
 

 

Isolation and biological evaluation of lactic acid bacteria from bee pollen 1 

and bee bread 2 

ABSTRACT 3 

The present research aimed to isolate lactic acid-producing bacteria from pollen or bee bread. For this 4 

purpose, bacterial strains were isolated from various pollen and bee bread samples using an MRS culture 5 

medium. The characteristics of the isolates were assessed through Gram staining, catalase activity tests, 6 

fermentation of specific sugars, growth curve analysis, pH reduction in the culture medium, and gas 7 

production. The results from the growth curve analysis of the isolated bacteria demonstrated significant 8 

differences in their growth rates under identical culture conditions, indicating varying capacities for 9 

pollen fermentation. Specifically, bacteria MB1, MB2, MB4, and MP1 exhibited robust growth during 10 

the initial 48 hours. In contrast, bacteria MB3 and MP2 remained in the lag phase throughout this period; 11 

however, MP2 and MB4 subsequently experienced a marked increase in growth rate, with the highest 12 

optical density (OD). The maximum OD recorded for bacteria MB1, MB3, and MB4 were 1.15, 0.602, 13 

and 0.939 respectively after 115 hours, while bacterium MP2 achieved its plateau optical density of 14 

1.314 after 65 hours. In the next phase of the study, sterilized and ground pollen was inoculated with 15 

the most effective bacterial strains identified in the initial isolation phase. Following incubation of the 16 

pollen-containing culture medium, bacterial activity in fermenting pollen was evaluated based on lactic 17 

acid production. All isolated bacteria were confirmed to be Gram-positive and catalase-negative, 18 

demonstrating the ability to ferment certain simple sugars. The isolated strains exhibited varying 19 

efficiencies in both growth rates and lactic acid production, suggesting differences in their capacity to 20 

utilize the nutrients found in pollen. However, no significant differences were observed among the 21 

bacterial strains concerning gas production. 22 
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از گرده گل و نان زنبورعسل کیدلاکتیکننده اس دیتول یهایباکتر یستیز یابیو ارز یجداساز  25 

 26منطقه باروس نمونه گرده گل  یکاز  هایمنظور باکتر نیمولد لاکتات از گرده گل و نان زنبورعسل بود. بد یها یباکتر یهدف از پژوهش حاضر جداساز

 27گرم،  یزیها بر اساس رنگ آم هیجدا اتیشد. خصوص یجداساز MRSکشت  طیبا استفاده از مح از منطقه کریم آباد تهراننان زنبور یک نمونه و جهرم 

 28 یها یرشد باکتر یمنحن نییتع جینتا. دیگرد یگاز بررس دیکشت و تول طیمح pHکاهش  زانیم رشد، منحنیاز قندها،  یبرخ ریتخم ،یکاتالاز تیفعال

 29گرده  ریتواند نشان دهنده قدرت متفاوت آنها در تخم ینشان داد که م کسانیکشت  طیدر سرعت رشد آنها در مح یریچشمگ یخالص شده تفاوت ها

 MB3 30ها  یکه باکتر یاز خود نشان دادند. در صورت یساعت اول سرعت رشد خوب 48حدود تا  MP1و  MB1 ،MB2 ،MB4 یها یباکتر. گل باشد

 31از خود  بالاترین نقطه جذب نوری MB4کرده و همراه با  دایپ شیافزا MP2 یسرعت رشد باکتر کبارهیبوده و به  یریمدت در فاز تاخ نیدر ا MP2و 

 32ساعت اتفاق افتاد در  115بود که بعد از  939/0و  602/0، 115/1 ریمقاد MB4و  MB1 ،MB3 یها یباکتر یبرا یدهد. حداکثر جذب نور ینشان م

 33 نیشده با استفاده از بهتر ابیو آس لیگرده گل استر یدر مرحله بعد. دی( رس314/1خود ) یساعت به حداکثر جذب نور 65بعد از  MP2 یکه باکتر یحال

 34 دیگرده گل با توجه به تول ریدر تخم هایباکتر تیگرده گل، فعال یکشت حاو طیمح ونیشد. پس از انکوباس حیجدا شده در مرحله اول تلق یهایباکتر

 35 یها یند. باکترساده را داشت یقندها یبرخ ریتخم ییبودند و توانا یو کاتالاز منفمثبت استخراج شده گرم  یها ی. همه باکتردیگرد یبررس اسیدلاکتیک

 36 دیو تول دها در سرعت رش یباکتر نیا ییتوانا. ندینما دیتول اسیدلاکتیکرا انجام داده و  ریتوانند عمل تخم یگرده گل م یکشت حاو طیجدا شده در مح

 37 یدار یگاز تفاوت معن دیها از لحاظ تول یگرده گل است. باکتر یمتفاوت بود که نشان دهنده قدرت متفاوت آن ها در استفاده از مواد مغذ اسیدلاکتیک

 38 نداشتند.

