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  مقاله پژوهشی

پروبیوتیکی و ضدقارچی باکتری اسید لاکتیک غالب جدا شده از خمیرترش  هایویژگیارزیابی 

 کینوا
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 50/50/8931تاریخ دریافت: 
 18/51/8933تاریخ پذیرش: 

 چکیده
رار گرفته ها کمتر مورد مطالعه قهای تخمیری که فلور میکروبی آنجدا شده از بستره های اسید لاکتیکباکتریقارچی و ضدپروبیوتیکی  هایمطالعه ویژگی

اسید ی . در پژوهش حاضر، باکتراستسزایی در صنایع تخمیری برخوردار هکننده از اهمیت بهای میکروبی پروبیوتیک و محافظتجهت دستیابی به کشتاست 
 16Sحاصل از تکثیر توالی هدف مشخص از ژن  PCRیابی محصولات جداسازی و سپس با توالی ،گیری از خمیرترش کینوالاکتیک غالب پس از تکرار فرایند مایه

rDNA  یاتصال دگر خود وهای ویژگیضدباکتریایی،  ثرشامل مقاومت به اسید و صفرا، ا ،های پروبیوتیکی جدایه لاکتیکی. در ادامه، قابلیتشدآن شناسایی ،
نیز به روش کشت دو  Aspergillus nigerاثر بازدارنده جدایه لاکتیکی بر رشد  علاوه بر این،بیوتیکی و همولیز خون مورد بررسی قرار گرفت. حساسیت آنتی

همچنین این عنوان جدایه لاکتیکی غالب خمیرترش کینوا گردید. به Enterococcus hiraeمنجر به شناسایی  PCRیابی محصولات توالیلایه بررسی شد. 
سایر عوامل نسبت به  Bacillus cereusبر جدایه لاکتیکی علاوه بر این، مانی مناسبی برخوردار بود. پس از تیمار متوالی اسید و صفرا از زندهجدایه لاکتیکی 
( از تأثیر روماند خنثی >50/5Pداری )زا به شکل معنیدارندگی روماند خام جدایه لاکتیکی بر عوامل بیماریتأثیر بازو  داشت یبیشتراثر بازدارنده باکتریایی غذازاد 

 ارچیقبیوتیکی مناسبی بود. اثر ضدآنتیدرصد، فاقد قابلیت همولیز و دارای الگوی مقاومت  17/05دارای قابلیت خود اتصالی معادل  E. hirae شده آن بیشتر بود.
نتایج این پژوهش، جدایه لاکتیکی غالب خمیرترش کینوا از قابلیت مناسبی برای  هبا توجه ب نیز مورد تایید قرار گرفت. A. nigerاین جدایه لاکتیکی بر روی 

  .بود و یا همراه در صنایع تخمیری برخوردار محافظت کنندهاستفاده به عنوان کشت پروبیوتیک، 
 

 . گیری، پروبیوتیک، کشت محافظت کنندهفرایند مایهخمیرترش کینوا، جدایه لاکتیکی غالب،  کلیدی: هایواژه

 

 12345مقدمه

های اسید لاکتیک جدا شده از باکتریهای ویژگیارزیابی 
های تخمیری با هدف تأمین کشت میکروبی در صنایع تخمیری بستره

های اسید لاکتیک، گروهی از از اهمیت بسزایی برخوردار است. باکتری
منفی و غیراسپورساز هستند که  های گرم مثبت، کاتالازباکتری

 هایی نظیر اسید استیک، اتانول، باکتریوسین، ترکیبات معطر ومتابولیت
کتیک ها اسید لاساکارید تولید کرده و محصول نهایی تخمیر آناگزوپلی

ها ها در تولید مواد غذایی و نوشیدنیها که در طی قرناست. این باکتری
 6توسط سازمان غذا و داروی آمریکا، ایمن اند،مورد استفاده قرار گرفته

(GRAS) عنوان ساکنان ها همچنین بهاند. این باکتریشناخته شده
طبیعی دستگاه گوارش انسان، نقش بسیار مهمی در بقای جمعیت 

                                                           
 ، استادیار و استاد، گروه زیست فناوریدانشجوی کارشناسی ارشدترتیب به -3و  2، 7

 مواد غذایی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان.
 .گروه مهندسی آب، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان ،استادیار-5
 .گروه علوم و صنایع غذایی، موسسه غیر انتفاعی بهاران، گرگان، ایران ،استادیار-0
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ذارند گمی یایفا کرده و اثرات سودمندی در انسان به جا میکروبی روده
ا و زهای بیماریهاجم باکتریهایی همچون جلوگیری از تکه از قابلیت

اصطلاح پروبیوتیک  .شودناشی می 1های مخاطیبهبود عملکرد حامل
شود که هایی اطلاق میبه میکروارگانیسم نیز "برای زندگی"به معنی 

مانی در دستگاه گوارش در سلامت با جمعیت مشخص پس از زنده
ها یوتیکزء پروبهای اسید لاکتیک جباکتری برخی ازانسان مؤثر باشند. 

ها به محیط اسیدی معده، بسیار مقاوم شوند. این باکتریمحسوب می
حتی سه روز بوده و با عبور از روده و قرار گرفتن در معرض مخاط آن، 

ین امر، باشند. امانی و استقرار در آن میقادر به زندهپس از مصرف 
ار مهسیستم گوارش و همچنین سلامت  موجب افزایش مقاومت بدن،

 (.Saxelin et al, 2005) شودزا میهای بیماریبرخی از باکتری

 (Email: Sadeghi.gau@gmail.comنویسنده مسئول:      -)* 
DOI: 10.22067/ifstrj.v17i4.83240 
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6 Generally Recognized As Safe 

7 Epithelial barrier 
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عنوان یک شبه غله، دارای مقادیر قابل توجهی پروتئین، به 7کینوا
، آهن، 3ویتامین و مواد معدنی بوده، همچنین غنی از فیبر، کلسیم، امگا

لیزین، منگنز و فسفر است. این شبه غله، حاوی مقادیر قابل توجهی از 
 ,Axel et al) باشدها و فیتوسترول نیز میاکسیدانها، آنتیفنوللیپ

د های اسیتاکنون، مطالعاتی در خصوص شناسایی باکتری (.2015
 هایزیابی ویژگیو ارتخمیر شده لاکتیک جدا شده از شبه غلات 

عنوان مثال، ها گزارش شده است. بهقارچی آنپروبیوتیکی و ضد
Manini  با بررسی چندین باکتری اسید لاکتیک  ،(2576)و همکاران

ارای ها دجدا شده از خمیرترش سبوس گندم دریافتند که این باکتری
به  اتصالخواص پروبیوتیکی شامل تحمل اسید و صفرا، قابلیت 

لیستریایی بودند و از خود خاصیت دو فعالیت ض های مخاطیسلول
(، 2570و همکاران ) Oliveiraگزارش  طبق قارچی نیز نشان دادند.دض

 Lactobacillusو  Lactobacillus amylovorus هایباکتری

reuteri  در برابر قارچFusarium culmorum  روز اثر  1به مدت
بیان کردند که  ،(2570و همکاران ) Axelبازدارندگی داشتند. همچنین 

ممانعت از توسعه قارچ و زمان ماندگاری نان خمیرترشی حاوی 
های اسید لاکتیک در مقایسه با نمونه کنترل، افزایش قابل باکتری

درصد  20توجهی داشت به طوری که زمان ماندگاری نان خمیرترشی 
 افزایش یافت. 

