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  چكيده

 ـتول يكه برا سنتي ايراني شيري يهاوردهآفرل جدا شده از يلاكتوباس يهاهيوسدر اين مطالعه    ه يسـو  8 ن بـر عليـه  يوس ـيد باكتري
 از نظر توليـد كه سويه لاكتوباسيل بومي  8تعداد  .شدند يغربالگر با روش انتشاري مخمر گرم منفي و گرم مثبت، ياستاندارد باكتر

هـاي توليـد شـده    باكتريوسـين . جهت مطالعه بيشتر در نظر گرفته شـدند ه يسو 2ا ن آنهيانتخاب و از ب تشخيص داده شدند، مناسب
توگرافي تخلـيص  سـولفات و سـپس ديـاليز و كرومـا     دهي با ايزوپروپانول و آمونيومبا استفاده از رسوب الذكرفوق سويه 2توسط 
 .هـا مشـخص نمـود   كيلودالتون را در اين سـويه  2/66تا  45 هايي با وزن مولكوليباكتريوسين آزمايش ژل الكتروفوز وجود. گرديد

ميكروكوكـوس  عليـه   هستند كه بـه ميـزان بيشـتر    بومي قادر به توليد مواد باكتريوسينيجدا شده هاي نتايج حاصله نشان داد سويه
ــدياســتاف، )Micrococcus luteus PTCC1169( لوتئــوس و  ) Staphylococcus epidermidis) PTCC1435سيلوكوكوس اپيدرمي

 Listeria monocytogenes PTCCتوژنزيا منوس ـيسـتر يل و به مقدار كمتر بر روي (Bacillus cereus PTCC1247) باسيلوس سرئوس

كانديـدا   و بـه عنـوان حساسـترين بـاكتري     وكوكـوس لوتئـوس  ميكر هاي شاخص،در بين ميكروارگانيسم .باشندمي مؤثر )(1301
توليـد  هـاي  باكتريوسين ه نشان داد،مطالع اين .شناخته شدند ارگانيسمترين به عنوان مقاوم )Candid albicans PTCC5027( البيكنس

-مـي باشـند و  در مواد غذايي ميزاي موجود هاي بيماريها قادر به مهار طيف وسيعي از ميكروارگانيسمشده توسط اين لاكتوباسيل

  .قرار گيرند استفادهمورد غذايي هاي وردهآفردر هاي بيولوژيك دارندهنگهبه عنوان  توانند
 

   نيسين ،هاي غذاييهوردآمحافظت كننده، فر ،باكتريوسين ،وسلاكتوباسيل :كليدي هايواژه
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  مقدمه
ي از در سالهاي اخير با مشخص شدن مضرات برخ ـ  

هاي شيميايي، محققـين توجـه خـود را بـه     دارندهنگه
-را نگهيز دارنده طبيعي معطوف كرده اندتركيبات نگه

 يكروبيت آن از نظر ميفيو كنترل ك ييمواد غذا يدار
مـواد  گان د كننـد ي ـتول يهااز مشكلات و چالش يكي

 يهـا يمـار يب). Boziaris et al., 2006( اسـت  ييغذا
ت ي ـهنـوز از اهم  ييمـواد غـذا  ق ي ـمنتقل شـده از طر 

-ين آنهـا م ـ يترعياز جمله شا .برخوردار است ييبالا
ــه ب ــوان ب ــاريت ــايم ــ يه ــتافاز  يناش لوكوكوس ياس

ونلا و مسـال  يه هـا يسـو  ،يلاوك ـ ايش ـياشر، اورئوس
 يهـا ن راهياز مهمتر. اشاره نمود توژنزينوسوا ميستريل

 ييها به انسـان، مصـرف مـواد غـذا    ين باكتريانتقال ا
آن  يهـا وردهآر و فريژه شيوه ها بن پاتوژنيوده به اآل
كـا در سـال   يآمر يهـا يمـار يمركز كنتـرل ب . باشديم

 يمـار يون مـورد ب يليم 76انه ياعلام كرد كه سال 1999
 5000دهـد كـه حـدود    ياز مصرف غذا رخ م ـ يناش

 ,.Cleveland et al( شـود يبه مرگ ختم م ها مورد آن

ا عقـب  ي ـو ن يقط جن ـساز عوامل  يكي يحت. )2001
-يگزارش م توژنزينوسوم ايستريلنوزاد  يذهن يماندگ

 ييعامـل آن شناسـا   يهـا پيسرو تاران يدر ا شود كه
ــگرد ــا .(Mirdamadi et al., 1994)ده اســت ي ن ي

نـه  يون دلار هزي ـليب 9/34تا  5/6ن يانه بيها ساليماريب
 .)Cleveland et al., 2001(ند نكيل ميكا تحميبه آمر
مواد ضد گذشته مطالعات زيادي بر روي  هي دهدر ط

هـاي  تخميركننـدة مـواد    ميكروبي مترشحه از باكتري
بتواننــد غــذايي، صــورت گرفتــه اســت تــا در آينــده 

هـاي شـيمايي ماننـد دي اكسـيد     دارندهجايگزين نگه
سولفور، بنزوئيك اسـيد، سـوربيك اسـيد، نيتـرات و     

  .)Mirdamadi et al.,  2007( نيتريت گردند
  

درتخمير كه فرآيندي ناشي از فعاليـت بيولـوژيكي      
ها، ها است ضمن رشد ميكروارگانيسمميكروارگانيسم

