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به عنوان اگزالاتيكوس  آمونيفيلوس  باكترياستفاده از
پروبيوتيك در صنايع كنسروسازي اسفناج به منظور 

  كاهش اگزالات
  *۲ گيتي امتيازي،۱محمود نارکي

  اصفهان، ايران، دانشگاه اصفهانگروه زيست شناسي،  ۲ ياسوج، ايران، ،اسوجي ياه علوم پزشکگدانشمركز تحقيقات گياهان دارويي،  ۱

١٨/٦/١٣٩١:      تاريخ پذيرش٩/٣/١٣٩١: تاريخ دريافت  
  

  چکيده
  

گونه اسفناج به عنوان يک گياه حاوي اگـزالات   .دنشو هاي ادراري از کلسيم اگزالات تشکيل مي    درصد سنگ  ٧٥حدود   :زمينه و هدف  
 بـه عنـوان پروبيوتيـك در صـنايع      بررسي استفاده از باكتري آمونيفيلـوس اگزالاتيكـوس    هدف اين مطالعه  . بالا شناسايي شده است   

  .كنسروسازي اسفناج به منظور كاهش اگزالات بود
  

بيومس باکتري تهيـه  . دشبه روش مولکولي شناسايي آمونيفيلوس اگزالاتيكوس سويه باکتري در اين مطالعه تجربي    :بررسيروش  
چنين عصاره رقيق  هم. کتري مخلوط و انکوبه شدعصاره رقيق شده و رقيق نشده اسفناج با بيومس با. تر آن سنجيده شد شد و وزن

   .غلظت اگزالات با کيت تشخيص اگزالات سنجيده شد. باکتري مخلوط و انکوبه گرديد ميشده اسفناج با سوسپانسيون آنزي
  

ويه  و ايـن س ـ  ثبت شـده اسـت  HQ398365 با شماره پذيرش  NCBI در سايت    DIMآمونيفيلوس اگزالاتيكوس  سويه جدا شده   :ها يافته
 درصد مقدار اگزالات را در عصاره رقيق نشده اسـفناج کـاهش   ٥٤/٥١درصد مقدار اگزلات را در عصاره رقيق شده و     ٣/٩٨ توانست

  .داد
  

 . کانديداي مناسـب پروبيوتيـک بـراي کـاهش اگـزالات در بـدن باشـد       تواند يک  ميDIMسويه آمونيفيلوس اگزالاتيكوس   :گيري نتيجه
باکتري در محصولات کنسرو شده داراي اگزالات بالا مانند اسفناج بـراي کـاهش ميـزان اگـزالات و مطلـوب            توان از اين     ميچنين   هم

  .کردن اين محصولات استفاده کرد
  

   آمونيفيلوس، اگزالات، اسفناج، پروبيوتيک : کليديهاي واژه
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  مقدمه

