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بررسی خصوصیات پروبیوتیکی دو سویه لاکتوباسیلوس جداسازي شده از علوفه 

سیلوشده ذرت و سبوس برنج و پوشش دادن آنها با پلیمرهاي آلژینات و کیتوزان براي 

افزایش پایداري آنها

شراره پیمانفر
*

، روحا کسري کرمانشاهی
*

و جمشید فولادي 
*

دانشگاه الزهراء، دانشکده علوم، گروه زیست شناسی *

چکیده 

هـدف  .  اي هستند که داراي فوایدي براي سلامتی انسان وحیوانات هـستند  پروبیوتیکها میکروارگانیسم هاي زنده

. بـود علوفه سیلوشده و سبوس بـرنج        از این مطالعه، بررسی خصوصیات پروبیوتیکی  باکتریهاي جداسازي شده از 

هایی از لاکتوباسیلوس از علوفه سیلوشده ذرت و سبوس برنج از مناطـق        در تحقیق حاضر، اقدام به جداسازي گونه

هاي بیوشیمیایی مانند رنگ آمـیزي گـرم،      آزمایش.  به روش کشت بی هوازي گردید) بروجرد، تبریز(سردسیر کشور

واکنش کاتالاز ، رشددر
c˚15 و

c˚50 میزان تحمل اسـیدي و    . ، هیدرولیز آرژینین و تخمیر قندهاي مختلف انجام شد

به منظور افزایش بقا در شرایط نامساعد، اقـدام  .  رشد در مقابل نمک هاي صفراوي در زمانهاي مختلف تعیین گردید

هـاي    مطالعه حاضرمشخص نمود که بـاکتري  .   به پوشش دهی آنها با استفاده از پلیمرهاي آلژینات و کیتوزان گردید

جداشده گونه هایی از لاکتوباسیلوس هستند که قـادر بـه تخمـیر کربوهیـدراتهاي آزمـایش شـده بودنـد و تنهـا                        

ها قادر به رشد در شـرایطی تـا         بعلاوه، این باکتري.  درجه سانتیگراد است 50لاکتوباسیلوس علوفه قادر به رشد در 

pH=اي از    نتایج نشان داد کـه بـاکتري جداسـازي شـده از علوفـه، گونـه                .  هاي صفراوي هستند و تحمل نمک ٢

بـا توجـه بـه اینکـه        .  توان از آن در نگهداري علوفـه سیلوشـده اسـتفاده نمـود           لاکتوباسیلوس است که احتمالاً می

عنـوان    تواند به   رشد نماید، بنابراین، نمی)  دماي تخمیر در علوفه(درجه  50تواند تا دماي  لاکتوباسیلوس سبوس نمی

. افزودنی در علوفه به کار رود

سیلوشده ، سبوس ، پوشش دهی ، آلژینات ، کیتوزانعلوفه پروبیوتیک ، لاکتوباسیلوس ، : هاي کلیدي واژه
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:مقدمه 

