 

. ندشد) شرکت بیونیر، کره جنوبی(یابی ، توالیPCRمحصولات 

 میکرولیتر 10لیتر، شامل  میکرو20در حجم نهایی  PCRواکنش 

، )آمپلیکون، دانمارك (PCRمخلوط واکنشگرهاي آماده مصرف 

لیتر  میکرو2مولار، پیکو 5/0 میکرولیتر از هر پرایمر با غلظت 5/1

DNA میکرولیتر آب دیونیزه انجام 5 نانوگرم و 100 با غلظت 

 با شروع داغ در DNAدر مرحله اول تکثیر، واسرشت . شد

 35 دقیقه، آغاز گشته و طی 2گراد به مدت   درجه سانتی94دماي 

 ثانیه، 30گراد به مدت   درجه سانتی94برنامه حرارتی چرخه با 

گراد به   درجه سانتی72 ثانیه و 30گراد به مدت   درجه سانتی55

در انتها، مرحله تکثیر انتهایی نیز به .  ثانیه ادامه یافت30مدت 

ترموسایکلر (گراد   درجه سانتی72 دقیقه در دماي 5مدت 

به منظور تایید  .]9 [ یافتپایان) ، استرالیاCG1-96کوربت، مدل 

 درصد در بافر 5/1 در ژل آگارز الکتروفورزاولیه تکثیر، از 

)TBE( Tris base, boric acid, EDTA  به 90با ولتاژ 

 در ادامه، به منظور شناسایی جدایه . دقیقه استفاده شد40مدت 

یابی با استفاده از رویه  پس از توالیPCRلاکتیکی، محصولات 

)Blast( Basic local alignment search tool هاي با داده

 NCBI(National center for(موجود در پایگاه اطلاعاتی 

biotechnology information   شدندهمردیف.  

 بررسی مقاومت جدایه لاکتیکی به اسید و -5- 2

  صفرا

 CFU/mL 108 براي این منظور، جمعیت جدایه لاکتیکی به

 pH ، نرمال1ه از اسید کلریدریک سپس با استفاد. تنظیم شد

در مرحله .  رسانده شد2 به حدود باکترياین محیط کشت حاوي 

 سلسیوس درجه 37بعد، سوسپانسیون باکتریایی مذکور در دماي 

 با استفاده از در ادامه. گردیدگذاري  ساعت گرمخانه5/1به مدت 

 6حدود  سوسپانسون مذکور به pH  نرمال،1هیدروکسید سدیم 

 درصد در 3/0سانده شد و در مجاورت نمک صفراوي با غلظت ر

گذاري  ساعت گرمخانه5/1 به مدت سلسیوس درجه 37دماي 

هاي متوالی از  تیمار متوالی اسید و صفرا، رقتپس از. شد

سوسپانسیون نهایی در رینگر استریل، تهیه و بر روي محیط 

 ساعت در 24 کشت سطحی داده شد و MRS agarکشت 

در نهایت . گذاري گردیدگرمخانه سلسیوس درجه 37 دماي

بدون تیمار اسید و (هاي زنده در مقایسه با نمونه شاهد باکتري

    ].10[ ندشمارش شد) صفرا

 قابلیت خود اتصالی و دگر اتصالی جدایه -6- 2

  لاکتیکی

هاي حاصل از کشت ، سلولبراي ارزیابی خاصیت خود اتصالی

هانیل (دار وسط سانتریفوژ یخچال ساعته جدایه لاکتیکی ت24

 مرحله با بافر فسفات شستشو دوجدا و طی ) کومباي، کره جنوبی

لیتر از سوسپانسیون میکروبی با جمعیت  میلی4سپس . داده شدند

CFU/mL 108 ساعت 24 به مدت سلسیوس درجه 37در دماي 

سوسپانسیون این  جذب نوري ،در ادامه. گذاري گردیدگرمخانه

 ساعت 24هاي صفر و متر و در زمان نانو600موج در طول 

در انتها میزان قابلیت خود اتصالی جدایه لاکتیکی بر . خوانده شد

مقدار جذب   A0در این رابطه . اساس رابطه ذیل محاسبه گردید

  ]. 10[ باشد ساعت می24مقدار جذب بعد از  Atدر زمان صفر و 

[1-(At/A0)] ×100 =میزان خود اتصالی  

هاي اي ارزیابی خاصیت دگر اتصالی جدایه لاکتیکی با باکتريبر
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اشرشیا ، لیستریا مونوسیتوژنز، استافیلوکوکوس اورئوس(زا بیماري