اگزاليک اسيد يک اسيد قوي بـه شـدت اکـسيد           

شده است که به صورت گسترده در طبيعت، گياهان و       

ها و  چنين در ميان انواع وسيعي از قارچ        و هم  حيوانات

ــه دليــل ماهيــت ).۱(هــا وجــود دارد ميکروارگانيــسم  ب

بـودن، اکثـر      ميس ـبـار انـرژي پـايين و        آن،  شيميايي  

تواننــد از آن بــه عنـوان منبــع انــرژي   مـي هــا ن بـاکتري 

هايي کـه روي اگـزالات رشـد          باکتري ).۲(استفاده کنند 

بيوانرژيتيـک و شـيميايي مواجـه    کنند بـا مـشکلات      مي

هـاي تجزيـه      اما دو گروه اصـلي از بـاکتري        ،شوند مي

 مي بعـضي از آنهـا عمـو   .دن ـکننده اگـزالات وجـود دار    

توانند خيلي از سوبـستراهاي ديگـر و         ميعني  هستند ي  

کـه بعـضي    چنين اگزالات را تخمير کننـد، در حـالي      هم

اختصاصي هستند که از اگزالات به عنـوان تنهـا منبـع            

سطح بالاي اگزالات  ).۳(کنند ميکربن و انرژي استفاده 

. تواند تأثير مضر و خورنده داشته باشـد  ميدر انسان   

هـاي پزشـکي     برخي از بيماري  تواند عامل  مياين ماده   

هـاي   سـنگ ايجـاد   وو نقص کليوي    مانند هيپراگزالاريا 

  ).۴ و۵(ادراري اگزالات کلسيم باشد

ــدني و     ــواد مع ــالي از م ــع ع ــک منب ــفناج ي اس

 ويتـامين   ؛اين مواد شـامل   . رود ميها به شمار     ويتامين

K ــامين ــن،   A، ويت ــيد، آه ــک اس ــزيم، فولي ــز، مني ، منگن

چنين   هم ).۶(دنباش مي و پتاسيم    B2ن، ويتامي Cويتامين  

 ثابـت ). ٧(باشد مينيز  ۳-داراي مقدار زيادي فيبر، امگا   

هـايي از    اکـسيدان  شده است کـه اسـفناج حـاوي آنتـي         

ميـد و    .)۸ و ۹(باشـد  مـي  نيز ها فنل کاروتنوئيدها و پلي  

هـاي موجـود در      اکسيدان تأثير آنتي ) ۲۰۱۰()۱(همکاران

سرطاني بررسي کردنـد    هاي   اسفناج را بر روي سلول    

ــي    ــن آنتـ ــه ايـ ــد کـ ــزارش دادنـ ــسيدان و گـ ــا  اکـ                      هـ

ــي ــأثير معن ــلول ت ــد س ــرطاني  داري روي رش ــاي س ه

   . .)۱۰(دارند

در بـين گياهـان، بيـشترين غلظـت اگـزالات در      

گناسه، آمارانتاسه و کنوپدياسه وجود  هاي پلي  خانواده

هـا وجـود    نوادههايي کـه در ايـن خـا      از بين گونه  . دارد

 .)۱۱(د اسفناج داراي بيشترين مقدار اگزالات است       ندار

که حـاوي مقـدار زيـادي     اسفناج علاوه بر اين بنابراين  

باشد، به عنوان يکي از محصولاتي کـه         ميمواد مغذي   

حاوي بيشترين مقدار اگزاليک اسيد اسـت بـه حـساب           

اگزاليک اسيد در اسفناج، به صورت اسيد آلـي          .آيد مي

ــين کريــستال مو هــ ــه بــه صــورت   چن هــاي معــدني ک

ــک ــديم و روي و     نم ــيم، س ــد پتاس ــول مانن ــاي محل ه

هاي غير محلول مانند کلسيم، منيزيم و آهن وجود  نمک

توانند  ميهاي اگزالات غير محلول در روده ن       نمک. دارد

در نتيجه . شوند ميجذب شوند و به وسيله مدفوع دفع     

يم، آهـن و    اين عمل در دسـترس بـودن و جـذب کلـس           

کــاهش پيــدا    منيــزيم کــه در اســفناج وجــود دارد،   

هـاي لازم    ها فاقـد آنـزيم      انسان  كه  از آنجا  .)۱۲(کند مي

جـذب   بنـابراين    ،براي متابوليز کردن اگـزالات هـستند      

اگـزالات محلـول باعــث ايجـاد هيپراگزالاريـا و ســپس     

تحقيقـات در    .)۱۳ و ١٤(شـود  مـي تشکيل سنگ در بدن     

 درصد اگزالات ۵۰دهد که بيش از  يمافراد سالم نشان 
                                                
1-Maed et al  

  



  محمود ناركي و گيتي امتيازي

٥٥٤ )٧٢شماره پي در پي (١٣٩١بهمن و اسفند ـ ٦ ـ شماره ١٧ ارمغان دانش ـ دوره مجله

ــش   ــزالات منـ ــاوي اگـ ــذايي حـ ــم غـ  اءادراري از رژيـ

  ).١٥(گيرد مي

هدف اين مطالعه بررسـي اسـتفاده از بـاكتري          

آمونيفيلــوس اگزالاتيكــوس بــه عنــوان پروبيوتيــك در 

صنايع كنسروسازي اسفناج به منظور كاهش اگـزالات        

  .بود

 