بـراي  «اي یونـانی بـه معنـاي           واژه پروبیوتیک واژه  

هـاي غذایــی     پروبیوتیکهـا مکمـل   .  اسـت   »  زنـدگی 

میکروبی هستند که از طریق بهبود تعـادل میکروبـی         

). 1(رودة تأثیرات سودمندي بر روي میزبـان دارنـد         

ها ، انتروکوکوس ها و پدیوکوکوس ها    لاکتوباسیلوس

پروبیوتیـک  .   از پروبیوتیکهاي مفیـد علوفـه هـستند        

رشـد در درجـه     :  علوفه باید خصوصـیاتی، از قبیـل       

درجه سانتیگراد ، تحمل به اسید و صفرا،   50جرارت 

آنتاگونیست علیه قارچها و باکتریهـاي آلـوده کننـده          

علوفه و غیره را داشته باشد تـا بتوانـد در نگهـداري         

از ).  1،3،5(علوفه و بهبود کیفیت علوفه به کـار رود       

سوي دیگر،باید یـاد آوري شـود کـه بـا توجـه بـه                

پایداري کم باکتریها در شرایط نامـساعد محیطـی از          

پــایین، اکــسیژن مولکولــی، آنــزیم هــاي        pHقبیــل  

و غیره ، پوشش دارکردن باکتریهاي   H2O2  گوارشی،

: پروبیوتیک، با استفاده از پلیمرهاي مناسب، از قبیـل       

آلژینات و کیتوزان می تواند باعث بهبـود پایـداري و     

در ایـن مطالعـه، اقـدام بـه          ).  8،    7(بقا آنها گـردد     

هــاي لاکتوباســیلوس    جداســازي و شناســایی گونــه    

موجود در علوفـه سیلوشـده ذرت و سـبوس برنـج            

گردید و خصوصیات پروبیوتیکی آنها بررسی گردیـد  

پس به منظور افزایش پایداري و بقا در مقابل شـرایط   

هـاي    نامساعد ، اقدام به پوشـش دار کـردن بـاکتري          

جداسازي شـده، بااسـتفاده ازپلیمرهـاي آلژینـات و           

.    کیتوزان گردید

: مواد و روشها 

جداسازي و شناسایی باکتري ها. 1

دو نمونه علوفه سیلو شده ذرت و سـبوس بـرنج بـه      

تبریـز و   (طور تصادفی از دومنطقه سردسـیر کـشور        

جمع آوري شده ، در ظـروف اسـتریل بـه          )  بروجرد

گرم از علوفه ذرت سـیلو    10.  آزمایشگاه انتقال یافتند

میلی لیتر سرم فیزیولوژي اسـتریل اضـافه     90شده به 

مخلوط با دست بخوبی تکان داده شد و سریال    .  شد 

رقت تـا رقـت      
4-

از ارلـن اولیـه و      .  تهیـه شـد     10  

هاي   رقت
4-

هـاي    میکرولیتر به لوله    100به میزان  10

(Rogosa agarبراث    MRS  حاوي محیط کشت 

(de-Man  هـوازي    ها در جار بـی   لوله.  اضافه گردید

درجـه    37و در انکوبـاتور       Aحاوي گازپـک نـوع      

. ساعت گرما گـذاري شـدند       48سانتیگراد  به مدت 

پس از طی این مدت ، از لوله هاي حاوي کدورت به 

آگار به    MRSمیکرولیتر در محیط کشت  100میزان 

پلیت ها در جار بـی     .  صورت چمنی کشت داده شد 

درجـه    37و انکوبـاتور    Aهوازي حاوي گازپک نوع 

بعـد از   .  سانتیگراد به مدت دو روز گرماگذاري شدند

محدب، براق  .  دو روز کلنی هاي سفید رنگ کوچک 

میلی لیتر جداسـازي شـدند و      2-3و با اندازة حدود 

 MRS  کلنی هاي تک با کـشت مجـدد در محیـط           

همچنین همۀ کارها براي نمونـه     .آگار به دست آمدند

رنگ آمیزي گرم ، ارزیابی واکنـش   .  سبوس انجام شد

آزمایـش  و  %0/3کاتالاز بـا اسـتفاده از آب اکـسیژنه          

بـراث    MRSتخمیر قندهاي مختلف در محیط پایـه   

%  0/5بدون گلوکز و عـصاره گوشـت، امـا حـاوي              

گـالاکتوز، لاکتـوز،    :  هیدرات هاي کربن مختلف، مثل

بروموکـرزول ارغوانـی    %  0/004مانیتول، رافیتـوز و      

همچنین آزمایش هیدرولیز آرژینین توسـط  . انجام شد

هاي لاکتوباسیلوس احتمالی جداسـازي شـده       باکتري

بـراث بـدون گلوکـز و عـصاره            MRS  در محیـط   

سـیترات  %  0/2آرژینیـن و    %  0/3گوشت، اما حـاوي   

).4، 2(سدیم به جاي سیترات آمونیوم انجام شد 
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ارزیابی تحمل اسیدي. 2

