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Background and Aims: Lactic acid bacteria play an important role in production and 

storage of fermented foods. This study aimed to evaluate the antimicrobial properties of a 

dominant lactic acid bacteria isolated from barley sourdough against some of foodborne 

indicator bacteria. 

Materials and Methods: In this experimental study which was conducted in 2015-2016 at 

Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural Resources, after molecular 

identification of dominant lactic acid bacteria isolated from whole barley sourdough, 

antimicrobial effect of the isolate and it’s cell free culture filtrate as native and neutralized cell 

free culture filtrate obtained from logarithmic and stationary phases were investigated based on 

disc diffusion and microdilution (antibacterial effect) and overlay and agar spore spot (antifungal 

effect) methods. Results were also compared by the one way analysis of variance. 

Results: Sequencing results of PCR products lead to identification of Weissella cibaria as 

a dominant lactic acid bacteria isolated from whole barley sourdough. Based on the results of 

investigating of the antibacterial effect the highest antagonistic effect of the isolate and it’s 

native cell free culture filtrate obtained from logarithmic phase were observed against Bacillus 

subtilis that was significantly (P<0.05) more than the other indicator bacteria. Furthermore, W. 

cibaria and it’s cell free culture filtrate had proper antifungal effects on Aspergillus flavus and 

Aspergillus niger. 

Conclusions: Based on the results of this study, it is possible to use W. cibaria and it’s cell 

free culture filtrate as biopreservative for controlling some microbial indicators in food and 

medical industries. 
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 های حاصل از و پالیده ویسلا سیباریاضد میکروبی جدایه  اتبررسی اثر

 فازهای مختلف رشد آن
 

 1علیرضا صادقی، 2مریم ابراهیمی، 1مریم خشایی

 

 رانیاگرگان،  ،کشاورزی و منابع طبیعی گرگان علوم دانشگاه ،ییغذا عیصنا دانشکده ،لوم و صنایع غذاییعگروه  .1

 دانشگاه علوم پزشکی گلستان، گرگان، ایرانمرکز تحقیقات سلامت غلات،  .2
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 کنند. اینمی ایفا تخمیری غذایی مواد گهدارین و تولید در مهمی نقش اسیدلاکتیک هایباکتری زمینه و اهداف:

 برعلیه خمیرترش آرد جو از جداشده های اسیدلاکتیک غالبباکتری ارزیابی خواص ضد میکروبی یکی از باهدف مطالعه

 .گردید انجام های میکروبی غذازادبرخی از شاخص

دانشگاه علوم کشاورزی و منابع در  1395و  1394های در این مطالعه تجربی که در سالمواد و روش کار: 

طبیعی گرگان انجام شد، پس از شناسایی مولکولی جدایه لاکتیکی غالب خمیرترش آرد جو، اثر ضد میکروبی جدایه 

های انتشار شده حاصل از فازهای رشد لگاریتمی و سکون آن بر اساس روشهای خام و خنثیمذکور و همچنین پالیده

گذاری سوسپانسیون اسپور )ضد قارچی( د باکتریایی( و همچنین کشت دولایه و لکهدر دیسک و میکرودایلوشن )ض

 و تحلیل گردید. طرفه، تجزیهمورد بررسی قرار گرفت. نتایج این پژوهش با استفاده از آنالیز واریانس یک

های لاکتیکی غالب عنوان یکی از جدایهبهویسلا سیباریا ، منجر به شناسایی PCRیابی محصولات توالی: هایافته

( بیشترین تأثیر P<05/0دار )خمیرترش آرد کامل جو شد. نتایج ارزیابی اثر ضد باکتریایی نیز حاکی از بروز معنی

در مقایسه با باسیلوس سوبتیلیس بازدارنده این جدایه و همچنین پالیده خام حاصل از فاز رشد لگاریتمی آن بر روی 

های کشت آن از قابلیت ضد و پالیدهویسلا سیباریا علاوه بر این، مشخص شد که . های باکتریایی بودسایر شاخص

 برخوردار هستند. آسپرژیلوس نایجرو  آسپرژیلوس فلاووسقارچی مناسبی برعلیه 

عنوان های کشت آن بهو پالیده لاکتیکی ویسلا سیباریاتوان از جدایه بر اساس نتایج این پژوهش، می :گیرینتیجه

 های میکروبی در صنایع غذایی و دارویی استفاده نمود.ده زیستی در کنترل رشد برخی از شاخصدارننگه

آسپرژیلوس  ،آسپرژیلوس فلاووس، باسیلوس سوبتیلیس، ضد میکروبی اثر، ویسلا سیباریا :کلیدی کلمات

 رنایج
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مهمقد

 ترینقدیمییکی از  وری نان،در فرآاستفاده از خمیرترش 

صنعت مواد غذایی محسوب در  بیوتکنولوژیکی کاربردهای

شود. خمیرترش شامل مخلوطی از آرد غلات و آب بامزه تند می

های اسیدلاکتیک اسیدی است که حاوی مخمرها و باکتری

نقش  موجود در خمیرترش هایمیکروارگانیسم (.1باشد )می

بخش، حسی ای، سلامتیدی، تغذیهمهمی در بهبود خواص کاربر

های اسیدلاکتیک (. باکتری2کنند )و ماندگاری نان ایفا می

های موجود در انواع خمیرترش ترین میکروارگانیسمعنوان مهمبه

 آلی، اسیدهای ضد میکروبی مانند ترکیبات تولید مطرح بوده و با

 دهایپپتی روتروسایکلین، اکسید هیدروژن، پر استون، استیل، دی

 هایمیکروارگانیسم قادر هستند هاباکتریوسین و قارچی ضد

 اخیر، هایسال (. در3نمایند ) کنترل را فساد عامل و زابیماری

از  عاری استفاده از غذاهای کنندگان بهتمایل مصرف

 اهمیت موضوع این است. یافتههای شیمیایی افزایشدارندهنگه

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 1396 تیرو  خرداد – 2شماره  – 11سال 

www.ijmm.irJournal homepage:  
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 .دهدمی نشان را کنندهتمحافظ میکروبی هایکشت از استفاده

