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جداسازي، شناسايي و مشاهده فعاليت ضدميكروبي لاكتوباسيلهاي بدست آمده از لبنيات 
  1380 سال –در تهران 

  
  4، فاطمه نوربخش3نژاد ، دكتر عباس جعفري2، دكتر رحيم سوادكوهي1دكتر جميله نوروزي

  
  چكيده

گيرند، عوامل اصلي  هاي لبنياتي مورد استفاده قرار مي ه باكتريهاي اسيدلاكتيك كه به عنوان آغازگر براي توليد فرآورد:: سابقه و هدف
هدف از اين بررسي، . هاي غذايي نقش بسزايي دارند تخمير و محافظت كننده غذا بوده و همچنين در ايجاد طعم، بو و بافت فرآورده

   .جداسازي، شناسايي و مشاهده فعاليت ضدميكروبي لاكتوباسيلهاي بدست آمده از لبنيات بوده است
 در شرايط MRSهاي لبنياتي به روش پورپليت در محيط  هاي مختلفي از شير و فرآورده در اين مطالعه توصيفي نمونه :امواد و روش ه

آميزي به روش گرام و انجام تست كاتالاز و اكسيداز، از تستهاي  ها و رنگ بعد از پيدايش كلني.  كشت داده شد0C37بيهوازي در 
گذاري در برابر برخي از  خاصيت ضدميكروبي آنها با استفاده از ديسك بلانك و نقطه. ايي آنها استفاده گرديدبيوشيميايي براي شناس

  .باكتريهاي پاتوژن مورد بررسي قرار گرفت
،  %)25 (  اي ،  كازه%)25( پلانتاروم , % ) 32 (   لاكتوباسيل مختلف شامل لاكتوباسيل فرمنتوم16 نمونه مورد بررسي، 50از  :يافته ها
اين باكتريها داراي خاصيت ضدميكروبي در برابر سودوموناس آئروژينوزا، . بدست آمد% ) 6هر كدام  ( كورواتوس، هلوتيكوس , دلبروكي

 در ph 5-7اين باكتريها در . استافيلوكوك اورئوس، اشريشياكلي، سالمونلاتايفي موريوم، باسيلوس سوبتيليس و باسيلوس سرنوس بودند
 دقيقه پايدار بوده، 10 به مدت 0C100خاصيت ضدميكروبي اين مواد در حرارت . ، مواد ضدميكروبي بيشتري توليد كردند0C24حرارت 

  . دقيقه غيرفعال شد15 دقيقه جوشاندن و همچنين در حرارت اتوكلاو به مدت 30 دقيقه كاهش زيادي يافت و پس از 20در مدت 
توان به عنوان  هاركنندگي، از لاكتوباسيلهاي پروبيوتيك يا باكتريوسين خالص شده آن ميبه علت اثر م :نتيجه گيري و پيشنهادات

اي و لاكتوباسيل  شود كه لاكتوباسيل كازه بنابراين، توصيه مي. هاي لبنياتي استفاده نمود نگهدارنده بيولوژيكي در توليد فرآورده
  . دها به كار رو اسيدوفيلوس به عنوان آغازگر در اين فرآورده

  . هاي لبنياتي، فعاليت ضدميكروبي  لاكتوباسيلها، اسيدلاكتيك، فرآورده:هاي كليدي واژه
  

                                                 
1 - ph.D ميكروبيولوژي و دانشيار دانشگاه علوم پزشكي ايران   
   فوق تخصص بيماريهاي عفوني و استاديار دانشگاه علوم پزشكي بابل- 2
3 - ph.D ميكروبيولوژي دانشگاه آزاد اسلامي   
   كارشناس ارشد دانشگاه آزاد اسلامي- 4

  :مقدمه
اي داشته و بندرت متحرك  سلولها اغلب آرايش زنجيره. لاكتوباسيلها، باكتريهاي گرم مثبت، بدون اسپور، بلند، كوتاه، كشيده يا خميده هستند

اثر حفاظتي لاكتوباسيلها در نگهداري .هاي لبني، گوشت، سبزيجات وغيره وجود دارند فراوان در شير، فرآوردهاين باكتريها به مقدار . باشند مي
تبديل كربوهيدراتها به اسيدهاي آلي . آيد غذاهاي تخميري به طور عمده به دليل شرايط اسيدي است كه در زمان رشد باكتريها در غذا بوجود مي