  روش بررسي

 در دانـشگاه    ۱۳۸۹اين مطالعه تجربي در سال      

در ايــن بــاکتري مـورد اســتفاده  . دش ـاصـفهان انجــام  

ري در گســازي و غربــال پــژوهش بــا اســتفاده از غنــي

شـده و بـا   جداسـازي  OM2  محيط اختصاصي اگزلات

استفاده از روش هاي بيوشـيميايي و مولکـولي مـورد        

از  جهـت شناسـايي مولکـولي    .)۱۶(بررسي قرار گرفت

.  اســتفاده شــد)١(رازاي پلــي مــ واكــنش زنجيــره روش

و و  ـــــارتانـ    اس روش کويپي  ـــ بر اس  DNA استخراج

اي  زنجيـره  واکنش ).۱۷( انجام گرفت )۲۰۰۸()۲(همکاران

 )۲۰۰۱()۳(بـر طبـق روش تروتـا و همکـاران          پلي مـراز  

 براي شناسايي سويه جدا شـده بـر         .)۱۸(انجام گرفت   

اي پلـي   واكـنش زنجيـره   ، محصول 16sRNAاساس 

  . فرستاده شدا بيوتکزفشرکت  به مراز

 ٢٠٠دست آوردن زيست توده سلولي   ه  براي ب 

دور  ٣٥٠٠   کـشت بـاکتري در   مايعليتر از محيط ميلي

 دقيقـه سـانتريفيوژ شـد و سـپس وزن تـر       ٣٠به مدت   

بـراي فـراهم   . دش ـزيست توده به دست آمده محاسبه       

نيز در ابتدا زيست تـوده        ميکردن سوسپانسيون آنزي  

ليتـر بـافر فـسفات        ميلي ٧ سپس در    .م شد سلولي فراه 

ايـن  . دست آمده  ب ٥نمکي حل شد و کدورت نهايي آن        

ــار شکــستن     ــسيون تحــت تيم ــاسوسپان  دســتگاه ب

هـا در    براي اين منظـور سـلول    .سونيکاتور قرار گرفت  

 ٨حمام يخ قرار گرفته و عمل شکـستن بـراي بـاکتري            

)  دقيقـه اسـتراحت    ١ ثانيـه کـار و       ٣٠در هـر بـار      ( بار

در نهايت اجساد خرد شده سلولي به مـدت         . انجام شد 

، گراد يتدرجه سان ٤در دماي دور  ١٢٠٠٠ دقيقه در  ١٠

. شـدند  سانتريفيوژ يخچـال دار سـانتريفيوژ        به وسيله 

  لولـــهسوسپانـــسيون بـــالايي برداشـــته شـــده و در

انتقـال داده  گـراد     درجه سـانتي   -٢٠اپندروف به فريزر  

بـا    ميسوسپانسيون آنزي  ميزان پروتئين چنين   هم .شد

ــتاندارد    ا ــي اس ــورد و منحن ــرف برادف ــتفاده از مع س

  . .پروتئين محاسبه گرديد

 بعـد از تميـز       و اسفناج از بازار خريداري شـد     

 کيلـوگرم از آن بخـارپز شـده و عـصاره آن             ١کردن،  

از آنجـا کـه مقـدار       . بدون اضافه کردن آب گرفته شـد      

ــالا   ــ مــياگــزالات در اســفناج ب ــزالات باشــد و کي ت اگ

خريداري شده قادر به سنجش اگزالات با غلظت بالاي         

م رقيق ا ، عصاره اسفناج يک پنجاهبود ميلي مولار ن  ٦/٠

چنـين   هـم . گرديد و از آن به عنوان نمونه استفاده شـد     

بـه  کاهش اگزالات در عصاره اسفناج رقيق نـشده نيـز       

ي  تيمارهـا . زيست تـوده بـاکتري سـنجيده شـد     وسيله

و به مدت دو ساعت انکوبـه       ه تهيه شده    مختلف عصار 

                                                
1-Polymerase Chain Reaction(PCR) 
2-Queipo-Ortuno et al 
3-Trotha et al  
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سپس براي گرفتن رنگيزه ها طبق دستور کيـت         . ندشد