 ساعته 24هاي حاصل از کشت ، سلول)باسیلوس سرئوس و کلی

 بار دودار، جدا شده و جدایه لاکتیکی توسط سانتریفوژ یخچال

هاي مخلوطی از حجم سپس.  شسته شدندبافر فسفاتتوسط 

زا و هاي بیماريمساوي سوسپانسیون هر یک از باکتري

 درجه 37 و در دماي لاکتیکی تهیه شدسوسپانسیون جدایه 

 در ادامه،. گذاري گردید ساعت گرمخانه4 به مدت سلسیوس

متر  نانو600ها در طول موج جذب نوري مخلوط سوسپانسیون

میزان خاصیت دگر اتصالی خوانده شد و از طریق معادله ذیل، 

 جذب سوسپانسیون جدایه Alacدر این رابطه . محاسبه گردید

جذب  Amixزا و سوسپانسیون باکتري بیماري جذب APلاکتیکی، 

د باشزا میمخلوط سوسپانسیون جدایه لاکتیکی و باکتري بیماري

]11.[  

[(AP+Alac)/2 – (Amix)/(AP+Alac)/2] ×100 =میزان دگر اتصالی  
  

   اثر ضد باکتریایی جدایه لاکتیکی-7- 2

- براي ارزیابی اثر ضد باکتریایی جدایه لاکتیکی در برابر باکتري

 اشرشیا کلی، لیستریا مونوسیتوژنز، استافیلوکوکوس اورئوسهاي 

ابتدا . لایه استفاده شد دو از روش کشت باسیلوس سرئوسو 

هاي  و باکتريMRS brothجدایه لاکتیکی در محیط کشت 

 broth )BHI (Brain Heartزاد نیز در محیط کشت اغذ

Infusion  ساعت 24 به مدت سلسیوس درجه 37در دماي 

 CFU/mLجمعیت جدایه لاکتیکی به . کشت داده شدند

 لاکتیکی لیتر از کشت فعال جدایه میکرو5سپس . رسانده شد108

گذاري و در  لکهMRS agar حاوي محیط کشت در مرکز پلیت

گذاري  ساعت گرمخانه72 به مدت سلسیوسدرجه  37دماي 

زاد با جمعیت باکتري غذاهر  سوسپانسیون ،در ادامه. شد

CFU/mL 106  با محیط کشتBHI agarبر روي جدایه  

پس .  لایه ریخته شددوگذاري شده به صورت کشت لاکتیکی لکه

 به مدت سلسیوس درجه 37ها در دماي از انعقاد لایه دوم، پلیت

 قطر هاله عدم رشد ،در نهایت. گذاري شدنداعت گرمخانه س24

 Image Jدر اطراف جدایه لاکتیکی با استفاده از نرم افزار 

  ].11 [تعیین گردید)  1.42eنسخه(

  بیوتیکی جدایه لاکتیکی مقاومت آنتی-8- 2

 میکرولیتر از کشت 200بیوتیکی، ابتدا براي ارزیابی مقاومت آنتی

 MRSلیتر محیط کشت  میلی4یکی به  ساعته جدایه لاکت24

agar مخلوط ،در ادامه. اضافه شد) نیمه جامد( درصد یک 

 درصد MRS agar 5/1هاي حاوي  بر روي سطح پلیتمذکور

 شامل ،بیوتیک رایجهاي آنتیسپس دیسک. جامد ریخته شد

پنم، نالیدیکسیک یونکومایسین، سفتریاکسون، نووبیوسین، ایم

- ، سیپروفلاکساسین، استرپتومایسین، آمپیاسید، کلیندامایسین

سیلین، سفازولین، سفالوتین، کانامایسین و جنتامایسین سیلین، پنی