 توانندمی ضد میکروبی ترکیبات تولید با اسیدلاکتیک هایباکتری

 که دنباش شیمیایی هایدارندهنگه برای مناسب جایگزین یک

 در بهبود مثبتی نقش توانندمی ضد میکروبی، مواد تولید بر علاوه

های ای و سلامتی بخش فراوردهتغذیه ارزش بافت، عطروطعم،

 رشد کنترل بر روی (. مطالعاتی4باشند ) داشته یریتخم

 هایباکتری توسط ماندگاری زمان افزایش و هامیکروارگانیسم

 خطرات کاهش دهندهنشان که است شدهانجام اسیدلاکتیک

مثال، عنوان(. به5ها است )سلامت انسان توسط آن تهدیدکننده

Simsek  دارای  های اسیدلاکتیکباکتری( 2006)و همکاران

بین، خاصیت ضد میکروبی را از خمیرترش جدا کردند که ازاین

های لاکتوباسیلوسهای دارای قابلیت ضد میکروبی بهترین گونه
(. 6بودند ) همچنین پدیوکوکوسو  وریدنسیس ،دلبروکی ،برویس

Mentes ( نیز فعالیت ممانعت2007و همکاران ) کنندگی

جداشده از  نتاریوسآلیمو  های پلانتاروملاکتوباسیلوس

عامل فساد نان  باسیلوسهای خمیرترش را در مهار رشد سویه

( قابلیت 2008و همکاران ) Corsetti(. همچنین 7مطالعه کردند )

های اسیدلاکتیک جداشده از تولید باکتریوسین در باکتری

و  Cizeikiene(. 8اند )خمیرترش را موردبررسی قرار داده

های ثیر ضد میکروبی جدایه( نیز تأ2013همکاران )

و  لاکتیسپدیوکوکوس اسیدی، لاکتوباسیلوس سیکی

 ،سودوموناس ،باسیلوسرا در مقابل  پدیوکوکوس پنتازاسئوس
، آسپرژیلوس ،پنیسیلیوم، فوزاریومهای و قارچ اشریشیا ،لیستریا

موردمطالعه قرار داده و دریافتند که  کاندیداو  دباریومایسز

کتیک با تولید ترکیباتی مانند اسیدهای آلی های اسیدلاباکتری

ای طور گستردهدارنده زیستی بهعنوان نگهتوانند بهمی

(. 9زا و عامل فساد را مهار نمایند )های بیماریمیکروارگانیسم

یکی  پژوهش، جداسازی و شناسایی مولکولی هدف از اجرای این

امل جو و های لاکتیکی غالب موجود در خمیرترش آرد کاز جدایه

های کشت های ضد میکروبی جدایه مذکور و پالیدهبررسی ویژگی

حاصل از فازهای رشد لگاریتمی و سکون آن در برابر برخی از 

 های باکتریایی و قارچی مواد غذایی بود.شاخص

 هاروشمواد و 

 مواد اولیه

انجام شد.  1395و  1394های این مطالعه تجربی طی سال

( در این پژوهش 4مورد استفاده )رقم گرگان دار آرد جو پوشینه

 9/1درصد کربوهیدرات و  7/61درصد پروتئین،  6/11دارای 

های مصوب ها بر اساس روشدرصد خاکستر بود. این ویژگی

AACC (2010( تعیین گردید )کشت10 .) های لیوفیلیزه

 کلیاشریشیاهای شاخص مورداستفاده شامل ها و قارچباکتری

(Escherichia coli PTCC 1399 ،)استافیلوکوکوس اورئوس 

(Staphylococcus aureus PTCC 1112 ،)لیستریا مونوسیتوژنز 

(Listeria monocytogenes PTCC 1298 ،)باسیلوس سوبتیلیس 

(Bacillus subtilis PTCC 1720،) لاکتوباسیلوس  هایگونه
(Lactobacillus spp. PTCC 1332 ،)آسپرژیلوس نایجر 

(Aspergillus niger PTCC 5012 و ) آسپرژیلوس فلاووس
(Aspergillus flavus PTCC 5006 از کلکسیون میکروبی )

های علمی و صنعتی ایران تهیه شد. مواد سازمان پژوهش

های کشت مصرفی نیز از شرکت مرک آلمان شیمیایی و محیط

 خریداری گردید.

