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هاي اسید لیت پروبیوتیکی از بین باکتريهاي آغازگر داراي قاباخیرا تمایل به استفاده از کشت
هدف از این پژوهش، جداسازي . لاکتیک جدا شده از بسترهاي تخمیري غیر لبنی افزایش یافته است

شده و زده تخمیرشده از بذر شبدر جوانهو شناسایی مولکولی باکتري اسید لاکتیک غالب جدا
این جدایه لاکتیکی بر اساس نتایج . ن بودقارچی آهاي پروبیوتیکی و ضدهمچنین ارزیابی ویژگی

باکتریایی قارچی و ضداثر ضد. شناسایی شدپدیوکوکوس پنتازاسئوس، PCRیابی محصولات توالی
استافیلوکوکوس اورئوس  و آسپرژیلوس نایجر در برابر )>05/0P(داري جدایه مذکور به شکل معنی

علاوه براین، جدایه . رد مطالعه بیشتر بودزاد مونسبت به سایر عوامل قارچی و باکتریایی غذا
سازي شده دستگاه در شرایط شبیه)  درصد22/77(مانی مناسبی  از زندهپدیوکوکوس پنتازاسئوس

این باکتري فاقد فعالیت همولیزي بود و میزان خوداتصالی آن نیز معادل . گوارش برخوردار بود
سالمونلا و اشرشیا کلی  جدایه مذکور با همچنین میزان دگر اتصالی.  درصد به دست آمد51/35

        علاوه بر این، باکتري مذکور نسبت به.  درصد تعیین گردید43/18 و 71/48 به ترتیب اینتریکا
بر این اساس، امکان . هاي پنیسیلین، سفالوتین، آمپیسیلین و سفازولین حساسیت نشان دادبیوتیکآنتی

یک کشت پروبیوتیک با قابلیت استفاده بالقوه به عنوان نگهدارنده استفاده از جدایه مذکور به عنوان 
  .زیستی در صنایع غذایی وجود دارد
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   مقدمه- 1
امروزه در سرتاسر جهان به دلیل تولید حجم انبوه مواد غذایی و 
کم بودن مدت زمان نگهداري، گرایش به استفاده از ترکیبات 
مختلف جهت افزایش مدت نگهداري مواد غذایی افزایش یافته 

یکی از عوامل فساد مواد غذایی و کاهش مدت زمان . است
ها و ها، کپکهایی نظیر باکتريهداري آنها، رشد میکروارگانیسمنگ

ها بوده که هاي آنزا و یا متابولیتمخمرهاي فاسد کننده، بیماري
مشکلات قابل توجهی را براي تولید کنندگان و مصرف کنندگان 

هاي هاي سنتزي یکی از راهاستفاده از نگهدارنده. کنندایجاد می
 بوده ولی در تحقیقات زیادي به اثرات مقابله با این مشکل

 نامطلوب این ترکیبات بر سلامتی مصرف کنندگان از جمله
 اختلالات روانی مختلف اشاره شده هاي ژنی وسرطانزایی، جهش

 بنابراین، صنعت غذا به دنبال جایگزین کردن .]1[است 
هاي طبیعی و ایمن به جاي انواع سنتزي آنها با هدف نگهدارنده

        ش زمان نگهداري و افزایش سلامت مصرف کنندگان افزای
       هاي هاي اسید لاکتیک و متابولیتباکتري].2,3[باشد می
هاي زیستی هستند که در ترین نگهدارندهمیکروبی آنها عمدهضد

صنایع غذایی و دارویی کاربرد داشته و شامل ترکیباتی نظیر 
CO2 ،H2O2یزومرهاي آمینواسیدها، ، دي استیل، استالدهید، ا

باشند ها و ترکیبات شبه باکتریوسینی میروتئین، باکتریوسین
]4,5.[  

هاي مفیدي بسترهاي غذایی تخمیري منابع غنی ازمیکروارگانیسم
ها و استفاده از آنها به بوده که با جداسازي این میکروارگانیسم

عنوان کشت آغازگر در تولید محصولات غذایی، موجب بهبود 
        خصوصیات عملکردي و همچنین افزایش سطح کیفیت 

ها عمدتا شامل این میکروارگانیسم. شوندهاي غذایی میفرآورده
هاي اسید لاکتیک بوده که در تحقیقات زیادي مخمرها و باکتري

هاي مذکور و استفاده از به جداسازي و شناسایی میکروارگانیسم
به عنوان مثال، ]. 6[است  شدهآنها به عنوان کشت آغازگر پرداخته

Rizzello قارچی با بررسی خاصیت ضد) 2011(و همکاران
شده با هاي آبی و متانولی جوانه گندم تخمیرعصاره

 بر روي کپک 2لاکتوباسیلوس روسیا و 1لاکتوباسیلوس پلانتاروم

                                                             
1. Lactobacillus plantarum 
2. Lactobacillus rossiae 

 بیان کردند که عصاره آبی، قابلیت ممانعت 3پنیسلیوم روکوفورتی
در . ]7[شده از محصولات نانوایی را داشتي جداهااز رشد قارچ

 جدایه لاکتیکی تنها 85از بین ) 2012( و همکاران Lanمطالعه 
خاصیت 5 ویسلا سیبریاو4ویسلا پارامزنتریودسدو جدایه 

پنیسلیوم هاي بازدارنگی قابل توجهی بر روي رشد قارچ
و 8آسپرژیلوس سایدووي، 7آسپرژیلوس فلاووس، 6اکسالیکوم

  .]8[ از خود نشان دادند 9ر راسموسوسموکو
ها پروبیوتیکبر اساس تعریف سازمان بهداشت جهانی، 

اي هستند که در صورت مصرف در هاي زندهمیکروارگانیسم
مانی در شرایط نامساعد دستگاه گوارش، مقدار مناسب و زنده

منجر به حفظ فلور میکروبی روده، محافظت از دستگاه گوارش 
اي و روده- ايزاي معدههاي بیماريوارگانیسمدر برابر میکر

عموما برخی از مخمرها و ]. 10,9[شوند کاهش سرطان می
شوند که ها به عنوان سویه پروبیوتیک در نظر گرفته میباکتري

 برخی از ،واریته بولاردي10ساکارومایسس سرویزیهشامل مخمر 
، وسلاکتوباسیلهایی از هاي اسید لاکتیک نظیر گونهباکتري

پروپیونی باکتریوم ، بیفیدوباکتریوم، انتروکووس و استرپتوکوکوس
 باسیلوس هایغیر اسید لاکتیک نظیروحتی انواعی از باکتري

علاوه بر دسترسی به ]. 11[د نباش می12اشرشیا کلی و 11سوبتیلیس
-هاي پروبیوتیک تجاري در سراسر جهان، شناسایی سویهسویه

یز در مطالعات زیادي صورت هاي مختلف نهاي جدید از جنس
 . ]13,12[گرفته است 

هاي پروبیوتیک، چندین ویژگی از جمله به منظور انتخاب سویه
، توانایی اتصال به )اسید و صفرا(تحمل شرایط دستگاه گوارش 

زا هاي بیماريغشاي مخاطی و رقابت به منظور حذف باکتري
یمن بودن علاوه براین، ا]. 14[باید مورد بررسی قرار گیرد 

ها یک مساله اولیه قبل از استفاده آنها جهت مصارف پروبیوتیک
انسانی و همچنین کشت آغازگر بوده که در بحث ایمنی آنها، 

          هاي مقاومت به معمولا خصوصیاتی نظیر عدم انتقال ژن

                                                             
3. Penicillium roqueforti 
4. Weissella paramesenteroides 
5. Weissella cibaria 
6. Penicillium oxalicum 
7. Aspergillus flavus 
8. Aspergillus sydowii 
9. Mucor racemosus 
10. Saccharomyces cervisiae 
11. Bacillus subtilis 
12. Eshesichia coli 
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هاي بیوژنیک و عدم همولیز خون ها، عدم تولید آمینبیوتیکآنتی
  . ]15[گیرند میمورد بررسی قرار 