باکتریهاي جداسـازي شـده هـر کـدام بـه طـور              

بـراث   MRSمیلی لیتر محیط کشت  50جداگانه در 

درجه سانتیگراد    37کشت داده شدند و در انکوباتور 

ساعت گرماگـذاري     24در جار بی هوازي  به مدت  

) میلی لیتر   50(  ساعته  24سپس کشت هاي .  شدند 

میلی لیتر آن در      25به دو قسمت تقسیم شدند و هر 

بـه    rpm  4000میلی لیتري در دور    50فالکون هاي 

سپس مـایع رویـی     .  دقیقه سانتریفوژ شدند  15مدت 

میلی لیتر   20آنها دور ریخته شد و به رسوب حاصل 

PBS  2/5( اسیدي =pH (هـا    نمونه. اضافه گردید

. درجه سانتیگراد گرما گذاري شدند  37در انکوباتور 

rpmهاي حاصـل در دور      بعد از دو ساعت مخلوط

مجـدداً  .  دقیقه سـانتریفوژ شـدند      30به مدت   5000

 20مایع رویی دور ریخته شد و به رسـوب حاصـل      

rpmخنثی اضافه گردیده، در دور         PBSمیلی لیتر 

مایع رویـی   .  دقیقه سانتریفوژ شد    15به مدت  4000

ریخته شد و به رسوب حاصل کمی سرم فیزیولوژي   

اضافه شد، رسوب در آن حل    )  میلی لیتر  2حدود (  

گردید و از این سوسپانسیون ، سریال رقت تهیه شـد  

پور پلیـت     آگار، MRSو از رقت ها بر روي محیط 

 37ساعت در انکوبـاتور      48شد و پلیت ها به مدت 

درجه سانتیگراد به صورت بی هـوازي گرماگـذاري      

پس از دو روز تعداد کلنی ها و نهایتاً تعـداد     .  شدند 

. اسیدي بررسی شد  pHباکتري زنده مانده در 

 6/5،    5/5،      4/5،    3/5هـاي    pHاین کار براي 

ایـن آزمـایش بـراي      .  انجام شد و نتایج ثبت گردید  

ــتاندارد     ــاکتري اس      ATCC   L . plantarumب

) . 8، 2،7(هم انجام شد  8014

ارزیابی تحمل نمک صفراوي.  3

به منظور ارزیابی تحمل باکتریهاي جداسازي شده  

به نمک هاي صفراوي و باکتریهاي جداسازي شـده،    

سـاعته در     24هر کدام به طور جداگانه به صـورت     

 24از کشت   .  براث کشت داده شدند    MRSمحیط 

بـراث    MRS(  میکرولیتر محیط کشت  50ساعته به 

) نمک صـفراوي دزوکـسی کـلات سـدیم          %  3/0+  

میکرولیـتر هـم بـه محیـط کـشت            50افزوده شد و 

MRS         براث بدون نمک صـفراوي اضـافه گردیـد .