و  Lactobacillus rossiaeگزارش شده است که  علاوه بر این،
Lactobacillus plantarum  در اثر تولید اسیدهای آلی به خصوص

 Penicilliumهای نانوایی نظیراسید فرمیک در برابر قارچ

 roqueforti از خود مقاومت نشان دادند (, et alRizzello 

6201.)Demirbaş  از یک نمونه خمیرترشنیز  ،(1257همکاران ) و، 
وامل بر عها را سویه باکتری اسید لاکتیک جداسازی کرده و اثر آن 70

هایی و قارچ Salmonella typhimuriumزای غذازاد نظیر بیماری
بررسی  Asprgillus nigerو  Penicillium chrysogenumچون 

 Lactobacillus( نیز 2571و همکاران )Matejčeková کردند. 

rhamnosus  جداسازی نموده و آن را به  تخمیر شده 2باکویترا از
های دارای قابلیت جایگزینی در دستگاه عنوان یکی از پروبیوتیک

( بر 2576و همکاران ) Kunchalaگوارش معرفی کردند. همچنین 
قاومت به مانی در اسید و صفرا، مهایی چون زندهاساس ویژگی

اکتری ب باکتریایی و تعادل فنولی، چندبیوتیک، فعالیت ضدآنتی
 Bacillus و Bacillus subtilis ،Bacillus cereusپروبیوتیک شامل 

pumilus  را از خمیر سورگوم و ارزن مرواریدی جداسازی و شناسایی
های ( نیز ضمن بررسی قابلیت2572و همکاران ) Sadeghi کردند.

پروبیوتیکی جدایه لاکتیکی منتخب خمیرترش سبوس برنج، تاثیر جالب 
ها را گزارش نمودند. این محققین بر کاهش آفلاتوکسینتوجه آن 

                                                           
1 Chenopodium quinoa Willd 

2 Buckwheat 

های های خونی و آنزیمجدایه منتخب بر سلول عدم تاثیرهمچنین 
ترین معیارهای بررسی عنوان مهمکبدی موش تغذیه شده با آن را به

 تایید کردند.  3ها در موجود زندهایمنی پروبیوتیک
تیکی های پروبیویتاکنون مطالعات اندکی در خصوص بررسی ویژگ

ته کینوا صورت گرفخمیرترش های اسید لاکتیک جدا شده از باکتری
یکی پروبیوت هایویژگیمنظور ارزیابی پژوهش حاضر به ،رواست. از این

 خمیرترش کینوا انجام شد.قارچی جدایه لاکتیکی غالب و ضد

 

  هامواد و روش
 هایویژگی گردیده و( 50 الک )مش ،کینوا آردابتدا در این پژوهش، 

. شد( تعیین AOAC, 2005های مدون )آرد تولیدی نیز بر اساس روش
تهیه شدند و آلمان  Merckهای کشت میکروبی از شرکت محیط
 Esherichia coli (PTCC  های میکروبی مورد استفاده شاملسویه

1399) ،Staphylococcus aureus (PTCC 1112) ،Salmonella 

enterica (PTCC 1709) ،Bacillus cereus (PTCC 1015)  و
Aspergillus niger (PTCC 5012) های نیز از سازمان پژوهش

های کشت مناسب، خریداری و سپس در محیط ،عتی ایرانعلمی صن
 سازی گردیدند.فعال
 

 تخمیر تصادفی کینوا
برای تخمیر تصادفی کینوا از مخلوط آرد کینوا و آب با بازده خمیر 

استفاده شد. مخلوط مذکور در  255( معادل 755 ×خمیر به آرد)نسبت 
 Axel et) ساعت تخمیر گردید 25گراد به مدت درجه سانتی 31دمای 

al, 2016)،  گرم  75برای تعیین اسیدیته قابل تیتر خمیرترش کینوا، و
مولار تا رسیدن به  NaOH 7/5با  لیتر آب مقطرمیلی 25 خمیرترش و

pH  لیترتیتر شد و سپس اسیدیته برحسب میلی 0/8معادل NaOH 

 .گردیدمصرفی گزارش 
 

 باکتری اسید لاکتیک غالبو شناسایی جداسازی 

جهت جداسازی فلور لاکتیکی غالب خمیرترش کینوا پس از تکرار 
درصد از خمیرترش روز قبل به خمیرترش  20گیری )افزودن فرآیند مایه

 5آن به حدود   pHاز رسیدنتولیدی( از کشت سطحی خمیرترش پس 
های استفاده شد. در ادامه برای رسیدن به تک پرگنه خالص جدایه

الص خ ها کشت خطی تهیه گردید. سپس تک پرگنهلاکتیکی از آن
آمیزی گرم، بررسی و های کاتالاز و رنگدست آمده توسط آزمونبه

DNA ها استخراج گردید )کیت استخراج آنDNAآکیوپرپ ، بیونیر 
K-3032 ، کره جنوبی(. سپسDNA  توسط استخراج شدهPCR با 

 PCRمحصولات  تکثیر و متعاقباٌ R1543و  F44 یونیورسال پرایمرهای

3 In vivo safety 
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، درصد( 0/7دقیقه در آگارز  20، به مدت 25)ولتاژ  پس از ژل الکتروفورز
 25در حجم نهایی  PCR، کره جنوبی(. واکنش بیونیریابی شدند )توالی

میکرولیتر مخلوط واکنشگرهای آماده مصرف  75میکرولیتر، شامل 
PCR  ،)0/5میکرولیتر از هر پرایمر با غلظت  0/7)آمپلیکون، دانمارک 

میکرولیتر  0نانوگرم و  755با غلظت  DNAمیکرولیتر  2مولار، کرومی
ا شروع ب DNAآب دیونیزه انجام گردید. در مرحله اول تکثیر، واسرشت 

 30دقیقه، آغاز و طی  2گراد به مدت درجه سانتی 25داغ در دمای 
درجه  00ثانیه،  35گراد به مدت درجه سانتی 25چرخه با برنامه حرارتی 