گیاهی است  Trifolium resupinatumبذر شبدر با نام علمی 
که در شرایط آب و هوایی مناطق مدیترانه، شمال غربی آمریکا و 

عفونی این گیاه به دلیل خاصیت ضد. کندشرق آفریقا رشد می
اکسایشی به عنوان یک گیاه دارویی مورد کنندگی و فعالیت ضد

جوانه آن نیز به شکل خام و در سالادها و  استفاده قرار گرفته
  ].16,17[شود مصرف می

هاي اسید لاکتیک جدا شده از در مطالعات اخیر بر روي باکتري
هاي پروبیوتیکی مناسبی نظیر مقاومت بسترهاي تخمیري، ویژگی

باکتریایی و قابلیت هاي صفراوي، فعالیت ضدبه اسید و نمک
 ايه عنوان مثال، در مطالعهب. استاتصالی گزارش شده- خود

هاي اسید میکروبی باکتريخواص پروبیوتیکی و فعالیت ضد
نتایج . شده از سبوس گندم مورد بررسی قرار گرفتلاکتیک جدا

پدیوکوکوس  و لاکتوباسیلوس پلانتاروماین مطالعه نشان داد که 
قارچی در مقابل شده داراي فعالیت ضد جدا13پنتازاسئوس

باکتریایی و فعالیت ضد15آسپرژیلوس اوریزا و 14یجرآسپرژیلوس نا
 در پژوهش حاجی نیا .]18[ بودند 16لیستریا مونوسیتوژنزبر علیه 

میکروبی باکتري خاصیت پروبیوتیکی و ضد) 1399(و همکاران 
شده مورد ارزیابی قرار شده از جو دوسر تخمیراسید لاکتیک جدا

مناسبی براي ابلیت از قنتایج نشان داد که این جدایه . گرفت
استفاده به عنوان کشت پروبیوتیک و یا نگهدارنده در صنایع 

 و Lavenilدر ارزیابی ]. 19[باشد تخمیري برخوردار می
سازي شده دستگاه گوارش تاثیر شرایط شبیه) 2016(همکارانش 

 مورد بررسی پدیوکوکوس پنتازاسئوسمانی جدایه بر روي زنده
مانی مناسبی ه سویه مذکور از زندهقرار گرفته و مشخص شد ک

مطالعه دیگري نیز نشان داد ]. 20[برخوردار بود )  درصد20/61(
مانی  زنده        شده از هوره، قابلیتکه باکتري اسید لاکتیک جدا

هاي صفراوي داشت مناسبی در شرایط اسیدي و در حضور نمک
 هايباکتري) 2018( و همکاران  Sakandarدرپژوهش].21[

اتصالی - خود       اسید لاکتیک جداشده از خمیرترش، خاصیت 
 17انتروکوکوس فکالیسمتفاوتی از خود نشان دادند و در بین آنها 

                                                             
13. Pediococcus pentosaceus 
14. Aspergillus niger 
15. Aspergillus oryzae 
16. Listeria monocytogenes 

اتصالی را دارا بود -  بالاترین خاصیت خود17انتروکوکوس فکالیس
، پژوهشگران به )2016( و همکاران Shirvaniدر مطالعه ]. 22[

زده ر جوانهاکسیدانی بذر شبدارزیابی خصوصیات شیمیایی و آنتی
زنی میزان برخی پرداخته و مشاهده نمودند که در طی جوانه

ترکیبات شیمیایی بسترهاي تخمیري کاهش و برخی دیگر افزایش 
همچنین محققین مذکور بیان نمودند که محتواي فنولی در . یافت

زنی خاصیت طی این فرآیند افزایش یافته و با افزایش مدت جوانه
یز افزایش قابل توجهی از خود نشان داد  ن18DPPHمهار رایکال 

]23.[  
زده به عنوان بستر تخمیري جهت تاکنون از آرد بذر شبدر جوانه

لذا هدف . استهاي اسید لاکتیک استفاده نشدهجداسازي باکتري
از این پژوهش، جداسازي و شناسایی مولکولی باکتري اسید 

 و ارزیابی زدهلاکتیک حاصل از تخمیر تصادفی بذر شبدر جوانه
  .قارچی و پروبیوتیکی جدایه مذکور بودخصوصیات ضد

  

  ها مواد و روش- 2
   مواد اولیه وکشت میکروبی- 2-1

بذر شبدر مورد استفاده در این مطالعه از شهرستان بروجرد 
خریداري و به آزمایشگاه شیمی دانشکده صنایع غذایی دانشگاه 

عوامل . دیدعلوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان منتقل گر
اشرشیا زاد مورد استفاده در این مطالعه که شامل میکروبی غذا

 PTCC (19استافیلوکوکوساورئوس، )PTCC 1399(کلی

سالمونلا ، )PTCC 1015(20باسیلوس سرئوس، )1112
 PTCC( آسپرژیلوس نایجر و) PTCC 1709 (21انتریکا

هاي علمی و صنعتی ایران بوده که از سازمان پژوهش) 5012
)IROST, Iran (مواد شیمیایی و محیط. خریداري گردیدند-

  .هاي کشت میکروبی نیز از شرکت مرك آلمان خریداري شدند
  زنی بذر شبدر جوانه- 2-2

 درجه 25زنی بذر شبدر به مدت سه روز و در دماي فرآیند جوانه
        زده در آون با دمايسپس شبدر جوانه. سلسیوس انجام شد

                                                             
17. Enterococcus fecalis 
18. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
19. Staphylococcus aureus 
20. Bacillus cereus 
21. Salmonella enterica 
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آسان توس شرق، (شک و توسط آسیاب  درجه سلسیوس خ55
خصوصیات شیمیایی آرد شبدر . به آرد تبدیل گردید) ایران

 نیز بر اساس خاکستر، پروتئین، چربیزده از جمله مقادیر جوانه
  ].24[هاي استاندارد تعیین شد روش

  زدهگیري خاکستر آرد بذر شبدر جوانهاندازه-2-2-1
زده پس از ذر شبدر جوانهبه منظور تعیین میزان خاکستر آرد ب

 درجه 550دماي (هاي چینی در کوره الکتریکی حرارت دادن بوته
 گرم از این آرد 5و سرد شدن آن، )  دقیقه30سلسیوس به مدت 

در مرحله بعد . هاي چینی تا شعله ور شدن حراررت دیددر بوته
 درجه سلسیوس 600 تا 500ها در کوره الکتریکی با دماي بوته

 ساعت قرار گرفت و خاکستر ذرات سفید رنگ 6- 4به مدن 
ها در دسیکاتور قرار در پایان بوته. بدون ذرات سیاه به دست آمد

گرفت و سرد شد و پس از وزن کردن درصد خاکستر بر اساس 
  . ]24[ محاسبه شد )1(معادله 

Ash%=(A-B) / M ×100 
  وزن نمونه و ظرفA میزان خاکستر نمونه، Ashدر رابطه بالا

 وزن نمونه و ظرف Bقبل از قرار دادن در کورهبرحسب گرم، 
 وزن نمونه برحسب Mبعد از قرار گرفتن در کورهبرحسب گرم، 

  .باشدگرم می
  زدهگیري پروتئین آرد بذر شبدر جوانهاندازه-2-2-2

هاي هضم زده در داخل بالنبدین منظور ابتدا آرد بذر شبدر جوانه
غلیظ و یک عدد قرص کاتالیزور کلدال توسط اسید سولفوریک 

 دقیقه تا شفاف شدن 140عملیات هضم به مدت . هضم شد
. محلول به منظور تکمیل شکسته شدن ترکیبات آلی، ادامه یافت

بعد از سرد و خارج شدن بخارات اسیدي، مرحله تقطیر با 
.  درصد انجام گرفت2 درصد و اسید بوریک 32استفاده از سود 

 تیتراسیون، آنیون بورات که متناسب با مقدار در انتها، در مرحله
 نرمال در 1/0ازت موجود در نمونه است با اسید کلریدریک 

حضور معرف متیل رد، تیتر و درصد ازت کل بر اساس معادله 
  .]24[محاسبه گردید ) 2(

  
نرمالیته اسید = N میزان ازت کل نمونه، Nitrogenدر رابطه بالا 
 V1 اسید مصرف شده براي نمونه، لیتر میلیV2کلریدریک، 

 وزن نمونه بر حسب Mلیتر اسید مصرف شده براي شاهد، میلی

ها، میزان براي به دست آوردن درصد پروتئین نمونه. باشد میگرم
 ضرب و میزان پروتئین بر حسب ماده خشک 7/5ازت در فاکتور 
  .محاسبه گردید

  هزدگیري چربی آرد بذر شبدر جوانهاندازه-2-2-3
مقدار چربی خام بعد از هیدرولیز نمونه توسط اسید کلریدریک و 

 محاسبه گردید )3(معادله تبخیر شدن استرهاي باقی مانده از 
]24[.  