اين باكتريها . شود هاي غذاهاي تخميري مي ، باعث افزايش نيمه عمر وكيفيت خوب فرآوردهpHه همراه كاهش ب) اسيد استيك و اسيد لاكتيك(
  استيل، استالدنيد، آمونياك، اسيدهاي چرب آزاد  قادر به توليد مواد ديگري مانند باكتريوسين، پراكسيدهيدروژن، دي

برخي از اين مواد در برابر برخي از ميكروارگانيزمهاي ). 1( از ميكروارگانيزمها دارند بازدارندگي بر روي رشد بسياري اثر  كه اكثرهستندو غيره 
  پاتوژن غذايي و ميكروارگانيزمهاي فاسد كننده غذا 

  . دارندو غيره، اثر بازدارندگي رشد) 4(، برخي از باسيلوسها، استافيلوكوك و ليستريا )3(، كلوستريديوم، ليسترياو انتروكوك )2(مانند ليستريا 
روند و با توجه به اثر ممانعت از رشدي كه بر روي باكتريهاي  لاكتوباسيلها در صنعت براي اصلاح بو، طعم و بافت محصولات تخميري به كار مي

  ).5(ده شود هاي خالص شده آنها به عنوان نگهدارنده بيولوژيكي در غذا استفا سعي بر آن است تا از اين باكتريها با باكتريوسين. مختلف دارند
حضور لاكتوباسيلها براي بقا اكوسيستم ميكروبي روده مهم است، زيرا، علاوه بر بقا و تشكيل كلني در معده و روده، اين باكتريها به اسيد و صفرا 

  ).6(باشند  بردبارند و داراي توانايي اتصال به سطح روده مي
از ). 7(شود  ي ميكروارگانيزمهايي بوده كه مصرف آنها موجب حفظ سلامتي انسان ميبرخي از اين باكتريها داراي خاصيت پروبيوتيك هستند، يعن
لاكتاز هستند، هضم لاكتوز  )كمبود(باشد و در افرادي كه مبتلا به نقص  اي در انسان مي اثرات مفيد اين باكتريها، پيشگيري و درمان اختلالات روده

هايي از اثرات مفيد اين باكتريها در پائين آوردن كلسترول، تحريك سيستم ايمني و توسعه به علاوه در حيوانات، گزارش. بخشند را بهبود مي
هاي لبنياتي با جلوگيري از رشد پاتوژنها، در  بنابراين، علاوه بر مغذي بودن و لذيذ بودن، فرآورده). 8(فعاليتهاي ضدسرطان گزارش شده است 

  ).5(كنند  سلامت انسان كمك مي
پنير، ماست، خامه، (هاي لبنياتي  ي، جداسازي، شناسايي و مشاهده فعاليت ضدميكروبي لاكتوباسيلهاي موجود در شير و فرآوردههدف از اين بررس

  .بوده است) كره و كشك
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  مواد و روش ها
ماست، پنير، خامه، (هاي لبنياتي  هاي مختلفي از شير و فرآورده نمونه

 و پس از تهيه هاي مختلف خريداري شد از كارخانه) كره و كشك
 جامد كشت داده شد و در MRSرقت، به روش پورپليت در محيط 

ها و  بعد از پيدايش كلني.  نگهداري گرديد0C37شرايط بيهوازي در 
كسيداز، از تستهاي اآميزي به روش گرام و انجام تست كاتالاز و  رنگ

هاي مختلف pHتخمير قندها، آزمايش حركت، رشد در (بيوشيميايي 
ها تا سطح گونه  جهت شناسايي بيشتر لاكتوباسيل) ي مختلفو دماها

قندهاي مورد آزمايش شامل گلوكز، . مورد استفاده قرار گرفت
هالوز، ساكاروز، لاكتوز، مالتوز،  آرابينوز، رافينوز، رامنوز، گزيلوز، تري

از قند % 1براي انجام آزمايش قندها، مقدار . گالاكتوز و مانيتول بود
 بدون گلوكز و عصاره گوشت اضافه MRSحيط كشت موردنظر به م