nm(  نـانومتر    600پس از لحظه صفر در طول موج 

600  =A  (  هر نیم ساعت یک بار جذب آنها خوانده

محیط کشت بـا و بـدون نمـک       (  نمونه اصلی .  شد 

 37در این مدت در انکوبـاتور       )  باکتري +  صفراوي 

 8ایـن کـار تـا مـدت          .  درجه سانتیگراد قرار داشت  

 37هـا در انکوبـاتور        سپس نمونه .  ساعت انجام شد  

 24درجه سانتیگراد به صورت بی هوازي  به مـدت     

ساعت مجدداً   24ساعت گرماگذاري شدند و پس از 

نانومتر خوانده شد و نتـایج بررسـی          600جذب در 

این آزمایش براي باکتري استاندارد . گردید

ATCC 8014  L . plantarum     ــام ــم انج ه

). 2،5،6(شد

پایدارسازي پروبیوتیکها با تکنیک پوشـش       .    4

)Microencapsulation( دادن آنها 

روش تهیه میکروکپسول

دهی باکتریها  تهیه محلول آلژینات سدیم براي پوشش

، % ) 2( آلژیـنـات سـدیـم         :  به این صورت است که

/v( ، گلیسرول   % ) w/v   5/5(  براث  MRSمحیط 

v   5 ( % صمغ زانتان ، )w/v   26   /0 ( %    20، توئیـن   

)v/v1/0  ( میلی لیتر آب با هـم مـخـلـوط        100در

درجـه     110محلول در اتوکلاو و در دمـاي    .  شدند

-7پوند براینچ مربع و به مدت    15سانتیگراد، فشار 

این محلول به عنوان کـپـسـول      . دقیقه استریل شد 5

. براي افزایش بقا پروبیوتیک ها به کار برده شد
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براي تهیه محلول کیتوزان به منظورپوشـش دهـی        

