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بهينه سازي شرايط توليد تركيبات پروتئيني با خاصيت ضد ميكروبي در سه 
 Listeria monocytogenes بر جدايه پروبيوتيك و اثر آن 

  
 

  b، عباس اخوان سپهيb، آنيتاخنافريa*مهرناز اسماعيل زاده

 

  
a   ايران، تهرانژي كاربردي، گروه ميكروبيولو تهرانواحدپژوهشكده بيوتكنولوژي جهاد دانشگاهي، كارشناس ارشد ، 

 b ايران تهرانگروه ميكروبيولوژي كاربردي، پايه، علوم دانشكده اسلامي، واحد تهران شمال، آزاد استاديار دانشگاه ،  
  

 
  
  
  
  

  3/1390/ 8 :تاريخ پذيرش مقاله                                                           15/10/1389: تاريخ دريافت مقاله
  

  هچكيد
هاي پاتوژن مواد  كنندگي وسيعي عليه ميكروارگانيسم  داراي فعاليت مهارLactobacillus sppهاي حاصل از   باكتريوسين:مقدمه
سازي شرايط توليد تركيبات پروتئيني در سه جدايه پروبيوتيك و بررسي اثر باكتريوسين استخراج شده بر هدف از اين مطالعه بهينه. اند غذايي

L. monocytogenes بود.  
سازي شرايط توليد تركيبات پروتئيني،   و به منظور بهينه بدست آمدلاكتوباسيلهاي   نمونه ماست محلي جدايه20 از :ها مواد و روش

كربن و تركيب محيط كشت در سه  اكسيد  دماي مختلف نگهداري شدند، همچنين تاثير اكسيژن و دي4هاي بومي و استاندارد در  جدايه
و با اضافه كردن تركيبات معدني توان  شد ارزيابيها  لاكتوباسيلبر روي   به همراه عصاره مخمرMRS و Skim milk ،MRS محيط

با استفاده از روش لوري، ميزان پروتئين محلول تعيين گرديد و توسط سولفات آمونيوم، دياليز و . ها بررسي گشت توليد باكتريوسين در جدايه
SDS-PAGEسازي، وزن مولكولي آنها تعيين و اثر باكتريوسين استخراج شده بر ها استخراج، خالص  باكتريوسينL. monocytogenes 

  .ارزيابي شد
 بعد از ºC30بيشترين فعاليت باكتريوسين در دماي . بدست آمد با فعاليت بالاي مهاركنندگي لاكتوباسيل در مجموع سه جدايه :ها يافته

 و انكوباتور CO2 5%  در جو ها لاكتوباسيلنتايج حاصل از تلقيح . تعيين گرديد  همراه عصاره مخمر بهMRS ساعت در محيط 23گذشت 
 30 گزارش شد كه هاله عدم رشد آن Ln10بهترين سويه . تركيبات معدني هيچ تاثيري در توليد باكتريوسين نداشتند. معمولي يكسان بود

   .داد نشان را كيلودالتون 58 تا 50 وزن پروتئيني با باند تك ايجاد SDS-PAGEنتايج .  متر تعيين گرديدميلي
 سويه سه در اين تركيبات توليد كه شد درحالي حاصل رشد فازلگاريتمي در باكتريوسين توليد حداكثر تحقيق، اين  در:گيري نتيجه

   .گرديد مشاهده ركود فاز در ابتداي استاندارد
  

  Listeria monocytogenes، پروبيوتيك، لاكتوباسيل، سازي  باكتريوسين، بهينه: كليديهاي واژه
  

   email: esmaeilimehrnaz@gmail.com                                                                                                      مكاتبات مسئول  نويسنده*
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  مقدمه
 نزديكي بسيار حياتي ارتباط ها ميكروب و انسان بين
 دو در. باشد مضر يا مفيد تواند مي ارتباط اين كه دارد وجود
 بررسي و جلوگيري براي ها پروبيوتيك كاربرد اخير، دهه
 گرفته قرار توجه مورد اي روده -گوارشي هاي نظمي بي

 اي زنده هاي ميكروارگانيسم عنوان به ها پروبيوتيك .است
 ميزبان سلامتي باعث كافي، مقادير در كه اند، شده تعريف

 ها پروبيوتيك مفيد اثرات). FAO/WHO, 2001( شوند مي
 هاي ميكروب تعادل حفظ طريق از حيواني ميزبان در