 تهیه خمیرترش

ی مختلف آرد به هانسبتیی با مارهایتپس از تهیه پیش 

درصد آرد به آب بر  30درصد(، نهایتاً نسبت  50تا  20آب )

منظور غالب شدن فلور اساس روند تغییرات اسیدیته قابل تیتر به

لاکتیکی برای تهیه خمیرترش آرد کامل جو انتخاب شد و در 

، Behdad)انکوباتور آزمایشگاهی،  سلسیوسدرجه  37دمای 

Iran ) 20سپس در هرروز  یر گردید.ساعت تخم 24به مدت 

شده درصد از خمیرترش روز قبل به مخلوط آب و آرد تازه، اضافه

 24به مدت  سلسیوسدرجه  37خانه با دمای  و مجدداً در گرم

( تا رسیدن به back-sloppingساعت قرار داده شد. این عمل )

pH  (.11تکرار گردید ) 4حدود 

 و اسیدیته pHتعیین 

ی خمیرترش هانمونه تیتر قابل تهاسیدی تعیین برای

 ،مقطر آب تریلیلیم 90 با آن از گرم 10 اسیدلاکتیک(، )برحسب

نرمال  1/0توسط محلول سود  سپس و شده یکنواخت و مخلوط

(Merck ،Germany تا رسیدن به )pH  تیتر گردید.  5/8معادل

بیان  تریلیلیماسیدیته نیز برحسب حجم سود مصرفی برحسب 

 متر  pHی خمیرترش نیز با هانمونه pH شد. میزان

(766 Calimatic،Knick ،Germany )(12) تعیین گردید. 

 های اسیدلاکتیکشمارش و جداسازی باکتری

 وسیله های اسیدلاکتیک خمیرترش بهشمارش باکتری

 شده های تهیهرقت سازی متوالی و کشت سطحی رقت

بعد از  MRS agar (Merck ،Germany)بر روی محیط کشت 
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ساعت  48به مدت  سلسیوسدرجه  37گذاری در دمای خانهگرم

ها کشت خطی های عمده، انتخاب و از آنانجام شد. سپس پرگنه

 آمده،دستبه خالص پرگنه روی بر تهیه گردید. در پایان

و با  گرفت صورت کاتالاز و گرم آمیزیرنـگ هایآزمـون

 .(13( بررسی شد )Zeiss ،Germanyمیکروسکوپ آزمایشگاهی )

 DNA استخراج

از تک پرگنه خالص کشت خطی  DNAبرای استخراج 

 K-3032، Bioneer ،Southجدایه موردنظر، از کیت استخراج )

Korea)  استفاده شد.مطابق دستورالعمل شرکت سازنده 

 PCRواکنش 

دارای  PCRبرای شناسایی مولکولی جدایه لاکتیکی از 

 رگشتپرایمرهای اختصاصی رفت و ب
/3GAACGCGAAGAACCTTAC/5  و
/3GCGTGTGTACAAGACCC/5 ( 14استفاده شد .) توالی

 V6-V8هدف تکثیر این جفت پرایمر نیز بخشی از ناحیه متغیر 

های اسیدلاکتیک به باکتری S rDNA16شده جایگاه حفاظت

جفت باز بود. برای تکثیر توالی هدف، مخلوط  500طول 

میکرولیتر  25در حجم نهایی  (Robust ،Franceواکنشگرها )

(، مخلوط جفت x 10) PCR (، بافرng 100الگو ) DNAشامل 

 dNTPs (mM 10 ،)2MgCl(، mM 5/0پرایمر رفت و برگشت )

(mM 25آنزیم ،) Taq DNA polymerase  و  (واحد 5/2)فعالیت

دقیقه واسرشت  5با برنامه دمایی  آب مقطر استریل دیونیزه

چرخه شامل  35، در ادامه سلسیوسرجه د 95ابتدایی در دمای 

ثانیه، اتصال  30به مدت  سلسیوسدرجه  95واسرشت در دمای 

ثانیه، توسعه  30به مدت  سلسیوسدرجه  58پرایمر در دمای 

ثانیه و نهایتاً  30به مدت  سلسیوسدرجه  72محصول در دمای 

دقیقه در  5به مدت  سلسیوسدرجه  72گسترش نهایی در دمای 

 ( قرار دادهCG1-96 ،Corbett ،Australiaرموسایکلر )دستگاه ت

 آگارز ژل به PCR لمحصو شد. سپس برای تأیید اولیه تکثیر،

SYBR safe (Invitrogen ،America )رنگ  واجددرصد  5/1

برای  PCRمحصول  .دیگرد الکتروفورز TBE در بافر و منتقـل

رسال آلمان نیز ا MWGتأیید نهایی و تعیین توالی به شرکت 

 (.14گردید )

 

 

تعیین فازهای رشد لگاریتمی و سکون جدایه 

 لاکتیکی

کشت  طیمح در جدایه لاکتیکی کشت از پسبدین منظور 

MRS broth جذبگیری اندازه با ،سلسیوس درجه 37 دمای در 

 اسپکتروفوتومتر دستگاه توسط نانومتر 600 موجطول در نوری

(T80 Double Beam UV-Visible، PGI ،England در فواصل )

 دیگرد ترسیم رشد یمنحنساعت،  24ساعته طی زمانی یک

(15.) 

 تعیین خواص ضد باکتریایی

منظور ارزیابی خواص ضد باکتریایی جدایه لاکتیکی از دو به

 روش انتشار در دیسک و میکرودایلوشن استفاده شد.

