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 بیفیدوباکتریوم انیمالیسو  پلانتاروم لاکتوباسیلوسهای تجاری های پروبیوتیکی سویهارزیابی ویژگی

 تنیدر شرایط برون لاکتیسگونه زیر

 5، سید حمید نوربخش4، مریم مقدم متین3عطا معظّمی، علی*2مسعود یاورمنش، 1نازیلا دردمه

 .دانشجوی دکتری، گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران-3

 .گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران، دانشیار-2

 .گروه علوم مولکولی، دانشگاه علوم کشاورزی سوئد، اوپسالا، سوئددانشیار،  -1

 .شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایراناستاد، گروه زیست -0

 .های زیستی، دانشگاه اصفهانشناسی سلولی و مولکولی، دانشکده علوم و فناوریدکتری تخصصی، گروه زیست -5

 چکیده                        مقاله اطلاعات

 

 : مقاله های تاریخ
 

 1461/ 22/60: دریافت تاریخ

 12/11/1461: پذیرش تاریخ

 

تأثیرات  ای هستند که در صورت مصرف به میزان کافی،زنده هایمیکروارگانیسم هاپروبیوتیک

پروبیوتیکی دو سویه  در پژوهش حاضر خصوصیات سودمندی بر سلامت میزبان خواهند داشت.

 ATCC 14917 لاکتوباسیلوس پلانتاروم و BB-12 لاکتیس زیرگونه بیفیدوباکتریوم انیمالیستجاری 

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که هر دو سویه مقاومت بالایی در برابر  تنیدر شرایط برون

 شده سازیمانی هر دو سویه در شرایط شبیهطورکلی میزان زندهبه اسید، صفرا و لیزوزیم داشتند.

 کند.مانی این دو سویه در دستگاه گوارش را فراهم میبود که امکان زنده %55ای بالاتر از روده-معده

همچنین کمترین چسبندگی  و (%42/51( و خودانبوهش )%25/55گریزی )بالاترین میزان آب علاوهبه

 لاکتیس زیرگونه بیفیدوباکتریوم انیمالیسانسان مربوط به  یروده HT-29 ( به رده سلولی35/5%)

BB-12 هایبیوتیکهر دو سویه دارای فعالیت بتا گالاکتوزیدازی بودند و نسبت به آنتی بود؛ 

مشخص گردید که  دادند. در پژوهش حاضر سیلین، ونکومایسین و تتراسایکلین مقاومت نشانپنی

 BB-12 لاکتیس زیرگونه بیفیدوباکتریوم انیمالیس به سبتن ATCC 14917 لاکتوباسیلوس پلانتاروم

 پروبیوتیکی بهتری دارد.خصوصیات 
 

 

 :کلیدی کلمات

 لاکتوباسیلوس پلانتاروم های پروبیوتیکی،ویژگی

ATCC 14917، 

-BBزیرگونه لاکتیس بیفیدوباکتریوم انیمالیس

12 ، 

 دستگاه گوارش.
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 مقدمه -1

 های اخیر توجه دنیا به استفاده از غذاهای عملگرادر سال

جهت ارتقای سلامت و  پروبیوتیک هایباکتری حاوی

مطابق تعریف ها افزایش یافته است. پیشگیری از بیماری

 ( و سازمان غذا و کشاورزیWHO) 3سازمان بهداشت جهانی
2(FAO)  هایمیکروارگانیسم هاپروبیوتیک ،2443در سال 

  ای هستند که در صورت مصرف به میزان کافیزنده

(1-CFU.gr 734 تأثیرات سودمندی بر روی سلامت بدن ،)

های دارای خواص پروبیوتیکی . باکتریمیزبان خواهند داشت

هستند  بیفیدوباکترهاو  لاکتیک اسید هایباکتریاغلب متعلق به 

های طور گسترده در محصولات لبنی و نوشیدنیو به

های عنوان کپسول، پودر و مکملّپروبیوتیک و همچنین به

 هااز مزایای مصرف پروبیوتیک شوند.غذایی استفاده می

 یتوان به کاهش علائم عدم تحمل لاکتوز، کاهش دورهمی

عفونت حاد گاستروانتریدیس در کودکان، بهبود وضعیت 

دستگاه گوارش )اسهال مسافرتی و اسهال ناشی از 

های واژن، افزایش عملکرد بیوتیک(، کاهش شیوع عفونتآنتی

ایمنی و کاهش سطح کلسترول و چربی اشاره کرد. مصرف 

در روز برای کلونیزاسیون کافی  CFU 134-734روزانه حداقل 

 .[3]ها در روده ضرورری است یکپروبیوت

کار  عنوان پروبیوتیک بههای باکتریایی رایجی که بهسوش

 بیفیدوباکترهاو  هالاکتوباسیلاغلب متعلق به  شوند،گرفته می

به  بیفیدوباکترهاو  فرمیکیوت به شاخه هالاکتوباسیلهستند. 

تعلق دارند. هر دو میکروارگانیسم گرم مثبت  اکتینوباکترشاخه 

در  C+Gهستند با این تفاوت که درصد مولی 

-%11) ها( از لاکتوباسیلوس%04ها )بیشتر از ومیبیفیدوباکتر

از طریق  ( بیشتر است و مسیر کاتابولیستی بیفیدوباکترها11%

فسفوکتولاز انجام -0-شنت بیفیدیوم هگزوزی و آنزیم فروکتوز

 .[2] شودمی

 بیفیدوباکترهادر بین  1لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیس 

ترین سایز ژنوم را جفت باز کوچک 311201از نظر اندازه با 

، AD011 ،BL-04های متعددی مانند دارد و دارای زیرگونه

DSM 10140 ،V9 ،HN019 و BB-12  .است

اولین بار در  BB-12 لاکتیس زیرگونه بیفیدوباکتریوم انیمالیس

از مدفوع نوزادان شیرخوار جدا و شناسایی شده  3911سال 

                                                           
1.World health organization 
2. Food and agriculture organization 
3. Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

