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 چکیده

هطایی از در ایطن ماالهطه سطویه .شطودتولیطد میهطای ککتیکطی های خاصطی از باکترینایسین یک پپتید ضدباکتریایی است که توسط  گونطه

 ککتوکوکطو  ککتطی جدایطه  96های پنیر لیقوان جداسازی شدند. در ابتدا از های اسید ککتیک با قابلیت تولید باکتریوسین از نمونهباکتری

روی آگطار بطر رشطد  یگطذارلکهها بطا روش هتهیین شدند. جدایتولید کننده باکتریوسین  عنوانبهشناسایی شده، چهار جدایه از نظر فنوتیپی 

 مونوسیتوجنز لیستریاو  کلستریدیوم پرفرینجن ، باسیلو  سرئو ، استافیلوکوکو  اورئو زای غذایی شامل بیماری گرم مثبت هایباکتری

هطا مطواد سطویه نایسطین مثبطت بطود.ای پلیمطراز بطرای ژن کطد کننطده های انتخاب شده واکنش زنجیرهدر جدایه اثر بازدارندگی نشان دادند.

درجطه سلسطیو   911تولید کردند. مقاومت حرارتی با تحمطل  Kحسا  به تریپسین و پروتئیناز  اماضدباکتریایی مقاوم به آنزیم آلفا آمیلاز 

تطا حطد زیطادی    =5pHر مشاهده شطد امطا د 6و  0های  pHبود و در  pHفهالیت ضدباکتریایی وابسته به . گردید مشخصدقیقه  01مدت به

هیچ کاهشطی در فهالیطت ضطدباکتریایی مشطاهده  EDTAاوره و ، SDS ،Tween 20 ،Tween 80 ،Triton X-100کاهش یافت. پ  از تیمار با 

 را دارند. بیولوژیکی دارندهنگهعنوان به در مواد غذایی ها قابلیت استفادهاین جدایه ،نشد. طبق نتایج

 بیولوژیکی، پنیر لیقوان دارندهنگه، باکتریوسین، نایسین، ککتی  ککتوکوکو  های کلیدی:واژه

 

 

 

 

 

 



 یمحمد                                                                                                                                                  قوانیل ریاز پن نیسیمولد نا سیلاکتوکوکوس لاکت یجداساز

 

2 

 

 مقدمه

هطای اسطید ها یک گروه مهم از باکتریککتوکوکو 

ای بططرای تولیططد گسططترده طوربططهککتیططک هسططتند کططه 

 .گیرنطدقطرار مطیمحصوکت لبنی تخمیری مورد استفاده 

، شطیر و از گیاهطان وفوربطه ککتوکوکو اعضای جن  

هطا این ارگانیسم اند.جداسازی شده مواد غذایی تخمیری

دام و از منططابخ خططارت پسططتانی  غططذایی از طریططق جیططره

 Dworkin et) کنندراه پیدا می درحین شیردوشی به شیر

al., 2006.)  ارزیابی میکروفلور ککتیکی در پنیرهایی که

ای دارد زیطرا ایطن شوند اهمیت ویژهاز شیر خام تهیه می

نطططون پنیرهطططا همطططواره حطططاوی تهطططداد زیطططادی از 

 Corroler et) باشطندهای فراسودمند میمیکروارگانیسم

al., 1998.) تهطداد  هیطبر پاصنهت لبنیات  ،علاوه بر این

 ,Marshall) های آغازگر استوار استدودی از کشتمح

های جدیدتر بطا و تقاضای روزافزون برای سویه (1991

 Marshall, 1991; Forde) های ویژه وجود داردقابلیت

and Fitzgerald, 1999.)  در دهطه اخیطر تطلاش وافطری

هططای بیوشططیمیایی، ژنتیکططی و بططرای شناسططایی ویژگططی

هططای هططای وحشططی ککتوکوکططو تکنولططوژیکی سططویه

 جداسازی شطده از پنیرهطای محلطی انجطام شطده اسطت

(Corroler et al., 1998; Gaya et al., 1999; Sanchez 

et al., 2000; Mannu and Paba, 2002.) 

درصطد  61حطدود  نطرم )دارای پنیطری لیقطوان پنیطر

 گوسفند و یطا خام شیر از استفاده با که باشدیمرطوبت( 

 توابخ از درصد در دهکده لیقوان 01مخلوط شیر بز تا  با

 طهمخطوش لحاظ به و شودیمتهیه  سنتی روش به تبریز

 پنیطر تهیطه اسطت. در زیادی برخطوردار مقبولیت از بودن

 تخمیطر و شطوداستفاده نمی مایه کشت آغازگر لیقوان از

انجام  خام شیر ککتیکی موجود در هایآن توس  باکتری

 بافت، بو و نظیر پنیر حسی و کیفی خصوصیات شود.می

 جمله بطه نطون شطیر، کیفیطت از مهمی عوامل بهنیز  طهم

 پنیطر و سطاخت در رفتطه کاربطه تکنولوژی آن، میکروبی

 ,Hanifian and Khani) دارد بستگی آن رسیدن شرای 

2012.) 