 عنوان به ها، پروبيوتيك گذشته در. شده است ثابت اي روده
 اما شد مي برده كار به حيوانات غذاي در غذايي، مكمل
اصلي  منبع. دارد كاربرد نيز انساني ميزبان براي امروزه

 اطلاعات اگرچه. است لبنيات انسان، براي ها پروبيوتيك
دارد  وجود ها پروبيوتيك سودمند اثرات مورد در كمي

)Devuyst et al., 1994(، عنوان به توانند مي آنها ولي 
 با اي روده -گوارشي هاي پاتوژن مقابل در ميكروبي سدهاي

 توليد و ايمني سيستم تغيير پاتوژن، اتصال از جلوگيري
 ).FAO/WHO, 2001( نمايند عمل ضدميكروبي تركيبات

 پروبيوتيك عنوان به كه ها ميكروارگانيسم از بزرگ گروه دو
 ها بيفيدوباكتريوم و ها لاكتوباسيل گردد، مي استفاده آنها از

 هاي گونه مهمترين). Servin, 2004(باشند  مي
 قرار استفاده مورد پروبيوتيك عنوان به كه لاكتوباسيل

 :از عبارتند گيرند، مي
Lactobacillus acidophilus Lactobacillus 
sellobiosus, Lactobacillus casei 
subsp.casei, Lactobacillus corovatus, 
Lactobacillus delbrukii, Lactobacillus 
fermentum, Lactobacillus reuteri, 
Lactobacillus gaseri, Lactobacillus 
berevis, Lactobacillus rhamnosus  و 
(Masson et al., 2001) Lactobacillus 
plantarum . 

 نگهداري در لاكتيك هاي اسيد باكتري حفاظتي اثر
 است اسيدي شرايط دليل به عمده بطور تخميري غذاهاي

 به. آيد مي وجود به غذا در ها باكتري رشد زمان در كه
 اسيد و استيك  سيدا (آلي اسيدهاي به ها كربوهيدرات تدريج

 افزايش باعث ،pH كاهش همراه تبديل شده به) لاكتيك 
 اين. شوند مي غذايي هاي فرآورده خوب كيفيت و عمر نيمه

  نگهدارنده مواد جايگزين توانند مي طبيعي هاي بازدارنده
  

 جانبي عوارض اكثرأ ها كه نيتريت و ها نيترات نظير شيميايي
 گرديده مشخص اخير هاي ههد در. گردند دارند، دنبال به
 به لاكتيك، اسيد هاي باكتري بازدارندگي فعاليت كه

 هاي كشت توسط شده توليد آنتاگونيستي پيچيده هاي سيستم
 به قادر لاكتيك اسيد هاي باكتري. دارد بستگي گر آغاز
 و لاكتيك اسيد از غير به دارنده باز مواد انواع ترشح و توليد
 لذا ،)Kandler et al., 1989 (هستند استيك اسيد
 مقدار به مواد اين باشند، نگهدارندگي قدرت داراي توانند مي

 توليد استيك اسيد و لاكتيك اسيد به نسبت كمتري
 از برخي مقابل در مواد اين از برخي. شوند مي

 هاي ميكروارگانيسم و غذايي پاتوژن هاي ميكروارگانيسم
 Listeria sp, Clostridium sp مانند غذا فاسدكننده

 Bacillus spاز  برخي Enterococcus spو
،Staphylococcus sp )Ennahar et al., 2000( و 

 روي بر متعددي آزمايشات. دارند رشد بازدارندگي اثر غيره
 مقابل در مختلف هاي لاكتوباسيلوس آنتاگونيسم

Helicobacter pylori ،Clostridium difficile 
،Campylobacter jejuni و E. coli گرفته صورت 

 قادر انساني لاكتوباسيل هاي سويه همه شد مشاهده و است
باشند  مي اي روده -گوارشي هاي پاتوژن از جلوگيري به
)Strus et al., 2001 .(توليد با ها لاكتوباسيل همچنين 

 كلسترول، ضد تومور، ضد هاي فعاليت داراي باكتريوسين
 جذب و نيترات احياي به وابسته شيميايي هاي واكنش
 ،)Elmafa et al., 2001 (باشند مي B ويتامين هاي گروه

 لاكتيك اسيد هاي باكتري در نيز اكسيداتيوي آنتي فعاليت
   ).Terhara, 2001(است  شده گزارش
 بومي هاي سويه اهميت به مطالب ذكر شده و توجه با

تحقيق  اين انجام از هدف غذايي، صنايع پروبيوتيكي در
  خاصيت با پروتئيني تركيبات توليد شرايط يساز بهينه
  بر آن اثر و پروبيوتيك جدايه سه در ميكروبي ضد