 39 رینان زنبور، گرده گل، تخم ک،یدلاکتیمولد اس یها یباکتر :هادواژهیکل



 

 

 1 

 2 مقدمه

 3مت زنبوران سلا یمهم برا عواملهضم آن  از  تیو قابل تیفیزنبوران عسل است و ک یبرا نیپروتئ نیتام یگرده گل منبع اصل

 4یک در . (Keller et al., 2005) وجود داردگرده گل و پرورش  نیتام نیب یمیو رابطه مستق (Frias et al., 2016) باشدیعسل م

 5در  و شدپرورش نوزادان زودتر شروع  ؛شده بودند هیگرده تغذ یهانیگزیجا ایکه در بهار با گرده گل  ییهایکلن ه،لسه سا مطالعه

 6رده گل به . گ(Keller et al., 2005) گردیددر طول سال  هایعسل کلن یبازده یدو برابر شیتفاوت منجر به افزا نیسال ا کی

 7 نطوریو هم ی( و مواد معدن% 20تا  3) بری(، ف% 20تا  10) دیپی(، ل% 52تا  10) نیآن مانند پروتئ یاهیتغذ یهایژگیو لیدل

 8ماده خام ارزشمند است و به توسعه  کیآن است  یهادانیاکسیو آنت هانیتامیوجود و لیآن که به دل فعالیزیست اتیخصوص

 9گرده  یهادانه شناسیریخت. (Salazar-González & Díaz-Moreno, 2016) کندیکمک م ریتخم ندیها در فرا زمیکروارگانیم

 10درون  یزنبورها نیبنابرا کندیآن را محدود م یبه مواد مغذ یاست که دسترس یرونیدر برابر عوامل ب یعیمحافظ طب کی یدارا

 11 .( Carlos Alberto, 2004Del Risco R) است 1در بستر جامد ریتخم ندیفرا ستیز کیکه  کنندیم لیکندو آن را به نان زنبور تبد

 12 

 13 پژوهش ۀنیشیپ

 14 ستیسالم به عنوان همز یهاسمیهستند که معمولاً در فلور نرمال ارگان هایاز باکتر یگروه اسیدلاکتیککننده  دیتول یهایباکتر

 15گونه  12اندوژنوس متشکل از احتمالا  اسیدلاکتیککننده  دیتول یهایفلور باکتر رایاخ. (Gasbarrini et al., 2008) شوندیم افتی

 Olofsson & 16) شرح داده شده است هاومیدوباکتریفیو ب لوسیاز جنس لاکتوباس اسیدلاکتیککننده  دیتول یهایمتفاوت از باکتر

Vásquez, 2008; Vásquez et al., 2009) .زنبور عسل  یدر معده عسل یکروبیفلور م نیاApis mellifera 17 کایو آمر سیدر سوئ 

 18یشده توسط زنبوران عسل م یبا توجه به نوع شهد جمع آور عدد( 12ها )تعداد آن لیو (Vásquez et al., 2009) وجود داشتند

 19احتمالًا  کیدلاکتیکننده اس دیتول یهایفلور باکتر نیکه ا رسدیبه نظر م .(Olofsson & Vásquez, 2008) متفاوت باشند دتوان

 20که  غذاییاز مواد  اسیدلاکتیک نندهک دیتول یهایاند چرا که باکترکرده دایمتقابل با زنبوران عسل تکامل پ یبه صورت وابستگ

 Vásquez & 21) ندینمایمضر مراقبت م یهاسمیکروارگانیو در مقابل از زنبور عسل در برابر م کنندیکرده استفاده م هیزنبور ته

Olofsson, 2009). 22. دگردیم لیارزشمند به نام نان زنبور تبد یابه ماده شود،یآورده م یکه توسط زنبوران عسل به کلن یگرده گل 

 23 یهاشان یهاها در حجرهگرده ذخیره سازیدر زمان  کیدلاکتیاس ریکننده و تخمهضم یهامیبا افزودن عسل، آنز ندیفرآ نیا

 24که به  یها زمیکروارگانیم یبرخ لهیگرده گل به وس یکیلاکت ریتخم ندیفرآ .(Mărgăoan et al., 2020) .ردیگیزنبورعسل انجام م

 25. (Vásquez & Olofsson, 2009) افتدیاتفاق م یهوازیب طیتحت شرا ،عسل وجود دارند یدر شان ها یودصورت خود به خ

 26 یمیو تحولات آنز رییآن را که حاصل از تغ دیجد باتیکند و ترکیگرده گل را در مقابل اتلاف خواص آن محافظت م ر،یتخم ندیفرآ

 27 .(Vásquez & Olofsson, 2009) آن هنوز درک نشده است قیدق سمیاما مکان. (Mărgăoan et al., 2020) دهدیم شیاست افزا

 28در  ژهیها را به وآن یعملکرد یهالیاز گرده گل و نان زنبورعسل، پتانس شدهیجداساز کیدلاکتیاسیهایدر مورد باکتر قاتیتحق

 29جود و هاهیسو نیا یریخاص تخم یهاتیدر درک قابل یقابل توجه یهاحال، شکاف نینشان داده است. با ا یریتخم یندهایفرآ

 30از  ییهامحصولات، مانند گونه نیموجود در ا اسیدلاکتیکمولد  یهایمختلف باکتر یهاگونه یکه مطالعات مختلف یدارد. در حال

 31 ریها در طول تخمه آنک ییایمیوشیب راتییو تغ یکیمتابول یرهایجامع درباره مس قاتیاند، تحقکرده ییها را شناسا لوسیلاکتوباس

 32مولد  یهایباکتر نیا یعمل یمنابع موجود اغلب کاربردها. (Vásquez & Olofsson, 2009) محدود است کنند،یم جادیا

 33مند سود فعالزیست باتیو ترک یاهیتغذ یهالیباعث بهبود پروفا تواندیکه م ردیگیم دهیگرده زنبور ناد ریرا در تخم اسیدلاکتیک

 34 . (Pełka et al., 2021)شود ها زنبورها و انسان یبرا

 35 دیتول قینان زنبور از طر یو حفظ و نگهدار یکروبیم یدارسازیدر پا یاتینقش ح اسیدلاکتیکمولد  یهایبه طور مثال باکتر

