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  چكيده
 هـا در سـطح  بيشـتر آن بداع شده است كه ا لاكتيكمولد اسيدهاي كپكي باكتريي براي بررسي اثر ضدهاي آزمايشگاهي مختلفروش   

مـوارد ممكـن    كنند. اما به دليل تركيبات موجود در غذا و پيچيدگي روابط اجزاي آن در بسياريكشت اين اثرات را بررسي مي محيط
نشـدن كپـك در    هاي مختلف در اين رابطه بيشـتر ظـاهر  پژوهشديده نشود.  است اثرات ديده شده در محيط كشت، در غذاي واقعي

هـاي  روش و مقايسـه  از ايـن رو ابـداع   .اندهاي درون غذا دانستهكپكي ميكروارگانيسمغذايي را معياري براي خاصيت ضد سطح مواد
هـاي  باشد. در ايـن بررسـي از بـاكتري   غذايي مفيد مي در مواد لاكتيكمولد اسيدهاي ضدكپكي باكتري كارآمد جهت بررسي خاصيت

  Overlayهـاي مختلـف شـامل آزمـون     استفاده شد و بـا اسـتفاده از روش   قارچي در توليد پنيرضدمواد  كنندهتوليد لاكتيكمولد اسيد
ها بر عليـه دو كپـك    قارچي اين باكتريح پنير، اثر ضدهاي پنير و رشد مستقيم كپك بر سطعصاره Microdilutionقطعات پنير، آزمون 

flavus Aspergillus    و A. parasiticus .لاكتيك و استارتر معمـول در توليـد   هاي مولد اسيدباكتريه بسه نتايج مربوط مقاي بررسي شد
 نشـان داد كـه نتـايج    با يكديگر هامقايسه نتايج آزمون ها، نشان داد. بين نمونههر سه آزمون را در نشان دادن تفاوت  بودن كارآمد ،پنير

اثر داشته و اين دو آزمون همانند هم  ريدا يمثبت و معن بستگيهم رشد مستقيم كپك بر سطح پنير با همقطعات پنير و  Overlayآزمون 
. سـازند  ، مشـخص مـي  قارچي استها و همچنين توليد مواد ضدكنش خود باكتري بر عليه كپك كه شامل برهمرا ها قارچي باكتريضد

  شود. در اين مورد توصيه نمي Microdilutionرا سنجشي براي رشد كپك دانست، استفاده از آزمون  ODتوان  البته به دليل اينكه نمي
  
  

  Overlay، آزمون  Microdilutionآزمون ،كپكضدپنير،  ،مولد اسيدلاكتيكهاي : باكتريهاي كليديواژه
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  مقدمه

هاي عاري از مواد شـيميايي  مردم به غذا امروزه علاقه   
اهميـت اسـتفاده از    ضـوع وايـن م . افزايش يافتـه اسـت  

 دهـد. كننـده را نشـان مـي   بي محافظتهاي ميكروكشت
ــطلاح  ــك   Biopreservationاصــ ــرل يــ ــه كنتــ بــ

وســط ميكروارگانيســم ديگــر اطــلاق ميكروارگانيســم ت
هاي اخير اهميت زيادي پيـدا كـرده   گردد كه در سال مي

اي هــدارنــدهنگــه ).Magnusson et al., 2003( اســت
كننـد و  تر ميماندگاري را طولانيمدت زمان بيولوژيكي 

طبيعي يا تكميلي  ميكروبي سلامتي غذا را به خاطر فلور
 Schnürer( بخشندميكروبي بهبود ميو محصولات ضد

and Magnusson, 2003(. ولـد  هـاي م واكنش بين قارچ
معمول در  ها يك پديدهتوكسين و ديگر ميكروارگانيسم

ــي  ــه م ــت اســت ك ــد طبيع ــارچ و تولي ــد ق ــد رش  توان
 Hassan and( ير قرار دهـد ها را تحت تاثمايكوتوكسين

Bullerman, 1997(. 
با توليد چندين تركيـب   مولد اسيدلاكتيكهاي باكتري   

مولـد   هاي پاتوژن وضدميكروبي قادرند ميكروارگانيسم
ي كنترل كننـد. اسـتفاده از بـاكتري   فساد را در مواد غذاي

تواند ها ميبراي كنترل رشد كپك مولد اسيدلاكتيكهاي 
شيميايي باشد  هايدارندهنگهمناسب براي يك جايگزين 

مثبتي توانند نقش كه علاوه بر توليد مواد ضدقارچي، مي
 اي غــذا داشــته باشــنددر طعــم، بافــت و ارزش تغذيــه

)Arendt et al., 2007; Guldfeldt et al., 2001(. 
هـا و  هايي مبني بر كنترل رشـد ميكروارگانيسـم  گزارش

ــان نگــه  ــزايش زم ــاكتري داري توســطاف ــد ب ــاي مول ه
اسيدلاكتيك در محصولات تخميري ارائه شده است كـه  

سلامتي توسط  كاهش خطرات تهديد كننده دهنده  نشان

 ,Gourama and Bullerman( باشدها ميمايكوتوكسين

1995(. 
به عنوان  مولد اسيدلاكتيكهاي جهت انتخاب باكتري   

يسـت اثـرات   باكي، در ابتـدا مـي  بيولوژي دارندهيك نگه
هــاي مــورد نظــر در هــا را بــر عليــه ميكروارگانيســم آن
هــاي . روشنمــودصــولات غــذايي هــدف، بررســي مح

 ميكروبيي بـراي بررسـي اثـر ضـد    آزمايشگاهي مختلف ـ
ابداع شده است كه بيشـتر   مولد اسيدلاكتيكهاي باكتري

محــيط كشــت ايــن اثــرات را بررســي  هــا در ســطحآن
ه به دليل تركيبات موجـود  كنند. اين در حالي است ك مي

در غذا و پيچيدگي روابط بين اجزاي آن در بسـياري از  
در  ،موارد ممكن است اثرات ديده شده در محيط كشت

 ديده نشود. غذاي واقعي

هاي مولد اسـيدلاكتيك بـه    در مورد استفاده از باكتري   
هاي  بيولوژيكي جهت مهار آلودگي  دارنده يك نگهعنوان 