بیولطوژیکی  فهالیطت از ناشطی فرآینطدی که در تخمیر

، هاسطمیکروارگانیم رشطد ضطمن است هاسمیکروارگانیم

 هطاآن از برخطی کطه شودمی تولید مختلفی یهاکیمتابول

رشطد و  مطانخ انسطانی، مصارف برای بودن خاربی ضمن

 مطواد غطذایی در ناخواسطته هطایزندگی میکروارگانیسم

هطای محافظطت کننطده را دارنطدهنگه مطواد شود. ایطنمی

 Ammor et) نامنطدمطی (biopreservative)بیولوژیکی 

al., 2006.)  دی اسطیدهای آلطی، مانند ترکیباتیاز جمله 

 طی در که هانیز باکتریوسین و پراکساید هیدروژن استیل،

 شطوندمطی ولیطدهطا ت وککتوکوکککتیک توس   تخمیر

(Mead et al., 1999; Mirdamadi et al., 2015; 

Tafreshi et al., 2010.) 

 ریبطوزومی هطایپطروتئین یا و پپتیدها ،هاباکتریوسین

یطا  و (Bactricidal)کشی باکتری با فهالیت سلولی خارت

 هطاآن باشند.می (Bacteriostatic)باکتری  رشد بازدارنده

 ایجاد با و هستند اثرگذار غشاء سیتوپلاسم بر یکل طوربه

 غشاء در هاییحفره تشکیل باعث پروتون نیروی حرکتی

 هاآن ضهیف فهالیت شوند. طیفمی کیه فسفولیپیدی دو

 از را هطاآن ،بطودن ایطن ترکیبطات پروتئینطی مشخصطه و

 ,.Mirdamadi et al) ها متمایز ساخته استبیوتیکآنتی

گطرم  هطایباکتری از بسیاری است ممکن اگرچه (.2015

 از باشطند امطا باکتریوسین تولید به قادر منفی گرم و مثبت

ضطرر بطی ،با منشأ غذایی ککتیک یهایباکتر کهییجاآن
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 ،Generally regarded as safe (GRAS) باشططندیمطط

هطا و این بطاکتری از استفاده برای تمایل بیشتری بنابراین

نگهطداری مطواد در تولیطد و  هطاآن هطایباکتریوسطین یا

 .(Topisirovic et al., 2006) وجود دارد غذایی

 باشطد کطه ماهیطتیک نون باکتریوسطین مطی نایسین

 هططایپپتیططدی داشططته و توسطط  بهضططی از سططویهپلططی

شود. تولید می ککتی تحت گونه  ککتوکوکو  ککتی 

ییطد تأ (GRAS)یک افزودنی ایمطن  عنوانبهاین ترکیب 

 سطازی شطده اسطت کطهتنها باکتریوسین خطالص شده و

مواد  دارندهنگه عنوانبه تجاری موجود بوده و صورتبه

 ,Bari) کشور مورد استفاده اسطت 91در بیش از  غذایی

et al., 2005.) دارای دامنطه عملکطرد وسطیخ  این ترکیب

هطای گرم مثبت و اسپورهای باکتری یهایباکتربر روی 

و  کلسططتریدیوم بوتولینططوممقططاوم بططه حططرارت ماننططد 

لیسطططتریا هطططای بیمطططاریزای غطططذایی ماننطططد بطططاکتری

باسطیلو  یطا  اسطتافیلوکوکو  اورئطو ، مونوسیتوجنز
-Brewer et al., 2002; Lopez) باشططدمططی سططرئو 

Pedemonte et al., 2003; Sobrino-Lopezand and 

Martin-Belloso,2006.) 

 هططای اسططید ککتیططک تولیططد کننططدهکططاربرد بططاکتری

 هطاآنشطده  یسطازخالصباکتریوسین و یا باکتریوسطین 

هطای جداسازی و شناسایی گونطه زیرا مورد توجه است

سطازی و نگهطداری قادر به تولید باکتریوسطین و خخیطره

جهت استفاده در محصوکت لبنی منجطر بطه تولیطد  هاآن

ماالهطه، ایطن  از هطدفلذا  محصوکت ایمن خواهد شد.