كه برخي از آنهـا   شوديم هاي مختلفي توليدمتابوليت
رشـد  ر بودن براي مصارف انساني، مانع خطضمن بي

هــاي  ناخواســته در مــواد و زنــدگي ميكروارگانيســم
-كنندهدارنده را محافظتد نگهاين موا. شودغذايي مي

 نامنـــدمـــي (bio-preservative)هـــاي بيولـــوژيكي 
)Hugas, 1991( .  
هـاي  ها توسط بسياري از باكترياگرچه باكتريوسين  

شوند امـا از آنجـايي   گرم مثبت و گرم منفي توليد مي
 GRAS (Generaly(ضرر هاي لاكتيك، بيكه باكتري

regarded as safe  ـ مـي  ه طـور كلـي تمايـل    باشـند، ب
هاي آنهـا وجـود   بيشتري براي استفاده از باكتريوسين

شــامل نژادهــاي  (LAB)هــاي لاكتيــك بــاكتري. دارد
ــيلوس و    ــترپتوكوكوس، لاكتوباس ــوس، اس لاكتوكوك

شان هستند كه به علت توانايي گستردهها پديوكوكوس
اي كه دارند، دارندهها و نقش نگهدر توليد باكتريوسين

 انـد توجه خاص پژوهشگران قرار گرفته موردامروزه 
)Holzapfel et al., 1995(.  هـا  به علاوه، لاكتوباسـيل

شـان در  شان در تخمير و نيـز اهميـت  به دليل توانايي
هـا مـورد توجـه    سلامتي انسان، به عنوان پروبيوتيـك 

آنهـا تركيبـاتي ماننـد اسـيدهاي     . اندزيادي قرار گرفته
ــدروژن   ــتيل، هيـ ــي، دي اسـ ــايد وآلـ ــز  پراكسـ نيـ

كنند ها را در طي تخمير لاكتيك، توليد ميباكتريوسين
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اي از اهميت ويـژه  ييدر مواد غذا حفاظتي آنهااثر  كه
 Mead et al., 1999; Mirdamadi et) برخوردارنـد 

al., 2007; Tafreshi et al., 2010a(.  
واژه باكتريوسين شامل گـروه بـزرگ و وسـيعي از       

پتيدهاي ضدميكروبي ريبوزومي خـارج  ها يا پپروتئين
عرفـي  كشي مباشد كه به عنوان مواد باكتريسلولي مي

 بـر  شـوند و يسـاخته م ـ ها اند كه توسط باكتريشده

هاي وابسته، اثر كشندگي يـا  هاي مشابه يا سويهسويه
ــد ــدگي دارن ــاء    .مهاركنن ــر غش ــوركلي ب ــه ط ــا ب آنه

ي وسيتوپلاســميك اثرگــذار هســتند و بــا ايجــاد نيــر
هـايي در دو لايـه   حركتي پروتون باعث تشكيل حفره

طيف فعاليت ضعيف آنها . شوندفسفوليپيدي غشاء مي
-و مشخصة پروتئيني بودنشان، آنها را از آنتي بيوتيك

  ).Mirdamadi et al.,  2009( ها متمايز ساخته است
كـه بـه عنـوان     ن استيسيها ننيوسين باكترياز ا يكي
د ي ـتائ WHOو  FAOاز نظـر  يع ـيدارنـده طب ك نگهي

-يم ـ يبنـد طبقـه   GRASباتيشده است و جزو ترك
ون يزاسيپاستور يدر دماها ينيوسين ماده باكتريا. شود
را بـه   سدرجـه سليسـيو   85-95 يدار و دمايپا نسبتاً

درصـد   15قـه تحمـل و حـدود    يدق 20ش از يمدت ب
-ن نگـه ي ـاستفاده تـوام از ا  .ابدييت آن كاهش ميفعال

 يباعث اثـر بخش ـ  يكروبيعوامل ضد مر يسادارنده با 
ژه در مقابل يبو ييماده غذا يمنيش ايافزا آن درشتر يب

  (Rauch et al., 1991شـود يم ـ يگرم منف يهايباكتر
Tafreshi et al., 2010b ; Mirdamadi et al., 

2009;(.  

و لـزوم  هـا  نيوسيوت باكتراف اثر متفيبا توجه به ط  
ايـن پـژوهش بـا هـدف     ر د ديبات جديترك ييشناسا

هــاي جداســازي و تخلــيص باكتريوســين شناســايي،
 يد لبن ـاولاكتوباسيل بومي جـدا شـده از م ـ   يهاسويه
لقوه به عنوان او طيف اثر آنها جهت استفاده ب يطراح
خطر و بيسالم (Bio preservative)  يستيزدارنده نگه

   .ديبررسي گرد
  هامواد و روش

  هاي كشتها و محيطسويه
هاي لاكتوباسيل مـورد بررسـي از نظـر توليـد     سويه  

محصـولات  جداشـده از  هاي ، لاكتوباسيلباكتريوسين
در  كـه اسـت  بـوده  بومي مناطق مختلـف ايـران    يلبن

و در هنگـام   داشـته  نگهسليسيوس درجه  -76فريزر 
ــايش در  ــيط آزم ــه  ،)MRS broth )MERCKمح ب

د بررسـي تولي ـ رشـد و  عنوان محيط كشت مايع براي 
  .شدكشت داده ميباكتريوسين، 

  