كننـده   هـاي آلـوده   باكتري اختصاصي مارش، شباكتريايي
يـك معيـار مناسـب جهـت تعيـين ميـزان مهاركننــدگي       

 هـا  ايـن بـاكتري  هاي مولد اسيدلاكتيك بـر عليـه    باكتري
نـوان يـك روش   هاي گوناگون بـه ع  و در پژوهش ستا

 Settanni( گيـرد  مي معمول و كارآمد مورد استفاده قرار

et al., 2011; Speranza et al., 2009(.  
كنند،  ها براي تكثير توليد اسپور مي از آنجايي كه كپك   

هـا از طريـق شـمارش     لذا امكان ارزيابي ميزان رشـد آن 
رشـد  جهت بررسي ميـزان  باشد و  پذير نمي تعداد امكان

بايست به دنبـال   ها در مواد غذايي مي رشد كپكمهار يا 
ــود.     روش ــمارش ب ــر از ش ــايي غي ــه،  ه ــن رابط در اي

رشـد مسـتقيم كپـك را در     عمـدتاً مختلف هاي  پژوهش
 هور پرگنـه ظعدم قرار داده و  سطح مواد غذايي مد نظر

 خاصـيت  كپك در سطح مواد غـذايي را معيـاري بـراي   
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 انــد هــاي درون غــذا دانســته ميكروارگانيســم ضــدكپكي
)Lynch et al., 2013(.  ــن رو ــداعاز اي   و مقايســه اب

ي هايي كارآمد جهـت بررسـي خاصـيت ضـدكپك    روش
هـاي مولـد اسـيدلاكتيك در مـواد غـذايي مفيـد       باكتري

  باشد.   مي
هــاي مولــد اســيدلاكتيك در ايــن تحقيــق از بــاكتري   

توليدكننده مواد ضدقارچي در توليد پنير سـفيد اسـتفاده   
اثـرات ضـدكپكي    هاي مختلفشد و با استفاده از روش

ي مورد بررسي قرار گرفت تا بـا  هاي توليدها در پنيرآن
ها را  اين آزمونبتوان ويژگي  يسه نتايج به دست آمدهمقا

هـا، كارآمـدي و مـوارد     مشخص كـرد و بـا مقايسـه آن   
  .نمودهر كدام را بررسي   استفاده

  
  هامواد و روش

  توليد پنيرروش تهيه 
 2/11جهت تهيه مخلـوط اوليـه بـراي توليـد پنيـر از         

درصـد كنسـانتره پـروتئين شـير،      10درصد شيرخشك، 
درصـد پـودر    14پروتئين آب پنير،  درصد كنسانتره 5/3

درصـد   2درصد چربي (شركت پگاه فارس) و  59خامه 
ــاي    ــا دم ــتفاده شــد. ســپس آب ب درجــه  35نمــك اس

هاي مورد نظر افزوده شد و به سلسيوس به مخلوط پودر
ها، بـه مخلـوط يـك سـاعت     منظور هيدراته شدن پودر
 150در فشـار   سازي يند همگنآزمان داده شد. سپس فر

درجـه سلسـيوس و پاستوريزاسـيون در     50بار و دماي 
دقيقه اعمال شـد.    30و زمان   سلسيوسدرجه  70دماي 

سلسيوس به منظور درجه  30پس از آن مخلوط تا دماي 
هاي مولد اسيدلاكتيك و يـا اسـتارتر سـرد    تلقيح باكتري

  گرديد.

يگري در تحقيق دكه  مولد اسيدلاكتيك هاياز باكتري   
خـواص  از منابع طبيعي جدا و خـالص سـازي شـده و    

شـده بـود،   اثبات  در سطح محيط كشت هاضدكپكي آن
 .Lهـا شـامل،  ايـن بـاكتري   .اسـتفاده شـد  در توليد پنير 

plantarum PIN ،L. plantarum CAG23  ،L. casei 

D31، L. pentosus H39 ،L. plantarum 

NBRC107151 ،L. plantarum KU13 بودنـــــد 
 ـ مولـد اسـيدلاكتيك  هـاي  بـاكتري  ).1390جعفرپور، (  اب

و در هر گـرم  ) log cfu/g 8 ( لگاريتمي واحد  8 تعداد
بــه ) R-704)Christian-Hansen, Denmark  اســتارتر

كيلوگرم اضافه شد. پس از تلقـيح   100گرم در  1ميزان 
ــاك درجــه  30در دمــاي  هــا ، نمونــهرهــا و اســتارتتريب

داري  نگـه زمـان   6/5 برابر باpH  بهتا رسيدن  سلسيوس
كيلـوگرم   100گـرم در   2رنين به ميزان . در ادامه گرديد
 30هـا بـه مـدت    فه شد و براي تكميل انعقـاد، پنيـر  اضا

قـرار گرفتنـد. در    سلسـيوس درجـه   37دقيقه در دمـاي  
 pHو تا رسيدن بـه   سلسيوسدرجه  30نهايت در دماي 

 گرديد.گذاري گرمخانه 5 تا 8/4 حدود

   پككسوسپانسيون اسپور  يهته
بـر   مولـد اسـيدلاكتيك  هاي در اين تحقيق اثر باكتري   

) A. flavus PTCC 5004 )PTCC 5004 روي دو كپـك 
 مركز( )A. parasiticus PTCC 5286)PTCC 5286 و 

بررسـي   )ايـران  صنعتي هاي باكتري و ها قارچ كلكسيون
عداد حاوي ت سوسپانسيون سازي و تهيهشد. جهت آماده

هـاي مـورد نظـر روي محـيط     مشخص كپك، ابتدا كپك
لوله آزمـايش و   در extract Agar (MEA) Malt كشت

هاي محتوي كپك كشت داده شد. لوله مورببه صورت 
روز  7تـا   4و بـه مـدت    سلسـيوس درجه  30در دماي 
در هـر لولـه   مـدت   گذاري شدند. پـس از ايـن  گرمخانه