 تولیطد کننطدههطای جداسازی و شناسایی ککتوکوکطو 

های کد کننده ژن ردیابی مولکولیو  نایسین باکتریوسین

 .بوداز پنیر لیقوان  ککتوکوکو  هایجدایه در نایسین

 هامواد و روش
 وسهای لاکتوکوکجداسازی سویه -

پنیر لیقوان از روستای لیقطوان در اسطتان  نمونه چهار

    شرقی تهیطه و در کنطار یطش خشطک در دمطایآخربایجان

°C 4  .جداسطازی  منظوربطهبه آزمایشگاه منتقطل گردیطد

گطرم از هطر  91، مقطدار ککتی  ککتوکوکو های گونه

 51دار اسطتریل حطاوی هطای زیط نمونه پنیطر در کیسطه

درصطد،  9/1پنیر )کلرید سدیم لیتر مایخ رقیق کننده میلی

درصطد( تطوزین  7رات سطدیم درصد و سطیت 9کازیتون 

دقیقطه در اسطتومیکر همگطن گردیطد.  7مطدت شده و به

دقیقطه  71مطدت تهیه سوسپانسیون یکنواخت به منظوربه

شطد. پط  از تهیطه  گذاریگرمخانه C 02° در حمام آب

ر لیتطر از هطر رقطت دمیلطی 9/1های سریال، مقدار رقت

( Merckآگار ) M17ساح دو پلیت حاوی محی  کشت 

در  مطدت سطه روزبطه C 01° پخش گردید و در دمطای

 Hanifian and) شطد گطذاریگرمخانهشطرای  هطوازی 

Khani 2012.)  

 بیوشیمیایی فیزیولوژیکی و یهاآزمون -

های رشد کطرده در پاساژ دادن کلونی چند بارپ  از 

نظطر  هطا ازسویهها، آنسازی آگار و خالص M17محی  

 کاتطاکز مطورد تسطت گطرم و یزیآمرنط  مورفولطوژی،

. سططپ  بططا اسططتفاده از نططدشناسططایی اولیططه قططرار گرفت

بیوشیمیایی شناسایی تکمیلی  های فیزیولوژیکی وآزمون

رشطد در دماهطای  ها انجام گرفت. از جملطه:بر روی آن

درصطد، رشطد  9/6و  4، رشد در نمک C 49°و  41، 91

درصطد متطیلن بلطو در  9/1، رشد در حضور pH 7/5در 

از سطیترات، تولیطد  2COتولیطد  هیدرولیز آرژنطین،شیر، 

 استیل و استوئین، تخمیر مالتوز و هیطدرولیز نشاسطتهدی

(Dworkin, et al., 2006). ها پ  از شناسطایی در سویه
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M17 broth (Merck) ( حطاوی گلیسطرولv/v 71%) در 

°C 21- .نگهداری شدند 

 سنجش طیف اثر باکتریوسین -

ها روی شطش تولید باکتریوسین توس  جدایه قابلیت

گذاری روی لکه ( با استفاده از روش9)ل ارگانیسم جدو

 در. (Todorov, 2008)انجام شد  (agar spot test)آگار 

 محطی  داخطل در های جداسطازی شطدهسویه روش این

سططاعت  74مططدت بططه C 02° در MRS brothکشططت 

 rpm  91111 در هطا. سطپ  کشطتندگطذاری شطدگرما

محلطول سطانتریفیوژ و  C 4° یدمطا در دقیقه 91 مدتبه

برای پیشگیری از اثر بازدارنطدگی اسطید  رویی جدا شد.

مایخ رویی فاقد سلول بطا محلطول اسطتریل  pHککتیک، 

تنظطیم شطد. سطپ   6 رویمطوکر  9هیدروکسید سدیم 

منظور غیرفهال سطازی پروتئازهطای خطارت سطلولی و به

 C 01° ماریدر بن هدقیق 91مدت پراکسید هیدروژن، به

 77/1)پططور و در نهایططت از فیلتططر میلططی قططرار گرفططت

 (.Todorov, 2008) میکططططرون( عبططططور داده شططططد

در غلظطت نهطایی حطدود  های شطاخصمیکروارگانیسم

cfu/ml 991  های کشت تلقیح شده و در داخل محی در

میکرولیتطر از مطایخ رویطی  91 مقدار ها ریخته شد.پلیت

مطدت قطرار داده شطد و بطه هافاقد سلول در ساح پلیت

گطذاری نطهاخساعت در دمای توصطیه شطده گرم 40-74

 9تطر از هطای عطدم رشطد بطزر (. هاله9جدول ) شدند

 ,Todorov) مثبت در نظر گرفته شطدند عنوانبهمتر میلی

2008.) 