 درجه 37ها در دماي پلیت. بر روي سطح هر پلیت قرار گرفتند

 ،در نهایت. گذاري شدند ساعت گرمخانه24 به مدت سلسیوس

 Image ها توسط نرم افزارقطر هاله عدم رشد در اطراف دیسک

Jقطر کمتر یا مساوي (نتایج به صورت مقاوم . گیري شد اندازه

و حساسیت ) متر میلی20قطر بیش از (، حساس )متر میلی14

  ].12[د گزارش گردی) متر میلی19تا 15قطر (نسبی 

   قابلیت همولیز خون توسط جدایه لاکتیکی-9- 2

سطح براي بررسی قابلیت همولیز خون، جدایه لاکتیکی بر روي 

 درصد خون گوسفند، کشت داده 5محیط کشت آگاردار حاوي 

 درجه 37 ساعت گرمخانه گذاري در 48شده و پس از 

 مورد بررسی ، ایجاد هاله و تغییر رنگ در محیط کشتسلسیوس

  ].10 [قرار گرفت

   آنالیز آماري نتایج-10- 2

 تکرار انجام شده و به منظور 3 در  این پژوهشهايتمامی آزمون

یه و تحلیل آماري از طرح پایه کاملا تصادفی با آنالیز تجز

هاي به دست آمده نیز توسط داده. واریانس یک طرفه استفاده شد

مورد تجزیه و تحلیل قرار  26نسخه  SPSSافزار آماري نرم

 حداقل ها با استفاده از آزمونهمچنین مقایسه میانگین. گرفت

.  انجام شد>05/0Pدر سطح  ) LSD(داري اختلاف معنی

 براي Microsoft office Excel 2013همچنین از نرم افزار 

 .گردیدها استفاده م نموداریرست

  

   نتایج و بحث- 3

شناسایی باکتري اسید لاکتیک جداسازي و  -1- 3

   غالب

هاي مرجع، آرد آمارانت مورد استفاده در بر اساس نتایج آزمون
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 درصد چربی، 17/7 درصد پروتئین، 69/15داراي این پژوهش، 

 درصد 45/61 درصد خاکستر و 30/3 درصد رطوبت، 39/12

 خمیرترش آمارانت به pHپس از رسیدن . کربوهیدرات کل بود

 اسید لاکتیک غالب با روشی که قبلا توضیح ، باکتري4حدود 

و هاي بیوشیمیایی بر اساس نتایج آزمون. داده شد جدا گردید

 یک ب خمیرترش آمارانت،مورفولوژي، جدایه لاکتیکی غال

ژل .  شکل بودايمیلهباکتري گرم مثبت، کاتالاز منفی و 

 نیز منجر به تایید تکثیر اختصاصی PCRالکتروفورز محصولات 

 ژنومی جدایه لاکتیکی DNAبازي در  جفت1500توالی هدف 

یابی محصولات  بر اساس نتایج توالیدر نهایت). 1شکل  (گردید

PCR هاي موجود در پایگاه اطلاعاتی با داده و همردیفی آنها

NCBI ،لاکتوباسیلوس برویس جدایه لاکتیکی SKA01 )98 

   .شدشناسایی ) درصد تشابه

 
Fig 1 Gel electrophoresis of the PCR products. Lane 

1: negative control, lane 2: DNA ladder, lane 3: 
amplified DNA of the LAB isolate and lane 4: 

positive control.  