L. monocytogenesباشد  مي.  
 

  مواد و روش ها
 MRS agar،Skim و MRS brothاز محيط 

milk ،عصاره مخمر، سولفات منيزيوم، استات سديم ،
سولفات منگنز، فسفات پتاسيم، سولفات آمونيوم ساخت 

  .استفاده شدMerck كت شر
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هاي  آوري نمونه و جداسازي باكتري جمع -
  لاكتيك اسيد

لاكتيك در سال  هاي اسيد جهت جداسازي باكتري
 اردبيل، سرعين  نمونه ماست محلي در20 از 1387

شاهندشت شمال با روش پورپليت در  و دماوند محلات،
از مخلوط همگن .  استفاده شد MRS Agarمحيط كشت
بت مساوي از آب مقطر و ماست، يك ميلي ليتر شده با نس

. ها ريخته شد  در لوله10 -9  تا10 -1هاي  جهت تهيه رقت
 درجه 45با روش دوبيليكيت محيط كشت با دماي 

هاي  گراد به آن اضافه شد و سپس در جهت عقربه سانتي
هاي  در روش ديگر رقت. ها حركت داده شدند ساعت پليت

بر روي محيط كشت ) Spread(تهيه شده بصورت سطحي
MRS Agarها به  در نهايت تمامي پليت.  پخش شد

گراد منتقل   درجه سانتي30  دار با دمايCO2انكوباتور 
  ). Baron et al., 1990(شدند 
  

هاي بيوشيميايي و خصوصيات  بررسي آزمايش -
  ها مورفولوژيكي جدايه

ها مانند رنگ، شكل، قوام،  مشخصات ظاهري جدايه
آميزي گرم بررسي   مشخصات ميكروسكپي با رنگاندازه و

ها توسط آزمون هاي كاتالاز،  سازي، پرگنه بعد از خالص. شد
اكسيداز، تخمير قندهاي گلوكز، گالاكتوز، مانيتول، لاكتوز، 

 مورد بررسي و شناسايي Bergy´s Manualرافينوز طبق 
هاي كشت  هاي حاصل به محيط با تلقيح ايزوله. قرار گرفتند

 5%گراد با اتمسفر   درجه سانتي30ها در دماي  ق، نمونهفو
CO2 گذاري شدند و   ساعت گرمخانه48 تا 24 به مدت

 ,.Sneath et al(سپس نتايج مورد بررسي قرار گرفت 
1986.(  
 

  سويه هاي استاندارد -
 جدا هاي ضدميكروبي پروبيوتيك توان مقايسه منظور به
 هاي كشت شاهد، نمونه محلي با هاي ماست نمونه از شده

 ،)1655PTCC (رئوتري لاكتوباسيلوسليوفيليزه 
 لاكتوباسيلوسو )  1608PTCC (كازئي لاكتوباسيلوس

 و ها باكتري كلكسيون مركز از) 1637PTCC (رامنوسوس
 تهيه ايران صنعتي و علمي هاي پژوهش هاي سازمان قارچ
 پودرهاي باكتريايي، فعال كشت تهيه به منظور. شد

 كشت محيط ليتر  ميلي5حاوي  هاي به لوله ليوفيليزه

MRS broth درجه 30 دماي شد و در داده انتقال 
 ساعت 48 تا 24 مدت  بهCO2 5 % گراد و اتمسفر سانتي

همچنين به منظور بررسي اثر . شدند گذاري گرمخانه
لاكتيك بدست آمده، از  هاي اسيد آنتاگونيستي باكتري

 از L. monocytogenes PTCC 1301پاتوژن غذايي 
هاي  هاي سازمان پژوهش ها و قارچ مركز كلكسيون باكتري

 ,.Kandler et al(علمي و صنعتي ايران استفاده شد 
1989.(  
  

هاي  ارزيابي قابليت بازدارندگي باكتري -
  لاكتيك  اسيد

هاي حاصل و  به منظور ارزيابي قابليت بازدارندگي جدايه
چاهك در محيط ها از روش ايجاد  انتخاب بهترين سويه

MRS agar يا Well diffusion agarاستفاده شد  .
ميكروبي توسط  براي مشخص نمودن اينكه اثر ضد

هاي ماست  هاي اسيد لاكتيك جدا شده از نمونه باكتري
هاي استاندارد مربوط به باكتريوسين است نه  محلي و سويه