 بررسي طيف اثر
-بررسي طيف اثر باكتريوسين توليدي بر روي سويه  

هـاي اسـتاندارد   سـويه  .هاي استاندارد بررسي گرديـد 
  شاملش يموردآزما يهاهيسومورد استفاده بعنوان 

Micrococcus luteus PTCC 1169; Bacillus 
cereus PTCC1247; Staphylococcus 
epidermidis PTCC 1435; Candida albicans 
PTCC 5027; Escherichia coli PTCC 1399; 
Staphylococcus aureus PTCC 1431: Listeria 
monocytogenes PTCC 1310; Entrococcus 

fecalis PTCC 1393 
هـا و  به صورت ليـوفيليزه از مركـز كلكسـيون قـارچ    

و صنعتي مان پژوهشهاي علمي هاي ايران، سازباكتري
  . ، تهيه گرديدندايران
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  توليد باكتريوسين
  48به مدت كشت  MRS brothدر هاي مولد سويه  
 rpm 150گــراد و دور  يدرجــه ســانت 37ســاعت در 
 كـاهش به منظـور  . شدند يارذگرماگ) قهيدور در دق(

 ـ يهامهاركنندگي اسيد فعاليت  pH  توليـد شـده،   يآل
گرديـد  خنثـي  نرمـال   4 سـود تخميري توسط  طيمح

هاي باكتريايي، سانتريفيوژ همچنين براي حذف سلول
ــدت   rpm 5000 در ــه مـــــ ــهيدق 15بـــــ  قـــــ
)(Model:CLEMENTS   انجام گرديد و سـوپرناتانت

بررسي فعاليت باكتريوسـيني، مـورد   حاصله به منظور 
 ;Tafreshi et al., 2010b) ارزيــابي قــرار گرفــت

Mirdamadi et al., 2009(.   
  

  
  )هاباكتريوسين(ها جداسازي پروتئين

  پروپانول-2استفاده از 
سوپرناتانت حاصله به آرامـي در مجـاورت يـخ بـا       

درصـد    50بـا نسـبت   ،(MERCK)ايزوپروپانول سرد 
 rpmهـا در  سـپس نمونـه   .حجمـي، مخلـوط گرديـد   

سليسـيوس  درجـه   4دقيقـه در   40به مـدت   15000
رسـوب   .شـد  BECKMAN model J2)( سانتريفيوژ

 ،=5/4pHمـولار   1/0 فر سيترات فسفاتحاصله در با
مورد ارزيابي قـرار   حل و از نظر فعاليت باكتريوسيني،

  .گرفت
  

  م سولفاتواستفاده از آموني
و  مايع تخميري فاقد سلول در هاي موجودپروتئين   

 4در (MERCK)سـولفات آمـونيم  خنثي شده، توسط 
رسـوب پروتئينـي   . رسوب داده شدسليسيوس درجه 

بـه   rpm 15000بـا دور   سـانتريفيوژ  حاصـله توسـط  

جدا و در بـافر  وس يسيسلدرجه  4دقيقه در  40مدت 
يـد  حـل گرد ) مولار 06/0 و =pH  7( پتاسيم فسفات

  . ارزيابي شدو سپس فعاليت باكتريوسيني آن 
  

  )هاباكتريوسين(ها تخليص پروتئين
  دياليز

سـاعت بـا     48نمونه حاصله از مرحله قبل به مدت   
ــافر پت ــيم فســفات ب ــولار  06/0(اس  4، در ,pH=7)م
سپس بـا   رار گرفت وق ، تحت دياليزسليسيوسدرجه 

حــذف يونهــاي آمــونيم از  نســلر اســتفاده از معــرف
گيـري  هـا بـراي انـدازه   نمونـه . اثبات گرديـد  محلول،

هاي حساس ارزيـابي  فعاليت باكتريوسيني، عليه سويه
  .شدند

  

  كروماتوگرافي
 G-100 (Sephadex G-100 ستون با ژل سـفادكس   

,pharmacia ,Code No.17-0060-02)    پـر گرديـد و
 =pH 7( به عنوان فاز متحرك از بافر پتاسيم فسفات

نمونه پروتئين روي ستون  .شد استفاده )مولار 06/0و
وارد و ستون توسـط بـافر شستشـو گرديـد تـا كليـه       

  . هاي متصل نشده از ستون خارج شوندپروتئين
ستون توسـط فراكشـن    از خارج شده هايفراكنش   

آوري گرديد و بخشي از آن براي تعيين جمع كالكتور
ــروتئين اســتفاده و   فعاليــت باكتريوســين و غلظــت پ

پـودر  . براي تغليظ بيشتر، ليوفيليزه گرديد آن باقيماندة
 يو بـرا بافر استريل حل  ml1 حاصل از ليوفيليزه در 

  .استفاده شد بيشتر صيتخل
  

 
 



  1390، پاييز 3، پياپي 3، شماره 1دوره                                                                                                                                               مجله بهداشت مواد غذايي

59 
 
 
 

  رزالكتروفو
ها از تكنيك وزن مولكولي پروتئينتعيين به منظور    

آميـزي  و رنـگ SDS-PAGE بـا تكنيـك    الكتروفورز
 -BIORAD ,Miniكاتالوگبلو مطابق دستورالعمل  كماسي