 Adaškevičiūtė 36) کنندیم یریدر آن جلوگ زابیماری یهاسمیکروارگانیدارد که از رشد م یکروبیمواد ضد م ریو سا اسیدلاکتیک

et al., 2022) .37تواند یدر محصولات زنبور عسل م هاکروبیم پویاییدرک ما از علاوه بر افزایش ها شکاف نیپرداختن به ا 

 38 یبه سلامت زنبورها کمک کند. هدف مطالعه حاضر جداساز همچنین ارائه دهد و یو زنبوردار هیرا در علم تغذ یابالقوه یکاربردها

                                                           
1 Solid state fermentation 



 

 

 1قدرت  یابیها و ارز هیجدا اتیخصوص یاز گرده گل و نان زنبور و بررس اسیدلاکتیککننده  دیتولیهایباکتر یها هیجدا ییو شناسا

 2 آن ها بود. ریتخم

 3 

 4 شناسی پژوهشروش

 5 ها از گرده گل و نان زنبورعسل یباکتر یاستخراج و خالص ساز

 6گرم گرده  10آباد و  فیشر یآباد، روستا میواقع در استان تهران، کر یگرم نان زنبور برداشت شده از زنبورستان غلام 10 مقدار

 7آب  یسیس 250شهرستان جهرم منطقه باروس در  راز،یدر محل استان ش این یفیگل خشک شده برداشت شده از زنبورستان شر

 8 قهیدق 2به مدت   قهیدور در دق 300با دور همزن  رهیبه عنوان محلول ذخ ی/حجمیوزن ددرص 1/0پپتون  یشده حاو لیمقطر استر

 9به دست آمده به  رهیاز محلول ذخ یسیس 2 زانیبه م. (Di Cagno et al., 2019) دیشده مخلوط گرد لیبا استفاده از همزن استر

 10نمونه نیز از محلول ذخیره  10از گرده گل و  حاصل رهینمونه از محلول ذخ 10شد. تعداد  قیکشت ام آر اس براث تزر طیمح

 11 طینمونه از مح کیساعت  ۷2شده بعد از  دیگاز تول زانیشد. با توجه به م حیتلق تیهانگ ینان زنبور داخل لوله هاحاصل از 

 12. دیانتخاب گرد یبعد یهاشیحاصل از نان زنبور به جهت آزما یهاکشت طینمونه از مح کیحاصل از گرده گل و  یهاکشت

 13. دیگرد حیکشت جامد تلق طیشد و دو نمونه به دست آمده از قبل در مح هیدستورالعمل ته طبقکشت جامد ام آر اس آگار  طیمح

 14 لیاستر ها( با استفاده از لوپ تیشده در پل لیتشک یرشد را داشتند )از لحاظ انداره کلن نیشتریکه ب ییهایساعت باکتر ۷2بعد از 

 15یباکتر یمرتبه به جهت خالص ساز 5عمل تا  نیداده شدند و ا لانتقا عیکشت ما طیبه مح یبعد یها2زیرکشتبه جهت انجام 

 16 یآگار رشد بهتر طیدر مح ایکرده بودند و  دیتول یشتریگاز ب عیکشت ما طیکه در مح ییهایانجام شد. در هر مرحله باکتر ها

 17منشا گرده گل و نان زنبور  اب یهایباکتر یحاو تیلوله هانگ 20 تیانتخاب شدند. در نها یبعدهای  زیرکشتداشتند جهت انجام 

 18 .دیگرد ینگهدار یبعد یها شیانجام آزما یانتخاب و برا

 19 

 20 گرم یزیام رنگ

 21 یکوپکروسیم یابیقرار گرفتند. ارز یگرم مورد بررس یزینمونه با استفاده از رنگ آم 20ها همه  هیخالص بودن جدا یجهت بررس به

 22 گرم مثبت بودند.نیز های خالص شده و تمامی باکتری نمونه کاملا خالص شده بودند 12تعداد  نینشان داد که از ا

 23 

 24  قند ها ریتخم تست

 25کشت فنول رد براث در  طیمح یسیس 5و لاکتوز به همراه  لوزیساکاروز، گلوکز، فروکتوز، مالتوز، زا یگرم ازقندها 25/0 مقدار

 26شده و پس از  قیخالص شده به آنها تزر یهایسپس باکتر .(John P. Harley, 2008) دیشد و اتوکلاو گرد ختهیر تیلوله هانگ

 27قرار گرفت و بر  یقندها مورد بررس ریتخم زانیم (Filannino et al., 2016) گراد یدرجه سانت 30 یدر دما ونیچهار روز انکوباس

 28 ریتخم یو عدد سه به معنا ریعدم تخم انگریب کیکه عدد  یداده شد. به صورت 3تا  1به آن ها شماره  یفیک یبنداساس درجه

 29 . کامل است

 30 

 31 کاتالاز تست

 32آگار کشت داده  یکشت جامد حاو طی، در مح-4انتخاب شده در رقت  یباکتر 12  هایباکتر یزیکاتال تیفعال یجهت  بررس به

 33کاتالاز  حباب بود که به عنوان دیتول یریاندازه گ اریآنها تست کاتالاز انجام شد. مع یرو دیپراکس دروژنیشدند و با استفاده از ه

 34 باکتری انتخاب شده کاتالاز منفی بودند. 12تمامی د. شیمثبت در نظر گرفته م

 35 

 36 رشد منحنی

 37شد و  ختهیر یسیس 100با حجم  یها الیدر و عیکشت ما طیمح یسیس 40خالص شده  یها یسرعت رشد باکتر نییتع یبرا

 38، ۷4، 65، 49، 44، 26، 18 ینانومتر در زمان ها 600در  یجذب نور زانیو م دیگرد حیخالص شده به آنها تلق یباکتر یسیس 4