Fat%=Mf/ M ×100 
 وزن چربی بر حسب گرم، Mf میزان چربی، Fatدر رابطه بالا 

Mباشد وزن نمونه برحسب گرم می.  
  زدهتخمیر تصادفی شبدر جوانه- 2-3
ابتدا آرد شبدر ) بدون کشت آغازگر(هت تخمیر تصادفی ج

برابر ) 100× نسبت خمیر به آرد (زده با راندمان خمیر جوانه
، با آب مقطر استریل و در شرایط و ظروف استریل، مخلوط 160

 درجه سلسیوس گرمخانه 37 ساعت در دماي 24و به مدت 
ترش روز  درصد خمیر10افزودن (گیري فرآیند مایه. گذاري شد

 روز و ثابت شدن اسیدیته بستره تخمیري 3تا ) قبل به خمیر تازه
  ].25[ادامه پیدا کرد 

 جداسازي و شناسایی باکتري اسید لاکتیک - 2-4
  غالب

گیري بستر به منظور جداسازي جدایه لاکتیکی از آخرین مایه
 دهی تهیه و بر روي محیط کشتسازي متوالی دهتخمیري، رقت

MRS22هاي باکتريسپس از کلنی.  سطحی داده شدآگار کشت -

هاي هاي رشد کرده، کشت خطی تهیه و در انتها تک پرگنه
هاي کاتالاز و رنگ آمیزي گرم مورد خالص با استفاده از آزمون

در ادامه، جهت شناسایی جدایه لاکتیکی، . بررسی قرار گرفتند
 ,Bioneer( با استفاده از کیت استخراج DNAاستخراج 

AccuPrep K-3032, South Korea ( صورت گرفت و
 با پرایمرهاي Polymerase chain reaction (PCR(توسط 

F44 و R1543 94( چرخه حرارتی شامل واسرشت 30 طی 
 درجه 54(، اتصال پرایمر ) ثانیه45درجه سلسیوس به مدت 

 درجه 72(، و توسعه محصول ) ثانیه45سلسیوس به مدت 
 تکثیر یافته و پس از الکتروفورز در ) ثانیه60سلسیوس به مدت 

                                                             
22. De Man, Rogosa and Sharpe agar 
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 جفت 1500توالی  (PCR درصد، محصولات 5/1ژل آگارز 
 Bioneer, South(یابی توالی) 16S rDNAبازي از جایگاه 

Korea ( 26[گردید.[  
   لاکتیکی قارچی جدایه اثر ضد- 2-5

 لاکتیکی حاصل از شبدر جدایهقارچی اثر ضدجهت بررسی 
بدین . ه از روش کشت دولایه استفاده گردیدشدزده تخمیرجوانه

 3تهیه و آگار MRSهاي حاوي محیط کشت منظور، ابتدا پلیت
ها  لاکتیکی در مرکز این پلیتمیکرولیتر از کشت فعال جدایه

 ساعت در 72هاي مذکور به مدت سپس پلیت. گذاري شدلکه
در ادامه، . گذاري گردیدند درجه سلسیوس گرمخانه37دماي 

آسپرژیلوس لیتر از سوسپانسیون اسپور لوط حاوي یک میلیمخ
 PDA23لیتر محیط  میلی9با  spores/mL  105 با تعدادنایجر
شده به صورت کشت دو  لاکتیکی کشت دادهبر روي جدایهآگار 

 درجه 25ها در دماي لایه ریخته و پس از انعقاد لایه دوم، پلیت
قطر هاله .  گردیدندگذاري ساعت گرمخانه48سلسیوس به مدت 

عدم رشد قارچ در اطراف کشت جدایه لاکتیکی نیز با نرم افزار 
image J 1.42( نسخهe (27 [تعیین گردید.[  

   لاکتیکیباکتریایی جدایه ارزیابی اثر ضد- 2-6
هاي  لاکتیکی در برابر باکتريبراي بررسی اثر بازدارنده جدایه

 اشرشیا کلی و باسیلوس سرئوس، استافیلوکوکوس اورئوس،
بدین منظور . گذاري استفاده شد از روش لکهسالمونلا انتریکا

بر روي )  ساعته24کشت ( میکرولیتر از جدایه لاکتیکی 3ابتدا 
 ساعت در دماي 48آگار ریخته و به مدت MRS محیط کشت 

سپس محیط کشت . گذاري شد درجه سلسیوس گرمخانه37
BHI24 حاوي جمعیت)  درصد8/0( آگارCFU/mL  105  از هر

زا بر روي کشت قبلی ریخته شد و پس از جامد باکتري بیماري
 24 درجه سلسیوس به مدت 37ها در دمايشدن لایه دوم، پلیت

  ].28[گذاري شدند ساعت گرمخانه
- لاکتیکی در شرایط شبیهمانی جدایه زنده- 2-7

  سازي شده دستگاه گوارش

                                                             
23. Potato Dextrose Agar 
24. Brain Heart Infusion 
 
 

 37 لاکتیکی در دماي هشده جدایبدین منظور کشت دو بار فعال
به ) ، آلمانSigma(درجه سلسیوس توسط سانتریفیوژ یخچالدار 

 g6000  درجه سلسیوسو با دور 4 دقیقه در دماي 10مدت 
سپس روماند آن دور ریخته و رسوب باقیمانده . سانتریفیوژ گردید
حل گردید و جذب نوري آن در ) =4/7pH(در بافر فسفات 

، PGI(ستگاه اسپکتوفوتومتر  توسط دnm 600طول موج 
 سوسپانسیون pHدر ادامه، .  تنظیم شد108/0حدود ) انگلستان

 رسیده و آنزیم 2 نرمال، به 1باکتریایی توسط اسید کلریدریک 
 درجه 37 درصد به مخلوط اضافه و در دماي3/0پپسین با غلظت 

 pHدر ادامه . گذاري شد ساعت گرمخانه5/1سلسیوس به مدت 
 افزایش یافت و در 5/6 نرمال، تا 1سیون توسط سود این سوسپان

 درصد قرار گرفته و سپس 3/0مجاورت نمک صفراوي با غلظت 
گذاري  ساعت گرمخانه5/1 درجه سلسیوس به مدت 37در دماي

پس از سپري شدن زمان مذکور از سوسپانسیون باکتریایی . شد
 MRSسازي متوالی و کشت سطحی بر روي محیط کشت رقت
 ساعت 48هاي رشد کرده بعد از  صورت گرفته و تعدادکلنیآگار

 درجه سلسیوس، شمارش و نسبت 37گذاري در دماي گرمخانه
) کشت باکتري بدون اعمال تیمارهاي مذکور(به نمونه شاهد 

  ]. 29[مانی محاسبه شد درصد زنده
       اتصالی و -هاي خود ارزیابی قابلیت- 2-8

  ی لاکتیکاتصالی جدایه- دگر
هاي  لاکتیکی، سلولاتصالی جدایه-براي ارزیابی خاصیت خود

 10( ساعته آن توسط سانتریفیوژ یخچالدار 24حاصل از کشت 
، جدا و طی دو )g 6000دور ، درجه سلسیوس4دقیقه، دماي 