ها بر  آب اكسيژنه، حساسيت عوامل بازدارنده اين باكتري
هاي شاخص در حضور آنزيم كاتالاز مورد   باكتريرشد

براي اين كار مايع رويي عاري از سلول . بررسي قرار گرفت
 ميلي گرم در 5/0 با غلظت  (Catalase)توسط كاتالاز

ليتر مجاور گرديد و پس از گذشت يك ساعت فعاليت 
 ساعته سويه 24در ابتدا از كشت . باكتريوسين بررسي شد

سوسپانسيوني معادل با  L. monocytogenes استاندارد
ها به  سوآپ.  مك فارلند در سرم فيزيولوژي تهيه شد5/0

مدت نيم ساعت در سوسپانسيون قرار داده شد و بعد به 
صورت متراكم در سطح پليت مولر هينتون آگار با چاهك 

جدا  هاي لاكتوباسيل ساعته 48 تلقيح كشت از. كشت شدند
 با مقايسه از پس لاكتوباسيل استاندارد سويه سه و شده
به ) cfu/mL  3×108معادل با(مك فارلند  يك شاهد

.  تلقيح شدMRS broth به محيط كشت 5%نسبت 
 CO2 5% درجه سانتي گراد با اتمسفر 30ها در دماي  نمونه

. گذاري شدند  ساعت گرمخانه32 و 23، 15، 8به مدت 
استريل  به ميكروپليت ml1 سپس از هر نمونه به ميزان 

 g×13000 دقيقه در 15انتقال داده شد و به مدت 
هاي جدا شده جهت   ميكروليتر از بخش50سانتريفوژ و 

جهت . ها منتقل شد بررسي خاصيت آنتاگونيستي به چاهك
ها به مدت يك  ، پليتلاكتوباسيليهاي  انتشار بهتر عصاره
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. گراد، سرماگذاري شدند  درجه سانتي4ساعت در يخچال   

هاي ذكر شده، قطر هاله عدم رشد   گذشت مدت زمانبعد از
گيري و در جداول مربوطه  متري، اندازه با خط كش ميلي

 Devuyst et al., 1994; Padmanabha(ثبت گرديد 
et al., 2006.(  

  
، هوادهي، تركيب محيط كشت در CO2تاثير دما،  -

  توليد باكتريوسين
از چهار جهت ارزيابي تاثير دما در توليد باكتريوسين 

گراد براي   درجه سانتي42 و 37، 30، 25دماي 
 و 23، 15، 8ها پس از  گذاري استفاده شد و نمونه گرمخانه

تاثير هوادهي با قرار .  ساعت مورد بررسي قرار گرفتند32
ها در سه شرايط متفاوت انكوباتور معمولي،  دادن نمونه

دار با  CO2 و انكوباتور 150rpmانكوباتور شيكردار با دور 
همچنين به منظور بررسي تاثير .  ارزيابي شد 5CO2%جو 

تركيب محيط كشت در توليد باكتريوسين توسط 
، Skim milk ،MRS brothها از سه محيط  لاكتوباسيل

MRS broth به همراه عصاره مخمر و تركيبات معدني از 
جمله سولفات منيزيوم، استات سديم، سولفات منگنز و 

ميكروبي عصاره  تفاده گرديد و فعاليت ضدفسفات پتاسيم اس
 12تمام آزمايشات  .محيط كشت مورد ارزيابي قرار گرفت

هاي  بار در شرايط كاملا مشابه تكرار شدند و ميانگين هاله
  .ها آورده شده است عدم رشد در نمودار

  
ميكروبي  استخراج باكتريوسين و تائيد عملكرد ضد -

  آن
 محيط ليتر ميلي 50 اويح ليتري ميلي 250 هاي ارلن در

MRS broth هاي لاكتوباسيل از لوپ يك مقدار استريل 
 گراد درجه سانتي 37 انكوباتور در ها ارلن. گرديد كشت مولد،
 درب هوايي تبادل ساختن حداقل منظور به. شدند انكوبه
 OD كه  هنگامي.گرديد مسدود آلومينيوم فويل با ها ارلن
 هاي ارلن به % 5 ميزان به درسي فارلند مك 1 به ها نمونه
 و در .گرديدند تلقيح MRS broth ليتر ميلي 500 حاوي

سازي توليد تركيبات  شرايط اپتيمم حاصل از نتايج بهينه
باكتريوسيني كه در مراحل قبل بدست آمده بود، يعني دماي 