 39شد.  یریاندازه گ 2100مدل  بلیزیو-یووی یاز دستگاه اسپکتوفتومتر تفادهبا اس ونیساعت پس از انکوباس 13۷و  115، 91

                                                           
2 Subculture 



 

 

 1نگ در سر ستونیپ یجابجا زانیها با توجه به م الیشده در و دیگاز تول زانیسرعت رشد م یریدر هر نوبت اندازه گ نیهمچن

 2اندازه  زین WTW متر مدل pH از ادهکشت با استف طیمح یینها pH آزمون سرعت رشد، مقدار انیشد. در پا یریاندازه گ نیانسول

 3 .شد یریگ

 4 

 5 هایگرده گل توسط باکتر ریتخم قدرت

 6داشتند انتخاب جذب نوری را  نیشتریبساعت  65بعد از که  ییهایعدد از باکتر 6ها در مرحله قبل یرشد باکترمنحنی توجه به  با

 7 گاز و دیتول مقدار نیگردد. همچن یشده بررس دیتول اسیدلاکتیک زانیتا م دیگرد حیگرده گل تلق یکشت حاو طیشده و به مح

pH  8 .شد یریاندازه گ زیگرده گل ن یکشت حاو طیمح یینها 

 9 

 10 اسیدلاکتیک یریگ اندازه

 11 قرار گرفت یریمورد اندازه گ سیاسچو و مار گنیف و طبق روش یسنجنمونه ها با استفاده از رنگ کیدلاکتیاس غلظت

(Figenschou & Marais, 1991). 12کننده به  دیمعرف اکس تریلیلیم 5/1شد و  ختهیر شیاز هر نمونه درون لوله آزما تریلیلیم مین 

 13درصد  90 کیتدلاکیشد و استاندارد با اس هیشد )بلانک با آب مقطر ته هینحو ته نیبه هم نیز. استاندارد و بلانک دیآن اضافه گرد

 14ید لیمحلول اگزال تریلیلیم 1و  ییایمحلول معرف قل تریلیلیم 5 ت،یتریمحلول ن تریلیلیم 2/0 قه،یدق 15درست شد(. پس از 

 15شد.  فوژیسانتر قهیدور در دق 1000با سرعت  قهیدق کیمدت  هشده و ب کسی. نمونه ها کاملا مخلوط و مدیاضافه گرد دیدرازهی

 16 ساعت قرائت شد. مینانومتر پس از ن 600در طول موج  2100مدل  بلیزیو-یوویجذب آنها با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 

 17 

 18 بررسی آماری

 19بلوک های کامل تصادفی انجام شد که در آن زمان ارزیابی به عنوان بلوک در نظر گرفته شده داده های ثبت شده در قالب طرح 

 20مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. برای مقایسه میانگین تیمارها از آزمون دانکن  SAS. نتایج به دست آمده با برنامه آماری است

 21 خطا استفاده شد. %5در سطح 

 22 

 23 پژوهش یهاافتهی

 24همچنین همه جدایه های خالص شده از نوع  هستند. مثبتو گرم  یخالص شده کاتالاز منف یباکتر 12نشان داد که همه  جینتا

 25 (.1کوکسی بودند )جدول 

  26 

 27 شده از منابع گرده گل و نان زنبورعسل یجداساز یهایباکتر یبرخ ییایمیوشیو ب یپیفنوت یژگیو .1 جدول

هایویژگ  
 جدایه ها

MB1 MP1 MP2 MB2 MB3 MB4 

گلگرده  نان زنبور منشاء استخراج  نان زنبور نان زنبور نان زنبور گرده گل 

 مثبت مثبت مثبت مثبت مثبت مثبت واکنش گرم

 کوکسی کوکسی کوکسی کوکسی کوکسی کوکسی مورفولوژی

 منفی منفی منفی منفی منفی منفی آزمون کاتالاز

 28 

 29 هیداج ریذکر شده دارند. قدرت تخم یقندها ریتخم یبرا ییبالا تینشان داد که همه آن ها قابل هیجدا 12 یقندها رو ریتست تخم

 30قدرت  که ی. در صورتدادندرا از خود نشان  ریمقدار تخم بیشترینبوده و  کسانی یو لاکتوز همگ لوزیمالتوز، زا یها در قند ها

 31ها در یداشت که نشان دهنده قدرت متفاوت باکتر یاندک یساکارز، گلوکز و فروکتوز تفاوت ها یها در قندهایباکتر نیا ریتخم

 32(. نکته قابل توجه 2تر عمل کرده بود )جدول  فیقند ضع  3 نیا ریدر تخم (MP2)ها یعدد از باکتر 1قند است و   3 نیا ریتخم



 

 

 1 ود.جمع شده ب شیلوله آزما یدر انتها یشتریکرده بودند و رسوبات ب یشتریها در قند فروکتوز رشد بیبود که همه باکتر نیا

 2 

 3 شده از منابع گرده گل و نان زنبورعسل یجداساز یهایباکتر یبرخ ارزیابی قدرت تخمیر .2 جدول

 قند
 جدایه ها

MB1 MP1 MP2 MB2 MB3 MB4 

 3 3 3 2 3 3 ساکارز

 3 3 3 2 3 3 گلوکز

5/2 3 3 فروکتوز  3 3 3 

 3 3 3 3 3 3 مالتوز

لوزیزا  3 3 3 3 3 3 

 3 3 3 3 3 3 لاکتوز

 4 

 5نشان  کسانیکشت  طیدر سرعت رشد آنها در مح یریچشمگ یخالص شده تفاوت ها یهایرشد باکتر منحنی نییتع جینتا