 دقيقه روي شيکر ٥زغال فعال به آن افزوده و به مدت   

صاف   با استفاده از سانتريفيوژ و سپس  قرار داده شد  

 از محلول صاف شده بـالايي بـه عنـوان نمونـه       .گرديد

 جذب  .فاده شد براي بررسي ميزان کاهش اگزالات است     

ها با اسـتفاده از دسـتگاه اسـپکتروفتومتر          نوري نمونه 

ــده شــد و ۵۷۸در طــول مــوج  در صــد  نــانومتر خوان

 اگزالات با استفاده از منحني استاندارد اگزالات        کاهش

کيـت تـشخيص     .و اعمال ضريب رقت محاسبه گرديـد      

از شرکت درمان  ه در اين پژوهشاگزالات استفاده شد  

  .تهيه شدکاو 

هـاي   شد باکتري جـدا شـده بـر روي محـيط           ر

نوترينـت آگـار، تريپتيکـاز سـوي آگـار،           ؛مغذي شامل 

و در  وژن آگـار    ي ـمولر هينتون آگـار، بـرين هـارت انف        

، ) گرم در ليتر١٠(محيط پايه نمکي حاوي استات سديم     

، ) گــرم در ليتــر١٠(، لاکتــات) گــرم در ليتــر١٠(گلــوکز

و ) گرم در ليتـر  ١٠(، پيروات) گرم در ليتر  ١٠(زگالاکتو

ــانول ــين در  هــم. بررســي شــد)  گــرم درليتــر١(مت چن

هـا   آزمايش ديگـر پپتـون و عـصاره مخمـر بـه محـيط         

  .دشاضافه گرديد و رشد باکتري بررسي 

آوري شــده بــا اســتفاده از     هــاي جمــع   داده

  . تجزيه و تحليل شدند  Excel افزار نرم
  

  ها يافته

دار گـرم   رباسـيل اسـپو   باكتري جدا شده يـك      

ــيم ــست   ثبــت، داراي کلن ــگ و محــدب، ت هــاي زرد رن

 .بـود کاتالاز مثبت، بي هوازي اختياري و بدون حرکت    

چنـين ايـن بـاکتري بـا اسـتفاده از روش مولکـولي               هم

در جـنس  د ي ـبه عنوان يک سـويه جد  شناسايي شده و    

آمونيفيلوس قرار گرفت که اين جـنس داراي دو گونـه           

اگزالات از هـيچ    باشد كه به جز      مياگزالوترف اجباري   

بـه عنـوان     سـويه ايـن   . كنـد  مـي نماده ديگري استفاده    

 و  گذاري شـده اسـت      نام DIMآمونيفيلوس اگزالاتيكوس 

 ثبـت شـده   HQ398365 بـا شـماره پـذيرش      NCBIدر سايت   

 محـــصول الكتروفـــورز واكـــنش ۱تـــصوير .  اســـت

  .دهد مراز را نشان مي اي پلي زنجيره

اي ه ـ وي محـيط   ر رشد باکتري جـدا شـده بـر       

چنين منابع کربن و نيتروژن نام برده شده        مغذي و هم  

 اما مشاهده شد که سويه جدا شده به جز     ،انجام گرفت 

اگزالات بر روي هيچ کدام از محيط هـا و مـواد تـست             

 ايـن سـويه بـه       ، بنـابراين  ،باشد ميشده قادر به رشد ن    

عنوان يک سويه اگزالوتروف اجبـاري در نظـر گرفتـه           

  .شد 

 درصد كاهش اگـزلات     ،ج حاصله اساس نتاي  بر

ليتر عصاره اسـفناج بـدون رقـت بـه عـلاوه          ميلي ۱در  