 در بانک کشت سلولی کریستین 3191است. این سویه در سال 

مطالعات بالینی نشان داده است که این  نسن ذخیره شد.اه

سویه قادر است در دستگاه گوارش زنده بماند و اثرات 

)که  0پلانتاروم باسیلوسپلانتیلاکتی .[1] سودمندی ایجاد نماید

ناجور شد( یک باکتری نامیده می لاکتوباسیلوس پلانتاروم قبلا

مختلفی از جمله  هایزیستگاه تخمیر با سازگاری بالاست که از

شیر، میوه، غلات، گرده زنبور عسل و گوشت تازه قابل 

عنوان میزبان مشترک در دستگاه جداسازی است. همچنین به

. در بین [0] شودگوارش انسان و سایر جانوران یافت می

جفت باز دارد و  125197ها بزرگترین ژنوم را با لاکتوباسیلوس

کند. ها را تولید میها و پروتئینکامل از آنزیم یمجموعه

نیز در مقابل شرایط مشابه دستگاه  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

گوارش )اسید معده و اسیدهای صفراوی( مقاومت خوبی دارد 

[5]. 

نخستین ضرورت برای توسعه یک فرآورده غذایی پروبیوتیکی 

توجه به اینکه بروز انتخاب سویه پروبیوتیکی مناسب است. با 

خصوصیات پروبیوتیکی کاملاً وابسته به جنس و سویه است؛ 

های پروبیوتیکی دو هدف از پژوهش حاضر ارزیابی ویژگی

 BB-12 لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیسسویه تجاری 

 و مقایسه ATCC 14917 لاکتوباسیلوس پلانتاروم و

در شرایط عملکردی این دو سویه تجاری  خصوصیات

مانی در شرایط مشابه دستگاه تنی بوده است. میزان زندهبرون

گوارش و تحمل اسید و صفرا از جمله معیارهای اصلی 

شود که در این ارزیابی پتانسیل پروبیوتیکی محسوب می

پژوهش مورد بررسی قرار گرفت. همچنین مقاومت نسبت به 

گریزی، ها، مقاومت به لیزوزیم، ویژگی آببیوتیکآنتی

گالاکتوزیدازی و توانایی اتصال -خودانبوهش، فعالیت بتا

تلیال روده در این پژوهش نیز مورد های اپیها به سلولسویه

 مطالعه قرار گرفته است.

 

 هامواد و روش-2

 هاباکتری سازیفعال -2-1
                   گونه زیر بیفیدوباکتریوم انیمالیس لیوفیلیزه یبسته

)نمایندگی  از شرکت پیشگامان پخش صدّیق BB-12 لاکتیس

لاکتوباسیلوس نسن دانمارک در ایران( و اشرکت کریستین ه

                                                           
4. Lactiplantibacillus plantarum 
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از کلکسیون میکروبی گروه علوم  ATCC 14917 پلانتاروم

و صنایع غذایی دانشگاه فردوسی مشهد تهیه شد. به منظور 

 ATCCلاکتوباسیلوس پلانتاروم سازی، استوک باکتریفعّال

پس از خروج از حالت انجماد بر روی محیط کشت ام  14917

( کشت سطحی داده شد ایببرسکو، ایران( آگار )MRS) 5آر اس

 %34ساعت در اتمسفر حاوی  09مدت هب C° 17دمای و در 

گذاری شد. بسته لیوفیلیزه باکتری خانهگرم اکسید کربندی

توجه نیز با  BB-12 لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیس

سازی پس از خروج از حالت انجماد در به دستورالعمل فعاّل

هیدروکلراید  سیستئین-مایع حاوی ال MRSمحیط کشت 

( تحت شرایط MRSCآلدریچ، آمریکا( )-، سیگما45/4%)

دمای در  )مرک، آلمان( A هوازی در حضور گازپکبی کاملاً

C° 17  گذاری شد.خانهساعت گرم 09به مدت 

 تهیه سوسپانسیون میکروبی -2-2
 پلانتاروملاکتوباسیلوس برای تهیه سوسپانسیون میکروبی، 

ATCC 14917  در محیط MRS بیفیدوباکتریوم براث و
براث در   MRSCدر محیط BB-12 لاکتیسزیرگونه  انیمالیس

هوازی در زمان صورت هوازی و بیبه ترتیب به C° 17دمای 

 به افتهی سپس محیط کشت رشدگذاری شدند. خانهمناسب گرم

(. در ادامه مایع g× 99/0054دقیقه سانتریفیوژ شد ) 34مدت 

وشو با بافر فسفات، رسوب رویی تخلیه و پس از دوبار شست

سلولی در این محلول مجدد حل شد. این سوسپانسیون در 

 ها مورد استفاده قرار گرفت.آزمون یهمه

 ارزیابی پتانسیل پروبیوتیکی -2-3
 تعیین مقاومت نسبت به اسید-2-3-1

مایع با استفاده از اسید هیدروکلریک  MRS ابتدا محیط کشت 

و  pH=2مولار( بر روی  3مولار( و هیدروکسید سدیم ) 1)

1=pH دمای کشت در  هایتنظیم شد. محیطC° 323 مدت به

میکروبی،  دقیقه اتوکلاو شدند. پس از تهیه سوسپانسیون 35

)حجمی/حجمی(  %2فارلند به میزان مک غلظت معادل نیم

 04ها بعد از سویه مانیمحیط کشت تلقیح شد. میزان زنده

دمای گذاری در خانه( گرمpH=1دقیقه ) 394( و pH=2دقیقه )

C° 17 طریق از  هاتحت شرایط مطلوب هر یک از سویه

 MRSCو  MRSای بر روی و کشت نقطه سازی متوالیرقت

 .[0]( 3)رابطه  جامد محاسبه شد

 

                                                           
5. de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) 

 مانیدرصد زنده =( 0N/N×)100                           (3)رابطه 

 