 بررسی فلور پس از )2020( و همکاران Cakirدر مطالعه 

 به لاکتوباسیلوس برویسکنده تخمیر شده، میکروبی جو پوست

هاي غالب جدا شده از این بستر تخمیري عنوان یکی از باکتري

 لاکتوباسیلوس برویسنیز محققین دیگري  ].13[ گردیدمعرفی 

  ].14[ نمودند ودار جدارا از خمیرترش چا 173

Ruiz Rodriguez پس از تخمیر تصادفی  )2016( و همکاران

هایی از روز، گونه 10گیري به مدت آمارانت و فرآیند مایه

 را از خمیرترش انتروکوکوس و پدیوکوکوس، لاکتوباسیلوس

 سوبستراعوامل درونی . ]8 [مذکور جداسازي نمودند

اد معدنی، لیپیدها و فعالیت کربوهیدرات، منابع نیتروژن، مو(

زمان تخمیر، بازده خمیر، اکسیژن، (هاي فرآیند و مولفه) یآنزیم

به طور قابل توجهی بر ) گیريتعداد فرآیند مایه دماي تخمیر و

در شروع فرآیند . ]15[گذارند فلور میکروبی خمیرترش تاثیر می

- وسگیري در تخمیر تصادفی خمیرترش عمدتا با لاکتوباسیلمایه

-  لاکتوباسیلوس،شویم ولی در ادامههاي هموفرمنتاتیو مواجه می

 سه عامل باعث افزایش .شوندهاي هتروفرمنتاتیو غالب می

ها با محیط ویژه خمیرترش  لاکتوباسیلوستطابقپذیري و رقابت

متابولیسم آنها با این عوامل شامل سازگار بودن . دنشومی

ی انرژي در خمیر، تطابق  منابع اصلها به عنوانکربوهیدرات

 تخمیر، دارا بودن pHها به دما و نیازهاي رشد لاکتوباسیلوس

نظیر (هاي ایجاد شده چندین مکانیسم پاسخ براي غلبه بر تنش

 )، شرایط اسمزي، اکسیداسیون و کاهش مواد غذایی تولیدياسید

- تولید ترکیبات ضد میکروبی از جمه اسیدعلاوه بر این، . هستند

 هاي ضد میکروبیو متابولیت) نظیر لاکتات و استات(ی هاي آل

بخشد ها را بهبود میها رقابت لاکتوباسیلوسهمچون باکتریوسین

ها در خمیرترش کمک کند تواند به ماندگاري پایدار آنو می

]16.[  

 اسید در جدایه لاکتیکی مانیزنده بررسی -2- 3

  و صفرا

متوالی اسید و صفرا در مانی جدایه لاکتیکی پس از تیمار زنده

 CFU/mL به حدود CFU/mL 108مقایسه با نمونه کنترل از 

  . و دو سیکل لگاریتمی کاهش داشت رسید106

، انتروکوکوس فاسیوممانی زنده) 2020(فکري و همکاران 

 جدا شده از لوکونوستوك سیتروم و پدیوکوکوس پنتوزاسئوس

هاي صفراوي  نمکو 2معادل   pH را درخمیرترش سنتی ایران

.  ساعت مورد بررسی قرار دادند3 درصد به مدت 3/0با غلظت 

مقاومت را در میزان  بیشترین AR-L02 فاسیوم انتروکوکوس

pH 79(هاي صفراوي  نمکدر حضورو )  درصد95( پایین 

 و پدیوکوکوس پنتوزاسئوسهاي نسبت به سویه) درصد

 ی مشابهطی پژوهشدر ]. 17 [نشان دادوم لوکونوستوك سیتر

لاکتوباسیلوس ، PRK1 پدیوکوکوس پنتوزاسئوسمانی زنده

 جدا شده PRK11 لاکتوباسیلوس پلانتاروم و PRK7 پلانتاروم

ها این جدایه. مورد بررسی قرار گرفت از حریره برنج تخمیري

 3/0 در صفراي آنهامانی  مقاوم بودند و زنده= 2pH نسبت به

  ].18 [صد بود در3/81 و 5/86، 88 به ترتیبدرصد 

 5) 2018( و همکاران  Adesulu-Dahunsiبر اساس پژوهش

اي، جدایه لاکتیکی از غذاهاي بر پایه غلات تخمیر شده نیجریه
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لاکتوباسیلوس  ،YO175لاکتوباسیلوس پلانتاروم شامل 