  درصـد،   ۵۴/۵۱گرم وزن تر سـويه بـاكتري           ميلي ۲۲۴

           رقيــق م ا اهجــپنليتــر عــصاره اســفناج يــك   ميلــي۱در 

گـرم وزن تـر سـويه بـاكتري         ميلي ۲۳۸شده به علاوه    

ج يــك ليتــر عــصاره اســفنا  ميلــي۱ درصــد و در ۳/۹۸

ــاه ــلاوه   ا پنجـ ــه عـ ــده بـ ــق شـ ــي۱م رقيـ ــر   ميلـ ليتـ

ــاكتري    ــي ب ــسييون آنزيم ــي۶۴/۱(سوسپان ــرم   ميل گ

  . درصد بودند۹۱/۵۷) پروتئين
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قطعه (باكتري آمونيفيلوس اگزالاتيكوس بر روي ژل الكتروفورز  16s rRNAمراز ژن  اي پلي محصول الكتروفوز واكنش زنجيره: ١تصوير
) باكتريIIIرل منفي و ماركر، كنترل مثبت، كنت

   بحث

وقوع بالاي عود بيماري سـنگ كليـه منجـر بـه       

هاي تجزيه  افزايش تحقيقات روي نقش احتمالي باكتري 

كننده اگزالات در هموسـتازي اگـزالات، بـا نگـرش بـه            

توسعه انتخاب پروبيوتيك بـراي كنتـرل هيپراگزالاريـا     

اكثـــر تحقيقـــات تـــا امـــروز روي ). ۱۳(شـــده اســـت

ــاگز ــصاصيوترفال ــده  O.formigenes  اخت ــز ش  متمرك

اين باکتري به خاطر نقشي که در تنظيم و حذف          . است

اگزاليک اسيد در انسان و حيوانـات دارد مـورد توجـه       

است، اما از آنجا که کشت دادن اين باکتري بي هوازي    

مشکل پسند دشـوار اسـت، تحقيقـات روي نقـش ايـن              

کنـد و    مـي باکتري در هموستازي اگـزالات را محـدود         

هاي اگزالوباکتر نيازمند شرايط خاص  کشت دادن گونه

گرچه نتايج به دسـت آمـده يـک نگـرش           . )۱۹(باشد مي

ــتفاده از     ــوي اس ــه س ــش ب ــد بخ  و O.formigenesامي

هاي آن براي کنترل اگزالات در بدن موجود زنده  آنزيم

دهد، اما مطالعـات هنـوز در مرحلـه اوليـه            ميرا نشان   

هاي کنتـرل    آزمايشباه مطالعات هستند و لازم است ک  

اسـتفاده  ). ۲۰(شده و در مقياس وسيع تر تأييد گردنـد     

به ويژه لاكتوباسيلوس هـا   مياز اگزالوتروف هاي عمو 

 امـا   ،)۲۱(اند  هم مد نظر قرار گرفته    ها   و بيفيدوباكتريوم 

باشـند   مي   ميها اگزالوترف عمو   از آنجا که اين باكتري    

هــا بــه عنــوان پروبيوتيــک  و اســتفاده از ايــن بــاکتري

بخش نبوده و نتايج در مطالعـات انجـام شـده            رضايت

دار نيست، نيـاز بـه جـست و جـوي يـک       متغير و معني 

                بـــاکتري جديـــد بـــه عنـــوان پروبيوتيـــک ضـــروري 

هـاي   براي ايـن کـار بايـد از بهتـرين گونـه           ). ۲۰(است  

ه باكتريايي تجزيـه كننـده اگـزالات اسـتفاده شـود و ب ـ      
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هـاي پروبيــوتيكي   عـلاوه بـاكتري مـورد نظــر ويژگـي    