، تلقيح اوليه CO2 5%گراد، انكوباتور با جو   درجه سانتي30
 به MRS broth به محيط،  Skim milkاز محيط

 زمان طي از بعد .همراه عصاره مخمر، صورت گرفت

 ثبت و خوانده متر pH دستگاه توسط آن pH انكوباسيون،
  NaOHمحلول كافي مقدار افزودن توسط سپس و گرديد

 .شد رسانده 7 تا 5/6 محدوده به آن pH  نرمال،4
 در سازي، خنثي از بعد كشت، محيط ميكروبي سوسپانسيون

 سانتريفوژ g5000× در دقيقه 15 مدت به استريل شرايط
مايع  سپس. شود جداسازي شده توليد سلولي توده تا گرديد
 .شدند منتقل ديگر استريل هاي لوله به آرامي به رويي
 درجه 4 يخچال در) over night (شب يك ها نمونه
 شد آمونيوم نگهداري سولفات گرم 70به همراه  گراد سانتي

 خوبي به آمونيوم و رسوب باكتريوسين سولفات لانحلا تا
 و حاصله رسوبات شامل ارلن محتويات. گيرد صورت
 4 در و منتقل استريل هاي لوله به رسوب حاوي محلول
 توسط g 7000× در دقيقه 40 مدت به گراد سانتي درجه

 دور رويي مايع. گرديد دار سانتريفوژ يخچال سانتريفوژ
 پتاسيم بافر ليتر ميلي يك در حاصله رسوب و شد ريخته
 هاي فراكسيون و گرديد حل pH: 7 مولار، 05/0 فسفات
 قرار سنجش مورد باكتريوسيني فعاليت نظر از حاصله
 كنار دياليز انجام براي نيز ها فراكسيون از بخشي. گرفتند
 پروتئين گيري اندازه براي تحقيق اين در. شدند گذاشته
ها به منظور  نمونه. شد استفاده Lowry روش از محلول

تعيين وزن مولكولي باكتريوسين استخراج شده توسط 
SDS- PAGE مورد ارزيابي قرار گرفتند 

)Padmanabha et al., 2006.( 
  محاسبات با استفاده از فرمول هاي زير صورت گرفت

پروتئين كل خام  /  (mg/ml)پروتئين كل= درصد بازيافت
  100 ×  (mg/ml)استخراج شده

 غلظت پروتئين ×  (ml)حجم نهايي= ئين كلپروت
(mg/ml) 
واحد در ( فعاليت × (ml)حجم كل)= فعاليت كل(واحد كل 
  )ميلي ليتر

واحد در ميلي (فعاليت باكتريوسيني = فعاليت اختصاصي
  (mg/ml)غلظت پروتئين) / ليتر

/ فعاليت اختصاصي بخش خالص شده = ميزان خلوص
  ج شدهفعاليت اختصاصي بخش خام استخرا

واحد / واحد كل در بخش خالص شده = ميزان باكتريوسين
  100 ×كل در بخش خام استخراج شده 
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  ها يافته
 جدايه 21 نمونه ماست محلي مجموعا 120از 

پي گوياي وهاي ماكروسك بررسي.  حاصل شدلاكتوباسيل
هاي سوزني و دوكي شكل در روش پورپليت  تشكيل پرگنه

ك سوزني و مخاطي در سطح هاي كوچك سفيد، نو و كلني
هاي   باسيلپودر زير ميكروسك. بودMRS agar پليت

اي، فاقد اسپور، گرم مثبت با آرايش زنجيري  كشيده، رشته
ها فاقد حركت بوده و توانايي توليد  كليه سويه. ديده شد

هاي كاتالاز،  سولفيد هيدروژن را نداشتند، از نظر آنزيم
نفي گزارش شدند ولي تماما اكسيداز و هيدروليز مانيتول م

هاي بيوشيميايي در  نتايج آزمون. قادر به تخمير گلوكز بودند
  . آورده شده است1جدول 

هاي حاصل از عصاره تخميري محيط  در بررسي اوليه جدايه
گذاري در آگار، همان طور كه در  كشت و روش چاهك

ميكروبي عصاره تخميري   آورده شده، فعاليت ضد2جدول 
 عليه پاتوژن غذايي H2O2سازي  محيط كشت بعد از خنثي
L. monocytogenes 32 و 23، 15، 8 در چهار زمان 

 Ln17 و Ln10, Ln11ساعت گوياي برتري سه جدايه
  . بودلاكتوباسيلدر مقايسه با سه سويه استاندارد 