 ترتیب تعداد کلنی اولیه و ثانویه است.به N و 0Nکه در آن 
 

 تعیین مقاومت نسبت به نمک صفراوی-2-3-2

)حجمی/حجمی( از  %2ها پس از تلقیح توانایی رشد سویه

 MRSC و MRSساعته در محیط  30-39های کشت سویه

)وزنی/حجمی( نمک  %3و  %5/4، %1/4حضور مایع در 

ساعت  20صفرای گاوی )سیگما، آمریکا( بررسی شد. پس از 

 سازیها با رقتمقاومت سویه C° 17دمای گذاری در خانهگرم

 MRSC و MRSای روی محیط کشت سریالی و کشت نقطه

مورد ارزیابی قرار گرفت. محیط کشت بدون صفرا نیز  آگار

 .[0]عنوان محیط شاهد جهت مقایسه استفاده شد به

شده  سازیتعیین مقاومت در شرایط شبیه -2-3-3

 دستگاه گوارش

تنی از سازی شده معده و روده در شرایط برونشبیه یشیره

        ؛ سیگما( و پانکراتینmg.ml 1-3پپسین ) سازیمحلول

(3-mg.ml 3( در محلول نمکی کلرید سدیم )5/4، سیگما% 

تهیه و با فیلتر سرنگی استریل شد. در ادامه ( (وزنی/ حجمی)

pH سازی شده معده و روده با استفاده از اسید شیره شبیه

مولار( به  3مولار( و هیدروکسید سدیم ) 1هیدروکلریک )

 244تنظیم شدند. سپس با تلقیح  pH=9و  pH=1ترتیب در 

های باکتریایی حاصل میکرولیتر سوسپانسیون تهیه شده از سویه

 3ساعته در محلول نمکی بافر فسفات در  30-39کشت از 

 144سازی شده معده و روده و افزودن شبیه یشیره لیترمیلی

)وزنی/حجمی((  %5/4لیتر محلول نمکی کلرید سدیم )میکرو

دقیقه )عبور از  394مدت به C° 17دمای خوبی مخلوط و در به

گذاری خانهدقیقه )عبور از روده کوچک( گرم 204معده( و 

 سازیگذاری با رقتخانهها پس ازگرمشدند. مقاومت سویه

 MRSC و MRSای روی محیط کشت سریالی و کشت نقطه

( موجود .mlCFU-1های زنده )بررسی شد. تعداد سلول آگار

در سوسپانسیون در زمان صفر بر روی محیط کشت آگاردار 

 .[7, 0]شمارش شد 

 تعیین مقاومت نسبت به لیزوزیم -2-3-4

ها پس از هساعته سوی 30-39برای انجام این آزمون کشت 

ها در آن شوی و سانتریفیوژ و جداسازی توده سلولی و شست

در محلول رینگر حل  (،pH= 0/7±3/4) بافر فسفات نمکی

میکرولیتر از سوسپانسیون باکتریایی در  34گردید. سپس 
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NaCl: 6.2 1-l.:0.22 g 2CaCl ,محلول الکترولیتی استریل )

1-l.g: 1.2 3, NaHCO1-l.g,  KCl: 2.2 1-l.g 344( حاوی 

دمای مدت یک ساعت در تلقیح و به گرم بر لیتر لیزوزیممیلی

C° 17 الکترولیتی حاوی  محلول گذاری شد.خانهگرم

عنوان نمونه شاهد انتخاب شد. به بدون لیزوزیم سوسپانسیون

 های زنده با روش پلیت کانت بر رویشمارش سلول

MRS/MRSC ها بعد سویه مانیآگار انجام شد و درصد زنده

نسبت به زمان صفر  lm.og CFUL-1از یک ساعت بر حسب 

 .[9]محاسبه شد 

 گریزیارزیابی ویژگی آب -2-3-5

( پس از سانتریفیوژ و 2441مطابق روش ویندرولا و رنهیمر )

ها سویه ساعته 30-39های حاصل از کشت سلول جداسازی

بار  و دو C° 17دمای مایع در  MRSC و MRSدر محیط 

فسفات، سوسپانسیون  هیدروژندی پتاسیم شو با بافر و شست

سلولی در همان بافر تهیه شد. جذب سوسپانسیون سلولی در 

 1شود. نانومتر تقریباً روی یک تنظیم می 504طول موج 

هگزادکان -nلیتر از میلی 0/4لیتر از سوسپانسیون سلولی با میلی

ثانیه مخلوط شد. با گذشت زمان در  324مدت به )حلال قطبی(

دو فاز از هم تفکیک و مایع رویی با دقت  C° 17دمای 

 عنوانآوری شد. کاهش جذب در مایع زیری بهجمع

 .[1] ( محاسبه شد2گریزی سطح سلول )رابطه آب

 گریزی=درصد آب1000A)/A-0[(A×[         (       2)رابطه 
 

 هگزا-nبه ترتیب جذب قبل و بعد از استخراج با  Aو  0Aکه 

 باشد.می دکان

 

 آزمون خود انبوهش-2-3-0

 هایهای دارای بالاترین درصد خود انبوهش، سویهسویه

شوند، لذا برای ارزیابی این پروبیوتیکی خوبی محسوب می

 افته حاصل از کشتی رشد هایویژگی سوسپانسیون سلول

در محلول نمکی بافر فسفات تهیه شد تا دانسیته  ساعته 39-30

نانومتر بدست بیاید.  044در طول موج  25/4نوری 

ثانیه مخلوط و  34مدت لیتر( بهمیلی 0باکتریایی ) سوسپانسیون

ها در ابتدا، گذاری شد. جذب نمونهخانهگرم  C° 14دمای در 

گیری شد نانومتر اندازه 044ساعت در  20و  1پس از گذشت 

محاسبه شد  1و درصد تجمعّ خودبخودی با استفاده از رابطه 

[34]: 

 =درصد خود انبوهش1000A)/A-0[(A×[         (    1)رابطه 

 باشد.می به ترتیب جذب در ابتدا و زمان معین Aو  0Aکه 

 