ثانیه  35گراد به مدت درجه سانتی 12ثانیه و  35گراد به مدت سانتی
ه در دمای دقیق 0ادامه یافت. در پایان، مرحله تکثیر انتهایی نیز به مدت 

استرالیا( خاتمه ، CG1-96گراد )ترموسایکلر کوربت درجه سانتی 12
 PCRمنظور شناسایی جدایه لاکتیکی، محصولات یافت. در ادامه به

های موجود در پایگاه با داده Blast7یابی با استفاده از رویه پس از توالی
 (. 2009et alAbnous ,ردیف شدند )هم NCBI2اطلاعاتی 

 
 اسید و صفراتیمار متوالی مقاومت جدایه لاکتیکی به 

شت فعال )کبدین منظور، ابتدا سوسپانسیون حاوی جدایه لاکتیکی 
 g75555 دقیقه با  0گراد و به مدت درجه سانتی 5در دمای ساعته(  25

سپس با حذف فاز  .( گردید، کره جنوبیR 514هانیل کومبایسانتریفوژ )
ی معادل با جذباستریل بالایی، رسوب باقیمانده در محلول بافر فسفات 

د. ش حل( اینسترومنتز، انگلستان PGاسپکتروفتومتر مک فارلند ) 0/5
سوسپانسیون   pHبا استفاده از اسید کلریدریک یک نرمال، ادامهدر 

درجه  31ساعت در  0/7مدت  و به رسانده شد 2معادل  مذکور به
این سوسپانسیون  pH در مرحله بعد گردید. گذاریگرمخانهگراد سانتی

حجمی  درصد وزنی/ 3/5و گردید تنظیم  6با سود یک نرمال به حدود 
گذاری مجدد گرمخانه سپسبه آن افزوده شد. نیز نمک صفراوی 

جمعیت جدایه  انجام گرفت و در انتها ساعت 0/7به مدت سوسپانسیون 
سازی متوالی در بافر فسفات استریل و کشت سطحی لاکتیکی با رقت

 در مقایسه با نمونه شاهد )تیمار نشده( تعیین گردیدآگار  MRSبر 
(Zhang et al, 2011.) 

 
 باکتریایی جدایه لاکتیکیدض اثر

 باکتریایی جدایه لاکتیکی در برابر ارزیابی خواص ضدجهت 
E. coli ،S. aureus ،S. enterica  وB. cereus  از روش انتشار در

براث MRS محیط کشت دیسک استفاده شد. ابتدا جدایه لاکتیکی در 
 31در دمای براث BHI مذکور در محیط کشت  غذازادهای و باکتری

ساعت کشت داده شدند. سپس جمعیت  25گراد به مدت درجه سانتی
 معادلبه  خوانیباکتریایی با روش جذب عواملجدایه لاکتیکی و 

                                                           
1 Basic local alignment search tool 

2 National center for biotechnology information 

های فارلند تنظیم گردید. در مرحله بعد، دیسکمک 0/5استاندارد 
کاغذی استریل )پادتن طب، ایران( با فاصله معین از لبه پلیت در سطح 

 55قرار داده شد و سپس  غذازادهای محیط کشت حاوی باکتری
 0/5ل با جمعیت معادجدایه لاکتیکی بافر فسفات حاوی میکرولیتر از 

 31 ها در دمایهای کاغذی ریخته شد. نهایتاً پلیتبر دیسکفارلند مک
گذاری شده و قطر هاله ساعت گرمخانه 25گراد به مدت درجه سانتی

گیری گردید اندازه( 1.42e)نسخه  Image Jافزار عدم رشد نیز با نرم
(Reller et al, 2009). 

 
 جدایه لاکتیکی 3ضدباکتریایی روماند فاقد سلولاثر 

جدایه لاکتیکی در برابر روماند فاقد سلول  ارزیابی اثربرای 
های گرم مثبت و گرم منفی انتخابی )که بیشترین اثر بازدارنده باکتری

ها مشاهده شده بود( از روش جدایه لاکتیکی در مرحله قبل در برابر آن
ت جمعی بدین منظور، .استفاده شد (براث )میکرودایلوشن ریز رقت

 شد و رسانیده CFU/mL 875 مورد استفاده به زابیماریهای باکتری
د. دیگرها بررسی سپس اثر روماند فاقد سلول خام و خنثی شده بر آن

ساعته جدایه لاکتیکی با  25جهت تهیه روماند فاقد سلول خام، کشت 
دقیقه  0گراد به مدت درجه سانتی 5دور در دقیقه، در دمای  75555

جت دست آمده از فیلتر سرنگی )گردید. سپس مایع رویی به سانتریفوژ
میکرونی عبور داده شد. همچنین برای تهیه روماند  50/5بیوفیل، چین( 

خام تهیه شده با سود یک  روماند فاقد سلول pHفاقد سلول خنثی شده، 
امل ش ،کنترل منفی در این آزموننمونه خنثی گردید.  pH=0/6نرمال تا 
میکرولیتر از هر  70میکرولیتر روماند فاقد سلول خام و  780مخلوط 
باکتریایی اتوکلاو شده و نمونه کنترل مثبت نیز شامل  عواملیک از 
 ازباکتری بیماری میکرولیتر 70کرولیتر محیط کشت و می 780مخلوط 

قد سلول خام و خنثی بودند. همچنین در چاهک مربوط به روماند فا
باکتری میکرولیتر از  70میکرولیتر از هر روماند و  780شده، مقدار 

ها به مدت سرانجام این میکروپلیت .مورد نظر اضافه شدزای بیماری
گذاری شد و سپس گراد گرمخانهدرجه سانتی 31ساعت در دمای  25

طول ، آلمان( در MPR01 سکوتوسط دستگاه خوانشگر میکروپلیت )
 ,Campana et al) سنجی صورت گرفتنانومتر جذب 625موج 

2017.) 
 

 قابلیت خوداتصالی و دگراتصالی
عنوان به E. coliدر ارزیابی خاصیت دگراتصالی جدایه لاکتیکی با 

یک عامل عفونی روده، سوسپانسیونی هم حجم با جمعیت مشابه 
د و منفر زا به صورتمتشکل از جدایه لاکتیکی و باکتری بیماری

ساعت  5گراد برای درجه سانتی 31ها در دمای همچنین مخلوط آن

3 (CFS) Cell free supernatant  



 1400آبان  -، مهر4، شماره17نشریه پژوهشهای علوم و صنایع غذایی ایران، جلد   856

نانومتر  655ها در گذاری شدند. سپس جذب این سوسپانسیونگرمخانه
 خوانده شد و از طریق معادله

100× [2( /[(AP+Alac)/2-(Amix)/AP+Alac میزان خاصیت ،
نسیون : جذب سوسپاPAدگراتصالی محاسبه گردید. در این رابطه 

: mixA: جذب سوسپانسیون جدایه لاکتیکی و lacAزا، باکتری بیماری
ا پس از زجذب مخلوط سوسپانسیون جدایه لاکتیکی و باکتری بیماری

همچنین برای ارزیابی قابلیت خود  گذاری است.ساعت گرمخانه 5
در  لیتر از سوسپانسیون میکروبیاتصالی جدایه لاکتیکی، چهار میلی

گذاری گردید و ساعت گرمخانه 25گراد به مدت جه سانتیدر 31دمای 
ساعت( در  25های متفاوت )صفر و جذب نوری سوسپانسیون در زمان

صالی ات میزان قابلیت خود ،نانومتر خوانده شد و در نهایت 655طول موج 
 tAمحاسبه گشت. در این رابطه  At(A-[1/1000×[( بر اساس رابطه

 مقدار جذب در ساعت صفر است  0Aساعت و  25مقدار جذب پس از 

(, 2011et al Zhang ;7200 et al,Collado .) 