آب مقطـر اسـتريل    هاي كپك بـا سوسپانسيوني از اسپور
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اسـتريل ديگـري    ي به لولهتهيه شد. سوسپانسيون توليد
هـاي توليـدي از   تقل شد و به منظور جدا شدن اسپورمن

. سپس با استفاده از مخلوط گرديددقيقه  5هم، به مدت 
 40لام هموسايتومتر زيـر ميكروسـكوپ بـا بزرگنمـايي     

در نهايـت ميـزان آب لازم   شمارش اسـپور انجـام شـد.    
ســازي سوسپانســيون اوليــه و رســيدن بــه  ت رقيــقجهــ

  سوسپانسيوني با تعداد اسپور مورد نظر محاسبه شد.
  طرح مطالعه

و آزمـون تعيـين    Microdilutionجهت انجام آزمون    
 Overlay ،6 خواص ضد قارچي قطعات پنيـر بـه روش  

مولـد  هـاي  ر كه هر كدام حاوي يكي از باكترينمونه پني
گرمـي   400العه بودند، در ظروف مورد مط اسيدلاكتيك

 R-704نيز با استارتر  پنير توليد شد. همچنين يك نمونه
هاي مـورد مطالعـه توليـد شـد.     جهت مقايسه با باكتري

ها بر سطح پنيـر،  جهت بررسي ميزان رشد مستقيم كپك
هـاي  ر كه هر كـدام حـاوي يكـي از بـاكتري    نمونه پني 6

هـاي  درون پليـت  مورد مطالعه بودند، مولد اسيدلاكتيك
 R-704استريل تهيه و همچنين يك نمونه نيز با استارتر 

 .گرديدهاي مورد مطالعه توليد جهت مقايسه با باكتري

 پنير عصاره Microdilutionآزمون 

هـاي  پنيـر  اين آزمون فعاليت ضـد كپكـي عصـاره    در   
قرار گرفت. بـراي ايـن كـار از    توليد شده مورد بررسي 

 عصـاره  ه بدون سلول تهيه شد. براي تهيـه عصار ،هاپنير
 10هـاي توليـدي بـا    گرم از پنير 10ها، بدون سلول پنير

ريل همــوژن شــد و پــس از ليتــر آب مقطــر اســت ميلــي
 22/0كــردن، مــايع رويــي از فيلتــر غشــايي  وژســانتريف

آزمون بـر روي ايـن مـايع و در    ميكرون عبور داده شد. 
 150بـراي ايـن كـار     اي انجـام شـد.  خانه 96هاي پليت

ــر از محــيط كشــت   Sabouraud Dextrose ميكروليت

Broth     ميكروليتـر   150افـزوده شـد و   به هـر چاهـك

ــه چاهــك اول افــزود  عصــاره ه شــد و بــدون ســلول ب
هاي بعدي انجـام گرفـت.    سازي سريالي در چاهك رقيق

هاي مورد  ميكروليتر از محلول اسپور كپك 10در نهايت 
در هــر  ســپورا واحــد لگــاريتمي  5 تعــدادبــا آزمــايش 

پـس از انجـام   . اضافه گرديـد ها به تمام چاهك ليتر ميلي
ــل ــن مراح ــدر    ،اي ــت ري ــتگاه ميكروپلي ــه دس ــت ب پلي

شد و در  ساخت آمريكا) انتقال داده  Micro 200R(مدل
ــاي  ــه  30دم ــيوسدرج ــدت   سلس ــه م ــاعت  48ب س
 ODگذاري انجام شد و هر نيم ساعت يك بـار   گرمخانه
نـانومتر توسـط دسـتگاه     550ها در طـول مـوج   چاهك

 ODنتايج اين آزمون به صورت نمـودار   قراعت گرديد.
  در مقابل زمان به دست آمد.

 Areaجهت تفسير نتايج از مساحت سطح زير منحني    

under the curve )AUC محققـين شد. برخي ) استفاده 
از مساحت سطح زير نمودار جهـت نشـان دادن ميـزان    

روارگانيســم اســتفاده كردنــد و آن را بهتــرين رشــد ميك
 et al., 2009; Tiina دندنموفي پارامتر براي اين كار معر

and Sandholm, 1989) Gutierrez(ــبه ــراي محاس  . ب
رمـول زيـر   اي مطابق فسطح زير منحني از روش ذوزنقه

  ).Pruessner et al., 2003( استفاده شد
  

 
                                         

  nتوسط دسـتگاه، OD دفعات قرائت i  در اين معادله   
 97 آزمـايش قرائت دستگاه كه در اين تعداد كل دفعات 

 tو  قرائت شده توسط دسـتگاه OD  مقادير m  ،باشد مي
هاي دستگاه است كـه در ايـن    فواصل زماني بين قرائت

  باشد. مي 5/0 جا
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 ـ  ه روش آزمون تعيين خواص ضدقارچي قطعات پنيـر ب
Overlay 

اي هاي توليدي قطعـات اسـتوانه  در اين آزمون از پنير   
متـر تهيـه و در وسـط پليـت      ميلي 3تا  2شكل با ارتفاع 

تـا سـطح    MEA مـذاب  قرار داده شد. پس از آن محيط
شت فرصت داده پنيرها اضافه شد. پس از آن به محيط ك

 MEAليتـر از محـيط    ميلي 10. سپس تا منعقد گرددشد 
ليتـر محلـول   ميلـي  1د آگار بـه همـراه   درص 7/0وي حا

اســپور در لــوگ  4 نظــر بــا تعــداداســپور كپــك مــورد 
هـاي آمـاده   ر به سطح هر پليت اضافه شد. پليـت ليت ميلي

 سلسيوسدرجه  30 ساعت و در دماي 48شده به مدت 
ــه ــدند گرمخانـ ــذاري شـ ــان  گـ ــام زمـ ــس از اتمـ . پـ

ان بـه لحـاظ   ها در شرايط يكس ـگذاري از نمونه گرمخانه
شـد. پـس از    دوربين، عكس تهيهنور و فاصله نمونه تا 

 Image J  هـا، توسـط نـرم افـزار     نمونـه عكـس از   تهيه
(Rawak software)  بازدارنـدگي رشـد،    مساحت هالـه