 بیوتیکتعیین مقاومت نسبت به آنتی -2-3-2

ها از آزمون بیوتیکآنتی ها بهت سویهیبه منظور ارزیابی حساس

به روش  0بیوگرام بر اساس الگوی مقاومت انتشار دیسکآنتی

ساعته  39این منظور از کشت بائر استفاده شد. به -کربی

فارلند مک نیمهای باکتریایی، سوسپانسیونی با کدورت سویه

 344ها به میزان تهیه شد. پس از تلقیح هر یک از سویه

 سیستئین-)با و بدون ال 7آگار ولر هینتونمیکرولیتر در محیط م

)حجمی/حجمی(( و قرار دادن  %45/4هیدروکلراید به میزان 

بیوتیکی با کمک پنس استریل در سطح محیط آنتی هایدیسک

دقیقه قرارگیری در دمای محیط(،  35کشت و تثبیت آن )

ساعت در شرایط مطلوب  09مدت به C° 17دمای ها در پلیت

گذاری شدند. در این آزمون خانهگرم هااز سویهکدام  رشد هر

بیوتیک مختلف شامل )میکروگرم بر نوع دیسک آنتی 7از 

(، 35) 1(، اریترومایسین34) 9دیسک(: جنتامایسین

 32(، کلرآمفنیکل34) 33(، تتراسایکلین25) 34سیلینآموکسی

( استفاده شد. 34) 30سیلین( و پنی14) 31(، ونکومایسین14)

عنوان فعالیت به مترمیلی 0عدم رشد بیشتر از مشاهده هاله 

 . [33] در نظر گرفته شد آنتاگونیستی قوی

 گالاکتوزیدازی-تعیین فعالیت بتا-2-3-5

-1-کلرو-0-برومو-X-gal (5گرم از پودر میلی 04در ابتدا 

 متیلدی لیترمیلی 2گالاکتوپیرانوزید( در -دی-بتا-ایندولیل

 34میکرولیتر از این محلول و  04فرمامید حل شد. سپس  

-دی-بتا-تایو-پروپیل-)ایزو IPTGمیکرولیتر محلول 

 MRS کننده در سطح محیط جامد  القاء عنوانگالاکتوزیداز( به

شده، پخش گردید. یک کلنی از  از پیش آمادهMRSC  و

روز در  2مدت صورت خطی کشت و بههای مذکور بهباکتری

نگهداری شدند و از طریق رنگ کلنی این ویژگی  C° 14دمای 

 .[34]بررسی شد 

                                                           
6. Disk diffusion 
7. Mueller-Hinton agar 
8. Gentamicin 
9. Erythromycin 
10. Amoxicillin 
11. Tetracycline 
12. Chloramphenicol 
13. Vancomycin 
14. Penicillin 
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تلیال اپی هایتعیین قابلیت چسبندگی به سلول-2-3-5

 روده انسان

تلیال روده اپی آدنوکارسینومای ، سلولHT-29رده سلولی  

کند، از آزمایشگاه کشت سلول انسان که موکوس ترشح می

ها در نوآور خیام مشهد خریداری شد. این سلول بومزیست

 )حجمی/حجمی( %34حاوی  RPMI 164035محیط کشت 

شده با حرارت و مخلوط  غیرفعال 30سرم جنین گاوی

استرپتومایسین( در  و سیلینها )پنیبیوتیکاستاندارد از آنتی

اکسید کربن رشد داده شد. دی %5تحت فشار  C° 17دمای 

مدت های کشت سلولی بهدر فلاسک HT-29 هایسلول. رشد

یک هفته ادامه داشت و یک روز در میان محیط کشت آن 

 254444چاهکی با  0تعویض شد. آزمون چسبندگی در پلیت 

 انجام شد. لیتر سلول در هر میلی

پس از تشکیل یک لایه نازک از سلول در کف پلیت، جهت 

بیوتیک دوبار با محلول نمکی بافر فسفات حذف آنتی

یتر از سوسپانسیون باکتریایی لوشو داده شد و یک میلیشست

 نیمها با غلظتی معادل ساعته سویه 39حاصل از کشت 

ساعت تحت  2مدت اضافه و به HT-29سلول  فارلند بهمک

گذاری شد. سپس خانهاکسید کربن گرمدی %5و  C° 17دمای 

وشو توسط محلول نیافته، شست اتصال هایجهت حذف سلول

و باکتری  HT-29 هایسلولنمکی بافر فسفات انجام شد. 

تترااسید  آمین دی اتیلن افته با استفاده از محلولیاتصال

از  سآلدریچ( جدا شدند و پ-)سیگما 37تریپسین-استیک

آگار شمارش  MRSC و MRSسریالی در محیط  سازیرقت

های شدند. توانایی چسبندگی باکتری بر اساس تعداد باکتری

 .[32] اولیه گزارش شد چسبیده نسبت به تعداد کل باکتری

 

 وتحلیل آماریتجزیه -2-4
ها در قالب طرح بلوک کامل تصادفی و حداقل در سه آزمون

 تکرار با استفاده از روش آنالیز واریانس یک طرفه و با کمک

( انجام شد. مقایسه 20)آمریکا، نسخه  SPSS افزارنرم

 انجام پذیرفت و تمامی تجزیه با روش آزمون دانکن هامیانگین

 انجام شد. %15در سطح اطمینان  هاداده تحلیل و
 

 

                                                           
15. Gibco Roswell Park Memorial Institute medium 
16. Fetal bovine serum 
17. Ethylenediaminetetraacetic acid-trypsin 

 نتایج و بحث-3

 مقاومت نسبت به اسید و نمک صفراوی -3-1
 پروبیوتیکی، هایاز معیارهای مهم در بررسی پتانسیل سویه

نسبت به شرایط اسیدی و غلظت بالای  هاآن بررسی مقاومت

 3طور که در جدول . همان[31]های صفراوی است نمک

از خود pH =1هر دو سویه تحمل خوبی در  شود،مشاهده می

 لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیسنشان دادند. باکتری 
BB-12 2 در=pH  سویه  تعداد،با کمترین کاهش لگاریتمی در