ویسلا ، OF31پدیوکوکوس پنتوزاسئوس ، OF101پلانتاروم 

مانی خوبی را ه زندWS90کانفوسا  ویسلاو  OF126 ساکانفو

 ویسلا به جز(ها همه جدایه.  داشتندpH =3 و  pH =2در

هاي صفراوي مقاومت خوبی را در برابر نمک) WS90 کانفوسا

طبق . ]19 [ ساعت از خود نشان دادند4 درصد به مدت 3/0

 جدایه لاکتیکی 3از میان ) 2019( و همکاران Sadeghiگزارش 

 و 2 معادل pH ماندن در ندهترش سبوس برنج که قادر به زخمیر

لاکتوباسیلوس   سازي شده دستگاه گوارش بودند،شرایط شبیه

مهمترین عوامل موثر . ]20 [مانی را داشت بیشترین زندهبرویس

 شاملهاي پروبیوتیک در دستگاه گوارش مانی باکتريبر زنده

 .باشدهاي صفراوي می پایین و هیدرولیز نمکpHقابلیت تحمل 

هاي اسید هاي متداول براي مقاومت به اسید در باکتريمکانیسم

، سیستم F1-F0-ATPase  فعالیت، پمپاژ پروتون توسطلاکتیک

گلوتامات دکربوکسیلاز، تشکیل ابر محافظ آمونیاك، فعالیت بالاي 

ها و تشکیل بیوفیلم ، ترمیم یا محافظت از ماکرومولکولآزياوره

تحمل صفرا توسط . ]21[ سازي استو فرآیندهاي خنثی

 است که هیدرولازي آنهامربوط به فعالیت آنزیم نیز ها پروبیوتیک

ه و کاهش اثر سمی آن کمک گبه هیدرولیز شدن صفراي کنژو

  . ]22 [کندمی

 قابلیت خود اتصالی و دگر اتصالی جدایه -3- 3

  لاکتیکی 

 4میزان قابلیت خود اتصالی جدایه لاکتیکی در این مطالعه پس از 

 1 به حدود سلسیوس درجه 37گذاري در دماي  گرمخانهساعت

میزان قابلیت . سید درصد ر19/36 ساعت به  24درصد و پس از 

 اشرشیا کلیبا  ساعت 24دگر اتصالی جدایه پس از گذشت 

، )24/71 ± 23/0(استافیلوکوکوس اورئوس ، )99/37 ± 61/0(

 باسیلوس سرئوسو  )18/24 ± 05/1 (لیستریا مونوسیتوژنز

) P>05/0(داري  که به شکل معنیدرصد  بود) 22/10 ± 70/0(

   .)2شکل (با یکدیگر اختلاف داشتند 

هاي مهم مرتبط با اثرات خود اتصالی و دگر اتصالی از ویژگی

شوند که به ترتیب، به عنوان ها محسوب میمفید پروبیوتیک

هاي مختلف هاي سویهنوع و تجمع باکتريهاي همتجمع باکتري

خود اتصالی عامل ساکن شدن و لازمه تداوم . شوندعریف میت

ها در دستگاه گوارش است و هر چه درصد حضور پروبیوتیک

هاي پروبیوتیک براي خود اتصالی بیشتر باشد توانایی باکتري

دگر اتصالی مانعی  .شودهاي اپیتلیال بیشتر میاتصال به سلول

زا در هاي بیماريسمگزینی میکروارگانیلانه براي جلوگیري از

  ]. 23,24[شود سطح روده محسوب می

  

  
Fig 2 Co-aggregation percentage of the LAB isolate 

with food-borne bacteria. Different letters show 
significant difference at P<0.05. 

  

Vasiee پدیوکوکوس میزان خود اتصالی ) 2020( و همکاران

پدیوکوکوس اسیدي  درصد و 8/28را  DHR005 پنتوزاسئوس

 درصد اعلام کردند و این در حالی 48را  LAH-5 لاکتیسی

بعد مذکور  در پژوهش  لاکتیکیاست که میزان خوداتصالی جدایه

  وHan]. 25 [ درصد رسید19/36 ساعت به 24از گذشت 

 باکتري اسید 10گزارش کردند که از میان ) 2017(همکاران 

 داراي بیشترین میزان برویس لاکتوباسیلوسسی لاکتیک مورد برر

بدین صورت که میزان خود اتصالی آن پس از . خود اتصالی بود

 به حدود سلسیوس درجه 37گذاري در دماي  ساعت گرمخانه4

 طبق پژوهش .]62 [ درصد رسید80 ساعت به 24و پس از  2

Zangeneh  قابلیت خود اتصالی و دگر ) 2019(و همکاران

 ساعت 5 در طول KHMZلاکتوباسیلوس پلانتاروم اتصالی 

گذاري در دماي اتاق به طور قابل توجهی از گرمخانه

 بیشتر بود به طوري که این MZRFلاکتوباسیلوس پلانتاروم 

را از خود نشان استافیلوکوکوس اورئوس سویه بالاترین تجمع با 

ه زا و پروبیوتیک بدرصد دگر اتصالی عوامل بیماري. ]27 [داد

         توانایی.استوابسته گذاري و زمان گرمخانهآنها سویه 
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هاي اسید لاکتیک متداول جدا شده براي دگر اتصالی با باکتري

 نسبت داده ی آنهازا ممکن است به اجزاي سلولعوامل بیماري

لکتین و اجزاي -فعل و انفعالات بین کربوهیدراتاحتمالا . شود

 هستنددر این پدیده موثر پروتئینی موجود در سطح سلول 

]28,29.[  

   اثرات ضد باکتریایی جدایه لاکتیکی -4- 3

 نشان داده شده است اثر بازدارندگی 3همانطور که در شکل

لیستریا  و استافیلوکوکوس اورئوسجدایه لاکتیکی بر 

 به شکل باسیلوس سرئوس و اشرشیا کلی نسبت به مونوسیتوژنز

ما بین اثر ضد باکتریایی این بیشتر بود ا) P>05/0(داري معنی

، لیستریا مونوسیتوژنز و استافیلوکوکوس اورئوسجدایه بر روي 

  . مشاهده نشد) <05/0P(داري اختلاف معنی

  
(A) 

 

 
(B) 

Fig 3 Diameter of inhibition zone of the food-borne 
bacteria in the present of the LAB isolate in 

antibacterial assay. The different letters show 
significant difference at P<0.05 (A), and co-culture 

of the LAB and each food-borne bacterium (B). 
 