ل پليـت  پنير مورد آزمايش و مساحت ك ـ مساحت قطعه
هاي جزئي كـه در مسـاحت   محاسبه شد. به دليل تفاوت

 اشت مسـاحت هالـه  د وجودآزمايش  قطعات پنير مورد
حاسبه شد كه از تفاضـل مسـاحت   خالص بازدارندگي م

رد آزمـايش  بازدارندگي و مساحت قطعـه پنيـر مـو    هاله
رشـد   درصد بازدارندگي محاسبهبراي شود.  محاسبه مي

  استفاده شد:معادله از 

  
  

= درصد بازدارندگي از رشد  ×  100  
  

  ها بر سطح پنيرن رشد مستقيم كپكزمون بررسي ميزاآ
-ز توليد پنير، به سطح تمام نمونهدر اين آزمون پس ا   

  .A هـاي ميكروليتر محلول حاوي اسپور كپـك  100ها 

flavus   و A. parasiticus   اسـپور در  لـوگ   4با تعـداد
-هاي توليد شـده در دمـا  سپس پنير فه شد.اضاليتر ميلي

داري شده و زمان نگه سلسيوسدرجه  30و  15، 4هاي 
  ها مورد بررسي قرار گرفت. شدن كپك روي نمونه ظاهر

 آناليز آماري

سي اطلاعات به دسـت  ها و برربراي انجام آناليز داده   
كامـل  هـاي   بلـوك هاي مختلـف از طـرح   آمده از آزمون

تصادفي استفاده شـد. بـه منظـور تعيـين اخـتلاف بـين       
براي هر آزمايش)، پس ميانگين اعداد (حداقل سه تكرار 

اي دانكن در سطح اليز واريانس از آزمون چند دامنهاز آن
)05/0P<   مراحـل، تجزيـه و   ) استفاده گرديـد. در تمـام

 SAS 9.1ها با اسـتفاده از نـرم افـزار    تحليل آماري داده

صــورت گرفــت. تعيــين ضــرايب همبســتگي بــا روش 
  گرفت. انجام Minitabپيرسون و با استفاده از نرم افزار 

  
  هايافته

 پنير عصاره Microdilutionآزمون 

سطح زيـر منحنـي در ايـن آزمـون در      نتايج مساحت   
آورده شـده اسـت.    )1(جدول در  A. flavusمورد كپك 

در هـر  زمان صفر، شود به جز گونه كه مشاهده ميهمان
هاي توليد شده بـا  پنير ارهعصهاي آزمايش  كدام از زمان

داراي  L. casei D31و L. pentosus H39هـاي بـاكتري 
ح زير منحني هستند كه نشان كمترين ميزان مساحت سط

هـاي مـورد   پنيـر  اين اسـت كـه در بـين عصـاره     دهنده
انـد. همچنـين   ش، بيشترين اثر ضدقارچي را داشتهآزماي

  L. plantarum KU13پنير توليـدي بـا بـاكتري    عصاره
ســت و داراي بيشــترين مســاحت ســطح زيــر منحنــي ا
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هاي ترين اثر ضدقارچي در بين باكتريراي كمابنابراين د
  باشد. مورد آزمايش مي

آزمـون، غيـر از زمـان     مورد اثر زمان بر نتايج ايـن در    
 با هم ندارنـد داري  يعنها تفاوت مزمان بقيه، نتايج صفر

در  را نسـبتاً يكسـاني   نتايج پنير هايعصارههر كدام ازو 
انـد. در زمـان صـفر    خود نشان داده هاي مختلف اززمان
هـر   ها با هم تفاوت آماري نداشـته و كدام از نمونه هيچ
هـا، سـطح زيـر    ه در زمان صفر نسبت به ساير زماننمون

پنيـر   ي دارد. البتـه ايـن مـورد در عصـاره    منحني بيشـتر 
در تمـام  شـود و  يتوليدي با اسـتارتر پنيـر مشـاهده نم ـ   

ير منحني اين نمونه بالا هاي آزمايش ميزان سطح ز زمان
  است.

ــك        ــورد كپ ــي در م ــر منحن ــطح زي ــايج س  .A نت

parasiticus  گونـه كـه   همـان  آمده است. )2(در جدول
هـاي  پنيـر  به جز زمـان صـفر، عصـاره    شود  مشاهده مي

ــاكتري   ــا ب ــده ب ــد ش ــايتولي  .NBRC107151 L  ه

plantarum  وL. casei D31   ــزان ــرين مي داراي كمت

ايـن   دهنـده ير منحني هستند كـه نشـان  احت سطح زمس
ش، بيشترين هاي مورد آزمايپنير است كه در بين عصاره
پنير توليـدي   اند. همچنين عصارهاثر ضدقارچي را داشته

ــاكتري  ــا ب ــترين   L. plantarum KU13ب داراي بيش
ــابراين داراي   ــر منحنــي اســت و بن مســاحت ســطح زي

مورد آزمايش هاي ترين اثر ضدقارچي در بين باكتريكم
 باشد.  مي

 .Aدر اين آزمون نيز مانند آزمون مشابه بر روي كپك    

flavus   آزمـون، غيـر از    در مورد اثر زمان بر نتـايج ايـن
هـاي مختلـف آزمـايش تفـاوت      نتايج زمـان  ،صفرزمان 
هاي مورد آزمايش پنير و عصاره داري با هم ندارند معني
از خـود نشـان    تلفهاي مخج نسبتاً يكساني در زماننتاي

ميكروبي مواد اين آزمون در مورد ارزيابي اثر ضد دادند.
هاي گياهي كاربرد داشـته اسـت و   مختلف مانند اسانس

دادن اثـر  قيق براي اولين بـار در مـورد نشـان   در اين تح
در محيط پنيـر   لاكتيكمولد اسيدهاي قارچي باكتريضد

  استفاده شد.
 