لاکتوباسیلوس  مانیکه رشد و زندهمقاوم بود؛ درصورتی
شدت کاهش پیدا کرد.  به  pHدر این ATCC 14917پلانتاروم

   pH= 1 ساعت در 1هر دو باکتری پس از گذشت  مقاومت

 از خود نشان دادند. %90مانی بالای زنده کسان بود ویتقریبا 

pH  است اما در اغلب متغیر  5/0تا  5/3معده انسان از

 هایبرای ارزیابی ویژگی pH=1تنی از مطالعات برون

بسیار  مانیزنده شود که علت این امرپروبیوتیکی استفاده می

 زمانی پروبیوتیکی هایاست. سویه pH=2در  هااندک باکتری

گیرند، توسط غذا و یا شدید معده قرار می pHکه در معرض 

. از [30] کنندبافری پیدا میمولکولی خاصیت  هایسایر حامل

سنتز ترکیبات  سوی دیگر این توانایی تحمل اسید به

ساکاریدی مختلف که در حفاظت از غشای سلولی نقش پلی

  .[35] دارند، نسبت داده شده است

( سویه 2430جانگرسن و همکاران ) مطابق پژوهش

های pHدر  BB-12 لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیس

فعالیت  مانی بالایی دارد و این ویژگی بهاسیدی نرخ زنده

نسبت داده شده است که قادر است  ATPase-1F0Fکمپلکس 

و به  های هیدروژن را در شرایط اسیدی تسهیل کندخروج یون

 .[30] حفظ هموستازی داخل سلول باکتری کمک کند

 مانی( در بررسی زنده2423روزانسکا و همکاران )-استاسیاک

دستگاه گوارش  pHه پروبیوتیک تجاری در محدود هایسویه

 بیفیدوباکتریوم انیمالیسدر ماتریس غذایی دریافتند که سویه 

 pH در %94مانی بالای قادر به زنده BB-12 لاکتیسزیرگونه 

که  [37] باشدبعد از گذشت حداقل یک ساعت می 1و  2های 

نتایج این پژوهش موید نتایج حاصل از پژوهش حاضر است؛ 

 .[39, 30, 33] نیز مطابقت داشت های پیشینباسایر پژوهش
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Table 1 Acid and bile salt tolerance of strains 

  Lactobacillus plantarum ATCC 14917 Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB-12 

  Survival (%) 
Viable count 

** 
Survival (%) Viable count** 

Acid 

tolerance 

Initial count, t= 0 h - 6.90 ± 0.01 a - 7.06 ± 0.03 a 

pH=2, t= 1 h 29.13 2.01 ± 0.07 c 93.48 6.60 ± 0.09 b 

pH=3, t= 1 h 89.13 6.15 ± 0.07 b 86.40 6.10 ± 0.02 c 

pH=3, t= 3 h 88.84 6.13 ± 0.01 b 84.99 6.00 ± 0.00 d 

Bile salt 

tolerance 

0% - 8.17 ± 0.05 a - 6.80 ± 0.01a 

0.3% 99.14 8.10 ± 0.04 a 92.35 6.28 ± 0.03 b 

0.5% 92.66 7.57 ± 0.04 b 91.03 6.19 ± 0.02 c 

1% 74.42 6.08 ± 0.01 c 86.32 5.87 ± 0.04 d 

*The values with different superscript letters in a same column are significantly different (p<0.05). 

** The values are mean Log CFU.ml-1 ±SD 

 

شده از کلسترول هستند که  های صفراوی ترکیبات مشتقنمک

کنژوگه  عنوان اسیدهای آمینهدر کبد سنتز و در کیسه صفرا به

شوند و در فرآیند هضم به درون روده کوچک ترشح ذخیره می

.این [31] کنندمی و به امولسیفیه کردن و جذب لیپیدها کمک

ریختگی در غشای سلولی برای همبه دلیل ایجاد به هانمک

 هایرو مقاومت به نمکهای زنده سمی هستند؛ از اینسلول

 لاکتیک اسید هایهای ضروری باکتریگیکی از ویژی صفراوی

در این پژوهش برای بررسی مقاومت . [24] شودمی محسوب

 %3و  %5/4، %1/4های صفراوی از غلظتهای ها به نمکسویه

هر دو سویه مقاومت بالایی در  استفاده شد. نتایج نشان داد که

 مانی، زنده3برابر صفرا از خود نشان دادند. مطابق جدول 

و  BB-12 لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیس هایسویه

 %1/4 در غلظت ATCC 14917 لاکتوباسیلوس پلانتاروم

مانی برای هر بود؛ همچنین زنده %30/11و  %15/12ترتیب به

و  %13ترتیب بالاتر از به %3و  %5/4های دو سویه در غلظت

مانی و فعالیت قابلیت زنده یدهندهدرصد بود که نشان 70%

باشد. نتایج نشان داد در محیط روده کوچک می این دو سویه

در  BB-12 لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیسکه سویه 

دارد،  های صفراوی مقاومت بالاتریبرابر تغییرات غلظت نمک

بیفیدوباکتریوم  هایسویه مانیکه تغییرات زندهطوریبه
 لاکتوباسیلوس پلانتارومو  BB-12 لاکتیسزیرگونه  انیمالیس

ATCC 14917 ترتیب به %3تا  %1/4غلظتی  یبین محدوده

دلیل ماهیت صفراوی به هاینمک بود. %72/20و  41/0%

فیلیکی که دارند موجب تخریب غشاهای باکتری و آمفی

شوند. باکتریایی می DNAهمچنین اعمال تنش اکسیداتیو بر 

هیدرولاز یا همان هیدرولاز نمک صفرا و آنزیم  گلایسینکولیل

و آنزیم  دکربوکسیلاز  Aآنزیم و اگزالیلک اگزالات کننده تجزیه

وجود ژن آنزیم  .[31] های هستندنمک اصلی موثر در تحمل

بیفیدوباکتریوم سویه هیدرولاز نمک صفرا و فعال بودن آن در 
ن امکان را برای پاسخ یا BB-12 لاکتیسزیرگونه  انیمالیس