 دیسک در روش انتشار

کتیکی فعال باکتریایی جدایه لابرای ارزیابی خاصیت ضد 

اشریشیا کلی، استافیلوکوکوس  ی شاخصهایباکتردر برابر 
به روش  باسیلوس سوبتیلیسو  نوسیتوژنزلیستریا م ،اورئوس

 ،شاخص یهایباکترلاکتیکی و ابتدا جدایه  ،دیسک در انتشار

جدایه و  باکتریایی یهاشاخص جمعیت سپسشدند.  یسازفعال

. (فارلندمک)معادل نیم  درسانده ش Lcfu/m 810×1 به لاکتیکی

 Nutrient agarبر روی محیط کشت  شاخص یهایباکتر در ادامه

(Merck ،Germany ) سپس کشت داده شدند.  شکل سطحیبه

بافاصله معین از  (Padtanteb ،Iranاستریل ) کاغذی یهاسکید

قرار  ی شاخصهایباکترحاوی سطح محیط کشت  در لبه پلیت

 یهاسکیدبر روی لاکتیکی از جدایه  رتیکرولیم 40و  داده شد

درجه  37در دمای  هاتیپل نهایتاً منتقل گردید.کاغذی 

. قطر گردیدند خانه گذاری گرمساعت  24به مدت  سلسیوس

 یریگاندازه ImageJ (Java, USA)افزار عدم رشد نیز با نرم ههال

 .(16) شد

 میکرودایلوشنروش 

های کشت حاصل از دهبرای مقایسه اثر ضد باکتریایی پالی

فازهای رشد لگاریتمی و سکون جدایه لاکتیکی از روش 

کشت  خام حاصل از تهیه پالیده استفاده شد. برای میکرودایلوشن

 حاصل از فازهای رشد لگاریتمی و سکونجدایه لاکتیکی، کشت 

دقیقه  5به مدت  سلسیوسدرجه  5، دمای xg 20380با  آن

 ( گردید. سپسR combi 514 ،Hanil ،South Koreaسانتریفوژ )

 (Jet Biofil ،Chinaی )آمده از فیلتر سرنگدستبه روییمایع 
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 ،شدهمیکرونی عبور داده شد. برای تهیه پالیده کشت خنثی 22/0

pH 7یک نرمال تا  با سود پالیده مذکور pH  گردیدخنثی. 

 Nutrient brothهای باکتریایی نیز در محیط کشت شاخص

(Merck ،Germanyکشت داده شدند و جمعیت آن ) ها به

cfu/mL 810×1  ،رسانده شد. سپس به هر چاهک میکروپلیت

میکرولیتر افزوده شد. نمونه کنترل منفی حاوی  200حجم نهایی 

پالیده خام و شاخص باکتریایی اتوکلاو شده، کنترل مثبت حاوی 

و موردنظر و شاخص باکتریایی  broth MRSمحیط کشت 

شده و هر یک از های خام و یا خنثیدیگر حاوی پالیده هاینمونه

های باکتریایی موردنظر بودند. درنهایت میکروپلیت به شاخص

گذاری خانهگرم سلسیوسدرجه  37ساعت در دمای  24مدت 

موج ( در طولSco ،Germanyشد و توسط دستگاه خوانش الیزا )

 (.17سنجی صورت گرفت )نانومتر جذب 620

 اص ضد قارچیتعیین خو

های برای ارزیابی اثر ضد قارچی جدایه لاکتیکی از روش

 استفاده شد.قارچ گذاری اسپور کشت دولایه و لکه

 روش کشت دولایه

منظور ارزیابی اثر ضد قارچی جدایه لاکتیکی این روش به

آسپرژیلوس و  آسپرژیلوس نایجرفعال در مقابل دو قارچ شاخص 
رفت. ابتدا با سوآب استریل از کشت مورداستفاده قرار گ فلاووس