 
گذاری جهت تهیین فهالیت ضدباکتریایی نهاخهای مورد آزمایش، نون محی  کشت و شرای  گرمارگانیسم –(9) جدول

 کتوکوکو  ککتی کهای جدایه

 )درجه سلسیوس( گذاریگرمخانهدمای  محیط کشت های مورد آزمایشارگانیسم

L. monocytogenes PTCC 1298 BHI 02 

S. aureus ATCC 13565 BHI 02 

B. cereus PTCC 1015 BHI 01 

C. perfringens PTCC 1765 BHI 02 هوازی()جار بی 

E. coli PTCC 1399 TSBye 02 
Salmonella enterica serovar Paratyphi A 

(PTCC 1230) TSBye 02 
TSBye: Tryptic Soy Broth Yeast Extract (Merck); BHI: Brain Heart Infusion (Merck). 

 

 بیوسنتز نایسین شناسایی ژن -

 ککتوکوکطو هطای لیتطر از کشطت جدایطهیک میلطی
مدت دو دقیقه سانتریفوژ شطد و به g 94111در  ککتی 

پلطططت حاصطططله بطططا اسطططتفاده از کیطططت  DNAسطططپ  

(Cinnapure-DNA استخرات شد. الیگونوکلئوتیدها در )

 ,.Rodríguez et al) اندجفت باز ارائه شده 92محدوده 

سطنتز توس  شرکت سطیناژن  . پرایمر(7جدول ) (1995

در آب مقاطر  pmol/µl 911و در حجطم نهطایی گردید 

 .استریل مخلوط شد
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 مورد استفاده در این ماالهه توالی پرایمر -(7) جدول

 سویه مرجع (bp) قطعه اندازه پرایمرتوالی  ژن باکتریوسین

Nisin nisF 5'-AAGAATCTCTCATGAGT-3' 
nisR 5'-CCATGTCTGAACTAACA-3' 511 Lactococcus lactis subsp. 

lactis DY13 

 

 711هطای ای پلیمطراز در میکروتیطوبواکنش زنجیره

 ,.Hyink et al) انجام شطدقبلی  میکرولیتری طبق روش

 9/97الگطططو،  DNAمیکرولیتطططر  0/1 مقطططدار (.2005

پرایمطر )ده  میکرولیتطر Master mix (2x) ،9 میکرولیتطر

با آب  پیکومول در میکرولیتر( با یکدیگر مخلوط شده و

میکرولیتر رسطانده شطد.  79بار تقایر به حجم نهایی  دو

 انجام گردید. (0) چرخه طبق جدول 01واکنش در 

 

 PCRمراحل انجام واکنش  -(0) جدول

 هاتعداد چرخه زمان )دقیقه( )درجه سلسیوس( دما مرحله ردیف

 9 9 59 سازی اولیهواسرشته 9

 9 59 سازیواسرشته 7

 9 99 اتصال 01

 9 27 بس 

 9 4 27 بس  نهایی 0

 

حططاوی  درصطد 9/9محصطول واکطنش در ژل آگططارز 

DNA safe stain (Sinaclon) (0  911میکرولیتططر در 

 41مطدت بطه 911بطا ولتطاژ لیتر محلول ژل آگطارز( میلی

برداری در دستگاه عک  سپ  دقیقه الکتروفورز گردید.

 بررسی شد. UVزیر نور  (UVItec, UK) از ژل

بأأر فعالیأأت هأأا و دترجنأأت pHتأأیثیر آنأأزیما دمأأاا  -

 ضدباکتریایی

هطا حساسیت مواد ضدباکتریایی تولید شده از جدایطه

ها آزمطایش شطد. های پروتئولیتیک و سایر آنزیمبه آنزیم

مططایخ رویططی فاقططد سططلول  میکرولیتططری از 911مقططادیر 

هططای تولیططد کننططده سططاعته سططویه 74حاصططل از کشططت 

 Kهططای پروتئینططاز در مجططاورت آنططزیم باکتریوسططین

(Sinaclon) تریپسین و آلفا آمیلاز ،(Sigma)  در غلظطت

سططاعت  7مططدت بططه C 02° در دمططای mg/ml 9 نهططایی

 . متهاقباً با تیمار حرارتی در دمطایندشد گذاریگرمخانه

°C 911 مقاوت  .ندغیرفهال شد هادقیقه آنزیم 7مدت به

مططایخ  گططذاریگرمخانهبطا ، حرارتطی مططواد ضططدباکتریایی

 و 01مطدت به C 911°و  61رویی فاقد سلول در دمای 

دقیقطه  99مدت به C 979°دقیقه و دمای اتوکلاو در  61

 ارزیابی شد.