PROTEAN 3 cell Instruction manual,cat.No.165-
الكتروفــورز روي ژل . اســتفاده گرديــد 3301,165-3302

سـديم دودسـيل    %10حضـور پلي آكريلاميد بـا   17%
و  mm5/1  سولفات، در يك ژل عمودي با ضـخامت 

، در حضـور  %30متيلن بيس آكريلاميـد   N' ,Nغلظت
ــوم پرســولفات  ــده آموني ــزه كنن و  %10عوامــل پليمري

TEMED  دقيقـه در   10ژل بـه مـدت   . انجام گرفـت
ولت قرار داده شد و سپس الكتروفورز بـه   60جريان 
  . انجام شدولت  120دقيقه در  30مدت

  

  تعيين فعاليت باكتريوسيني
سـنجش چاهـك   (well diffusion assay)  از روش  

 اسـتفاده شـد   فعاليت باكتريوسـين  براي اندازه گيري

(Schillinger and Luke,1989) .   50در ايـن روش 
ــول  ــر از هريــك از محل ــيني ميكروليت ــاي باكتريوس ه

هاي ايجـاد  اهكچبدست آمده در مراحل مختلف در 
يه نـازك از  از قبل با يك لاشده روي پليت كشت كه 

بذردهي شده بودند، ريختـه  كشت مايع تست استرين 
ها به به منظور ديفيوز مايع پروتئيني در ژل، پليت. شد

درجه سانتي گـراد قـرار    4در يخچال  دقيقه 30مدت 
دماي مناسـب   ساعت در 24گرفتند و سپس به مدت 

ه عدم رشد تعيـين و  قطر هال. اري شدندذگرماگرشد 
  .ميزان فعاليت باكتريوسيني محاسبه گرديد

  

بـالاترين  ي بـر اسـاس   دين توليوسيزان واحد باكتريم
رقت نمونه كه قدرت ايجاد هاله عدم رشد بـر سـويه   

 Tafreshi et) استاندارد را دارد، تعريف گرديده است

al., 2010a ; Mirdamadi et al., 2007 (.   
  

  هايافته
لاكتوباسيل بومي از ماست هاي سويهتحقيق  در اين  

و لبنيات مناطق مختلـف ايـران جداسـازي و از نظـر     
هـاي  از ميان سويه .توليد باكتريوسين مقايسه گرديدند

بــومي هشــت ســويه بيشــترين باكتريوســين را توليــد 
  ).1جدول (نمودند 
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 )متربر حسب ميلي(هاي مختلف ل از كشت لاكتوباسيلهاي حاصهاي عدم رشد متابوليتقطر هاله: 1جدول 

L. m
onocytogenes

 

E.  fecalis
 

 

C
. albicans

 
 

B. cereus
 

E. coli
 

S. epiderm
idis

 

S. aureus
 M

. loteus
 تست استرين 

  سويه ها ي لاكتوباسيلو س
 

12  4  3  13  4  10  5  19  B43 Lactobacillus  1  

10  3  3  9  3  9  8  25  B4      Lactobacillus  2 

9  5  5  8  3  8  13  25  48       Lactobacillus 3  

9  3  4  13  6  9  3  26  M 18    Lactobacillus 4  

8  3  5  12  5  13  4  24  M31     Lactobacillus  5  

9  4  4  14  4  11  11  23  M40     Lactobacillus  6  

11  5  4  20  5  8  7  21  M46     Lactobacillus  7 

10  4  3  17  6  8  5  25  M48     Lactobacillus  8  

  
 b4هـاي با ناماز بررسي طيف اثر آنها دو سويه  پس  
   .هاي بيشتر انتخاب گرديدبررسيبراي  48و 
عليـه   تقريبـاً  48و  b4دو سويه لاكتوباسـيل بـومي     

اثر مهـاري  هاي استاندارد با قدرت متفاوت تمام سويه
ها از نظر توليد باكتريوسـين  ترين سويهداشتند و قوي

بـه عنـوان     M .luteus PTCC 1169همچنـين  . بودند
 E. coli PTCC1399; Candidaوترين سويه حساس

 albicans PTCC5027; E. fecalis PTCC1393  
  .ها تشخيص داده شدنداسترينترين تستمقاوم

متفـاوتي  ها الگوي مهـار رشـد   هريك از لاكتوباسيل  
 1كه در شكليها نشان دادند بطورعليه تست استرين

ه يهـا عـلاوه بـر سـو    ين بـاكتر ي ـاگـردد  يمشاهده م
لوس يباساسپوردار  يبر باكتر كروكوكوس لوتئوسيم

  .نشان دادند يز اثر مهارين سرئوس
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 ميكروكوكوس لوتئوسو ) شكل الف( باسيلوس سرئوسهاي استاندارد ها بر سويههاله عدم رشد باكتريوسين هاي حاصل از لاكتوباسيل: 1شكل 
 .)شكل ب(

  

  
  
آلـي، وبررسـي خـواص     ذف اثر اسـيدهاي جهت ح  

باكتريوســين توليــدي مراحــل خــالص ســازي انجــام 
هاي پروتئينـي از  براي جداسازي اين مولكول. گرديد

 با سولفات آمونيوم و سپس بعد از دهيروش رسوب
 15زه و محصـول در  يليوفيها لها، نمونهدياليز پروتئين