سپس . شستشو داده شدند) =2/7pH(مرحله با بافر فسفات 
به طوري که پالیده کشت باکتریایی در بافر فسفات، حل گردید 

.  داشت600OD=108/0سوسپانسیون به دست آمده، جذبی معادل 
 ساعت در دماي 24 و 4در ادامه، سوسپانسیون باکتریایی به مدت 

در پایان زمان مذکور، جذب .  درجه سلسیوس قرار گرفت37
 نانومتر خوانده شد و مطابق 600 لاکتیکی در سوسپانسیون جدایه

در این رابطه، . صالی محاسبه گردیدات- ، میزان خود)4(معادله 
A0وA به ترتیب، میزان جذب سوسپانسیون در ابتدا و انتهاي 

  ].30 [گذاري هستندگرمخانه
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 لاکتیکی با اتصالی جدایه- همچنین جهت محاسبه قابلیت دگر
زا، هاي بیماري لاکتیکی و باکتريزا، از جدایههاي بیماريباکتري

 به صورت مجزا تهیه 600OD=108/0سوسپانسیونی با جذب 
هاي مساوي از سوسپانسیون سپس مخلوطی با حجم. گردید

 لاکتیکی تهیه و در دماي زا و جدایههاي بیماريهرکدام از باکتري
متعاقبا .  گردیدير ساعت نگهدا4 درجه سلسیوس به مدت 37

 نانومتر خوانده شد و 600هاي مذکور در جذب سوسپانسیون
در این .  میزان خاصیت تجمعی محاسبه گردید)5(معادله مطابق 
 Alacزا،  برابر با جذب سوسپانسیون باکتري بیماريAPرابطه 

 جذب مخلوط Amixجذب سوسپانسیون جدایه لاکتیکی و 
 ساعت 4زا پس از سوسپانسیون جدایه لاکتیکی و باکتري بیماري

  ].31 [باشندمی

  
  کی ارزیابی خاصیت آبگریزي جدایه لاکتی- 2-9

هاي حاصل از کشت سلولبه منظور ارزیابی خاصیت آبگریزي، 
به مدت ( لاکتیکی توسط سانتریفیوژ یخچالدار  ساعته جدایه24
جدا و ) g10000 درجه سلسیوس و دور 4 دقیقه در دماي 10

. شستشو داده شدند) =2/7pH(طی دو مرحله با بافر فسفات 
حل گردید به سپس پالیده کشت باکتریایی در بافر فسفات، 

طوري که سوسپانسیون به دست آمده، جذبی معادل 
108/0=600ODدر ادامه، حجم مساوي از سوسپانسیون .  داشت

 1بعد از مدت .  دقیقه مخلوط گردید4باکتریایی و زایلن به مدت 
 درجه سلسیوس، جذب فاز 37گذاري در دماي ساعت گرمخانه

، )6(معادله مطابق  نانومتر خوانده شد و 600آبی در طول موج 
 به AوA0در این رابطه، . میزان آبگریزي سطحی محاسبه گردید

-ترتیب، میزان جذب سوسپانسیون در ابتدا و انتهاي گرمخانه

  ].32 [گذاري هستند

  
  بیوتیک ارزیابی مقاومت به آنتی- 2-10

 ساعته جدایه 24 میکرولیتر از کشت 200بدین منظور ابتدا 
آگار یک درصد MRS تر محیط کشت لی میلی4لاکتیکی به 
در . سپس مخلوط مذکور، درون پلیت ریخته شد. اضافه گردید

بیوتیک شامل پنیسیلین، سفالوتین، هاي آنتیمرحله بعد دیسک
-استرپتومایسین، آمپیسیلین، جنتامایسین، سیپروفلاکساسین، ایمی

پنم سفازولین، کلیندامایسین، سفتریاکسون، نالیدیکسیک اسید، 
در مرکز سطح هر ) پادتن طب، ایران(ووبیوسین و ونکومایسین نو

 37گذاري در  ساعت گرمخانه24پس از . پلیت قرار داده شدند
ها اندازه درجه سلسیوس، قطر هاله عدم رشد در اطراف دیسک

، )متر میلی14قطر کمتر یا مساوي(گیري شده و به صورت مقاوم 
قطر بیش از (و حساس ) متر میلی19 تا 15قطر(حساسیت نسبی 

 ].33[گزارش گردید ) متر میلی20

 ارزیابی قابلیت همولیز خون توسط - 2-11
   لاکتیکیجدایه

 لاکتیکی بر روي محیط کشت بلاد براي این منظور، ابتدا جدایه
 48 درصد خون گوسفند، کشت داده شد و پس از 5آگار حاوي 

هاله و تغییر  درجه سلسیوس، ایجاد 37گذاري در ساعت گرمخانه
  ].34[رنگ در محیط کشت بررسی شد

   آنالیز آماري- 2-12
ها در سه تکرار انجام شد و نتایج حاصل از این تمامی آزمون

 با مقایسه زوجی 25پژوهش با استفاده از آنالیز واریانس یک طرفه
 05/0داري در سطح معنی) LSD(داري حداقل اختلاف معنی

ها نیز آنالیز آماري و ترسیم نموداربراي . تجزیه و تحلیل گردیدند
 نسخه Excelو ) 26( نسخه SPSSهاي به ترتیب، نرم افزار

  .مورد استفاده قرار گرفتند) 2010(
  

  نتایج و بحث- 3

 تعیین خصوصیات شیمیایی بذر شبدر - 3-1
 زدهجوانه

زده بر طبق نتایج این پژوهش مشخص گردید که آرد شبدر جوانه
 درصد 84/50 درصد چربی، 01/4وتئین،  درصد پر23/19حاوي 

یکسري از محققین در .  درصد خاکستر بود69/8کربوهیدرات و 
زده مشاهده بررسی خود روي ارزیابی خصوصیات شبدر جوانه

 10/38زنی شامل نمودند که محتویات دانه شبدر بعد از جوانه

                                                             
25. One Way ANOVA 
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 درصد کربوهیدرات و 90/37 درصد چربی، 50/4درصد پروتئین، 
همچنین نتایج این محققین نشان داد که . رصد خاکستر بود د20/7

زنی مقدار خاکستر و پروتئین افزایش با افزایش مدت زمان جوانه
 و Fouad]. 23[و مقدار چربی و کربوهیدرات کاهش یافت 

زنی بر در مطالعه خود به ارزیابی تاثیر جوانه)2015(همکاران 
زنی دند که جوانهمحتویات دانه عدس پرداخته و مشاهده نمو

زنی گردید  روز جوانه6ها در طی سبب افزایش خاکستر دانه
در مطالعه دیگري پژوهشگران مشاهده کردند که میزان ]. 35[

- درصد بوده در حالی که با جوانه29پروتئین در دانه سویا خام 

زنی جوانه]. 36[ درصد افزایش یافت 35زنی میزان آن به 
دانه وارد مرحله جدیدي از رشد خود فرآیندي است که طی آن 

. ها همراه استشده که با تقسیم سلولی و تولید یکسري آنزیم
ها براي تقسیم سلولی به انرژي نیاز داشته که آن را -معمولا دانه

ها از جمله کربوهیدرات. کننداز محتویات درون خود تامین می
م آلفا آمیلاز در این منابع تامین کننده انرژي بوده که با تولید آنزی

ها را تجزیه و سبب کاهش یافتن زده کربوهیدراتهاي جوانهدانه
ها نیز منابع دیگر چربی]. 37[گردند محتویات کربوهیدراتی می

در واقع . زده هستندهاي جوانهتامین کننده انرژي و کربن در دانه
اسیدهاي چرب با تجزیه شدن به آب و دي اکسید کربن انرژي 

هاي رده که این پدیده منجر به کاهش در میزان چربی دانهتولید ک
ها نیز ترکیباتی هستند که در پروتئین]. 23[گردند زده میجوانه