عبور  های صفراوی و تسهیلهای بالای نمکسریع به غلظت

را فراهم آن از محیط روده کوچک و ورود به روده بزرگ 

و فیزیولوژیکی  39. نتایج مطالعه پروتئومیکی[30] نمایدمی

زیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیسهای مقاوم به صفرا در سویه

( 3مسیر در این مقاومت دخیل هستند؛ ) 5 نشان داد لاکتیس

( تغییرات 2تغییر در مسیر گلیکولیتیکی و نحوه تولید انرژی )

تواند می مرتبط با متابولیسم نیتروژن که در آن فاکتور سیگما

( 0تز اسیدهای چرب )تغییرات در بیوسن (1دخیل باشد )

( تغییرات در 5مولکولی و ) هایافزایش در مقدار چاپرون

 . مقاومت نسبتاً بالای سویه[23] تعادل ردوکس سلول

های نیز احتمالاً مربوط به بیان پروتئین لاکتوباسیلوس پلانتاروم

 .[0] های باکتریایی استمقاومت به صفرا در سلول

شده  سازیتعیین مقاومت در شرایط شبیه -3-2

 دستگاه گوارش
های فراوانی از دستگاه گوارش با چالش هاعبور پروبیوتیک

اولین سد  عنوانبه آنزیم لیزوزیم موجود در بزاقرو است؛ روبه

ک پروتئین ضدمیکروبی است که با فعالیت ی دفاعی بدن،

 هادیواره سلولی باکتری گسیختگیهیدرولازی باعث از هم

 با اسیدیته بالا و حضور پپسین در معده مواجهه .[22] دشومی

ها از دستگاه گوارش است. مانع دیگری برای عبور پروبیوتیک

و فعالیت  2 حدود pH معده با یلیتر شیره 53/2ترشح روزانه 

 هایاکثر میکروارگانیسمموجب تخریب  پپسین ضدمیکروبی

                                                           
18. Proteomic 
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های صفراوی و شود. وجود نمکمی شده همراه غذا هضم

ها پروبیوتیک مانیزنده آخرین چالش روده باریک پانکراتین در

در مسیر عبور از دستگاه گوارش است. لذا باید در اغلب 

به این  تنی جهت انتخاب سویه پروبیوتیکیمطالعات برون

هر دو سویه  2. مطابق جدول [20, 21, 1] توجه کرد موارد

بعد از  گرم بر لیتر( مقاوم بودند؛میلی344) نسبت به لیزوزیم

 لاکتوباسیلوس پلانتاروم مانیساعت درصد زنده 3گذشت 
ATCC 14917  لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیسو 

BB-12 این نتایج  بود که %70/17و  %5/19 برابر ترتیب به

دلیل مقاومت  .[21, 33]های پیشین است مطابق با پژوهش

به آنزیم لیزوزیم به ساختار  اسیدلاکتیک هایباکتری

پپتیدوگلیکان دیواره سلولی، وضعیت فیزیولوژیکی سلول و 

مطابق  .[25]غلظت آنزیم در محیط نسبت داده شده است 

های مورد نظر در شرایط سویه مانیبررسی زنده 2جدول 

ساعت نشان داد که  1بعد از گذشت  pH =1معده با  یشیره

قادرند این شرایط را  %95مانی بیش از هر دو سویه با نرخ زنده

دست آمده در این بخش با پشت سر بگذارند. مقایسه نتایج به

نتایج مقاومت به اسید بیانگر این نکته بود که سویه 

محیط اسیدی با  در ATCC 14917 لاکتوباسیلوس پلانتاروم

1=pH دهد که احتمالاً بهتری از خود نشان می نسبتاً مانیزنده

باشد که اثر  براث MRSهای موجود در مربوط به پروتئین

سویه  کهدرحالی .[0] باکتریایی داردهای حفاظتی بر سلول

در حضور  BB-12 لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیس

دلیل  هاً بدهد که احتمالبهتری نشان می نسبتاً مقاومت پپسین

 ATPaseو فعالیت  pH در حفظ هموستازی نقش پپسین

ها در روده سویه مانینرخ زنده .[20, 24] غشای سلولی است

و  BB-12 لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیس برای

ر براب ترتیببه ATCC 14917 لاکتوباسیلوس پلانتاروم

صورت کلی هر دو سویه در محیط بود. به %91/14و  10/90%

 ومانی بالاتری نسبت به محیط معده داشتند روده نرخ زنده

در شرایط  ATCC 14917 لاکتوباسیلوس پلانتاروم مقاومت

دست آمده در بالاتر بود. نتایج به روده-سازی شده معدهشبیه

-27, 24, 7] داشت های پیشین مطابقتاین مطالعه با پژوهش

21]. 
 

Table 2 Effect of simulated gastric (pepsin (3 mg ml-1), NaCl (0.5% (w/v)) and pH=3) and intestinal 

(pancreatin (1 mg ml-1), NaCl (0.5% (w/v)) and pH=8) fluids on the viability of strains. 
 

Simulated intestinal juice Simulated gastric juice 
Lysozyme 

resistance 

Strain 
Survival 

(%) 

Viable count 
-(log (CFU.ml

, t= 4 h))1 

Viable count 
-(log (CFU.ml

, t= 0 h))1 

Survival 

(%) 

Viable count 
-(log (CFU.ml

t= 3 h))1 

Viable count 
-(log (CFU.ml

, t= 0 h))1 

Survival 

(%) 

Bifidobacterium animalis 

subsp. Lactis BB-12 
86.94 4.64 ± 0.03 5.33 ± 0.03 85.10 4.49 ± 0.02 5.28 ± 0.02 97.76 

Lactobacillus plantarum 

ATCC 14917 
90.83 4.72 ± 0.04 5.20 ± 0.05 88.20 4.63 ± 0.03 5.26 ± 0.01 98.50 

 