 
 بیوتیکیمقاومت آنتی

میکرولیتر از کشت  255بیوتیکی، ابتدا برای بررسی مقاومت آنتی
 MRSلیتر محیط کشت میلی 5ساعته باکتری اسید لاکتیک به  25

آگار یک درصد )نیمه جامد( اضافه شد. سپس مخلوط مذکور بر سطح 
درصد ریخته شد. در ادامه،  0/7آگار  MRSلیتر میلی 5های حاوی پلیت

سیلین، جنتامایسین، بیوتیک شامل آمپیهای آنتیدیسک
لین، سفالوتین، سیاسترپتومایسین، سفازولین، سیپروفلوکساسین، پنی

و  لیندامایسین، ونکومایسین، سفتریاکسونایمیپنم، نووبیوسین، ک
نالیدیکسیک اسید )پادتن طب، ایران( بر روی سطح هر پلیت قرار داده 

گراد، درجه سانتی 31گذاری در دمای ساعت گرمخانه 25شد و پس از 
گیری شده و به صورت ها اندازهقطر هاله عدم رشد در اطراف دیسک

تا  70تر(، حساسیت نسبی )قطر ممیلی 75مقاوم )قطر کمتر یا مساوی 
 گردیدمتر( گزارش میلی 25متر( و حساس )قطر بیش از میلی 72

(Rojo-Bezares et al, 2006.) 
 

 قابلیت همولیز خون
آگار  Bloodلاکتیکی بر سطح محیط کشت  بدین منظور، جدایه

ساعت  58درصد خون گوسفند، کشت داده شد و پس از  0حاوی 
گراد، ایجاد هاله و تغییر رنگ در درجه سانتی 31گذاری در گرمخانه

 (.Angmo et al, 2016محیط کشت بررسی گردید )
 

 ضدقارچیاثر 
 از A. nigerقارچی جدایه لاکتیکی در برابر برای ارزیابی اثر ضد

 جدایه فعال کشت از روش این شد. در استفاده لایه دو کشت روش

                                                           
1 The least significant difference 

 آگار، خطوط MRSکشت  محیط حاوی هایپلیت مرکز در لاکتیکی

ساعت  12 مدت به یکدیگر کشیده و از متناسب فاصله متری باسه سانتی
مذکور با  قارچ اسپور سوسپانسیون مخلوط از شد. سپس گذاریگرمخانه
 کشت محیط لایه، با دو کشت صورتبه spore/mL 575 جمعیت

YGC انعقاد لایه  از پس و شده ریخته داده کشت خطوط روی آگار بر
 گرادسانتی درجه 26 دمای در ساعت 58 مدت به هاپلیت دوم،

 اطراف در قارچ رشد عدم هاله قطرشدند و در نهایت، گذاری گرمخانه

 Magnussonگردید ) لاکتیکی، تعیین جدایه شده داده کشت خطوط

et al, 2003.) 

 
 هاتجزیه و تحلیل آماری داده

 به کاملاً تصادفی طرح با استفاده از این پژوهش از حاصل نتایج

قرار گرفت.  آماری تحلیل و تجزیه مورد ،طرفهروش آنالیز واریانس یک
 (76 افزار )نسخه نرم با هاداده و شد انجام تکرار در سه هاآزمون تمامی

SPSS  برای ترسیم نمودارها نیز از و قرار گرفتهآنالیز مورد Microsoft 

Office Excel 2016  از نیز هااستفاده گردید. برای مقایسه میانگین 

استفاده  P>50/5سطح  ( درLSD7داری )معنی اختلاف حداقل آزمون
 .شد

 

 نتایج و بحث
 شناسایی باکتری اسید لاکتیک غالب

درصد  1/72 درصد چربی، 6/5آرد کینوا دارای  در این پژوهش،
درصد  5/62 و درصد رطوبت 0/77 درصد خاکستر، 8/7پروتئین، 

یری، گبود. همچنین پس از چهار مرتبه تکرار فرآیند مایهکربوهیدرات 
pH  رسید و باکتری اسید لاکتیک غالب به  5خمیرترش کینوا به حدود

های روشی که قبلا توضیح داده شد جدا گردید. بر اساس نتایج آزمون
بیوشیمیایی و مورفولوژی، جدایه لاکتیکی غالب، یک باکتری گرم 
مثبت، کاتالاز منفی و کروی شکل بود. ژل الکتروفورز محصولات 

PCR  جفت 7055نیز منجر به تایید اولیه تکثیر اختصاصی توالی هدف 
ژنومی جدایه لاکتیکی در مقایسه با نمونه کنترل منفی  DNAبازی در 

استخراج شده از سویه کلکسیونی(  DNAنترل مثبت )( و کDNA)فاقد 
و  PCRیابی محصولات (. سرانجام بر اساس نتایج توالی7شد )شکل 

 ،NCBIهای موجود در پایگاه اطلاعاتی ها با دادههمردیفی آن
Enterococcus hirae (28 با شماره دسترسی  درصد تشابه

NR_075022.1 )خمیرترش کینوا عنوان جدایه لاکتیکی غالب به
 شناسایی گردید.
Rizzello( در پژوهشی از خمیرترش کینوا 2576همکاران ) و

را جدا  L. plantarumو  Pediococcus pentosaceusهای سویه
( از خمیرترش 2571و همکاران )Ogunsakin کردند. همچنین 
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 Weissellaو یک سویه  P. pentosaceusسورگوم، دو سویه 

confusa هایرا شناسایی و جداسازی کردند. تنوع میکروارگانیسم 
موجود در انواع غلات و شبه غلات تخمیر شده به عوامل مختلفی از 

، زمان گیریمایه(، تعداد دفعات pH)دما، زمان،  شرایط تخمیرجمله 

گیری، اندازه ذرات آرد، نسبت آب به آرد و ماهیت تکرار فرایند مایه
ای خاکستر و پروتئین( بستگی دارد. لذا همواره غلات )واریته، محتو