داری مطاده ضطدباکتریایی، بطر پایط pHبرای تهیین اثر 

مایخ رویی فاقد سلول با اسید کلریدریک یا هیدروکسید 

تنظططیم شططد و  5و  6، 0 یهططا pHمططوکر بططه  9سططدیم 

شطد.  گطذاریگرمخانه C 02°در دمای ساعت  7مدت به

 ، فهالیطت ضطدباکتریایی6روی  pHپ  از تنظیم مجدد 

 آزمایش شد.
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هطا جدایه در آزمایش جداگانه مایخ رویی فاقد سلول

 SDS، tween 20 ،Tween 80 ،Triton هایدترجنت با

X-100  و بازدارنططده پروتئططاز  (%9در غلظططت ) اورهو

EDTA مخلطوط مطوکر میلطی 9و  7، 9/1های در غلظت

ها های تیمار نشده و محلول دترجنتباکتریوسین شدند.

هطا ترل اسطتفاده شطد. همطه نمونطهعنوان کنهب FDTAو 

شطده  گطذاریگرمخانه C 02° ساعت در دمای 9مدت به

روی بططططاکتری  و سططططپ  فهالیططططت ضططططدباکتریایی

گطذاری روی طبطق روش لکطه استافیلوکوکو  اورئو 

 .(Todorov, 2008) ارزیابی شدآگار 

 لیز سلولی -

های تولید شده توس  جدایه هایتوانایی باکتریوسین

 71دیططواره سططلولی بططا افططزودن  مططورد نظططر در انهططدام

از مایخ رویی خنثی و استریل شده )فیلتراسطیون  لیترمیلی

لیتطر میلطی 911میکرون( به  77/1پور از طریق فیلتر میلی

فاز رشد  ابتدای در استافیلوکوکو  اورئو  فهال کشت

 C 02° در گطذاریگرمخانه( و 600nmOD=9/1لگاریتمی )

ساعت  97مدت ساعت بهانجام شد. جذب نوری در هر 

 S 2100 Diode Array) توسطط  اسططپکتروفتومتری

spectrophotometer) گیطططری شطططد. کشطططت انطططدازه

اسطططتافیلوکوکو  میکروارگانیسطططم مطططورد آزمطططایش )

عنطوان کنتطرل ه( بطدون افطزودن باکتریوسطین بطاورئو 

سطازی و هطا بطا روش رقیطقاثر باکتریوسین استفاده شد.

بیططان شططد.  (AU/ml)لیتططر صططورت واحططد در میلططیهبطط

انجطام  mg/ml 79 (Sigma) موازی با نایسین یهاکنترل

 .(Todorov, 2008)شد 

 

 هایافته
 لاکتیس لاکتوکوکوسهای شناسایی جدایه -

از های فیزیولطوژیکی و بیوشطیمیایی براسا  ویژگی

 عنوانبططه سططویه 96در مجمططون  نمونططه پنیططر چهططار

انتخططاب  ککتططی تحططت گونططه  ککتططی  ککتوکوکططو 

، C 91 ،°C 41°قادر بطه رشطد در دمطای  هاسویه .شدند

، شطیر حطاوی =pH 7/5درصد کلریطد سطدیم،  4غلظت 

درصططد صططفرا و  41 غلظططتدرصططد متططیلن بلططو،  9/1

 C°اما قادر به رشد در دمطای  ن بودند.دآمیناسیون آرژینی

تولیطد  هیطدرولیز نشاسطته، درصد نمک، 9/6، غلظت 49

2CO استیل و استوئین نبودند.از سیترات، دی 

 قابلیت تولید باکتریوسین -

هطایی کطه از نظطر تولیطد درصد از جدایطه 79حدود 

، باکتریوسین مثبت بودنطد و باکتریوسین غربالگری شدند

مططواد سططویه انتخططاب شططده چهططار سططویه  96از میططان 

تولید کردنطد کطه رشطد طیطف وسطیهی از  ضدباکتریایی

 .(4 جدول) ندگرم مثبت را متوقف کرد هایارگانیسم

 

 متر هاله عدم رشد()میلیگذاری روی آگار به روش لکه ککتی  ککتوکوکو های دامنه فهالیت ضدباکتریایی مایخ رویی جدایه -(4) جدول

 Lcl03 Lcl04 Lcl07 Lcl10 ارگانیسم

S. aureus ATCC 13565 0 99 99 91 

B. cereus PTCC 1015 9 2 91 99 

C. Perfringens PTCC 1765 91 0 97 2 

L. monocytogenes PTCC 1298 9 – 0 2 
E. coli PTCC 1399 – – – – 

Salmonella enterica serovar Paratyphi A 
(PTCC 1230) – – – – 
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 نایسینهای کدکننده ردیابی مولکولی ژن -