گـرم کیتـوزان در       4/0بهتر و مؤثرتر در بقا باکتریها، 

میلـی    0/4بـا   (میلی لیتر آب مقطر اسیدي شـده     90

حـل گردیـد تـا اینکـه        )  لیتر اسید استیک گلاسـیال  

سـپس بـا      pH  .گرم بر لیتر حاصـل شـود    4غلظت 

 5/  7-6مولار بـه نزدیـک        NaoH  1اضافه نمودن 

سـپس در   .  لیـتر رسـید     1رسید و حجم مخلوط به      

پونـد    15درجه سانتیگراد ، فشار     110اتوکلاو و در 

این .  دقیقه استریل شد    5  -7بر اینچ مربع و به مدت 

.ها استفاده شد محلول براي پوشش دادن کپسول

بـراث    MRSباکتریهاي جداسازي شده در محیط 

 10سـپس .  ساعته کشت داده شـدند         24به صورت  

مک   0/5برابر  ODمیلی لیتر سوسپانسیون باکتري با 

10(فارلند 
8

به محلول آلژینات اضـافه شـد و        )  5/1×

خوب با هم مخلـوط شـدند، سـپس سوسپانـسیون           

 500حاصله با استفاده از سرنگ انسولین استریل در    

بـه صـورت    )  مـولار   0/5(  میلی لیتر کلرید کلـسیم     

ــده شــد     پــس از اینکــه تمــام     .  قطــره قطــره چکان

سوسپانسیون به صورت میکروکپسول درآمد، حدود    

. دقیقه صبر نمودیم تا بیـدها سـفت شـوند         10-  15

سپس با استفاده از کاغـذ صـافی اسـتریل بیـدها از           

محلول جدا شدند آنگاه بیدها سه مرتبه با استفاده از    

.آب مقطر استریل شستشو داده شدند

پوشش دهی میکروکپسولها

بعد از اتمام مرحله تهیه کپسول، نوبت به پوشـش     

.دهی کپسولها می رسد 

میلی لیتـر     50بیدهاي تهیه شده طبق روش قبل به 

دقیقه بـر    20محلول کیتوزان اضافه شدند و به مدت 

روي مگنت هیتر با استفاده از مگنت بار به آرامی بـه  

سپس دوباره با استفاده از کاغذ صافی .  هم زده شدند

استریل از محلول حاصله جدا شـدند و دو بـار بـا             

. استفاده از آب مقطر اسـتریل شستـشو داده شـدند         

 8،    4سپس بیدها در پلیت هاي استریل در دماهاي      

. در جه سانتیگراد نگهداري شدند  24و 

 ATCCL . plantarumاین کار براي باکتري

، 1سپس بقا باکتریها بعـد از     .  هم انجام شد   8014

باکتري بدون کپسول هم به  .  روز بررسی شد 30و  7

عنوان شاهد در این دماها نگهـداري شـد و بقـا آن          

.بررسی گردید

: نتایج 

جداسازي و شناسایی باکتریهاي مفید  . 1

–  3هاي سفیدرنگ ، براق ، محدب با اندازه       کلنی

 .آگار مشاهده شد   MRSمیلی متر بر روي محیط  2

سپس با استفاده از رنـگ آمـیزي گـرم و مـشاهده               

باکتریهاي باسیلی شکل گرم مثبت با آرایش مـوازي     

در کنار هـم ،آزمـایش هـاي بیوشـیمیایی بیـشتري             

هـاي بیوشـیمیایی      نتـایج آزمـایش   .  بررسی گردیدند 

.آمده است) 1(کلیدي در جدول 
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ارزیابی تحمل اسیدي . 2

بررسی تحمل اسیدي با استفاده از روش مجاورت با   

PBS  نـشان داد کـه     )  بافر فسفات اسـیدي   (  اسیدي

باکتریهاي جداسازي شده قـادر بـه تحمـل و رشـد             

هـستند و     2هاي اسـیدي تـا حـدود          pHخوب در 

نسبت به سـویه شـاهد رشـد بهـتري داشـته انـد و               

توانند به عنوان باکتري ایده آل در نگهداري علوفه   می

به عنوان شـاهد بـراي        pH=7رشد در. استفاده شوند

مقایسه بقا باکتري در شرایط اسیدي و خنثی بررسـی    

نـشان  )  1(نتایج این بررسی در نمودار   .  گردیده است

.داده شده است

لاکتوباسیلوس هاي  جداسازي شده ( خصوصیات بیوشیمیایی لاکتوباسیلوس هاي جداسازي شده   -1جدول   

.  نشان داده شده اند qو pازعلوفه و سبوس به ترتیب به صورت 

از  لاکتوباسیلوس جداشدهخصوصیات بیوشیمیایی

pنمونه علوفه  

لاکتوباسیلوس جداشده از 

qسبوس 

++رنگ آمیزي گرم
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بررسی تحمل اسیدي در دو سویه لاکتوباسیلوس جداسازي شده از علوفـه ذرت و سـبوس بـرنج و سـویه                     -1   -نمودار 

L.plantarum   استاندارد  ATCC 8014 در مقابل    PBS         درجـه سـانتیگراد          37اسیدي به مدت دو ساعت در دمـاي

)P <0/05.(
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بررسی تحمل به نمک صفراوي دزوکسی کلات سدیم  در مورد لاکتوباسیلوس هاي جداسازي شـده ازعلوفـه           -  2نمودار  

درجه سـانتیگراد   37ساعت و دماي  32،  در مدت Lactobacillus plantarum ATCC 8014ذرت و سبوس برنج و 

)P <0/05.(

ارزیابی تحمل به نمک صفراوي. 3

یررسی تحمل به نمکهاي صفراوي با در مجـاورت        

قرارگرفتن باکتریهاي جداسازي شده بـا  دزوکـسی          

سـاعت نـشان داد کـه         32کلات سدیم بـه مـدت        

باکتریهاي جداسازي شده نـسبت بـه سـویه شـاهد            

تحمـل بهـتري دارنـد و       )  لاکتوباسیلوس پلانتاروم (  

توانند به عنـوان بـاکتري ایـده آل در نگهـداري               می

نتایج این بررسـی در     .علوفه مورد استفاده قرار گیرند

.نشان داده شده است 2نمودار
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هـا  و      بررسی نتایج پوشش دادن پروبیوتیک   .    4