  
   آزمون هاي بيوشيميايي در تشخيص جدايه ها-1جدول

suger Chemical test 
strain 

 

Arginin hydrolysis 
 G* Gal M L R 

Oxydase 
 

Catalase 
 

Motility 
 

H2S 
 

Ld1 - + - - + -  -  -  -  -  
Ld2 + + - -  + -  -  -  -  -  
Ld3 - + - -  + -  -  -  -  -  
Ld4 - + پپتونه*  -  + -  -  -  -  -  
Ld5 + + - -  + -  -  -  -  -  
Ld6 - + - -  + -  -  -  -  -  
Ld7 - + - -  + پپتونه  -  -  -  -  
Ld8 - + پپتونه -  + -  -  -  -  -  
Ld9 + + - -  + -  -  -  -  -  
Ld10 + + + -  + -  -  -  -  -  
Ld11 + + + -  + +  -  -  -  -  
Ld12 - + - -  + -  -  -  -  -  
Ld13 + + - -  + -  -  -  -  -  
Ld14 + + - -  + -  -  -  -  -  
Ld15 + + + -  - -  -  -  -  -  
Ld16 - + - -  + -  -  -  -  -  
Ld17 + + - -  + -  -  -  -  -  
Ld18 - + - -  + -  -  -  -  -  
Ld19 + + - -  + -  -  -  -  -  
Ld20 - + پپتونه -  + -  -  -  -  -  
Ld21 - + - -  + -  -  -  -  -  

L. casei + + - -  - -  -  -  -  -  
L. rhamnosus + + - -  + -  -  -  -  -  

L. reuteri - + - -  + -  -  -  -  -  
  

  .موجود در محيط كشت تجزيه و قليا توليد مي شود) پروتئين هيدروليز شده( واكنش بيوشيميايي كه به جاي هيدروليز قند مورد نظر، پپتون نوعي: پپتونه*
G :آزمون تخميرگلوكز  

Gal :آزمون تخميرگالاكتوز       
M :آزمون تخمير مانوز   
L :آزمون تخمير لاكتوز   
R :آزمون تخمير رافينوز  
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 L. monocytogenesي اثر ضدميكروبي عصاره تخميري جدايه هاي منتخب عليه  ارزياب-2جدول  

  )ساعت(زمان  (mm)  باكتري رشدقطر هاله عدم 
 8 15  23  32  
Ln10 -  12  20  30  
Ln11  -  18  24  28  
Ln17  -  10  16  25  

L. casei  -  10  18  28  
L. rhamnosus  -  10  16  18  

L. reuteri  -  10  17  26  
  

  
  Ln17 و Ln10 ، Ln11تاثير دما بر فعاليت ضدميكروبي جدايه هاي  -1نمودار 

  

  
 لاكتوباسيلوس تاثير دما در فعاليت ضدميكروبي سه سويه استاندارد -2نمودار 

  
.  نشان دهنده اثر دما بر توليد باكتريوسين است        1 نمودار

گـراد بيـشترين      درجه سـانتي   42 و   37،  30،  25 دماي   4در  
 30در دمـاي   L. monocytogenes هاله عدم رشد عليه

   .درجه سانتي گراد گزارش شد
 دار  CO2نتايج استفاده از انكوباتور معمولي و انكوبـاتور         

 بــودن ميكروآئروفيــلنزديــك بــه هــم بــود و باتوجــه بــه 
ها استفاده از شيكر انكوباتور نتايج مطلوبي را به          لاكتوباسيل

م مقايـسه    هر سه شـرايط بـا ه ـ       3در نمودار   . همراه نداشت 
 .شده است

تركيب محيط كشت در توانايي توليد باكتريوسين موثر 
شود، با استفاده   مشاهده مي4است، همانطور كه در نمودار 

هاي عدم رشد  از عصاره مخمر در محيط كشت قطر هاله
  . پاتوژن غذايي به ميزان بيشتري افزايش يافت

 از پس شده توليد هاي باكتريوسين سازي خالص نتايج
 فاز :بود، شامل فاز سه تشكيل آمونيوم، سولفات با تيمار
 سبك ساير مواد و ليپيدي تركيبات حاوي رويي سبك
 داده رسوب هاي حاوي پروتئين آبي فاز محيط، در موجود
 فاز مياني و رويي فاز .ها حاوي پروتئين رسوبي فاز و شده

 منفي گرم باكتري روي هر سه جدايه كشت محيط عصاره
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L. monocytogenes  كه داشت ضدميكروبي اثر 
 ميزان. بود  Ln10عصاره به مربوط آن حداكثر