تفاده ون اس ـيلتراس ـيژل ف يتر بـافر حـل و بـرا   يليليم
 بـومي  يهـا هين سويوسيهاي باكتربراي نمونه. گرديد

b4  پـروتئين و   مقـدار  در هر مرحلـه تخلـيص،   48و
و ) 3و 2جـداول (گيـري  فعاليت باكتريوسـيني انـدازه  

بطوركلي كاهش در مقدار پروتئين و افزايش فعاليـت  
ما را بـه درصـد تخلـيص    ) Specific Activity(ويژه 

  .باكتريوسين رهنمون ساخت
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  b4سويه ضرايب تخليص باكتريوسين حاصل از مراحل مختلف و :  2جدول 

Purification 
Fold 

Purification 
 Yield 
(%) 
 

Specific 
Activity 
(U/mg) 

Total 
Protein 
 (mg) 

Protein 
Concentration 

(mg/ml) 

Total 
Activity 

Activity 
(Unit/ml) 

 حجم نمونه
ml)( 

  b4سويه 

 مايع تخمير 132 50 6600 45/3 4/455 5/14 100 1

 قبل از دياليز 36 100 3600 - - - 54/54 -

 بعد از دياليز 45 50 2350 238/0 71/10 08/210 6/35 48/14

22/26 72/22 22/380 945/3 263/0 1500 100 15 
نمونه ليوفيليزه حل 

 شده در بافر

 لتراسيونبعد از ژل في 1/1 800 880 271/0 298/0 2282 3/13 4/157

 
  

  48مراحل مختلف و ضرايب تخليص باكتريوسين حاصل از سويه :  3جدول 

Purificati
on Fold 

Purification 
 Yield 
(%) 
 

Specific 
Activity 
U/mg)(  

Total 
Protein 
(mg) 

Protein 
Concentration 

(mg/ml) 

Total 
Activity 

Activity 
unit/ml)( 

 حجم نمونه
(ml) 

 48سويه 

 مايع تخمير 132 50 6600 29/2 28/302 83/21 100 1

 قبل از دياليز 36 100 3600 - - - 54/54 -

 بعد از دياليز 42 50 2100 41/0 22/17 95/121 81/31 58/5

94/5 75/25 87/129 1/13 77/0 1700 100 17 
نمونه ليوفيليزه حل 

 شده در بافر

 ز ژل فيلتراسيونبعد ا 1/1 1000 1100 02/0 11/0 10000 6/16 08/458

  

شود، ديده مي) الف و ب 1(همانگونه كه در نمودار 
هاي مورد آزمايش در در اين بررسي هريك از سويه

  نانومتر  250جذبي در ژل فيلتراسيون، دو ناحيه

هاي لوله 48ص داده شد كه در مورد سويه يتشخ
هاي شماره لوله b4و در مورد سويه  16تا  11 شماره

  . اليت ضد رشد داشتندفع 15تا  10
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 b4و ) الف نمودار( 48هاي هاي سويههاي ژل فيلتراسيون براي باكتريوسينهاي پروتئيني از ستونمنحني بررسي خروج فراكشن:  1نمودار

  )بنمودار(
  

وزن  دهد مقايسه باندها با ماركر نشان داد كههاي حاصل از دو سويه را نشان ميالكترفورز باكتريوسين ،2شكل
 .باشد كيلودالتون مي 50تا  40ها حدود هاي موجود در اين دو سويهباكتريوسين

  

  
مربوط به تكرارهاي متفاوت در مراحل  6تا  1 نمونه. به همراه ماركر وزن مولكولي) Bتصوير ( 48و ) Aتصوير ( b4هاي الكتروفورز نمونه: 2شكل 

  .مختلف تخليص است
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  گيريبحث و نتيجه
هاي اسـيد لاكتيـك نظيـر    باكتريمختلف  يهاهيسو  

 يآل يدهايد اسيبا تول هاو لاكتوكوكوسها ليلاكتوباس
 يهـا تيها و متابولميد آنزيك، توليد لاكتياز جمله اس

جهت  ييبالا ييها توانانيوسيمختلف و از جمله باكتر
 ييدر مـواد غـذا   يكروبيمختلف م يهايكنترل آلودگ

ــد ــااز  ياريبســ .(Rajaram et al., 2010) دارن ن ي
هـا در حفـظ سـلامت    كي ـوتيها به عنوان پروبيباكتر

هـا در  كي ـوتيقدرت پروب. دارند ييانسان نقش به سزا
ن ي ـقات در ايسترش تحقگداشتن خواص فوق باعث 

 يكي. Mirdamadi et al., 2007)( ده استينه گرديزم
كه اكنون در صـنعت غـذا    يمجاز يهانيوسياز باكتر

له يبوســن يســين. ن اســتيســيافتــه نيكــاربرد فــراوان 
ــ ــوس لاكت ــتول سيلاكتوكوك  ,.Tafreshi et al) دي

2010a)  يع ـيك طبيولوژيدارنده بك نگهيو به عنوان 
امــروزه  گــرددياســتفاده مــ ييغــذا يهــاوردهآدر فــر
 ين در نـانو سـاختارها  يسين يانداز دامه ن با بيمحقق

مـواد   يآهسته رهش آنـرا بـرا   يها، فرمولكيولوژيب
 ,.Zohri et al) انـد نمـوده  يطراح ـ يري ـتخم ييغذا

2009; Mirdamadi et al., 2009.( تـر شـدن   عيبا وس
سـترش مقاومـت   گن و يوسين باكتريدامنه استفاده از ا