 

 Aspergillus flavusروي كپك  Microdilutionمساحت سطح زير نمودار حاصل از آزمون   -1جدول 

  هفته
  باكتري

L.pentosus 
 H39 

L.plantarum 
KU13  

L.plantarum 
NBRC107151  

L.casei  
D31  

L.plantarum 
CAG23  

L.plantarum 
 PIN  استارتر  

0 Aa54/2 ± 80/22  Aa63/0 ± 32/21  Aa28/0 ± 58/19  Aa93/1 ± 21/21  Aa95/1 ± 23/23  Aa53/2 ± 78/20  Ab19/1 ± 28/23  
2 Bbc16/1 ± 88/7  Ba00/2 ± 22/14  Bbc72/1 ± 80/9  Bc38/0 ± 82/5  Bab97/1 ± 32/11  Bbc42/1 ± 91/9  Da09/1 ± 15/15  
4 Bde53/0 ± 63/8  Bb65/1 ± 27/15  Bcd27/1 ± 66/10  Be77/0 ± 65/5  Bbc13/1 ± 41/13  Bcd38/1 ± 45/10  Aa12/2 ± 52/25  
6 Bd45/0 ± 90/6  Bab24/1 ± 05/16  Bcd91/0 ± 49/9  Bcd62/0 ± 34/7  Bdb61/1 ± 87/12  Bbc77/1 ± 72/12  Ca84/1 ± 522/19  
8 Bd28/0 ± 01/9  Bb64/0 ± 66/17  Bd14/1 ± 13/9  Bd45/0 ± 18/6  Bc73/1 ± 44/13  Bd55/0 ± 79/8  BCa81/1 ± 07/21  

 .  >p)05/0( است رديف هر در دارمعني اختلاف دهندهنشان تفاوتم كوچك حروف و ستون هر در دارمعني اختلاف دهندهنشان بزرگ متفاوت حروف  - 
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 Aspergillus parasiticus  روي كپك Microdilutionمساحت سطح زير نمودار حاصل از آزمون   - 2جدول  

  هفته
  اكتريب

L.pentosus 
 H39 

L.plantarum 
KU13  

L.plantarum 
NBRC107151  

L.casei  
D31  

L.plantarum 
CAG23  

L.plantarum 
 PIN  استارتر  

0 Aab27/2 ± 52/22  Ac96/2 ± 24/15  Abc88/3 ± 82/19  Ac73/2 ± 65/15  Aa08/0 ± 20/27  Aab10/3 ± 54/22  Aabc48/2 ± 63/20  
2 Bbc63/1 ± 86/10  Aa12/1 ± 74/15  Bc41/1 ± 36/10  Bc52/1 ± 44/8  Bab90/0 ± 21/14  Bbc64/1 ± 93/11  Aa40/1 ± 34/17  
4 Bc53/0 ± 11/9  Aa37/1 ± 90/15  BCcd92/2 ± 90/7  BCd25/2 ± 00/4  Bab70/1 ± 60/14  Bbc08/2 ± 89/10  Aa44/2 ± 16/17  
6 Bcd06/1 ± 06/11  Ab05/2 ± 67/15  Bc26/0 ± 06/12  Bd20/2 ± 58/7  Ccd30/1 ± 58/8  Bcd22/1 ± 98/9  Aa27/1 ± 21/20  
8 Bb77/1 ± 39/8  Ab00/0 ± 37/12  Cc18/0 ± 40/3  Cc32/0 ± 47/1  BCb50/2 ± 85/11  Bb82/1 ± 59/10  Aa32/2 ± 74/16  

  .  >P)05/0( است رديف هر در دارمعني اختلاف دهندهنشان متفاوت كوچك حروف و ستون هر در دارمعني اختلاف دهندهنشان بزرگ متفاوت حروف  - 
  

  Overlayتعيين خواص ضدقارچي قطعات پنير به روش 
هاي مـورد  نتايج درصد بازدارندگي بر عليه رشد كپك   

گونـه كـه   همـان آمده اسـت.   4و  3آزمايش در جداول 
 L. caseiشود، غير از پنير توليدي با بـاكتري مشاهده مي

D31 هـاي  هاي توليدي پنير با باكتري، بين تمامي نمونه
ي توليدي با استارتر پنيـر بـه   مولد اسيد لاكتيك و نمونه
داري وجـود داشـت. در بـين    يلحاظ آماري تفاوت معن

كتيـك،  هـاي مولـد اسـيد لا   هاي توليدي بـا بـاكتري  پنير

و   L. plantarum PINپنيرهاي توليد شده با دو باكتري 
L. plantarum CAG23   بيشترين درصد بازدارنـدگي را

و پنيـر توليـد شـده بـا      ندبر عليه رشد هر دو كپك داشت
را كمتـرين درصـد بازدارنـدگي      L. casei D31باكتري 
درصـد بازدارنـدگي آن بـا پنيـر      به طوري كه ،نشان داد
داري را نشـان نـداد.   ياستارتر پنير تفاوت معن زاتوليدي 

  

 Aspergillus flavusدرصد بازدارندگي قطعات پنير توليدي بر عليه رشد كپك  -3جدول 

  هفته
  باكتري

L.pentosus 
 H39 

L.plantarum 
KU13  

L.plantarum 
NBRC107151  

L.casei  
D31  

L.plantarum 
CAG23  

L.plantarum 
 PIN  استارتر  

0  Ac02/0± 67/7  Abc59/1 ± 68/8  Ab40/1 ± 61/10  Bd14/0 ± 40/2  Aa92/0 ± 05/13  ABa46/0 ± 86/14  Ad92/0 ± 08/2  
2  Ac55/0 ± 68/6  Ab49/1 ± 05/10  Ab55/1 ± 76/9  Acd14/0 ± 87/3  Aab48/1 ± 07/12  ABa81/1 ± 55/13  Ad58/0 ± 72/1  
4  Ab73/1 ± 83/7  Ab05/1 ± 16/11  Ab73/1 ± 72/9  BCc68/0 ± 88/1  Ab83/1 ± 63/11  Aa12/1 ± 40/15  Ac52/0 ± 64/2  
6  Aa39/1 ± 74/8  Aa20/0 ± 40/9  Aa90/1 ± 17/9  Cb07/0 ± 11/1  Aa52/1 ± 75/10  ABa76/1 ± 14/12  Bb48/0 ± 64/1 -  
8  Aa75/1 ± 41/8  Aa61/0 ± 79/8  Aa16/0 ± 47/9  Db09/0 ± 24/1-  Aa02/1 ± 95/10  Ba33/1 ± 94/10  Cb02/0 ± 74/3 -  