  .گرديد
بعد از اطمينان لاكتوباسيل بودن آنها، خاصيت ضدميكروبي آنها با 

گذاري در برابر پاتوژنهاي  استفاده از روش ديسك بلانك و نقطه
استافيلوكوك اورئوس، سالمونلاتيفي موريوم، اشريشياكلي، 

ليس و باسيلوس سرئوس سودوموناس آئروژينوزا، باسيلوس سوبتي
هاي pHسپس، هاله عدم رشد آنها در . مورد بررسي قرار گرفت

 هم به روش پليت و هم با 0C40 تا 20و حرارتهاي ) 12تا2(مختلف 
نانومتر با هم مقايسه 660استفاده از اسپكتروفتومتر در طول موج 

خاصيت ضدميكروبي اين لاكتوباسيلها نيز با افزودن مايع . گرديد
 آنها كه فاقد باكتري بود، بدون حرارت و پس از حرارت سطحي

0C100 15 دقيقه و حرارت اتوكلاو به مدت 10،20،30 به مدت 
در اين حالت، هم . دقيقه،  به پاتوژنهاي فوق مورد بررسي قرار گرفت

 نانومتر 650از روش پليت و هم از اسپكتروفتومتر در طول موج 
  . ساعت اندازه گرفته شد24ا استفاده شد و هر يك ساعت يكبار ت

  يافته ها 
 در آزمايشگاه محموديه 1380اين بررسي كه در تابستان و پائيز در 

 16 نمونه مورد بررسي، 50دانشگاه آزاد اسلامي انجام گرفت، از 
اين لاكتوباسيلها بر اساس شكل ظاهري . لاكتوباسيل بدست آمد

تخمير قندها  ,  مختلفكلني، شكل ميكروسكوپي، رشد در حرارتهاي
كازه , % ) 32( و وجود حركت به عنوان لااكتوباسيل هاي فرمنتوم 

%) 6(،  دلبروكي %)6 ( هلوتيكوس ,% ) 25( پلانتاروم , % ) 25( اي 
  .شناسايي شدند%) 6 (و كورواتوس 

 ساعت به 48 در شرايط بيهوازي پس از 0C37كلني اين باكتريها در 
 مشاهده MRSفيد تا كرم در محيط  ميليمتر به رنگ س5 تا 2قطر 
برخي كوتاه بوده و . اين باسيلها، گرم مثبت، بدون اسپور، بلند. شد

تمام باكتريهاي جدا شده در اين . تعدادي هم حالت خميده داشتند
 رشد خوبي داشتند اما بهترين رشد 0C37 تا 24بررسي، در حرارت 

رشد اين  براي pHترين  مناسب.  مشاهده گرديد0C30در حرار 
اگرچه اين .  بود5/5-6/6حدود  MRSلاكتوباسيلها در محيط 

، pH رشد كردند اما با كاهش و افزايش 10 قليايي تا pHباكتريها در 
، 12 برابر PHرشد آنها نيز بتدريج كاهش يافت، به طوري كه در 

  .رشدي مشاهده نگرديد
ليت  ساعت، هيچگونه فعا72، 24، 7 پس از 0C37اين باكتريها در 

ضدميكروبي بر روي باكتريهاي مورد بررسي نداشتند و در اطراف 
، هاله، عدم 0C30در . ديسك بلانك، هاله عدم رشد مشاهده نگرديد

، هاله بازدارنده رشد به مقدار ماكزيمم 0C24رشد، باريك بوده اما در 
اي بر روي  رسيد و بيشترين هاله عدم رشد توسط لاكتوباسيل كازه

   ميليمتر بود17اورئوس حدود استافيلوكوك 
هاله عدم رشد مايع سطحي لاكتوباسيل پلانتاروم بر روي 

 12 ساعت بعد از كشت ظاهر گرديد و پس از 8استافيلوكوك حدود 
 ساعت ثابت باقي 48 ميليمتر رسيد و تا 15ساعت به ميزان حداكثر 

  .ماند
هنگامي كه مايع سطحي لاكتوباسيل به محيط كشت باكتريهاي 

 ساعت از 1-3رد بررسي اضافه گرديد، نتايج نشان داد كه حدود مو
. ادامه يافت آنها رشد باكتريهاي جلوگيري شد و سپس، رشد مجدد 