-گریزی، خودانبوهش و فعالیت بتاآب -3-3

 گالاکتوزیدازی

خودانبوهش و  هایهای سطح سلولی که با آزمونویژگی

های مهم برای ارزیابی شوند از شاخصگریزی سنجیده میآب

 هایپروبیوتیکی به سلول هایظرفیت چسبندگی سلول

های خودانبوهش به تجمع سلول باشند.تلیال روده میاپی

باکتریایی از سویه یکسان دلالت دارد و یک ویژگی مهم در 

روده و -تشکیل بیوفیلم و محافظت از سویه در شرایط معده

 1خودتجمعی بعد از گذشت  .[14] کلونیزاسیون در روده است

 3هگزادکان در نمودار -nگریزی در حضور و آب ساعت 20و 

 1آورده شده است. خودانبوهش هر دو سویه بعد از گذشت 

ساعت  20و بعد از گذشت  %90/35-%21/39ساعت 

( بیان 2434بدست آمد. وانگ و همکاران ) 91/05%-02/53%

های مطلوب است و سویه %04خودانبوهش بالای  نمودند که

خودانبوهش ضعیفی دارند.  %34 با خودانبوهش کمتر از

بالاترین میزان خودانبوهش در این پژوهش به سویه 

تعلق داشت  BB-12 لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیس

بیفیدوباکتریوم  گریزیآب و با گذشت زمان افزایش پیدا کرد.

لاکتوباسیلوس و  BB-12 75/51% لاکتیسزیرگونه  انیمالیس

گریزی بالا به آب بود. ATCC 14917 01/02% پلانتاروم

گریزی پایین به های سطح سلول باکتریایی و آبگلیکوپروتئین
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 یساکاریدهای سطح سلول باکتریایی مربوط است. نکتهپلی

مهمی که بایستی به آن توجه کرد این است که پتانسیل 

ها متفاوت است و به سن سویه گریزی در بین موجودات وآب

های باکتریایی به همراه اجزای محیط سلولو شیمی سطح 

ساعت تولید  09هر دو سویه مذکور بعد از  .[31] بستگی دارد

دهنده حضور آنزیم های سبز پررنگ کردند که نشانکلنی

گالاکتوزیداز لاکتوز را به گالاکتوز و -اگالاکتوزیداز بود. بتابت

ترتیب عدم تحمل لاکتوز را  این به کند ومی گلوکز هیدرولیز

های مشابه توسط سایر گزارش بخشد.می در افراد مبتلا بهبود

گریزی و انبوهش، آب خود هایپژوهشگران موید نتایج آزمون

 . [13, 21, 33, 9] فعالیت بتاگالاکتوزیدازی بود

 

 
Fig 1 The auto-aggregation (after 3 and 24 h), 

hydrophobicity and adhesion ability of strains to 

HT-29 cell line. 
 

 بیوتیکبه آنتی مقاومت-3-4

 دچار اختلال هابیوتیکآنتیفلور طبیعی روده عمدتاً با مصرف 

 دنبال دارد. مصرفهروده را ب که این امر ناهنجاری شودمی

حفظ فلور طبیعی  بیوتیک سببهای مقاوم به آنتیسویه

مهم  هایویژگی ایمن بودن از .[12] گرددباکتریایی روده می

پروبیوتیکی است که بخشی از این ایمنی به نداشتن  هایسویه

 بیوتیک اکتسابی و قابل انتقال مربوط استمقاومت به آنتی

 1ها در جدول بیوتیک. نتایج مربوط به مقاومت به آنتی[13]

زیرگونه  لیسبیفیدوباکتریوم انیما آورده شده است. هر دو سویه

 ATCC 14917 لاکتوباسیلوس پلانتارومو  BB-12 لاکتیس

سنتز دیواره  یونکومایسین )بازدارنده سیلین وپنی به نسبت

مقاوم بودند و  سلولی( و تتراسایکلین )بازدارنده سنتز پروتئین(

 )بازدارنده سنتز پروتئین( و کلرآمفنیکل اریترومایسین،نسبت به 

 سنتز دیواره سلولی( حساسیت ی)بازدارنده سیلینآموکسی

 نیز BB-12 لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیس داشتند.

 نسبت به جنتامایسین )بازدارنده سنتز پروتئین( حساس بود.

هایی است که در درمان بیوتیکونکومایسین یکی از آنتی

 شود، بنابراین مقاومت بهدارویی تجویز می چند هایپاتوژن

بیوتیک یک مساله مهم است که در این پژوهش هر دو این آنتی

. همچنین [25]بیوتیک مقاوم بودند سویه نسبت به این آنتی

 هایرسد مقاومت به جنتامایسین در سویهمی نظربه

 هایطور کلی سویهبه ذاتی است. لاکتوباسیلوس پلانتاروم

های گروه آمینوگلیکوزیدی بیوتیکبه آنتی لاکتوباسیلوس

( 23و استرپتومایسین 24، نئومایسین31)جنتامایسین، کانامایسین

(، 22سیلینسیلین و آمپیها )پنیمقاوم هستند و به بتالاکتام

ها )اریترومایسین و موثر بر گرم مثبت هایبیوتیکآنتی

الطیف )کلرآمفنیکل ، های وسیعبیوتیک( و آنتی21نووبیوسین

باشند. بررسی منابع ( حساس می20اریترومایسین و ریفامپین

ر متغیًری نسبت به رفتا لاکتوباسیلوس پلانتاروم نشان داد که

 دهدسیلین و تتراسایکلین از خود نشان میپنی بیوتیکآنتی

ین مطابقت داشت های پیش. نتایج این مطالعه با پژوهش[11]

 به اسیدلاکتیک هایباکتریاز دلایل مقاومت . [11-10]

سازوکارهای محافظتی مانند اصلاح یا  توان بهمی هابیوتیکآنتی

سازی دارو، تغییر سایت هدف، تغییر مسیر متابولیکی و غیرفعال

 .[19, 17, 33]کاهش انباشت دارو اشاره کرد 

                                                           
19. Kanamycin 
20. Neomycin 
21. Streptomycin 
22. Ampicillin 
23. Novobiocin 
24. Rifampin 
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Table 3 Antibiotic susceptibility of strains 
Diameter of inhibition zone (mm) 

Strains 
Penicillin G Vancomycin Chloramphenicol Tetracycline Amoxicillin Erythromycin Gentamicin 

6.00± 0.00 e 6.00± 0.00e 28.67± 1.24 a 13.66 ± 0.82d 25.50± 0.41b 25.50 ± 0.41 b 16.33 ± 1.24 a 

Bifidobacterium 

animalis subsp. 