زنی میزانشان تغییر کرده و براساس مطالعات صورت طی جوانه
هاي پروتئینی و توان دلیل این امر را به ساخت آنزیمگرفته می

شدن ترکیبات سازنده بیان کرد یهتغییرات شیمیایی در نتیجه تجز
]38 .[  
 جداسازي و شناسایی مولکولی باکتري - 3-2

  اسید لاکتیک غالب
گیري از تخمیر تصادفی بذر طی سه روز متوالی تکرار فرآیند مایه

زده، باکتري اسید لاکتیک غالب جداسازي شد که شبدر جوانه
 و 97/3 به pHدر این شرایط . گرم مثبت و کاتالاز منفی بود

 1همانطور که در شکل .  رسید3/6اسیدیته قابل تیتر نیز به 
 جفت بازي در جدایه 1500شود تکثیر توالی هدف مشاهده می

مقایسه توالی به دست آمده . لاکتیکی غالب مورد تایید قرار گرفت

 منجر به NCBI26هاي داده موجود در پایگاه داده با توالی
 97 با تشابه  ZFGC02پدیوکوکوس پنتازاسئوسشناسایی 
هاي خود به حضور پژوهشگران متعددي در گزارش. درصد شد

در منابع تخمیري بسیار زیادي پدیوکوکوس پنتازاسئوس باکتري 
 ]. 39,40[اند اشاره کرده غلات تخمیر شده از جمله

  
 

Fig 1 Agarose gel electrophoresis of the PCR 
products with 1500 bp target sequence. Lane 1: 

amplified DNA of the selected predominant LAB 
isolate; lane 2: negative control (non DNA); lane 3: 

100 bp DNA ladder and lane 4: positive control 
(amplified DNA of an identified strain). 

 
، محققین با بررسی فلور )2018( و همکاران Sáezدر مطالعه 

 را به پدیوکوکوس پنتازاسئوسشده،  یکروبی آرد نخود تخمیرم
شده از این بستر معرفی هاي غالب جداعنوان یکی از باکتري

در طی فرآیند تخمیر، عواملی نظیر دما و زمان ]. 41[نمودند 
تخمیر، رقابت در جذب مواد غذایی و اسیدیته محیط، تنوع فلور 

در واقع . دهندمیکروبی بستر را تحت تاثیر قرار می
هاي موجود در بستر تخمیري که به اسید، حساس میکروارگانیسم

      هاي مقاوم به اسید زنده هستند از بین رفته و میکروارگانیسم
           در تخمیر تصادفی به دلیل رقابت بین. مانندمی

هاي اسید لاکتیک هاي آلوده کننده و باکتريمیکروارگانیسم
 براي استفاده از مواد مغذي، درصورت غلبه موجود در بستر

توان آن را به عنوان باکتري باکتري اسید لاکتیک در این رقابت می
. میکروبی نیز هستشاخصی جداسازي کرد که داراي ویژگی ضد

بازدهی خمیر، یکی از عوامل مهم دیگري است که بر روي 
خصوصیات خمیرترش و غالب شدن باکتري اسید لاکتیک با 

                                                             
26. National Center for Biotechnology Information 
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هرچه میزان بازدهی خمیر، . گذاردهاي اختصاصی تاثیر میژگیوی
تر باشد به دلیل کاهش فعالیت آبی و کاهش نرخ اسیدي پایین

تر شده و در نتیجه ها فراهمشدن بستر، شرایط براي رشد قارچ
باکتري اسید لاکتیکی که از آن بستر جداسازي شود قابلیت رقابت 

قارچی را دارا خواهد بود دها و همچنین خصوصیات ضبا قارچ
]42,43.[  
  قارچی جدایه لاکتیکی اثر ضد- 3-3

پدیوکوکوس پنتازاسئوس  اثر بازدارنده جدایه 2بر اساس شکل 
بر این اساس، درصد .  تایید شدآسپرژیلوس نایجربر قارچ 

آسپرژیلوس نایجر بازدارندگی از رشد جدایه مذکور در برابر 
  . درصد بود91/6معادل 

  
Fig 2 The antifungal activity of Pediococcus 
pentosaceus againstAspergillus niger(b) in 

comparison with control sample (a)  
پدیوکوکوس از  محققین) 2021( و همکاران Jinدر پژوهش 
شده از بسترهاي تخمیري به عنوان کشت آغازگر  جداپنتازاسئوس

       اثرمذکور ن در مطالعه همچنی. تخمیر نان استفاده کردند
 نیزمورد بررسی آسپرژیلوس فلاووسقارچی این جدایه روي ضد

قرار گرفت و مشاهده شد که منجر به تاخیر افتادن رشد کپک 
  ].44[هاي تولیدي گردید مذکور در نان

Gerez جدایه 35با مطالعه بر روي  )2010( و همکاران 
قارچی آنها را بر لاکتوباسیل و پدیوکوکوس، خصوصیات ضد

به 28وپنیسلیوم، آسپرژیلوس نایجر 27فوزاریوم گرامینرومروي 
نتایج پژوهش . روش ممانعت از رشد سطحی قارچ بررسی کردند

بیشترین اثر لاکتوباسیلوس پلانتاروممذکور نشان داد که
هاي مورد بررسی داشت و مهارکنندگی را بر روي رشد قارچ

ت آغازگر در محصول تولیدي نیز کاربرد این باکتري به عنوان کش
]. 45[قارچی مطلوبی از خود نشان داد خاصیت ضد
Muhialdin نیز در بررسی خود اثر ) 2018( و همکاران     

                                                             
27. Fusarium graminearum 
28. Penicillium 

هاي شده از غذا باکتري اسید لاکتیک جدا870قارچی ضد
هاي فاسد کننده تخمیري مالزیایی را طی دو مرحله بر روي قارچ

در ارزیابی اولیه آنها . بررسی قرار دادندمحصولات نانوایی مورد 
تنها ) آسپرژیلوس نایجر(ترین کپک آلوده کننده نان بر روي عمده

در ارزیابی بعدي نیز .  جدایه قادر به مهار رشد این قارچ بودند56
آسپرژیلوس فلاووس،  زاد دیگر شامل قارچ غذا5که بر روي 

و 30توفیلایلیاس، مونی29پنیسلیوم روکوفورتی، اروتیوم روبروم
 جدایه خاصیت 16 صورت گرفت تنها 31رایزوپوس نیگریکانس

همچنین در این مطالعه، . قارچی خوبی از خود نشان دادندضد
هاي اسید هاي مذکور در برابر باکتريمیزان هاله عدم رشد قارچ

  ].46[متر متفاوت بود  میلی80 تا 66/15لاکتیک از 
ب کشت آغازگر جهت استفاده هاي اخیر به منظور انتخادر دهه

. است در تخمیر خمیرترش، مطالعات زیادي صورت گرفته
     هاي مذکور، مشخص شد که برخی ازبراساس پژوهش

قارچی مناسب، قابلیت هاي اسید لاکتیک با خاصیت ضدباکتري
استفاده در تخمیر خمیرترش و پخت نان را به منظور افزایش 

در پژوهشی بیان برخی محققین . ماندگاري و کیفیت نان دارند
هاي اسید لاکتیک بستگی به قارچی باکتريکردند که خاصیت ضد

بر اساس ]. 47[نوع باکتري و جنس قارچ مورد مطالعه دارد 
هاي لاکتوکوکوس و تحقیقات صورت گرفته بیشتر جنس

لاکتوباسیلوس و به میزان کمتر پدیوکوکوس و لوکونوستوك 
]. 48[زا را دارندهاي بیماريشد قارچتوانایی محدود کردن ر

اسیدهاي آلی، پراکسید هیدروژن، دي استیل، اسیدهاي چرب، 
رئوترین، دي پپتیدهاي حلقوي، هیدروکسی اسیدهاي چرب، 
فنیل استیک اسید، فنیل لاکتیک اسید، ترکیبات فنولی و سایر 