به طور كلي، نتايج نشان داد كه اثر مهاركنندگي رشد لاكتوبايل 
روي باكتريهاي مورد بررسي بسيار قويتر از ساير اي بر  كازه

بر آن، در بررسيهاي هاله عدم رشد، اثر علاوه . بوده استباكتريها 
 هفته در 2اي كه به مدت  ضدميكروبي عصاره كشت لاكتوباسيل كازه

حرارت اتاق، يخچال و فريزر يخچال آزمايشگاه نگهداري شده بود، 
  .قويتر از ساير لاكتوباسيلها بود

خاصيت ضدميكروبي ماده توليد شده توسط باكتريهاي فوق، در 
 دقيقه، 20 دقيقه پايدار بوده، در مدت 10مدت  به 0C100حرارت 

 دقيقه جوشاندن و همچنين در 30كاهش زيادي يافت و پس از 
  . دقيقه غيرفعال شد15حرارت اتوكلاو به مدت 

  گيري بحث و نتيجه
هاي  باكتريهاي اسيدلاكتيك كه به عنوان آغازگر براي توليد فرآورده

مل اصلي تخمير و محافظت گيرند، عا لبنياتي مورد استفاده قرار مي
اين باكتريها همچنين در ايجاد طعم، بو و ). 9 (هستندكننده غذا نيز 
در اين بررسي، ). 10(هاي غذايي نقش بسزايي دارند  بافت فرآورده

ها، رقت تهيه شد و به  براي جداسازي اوليه لاكتوباسيلها از نمونه
در جداسازي اوليه، . ت داده شدروش پورپليت در شرايط بيهوازي كش

كردند اما در كشتهاي  اين باكتريها رشد نمي. اگر شرايط هوازي بود
اين نتايج مشابه با . كردند بعدي، در شرايط هوازي معمولي رشد مي

  ).11( و همكارانش بود Coventryنتايج 
Michael براي جداسازي لاكتوباسيلها، ابتدا مواد ) 12( و همكارانش

 مايع وارد نموده و پس از چند ساعت در MRSرا در محيط غذايي 
سازي معمولاً براي  اين روش غني.  كشت دادندMRSمحيط جامد 

بدست آوردن لاكتوباسيلها از سبزيجات و غذاهاي دريايي مفيد 
ازي  سباشد اما در بررسي حاضر، بدون استفاده از روش غني مي

ت آن احتمالاً تعداد عل.  رشد كردندMRSيلها در محيط سلاكتوبا
هاي لبنياتي بوده  فراوان اين باكتريها به عنوان آغازگر در فرآورده

  .است
 رشد نكردند و درجه حرارت 0C4در اين بررسي، لاكتوباسيلها در 

، رشد بسيار 0C45 و 15 بود و در دماي 0C30مناسب رشد آنها 
. ار دارندبنابراين، اين باكتريها در گروه مزوفيل قر. ضعيفي داشتند

  ).13(نتايج مشابهي با آن توسط پژوهشگران ديگر گزارش شده است 
در اين مطالعه، لاكتوباسيلهاي جدا شده از لبنيات، مانع رشد 
سودوموناس آئروژينوزا، استافيلوكوك اورئوس، اشريشياكلي، 
سالمونلاتايفي موريوم، باسيلوس سوبتيليس شدند و اين امر بر روي 

در .  قويتر از ساير باكتريهاي مورد آزمايش بودرشد استافيلوكوك
ضمن، خاصيت ضدميكروبي لاكتوباسيلها پس از جوشاندن به مدت  www.SID.ir
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. مطابقت دارد) 9( دقيقه پايدار بود كه با نتايج ساير پژوهشگران 10
باشد، زيرا در بسياري  مقاومت در برابر حرارت، يكي از نكات مفيد مي

نكته ديگر، آن است كه . باشد ياز مياز مراحل تهيه غذا به حرارت ن
كشتهاي آغازگر مناسب معمولاً لاكتوباسيل بولگاريكوس و 

، اما در اين مطالعه، )15و14(استرپتوكوك ترموفيلوس هستند 
لاكتوباسيل بولگاريكوس از ماست جدا نشد و لاكتوباسيلهاي جدا 