Lactis BB-12 

6.00± 0.00 f 6.00± 0.00 f 29.50 ± 0.40 b 11.00 ± 0.81d 28.17 ± 1.64 c 33.67 ± 1.24 a 11.17 ± 1.02e 

Lactobacillus 

plantarum ATCC 

1491 

*The values with different superscript letters in the same column are significantly different (p<0.05). 

**Gentamycin results based on R ≤ 12 mm; I: 13–15 mm; S ≥ 16 mm. Erythromycin results based on R ≤ 13 

mm; I:13–23 mm; S ≥ 23 mm. Tetracycline results based on R≤ 14 mm; I: 15–18 mm; S ≥ 19 mm. Vancomycin 

results based on R ≤ 12 mm; I: 12–13 mm; S ≥ 13 mm.R: resistant (zone diameter, ≤12.4 mm); I:intermediate 

(zone diameter, 12.5–17.4 mm); S: susceptible (zone diameter, ≥17.5). 
 

تلیال های اپیقابلیت چسبندگی به سلول -3-5

 انسانروده 
ها در روده از چسبندگی و کلونیزاسیون موقتی پروبیوتیک

بخش در میزبان های مهم جهت ایجاد اثرات سلامتویژگی

نشان داده شده است  3طور که در نمودار . همان[11]است 

لاکتوباسیلوس  برای HT-29 هایدرصد چسبندگی به سلول
 زیرگونه بیفیدوباکتریوم انیمالیسو  ATCC 14917 پلانتاروم

بود. مطابق  %15/9و  %30/32 ترتیب برابربه BB-12 لاکتیس

 های( چسبندگی سویه2424مطالعه ژانگ و همکاران )

بود که با پژوهش حاضر  %31حداکثر  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

. در این مطالعه میزان چسبندگی [04, 21]مطابقت داشت 

 لاکتیس زیرگونه بیفیدوباکتریوم انیمالیسآمده برای  دستبه
BB-12 و  شده در پژوهش آربولیا از مقدار گزارش بیش

در این پژوهش میزان چسبندگی هر  .[7]( بود 2433همکاران )

گریزی و خودانبوهش، کمتر بود. دو سویه نیز در مقایسه با آب

در  های ارزیابیگریزی و خودانبوهش جزء شاخصآب اگرچه

رابطه  الزاماً حالاین با باشد،می پروبیوتیک انتخاب سویه

تلیال روده اپی هایبه سلول هابا چسبندگی سویه مستقیمی

 اسیدلاکتیک باکتری هایسازوکار چسبندگی سلول .[11] ندارند

ها حاکی گزارشطور واضح مشخص نشده است ولی هنوز به

چندعاملی است که  از آن است که چسبندگی یک سازوکار

هیدروفوبیکی، استئاریکی و  هایکنششامل برهم

ای مانند فاکتور ازدیاد الکترواستاتیکی است و ساختارهای ویژه

را در  DnaK و چاپرون Gro-EL ، چاپرونینEF-Tu طول

 .[14] گیردبرمی

 

 گیرینتیجه -4
تجاری  یپروبیوتیکی دو سویه هایویژگیدر این پژوهش 

و  BB-12 لاکتیسزیرگونه  بیفیدوباکتریوم انیمالیس

تنی در محیط برون ATCC 14917 لاکتوباسیلوس پلانتاروم

قادر بودند در حضور  مورد بررسی قرار گرفت. هر دو سویه

اسید و صفرا رشد کنند و زنده بمانند، همچنین در شرایط 

مانی بالایی نشان دادند. سازی شده معده و روده نرخ زندهشبیه

گالاکتوزیداز بودند، میزان -سویه دارای آنزیم بتا هر دو

خودانبوهش و آبگریزی بالایی از خود نشان دادند و قادر بودند 

روده بچسبند. نتایج ارزیابی عملکرد بهتر  تلیالیاپ هایبه سلول

را در شرایط  ATCC 14917 لاکتوباسیلوس پلانتاروم سویه

 مشابه دستگاه گوارش نشان داد.
 

 منابع-5

[1] Korona-Glowniak, I., et al., 

Microbiological evaluation of 10 commercial 

probiotic products available in Poland. 

Current Issues in Pharmacy and Medical 

Sciences, 2019. 32(3): p. 121-124. 
[2] Khalesi, S., et al., A review of probiotic 

supplementation inhealthy adults: helpful or 

hype? European Journal of Clinical 

Nutrition, 2018. 73(1): p. 24-37. 
[3] Jungersen, M., et al., The Science behind 

the Probiotic Strain Bifidobacterium animalis 

subsp. lactis BB-12®. Microorganisms, 

2014. 2(2): p. 92-110. 
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

 

Probiotics are recognized as live microorganisms that confer a health benefit 

to the host when administered in adequate amounts. The present study aimed 

to evaluate in vitro probiotic properties of two commercial probiotic strains, 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 and Lactobacillus plantarum 

ATCC 14917. Our results indicated that the selected strains showed high 

resistance to acid, bile salts, and lysozyme. In general, they showed good 

adaptation to simulated gastric and intestinal juices (more than 85% could 

survive) which guarantees their survival in the gastrointestinal tract. 

Moreover, Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 showed the highest 

hydrophobicity (59.75%) and auto-aggregation (51.42%) but the lowest 

adhesion to the human intestinal HT-29 cell line (8.35%). Furthermore, they 

both had β-galactosidase activity and were resistant to penicillin, vancomycin, 

and tetracycline. Our results indicated that Lactobacillus plantarum ATCC 

14917 had better probiotic characteristics than Bifidobacterium animalis 

subsp. lactis BB-12. 
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