ن به فكر يبه مواد ضد رشد، محقق يكروبيم يهاهيسو
ــانيوســيباكتر ييشناســا ــجد يه ــاده و گــر افيد دي ت

ن مـواد  ي ـد اي ـو تول ييجهت شناسـا  ياديقات زيتحق
 ان اسـت ي ـجر ا دري ـمختلـف دن  يهاكشور در يعيطب

Anas et al., 2008 (Mirdamadi et al., 2007, Poor 
Ahmad et al., 2006; (Rajaram et al., 2010 . از

سـترده  گف اثر يها طنيوسين باكتريمهم ا يهايژگيو
 قي ـن تحقي ـدر اذكر شـد،   همانگونه كه .باشديآن م

ات منـاطق  ياز ماست و لبن يل بوميلاكتوباس يهاهيسو
ن يوس ـيد باكتري ـو از نظر تول يران جداسازيمختلف ا

ن يشـتر يب كـه  هيسـو  هشـت ان ياز م .دنديسه گرديمقا
بـا   هيدو سـو  .)1جـدول ( د نمودندين را توليوسيباكتر
ــام ــاين ــا ط 48و  b4ه ــب ــر وســي ع انتخــاب و يف اث
   .ديآنها خالص گرد يدين توليوسيباكتر

ها الگوي مهـار رشـد متفـاوتي    هريك از لاكتوباسيل  
. )1شـكل ( نشان دادنـد  شيآزما مورد يهاهيسوعليه 

عليه تمـام  با  يتقر 48و b4 يدو سويه لاكتوباسيل بوم
اثـر مهـاري    بـا قـدرت متفـاوت    استاندارد يهاهيسو

يوسـين  ها از نظر توليد باكترترين سويهداشتند و قوي
بـه عنـوان    M .luteus PTCC 1169همچنـين   .بودند

 E. coli PTCC1399;  Candidaو ترين سويهحساس

 albicans PTCC5027;  E. fecalis PTCC1393  
عدم  .ص داده شدنديتشخها ترين تست استرينمقاوم

گرم  يهايباكتر يها بر رونيوسين باكتريا يقور يتاث
هـاي  ينيسين روي بـاكتر  .باشدين ميسيمشابه ن يمنف

و  يتوژنزانوس ـوليسـتريا م ، اسـتافيلوكوكوس اورئـوس  
هاي مختلف باسيلوس و كلستريديوم اثر باكتري گونه

هاي گرم منفـي  اما بطور خالص بر باكتري .كشي دارد
ن به همـراه مـواد شـلاته    يوسين باكتريا .ثير استأتبي

 يبـه خـوب   ييگر در مواد غذايد يهاتيكننده و متابول
 دي ـنمايز مهـار م ـ ي ـرا ن يگرم منف ـ يهايرشد باكتر

)Mirdamadi et al., 2009; Tafreshi et al., 

2010b(، نيوسين باكتريدوار بود كه ايتوان اميلذا م-
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هـا  هيبـر تمـام سـو    يشترياثر ب اهر هردليز با سايها ن
  .  داشته باشد

 ها در فرم خام، تركيباتي غير قابل دياليز،باكتريوسين  
و حساس بـه   حساس به كاتالازغير مقاوم به حرارت،

 ,.Ogunbanwo et al( هاي پروتئوليتيك، هستندآنزيم

مختلف  يهاكيص، تكنيو لذا در مراحل تخل) 2003
در ايـن روش  . قـرار گرفـت   يابي ـمورد ارز يبه راحت

حلاليت پروتئين با افزودن نمـك سـولفات آمونيـوم،    
دهي را بـراي  رسوبحلال ايزوپروپانل كاهش داده و 

همچنين مـي  .ها از يكديگر انجام شدتفكيك پروتئين
توان از آن بـه عنـوان يـك مرحلـه پـيش از مراحـل       
تخليص نهايي بـراي جداسـازي محصـولات جـانبي     

ها و ديگـر  نامطلوب مانند اسيدهاي نوكلئيك، رنگدانه
اجزاي باقيمانده از محلول حاصل از تخميـر اسـتفاده   

ــرد ــتفاده از .ك ــازي    اس ــولفات در جداس ــونيم س آم
ايي بهتـري نسـبت بـه ايزوپروپـانول     باكتريوسين، كار

ــاليز پــروتئين هــا بطــور چشــمگيري نشــان داده و دي
افزايش  و موجب جداسازي بهتر باكتريوسين از املاح

ج ينتا .)2جدول (ها گرديد فعاليت مهاري باكتريوسين
 (2003)و همكاران  Ogunbanwo جين مرحله با نتايا

 مطابقـت نشـان داد آنهـا     هادر مورد تخليص پروتئين
ــتفاده از حــلال  ــا اس ــه  ب ــد ك ــي، نشــان دادن ــاي آل ه

 فـاز آبي بلكه از  تنها از فازنهتوان يها را مباكتريوسين
دهـد كـه حـداقل    آلي نيز جدا نمود و اين نشـان مـي  

هـــاي باكتريوســـين ويژگـــي قســـمتي از مولكـــول
 درو ايـن ويژگـي   گريـزي دارنـد   آب هيدروفوبيك يا

  .مشترك است هااغلب باكتريوسين

نيز توسط رسوب با آمونيوم سولفات  PA1پديوسين  
و سپس كروماتوگرافي فاز معكوس خـالص گرديـده   