. ودندشده بيشتر از نوع لاكتوباسيل لاكتيس و لاكتوباسيل فرمنتوم ب
با ماست كشورهاي ديگر متفاوت ) ايران(طعم و مزه ماست كشور ما 

. است، پس احتمالاً نوع لاكتوباسيلهاي آن نيز با هم تفاوت دارد
احتمال ديگر اينكه، لاكتوباسيلهاي ديگر موجود در ماست، ماده ضد 
ميكروبي توليد كرده و باعث از بين رفتن لاكتوباسيل بولگاريكوس 

  .شده است
شتهاي آغازگر ماست معمولاً لاكتوباسيل دلبروكي زير گونه ك

كه با ) 15و14(باشند  بولگاريكوس و استرپتوكوك ترموفيلوس مي
لاكتوباسيل دلبروكي . كنند همكاري هم، شير را به ماست تبديل مي

تواند در  زير گونه بولگاريكوس، ميكروفلور طبيعي انسان نبوده و نمي
در صورتي كه، لاكتوباسيل اسيدوفيلوس به روده تشكيل كلني دهد، 

راحتي در روده تشكيل كلني داده و باعث توقف رشد اشريشياكلي و 
گردد و قادر است اختلالات بوجود آمده توسط  ساير كلي فرمها مي

  .كلي فرمها را كنترل كند
اشريشياكلي، باكتروئيدوس و باكتريهاي بيهوازي اجباري قادر به 

رود اين آنزيم در ايجاد  يداز هستند كه احتمال ميتوليد بتاگلوكورون
پس وجود لاكتوباسيل . سرطان روده بزرگ دخالت داشته باشد

اسيدوفيلوس با كاهش تعداد كلي فرمها و بيهوازيها موجب كاهش 
 GCاي نژاد  لاكتوباسيل كازه). 16(شود  فعاليت بتاگلوكورونيداز مي

ليكوليك هسيدهيدرولاز را نيز فعاليت آنزيم بتاگلوكورونيداز و گ
گزارشهاي مختلفي مبني بر نقش باكتريهاي ). 11(دهد  كاهش مي

و ) 17(اسيدلاكتيك پروبيوتيك در پيشگيري از سرطان وجود دارد 
هاي لبنياتي   در فرآوردهE و Aهمچنين به علت وجود ويتامين 

هاي لبنباتي به غذاي سالمندان اضافه  توصيه شده است كه فرآورده
  :شود با توجه به مطالب فوق، موارد زير پيشنهاد مي). 18(دد گر
اي   در صورتي كه از لاكتوباسيل اسيدوفيلوس و لاكتوباسيل كازه-

 به عنوان آغازگر كشت در لبنيات استفاده شود از بروز GCنژاد 
بسياري از بيماريهاي عفوني روده، معده، اختلالات مجراي گوارشي 

و با مصرف مواد طبيعي خوراكي، جلوگيري بدون استفاده از دارو 
  .شده و احتمال دارد كه موارد سرطان روده و معده كاهش يابد

 مؤثرترين و پايدارترين ماده ضدميكروبي از لاكتوباسيلها جدا شود و -
به عنوان نگهدارنده بيولوژيكي در غذا مورد استفاده قرار گيرد تا 

تلا به مسموميتهاي غذايي و احتمال فساد مواد غذايي و هم امكان اب
  .شوند نيز كاهش يابد بيماريهايي كه از طريق غذا منتقل مي

هاي توليد كننده مواد بازدارنده قوي كه فعاليت آن   از لاكتوباسيل-
هاي لبنياتي استفاده  رود، در تهيه فرآورده در اثر حرارت از بين نمي

  .شود
 و مزه غذا را مطابق توان طعم  با افزودن لاكتوباسيلهاي خاص مي-

  .ذائقه افراد تهيه نمود
 با استفاده از روشهاي بيوتكنولوژي، لاكتوباسيلهايي را بدست آورد -

كنند و به  كه باكتريوسين قوي در برابر ميكروارگانيزمها توليد مي
  .هاي لبنياتي مورد استفاده قرار داد عنوان آغازگر در فرآورده
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