، آمده از فهالیت ضطدباکتریایی دستبهیج براسا  نتا

کطه دارای ( lcl10و  lcl03 ،lcl04 ،lcl07) چهار جدایطه

هطای بطرای ردیطابی ژن بیشترین هاله عدم رشطد بودنطد،

پرایمططر مططورد انتخططاب شططدند.  PCRنایسططین بططه روش 

هطای مطورد سطویهدر  را استفاده ژن کطد کننطده نایسطین

آزمایش تکثیطر داد. در الگطوی الکتروفطورزی محصطول 

PCR  جفت باز مشاهده  511اندازه به یجدایه باند 4هر

 .(9شکل ) اناباق داشت نظرشد که با قاهه مورد 

 

 
: سایز مارکر M. ستون PCRژل الکتروفورز محصول  -(9) شکل

100 bp plus 9، ستون( ژن نایسین در سویه مرجخ :bp 511 ستون ،)

ستون ، lcl10و  lcl03 ،lcl04 ،lcl07 هایدر جدایه: ژن نایسین 9-7

 عنوان کنترل منفیهبآب مقار  :6

 

 هاپایداری باکتریوسین بر عوامل مختلفتیثیر  -

فهالیططت  بططر مططرثراثططر فاکتورهططای  (9) در جططدول

 4هططر  نشططان داده شططده اسططت. هططاجدایططه باکتریوسططین

و تریپسطین  Kباکتریوسین پط  از تیمطار بطا پروتئینطاز 

اما آنزیم آلفطا آمطیلاز بطر فهالیطت  کاملاً غیرفهال شدند

 تطاهطا ضدباکتریایی اثری نداشطت. باکتریوسطین جدایطه

پط   اما ندپایدار بود دقیقه 01مدت به C 911° حرارت

 C 979°و  دقیقططه 61 مططدتبططه C 911°از تیمططار در 

 از بططین رفططت. هططاآنفهالیططت  دقیقططه 99مططدت بططه

فهالیطت متفطاوتی  pH در شرای  مختلف هاباکتریوسین

در داری تفاوت مهنی 6و  0برابر با  pH. در نشان دادند

 5قلیطایی  pHدر امطا فهالیت بازدارندگی مشاهده نشطد 

هطر  .کاهش یافتدار مهنی طوربه فهالیت ضدباکتریایی

، SDS ،Tween 20باکتریوسططین پطط  از تیمططار بططا  4

Tween 80 ،Triton X-100 ،و  اورهEDTA  پایططدار

 بودند.
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، lcl03های های مواد ضدمیکروبی جدایهتهیین نسبی ویژگی -(9) جدول

lcl04 ،lcl07  وlcl10 

 هافعالیت باکتریوسین تیمار

  هاآنزیم

 - Kپروتئیناز 

 - تریپسین

 + آلفا آمیلاز

  دما

°C 61 دقیقه 01مدت به + 

°C 61 دقیقه 61مدت به + 

°C 911 دقیقه 01مدت به + 

°C 911 دقیقه 61مدت به - 

°C 979 دقیقه 99مدت به - 

pH  

0 + 

6 + 

5 - 

  هادترجنت

SDS + 

Tween 20 + 

Tween 80 + 

Triton X-100 + 

 + اوره

  ازبازدارنده پروتئ

EDTA (9/1 ،7  میلی 9و)موکر + 

 غیرفهال -+ فهال، 

 
 

 لیز سلولی -

با ثبطت دانسطیته  lcl03باکتریوسین  اثر ضدباکتریایی

مطدت بطه استافیلوکوکو  اورئطو  600nm(OD(سلولی 

هطای تهطداد سطلول(. 7ساعت ارزیابی شطد )شطکل  97

 قبل از افطزودن باکتریوسطین استافیلوکوکو  اورئو 

( و 9/1=600nmOD) cfu/ml 691×5/2 تا 0/6×691مابین 

بود )بطدون افطزودن  cfu/ml 691×9/0در کشت کنترل 

حطاوی  با افزودن مایخ رویی فاقد سطلولباکتریوسین(. 