 MP1 6و  MB1 ،MB2 ،MB4 یهای(. باکتر1گرده گل باشد )شکل  ریتواند نشان دهنده قدرت متفاوت آنها در تخمیداد که م

 MP2 7و  MB3 یهایکه باکتر یاز خود نشان دادند. در صورت یخوبساعت اول سرعت رشد  48تا حدود  گرید یباکتر برخلاف دو

 8را از  کیپ نیشتریب MB4کرده و همراه با  دایپ شیافزا MP2 یسرعت رشد باکتر کبارهیبوده و به  یریمدت در فاز تاخ نیدر ا

 9بود که بعد از  939/0و  602/0، 115/1مقادیر  MB4و  MB1 ،MB3های یحداکثر جذب نوری برای باکتر دهد.یخود نشان م

 MP1 10های ی( رسید و باکتر314/1ساعت به حداکثر جذب نوری خود ) 65بعد از  MP2ساعت اتفاق افتاد در حالی که باکتری  115

 11 یعینرخ رشد نسبتاً سر یدارا MP2 رسیدند. 28۷/1و  230/1ساعت به حداکثر جذب نوری خود یعنی  91و  ۷1بعد از  MB2و 

 12درحالی  .سازدیم یرقابت غذاییاز مواد  یغن یهاطیامر آن را در مح نیشود و ا ریبه سرعت تکث نهیبه طیتحت شرا تواندیم واست 

 13باشد  های خاصیممکن است این ارگانیسم دارای نیازها یا زیستگاه و گروه است این دارای کندترین نرخ رشد در میان  MB2که 

 14 .شودکه مانع از تکثیر سریع آن می

 15 

 16 نانومتر 600کشت در  طیمح یجذب نور زانیها بر اساس م هیسرعت رشد جدا .1شکل 

 17 

 18تنوع  انگریتواند بیدهد که میرا نشان م اسیدلاکتیک دیاز تول یمختلف درجات متنوع یها هیبه دست آمده از جدا جینتا

 19 دیتول ییتوانا MB1مانند جدایه  به دست آمده یها هیاز جدا یجدا شده باشد. برخ یهایباکتر یها تیجمع نیب یعملکرد

 20 (.3)جدول  از خود نشان دادند ییبالا کیدلاکتیاس

ی
ور

ب ن
جذ

 



 

 

 1 

 2 

 3 

 4 گرده گل یکشت حاو طیها به مح هیجدا حیبعد از تلق یدیو گاز تول pH ،اسیدلاکتیک زانیم .3جدول 

ها جدایه  

 مشاهدات تلقیح جدایه ها به محیط کشت حاوی گرده گل استریل

مول(ی)میل اسیدلاکتیک pH (cc) تولید گاز  

Ctrl 01/0 ± 01/0 06/0 ± ۷4/4a  ۷9/0 ± 86/1۷d  

MB1 01/0 ± 03/0 04/0 ± 44/4b  28/2 ± 61/42a  

MP1 02/0 ± 02/0 0۷/0 ± 40/4b  89/0 ± 46/34c  

MP2 48/0 ± 30/0 01/0 ± 43/4b  ۷5/0 ± 68/32c  

MB2 49/0 ± 34/0 0۷/0 ± 53/4b  08/1 ± 8۷/35bc  

MB3 12/0 ± 18/0 05/0 ± 41/4b  95/1 ± 80/38ab  

MB4 14/0 ± 15/0 03/0 ± 43/4b  35/0 ± 28/33c  

SEM 13/0  03/0  ۷8/0  

P-value 4248/0  1000/0  0001/0  

 5 (>05/0P) با هم هستند یداریمعن یاختلاف آمار یمتفاوت دارند، دارا یهاکه در هر ستون حرف ییهانیانگیم

 6 

 7 بحث

 Shehata et al., 8) دیآیبه شمار م اسیدلاکتیکمولد  یهایاز باکتر یمخزن قابل توجه کیدستگاه گوارش زنبورعسل به عنوان 

 9. کندیم عمل یاز مواد مغذ یغن یسوبسترا کیبه عنوان  زنبورعسل است و از گرده گل، عسل و بزاق یبیان زنبور ترکن. (2024

 10است  یا و مواد معدنه نیتامیو ،یفنول باتیترک دها،یپیها، ل نیوتئپر یکه حاوخود  یغن ییایمیوشیب باتیبه خاطر ترک نان زنبور

 11 ید. جداسازنفراهم ساز اسیدلاکتیکمولد  یهایرشد انواع باکتر یبرا یا نهیبه طید محنتوانیم باتیترک نیا. استشناخته شده 

 12نبورعسل دستگاه گوارش ز یترشح عاتیما با کیاز نان زنبور و گرده گل که در ارتباط نزد اسیدلاکتیککننده  دیتول یهایباکتر

 13و ارتباط آن ها در سلامت و  ریتخم یندهایها در فرآیباکتر نیدر رابطه با نقش بالقوه ا یارزشمند یها نشیتواند بیهستند م

 14استخراج و  لاز دستگاه گوارش زنبورعس اسیدلاکتیکمولد  یهایباکتر زیمطالعه ن نیزنبورعسل به ما ارائه دهد. در چند هیتغذ

 15 . (Carina Audisio et al., 2011; El-Sohaimy et al., 2020) شده اند ییشناسا

 16رشد در  یآنها برا ییبر توانا د اسیدلاکتیک است چرا که مستقیمالهای مویانتخاب باکترنرخ رشد یک پارامتر مهم برای 

 17مخصوص  کیلاکتدیاسمولد  یهایخاص باکتر یهاهیسو یکه برخشد  مشاهده ایدر مطالعه ؛ گذاردیم ریخاص تأث یهاطیمح