ه با فلور میکروبی متفاوت در انواع تخمیر شده این هاحتمال مواج
 ها وجود دارد.بستره

 
یک کیلو جفت  : لدر4منفی و لاین: کنترل 3: جدایه لاکتیکی، لاین2: کنترل مثبت، لاین1لاین .PCRنتایج ژل الکتروفورز محصولات  -1شکل 

 .بازی

 
 مقاومت به اسید و صفرا

 مانی جدایه لاکتیکی پس از تیمار متوالی اسید و صفرا اززنده
 log CFU/mL8  بهlog CFU/mL 6  در مقایسه با نمونه کنترل

دریافتند که طی پژوهشی ( 2576همکاران )و  Manini رسید.
Lactobacillus brevis، Leuconostoc mesenteroides و 

P. pentosaceus ه سازی شده دستگانی در شرایط شبیهماقادر به زنده
( عنوان 2571و همکاران ) Hanگوارش بودند. همچنین طبق مطالعه 

 و  L. brevis ،Lactobacillus curvatus گردید که
P. pentosaceus ترین فاز ترتیب، بیشترین مقاومت به صفرا و کوتاهبه

( نیز طی 2572و همکاران ) Shahrestaniتاخیری رشد را داشتند. 
سویه  0باکتری اسید لاکتیک،  28پژوهشی گزارش کردند که از بین 

ه اسید و مانی بمقاوم به اسید و صفرا شناسایی شدند. زندهپروبیوتیک 
های پروبیوتیک جهت د نیاز باکتریهای اصلی مورصفرا جزء ویژگی

درصد  3/5باشد. غلظت مانی و رشد در معده و روده کوچک میزنده
ی هاغلظت بحرانی بوده و برای غربالگری گونه نیز نمک صفراوی
. بر اساس ( et al, RodríguezRuiz 2016است )مقاوم مناسب 

اند با تومیهای پایین هم مطالعات صورت گرفته، صفرا حتی در غلظت
ود. ها شها موجب مهار رشد آنتأثیر بر دیواره سلولی میکروارگانیسم

ها، تجمع پروتون نیز عموماً با تجمع صفرا در سیتوپلاسم باکتری
آنزیم  به قابلیت هامیکروارگانیسممانی برخی از یابد و زندهافزایش می

ATPase ط خارجحیغشاء که وظیفه انتقال پروتون از سیتوپلاسم به م 
ه ها قادر بتری. همچنین اکثر باکشودسلولی را دارد نسبت داده می

ها بیشترین آسیب را به آن مذکور نبوده و شرایط تحمل شرایط اسیدی

لاکتیک  های اسید(. مقاومت باکتریDelgado et al, 2007زند )می
)که خود بر فعالیت آنزیم مذکور ها آن pHبه اسید به الگوی تحمل 

عوامل خارجی نظیر محیط کشت و شرایط همچنین ثر است( و مؤ
، ماتریکس و محتوای بر این گذاری بستگی دارد. علاوهگرمخانه

 ها در برابر مخاط روده وتواند برای باکتریای ماده غذایی نیز میتغذیه
 اجزای آرد کینوا )پروتئین، لیپید و لذانقش محافظتی ایفا کند.  ،معده

 ها اثر داردشرایط دستگاه گوارش در پروبیوتیک فیبر( بر تحمل
(Casarotti et al, 2014.) 

 
 باکتریایی جدایه لاکتیکی به روش انتشار در دیسکضد ثرا

جدایه اثر بازدارنده  نشان داده شده است 2ور که در شکل همانط
( از سایر >50/5Pداری )به شکل معنی B. cereusبر روی لاکتیکی 

بیشتر بود. علاوه بر این، قطر هاله مورد مطالعه باکتریایی غذازاد  عوامل
در حضور جدایه  S. entericaو  E. coliاز  S. aureusعدم رشد 

روی  یکی برجدایه لاکت باکتریاییکتیکی بیشتر بود اما بین اثر ضدلا
ر د داری مشاهده نشد.اختلاف معنیاین سه عامل باکتریایی غذازاد، 

های ( در خصوص اثر بازدارنده باکتری2576) Ifesanو  Adisaمطالعه 
خودی شبه غلات در برابر عوامل پروبیوتیک جدا شده از تخمیر خودبه

ها اثر باکتریوستاتیک و زا، مشخص شد که این باکتریبیماری
 در برابر L. plantarumباکتریوسیدال داشته و بیشترین اثر، مربوط به 

aureus S. نین بود. همچDemirbaş ( گزارش 2571و همکاران )
 باکتری پروبیوتیک جداشده از خمیرترش، 70کردند که از بین 
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 L. plantarum  وLactobacillus paralimentarius اثر  بیشترین
 داشتند. B. cereusو  S. typhimuriumبازدارندگی را بر 

 
 روش انتشار در دیسک. هغذازاد در حضور جدایه لاکتیکی مورد مطالعه ب اییباکتریعوامل قطر هاله عدم رشد   -2شکل 

 است. >50/5Pدار در سطح دهنده اختلاف معنینشان ،حروف متفاوت
 

باتی های اسید لاکتیک به دلیل تولید ترکیمیکروبی باکتریاثر ضد
نظیر اتانول، اسید فرمیک، استون، پراکسید هیدروژن، دی استیل، 

است. همچنین از آنجا که رئوترین، روتروسایکلین و باکتریوسین 
پایین در بالاترین حد خود قرار دارد، حضور  pH میکروبی درخاصیت ضد

ا هد استیک و اسید لاکتیک و اثر متقابل آناسیدهای آلی خصوصاً اسی
 Russo) باشدمیبا سایر ترکیبات بازدارنده از اهمیت زیادی برخوردار 

et al, 2017 بسته به نوع باکتری اسید لاکتیک، نوع و مقدار .)
زا و جمعیت آن، شرایط های تولیدی، نوع باکتری بیماریمتابولیت
 میکروبی، اثرهای ضدتابولیتحتی اثر متقابل م گذاری وگرمخانه

 های لاکتیکیجدایه میکروبی. در اثر ضدخواهد بودبازدارنده متفاوت 
های مختلفی از جمله الگوی فعالیت آنزیم، مهار رشد و مکانیسم نیز

های اتصال و محدود نمودن جایگاه مهاردر غشاء سلولی،  تشکیل حفره
ی روده و همچنین جلوگیرهای ناخواسته در گزینی میکروارگانیسمنهلا

 ,Oliveira et al) مطرح شده استها به مواد مغذی از دسترسی آن

2015.) 
 