بطه فطاز رشطد لگطاریتمی  (AU/ml 0711باکتریوسین )

ساعته( پ   0)کشت  استافیلوکوکو  اورئو باکتری 

 کطهیحالدر  رشد شد. کامل از یک ساعت باعث توقف

جذب نطوری کشطت کنتطرل )بطدون باکتریوسطین( بطه 

09/1=600nmOD  افزایش یافت کطه بطاcfu/ml 091×9/0 

 ماابق بود.
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( و در ♦بدون باکتریوسین ) C 02° در دمای BHI brothرشد یافته در  استافیلوکوکو  اورئو بر  lcl03اثر باکتریوسین  -(7) شکل

 ساعت رشد اضافه شد. سه(. باکتریوسین پ  از ■حضور باکتریوسین )

 

 گیرینتیجه و بحث

هطای نایسین باکتریوسینی هست که مهموکً در سطویه

 ,.Rodríguez et al) شناسایی شده اسطت ککتوکوکو 

2000; Alegría et al., 2010; Bello et al., 2010.) 

شیر خام و پنیطر بطه روش جدایه از  90ماالهه یک طبق 

PCR اند )برای این باکتریوسین مثبت بودهPerin et al., 

جدایه برای این باکتریوسین  4در ماالهه حاضر (. 2012

مایخ رویی خنثی شطده حاصطل از مثبت شناسایی شدند. 

های گرم مثبت ها، رشد ارگانیسمساعته جدایه 74کشت 

، اسططتافیلوکوکو  اورئططو بیمططاریزای غططذایی شططامل 

لیسطتریا و  کلستریدیوم پرفطرینجن ، باسیلو  سرئو 
روی آگطار متوقطف  یگذارلکهرا با روش  مونوسیتوجنز

ها ماابقطت دارد کرد که با تهریف کلنهامر از باکتریوسین

(Klaenhammer 1988 نتططایج حاصططل از طیططف اثططر .)

دهططد بازدارنططدگی هططر چهططار باکتریوسططین نشططان مططی

ترین بطاکتری بطود کطه حسا  استافیلوکوکو  اورئو 

 Millette etشطده اسطت ) گزارشماالهات نیز  سایر در

al., 2007; Nwuche 2013.) های گطرم اثر روی باکتری

منفطططی غیرمهمطططول اسطططت. در ماالهطططات مهطططدودی 

های اسید ککتیک با دامنه اثطر وسطیخ باکتریوسین باکتری

 ;Wise and Tosolini 1990) انططدگططزارش شططده

Bergogne-Berezin and Joly-Guillou 1991; 

Bergogne-Berezin 1995.) 

باشطد، وتیک مطییبنایسین یک نون لنتیکه دلیل اینبه

 یطکقادر به سنتز حداقل  هارود که این جدایهانتظار می

)اطلاعطات نشطان داده  نیطز باشطند دیگر بیوتیکلنتینون 

 Cو  Bهطای بیوتیطککه لنتیبا توجه به این .نشده است(

اند این احتمال وجطود دارد بر روی یک اپرون واقخ شده

طبطق گزارشطی  زمان بیان شطوند.هم طوربهها که این ژن

-نتیجه مثبت برای تکثیطر هطر یطک از سطه پرایمطر لنتطی

 طوربطه( کطافی اسطت تطا جدایطه Mو  B ،Cها )بیوتیک

 Hyink et) ها باشدبیوتیکسایر لنتی سنتزبالقوه قادر به 

al., 2005; Wirawan et al., 2006.) 

بیططان ژن بططا  اسططتکزم  نایسططینپطط  از تأییططد ژن 

 وجطود ژن چراکطهاثبطات شطود های بیوشطیمیایی آزمون

 Kruger) باشدتنهایی دلیل بر بیان آن نمیبه بیوتیکلنتی

et al., 2013) تولیطد  مواد ضطدباکتریایی. در این ماالهه

های پروتئولیتیک حسا  بودند. این شده نسبت به آنزیم

باشطد کطه ماهیت پروتئینی این ترکیبات می علتبهنتیجه 
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. (Bromberg et al., 2005)ها است مختص باکتریوسین

مططواد فهالیططت تغییططری در تیمططار بططا آنططزیم آلفططا آمططیلاز 

ایجاد نکرد. این نتیجه بیانگر این است کطه  ضدباکتریایی

در  بططرای فهالیططت بازدارنططدگی بخططش کربوهیططدراتی

 Todorov) باشطدمورد نیاز نمی هاساختمان باکتریوسین

and Dicks, 2005.) 