متر بافاصله سانتی 3فعال جدایه لاکتیکی خطوطی به طول 

 های حاوی محیط کشتمتناسب از یکدیگر در مرکز پلیت

 MRS agar  خانه  ساعت گرم 72کشیده شد و سپس به مدت

های شاخص گذاری گردید. برای تهیه سوسپانسیون اسپور قارچ

 YGC agarها در محیط شده آنههای کشت دادنیز پلیت

(Merck ،Germany به مدت )درجه  25روز در دمای  7

خانه گذاری،  خانه گذاری گردید. پس از گرم گرم سلسیوس

آوری اسپورها با استفاده از آب مقطر استریل، شسته و جمع

گردیدند. شمارش اسپورها نیز با استفاده از لام هموسیتومتر 

لیتر رقیق گردیدند. عدد در هر میلی 510ا انجام شد و اسپورها ت

 9لیتر از سوسپانسیون اسپور با سپس مخلوط حاوی یک میلی

بر روی خطوط کشت  agar YGCلیتر از محیط کشت میلی

شده جدایه لاکتیکی ریخته شد )کشت دولایه( و پس از داده

به مدت  سلسیوسدرجه  30ها در دمای انعقاد لایه دوم، پلیت

خانه گذاری گردیدند. قطر هاله عدم رشد قارچ در  گرمساعت  48

افزار شده جدایه لاکتیکی نیز با نرماطراف خطوط کشت داده

ImageJ (.4گیری شد )اندازه 

 گذاری اسپور قارچروش لکه

شده حاصل برای ارزیابی اثر ضد قارچی پالیده خام و خنثی

این روش از فازهای رشد لگاریتمی و سکون جدایه لاکتیکی از 

لیتر از مخلوط هر میلی 10استفاده شد. بدین منظور در هر پلیت 

ریخته شد. از  9به  1با نسبت  agar YGCها و یک از پالیده

عنوان نمونه کنترل بدون پالیده نیز به YGC agarمحیط کشت 

میکرولیتر از  3استفاده گردید. در این آزمایش، مرکز هر پلیت با 

گذاری گردید. شده در مرحله قبل لکههیهسوسپانسیون اسپور ت

  سلسیوسدرجه  28روز در دمای  6ها به مدت سپس پلیت

ها ها با تعیین قطر کلنی آنگذاری شده و رشد کپکخانهگرم

 (.18صورت روزانه موردبررسی قرار گرفت )به

 محاسبات آماری

نتایج حاصل از این پژوهش با استفاده از آنالیز واریانس 

( در LSDی )داریمعنفه با مقایسات زوجی حداقل اختلاف طریک

 SAS افزارنرمبا سه تکرار و به کمک  05/0ی داریمعنسطح 

وتحلیل قرار گرفت و برای ترسیم مورد تجزیه 9.1.3نسخه 

 2007نسخه  Microsoft Office Excelافزار از نرم نمودارها

 استفاده شد.

 هایافته

 شناسایی جدایه لاکتیکی

گیری خمیرترش باثبات بار تکرار فرایند مایه 4س از پ

و اسیدیته قابل تیتر آن، باکتری اسیدلاکتیک به  pHنسبی 

های نتایج آزمون روشی که قبلاً توضیح داده شد جدا گردید.

وی رمیکروسکوپی و بیوشیمیایی، گرم مثبت، کاتالاز منفی و ک

نشان  1کل طور که در ششکل بودن جدایه را مشخص کرد. همان

نیز حاکی از تکثیر  PCRشده است الکتروفورز محصولات داده

جفت باز بود. پس از مقایسه  500اختصاصی توالی هدف با طول 

و استفاده از  NCBIهای موجود در پایگاه نتایج توالی یابی با داده

ویسلا نیز مشخص شد که جدایه لاکتیکی،  BLASTnرویه 
 ( بود.Weissella cibaria) سیباریا
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دارای پرایمر اختصاصی با  PCRژل الکتروفورز محصولات  :1شکل 

 جفت باز جهت شناسایی جدایه لاکتیکی 500توالی هدف 

( در 2 چاهکسوسپانسیون میکروبی خمیرترش آرد کامل جو )

های کنترل ( و همچنین نمونه1 چاهکمجاورت مارکر صد جفت بازی )

 .Lactobacillus spحاصل از کشت خالص  DNAمثبت حاوی 

 (.4 چاهک( و کنترل منفی یا فاقد باکتری )3 چاهک)

 

به روش ویسلا سیباریا اثر ضد باکتریایی جدایه 

 انتشار در دیسک

به روش  ویسلا سیباریانتایج بررسی اثر ضد باکتریایی 

انتشار در دیسک نشان داد که بیشترین اثر ضد باکتریایی این 

با قطر هاله عدم رشد تیلیس باسیلوس سوبجدایه در مقابل 

با  اشریشیا کلیمتر و کمترین مقدار آن در مقابل میلی 431/11

متر مشاهده شد. علاوه بر این از میلی 928/7قطر هاله عدم رشد 

های باکتریایی موردمطالعه صرفاً بین اثر ضد بین شاخص

بر روی دو باکتری مذکور تفاوت ویسلا سیباریا باکتریایی 

 .(2( وجود داشت )جدول P<05/0) داریمعنی

 به روش انتشار در دیسک ویسلا سیباریاهای باکتریایی در مجاورت متر( شاخصمیانگین قطر هاله عدم رشد )برحسب میلی :2جدول 

 باسیلوس سوبتیلیس اشریشیا کلی لیستریا منوسیتوژنز استافیلوکوکوس اورئوس های باکتریاییشاخص

 BC 296/0±148/9 AB 894/0±004/10 C 735/0±928/7 A 689/0±431/11 ویسلا سیباریا

 باشد.می 05/0دار در سطح دهنده تفاوت معنیشده است. حروف ناهمسان در هر ردیف، نشانانحراف معیار بیان±صورت میانگین سه تکرار*نتایج به

 

به  ویسلا سیباریاهای کشت اثر ضد باکتریایی پالیده

 میکرودایلوشنروش 

آمده از تعیین فازهای رشد لگاریتمی و سکون دستایج بهنت

خانه ساعت پس از زمان گرم 10، ویسلا سیباریانشان داد که 

لذا برای ارزیابی اثر  ،گذاری به انتهای فاز رشد لگاریتمی رسید

در فازهای رشد  ویسلا سیباریاضد باکتریایی پالیده کشت 

پس از کشت جدایه، ساعت  12و  8لگاریتمی و سکون به ترتیب 

شده است نشان داده 3طور که در جدول پالیده تهیه شد. همان

 ویسلا سیباریاهای حاصل از کشت بیشترین اثر بازدارندگی پالیده

مربوط به پالیده خام فاز لگاریتمی و کمترین آن مربوط به پالیده 

شده فاز سکون بود. علاوه بر این عمدتاً بین اثر ضد خنثی

شده حاصل از کشت جدایه های خام و خنثیی پالیدهباکتریای

های مذکور در فازهای رشد لگاریتمی و سکون بر روی باکتری

(. همچنین بر P<05/0داری وجود داشت )شاخص تفاوت معنی

اساس این نتایج، بین اثر بازدارندگی هر پالیده بر روی چهار 

(. P<05/0داری مشاهده شد )شاخص باکتریایی نیز تفاوت معنی

بر روی  ویسلا سیباریاهای کشت بیشترین اثر بازدارندگی پالیده

ها نیز بر روی و کمترین اثر بازدارندگی آن باسیلوس سوبتیلیس

 مشاهده شد. اشریشیا کلی

اریتمی و سکون شده حاصل از فازهای رشد لگهای خام و خنثیهای باکتریایی در حضور پالیده( شاخصcfu/mLدرصد کاهش جمعیت ) -3جدول 