 >P)05/0( است رديف هر در دارمعني اختلاف دهندهنشان متفاوت كوچك حروف و ستون هر در دارمعني اختلاف دهندهنشان بزرگ متفاوت حروف  -

  

  Aspergillus parasiticus درصد بازدارندگي قطعات پنير توليدي بر عليه رشد كپك  -4جدول 

  هفته
  باكتري

L.pentosus 
 H39 

L.plantarum 
KU13  

L.plantarum 
NBRC107151  

L.casei  
D31  

L.plantarum 
CAG23  

L.plantarum 
 PIN  استارتر  

0  Aa53/1± 40/10  Aa24/1 ± 57/7  Aa45/0 ± 80/8  Ab32/0 ± 05/0-  Aa00/1 ± 96/10  Aa94/1 ± 20/11  Ab43/0 ± 66/1-  
2  Aab79/0 ± 72/7  Aab85/1 ± 23/8  Ab43/0 ± 85/5  Ac51/0 ± 84/1  Aa96/1 ± 98/9  Aa37/1 ± 38/10  Bd45/0 ± 26/4 -  
4  Aab27/1 ± 92/8  Ab61/1 ± 91/6  Aab69/0 ± 82/7  Ac05/0 ± 46/0  Aab75/0 ± 50/8  Aa28/1 ± 45/10  Ad90/0 ± 26/2-  
6  Abc80/0 ± 26/7  Abc23/0 ± 76/6  Ac52/0 ± 63/5  Ad18/0 ± 78/0  Ab30/0 ± 96/7  Aa32/1 ± 81/9  Be21/0 ± 04/4 -  
8  Aa17/1 ± 26/7  Aa79/0 ± 06/7  Aa47/0 ± 15/6  Ab59/0 ± 09/2  Aa84/0 ± 68/8  Aa28/0 ± 97/8  Bc14/0 ± 89/3 -  

  >P)05/0( است رديف هر در دارمعني اختلاف دهندهنشان متفاوت كوچك حروف و ستون هر در دارمعني اختلاف دهندهنشان بزرگ متفاوت حروف  -

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

  حسين صداقت و همكاران                                                                                                                      گيري خواص ضدكپكي ...        هاي اندازه معرفي و مقايسه روش
 

16 

  رشد مستقيم كپك بر سطح پنير
 نتايج اين آزمون بـه صـورت تعـداد روز لازم جهـت       

گونـه كـه   آمده است. همان 6و  5جداول  در رشد كپك
شود در تمام دماهاي آزمايش و در مورد هر  مشاهده مي

پنيـر توليـدي بـا     ها بـه جـز نمونـه   دو كپك، همه نمونه
 توانستند نسبت به نمونه  L. plantarum KU13 باكتري

توليدي با استارتر پنير، ايجاد كپك را در سطح پنيـر بـه   
 .Lو  L. plantarum PIN هـاي  باكتري تعويق بياندازند.

plantarum CAG23     بيشترين بازدارنـدگي را بـر عليـه
.هــــا بــــر ســــطح پنيــــر داشــــتند رشــــد كپــــك

   
  در سطح پنيرAspergillus flavus رشد كپك  لازم جهت تعداد روز  -5جدول 

  هفته
  باكتري

L.pentosus 
 H39 

L.plantarum 
KU13  

L.plantarum 
NBRC107151  

L.casei  
D31  

L.plantarum 
CAG23  

L.plantarum 
 PIN  استارتر  

4  c51/2 ± 33/61  e00/1 ± 00/46  c08/2 ± 66/62  d05/3 ± 33/53  b00/2 ± 00/67  a00/2 ± 00/73  e08/2 ± 33/51  

15  b57/0 ± 33/30  d00/1 ± 00/21  b57/0 ± 33/32  c00/1 ± 00/26  a52/1 ± 66/32  a 15/1 ± 66/33  d00/1 ± 00/25  

30  a52/1 ± 33/10  c00/0 ± 00/4  a57/0 ± 66/10  b57/0 ± 33/8  a57/0 ± 33/11   a 15/1 ± 66/11  c 57/0 ± 33/5  

  .>P)05/0( است رديف هر در دارمعني اختلاف دهندهنشان تفاوتم كوچك حروف  -

  
  در سطح پنيرAspergillus parasiticus  رشد كپك تعداد روز لازم جهت  - 6جدول 

  هفته
  باكتري

L.pentosus 
 H39 

L.plantarum 
KU13  

L.plantarum 
NBRC107151  

L.casei  
D31  

L.plantarum 
CAG23  

L.plantarum 
 PIN  استارتر  

4  c00/2 ± 00/55  e52/1 ± 33/44  c00/2 ± 00/58  d06/2 ± 33/53  b08/2 ± 66/61  a08/2 ± 66/65  a00/2 ± 00/47  

15  b57/0 ± 33/24  e00/0 ± 00/19  b57/0 ± 66/24  c57/0 ± 33/21  a57/0 ± 66/25  a 57/0 ± 33/26  d 57/0 ± 33/20  

30  b00/0 ± 00/15  d57/0 ± 66/5  b52/1 ± 66/15  c57/0 ± 66/9  a57/0 ± 33/17   a 52/1 ± 66/17  d 57/0 ± 66/6  

  .>P)05/0( است رديف هر در دارمعني اختلاف دهندهنشان تفاوتم كوچك حروف  -
  

  

  هاي مختلفهاي حاصل از آزموننتايج همبستگي داده
شـود، در  ملاحظه مي 8و  7گونه كه در جداول همان   

يش، بـين نتـايج آزمـون    مورد هر دو كپك مـورد آزمـا  
overlay  قطعات پنير و رشد مستقيم كپك بر سطح پنير

داري وجـود دارد و ايـن دو    يهمبستگي مثبـت و معن ـ 
داري  همبستگي معنـي  Microdilutionآزمون با آزمون 

  ندارند.
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  Aspergillus flavusنتايج همبستگي آزمون هاي انجام شده بر عليه كپك  -7جدول 