 باکتریایی روماند فاقد سلول جدایه لاکتیکیاثر ضد
 تیخاص نیب، ودشمشاهده می 7همانطور که در جدول 

شده  یروماند فاقد سلول خام و روماند فاقد سلول خنث ییایباکترضد
غذازاد، تفاوت  هاییباکتر یبر رو E. hiraeحاصل از کشت 

، روماند خام جدایه لاکتیکیمشاهده شد.  >50/5Pح در سط دارییمعن

 S. entericaداری تأثیر بازدارنده بیشتری بر کاهش به شکل معنی
داشت. علاوه بر این، تأثیر بازدارندگی روماند  B. cereusنسبت به 

بیشتر بود و هیچ اثر  B. cereusخنثی شده جدایه لاکتیکی بر 
ساعت  25پس از  نیهمچننشان نداد.  S. entericaبازدارندگی بر 

تأثیر بازدارندگی روماند خام جدایه لاکتیکی در مورد  ،گذاریگرمخانه
داری از تأثیر روماند خنثی شده زا به شکل معنیهر دو باکتری بیماری

 بیشتر بود.
Campana ( رومان2571و همکاران ) باکتری اسید  1د فاقد سلول

زای غذازاد مورد آزمون قرار داده و لاکتیک را در برابر عوامل بیماری
 L. rhamnosusگزارش کردند که بیشترین اثر بازدارندگی مربوط به 

انحلال دیواره سلولی و تجزیه بود.  Campylobacter jejuni در برابر
فاقد سلول  سلول از دلایل بروز خاصیت ضدمیکروبی روماند

های اسید لاکتیک عنوان شده است. خنثی نمودن روماند فاقد باکتری
 های اسیدلاکتیک را کاهش دادهتواند اثر بازدارندگی باکتریسلول می

و یا از بین ببرد. در چنین مواردی فعالیت ضدمیکروبی روماند فاقد سلول 
های های اسیدی تولید شده و یا متابولیتتوان به مشتقرا می

شوند. اگرچه روماند خنثی، غیرفعال می pHای نسبت داد که در بازدارنده
تواند شامل ترکیبات متعددی باشد، ولی زمانی که فعالیت می فاقد سلول

سازی کاهش یابد، اهمیت اثر اسیدهای آلی محرز ضدمیکروبی با خنثی
ز ه اپایین به شکل تجزیه نشد pHتوانند در گردد. اسیدهای آلی میمی

زا شده و در درون سلول های بیماریطریق غشاء، وارد سلول باکتری
آزاد شده با اسیدی کردن  H+ های تجزیه گردند. لذا یون pHبسته به 

ها و در سیتوپلاسم، موجب از بین رفتن شیب الکتروشیمیایی پروتون
علت اثر (. Axelsson et al, 1989شوند )ها مینهایت مرگ باکتری

 یوبر ر جدایه لاکتیکی مذکورروماند فاقد سلول خام  یکروبیضدم
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B. cereus هایتیمتابول ریسا ایو  یآل یدهایمربوط به اس تواندیم نیز 
فعال  ،یدیاس یهاpHباشد که در  هانیوسیباکتر رینظ یکروبیضدم

 S. enterica یروماند مذکور بر رو یکروبیاثر ضدم کهیهستند. در حال
اند شدن روم یبا خنث راینسبت داد ز یآل یدهایتنها به اس توانیرا م

ها نیز از باکتریوسین مشاهده نشد. یگونه اثر بازدارندگچیفاقد سلول، ه

توانند با های بسیار مهم در خاصیت ضدباکتریایی بوده و میمتابولیت
جلوگیری از تشکیل دیواره سلولی و یا ایجاد حفره در آن موجب مرگ 

ای ها با جذب از طریق اجزشوند. البته اثر این متابولیتزا اریعوامل بیم
غذا، تغییر حلالیت و یا توزیع غیریکنواخت در ماتریکس غذایی کاهش 

 (.2017et al Russo ,یابد )می
 

 )درصد کاهش جمعیت( اثر بازدارنده روماند فاقد سلول جدایه لاکتیکی -1جدول

Salmonella enterica Bacillus cereus روماند فاقد سلول جدایه لاکتیکی (CFS) 
Aa 77/5±  52/17 61/36 ± 5 bA ( روماند خامCrude CFS) 

Bb5 ± 5  aB 58/5± 28/77 ( روماند خنثی شدهNaturalized CFS) 

 د.نباشمی >50/5Pسطح در هر ردیف و ستون در دار دهنده اختلاف معنینشان، وف کوچک و بزرگ ناهمسان به ترتیبحر
 

 قابلیت خود اتصالی و دگر اتصالی جدایه لاکتیکی

درصد و  17/05میزان قابلیت خود اتصالی جدایه لاکتیکی معادل 
 رصد بود.د 75/73نیز معادل  E. coliمیزان قابلیت دگر اتصالی آن با 

Han ( گزارش کردند که از میان ده باکتری اسید 2571و همکاران )
بیشترین میزان خود اتصالی را از خود  L. brevisلاکتیک مورد بررسی، 

ساعت  5اتصالی آن پس از  دنشان داد. به نحوی که میزان خو
 25و پس از  25گراد به حدود درجه سانتی 31در دمای گذاری گرمخانه

( 2571و همکاران ) Campanaد. همچنین درصد رسی 85ساعت به 
 Bifidobacterium bifidumبیشترین میزان خود اتصالی را مربوط به 

 به E. coliدرصد( و بیشترین میزان دگر اتصالی را در برابر  27)
L. rhamnosus (71  نسبت دادند. خاصیت خوداتصالی )درصد

تگاه ها در دسآنهای پروبیوتیک از عوامل کلیدی جهت استقرار باکتری
ها کپروبیوتیباشد. زا میگوارش و همچنین مهار تکثیر عوامل بیماری

 رب یجاد یک پوشش زیستیهای هم نوع، موجب ابا اتصال به باکتری
ای، محافظت از دستگاه گوارش و سیستم ایمنی های رودهسلولروی 

شوند میزا جلوگیری از ورود عوامل بیماریهمچنین بدن میزبان و 
(Han et al, 2017این خاصیت .)،  تحت تأثیر شرایط محیطی و ناشی

از تعاملات فیزیکی و شیمیایی پیچیده است. با این حال، عوامل اصلی 
 نآشامل خاصیت آبگریزی سطحی سلول و ترکیبات سطح  ،موثر
(. پدیده دگر اتصالی، فاصله García-Cayuela et al, 2014باشد )می

 بزا را کاهش داده و موجو عوامل بیماری پروبیوتیک هایبین سلول
میکروبی تولید شده توسط های ضدافزایش کارآیی متابولیت

یت، نیز در بروز این خاصساکاریدها شود. وجود اگزوپلیها میپروبیوتیک
عامل  عنوان یکتوانند در تشکیل بیوفیلم بهچرا که می هستندموثر 

ل ابل بین کربوهیدرات، لکتین و پروتئین عماتصالی، جهت ایجاد اثر متق
زا به وجود (. اگرچه عوامل بیماریBernardeau et al, 2008کنند )

اسیدهای آلی حساس هستند ولی توسط اجزاء ماده غذایی محصور شده 
در  یابد. از این رو خاصیت دگر اتصالیها در روده کاهش میو اثر آن

ثرتر ها مومقایسه با اسیدهای آلی در حفاظت از میزبان در برابر عفونت

هایی که دارای این ویژگی . علاوه بر این، باکتریمعرفی شده است
 Colladoشوند )ها زودتر از روده خارج میهستند نسبت به سایر باکتری

et al, 2007.) 
 