قارچی هستند که توسط هاي ثانویه از جمله ترکیبات ضدمتابولیت
از عوامل موثر بر تولید ]. 49,50[شوند ها تولید مین باکتريای

توان به دما هاي اسید لاکتیک میقارچ توسط باکتريترکیبات ضد
اي  و عوامل تغذیهpHگذاري، محیط رشد، و مدت زمان گرمخانه

بر اساس مطالعات انجام شده علت بروز اثر ]. 5,51[اشاره کرد 
هاي کتیک تحت تاثیر پدیدههاي اسید لاقارچی باکتريضد

همچنین برخی از . اي بوده که در این ویژگی نقش دارندپیچیده

                                                             
29. Eurotium rubrum 
30. Monilia sitophila 
31. Rhizopus nigricans 
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قارچی از جمله تغییرات هاي موثر در فعالیت ضدمکانیسم
 و تولید اکسیژن فعال هنوز ناشناخته DNAفراساختاري، تخریب 

 و برهم pHهاي متعددي کاهش در پژوهش. باقی مانده است
 درون سلولی، ممانعت از فعالیت آنزیم pHخوردن تعادل 

-ریبونوکلئاز، اکسید شدن لیپیدهاي غشایی، اکسید شدن پروتئین

هاي موثر در ترین مکانیسمهاي سلولی و نشت سیتوپلاسمی مهم
هاي اسید لاکتیک گزارش شده است قارچی باکتريخاصیت ضد

]5,52,53.[  
 باکتریایی جدایه ارزیابی خاصیت ضد- 3-4

  کیلاکتی
پدیوکوکوس باکتریایی نتایج مربوط به بررسی خاصیت ضد

      همانطور که ملاحظه .  آمده است1در جدول پنتازاسئوس 
استافیلوکوکوس گردد اثر بازدارنده جدایه مذکور بر روي می

نسبت به ) P≤0.05(داري متر به شکل معنی میلی61/56اورئوس
علاوه بر این، . تر بودزاد بیشزاي غذاهاي بیماريسایر باکتري

متر  میلی81/33 معادل  باسیلوس سرئوسکمترین اثر بر روي
  .مشاهده شد

 انجام شد) 2016( و همکاران Maniniپژوهشی که توسط در 
 جدا شده از پدیوکوکوس پنتازاسئوسمشخص گردید که باکتري 
 داراي اثر مهارکنندگی بر روي نیزخمیرترش سبوس گندم 

محققین مذکوردلیل این ]. 18[ستریا بود نژادهاي مختلف لی
ها و خاصیت را به ترشح ترکیبات مختلف از جمله باکتریوسین

 در مطالعه دیگري محققین به بررسی .اسیدهاي آلی ارتباط دادند
شده از سویه ساکاریدهاي جدامیکروبی اگزوپلیاثر ضد

 و مشاهده نمودند پرداختهپدیوکوکوس پنتازاسئوس پروبیوتیک 
میکروبی قابل توجهی ساکارید تولیدي داراي خاصیت ضده پلیک

زاد از زاي غذا و همچنین سایر عوامل بیمارياشرشیا کلیبر روي 
 و 32سالمونلا تیفیموریوم، لیستریا مونوسیتوژنزجمله 

  ].54[ بود استافیلوکوکوس اورئوس
هاي اسید لاکتیک به شکل قابل میکروبی باکتريخاصیت ضد
اي و  تاثیر عوامل متعدد فیزیکی، شیمیایی، تغذیهتوجهی تحت

هاي میکروبی باکتري فعالیتضددر واقع. محیطی قرار دارد
به قابلیت آنها شده از بسترهاي تخمیري جدااسیدلاکتیک 

                                                             
32Salmonella typhimurium 

زابه مواد مغذي و هاي بیماريدرکاهش دسترسی میکروارگانیسم
شته که میکروبی مختلف ارتباط داهاي ضدمتابولیتیا تولید 

اسیدهاي آلی همچون اسید استیک و اسید لاکتیک تولید شده در 
. باشندترین این ترکیبات میها، عمدهمتابولیسم کربوهیدرات

میکروبی تولید شده توسط این هاي دیگر ضدازسایر متابولیت
توان به اسید فرمیک، اسیدهاي چرب آزاد، اتانول، ها میباکتري

 بوتاندیول، 3- 2تیل، استوئین، پراکسید هیدروژن، دي اس
 ].55- 57[ها نیز اشاره کرد استالدهید، بنزوات و باکتریوسین

 
Table 1 Antibacterial activity ofPediococcus 

pentosaceus isolateagainst food-borne 
pathogens. The Results are average of three 

independent measurements, and represent the 
zone of growthinhibition (mm)  

The different letters show differences among the 
inhibitory effects on food- borne pathogen (p < 0.05).  

  

سازي شده  زنده مانی در شرایط شبیه- 3-5
  دستگاه گوارش

-مانی جدایه لاکتیکی در شرایط شبیهنتایج حاصل از بررسی زنده

سازي شده دستگاه گوارش نشان داد که این باکتري به میزان 
  . مانی خود را حفظ نمود درصد زنده22/77

Lavenil مانی به بررسی زنده) 2016( و همکاران
جدا شده از تخمیر چاودار وس پنتازاسئوس پدیوکوکباکتري

سازي شده دستگاه گوارش پرداخته و ایتالیایی در شرایط شبیه
مانی خوبی در شرایط مشاهده نمودند که این جدایه از زنده

حاجی نیا و همکاران ]. 20[اسیدي و صفراوي برخوردار بود 
 پدیوکوکوس پنتازاسئوسدر بررسی خود روي باکتري ) 1399(

در مانی این باکتري شده میزان زندهشده از جو دوسر تخمیرجدا
 درصد گزارش 80/59را سازي شده دستگاه گوارش شرایط شبیه

که روي ) 2018( و همکاران Vasieeدر بررسی ]. 19[کردند 
مخلوط سبزي ( جدا شده از هوره پدیوکوکوس پنتازاسئوس

خص گردید انجام گرفت، مش) شدهکارده، آرد گندم و دوغ تخمیر

Zone of growth inhibition 
(mm) Food-borne pathogens 

56.61± 0.45a Staphylococcus aureus 
33.81± 2.87c Bacillus cereus 
36.02± 1.56bc Escherichia coli 
44.22± 3.32b Salmonella enterica 
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مانی خوبی از خود نشان داد و  زنده=5/2pHکه این باکتري در 
 درصد صفرا داشت 125/0 و 06/0هاي مقاومت خوبی در غلظت

]21.[  
هاي پروبیوتیک براي ایجاد اثرات سودمند در بدن باید  باکتري

قادر به رشد در معده و روده بوده و توانایی اتصال به دیواره روده 
هاي انجام بر اساس بررسی. آن را نیز داشته باشندو سکونت در 

میکروبی پپسین در بخش  پایین معده، خاصیت ضدpHشده، اثر 
هاي صفراوي ترشح شده در روده ابتدایی دستگاه گوارش و نمک

هاي وارد شده به این مانی باکتريباریک عوامل کاهش دهنده زنده
 برخی از مقاومت بالاي]. 58,59[شوند محیط محسوب می

توان به تولید ترکیباتی ها در شرایط اسیدي معده را میباکتري
سـاکـاریـدهـا نسبت داد که سبب محافظت از نظیر اگزوپلی

محققین دیگري نیز . شوندغشاي سلولی در برابر اسیـد معده می
هاي در پژوهش خود بیان کردند که در تنش اسیدي، سلول

 دیواره سلولی خود و با افزایش باکتریایی با تغییر در ساختار
، نفوذپذیري غشاء سلول را براي جذب ATPaseفعالیت پمپ 

H+هاي تغییر بازسازي پروتئین]. 60[دهند  ورودي تغییر می
 آسیب دیده، تجزیه ترکیبات اسیدي محیط به DNAیافته و 

        هايترین پاسخهاي دکربوکسیلاز را نیز مهموسیله آنزیم
اند ي اسید لاکتیک نسبت به تنش اسیدي معرفی کردههاباکتري