اين روش با كمي تغييـر  . )Ralph et al., 1995(است 
نيـز بكـار    Mesentericin Y105براي خالص سـازي  

رافي گرفته شده است  مايع كشـت تحـت كرومـاتوگ   
روي ستون آگارز قرار گرفت و با عبور از غشـائي بـا   

Cut off 5 KDa   اولترافيلتره و نهايتـاً توسـطHPLC  
   .et al., 1995 (Leer( فاز معكوس خالص گرديد

ديـده  ) ب -1( و )الف -1(همانگونه كه در نمودار   
هـاي مـورد   ريـك از سـويه  هشود، در اين بررسي مي

 250جـذبي در  ناحيـه دو  آزمايش در ژل فيلتراسيون،
ــد  ــل گرديـ ــانومتر حاصـ ــت  . نـ ــي فعاليـ در بررسـ

باكتريوسيني، هردو آنها داراي خاصـيت مهـار كننـده    
بودند و نشان داده شد استاندارد  يهارشد روي سويه

بــه طــور   هــا،كــه بــا افــزايش خلــوص باكتريوســين
 يهاهيه سويكلچشمگيري فعاليت ضد رشد آنها روي 

   .يابدميافزايش  استاندارد
شـود  ديده مي 3و 2ول شماره امانگونه كه در جده  

ــيص ــه غلظــت  ،در طــي مراحــل تخل در هــر مرحل
پروتئين كاهش ولي فعاليت باكتريوسين افزايش پيـدا  

ميـزان پـروتئين از    48بطوريكه بـراي سـويه    كندمي
رسـد يعنـي بـيش از    ميلي گرم مـي  11/0به  28/302

ريوسـيني در محـيط   هاي غير باكتبرابر پروتئين 2700
كشت وجود داشته كه در مراحل تخليص دور ريخته 

واحد به  6600در عوض ميزان فعاليت از . شده است
ــن فر  1100 ــي در اي ــيده يعن ــد آرس درصــد  4/83ين

باكتريوسين نيز از دست رفته يـا غيـر فعـال گرديـده     
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ان فعاليت ويژه كـه نشـان دهنـده    زاست بطوريكه مي
ــت از  ــين اس ــوص باكتريوس ــه  83/21 خل  10000ب

برابـر   458رسـيده اسـت يعنـي باكتريوسـين حـدود      
نيز بـا   b4اين روند براي سويه. خالص گرديده است
گردد ولي براي اين سويه ميـزان  اختلافاتي تكرار مي

ايـن  . برابر بوده است 157تخليص كمتر و در حدود 
هــاي بــدان مفهــوم اســت كــه ميــزان پــروتئين     

ه بسيار بيشتر توليد شـده  غيرباكتريوسيني در اين سوي
سـازي مقـادير   است و در نتيجـه در مراحـل خـالص   

بيشتري از باكتريوسين از دست رفته و يـا ناخالصـي   
بـه  . بيشتري در محصـول نهـايي بـاقي مانـده اسـت     

توليـد باكتريوسـين   بـراي   MRSعبارت ديگر محيط 
محيط رشد  يعني. باشدتر ميمناسب 48توسط سويه 

كنـد و  وسين نقش مهمي بـازي مـي  براي توليد باكتري
هر سويه در يك نوع تركيب غـذايي خـاص قـدرت    

از اين . بالاتري براي توليد باكتريوسين خواهد داشت
-توان اين نتيجه را گرفت كه اگر از سـويه مطالب مي

هاي لاكتوباسيل براي حفظ مـواد غـذايي از فسـاد و    
شـود بايـد در   زا استفاده مـي هاي بيماريرشد باكتري

نظر گرفت كه كدام سويه در آن ماده غـذايي خـاص   
لاكتوكوكوس اين يافته در مورد . قدرت بالاتري دارد

كه توليد كننده نيسـين اسـت     PTCC  1336 لاكتيس
اولترافيلتر بررسي و نشان داده شد كـه ميـزان    در پنير

توليد نيسين در پنير كاهش اما اثر هم افزايي نيسين با 
 يابـد اكتري بشدت افزايش مـي هاي ديگر بمتابوليت

)Mirdamadi et al., 2009(.   

ملكولي بسيار نزديك با توجه به وزن  قين تحقيدر ا  
 b4و  48هـاي حاصـل از دو لاكتوباسـيل    باكتريوسين
 ،)2شكل ( بدست آمد كيلودالتون 50تا  40كه حدود 

خروج  يو الگو) 1جدول (طيف اثر تقريبا مشابه آنها 
ن يوس ـيون الكتروفـورز هـر دو باكتر  از ستها فراكشن

يابــد كــه ايــن دو ايــن احتمــال قــوت مــي )2شــكل(
باكتريوسين ساختاري نزديك به هـم داشـته باشـند و    

  .باشدهاي مولد آنها ميسويه اتنها تفاوت عمده آنه
هـاي لاكتيكـي   هاي متعـددي از بـاكتري  باكتريوسين  

 و همكاران از يك سويه   Rajaramگزارش شده است
هاي آبي يك جدا شده از محيط لاكتوكوكوس لاكتيس

گزارش را  آنخصوصيات باكتريوسين را خالص نوع 
اين در حـالي اسـت    .)Rajaram et al., 2010( نمود
لاكتوكوكـوس  از سـويه  بسياري از محققين ديگـر   كه