 بیوتیکی جدایه لاکتیکی مقاومت آنتی

نشان داده  2بیوتیکی که در جدول یج مقاومت آنتیبر اساس نتا
تومایسین، های استرپبیوتیکایه لاکتیکی نسبت به آنتیشده است، جد

 ،نالیدیکسیک اسید، سیپروفلوکساسین، سفتریاکسون و ونکومایسین
بی و سیلین دارای حساسیت نسبوده و نسبت به سفازولین و آمپی مقاوم

بر  بود. حساس ،ایمیپنم و سفالوتینسیلین، نسبت به پنی همچنین
های اسید ( تمام باکتری2571و همکاران ) Rajoka اساس گزارش

ایسین، سیلین، جنتاملاکتیک مورد بررسی به استرپتومایسین، آمپی
به  سیلین، سفالوتوکسین و کیپروفلوکسازین، مقاوم وکانامایسین، پنی

کلین و ز به تتراسیسیلین، حساس بودند. همچنین دو سویه نیآموکسی
و  Sadeghiاریترومایسین، حساسیت نشان دادند. بر اساس نتایج 

جدا شده از خمیرترش سبوس برنج به  L. brevis(، 2572همکاران )
، سیلین، نووابیوسین، سفیکسیم، سیپروفلوکساسین، جنتامایسینآمپی

، حساس بوده و در سیلینکلیندامایسین، سفالکسین، سفتریاکسون و پنی
مقابل به ونکومایسین، استرپتومایسین و نالیدیکسیک اسید، مقاوم و به 

ر بیوتیک دبود. مکانیسم مقاومت به آنتی نیمه حساسایمیپنم 
ک، بیوتیهای اسید لاکتیک به عواملی همچون ماهیت آنتیباکتری

هار م محل هدف آن و نوع باکتری بستگی دارد و مشتمل بر فرایندهای
ترین مکانیسم(، مهار سنتز پروتئین و مهار سنتز دیواره سلولی )مهم

د(، تغییر کنفرآیند ترجمه )تتراسایکلین بیشتر از این طریق عمل می
غشاء سلولی، مهار سنتز اسید نوکلئیک و فعالیت ضدمتابولیکی است. 

های محافظت شده غیرقابل ها توسط پلاسمیدها و یا ژناین مکانیسم
شوند. همانطور که گفته هر سویه رمزگذاری می تقال در کروموزومان

ری سلول ها، تغییر نفوذپذیبیوتیکشد، مکانیسم اصلی مقاومت به آنتی
ها که مانع از سنتز بیوتیکاست اما مقاومت به برخی از آنتی
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انتقال  تواند موجب عدمشود، میهایی مانند آمینوگلیکوزیدها میپروتئین
ترین علت از سیتوکروم و تغییر در نفوذپذیری سلولی گردد. مهم الکترون

ننده های کد کبیوتیک توسط ژناین مقاومت نیز اصلاح آنزیمی آنتی
 Sharma et al, 2016 Abriouel etپلاسمیدی عنوان شده است )

al, 2015;.)  همانطور که عنوان گردید جدایه لاکتیکی در پژوهش
نگر سطح ونکومایسین، نمایا ن نیز مقاوم بود.حاضر، نسبت به ونکومایسی

های گرم مثبت ها بوده و علیه اغلب باکتریبیوتیکگلیکوپپتیدی آنتی
آلانین -فعال است. در چندین گونه باکتری اسید لاکتیک، جایگاه دی

ن سرین در مورامیل پنتا پپتید جایگزی-لاکتات یا دی-با استفاده از دی
 شوداتصال ونکومایسین می شده و بدین ترتیب مانع از

Sharma et al, 2016)).  

 
 انتشار در دیسک ونآزم اساس بر رسومم یهاکیوتیبیآنتاز  برخینسبت به لاکتیکی مورد مطالعه  یهمقاومت جدا -2جدول

 (مترمیلیهاله عدم رشد )  حساسیت (میکروگرم ماده موثربیوتیک )آنتی

 h 5 مقاوم (11استرپتومایسین )
 h 5 مقاوم (31سیک اسید )نالیدیک

 h 5 مقاوم (5سیپروفلوکساسین )
 g 75/5 ±31/75 مقاوم (31ونکومایسین )

 c 28/5 ±08/27 حساس (11سیلین )پنی
 d 23/5 ±12/78 حساسیت نسبی (11سیلین )آمپی

 e 78/5 ±61/76 حساس (11ایمیپنم )
 b 25/5± 77/23 حساسیت نسبی (31سفازولین )

 f 10/5 ±53/72 مقاوم (31سفتریاکسون )
 a 23/5± 07/25 حساس (31سفالوتین )

 باشد.( می>50/5Pدار )دهنده اختلاف معنیمتفاوت، نشان حروف
 

 قابلیت همولیز خون
ولیزی همجدایه لاکتیکی مورد مطالعه در این پژوهش، فاقد فعالیت 

از بین ده سویه مورد  ،(2571و همکاران )Abushelaibi در مطالعه  بود.
مطالعه، یک مورد از نوع آلفا، دو مورد بتا و هفت مورد فاقد فعالیت 

و همکاران  Ogunsakinبودند. همچنین در مطالعه )گاما( همولیتیک 
د مور، سه سورگومبر روی چهار باکتری جدا شده از خمیرترش  ،(2571)

ها دارای طور کلی میکروارگانیسملیز منفی و یک مورد مثبت بود. بههمو
جاد های ایسه نوع فعالیت همولیزی شامل آلفا، بتا و گاما بوده و هاله

بتا لفا و آرنگ هستند. ب دارای رنگ سبز، زرد کمرنگ و بیشده به ترتی
ین زا است زیرا اهای بیماریهمولیز معمولا مربوط به باکتری

ی ه توانایکنند کهایی نظیر کوآگولاز تولید میها آنزیممیکروارگانیسم
 .های قرمز را دارندتجزیه گلبول

 
 قارچی جدایه لاکتیکیاثر ضد

پس از  A. nigerبر روی  E. hiraeقارچی اثر ضد 2در شکل 
گراد در مقایسه با کنترل درجه سانتی 31گذشت چهار روز در دمای 

)فاقد جدایه لاکتیکی و حاوی اسپور قارچ( نشان داده شده است. بر 
 70/51اساس نتایج حاصل از آنالیز، جدایه لاکتیکی موجب کاهش 

رنگ( آن  تغییردرصدی رشد قارچ و همچنین ممانعت از اسپورزایی )
( در خصوص 2571و همکاران ) Demirbaşاس گزارش بر اس گردید.