Somashekaraiah اثر ضد میکروبی ) 2021( و همکاران

 تخمیر فراوردهجدا شده از  MYSN105لاکتوباسیلوس برویس 

 اشرشیا کلی و کوکوس اورئوساستافیلو را در برابر 1شده پوژا

قطر هاله عدم رشد  ،این پژوهشگران. کردندمطالعه 

 18 ار اشرشیا کلیمتر و  میلی21را  استافیلوکوکوس اورئوس

 قطر هاله عدم رشد ،در پژوهش حاضر. نمودندمتر گزارش میلی

متر  میلی15 اشرشیا کلیمتر و  میلی35 استافیلوکوکوس اورئوس

دو بررسی حاکی از آن است که اثر ضد میکروبی  نتایج ].30[ بود

  در برابرحاضردر پژوهش  SKA01 لاکتوباسیلوس برویس

   .بود  کمتر اشرشیا کلیدر برابربیشتر و استافیلوکوکوس اورئوس 

 51با جداسازي ) 2013( و همکاران  Ramosدر پژوهشی 

یایی مانی مناسب، اثر ضد باکتر با قابلیت زندهباکتري اسید لاکتیک

 نوع 2ها، جدایهاین  از بین  کهها را مورد بررسی قرار دادندآن

لاکتوباسیلوس  و FFC199 و SAU105 لاکتوباسیلوس برویس

 و لیستریا مونوسیتوژنزکنندگی در برابر اثر مهارداراي  فرمنتوم

بر اساس مطالعه  .]31 [بودند استافیلوکوکوس اورئوس

Tavakoli ها به جز دایههمه ج) 2017( و همکاران

لاکتوباسیلوس  و MT.ZH293لاکتوباسیلوس پلانتاروم 

 و استافیلوکوکوس اورئوس، رشد MT.ZH693پنتوسوس 

 . ]32 [ را مهار کردندازروجینوسودوموناس ای

عددي مانند رقابت براي مواد هاي متها با مکانیسمپروبیوتیک

، هاي مخاطیزا به سلول، مهار چسبندگی عوامل بیماريمغذي

هاي اپیتلیال، تولید زا به سلولمهار تهاجم عوامل بیماري

 از میکروبی و یا تحریک مصونیت مخاطیهاي ضد متابولیت

 ].33 [کنندزاي روده جلوگیري میاثرات مضر عوامل بیماري

- هاي اسید لاکتیک شامل اسیدهاي ضد میکروبی باکتريمتابولیت

ستیک، اسید فرمیک، اسید اسید لاکتیک، اسید ا(هاي آلی 

 محیط pHها با کاهش که عمل آن) پروپیونیک و اسید بوتیریک

هاي دیگري مانند اتانول، شود و همچنین متابولیتتشدید می

هاي چرب، پراکسید هیدروژن، دي استیل، ترکیبات با وزن اسید

نایسین، رئوترین، رئوتري (ها  نظیر باکتریوسینپایینمولکولی 

 مهارکننده ترکیباتو ) پدیوسین، لاکتیسین و انتروسینسایکلین، 

ها معمولا رشد  باکتریوسین].34[ باشدشبه باکتریوسینی می

کنند و علت اصلی زاي گرم مثبت را مهار میهاي بیماريباکتري

زاي گرم منفی وجود هیدروکسی هاي بیماريمهار رشد باکتري

                                                 
1. Pozha 
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بنابراین . دروژن استهاي آلی و پراکسید هیهاي چرب، اسیداسید

ها، عامل اصلی فعالیت ضد میکروبی در مورد لاکتوباسیلوس

تولید باکتریوسین است اما وجود ترکیباتی مانند پراکسید 

در هاي آلی، اتانول و رقابت براي مواد مغذي نیز هیدروژن، اسید

   ].35,36[ موثر هستنداین ویژگی 

  بیوتیکی جدایه لاکتیکی مقاومت آنتی-5- 3

 نشان داده 1بیوتیکی که در جدول  بر اساس نتایج مقاومت آنتی

هاي کانامایسین،  بیوتیک شده است، جدایه لاکتیکی نسبت به آنتی

نالیدیکسیک اسید، ونکومایسین، سیپروفلوکساسین، 

بیوسین، واسترپتومایسین، سفتریاکسون، کلیندامایسین، نو

سیلین،   آمپیپنم، مقاوم بوده و نسبت به جنتامایسبن و ایمی

سفازولین و سفالوتین، داراي حساسیت نسبی و همچنین نسبت 

 .سیلین حساس بود به پنی

Table 1 Resistance of the LAB isolate towards some routine antibiotics determined based on the disc 
diffusion bioassay. 