ها  ارزیابی بقاي پروبیوتیک

به منظـور افـزایش مقاومـت باکتریهـا بـه شـرایط             

شرایط اسیدي ، وجـود اکـسیژن    ( نامساعد محیطی 

باکتریها با استفاده از پلیمرهاي آلژینات    )  در محیط 

و کیتوزان به صورت کپسولهایی پوشش دار شـدند   

و نتایج نشان داد کـه پوشـش دهـی تـأثیر زیـادي           

نتایـج  .  درافزایش بقا و پایداري باکتریها داشته است

نـشان داده   )  3(و نمـودار    )1(این بررسی درشـکل   

کپسول هاي حاوي باکتریهاي لاکتوباسیلوس  –1شکل .شده است

پوشش دار شده با استفاده از آلژینات و کیتوزان
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: بحث و نتیجه گیري

به کارگیري پروبیوتیک ها در پیشگیري از بیماریها و      

اي چندیـن    بهبود وضعیت سلامتی انسان و دام پیشینه

تواننـد در     ها مـی    این میکروارگانیسم .  هزار ساله دارد

محیـط هــاي غـنی از مـواد غـذایی مثــل غــشاهاي              

موکوسی انسانها و حیوانات، روي گیاهان و خیلی از    

علوفه سیلو شده، مهمترین    .  غذاها وجود داشته باشند

. منبع غذا براي دام و حیوانات نشخوار کننـده اسـت       

سیلو کردن یـک روش نگهـداري اسـت کـه در آن              

باکتریهاي اسید لاکتیک تحـت شـرایط بـی هـوازي،          

اسید لاکتیـک     کربوهیدراتها را به اسیدهاي آلی عمدتاً

کاهش یافته و علوفه    pHتخمیر می کنند و در نتیجه 

از فساد توسط میکرو ارگانیسم هـاي مـضرمحافظت        

هاي جداسازي شده همگی متعلق بـه        سویه.  می شود

از بین    نتایج نشان داد که  .   گونه لاکتوباسیلوس بودند

دو باکتري جداسازي شده از علوفـه وسـبوس، تنهـا         

درجـه    50لاکتوباسیلوس علوفه قـادر بـه رشـد در           

بررسی هـا مـشخص نمـود کـه دو           .  سانتیگراد است

باکتري تحمل خوبی در برابر شرایط اسـیدي داشـته،     

 .هـاي صـفراوي دارنـد       تحمل کمتري در برابر نمـک 

نتایج به دست آمده، با مطالعات انجـام شـده توسـط        

Cebeci)2002  (  وCharteries  )1998   (  بر روي

هـاي صـفراوي      مقاومت به شرایط اسـیدي و نمـک        

نتـایج نـشان داد کـه تنهـا          .  هـا مطابقـت دارد      سویه

لاکتوباسیلوس پلانتاروم  بود کـه پوشـش دار کـردن       

هیچ تأثیري در افزایش بقاي آن ندارد و اما در مـورد     

هاي جداسازي شده، بقـاي باکتریهـاي      لاکتوباسیلوس

پوشش دار شده، بهتر از باکتریهاي بدون پوشش بوده  

 4هاي نگهداري شـده در دمـاي          میکروکپسول.  است

درجه سانتیگراد بعد از حدود یک ماه مقدار زیادي از  

آب خود را از دست می دهند و کپسولهاي نگهداري    

درجه سانتیگراد بعد از حـدود یـک مـاه        25شده در 

درجه   8اند و وکپسولهاي نگهداري شده در   کپک زده

.سانتیگراد در حالت طبیعی اولیه وجود دارند
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لاكتوباسیلوس پلانتاروم بدون پوشش

لاكتوباسیلوس پلانتاروم پوشش دار

دار شـده      پوشش  L.plantarum ATCC 8014  و  qو pارزیابی بقاي لاکتوباسیلوس هاي جداسازي شده    -  3نمودار  

).P <0/05(درجه سانتیگراد  8بااستفاده از آلژینات و کیتوزان در فواصل زمانی معین و در دماي 
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