باکتری اسید لاکتیک جدا شده از خمیرترش، مشخص  70اثر ضدقارچی 
 و A. nigerبر  L. paraplantarumو  L. plantarumشد که 

P. chrysogenum  اثر مهارکنندگی قابل توجهی داشند. تولید ترکیبات
و عمل ضدقارچی  تواند موجب مهار رشد میکروبی شوداسیدی می

اسیدهای آلی )اسید لاکتیک، استیک، فرمیک، پروپیونیک و بوتیریک( 
های تجزیه نشده از غشای لیپیدی سلول و در نیز با عبور متابولیت

های افتد. متابولیتپذیری قارچ اتفاق مینهایت از بین رفتن زیست
 یاکسید کربن، اتانول، پراکسید هیدروژن، اسیدهادیگری نظیر دی

هیدروکسی فنیل پروپانوئیک اسید، -5پپتیدهای حلقوی، چرب، دی
فنیل پروپانوئیک اسید و فنیل لاکتیک اسید و همچنین ترکیبات شبه 
باکتریوسینی از طریق اسیدی کردن محیط سلول، مهار گلیکولیز، 
افزایش یا تغییر نفوذپذیری غشاء قارچ، مهار زنجیره انتقال الکترون، 

یلاسیون، مهار فنیل آلانین دهیدروژناز و مهار سنتز اختلال در فسفر
 ,Sadeghi et alشوند )اسپور قارچ، موجب بروز اثر ضدقارچی می

2019; Oliveira et al, 2015.) 
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 در آزمون کشت دو لایه نمونه کنترلگذاری در مقایسه با  روز گرمخانه 4بعد از  A. niger قارچی جدایه لاکتیکی براثر ضد -2شکل 

 

 گیرینتیجه
یکی های پروبیوتقابلیت پژوهش حاضر، در مجموع و بر اساس نتایج

عنوان باکتری اسید لاکتیک غالب به E. hiraeقارچی جدایه و اثر ضد
جدا شده از خمیرترش کینوا مورد تایید قرار گرفت. روماند فاقد سلول 
حاصل از کشت این جدایه لاکتیکی نیز از اثرات بازدارنده مناسبی بر 

وردار بود که امکان استفاده از آن را خعوامل باکتریایی غذازاد برروی 
   دهد. یک نگهدارنده زیستی نشان میعنوان در صنایع غذایی و دارویی به

 و تشکر  قدردانی
احتراما بدینوسیله از معاونت پژوهشی دانشگاه علوم کشاورزی و 

های اجرای این پژوهش را در منابع طبیعی گرگان که بخشی از هزینه
نامه مقطع کارشناسی ارشد، تامین نمودند صمیمانه قالب یک پایان

 گردد.قدردانی می
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15Introduction: Evaluation of probiotic and antifungal properties of lactic acid bacteria (LAB) isolated from fermented 

substrates has great importance in order to provide microbial cultures for fermentation industries. Among the fermented 
foods, dairy products play the main role as carriers of probiotics. Meanwhile, non-dairy fermented foods have been rarely 
studied in order to isolation and characterization of their probiotic microorganisms. Sourdough as a mixture of flour and 
water is a proper fermented ecosystem to isolate probiotic and antifungal LAB. Besides their desired health, probiotics 
must become active in the consumer's gastrointestinal tract without any adverse effect. These bacteria can be used as 
starter, adjunct or preservative cultures to produce different fermented foods. Furthermore, antimicrobial metabolites of 
the LAB have also numerous potential applications as bio-preservatives in food and/or medical technologies.   

 
Materials and methods: In the present study, after continuous back-slopping process, predominant LAB was isolated 

from fermented quinoa. Then the LAB isolate was identified using PCR amplification of its partial 16S rDNA gene. 
Subsequently, probiotic properties of the LAB including its resistance to low pH and bile salt, antibacterial effects, 
aggregation potentials, antibiotic susceptibility and haemolytic activity were investigated. Antifungal effect of the LAB 
on Aspergillus niger was also determined using overlay bioassay. Finally, the one way analysis of variance (ANOVA) 
with the least significant difference (LSD) post hock (at P<0.05) was used to data analysis. 

 
Results and discussion: Sequencing results of the PCR products led to the identification of Enterococcus hirae as 

predominant LAB isolated from quinoa sourdough. Sourdough fermentation depends on the several technological and 
environmental factors and therefore, different types of these complex stressful ecosystems have their specific microflora 
with unique properties. The LAB isolate had proper survival after continuous pH and bile treatments. Resistance to low 
pH and bile salt is not sufficient to predict the survival of the probiotics in the actual conditions of the gastrointestinal 
tract. However, these properties are necessary for assessment of viability and activity in this situation. Furthermore, the 
highest antibacterial activity of the LAB was observed against Bacillus cereus among the studied food borne indicator 
bacteria. The effect of crude cell free supernatant (CFS) obtained from LAB isolate on indicator bacteria was significantly 
(P<0.05) higher than the naturalized CFS. The inhibitory effect of each LAB is different depending on many factors. In 
addition to the production of antimicrobial metabolites, probiotics affect pathogens through adhesion to binding sites and 
limitation of their colonization, as well as prevention from their access to the nutrients. Co-aggregation ability of the LAB 
was also 54.71%, the LAB had no haemolytic activity and it showed proper profile of antibiotic resistance. Aggregation 
ability generally leads to the binding of the probiotics to the gastrointestinal cells and it inhibits unwanted microorganisms 
growth. Haemolytic activities have been introduced for in vitro safety assessment of probiotics. Resistance to antibiotics 
is also controlled by specific biochemical mechanisms against each type of antibiotics. Probiotics as live microorganisms 
have beneficial effects on the host when consumed in sufficient numbers, and these capabilities are necessary for their 
activities. Antifungal effect of the LAB was also approved on A. niger. The bio-preservative activity of the LAB against 
fungi would be related to the type and amount of their produced inhibitory metabolites and the low pH. This inhibitory 
hurdle is also a key parameter to control of fungal spoilage in foodstuff. According to the results, predominant LAB 
isolated from quinoa sourdough had proper probiotic and antifungal properties. These capabilities are pivotal to select 
probiotic or protective starter cultures for fermentation technologies.   
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