  Overlay Microdilution  

كپك بر رشد مستقيم 
سطح پنير (دماي درجه 

  4سلسيوس) 

كپك بر رشد مستقيم 
 15سطح پنير (دماي 

 درجه سلسيوس)

كپك بر رشد مستقيم 
سطح پنير (دماي درجه 

30سلسيوس)   

Overlay  1          
Microdilution  ns  115/0 -  1        

كپك بر سطح رشد مستقيم 
درجه  4ماي پنير (د

  سلسيوس)

** 763/0  ns  131/0  1      

كپك بر سطح رشد مستقيم 
درجه  15پنير (دماي 

  سلسيوس)

** 662/0  ns  066/0  ** 914/0  1    

كپك بر سطح رشد مستقيم 
درجه  30پنير (دماي 

  سلسيوس)

** 598/0  ns  129/0  ** 900/0  ** 993/0  1  

  05/0داري ضرايب همبستگي در سطح  يمعن **
ns 05/0داري در سطح  يدم معنع  
  

  Aspergillus parasiticusنتايج همبستگي آزمون هاي انجام شده بر عليه كپك  -8جدول 

  Overlay Microdilution  

كپك بر رشد مستقيم 
درجه  4سطح پنير (دماي 

  سلسيوس) 

كپك بر رشد مستقيم 
 15سطح پنير (دماي 

 درجه سلسيوس)

كپك بر يم رشد مستق
 30سطح پنير (دماي 

 درجه سلسيوس) 

Overlay  1          
Microdilution  ns  11/0-  1        

كپك بر سطح رشد مستقيم 
درجه  4پنير (دماي 

  سلسيوس)

** 629/0  ns  144/0  1      

كپك بر سطح رشد مستقيم 
درجه  15پنير (دماي 

  سلسيوس)

** 692/0  ns  056/0  ** 928/0  1    

بر سطح كپك رشد مستقيم 
درجه  30پنير (دماي 

  سلسيوس)

** 717/0  ns  122/0  ** 941/0  ** 9776/0  1  

  05/0داري ضرايب همبستگي در سطح  يمعن **
ns 05/0داري در سطح  يعدم معن  
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 گيريبحث و نتيجه

هـاي  گونه كه از نتايج مشـخص اسـت، بـاكتري   همان   
داري در مقايسه  يمورد آزمايش توانستند به صورت معن

ها را بـه تعويـق   با استارتر صنعتي توليد پنير، رشد كپك
بياندازد. ايـن مـورد نشـان از توانـايي قابـل قبـول ايـن        

هـا  تـوان از آن  ها در كنترل رشد كپك است و ميباكتري
هاي بيولوژيكي در پنير استفاده كـرد  دارندهبه عنوان نگه

كه اين مورد به لحاظ اقتصادي و بهداشتي حائز اهميـت  
  ت.اس
كنندگي كاران اثر مهارو همالدين  يحم، 2011سال  در   

 L. fermentum Te007  ،L. pentosusهــاي بــاكتري

G004  ،L. paracasei D5  وP. pentosaceus Te010 
در پنيـر   A. oryzaeو A. niger هـاي   را برعليـه كپـك  

هـاي  هـاي بـدون بـاكتري   فرآوري شده نشان دادند. پنير
درجـه   30روز را در  6تـا   4گاري مورد آزمـايش مانـد  

هـاي توليـدي توسـط    نشـان دادنـد و نمونـه    سلسـيوس 
روز رشـد كپـك را    9تا  6هاي مورد آزمايش از باكتري

 ـ هـاي مـورد   خير انداختنـد. در حـالي كـه بـاكتري    أبه ت
آزمايش در اين تحقيق نتايج بسيار بهتري را نسـبت بـه   

در ايـن   هـاي مـوثر   تحقيق فوق نشان دادند زيرا باكتري
روز و  11تــا  10را   .flavus Aآزمــون توانســتند رشــد 

ــك  ــا  15را  A. parasiticusكپ ــأ  17ت ــه ت خير روز ب
انداختند. لازم به توضـيح اسـت كـه در هـر دو تحقيـق      

هـاي داراي  هـاي توليـدي بـدون حضـور بـاكتري     نمونه
   خواص ضدقارچي نتايج مشابهي را از خود نشان دادند.

توانســت بــه خــوبي قطعــات پنيــر  Overlayآزمــون    
هاي توليـدي را در مهـار رشـد كپـك      تفاوت بين نمونه

در تحقيقي بـراي نشـان دادن اثـر    نشان دهد. اين آزمون 
بـر   Enterococcus faecium FAIR-E 198كشـندگي  

 et al., 2002(عليه ليستريا در پنير اسـتفاده شـده اسـت    
Sarantinopoulos.(  

يز هماننـد دو آزمـون ديگـر    ن Microdilutionآزمون    
هاي مورد آزمايش تفاوت بين پنيرهاي توليدي از باكتري

دهـد  و استارتر صنعتي را نشان داد. اين مورد نشان مـي 
ــون مــي  ــن آزم ــه از اي ــر   ك ــوان جهــت نشــان دادن اث ت

هـاي داراي خاصـيت ضـدقارچي در     ضدقارچي باكتري
مـون  هـا، نتـايج دو آز  در ايـن آزمـون   پنير استفاده نمود.

Overlay  قطعات پنير و رشد مستقيم كپك بر سطح پنير
. ايـن مـورد   داري با هـم دارنـد   يهمبستگي مثبت و معن

كنندگي از رشد يكسان بودن عامل محافظت نشان دهنده
باشد كـه شـامل بـر هـم كنشـي از       در اين دو آزمون مي

حضور باكتري و مواد ضدقارچي توليد شده از بـاكتري  
بـا دو آزمـون ديگـر     Microdilution نتايج آزمون است

در هـر كـدام از   چـرا كـه   داري ندارنـد.   يهمبستگي معن
هاي انجام شده، عاملي كه موجـب جلـوگيري از   آزمون

ــي   ــك م ــد كپ ــون    رش ــت. در آزم ــاوت اس ــود متف ش
Microdilution هاي توليـدي  بدون سلول پنير از عصاره

ن تنها كپكي در اين آزمواده شد و بنابراين عامل ضداستف
ها اسـت و خـود سـلول    مواد ضدقارچي توليدي در پنير

باكتري مولد اسيدلاكتيك در اين آزمون نقشي ندارد. در 
دو آزمون ديگر به دليل استفاده از خود پنير، هم سـلول  
باكتري و هم مواد ضـدقارچي در آزمـون نقـش دارنـد.     