ــت در روده و     ــا فعالي ــد ي ــايي رش ــد توان ــوبي مانن خ

صاصي بـودن بـراي اگـزالات را داشـته       ت ـچنـين اخ   هم

 باکتري جدا شده فقـط از  ،طور که گفته شد    همان. باشد

اگزالات به عنوان تنهـا منبـع کـربن و انـرژي اسـتفاده            

از آن به عنوان پروبيوتيک  از اين رو استفاده   ،نمايد مي

ثر براي درمان هيپر اگزالاريـا و      ؤتواند يک روش م    مي

البته لازم اسـت در ابتـدا   . جلوگيري از سنگ کليه باشد 

هدف  .سالم بودن اين باکتري مورد ارزيابي قرار گيرد      

اين مطالعه بررسـي اسـتفاده از بـاكتري آمونيفيلـوس           

ــنا  ــك در صـ ــوان پروبيوتيـ ــه عنـ يع اگزالاتيكـــوس بـ

  .كنسروسازي اسفناج به منظور كاهش اگزالات بود

بيومس باکتري جدا شده    اين مطالعه نشان داد     

ايــن بــاکتري   مــيسوسپانــسيون آنزي  ودرصــد ۳/۹۸

 مقدار اگزالات موجود در عصاره رقيق       درصد  ۹۲/۵۷

چنـين    ساعت کاهش داد و هم   ۲شده اسفناج را در طي      

 ۵۴/۵۱سـاعت  که بيومس باکتري در طي دو  نشان داد 

) بدون رقت( اگزالات موجود در عصاره اسفناج  درصد

  . دهد ميرا کاهش 

 مـي از روش آنزي   )۲۰۰۵()١( فرتزودرف  و بتشه

براي کاهش اگزالات در اسفناج استفاده کردنـد و آنهـا       

توانستند با استفاده از اگزالات اکـسيداز ريـشه غـلات           

 و  تيکـا لا). ۲۲(مقدار اگزالات در اسفناج را کاهش دهند      

از اگزالات اکسيداز موز به صـورت       ) ۱۹۹۵()۲(همکاران

به دام افتاده شده در آلژينات، براي کاهش اگزالات در         

 در صـد    ۷۸اسفناج استفاده کردند و گزارش دادند که        

اگزالات موجود در اسفناج در اثر فعاليت آنزيم تجزيـه      

  . ).۲۳(گردد مي

  

  گيري نتيجه

ــشان      ــه ن ــن مطالع ــوع اي ــه از داددر مجم  ك

تـــوان در   مـــيآمونيفيلـــوس اگزالاتيكـــوسبـــاكتري 

محصولات كنسرو شده داراي اگـزالات ماننـد اسـفناج        

براي كاهش اگزالات و مطلوب كـردن ايـن محـصولات     

تـوان بـه      مـي چنين از  اين بـاكتري        و هم  استفاده نمود 

  بـه منظـور     پروبيوتيـك مناسـب    كانديـداي عنوان يـك    

   .اده نموداستفكاهش اگزالات در بدن 

  

  تقدير و تشكر

پايـان نامـه كارشناسـي      حاصـل   اين مطالعه     

 .مي باشد اصفهاندانشگاه  ميكروبيولوژي ارشد

  

  

                                                
1-Betsche & Fretzdorff 
2-Lathika et al  
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Abstract 

Background & aim: Up to 75% of all urinary stones are composed mainly of calcium oxalate. 
Spinach species have been identified as high-oxalate containing plants. The aim of this study was 
the isolation of oxalate degrading bacterium and evaluation of its application in reducing the oxalate 
content in spinach . 

Methods: The strain used in this experimental study was confirmed by molecular methods. 
Spinach was purchased from the market, and the ex-crude was obtained. Bacterial biomass was 
prepared and the wet weight was determined. The diluted and non-diluted spinach ex-crude was 
mixed with bacterial biomass and then incubated. Also, diluted spinach extract was mixed with 
enzyme suspension of strain and then incubated. Ultimately, oxalate concentration was determined 
with oxalate diagnostic kit. The data was analyzed using the Microsoft Excel program version 2007.  

Results: The strain (Ammoniphilus oxalaticus DIM) was submitted to NCBI website with access 
number HQ398365. This strain could decrease 98.3% and 51.54% oxalate content in diluted and 
non- diluted spinach ex-crude respectively. 

Conclusion: Ammoniphilus oxalaticus DIM strain is a good candidate for probiotic activities in the 
body. Moreover, it could be used in canned products, such as spinach, to reduce the amount of 
their high oxalate content. 
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