 18 ی مورد مطالعههاهیسو رینسبت به سا یترعیرشد سر یها، نرخFhon13Nو  Fhon2N، مانند هااز جنس لاکتو باسیلوس زنبورعسل

 19هایی مانند مطالعه ما نیز باکتری که درهمانطور  .(Lamei et al., 2017) یدندخود رس 3ساعت به فاز ایستایی 24و بعد از  داشتند

MP2 20ساعت به فاز ایستایی خود رسید. باید  65هرچند بعد از حدود  ؛(1از خود نشان داد )شکل را و نرخ رشد  بیتشرین جذب نوری 

 21مکمل شده به چنین سرعت رشدی رسیده اند در حالی  MRSدر محیط کشت  Fhon13Nو  Fhon2Nهای توجه داشت که باکتری

 22های تواند در سویهها مینرخ رشد باکتری مورد استفاده در آزمایش ما هیچ گونه ماده مکملی نداشت. MRSکه محیط کشت 

 23در همان محیط کشت مکمل شده بعد  Biut2Nدر مطالعه ذکر شده باکتری مختلف تفاوت معنی داری داشته باشد؛ به طور مثال 

 24ساعت به  115بعد از حدود  MB1ما نیز باکتری . در مطالعه (Lamei et al., 2017)ایستایی خود رسید ساعت به فاز  32از حدود 

                                                           
3 Stationary phase  



 

 

 1 الرشدعیسر یهاهیوسفاز ایستایی خود رسیده است که نشان دهنده تفاوت در نرخ رشد باکتری های تولید کننده اسیدلاکتیک است. 

 2پیدا  زمانی اهمیتموضوع  نیاشوند؛ با احتمال بیشتری در دستگاه گوارش زنبورعسل جایگزین می کیلاکتدیاس یهایباکتر

 3سلامت زنبور عسل را  بیترت نید و به انرقابت کن بر سر منابع زابیماری عوامل با دنتوانیم دیمف یهایباکتر که اینکند می

 4 ؛نرخ رشد آنها مرتبط است ااغلب ب کیلاکتدیاس یهایباکتر یکیمتابول. همچنین فعالیت (Nowak et al., 2021) دنده شیافزا

 5 یمانند اسیدهای آل یدیمف باتیو ترک کرده زهیمتابول یرتروثرا به طور م یمواد مغذ توانندیم کنندیرشد م عیکه سر ییهاهیسو

 6ای در مطالعه .(Nowak et al., 2021) کندرا مهار می زاعوامل بیماریکرده و رشد  کمک زبانیم یکنند که به سلامت کل دیتول

 7های مختلف مانند عسل، نان زنبور، گرده گل و ژل رویال از گونهمنابع متفاوتی های مولد اسیدلاکتیک از یجداسازی باکتر

 8های مولد اسیدلاکتیک با ویژگی های رشدی متفاوتی یتوانند حاوی باکترزنبورعسل بررسی شد؛ مشخص شد که منابع مختلف می

 9شناسایی شد های مولد اسیدلاکتیک یباکتر جنس 6جدایه متعلق به  42مطالعه  همیندر . (Mathialagan et al., 2018)باشند 

 10ها و حمایت از سیستم ایمنی یها در مدیریت بیمارهای پروبیوتیکی، ظرفیت فرآوری مواد مغذی، پتانسیل آنکه به خاطر ویژگی

 11بورعسل لی زنتوان تغییراتی در تغذیه تکمیبا استفاده از این ظرفیت ها می .(Mathialagan et al., 2018)زنبورعسل شناخته شده اند 

 12های زنبورعسل یاعمال نمود و از این خواص در افزایش مواد مغذی گرده گل خام و همچنین بهبود سیستم ایمنی و کاهش بیمار

 13 استفاده نمود.

 14های مختلف دستگاه گوارش زنبورعسل خصوصا در های مولد اسیدلاکتیک در قسمتیتولید اسیدلاکتیک به وسیله باکتر

 15تواند . مقدار اسیدلاکتیک تولید شده اهمیت بسیار زیادی دارد چراکه میکننده مورد بررسی قرار گرفته استهای هضم قسمت

 16ها در لوله گوارشی زنبورعسل(، تنظیم یبیانگر مواردی از قبیل فعالیت تخمیری )راندمان تخمیر کربوهیدرات ها توسط انواع باکتر

 17ای )استفاده از اسیدلاکتیک به عنوان یک منبع پایین(، سودمندی تغذیه pHدر  زاریبیماهای )جلوگیری از رشد باکتری pHکننده 

 Nowak 18) د شده( باشدهای تولی)حمایت از سیستم ایمنی توسط اسیدلاکتیک و دیگر متابولیت انرژی( و تعدیل کننده سیستم ایمنی

et al., 2021)19های مولد اسیدلاکتیک در تولید اسیدلاکتیک یک عامل مهم در انتخاب آن به عنوان . از طرف دیگر توانایی باکتری 

 20اسیدهای ارگانیک  ،ای باکتری های جدا شده از لوله گوارشی زنبورعسلدر مطالعه. (Nowak et al., 2021)پروبیوتیک است 

 21.  در این (Elzeini et al., 2021) تولید کرده اندمتنوعی مانند اسید استیک، بوتیریک، سوکسینیک، مالیک، تارتاریک و لاکتیک 

 22تنها غلظت اسیدلاکتیک تولید اندازه گیری شده اند؛ درحالی که در آزمایش ما  HPLCمطالعه اسیدهای آلی با استفاده از روش 