 از بعد و قبل تخمير، مايع در شده استخراج هاي باكتريوسين
 نتايج الكتروفورز به .است شده هدآور 3جدول در دياليز

وزن  با پروتئيني باند تك ايجاد SDS-PAGE روش
نشان دهنده  كه داد شانن را كيلودالتون 57 تا 48 مولكولي
 .است آمده دست به پروتئيني ماده خلوص

 

  
  لاكتوباسيلوس در فعاليت ضدميكروبي سه جدايه برتر و سه سويه استاندارد CO2 تاثير هوادهي و جو -3نمودار 

  

  
   لوسلاكتوباسي در فعاليت ضدميكروبي سه جدايه برتر و سه سويه استاندارد  تاثير محيط كشت-4نمودار 

  
  ميزان پروتئين و فعاليت باكتريوسين استخراج شده در مايع تخمير قبل و بعد از دياليز-3جدول 

  Ln10 
  بعد از دياليز  قبل از دياليز  مايع تخمير  فاكتورها
  131  46  43 (ml)حجم نمونه

  50  100  50  (Unit/ml)واحد فعاليت
  2100  3600  6600  فعاليت كل

  29/2  -  41/0  (mg/ml)غلظت پروتئين
  28/302  -  22/17  (mg)ميزان كل پروتئين
  83/21  -  95/121  (U/mg)فعاليت اختصاصي
  81/31  54/54  100  راندمان

  7/5  -  100  درصد بازيافت
  58/5  -  1  ضريب تخليص

  

 CO2 انكوباتور
 دار
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  بحث 
 مستقيماً شبه باكتريوسين، هايمولكول و هاباكتريوسين

 اثر و شوند مي هساخت پپتيد پيش پلي يا پپتيد پلي صورت به
حرارت و  ،pHمانند  (محيطي به شرايط آنها ضدميكروبي

نتايج حاصل از اين . دارد بستگي) تركيب محيط كشت
 نمونه ماست 120 از لاكتوباسيل  21تحقيق، جداسازي 

 L. monocytogenesمحلي با توان ضدميكروبي بر 
 ضدميكروي اثر حداكثر .بودبعنوان پاتوژن مواد غذايي 

 مربوط  آب اكسيژنهكردن از خنثي پس كشت محيط هعصار
بسياري از محققين اثر ضدميكروبي . بود Ln10 سويه به

ها در طي ساليان   ها را بر ساير ميكروارگانيسملاكتوباسيل
تحقيقات آنان نشان داد . طولاني مورد بررسي قرار داده اند

هاي   بر روي محيطلاكتوباسيلهاي  هنگاميكه نمونه
 و يا اختصاصي كشت داده شوند، قادر به توليد انتخابي

 ,.Alakomi et al(باشند  تركيبات ضدميكروبي مي
2000.(  

مهمترين خاصيت باكتريوسين توليد شده در اين تحقيق 
هاي استاندارد، فعاليت  لاكتوباسيلدر مقايسه با باكتريوسين 
همچنين جدايه هاي بدست . ها بود ضد ميكروبي بيشتر آن

هاي استاندارد خريداري شده در   مقايسه با سويهآمده در
مدت زمان كوتاه تر به فاز لگاريتمي رشد رسيدند و تركيبات 

به  L. monocytogenesبا خاصيت مهار كنندگي رشد 
 ماكزيمم توليد باكتريوسين توسط .مقدار بيشتري توليد شد

هاي مختلف  هاي اسيدلاكتيك، ممكن است در فاز باكتري
دهد كه  ها نشان مي بررسي.  اتفاق افتدچرخه رشد،
 ساعت در مرحله رشد 48 تا 24ها در زمان  لاكتوباسيل

 مشاهده كردند كه Brandis و  Sahlباشند، لگاريتمي مي
، بيشتر طي فاز اوليه رشد STHتوليد استرپتوكوكسين 

 باشد و اغلب قبل از شروع فاز سكون سلول مي
(stationary)شود  ايجاد مي) Sahl et al., 1986( ، كه

 و A-FF22مشابه توليد باكتريوسين استرپتوكوكسين 
لذا در .  در استارترهاي مربوطه استC55استافيلوكوكسين 

اين پژوهش بررسي ميزان توليد باكتريوسين در مرحله فاز 
در اينجا افزايش تراكم . ريزي گرديد لگاريتمي برنامه