انــد نيســين را جداســازي و خـالص نمــوده   لاكتـيس 
)(Tafresh et al., 2010a.  
اسـيد   34نيسين هم بـا   توان گفت كه يممقايسه در  

دو فـرم   يدالتـون دارا  12/3354آمينه و وزن ملكولي 
A وZ آنها در نوع اسيد آمينه شماره كه تفاوت ، است
داراي Z داراي هيستيدين و نـوع   Aنوع . باشديم 37
 يهـا هيهمانگونه كـه سـو  . سپارژين استآسيد امينه ا

ن يس ـيختلـف ن تواند انواع ميم لاكتوكوكوسمختلف 
ه ين دو سـو يا .Tafreshi et al., 2010a)( ديد نمايتول
ك بـه  يف اثر نزديبا ساختار و ط ييهانيوسيز باكترين

ن ي ـنه ايآم يدهاياس يتوال يبررس. اندد نمودهيهم تول
ا ي ـبـه صـحت و    ييتواند پاسخ نهاين ميوسيدو باكتر
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 Noonpakdeeهمچنين ه فوق باشد، يعدم صحت نظز
نيـز شناسـايي دو پپتيـد از      2009ن در سال و همكارا

جــدا شــده از محصــولات  لاكتوباســيلوس پلانتــاروم
كه خاصيت باكتريوسـيني دارنـد را گـزارش     تخميري

 .كرده است

نيوس ـياكنون در حال گـزارش باكتر  يادين زيمحقق  
هــا بخصــوص  ســميكروارگانياز م يديــتول يهــا

ن ي ـثـر ا ت كـه اك ي ـواقعن ي ـا .باشـند يها مليلاكتوباس
د هسـتند  ي ـمف يهانيوسيد باكتريها قادر به توليباكتر

در مــورد  (2003) و همكــاران Ogunbanwoتوســط 
موجود در  هايلاكتوباسيل  ازهاي حاصل باكتريوسين

ــه  و همكــاران Invanovaهــاي ذرت و كاســاوا و دان
ــين (2000) ــورد باكتريوسـ ــل ازدر مـ ــاي حاصـ  هـ

و  Anas ،بلغـار  رددر پنيـر ز موجـود   هايلاكتوباسيل
فعاليت ضـد ميكروبـي لاكتوباسـيل    )2008( همكاران

گـزارش   گريد ياريبس زين وهاي جدا شده از شير بز 
اگرچه بعضي از مواد شبه باكتريوسيني  .ده استيگرد

بويژه برخي (هاي گرم مثبت توليد شده توسط باكتري
ها توليد ها و لاكتوكوكسيلاكتوباسيل از آنها كه توسط

كمـي دارنـد؛ امـا     ، طيف مهاركنندگي نسبتاً)شوندمي
 هـا هسـتند  تر از كليسـين بسياري از آنها، بسيار فعال

)(Ralph et al., 1995       و بـه طـور كلـي عليـه طيـف
هاي مثبت و بعضي از سويهوسيعي از باكتريهاي گرم 

يـك   كـه  Aلاكتوكوكسـين   مـثلاً  ثرنـد ؤگرم منفـي، م 
-اختصاصـي مـي  است به طور  IIباكتريوسين كلاس 

 .(Holo et al., 1991) را بكشد هالاكتوكوكوس تواند
هـاي حسـاس و   فعاليت مواد باكتريوسيني عليه سويه

در  هـا، اساسـاً  همچنين ميزان حساسيت ظاهري سويه
حضور مـواد شـيميايي كـه ديـواره     يا در  pH بعضي 

 كنـد كننـد، افـزايش پيـدا مـي    باكتري را ضعيف مـي 

)Ganzle et al., 2000(. 

-فعاليت باكتريوسيني اين سـويه با توجه به در پايان   

 يهـا هيق بـر سـو  ي ـتحقاهميـت  به خوبي  هاي بومي،
ك ي ـوتيمناسب پروب يهاهيسو يجهت جداساز يبوم

در محافظـت  د كه يك جديولوژيد كننده مواد بيو تول
 هـا و غـذاهاي تخميـري سـنتي و تجـاري     وردهآاز فر

  .دهديمنشان نقش دارند را 
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Abstract 
   In this study, the inhibitory effects of bacteriocins of lactobacilli which were isolated from Iranian 
traditional dairy products was determined against known gram positive, gram negative and yeast by well 
diffusion technique. Among 8 isolates with higher capability of bacteriocin production, 2 isolates were 
selected for further investigations. The bacteriocins were purified by iso-propanol and ammonium sulfate 
precipitation following by dialysis and chromatography technique. The molecular weight of bacteriocins 
was determined as 45 to 66/2 KDa. by SDS-page electrophoresis. According to the results, the produced 
bacteriocins had more inhibition effect on Micrococcus luteus PTCC1169, Staphylococcus epidermidis 
PTCC1435 as well as Bacillus cereus PTCC1247 and with lesser degree of extent on Listeria 
monocytogenes PTCC 1301. Results also revealed that, Micrococcus luteus  was the most sensitive 
bacterium among indicator bacteria, while Candid albicans PTCC 5027 identified as the most resistance 
organism. This research showed that, bacteriocins produced by lactobacilli isolated from traditional dairy 
products have high potency to be used against microbial pathogens and could be applied as bio-
preservative in food products. 
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