 میکرودایلوشنبه روش  ویسلا سیباریا

  های باکتریاییشاخص 

 باسیلوس سوبتیلیس اشریشیا کلی لیستریا مونوسیتوژنز استافیلوکوکوس اورئوس 
 Ac 714/0±505/67 Ab 495/0±450/74 Ad 247/0±695/23 Aa 792/0±590/81 پالیده خام فاز لگاریتمی

 Bc 205/0±855/61 Bb 322/1±485/70 Cd 283/0±110/20 Ca 177/0±095/73 پالیده خنثی فاز لگاریتمی

 Ac 672/0±315/65 Bb 014/0±960/71 Bd 552/0±600/21 Ba 092/0±025/77 پالیده خام فاز سکون

 Cc 570/1±340/56 Cb 785/0±625/62 Dd 191/0±085/15 Da 643/0±485/67 پالیده خنثی فاز سکون

دهنده شده است. حروف بزرگ ناهمسان در هر ستون و حروف کوچک ناهمسان در هر ردیف، نشانانحراف معیار بیان±ین سه تکرارصورت میانگ*نتایج به

 باشد.می 05/0دار در سطح تفاوت معنی
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 به روش کشت دولایهویسلا سیباریا اثر ضد قارچی 

ویسلا آمده بین اثر ضد قارچی دستبر اساس نتایج به
آسپرژیلوس و  آسپرژیلوس نایجرهای ی قارچبر رو سیباریا

اما اثر ضد  .(P<05/0داری وجود نداشت )تفاوت معنیفلاووس 

بیشتر از  آسپرژیلوس فلاووسقارچی این جدایه لاکتیکی بر روی 

 (.2بود )شکل  آسپرژیلوس نایجر

 
پرژیلوس آس)الف( و  آسپرژیلوس فلاووسهاله عدم رشد  :2شکل 

کنترل  هایدر مقایسه با نمونهویسلا سیباریا )ب( در حضور  نایجر

)د( به روش کشت  آسپرژیلوس نایجر)ج( و  آسپرژیلوس فلاووس

 دولایه.
 

به  ویسلا سیباریاهای کشت اثر ضد قارچی پالیده

 گذاری اسپورروش لکه

و  آسپرژیلوس فلاووستعیین میانگین روزانه قطر کلنی 

های خام و در حضور و عدم حضور پالیده آسپرژیلوس نایجر

ویسلا شده حاصل از فازهای رشد لگاریتمی و سکون خنثی
طور کامل، سطح پلیت ها بهتا روز ششم که این قارچ سیباریا

(. بر اساس این 4و  3های کنترل را پوشاندند ادامه یافت )شکل

در مقایسه با سایر  مینتایج، پالیده خام حاصل از فاز رشد لگاریت

در روز اول همچنین ها دارای بیشترین اثر ضد قارچی بود. پالیده

اما از روز دوم، بین میزان رشد کلنی  ،هیچ رشدی مشاهده نشد

های حاوی ها در محیط کنترل نسبت به محیطاین قارچ

 ویسلا سیباریاشده حاصل از کشت جدایه های خام و خنثیپالیده

داری مشاهده شد لگاریتمی و سکون تفاوت معنی در فازهای رشد

(05/0>P.)

 

 
شده حاصل از فازهای رشد لگاریتمی و سکون های خام و خنثیدر حضور و عدم حضور )کنترل( پالیده آسپرژیلوس فلاووسقطر کلنی  :3شکل 

 است. 05/0دار در سطح معنیدهنده تفاوت *حروف ناهمسان در هرروز، نشان گذاری اسپور.به روش لکه سیباریاویسلا
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شده حاصل از فازهای رشد لگاریتمی و سکون های خام و خنثیدر حضور و عدم حضور )کنترل( پالیده آسپرژیلوس نایجرقطر کلنی  :4شکل 

 است. 05/0دار در سطح دهنده تفاوت معنیگذاری اسپور. *حروف ناهمسان در هرروز، نشانبه روش لکه سیباریاویسلا

 

 حثب

عنوان یکی به ویسلا سیباریابا توجه به نتایج این پژوهش، 

های لاکتیکی غالب خمیرترش آرد کامل جو شناسایی از جدایه

های اسیدلاکتیک یباکترشد. در مطالعاتی که باهدف شناسایی 

 تأییدشده ویسلا سیباریاخمیرترش صورت گرفته نیز حضور 

و همکاران  Lattanziکه  یامطالعهتوان به یماست. در این زمینه 

های اسیدلاکتیک هیجده نمونه یباکتر( برای شناسایی 2013)