تیمار حرارتی تا پ  از  مواد ضدباکتریایی تولید شده

دقیقه تحت تأثیر قرار نگرفتند  01 مدتبه C 911° دمای

 دقیقه و یطا 61مدت به C 911° گذاری درنهاخاما با گرم

°C 979 اسطتافیلوکوکو  دقیقه فهالیت علیه  99مدت به
 NK24ککتوسطین  ایدر ماالهطه مشاهده نشد. اورئو 

پط  از  NK24 ککتوکوکو  ککتطی تولید شده توس  

 9/02دقیقططه  01مططدت بططه C 911° گططذاری درنططهاخگرم

 قیقطه درد 99هش فهالیت نشطان داد و پط  از درصد کا

°C 979 ( کاملاً غیرفهال شدLee and Paik, 2001.)  در

ککتوکوکطو  نایسین تولید شطده توسط   تحقیقی دیگر
بهطططد از  WNC20 ککتطططی تحطططت گونطططه  ککتطططی 

دقیقه  99مدت به  pH= 2و  C 979° در گذاریگرمخانه

فهال بطاقی  pH= 0 گذاری درنهاخغیرفهال شد اما با گرم

 (.Noonpakdee et al., 2003ماند )

وابسته  ترکیبات تولید شدهپایداری در ماالهه حاضر 

مطدت به گذاریگرمخانهپ  از  این ترکیباتبود.  pHبه 

امطا در  پایدار باقی ماندند. 6و  0 یها pHدو ساعت در 

pH  دار در فهالیطت بازدارنطدگی کطاهش مهنطی 5قلیایی

آمده  دستبهدر سایر ماالهات نتایج مشابه  شد. همشاهد

 .(Kelly et al., 1996; Todorov et al., 1999است )

هطا و های پروتئینها آنیونی با باز کردن چیندترجنت

ها، ساختار سه بهطدی و شدن هسته هیدروفوب آنظاهر 

دهند. در این ماالهه ها را تحت تأثیر قرار میعملکرد آن

نسبت به تیمار با محلطول  ترکیب ضدباکتریاییهر چهار 

 SDS ،Tweenهای آنیونی )وزنی/حجمی( دترجنت 9%

20 ،،Tween 80 ،Triton X-100  و اوره یططا بازدارنططده

ترکیبططات  بودنططد. پایططداری پایططدار EDTAپروتئططاز 

نسطبت بطه  جدایطه چهطارضدباکتریایی تولید شده از هر 

 های ماالهه شده بیانگر این واقهیطت اسطت کطهدترجنت

 توسط شده  تولید هایاز اغلب باکتریوسینها ماهیت آن

 J46باشد. برای باکتریوسین ها متفاوت نمیککتوکوکو 

تحطت گونطه  ککتوکوکطو  ککتطی تولید شده توسط  

 C19، پلانتاریسططین (Huot et al., 1996) کرمططوری 

(Atrih et al., 1993) انتروسططین ،EJ97  تولیططد شططده

 ,.EJ97 (Gálvez et al فکطالی  انتروکوکطو توسط  

 ,ST18 (Todorov and Dicks، پدیوسطططین (1998

و  ST31 (Todorov et al., 1999)، پلانتاریسطین (2005

نتططایج مشططابه  B14 (Ivanova et al., 2000)بزاسططین 

هطای ماالهطه شطده بنطابراین جدایطه دست آمده است.هب

طبیهی  دارندهنگه عنوانبهقابلیت استفاده در مواد غذایی 

سطازی سطازی و خطالصچنین امکطان غنطی. همندرا دار

 و کطاربرد آن ها در شطرای  آزمایشطگاهیباکتریوسین آن

 وجود دارد. های بیماریزای غذاییجهت کنترل باکتری

 

 سپاسگزاری

ی لاماسطط از مهاونططت پططژوهش و فنططاوری دانشططگاه آزاد

قطدردانی بطه خطاطر تطأمین اعتبطار تحقیطق، واحد تبریز 

 شود.می

 

 تعارض منافع

 اعلام ندارند. یبرا یتهارض منافه سندگانینو
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Abstract 

Nisin is an antibacterial peptide produced by certain species of lactic bacteria. In this study, strains of 
lactic acid bacteria capable of bacteriocin production were isolated from Lighvan cheese samples 
obtained from East Azerbaijan, Iran. Among 16 isolates initially identified as Lactococcus lactis, four 

isolates were phenotypically determined as bacteriocinogenic. The isolates showed inhibitory effect on 
the growth of Gram-positive foodborne pathogens including Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 
Clostridium perfringens and Listeria monocytogenes by the agar spot test. Selected isolates were PCR-
positive for the nisin-encoding gene. The strains produced antibacterial substances resistant to α-amylase 
but sensitive to trypsin and proteinase K. Thermo-stability was indicated after treatment at 100 °C for 30 
minutes. The antibacterial activity was pH dependent and occurred in pH 3 and 6, but at pH 9 the 
antibacterial activity was mainly restricted. No loss in antibacterial activity was recorded after treatment 
with SDS, Tween20, Tween 80, Triton X-100, urea, and EDTA. The results suggest the potential 
application of these isolates as preservatives in food products. 
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