 23 .(Figenschou & Marais, 1991) شد ارزیابیسنجی با استفاده از روش رنگشده 

 24های مولد اسیدلاکتیک از محیط زیست زنبورعسل مانند نان زنبور، گرده گل و فلور میکروبی دستگاه گوارش جداسازی یباکتر

 25و  Lactobacillus kunkeeiهای مولد اسیدلاکتیک را شناسایی کرده اند که یشده اند. مطالعات انجام شده چندین گونه از باکتر

Fructobacillus fructosus  بوده انداز فراوان ترین آن ها (Endo & Salminen, 2013; Linjordet, 2016) .26ها نقش یاین باکتر 

 27ظت از زنبورعسل محاف زاعوامل بیماریدر مقابل  کنند که در تغذیه زنبورعسل ضروری است ومهمی در تخمیر نان زنبور ایفا می

 28اسیدلاکتیک جدا سازی شده از زنبورعسل  های مولدیمطالعات نشان داده است که باکتر .(Vásquez & Olofsson, 2009) کندمی

 Leska, Nowak, & Motyl, 29) توانند اسیدلاکتیک تولید کنند و برخی از سویه های آن ها ظرفیت تولیدی بالایی نیز دارندمی

 30 کننداشاره می سلامت زنبورعسلبرای ها برای توسعه برنامه های حفاظتی یاین باکتربه امکان استفاده از این یافته ها . (2022

(Leska, Nowak, & Motyl, 2022). 31یدلاکتیک های مولد اسگزارشات اندکی مبنی بر میزان اسیدلاکتیک تولید شده توسط باکتری 

 32زای های مولد اسیدلاکتیک بر عوامل بیماریدارد؛ هرچند در آزمایشی برای بررسی اثر آنتاگونیستی سویه های مختلف باکتریوجود 

 33خود  را ازاین عوامل بیشترین فعالیت آنتاگونیستی در برابر  Lacticaseibacillus casei 12ANمشخص شد که سویه  ،زنبورعسل

 34 .(Leska, Nowak, Szulc, et al., 2022)این سویه باشد تواند بیانگر ظرفیت بالای تولید اسیدلاکتیک توسط که می ،دهدمینشان 

 FLAB5 35های سویه از باکتری 6محیط کشت  4گیری محتوی اسیدلاکتیک موجود در سوپرناتانت هبا انداز دیگری نیز در مطالعه

 36باکتری  6مول را از خود نشان داد که در آزمایش ما نیز دامنه تولید اسیدلاکتیک بین میلی 40-56ای بین میزان این اسید محدوده

 37 (.3مول داشت )جدول میلی 1۷-42انتخاب شده محدوده ای بین 

 38 لیپتانس انگریکه ب( MB1)جدایه از خود نشان دادند  یخوب اسیدلاکتیک دیتولدر آزمایش ما به دست آمده  یها هیدااز ج یبرخ

                                                           
4 Supernatants 
5 Fructophilic lactic acid bacteria 



 

 

 1 دیتفاوت ها در تول نیکردند. ا دیتول یکمتر اسیدلاکتیکها یاز باکتر گرید یکه گروه یآن ها است. در حال یبالا یریتخم

 2یژگیمانند و یمتفاوت یتوانند حاصل فاکتورهایو م باشدجدا شده  یهایباکتر نیب یتنوع عملکرد انگریتواند بیم اسیدلاکتیک

 3اشد. شده ب جادیگرده گل و نان زنبورعسل ا یمواد مغذ باتیهنگام استخراج آن ها و ترک یطیمح طیها، شرا هیجدا یکیژنت یها

 4های مولد اسیدلاکتیک قادر به تولید اسیدلاکتیک و بیومس بودند اما یهای باکترنیز تمامی جدایه دیگریهمانطور که در مطالعه 

 5مهم است  اریشده بس دیتول اسیدلاکتیکمقدار  یاز طرف .(Endo & Salminen, 2013) مقادیر تولیدی برای هر سویه متفاوت بود

 6به  یهایباکتر نیعلاوه بر ا. (Vamanu et al., 2006) است یکیوتیپروب لمحصو یحفظ سترون یبرا تضمینیچرا که حضور آن 

 7نشان از اثر تفاوت سوبسترا بر تنوع توانند متفاوت باشند که یکه از گرده گل استخراج شده م ییدست آمده از نان زنبور با آن ها

 8 نیا یکیبه علت نقش اکولوژ اسیدلاکتیکمولد  یهایباکتر یجداساز. (Vásquez & Olofsson, 2009)است  یکروبیم

 9معده  اسیدلاکتیکمولد  یهایاست. فلور باکتر تیبا اهم اریبس یغذا و سلامت دیها و کاربرد بالقوه آن ها در تول زمیکروارگانیم

 10بر  اناز محقق یباشد و باور بعض تیاهمبا  یآن ها و کل کلن یزنبوران عسل، لاروها یسلامت یتواند برایزنبور عسل م یعسل

 Vásquez 11) دارد یاتیح تیسلامت زنبورعسل اهم یشده اند برا افتی دایکه جد اسیدلاکتیکمولد  یهایاست که فلور باکتر نیا

& Olofsson, 2009) مهم باشد زیعسل آن ها ن رهیو ذخ دیتواند بر تولیم نیو همچن (Olofsson & Vásquez, 2008) . 12 

 13 

 14 شنهادهایو پ یریگجهینت

 15جداسازی شده از دستگاه گوارش و یا محصولات زنبور عسل مانند گرده گل و نان زنبور عسل  اسیدلاکتیکهای مولد یباکتر

 16توانند قابلیت های پروبیوتیکی خوبی برای استفاده در تغذیه زنبور یدارای توانایی تخمیر موادی مانند گرده گل خام هستند و م

 17 آزمایش توانایی تولید اسیدلاکتیک و تخمیر گرده گل را داشتند. های انتخاب شده در اینهمه باکتریعسل و انسان داشته باشند. 