خمیرترش ایتالیایی انجام دادند اشاره کرد که منجر به شناسایی 

( نیز در 2009و همکاران ) Robert(. 19گردید ) ویسلا سیباریا

های یرترشخمهای اسیدلاکتیک یباکتربررسی تنوع زیستی 

های اسیدلاکتیک به گونه یباکتراز  %4فتند که فرانسوی دریا

و  Zhang(. همچنین مطالعه 20تعلق داشتند ) ویسلا سیباریا

های اسیدلاکتیک یباکتر( در بررسی تنوع 2011همکاران )

ویسلا سیباریا منجر به شناسایی  نخمیرترش سنتی مغولستا
 ( نیز در بررسی تنوع2002و همکاران ) De Vuyst (.13گردید )

را  ویسلا سیباریاهای اسیدلاکتیک خمیرترش، یباکترزیستی 

 هایباکتری ترینعمده لذا اگرچه ،(21شناسایی کردند )

 تعلق لاکتوباسیلوس جنس به خمیرترش از جداشده اسیدلاکتیک

 (.22، 23شود )خمیرترش یافت می در نیز ویسلااما جنس ، دارند

ویسلا که  نتایج حاصل از روش انتشار دیسک نشان داد
از اثر ضد باکتریایی مناسبی برخوردار است. این نتایج با سیباریا 

که نشان دادند  2012و همکاران در سال  Divyaهای یافته

و  استافیلوکوکوس اورئوسبر روی  ویسلا سیباریاجدایه لاکتیکی 

(. 24دارای اثر بازدارندگی است همخوانی دارد ) اشریشیا کلی

ها را در برابر این میکروارگانیسم یسلا سیباریاوویژگی بازدارندگی 

توان در ابتدا به تولید اسیدهای آلی و علاوه بر این، تولید می

شده نظیر های ضد میکروبی شناختهبرخی از پپتیدها و پروتئین

 های اسیدلاکتیک نسبت دادها توسط این باکتریباکتریوسین

(25.) 

های خام و ز پالیدهنی میکرودایلوشنبر اساس نتایج روش 

ویسلا شده حاصل از فازهای رشد لگاریتمی و سکون خنثی
دارای اثر ضد باکتریایی بودند. همچنین بر اساس نتایج  سیباریا

 pHها در این پژوهش، بیشترین فعالیت ضد میکروبی این پالیده

پالیده عاری از سلول جدایه  pHاسیدی مشاهده گردید و هر چه 

خنثی، سوق داده شد میزان فعالیت لاکتیکی به سمت 

و  Hashiumکنندگی آن نیز کاهش یافت. نتایج مطالعات ممانعت

های بر روی اثر ضد میکروبی متابولیت 2010همکاران در سال 

حاکی از آن بود که  ویسلا سیباریاتولیدی توسط جدایه لاکتیکی 

بر روی میکروارگانیسم  ویسلا سیباریاپالیده فاقد سلول 

(. 26دارای اثر ضد میکروبی بود ) لیستریا مونوسیتوژنززای ریبیما

Li ( نیز با بررسی اثر ضد میکروبی 2015و همکاران )

های اسیدلاکتیک دریافتند های تولیدشده توسط باکتریمتابولیت

 اشریشیا کلیبر روی  ویسلا سیباریاکه پالیده حاصل از کشت 

و  Elavarasiمطالعه (. در 27کنندگی است )دارای اثر ممانعت

کنندگی پالیده نیز فعالیت ممانعت 2014همکاران در سال 

بر روی  ویسلا سیباریا های مختلفحاصل از کشت سویه

نشان داده  استافیلوکوکوس اورئوسزای میکروارگانیسم بیماری

و همکاران در سال  Tabatabaei Yazdi(. نتایج تحقیقات 28شد )

های تولیدی توسط بی متابولیتبر روی اثر ضد میکرو 1395

های اسیدلاکتیک نشان داد که بیشترین فعالیت ضد باکتری

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 ij
m

m
.ir

 a
t 1

1:
19

 +
03

30
 o

n 
T

ue
sd

ay
 N

ov
em

be
r 

21
st

 2
01

7
Archive of SID

www.SID.ir

http://ijmm.ir/article-1-605-fa.html


 یباریاس یسلاو یهجدا یکروبیضد م یاتخصوص یبررس |و همکاران  خشایی

50 

 