ها به محیط روده، املاح از سوي دیگر با ورود پروبیوتیک]. 61[
این  مرگ باعث سلولی دیواره ساختمان هم ریختن صفراوي با به

         با تولید هادر واقع پروبیوتیک.شوندها میمیکروارگانیسم
 کرده را خنثی آنها صفراوي، اثر هاينمک کننده آبکافت هايآنزیم

 مقاومت بنابر این،. میآورند پایین را خون سرم کلسترول سطح و
 هايویژگی تریناز ضروري یکی صفراوي هاينمک به

 روده در را آنها و فعالیت مانیزنده که باشدمی پروبیوتیکی
هاي محققین، توانایی بر اساس یافته. نمایدمی        حفظ کوچک

ت و تحمل امـلاح صفراوي نه تنها به گونه باکتري بستگی مقاوم
دارد بلکه حتی در بین نژادهاي مختلف یک گونه نیز کاملا 

 ].62[متفاوت است 

        اتصالی و - ارزیابی قابلیت خود- 3-6
  لاکتیکی اتصالی جدایه- دگر

بر اساس نتایج این پژوهش مشخص گردید که جدایه 
 51/35اتصالی - اراي خاصیت خود دپدیوکوکوس پنتازاسئوس

 درصد با باکتري 48 /71اتصالی - درصد و همچنین، خاصیت دگر
  .بودسالمونلا انتریکا  درصد با باکتري 43/18و اشرشیا کلی 

         در تحقیقی که بر روي ارزیابی خصوصیات پروبیوتیکی
رترش صورت گرفت شده از خمیهاي اسید لاکتیک جداباکتري

اتصالی - هاي مذکور خاصیت خودمشخص شد که باکتري
انتروکوکوس متفاوتی ازخود نشان دادند و در بین آنها 

]. 22[اتصالی را دارا بود - بالاترین خاصیت خودفکالیس
Sharma در بررسی خاصیت پروبیوتیکی ) 2018( و همکاران

ودند که شده از یک بستر تخمیري مشاهده نمهاي جداباکتري
             داراي بیشترین خاصیت33پدیوکوکوس اسیدي لاکتیسی

 درصد بوده که این مقدار تفاوت بسیار 41اتصالی معادل - خود
  ].63[کمی با نتایج پژوهش حاضر داشت 

اتصال (اتصالی - ها به دو شکل خود قابلیت اتصال در باکتري
هاي سویهاتصال (اتصالی - و دگر) هاي باکتریایی هم نوعسویه

هاي اتصال سویه. گیردمورد ارزیابی قرار می) باکتریایی متفاوت
  ها با عوامل باکتریایی متفاوت منجر به واکنش پروبیوتیک

زا و همچنین ممانعت از لانه گزینی آنها در دستگاه بیماري
هاي باکتریایی هم نوع نیز عموما اتصال سویه. گرددگوارش می

تلیال روده، لانه گزینی و هاي اپیلولموجب اتصال آنها به س
قابلیت ]. 64[شود محافظت از آنها در شرایط دستگاه گوارش می

        زا درهاي اسید لاکتیک به عوامل بیمارياتصال باکتري
هاي مختلف به اجزاي سطح سلولی آنها، تعاملات بین پژوهش

لی لکتین، کربوهیدرات و اجزاي پروتئینی موجود در سطح سلو
نسبت داده شده، البته این مکانیسم هنوز نیازمند بررسی بیشتري 

  ]. 65[است 
طی پژوهش حاضر مشخص گردید که میزان قابلیت آبگریزي 

 درصد بود در حالی که این 91/72جدایه لاکتیکی در برابر زایلن 
مقدار چند برابر بیشتر از میزان آبگریزي سطحی باکتري اسید 

 درصد بود 34وجی در برابر زایلن یعنی شده از الاکتیک جدا
محققین در پژوهش دیگري گزارش کردند که میزان ]. 66[

شده از محصولات هاي مختلف جداآبگریزي در بین سویه

                                                             
33. Pediococcus acidilactici 
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 درصد بود 78/98 تا 86/0تخمیري، متفاوت و در محدوده بین 
پژوهشگران در مطالعه دیگري میزان خاصیت آبگریزي ]. 67[

 درصد 96/97 تا 41/82کتوباسیل را بین هاي لاسطحی سویه
  ]. 68[گزارش کردند 

هاي اسید لاکتیک حاوي مقادیر زیادي دیواره سلولی باکتري
ساکاریدها ها و پلیپپتیدوگلیکان، لیپوتئیکوئیک اسیدها، پروتئین

         تفاوت در مقادیر نسبی این ترکیبات سطحی در. باشدمی
نیزه شدن سطح را تحت تاثیر  بر یوpHهاي مختلف اثر سویه

هاي اسید لاکتیک واجد مقادیر به طور کلی باکتري. دهندقرار می
هاي سطحی و لیپوتئیکوئیک اسیدها نسبت به زیاد پروتئین

ساکاریدهاي هاي پلیهایی که داراي مقادیر زیادي از بخشجدایه
در منابع ]. 69[هیدروفیلیک هستند آبگریزي بیشتري دارند 

اتصالی و آبگریزي سطحی - به ارتباط بین خاصیت خودمختلفی
اتصالی سبب - زیاد بودن مقادیر خاصیت خود. استاشاره شده

هاي اسید لاکتیک در دستگاه افزایش خاصیت تجمعی باکتري
هاي آبگریزي قابلیتی رقابتی در اتصال باکتري. شودگوارش می

به ترکیبات ها اسید لاکتیک است که سبب اتصال قوي این باکتري
در . شودغیر قطبی و بهبود تجمع آنها در سیستم ایمنی میزبان می

ها عمدتا به هاي سطح سلولی باکتريواقع بسیاري از ویژگی
نوع سویه و ماهیت ]. 30[آبگریزي سطحی بستگی دارند 

ها، عوامل اصلی هستند که درصد آبگریزي را تحت هیدروکربن
 درصد را به عنوان 70ي بیشتر از تاثیر قرار داده و شاخص آبگریز

  ].66[گیرند خاصیت آبگریزي بالا در نظر می
  

Table 3 Probiotic properties of Pediococcus 
pentosaceus isolate 

Within the row, different letters show significant 
differences (p < 0.05). between co-aggregation ability 

of the isolate with different food-borne pathogens. 
  

 بیوتیک جدایهمقاومت به آنتی ارزیابی - 3-7
  لاکتیکی

پدیوکوکوس بیوتیک جدایه بررسی میزان مقاومت به آنتی
هاي بیوتیک نشان داد که این باکتري در برابر آنتیپنتازاسئوس

پنیسیلین، سفالوتین، آمپیسیلین و سفازولین حساس بوده و در 
        برابر سفتریاکسون نیز از خود حساسیت نسبی نشان داد 

  ). 2 جدول(
 

Table 4 Antibiotic susceptibility of the Pediococcus pentosaceus isolate against common antibiotics. 
Zone of Inhibition (mm) Susceptibility profile Antibiotic (μg) 

0.25f±8.89 resistant Clindamycin (2) 

0.00g±0.00 resistant Gentamicin (10) 

0.00g±0.00 resistant Streptomycin (10) 

0.00g±0.00 resistant Ciprofloxacin (5) 

0.01a±32.91 sensitive Penicillin (10) 

0.00g±0.00 resistant Vancomycin (30) 

0.56e±12.48 resistant Novobiocin (5) 

2.13c±24.21 sensitive Cefalotin (30) 

0.11b±27.12 sensitive Ampicillin (10) 

0.90b±26.80 sensitive Cefazolin (30) 

1.23d±17.31 intermediate Ceftriaxone (30) 

0.00g±0.00 resistant Nalidixic acid (30) 

0.21f±9.38 resistant Imipenem (10) 

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

یج پژوهش حاضر مشخص شد که جدایه براساس نتا
بیوتیکی متفاوتی در برابر ، مقاومت آنتیپدیوکوکوس پنتازاسئوس