Zone of Inhibition (mm)  Susceptibility profile  Antibiotic (μg) 
 0.09d± 6.37  resistant  Clindamycin (2) 

 0.39e± 3.45  resistant  Gentamicin (10) 

 0.00f± 0.00  resistant  Streptomycin (10) 

 0.00f± 0.00  resistant  Ciprofloxacin (5) 

1.93a ± 21.91  sensitive  Penicillin (10) 

 0.00f± 0.00  resistant  Vancomycin (30) 

0.1e ± 3.26  resistant  Novobiocin (5) 

0.28b ± 15.94  semi resistant  Cefalotin (30) 

0.79b ± 14.85  semi resistant  Ampicillin (10) 

0.05b ± 14.52  semi resistant  Cefazolin (30) 

0.42c ± 10.13  resistant  Ceftriaxone (30) 

 0.00f± 0.00  resistant  Nalidixic acid (30) 

0.19e ± 2.31  resistant  Imipenem (10) 
 0.00f± 0.00  resistant  Kanamycin (30) 

Different letters are significantly different (P< 0.05) within the column. 

 
لاکتوباسیلوس )  2019( و همکاران Sadeghiدر طی مطالعه 

        برابر  جدا شده از خمیرترش سبوس برنج، در برویس

هاي ونکومایسین، استرپتومایسین و نالیدیکسیک بیوتیکآنتی

نتایج مشابه  حساس بود که ،سیلین مقاوم و نسبت به پنی،اسید

ها در بیوتیکی جدایه قابلیت آنتیالبته. باشدپژوهش حاضر می

سیپروفلوکساسین، جنتامایسین،  نوبیوسین،هاي بیوتیکمورد آنتی

و سفتریاکسون در این دو بررسی کاملا متفاوت بود کلیندامایسین 

]20 .[  

ه ها بتمامی جدایه) 2018( و همکاران Vasiee در پژوهش

هاله عدم رشد مذکور،  پژوهش در. ونکومایسین مقاوم بودند

  معادلB12 لاکتوباسیلوس برویسسیلین براي نسبت به پنی

 B16 ،67/18لاکتوباسیلوس برویس متر، سویه  میلی56/26

متر بود میلیC33 ،85/17 برویس لاکتوباسیلوسمتر وسویه میلی

 هاله عدم رشد ، پژوهش حاضر حالی که دردر] 37[

.  بود91/21سیلین نسبت به پنیSKA01 برویس لاکتوباسیلوس

مورد هاي بیوتیک آنتیدر میاناین جدایه بیشترین حساسیت را 

س نتایج گزارش شده اسابر   .دسیلین نشان دابه پنینسبت  آزمون

هاي  جدایهتمامی ، )2014( و همکاران Munozتوسط 

 سودومزنترویدس لوکونوستوك و پنتوسوس لاکتوباسیلوس

سیلین،  سیلین، آمپی حساسیت بالایی نسبت به آموکسی

 همچنین این .کلرامفنیکل، جنتامایسین و اریترومایسین نشان دادند

 ومایسین مقاوم بودندها نسبت به استرپتومایسین و ونک جدایه

هاي  جدایهتمام ) 2019( و همکاران Liدر پژوهش . ]38[

سیلین، اریترومایسین و  نسبت به آمپی مورد مطالعهلاکتوباسیلوس 

که در برابر استرپتومایسین،  حالی کلیندامایسین، حساس بودند در

. کانامایسین و سیپروفلوکساسین از خود مقاومت نشان دادند

هاي لاکتوباسیلوس نسبت به جنتامایسین،  گونه بیشترهمچنین 

هاي   همواره این نگرانی وجود دارد که باکتري.]39 [مقاوم بودند

ها به عنوان بخشی از جمعیت  اسید لاکتیک و بیفیدوباکتري

ها و حیوانات  باکتریایی مواد غذایی و دستگاه گوارش انسان

بیوتیک عمل  نتی مقاومت به آهاي توانند به عنوان مخزن ژن می

زا و  هاي بیماري تواند به باکتري این مقاومت در نهایت می. کنند

. ها شودفرصت طلب، منتقل شده و مانع از درمان عفونت

بیوتیک گزارش شده هاي متفاوتی براي مقاومت به آنتی مکانیسم
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است اما اینکه کدام مکانیسم در یک سویه باکتریایی خاص، 