های اسیدلاکتیک در های حاصل از کشت باکتریمیکروبی پالیده

pH  اسیدی بوده و هر چهpH  پالیده عاری از سلول جدایه

لاکتیکی به سمت خنثی و قلیایی سوق داده شد میزان فعالیت 

(. اسیدلاکتیک و اسید 29ن کاهش یافت )کنندگی آممانعت

های اسیدلاکتیک ترین عوامل ضد میکروبی باکتریاستیک مهم

سازی پالیده کشت (. با توجه به اینکه خنثی30آیند )به شمار می

توان منجر به کاهش اثر بازدارندگی آن شد می ویسلا سیباریا

علت کاهش فعالیت ضد میکروبی پالیده کشت این جدایه 

های اسیدی تولیدشده و یا کتیکی را مربوط به مشتقلا

خنثی از فعالیت کمتری  pHهایی دانست که در باکتریوسین

 .(31) برخوردارند

نتایج حاصل از روش کشت دولایه نشان داد که جدایه 

های دارای اثر بازدارندگی بر روی قارچویسلا سیباریا لاکتیکی 

و  Lanبود. مطالعه  آسپرژیلوس فلاووسو آسپرژیلوس نایجر 

را بر روی  ویسلا سیباریااثر ضد قارچی  2012همکاران در سال 

و  Belkacem(. همچنین 32نشان داد ) آسپرژیلوس فلاووس قارچ

های با بررسی اثر ضد قارچی باکتری 2014همکاران نیز در سال 

دارای اثر مهارکنندگی بر  ویسلا سیباریااسیدلاکتیک دریافتند که 

( که نتایج مطالعات 33است )آسپرژیلوس فلاووس چ روی قار

صورت گرفته با نتایج این پژوهش مطابقت دارد. اثر ضد قارچی 

تنها به تولید اسیدهای آلی )اسید های اسیدلاکتیک نهباکتری

پپتیدهای شود بلکه دیاستیک و اسیدلاکتیک( مربوط می

وئیک هیدروکسی فنیل پروپان-4حلقوی و ترکیبات فعال نظیر 

اسید، فنیل پروپانوئیک اسید و فنیل لاکتیک اسید نیز در اثر ضد 

 (.4ها نقش دارند )قارچی آن

گذاری اسپور نیز آمده از روش لکهدستبر اساس نتایج به

دارای اثر بازدارندگی بر روی  ویسلا سیباریاهای کشت پالیده

 2011و همکاران در سال  Ndaganoهای موردمطالعه بودند. قارچ

بیان  ویسلا سیباریابامطالعه اثر ضد قارچی پالیده حاصل از کشت 

کردند که باکتری موردنظر دارای اثر ضد قارچی برعلیه 

این مطالعه نشان داد که  نتایج بوده و همچنین آسپرژیلوس نایجر

ای از ترکیبات به تولید مجموعه ویسلا سیباریافعالیت ضد قارچی 

متیل پنتانوئیک اسید و -4 یهیدروکس-2ضد قارچی مانند 

و همکاران نیز در سال  Valerio(. 34اسیدهای آلی مرتبط است )

های اسیدلاکتیک به این با بررسی اثر ضد قاچی باکتری 2009

بر روی  ویسلا سیباریانتیجه رسیدند که پالیده حاصل از کشت 

دارای اثر ضد قارچی بود که اثر ضد  آسپرژیلوس نایجرقارچ 

ن جدایه لاکتیکی در درجه اول به دلیل تولید اسیدهای قارچی ای

آلی نظیر اسیدلاکتیک، اسید استیک و اسید فرمیک به وجود 

(. البته عوامل زیادی بر میزان تأثیرگذاری ترکیبات 35آید )می

های اسیدلاکتیک مؤثر است ضد قارچی تولیدشده توسط باکتری

گذاری و نوع نهخا، زمان گرمpHتوان به که از آن جمله می

 (.37،36های تولیدی اشاره کرد )متابولیت

نیز اثر ضد  2016و همکاران در سال  Shahمطالعه 

تأیید نمود. این محققین  راویسلا کنفوسا میکروبی باکتری 

با تولید ترکیبات ضد میکروبی مانند ویسلا کنفوسا دریافتند که 

ه را مهار کند اسیدهای آلی توانست رشد عوامل میکروبی ناخواست

( بر روی خاصیت 2016و همکاران ) Im(. مطالعه 38)

نیز  ویسلا کورینسیزکنندگی پالیده حاصل از کشت ممانعت

حاکی از آن بود که این باکتری با تولید اسیدهای آلی نظیر 

اسیدلاکتیک، اسید استیک، اسید فسفریک، اسید سوکسینیک، 

 قادر به مهار رشداسید سیتریک، اسید مالیک و اسید فرمیک 
و  Kaur(. همچنین 39بود ) زایماریبهای یکروارگانیسمم

اثر مهارکنندگی ترکیبات شبه  2016همکاران در سال 

را  ویسلا کنفوساباکتریوسینی تولیدشده توسط جدایه 

موردمطالعه قرار داده و گزارش نمودند که ترکیبات شبه 

های ار متابولیتباکتریوسینی تولیدشده توسط این جدایه در کن

ضد میکروبی دیگر همچون اسیدهای چرب کوتاه زنجیر، 

پپتیدهای حلقوی و اسیدهای آلی، در بروز اثر ضد میکروبی آن 

های ناخواسته مؤثر ای از میکروارگانیسمدر برابر طیف گسترده

 (.40هستند )

های همواره شناسایی و ارزیابی خصوصیات بالقوه جدایه

ها کمتر هایی که فلور میکروبی آنومبلاکتیکی از زیست

از اهمیت زیادی برخوردار بوده است. با  موردمطالعه قرارگرفته

ویسلا سیباریا توان از توجه به نتایج حاصل از این پژوهش نیز می
عنوان کشت آغازگر یا به جداشده از خمیرترش آرد کامل جو

های کشت همراه در فرآوری مواد غذایی تخمیری و یا پالیده

واسطه برخورداری از قابلیت ضد حاصل از کشت این جدایه به

دارنده زیستی در صنایع غذایی و دارویی عنوان نگهمیکروبی آن به

 بهره برد.
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 تقدیر و تشکر

از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه علوم  وسیلهینبد

کشاورزی و منابع طبیعی گرگان که هزینه انجام این پژوهش را 

 گردد.دند صمیمانه قدردانی میتامین نمو

 تعارض منافع

شناسی پزشکی ایران بین نویسندگان و مجله میکروب

 تعارض منافعی وجود ندارد. گونهیچه
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