ها به ايـن  توان گفت تفاوت نتايج اين آزمون بنابراين مي
توان نتيجه گرفـت كـه بـا     باشد. از اين مورد ميل ميدلي

توان توانـايي   هاي پنير ميعصاره Microdilutionآزمون 
هاي مورد آزمايش را در توليد مـواد ضـدقارچي   باكتري

تـوان  در محيط پنير بررسي كرد و از دو آزمون ديگر مي
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ها را در به تعويق انداختن رشـد  توانايي كلي اين باكتري
  پنير مورد بررسي قرار داد. كپك در

هـاي  در آزمـون   L. casei D31به عنوان مثال بـاكتري    
overlay      قطعات پنير و ميزان كپك زدگـي سـطح پنيـر

عملكرد خوبي در مهار رشد كپك نشان نداد و حتـي در  
داري بـا پنيـر    قطعات پنير تفاوت معنـي  overlayآزمون 

ــا در       ــد، ام ــر نداش ــتارتر پني ــا اس ــدي ب ــونتولي  آزم
Microdilution  ــطح ــاحت س ــرين مس ــر  داراي كمت زي

كپكي را نشـان داد. كـه   منحني بوده و بهتـرين اثـر ضـد   
كپكي تواند مواد ضد توان نتيجه گرفت اين باكتري مي مي

قابل توجهي توليد نمايد اما خود سلول اثر آنتاگونسـتي  
البته به دليـل نزديـك بـودن     زيادي بر رشد كپك ندارد.

ــرايط دو آز ــون ش ــزان    Overlayم ــر و مي ــات پني قطع
زدگي سطح پنير به شرايط كلي حاكم بر رشد كپك  كپك

-داري، از نتايج اين دو آزمون مـي بر روي پنير حين نگه

ها بر عليـه  توان جهت ارزيابي توانايي واقعي اين باكتري
رشد كپك در پنير استفاده نمود و نتايج ايـن دو آزمـون   

هـاي مـورد آزمـايش را در     اكتريتواند توانايي ببهتر مي
  پنير نشان دهد.

 و ODنجش ميزان سو در كل  Microdilutionآزمون    
تـاكنون   ها، ميكروارگانيسم ارتباط دادن آن به ميزان رشد

ها انجام شـده اسـت و   هاي مرتبط با باكتري در پژوهش
توليد  ،هاهاي رشد آنها به دليل پيچيدگيدر مورد كپك

ها و همچنـين امكـان توليـد ميسـليوم     پوراز اس وميميسل
 ابهـام ، استفاده از اين آزمـون را بـا   بدون ايجاد كدورت

توانسـت   Microdilutionآزمـون  . اگرچه كندمواجه مي
هـاي مـورد    هـاي توليـدي بـا بـاكتري     تفاوت بين نمونه

اما بـا توجـه بـه     آزمايش و استارتر صنعتي را نشان دهد
ت بررسـي خـواص   موارد ذكـر شـده ايـن آزمـون جه ـ    

ــدكپكي  ــاكتريض ــيدلاكتيك   ب ــد اس ــاي مول ــحيحه  ص
  .باشد نمي
تـوان گفـت   در كل با توجه به نتايج به دست آمده مي   

هـاي مختلـف در   براي بررسي اثرات ضدقارچي باكتري
هاي پيشـنهاد شـده در ايـن    توان از آزمونمحيط پنير مي

تحقيق استفاده نمود. جهت بررسـي اثـرات ضـدقارچي    
ترين راه رشد مسـتقيم كپـك بـر روي محصـول     مناسب

هاي مـورد  هاي توليدي با باكترينمونه غذايي و مقايسه
باشـد.  كنترل و بدون اثر ضدقارچي مي آزمايش و نمونه

 Overlayدر ايــن تحقيــق نشــان داده شــد كــه آزمــون  
داري با نتايج رشد مسـتقيم   يقطعات پنير همبستگي معن
توان گفـت كـه ايـن    براين ميكپك بر روي پنير دارد بنا

هـاي  تواند به خوبي اثر ضدقارچي باكتريآزمون نيز مي
دهــد. نتــايج آزمــون مــورد آزمــايش را در پنيــر نشــان 

Microdilution ــر اگرچــه همبســتگي  عصــاره هــاي پني
توانسـت   داري با دو آزمون ديگر نشان ندادند، امـا  يمعن

مـايش و  هـاي مـورد آز  هاي توليدي با باكتريبين نمونه
رغـم   . علـي داري نشان دهد ياستارتر صنعتي تفاوت معن

را سنجشـي   ODتـوان   اين موضوع به دليل اينكـه نمـي  
براي رشد كپك دانست، استفاده از ايـن آزمـون در ايـن    

 شود. مورد توصيه نمي
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Abstract 
   Various laboratory methods have been developed to evaluate the effectiveness of anti-mould effect of 
lactic acid bacteria. However, most of these investigations have been conducted in culture medium. Due to 
the occurrence of complex interaction between food components and antimicrobial substances produced by 
lactic acid bacteria, the result achieved from these studies may be different from those seen in food model. In 
various studies growth inhibition of molds on the surface of foods are considered as antifungal activity. 
Consequently, introduction and comparison of efficient methods for evaluation of anti-mould effect of lactic 
acid bacteria would be helpful. In this study, antifungal activity of lactic acid bacteria inoculated in cheese 
was estimated using Microdilution method. Pieces of cheese samples were overlaid with molds and the 
antifungal effect of this bacteria was studied against Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus. All three 
methods showed the effectiveness of lactic bacteria on mold inhibition. Comparison of the results showed 
that there was significant positive correlation between antifungal overlay assay and direct growth of mold on 
cheese, since this two test showed antifungal effect in the same way including interaction between bacteria 
and mold and also producing antifungal compound. 
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