بیوتیک، محل هدف آن و نوع باکتري  مطرح شود به ماهیت آنتی

هایی نظیر سنتز دیواره سلولی  بستگی دارد که موجب مهار فرآیند

، سنتز پروتئین، ترجمه، تغییر غشاي )ترین مکانیسم متداول(

. ]40 [شوند سلولی، سنتز اسید نوکلئیک و فعالیت متابولیکی می

هاي  هبیوتیکی در جنس یا گونهاي آنتی  علاوه بر این، مقاومت

بوده و یا از طریق موجود باکتریایی ممکن است به صورت ذاتی 

هاي جدید به  یک یا چند جهش پی در پی و یا با ترکیب ژن

توانند از طریق  بیوتیک می هاي مقاومت به آنتی  ژن.دست آیند

   .]41[منتقل شوند) ها و تراسپوزونها  پلاسمید(عناصر قابل انتقال 

  قابلیت همولیز خون -6- 3

در این پژوهش، جدایه لاکتیکی داراي فعالیت همولیزي از نوع 

  .گاما بود

 دسته آلفا، بتا و 3ها به  به طورکلی فعالیت همولیز میکروارگانیسم

مشاهده رنگ سبز نشانگر همولیز آلفا و رنگ . شود گاما تقسیم می

در صورتی که هیچ . دهد زرد یا شفاف، همولیز بتا را نشان می

  . باشد در اطراف جدایه مشاهده نشود همولیز گاما میتغییر رنگی 

 جدایه 26از بین ) 2019( و همکاران Sharmaطی پژوهش 

 مورد 6 مورد همولیز منفی و 20ترش آرد گندم،  لاکتیکی خمیر

همچنین در پژوهش دیگري توسط . ]42 [همولیز مثبت بودند

Argyri اکثر  جدایه مورد مطالعه69از بین ) 2013( و همکاران ،

، B278لاکتوباسیلوس پنتوسوس  سویه 4ها همولیز گاما و  جدایه

B279 ،B281 و B285 داراي همولیز آلفا بودند و هیچ یک از 

  ی مشابههايدر بررسی. ]43 [ها همولیز بتا نداشتند جدایه

 S82 لاکتوباسیلوس برویس و KT16-2برویس  لاکتوباسیلوس

عدم فعالیت همولیتیک  ].44,45[  بودندينیز فاقد فعالیت همولیز

 GRAS( Generally(ها به عنوان  بندي باکتري براي طبقه

Recognized As Safe  سازمان مواد غذایی اروپا قوانینطبق 

   .الزامی است

  

  جمع بندي - 4

 به  برویسلاکتوباسیلوسدر این پژوهش، ارزیابی خصوصیات 

ن داد که این عنوان جدایه لاکتیکی غالب آمارانت تخمیر شده نشا

با توجه . بودهاي پروبیوتیکی مناسبی برخوردار جدایه از قابلیت

- مانی مناسب این جدایه در شرایط اسیدي و حضور نمکبه زنده

هاي خود اتصالی و قابلیتبیوتیک، مقاومت به آنتیهاي صفراوي، 

لاکتوباسیلوس جدایه دگر اتصالی، اثرات ضد باکتریایی مناسب 

 جهت استفاده به بالقوهبه عنوان یک نامزد  آن را توان میبرویس

عنوان کشت میکروبی پروبیوتیک در صنایع تخمیري معرفی 
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Evaluation of probiotic properties of lactic acid bacteria (LAB) isolated from 
fermented pseudocereals has crucial importance to prepare microbial cultures. 
In the present study, after molecular identification, probiotic properties of the 
predominant LAB isolate were investigated. Sequencing results of the PCR 
products led to the identification of Lactobacillus brevis SKA01 as the 
predominant LAB. The survival of the LAB isolate after continues treatment of 
acid and bile reached to 106 compared to the control sample (108 CFU/mL), 
and it showed the highest antibacterial effect on Staphylococcus aureus. 
Meanwhile, there was no significant difference (P>0.05) between inhibitory 
zone diameter of the S. aureus and Listeria monocytogenes in the present of 
the LAB isolate.  LAB isolate was capable of good auto-aggregation (36.19%) 
and co-aggregation with S. aureus (71.24%), and it had no hemolytic activity. 
Furthermore, it was resistant to most of the tested antibiotics. By considering 
the proper probiotic potentials of the L. brevis isolated from fermented 
amaranth, it is possible to use the isolate as microbial starter or probiotic 
culture in fermentation industries. 
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