انتي گراد و  درجه س30ها در براث تخميري در  باكتري
ها اكثرا متابوليت  باكتريوسين. دش ساعت حاصل 23زمان 

 Charlotta et(گردند  اوليه بوده و در فاز رشد توليد مي
al., 1993.(  

 L. monocytogenesبيشترين هاله عدم رشد عليه 
 دار و در CO2 درجه سانتي گراد، انكوباتور 30در دماي 

تركيبات . محيط كشت حاوي عصاره مخمر مشاهده شد
ها تاثيري در توليد بيشتر تركيبات پروتئيني و  معدني و نمك

 در مقايسه با Ln10از آنجا كه جدايه . باكتريوسيني نداشت
سه سويه استاندارد فعاليت باكتريوسيني بيشتري را در مدت 
زمان كوتاه نشان داد، مي توان از آن در شرايط مناسب ذكر 

ميكروبي  ن توليد تركيبات ضدشده به عنوان استارتري با توا
  . در صنايع لبني استفاده كرد

ها شامل  دانيم مراحل زندگي باكتري همانطور كه مي
اينكه  .مراحل تاخير، رشد لگاريتمي، سكون و مرگ است

به محيط افزوده شوند  ها در كدام مرحله از رشد پروبيوتيك
به عبارت ديگر شرايط فيزيولوژيكي آنها  .اهميت دارد

فاكتورهاي محيطي كه سبب انتقال . ميت بسياري دارداه
شوند در بقا  باكتري از فاز رشد لگاريتمي به فاز سكون مي

با عرضه محصولات . باكتري در اين فاز تاثير بسزايي دارند
دارند تا با مصرف  كنندگان انتظار  مصرف،پروبيوتيك در بازار

ها دست اين محصولات به اثرات مفيد ادعا شده درمورد آن
ها بايستي تا پايان تاريخ  يابند براي اين كار در ابتدا باكتري

از  ضمن پس و در انقضاي محصول در آن زنده بمانند
روده به تعداد كافي به قسمت انتهاي  مصرف با عبور از

 و Piard .بزرگ رسيده و در آنجا مستقر شوند  روده
 انتهاي ها در همكاران بيان كردند كه بيوسنتز باكتريوسين

دهد و سپس اين  مي  ها رخ مرحله رشد لگاريتمي باكتري
همچنين . شوند ها وارد محيط كشت مي مولكول

Mortvedt و همكاران فعاليت بالاي باكتريوسين را در 
  آغاز مرحله سكون رشد مشاهده كردند و مطابق با 

  هاي پاتوژن   و همكاران ميكروارگانيسمTaggنظريه 
هاي توليد شده در فاز لگاريتمي  ننسبت به باكتريوسي

  ،Lactacin 481هاي اسيدلاكتيك مانند  باكتري
(Piard et al., 1990)،Lactostrepcin Nicin 

(Zajdel et al., 1985)،Mohamed et al., ) 
 Diplococcin 3466 ،(Davey, 1981) و 1984)

  .بيشتر حساس هستند
 

  نتيجه گيري
 نمودن پروسه يكي از موارد مهم در جهت ارزشمند

توليد يك محصول بيولوژيك، مدت زمان بهينه و كوتاه 
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 ان و همكارمهرناز اسماعيل زاده 
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براي توليد فرآورده و وجود بستر رشد مناسب براي  
بنابراين يافتن باكتري هايي كه . ميكروارگانيسم مي باشد

باشند حائز اهميت و  داراي توانايي بلقوه در اين زمينه مي
ي رقابت با ساير ها داراي تواناي اين باكتري. مورد توجه است
توان با ادامه  هاي صنعتي هستند، پس مي ميكروارگانيسم

هاي استارتر نموده و  تحقيقات، آنها را جايگزين باكتري
. پروسه توليد را از نظر اقتصادي مقرون به صرفه تر نمود

از آنجايي  Ln10طي مطالعه و بررسي انجام شده باكتري 
رسد، مي رشد ميكه در مدت زمان كمتري به فاز لگاريت

حداكثر توان توليد تركيبات باكتريوسيني با خواص ضد 
ميكروبي را در اين فاز داراست و هچنين ميزان اين خاصيت 

 هاي استاندارد بطور لاكتوباسيلضد ميكروبي در مقايسه با 
چشمگيري در اين فاز بيشتر است، مي تواند كانديد مناسبي 

ني به عنوان استارتر با براي استفاده در توليد محصولات لب
  .خواص پروبيوتيكي باشد
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