محققین دیگري نیز در . هاي مورد بررسی نشان دادبیوتیکآنتی
بیوتیکی مختلفی از باکتري پژوهش خود مقاومت آنتی

شده از بستر تخمیري هوره مشاهده جداپدیوکوکوس پنتازاسئوس 
 بدین صورت که این باکتري نسبت به پنیسیلین، هاله عدم .کردند
متر از خود نشان داد در حالی که جدایه  میلی45/15رشد 

مطالعه حاضر هاله عدم رشد بزرگتري پدیوکوکوس پنتازاسئوس 

Percentage properties 

77.22 ± 9.64 Survival in simulated 
gastric condition 

35.51 ± 0.93 Auto-aggregation 

72.91 ± 0.91 Hydrophobicity 
S. enterica E. coli 

18.43 ± 0.82b 48.71 ± 0.65a Co-aggregation 
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داشت که بیان کننده حساسیت بیشتر این ) متر میلی91/32(
 دو بررسی، همچنین در هر].21[باکتري نسبت به پنیسیلین است 

. بیوتیک استرپتومایسین مقاوم بوداین باکتري نسبت به آنتی
هاي مختلف مشخص شده که بسیاري از براساس پژوهش

هاي سازنده هاي اسید لاکتیک نسبت به ممانعت کنندهباکتري
 و Gها به خصوص پنیسیلین دیواره سلولی مانند پنیسیلین

ها ده اما این باکتريهاي بتا لاکتاماز حساس بوممانعت کننده
  ].70[ها داشتند حساسیت بیشتري نسبت به سفالوسپورین

هاي باکتریایی ها ترکیباتی هستند که در درمان عفونتبیوتیکآنتی
گیرند و ها و حیوانات مورد استفاده قرار میموجود در بدن انسان

          .هاي اخیر استفاده از آنها بسیار توسعه یافته استدر دهه
ها با ممانعت از ساخت دیواره سلولی، سنتز پروتئین، وتیکبیآنتی

 و تولید فولیک DNAتداخل در فرآیندهاي رونویسی و تکثیر 
البته با استفاده ].70[کنند اسید اثر مهارکنندگی خود را اعمال می

روز افزون از این ترکیبات، مشکلاتی در بین جامعه جهانی به 
-قاومت آنتی بیوتیکی به باکتريوجود آمده و نگرانی از انتقال م

بیوتیکی یک مقاومت آنتی. زا افزایش یافته استهاي بیماري
ها، حیوانات، داروهاي آنتی بیوتیکی برهمکنش پیچیده بین انسان

که با انتقال ژن توسط عناصر انتقال ]70[باشدو محیط زیست می
هاي ياز باکتر) هاها و اینتگرونپوزونپلاسمیدها، ترانس(دهنده 

قابلیت انتقال . گیردها صورت میمقاوم به سایر میکروارگانیسم
هاي شده از غذاهاي جدابیوتیک در باکتريژن مقاوم به آنتی
ها و عوامل هاي پروبیوتیک به سایر باکتريتخمیري و باکتري

زا موجود در روده میزبان یک نکته قابل تامل است که بیماري
دستگاه گوارش، محیطی مناسب ].21[بایستی به آن دقت شود 
باشد که دلیل این امر بالا بودن جمعیت براي فرآیند انتقال ژن می

هاي اسید لاکتیک و در نتیجه بهبود شرایط اتصال سلول به باکتري
با این وجود در پژوهشی . باشدسلول و فرآیند انتقال ژن می

هاي اسید يبیوتیکی در باکترمحققین بیان کردند که مقاومت آنتی
شده از بسترهاي تخمیري یک قابلیت بسیار مفید لاکتیک جدا

هاي پروبیوتیک موجود در روده جهت استفاده به عنوان سویه
ها سبب حفظ جمعیت فلور زیرا این میکروارگانیسم. است

شوند بیوتیکی میهاي آنتیمیکروبی در روده به هنگام درمان
اسید لاکتیک با استفاده از هاي علاوه بر این، باکتري]. 71[

هاي کروموزومی، انتقال هاي دیگر نظیر جهشمکانیسم

بیوتیکی آمینوگلیکوزیدها و اصلاح آنزیمی قابلیت مقاومت به آنتی
  ].72[کنند خود را کسب می

           ارزیابی قابلیت همولیز خون توسط- 3-8
   لاکتیکیجدایه

پدیوکوکوس بررسی قابلیت همولیز خون توسط جدایه 
بود و تشکیل هاله همولیز در ) از نوع گاما(نیز منفی پنتازاسئوس 

 .آن مشاهده نشد

در بررسی خود مشاهده کردند که نیز  برخی از محققین 
شده فاقد شده از جو دوسر تخمیر جداپدیوکوکوس پنتازاسئوس

در بررسی دیگري ارزیابی خاصیت ]. 19[فعالیت همولیزي بود 
شده از سورگوم در د لاکتیک جداهاي اسیهمولیزي باکتري

ها همولیز منفی بوده در حالی نیجریه نشان داد که تمامی جدایه
  ].73[که یک سویه داراي همولیز بتا بود 

ها  معمولا سه نوع فعالیت همولیزي آلفا، بتا و گاما در باکتري
وجود داشته که مشاهده هاله سبز رنگ در محیط کشت خوندار، 

مولیزي آلفا و هاله زرد رنگ، همولیز نوع بتا را نشانگر فعالیت ه
اما در همولیز نوع گاما هیچگونه تغییر رنگ یا . دهدنشان می

فقدان فعالیت همولیزي . شوداي در محیط کشت مشاهده نمیهاله
-هاي اسید لاکتیک براي مصارف انسانی ازجایگاه ویژهدر باکتري

-تواند لایهها میاکترياي برخوردار بوده زیرا فعالیت همولیزي ب

 ].34[تلیال روده را دچار اختلال کند هاي اپی
 

   نتیجه گیري -4 
بر اساس نتایج به دست آمده در پژوهش حاضر، جدایه 

به عنوان باکتري غالب جدا شده از بذر پدیوکوکوس پنتازاسئوس 
میکروبی و شده، خصوصیات ضدزده تخمیرشبدر جوانه

 بر طبق نتایج پژوهش .د نشان دادپروبیوتیکی خوبی از خو
شده از آرد بذر شبدر  جداپدیوکوکوس پنتازاسئوسحاضر، 

باکتریایی خوبی در برابر قارچی و ضدشده از خاصیت ضدتخمیر
همچنین مشخص . زاد برخوردار بودهاي غذامیکروارگانیسم

گردید که این باکتري قابلیت استفاده به عنوان سویه پروبیوتیک 
مین کشت آغازگر و یا کشت همراه در فرآوري جهت تا

  .باشدمحصولات تخمیري را دارا می
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Recently, the tendency to use probiotic-potential starter cultures among 
lactic acid bacteria (LAB) isolated from non-dairy fermented substrates has 
been increased. The aim of this study was to isolate and molecularly 
identify the predominant LAB isolated from fermented germinated clover 
seeds, and also to evaluate its probiotic and antifungal properties. The LAB 
isolate was identified asPediococcus pentosaceus, in accordance with the 
sequencing results of the PCR products. The antifungal and antibacterial 
effect of the isolate on Aspergillus niger and Staphylococcus aureus was 
significantly (P <0.05) higher than the other studied foodborne fungi and 
bacteria. Furthermore, P. pentosaceus isolate had a good survival (77.22%) 
in simulated gastrointestinal conditions. The isolate had no hemolytic 
activity, and its auto-aggregation activity was 35.51%. Also, the rate of co-
aggregation of the isolate with Escherichia coli and S. enterica was equal 
to 48.71% and 18.43%, respectively. In addition, the bacterium was 
sensitive to the penicillin, cephalothin, ampicillin and cefazolin antibiotics. 
Accordingly, it is possible to use the isolate as a probiotic culture with 
potential biological preservative in the food industry. 
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