 18توان با استفاده از آن ها به صورت انفرادی و یا ترکیبی از آن ها یک خوراک تخمیری با قابلیت افزایش وضعیت سلامت زنبور می

 19ید نمود. مخصوص زنبورعسل را نیز تول ها پروبیوتیکتوان از این باکتریعسل تولید کرد. همچنین با انجام آزمایشات بیشتر می

 20 نیا لیحداکثر نمودن پتانس یبرا ریتخم یهاکیتکنبهینه سازی و ها یاین باکتر یبا هدف بهبود جداساز یشتریمطالعات ب

 21کربنات ا سیستئین و یبا موادی مانند فروکتور، الهای مکمل شده به طور مثال استفاده از محیط کشت است. ازین دیمف یهایباکتر

 22 هوازی و یا با محیط کشت های مختلفی انجام داد.ها را در شرایط بیتوان جداسازی باکتریکلسیم. همچنین می

 23 
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Extended Abstract 1 
Introduction 2 

Pollen is the primary source of protein for honeybees, and its quality and digestibility are crucial factors for 3 
their health. There is a direct correlation between pollen supply and the successful rearing of broods. The 4 
morphology of pollen grains features a natural protective layer against external factors, which limits access to its 5 
nutrients. Consequently, bees within the hive convert it into bee bread through a solid-state fermentation process. 6 
Lactic acid bacteria, a group of bacteria that typically found in the normal flora of healthy organisms, play a 7 
significant role in this convertion. The pollen brought to the colony by honeybees is converted into a valuable 8 
substance known as bee bread, a process that occurs through the addition of honey, digestive enzymes, and lactic 9 
acid fermentation during the storage of pollen in honeycomb cells. This fermentation process protects pollen from 10 
losing its properties and enhances the compounds resulting from enzymatic changes; however, the precise 11 
mechanism remains unclear. 12 

 13 
Materials and methods 14 

A mixture of 10 grams of bee bread and 10 grams of dried pollen was prepared in 250 cc of sterilized distilled 15 
water containing 0.1% (w/v) peptone using a sterilized mixer at 300 rpm for 2 minutes. Two cc of the resulting 16 
stock solution was injected into MRS broth culture medium. Ten samples from the pollen stock solution and ten 17 
from the bee bread stock solution were inoculated into Hungate tubes. Based on gas production after 72 hours, 18 
one sample from each culture (pollen and bee bread) was selected for further testing and inoculated into solid 19 
culture media. After another 72 hours, the bacteria with the most significant growth (in terms of colony size on 20 
plates) were transferred to liquid culture for subsequent subculturing, which was repeated five times for bacterial 21 
purification. Ultimately, 20 Hungate tubes containing bacteria derived from pollen and bee bread were selected 22 
for further tests, including Gram staining, sugar fermentation tests, catalase tests, growth curve analysis, 23 
fermentation capacity of pollen by bacteria, and lactic acid measurement. 24 

Results and Discussion 25 
The results indicated that all 12 purified bacteria were catalase-negative and Gram-positive. Sugar 26 

fermentation tests showed that all isolates had a high capability to ferment the specified sugars. Notably, all 27 
bacteria exhibited greater growth in fructose. Growth curve analysis revealed significant differences in growth 28 
rates among isolates in identical culture conditions, suggesting varying abilities to ferment pollen. Different 29 
isolates demonstrated diverse levels of lactic acid production, indicating functional diversity among the isolated 30 
bacterial populations. The honeybee gut serves as a substantial reservoir for lactic acid-producing bacteria. 31 
Isolating these bacteria from bee bread and pollen that are associated with the honeybee gut, can provide valuable 32 
insights into their potential roles in fermentation processes and their relationship with honeybee health and 33 
nutrition. The metabolic activity of lactic acid bacteria is often linked to their growth rates; fast-growing strains 34 
can metabolize nutrients more efficiently and produce beneficial compounds such as organic acids that support 35 
host health while inhibiting pathogen growth. The production of lactic acid by these bacteria has been studied in 36 
various sections of the honeybee gut, particularly in digestive areas. The amount of lactic acid produced is crucial 37 
as it can indicate aspects such as fermentation activity (the efficiency of carbohydrate fermentation by various 38 
bacteria in the honeybee gut), pH regulation (preventing pathogen growth at low pH), nutritional benefits (using 39 
lactic acid as an energy source), and immune system modulation (supporting immunity through lactic acid and 40 
other metabolites). Furthermore, the ability of lactic acid bacteria to produce lactic acid is an important factor in 41 
their selection as probiotics. Studies have shown that lactic acid bacteria isolated from honeybees can produce 42 
lactic acid, with some strains exhibiting high production capacity. Some isolates obtained in our study also 43 
demonstrated good lactic acid production potential, indicating their high fermentative capacity. These differences 44 
in lactic acid production may reflect functional diversity among isolated bacteria. all isolated lactic acid bacteria 45 
were capable of producing lactic acid and biomass; however, production levels varied among strains. 46 

 47 
Conclusion: 48 

Lactic acid bacteria isolated from the digestive tract or honeybee products such as pollen and bee bread possess 49 
the ability to ferment raw pollen and may offer good probiotic potential for use in honeybee and human nutrition. 50 
Further studies aimed at improving the isolation of these bacteria and optimizing fermentation techniques are 51 
necessary to maximize the potential of these beneficial microbes. 52 

 53 


