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 چکیده

های فعال ضدمیکروبی، موجب افزایش  بندی ترین دلایل فساد مواد غذایی هستند. استفاده از بسته ها از مهم قارچ  :سابقه و هدف

لاکتیک  شود. این تحقیق با هدف تولید ترکیب ضد قارچی )ارگوکونین( و کاربرد آن در فیلم پلی ایمنی و ماندگاری مواد غذایی می

  انجام شد.سیلیوم نوتاتیوم  و پنی آسپرژیلوس نایجرهای قارچی  اسید به منظور کاهش آلودگی

وارد شد. وکتور نوترکیب پس از تکثیییر  pET21برای تولید پروتئین نوترکیب ارگوکونین، ژن هدف به وکتور بیانی   : ها مواد و روش

به عنوان میزبان بیان منتقل گردید. بیان ژن بیا اسیتیفیاده از   BL21(  DE3)   اشریشیا کلیبه باکتری    DHαاشریشیا کلی در باکتری 

، وسترن بلات و دات بلات بررسی شد. به منظور تخلیص پروتئین نوترکیب، از سیتیون کیرومیاتیوگیافیی SDS-PAGEهای  روش

، 0220، 0گیری و افزودن مقادیر مختلف ارگوکونیین ) لاکتیک اسید به روش قالب فعال پلی های زیست ترکیبی استفاده شد. فیلم میل

لاکتیک اسیید از  بررسی اثر ضدقارچی فیلم پلیلاکتیک اسید تهیه شدند. به منظور  درصد وزنی پلی 4درصد( به محلول  02/0و 020

  روش انتشار دیسک استفاده شد.

و تاییید  SDS-PAGEژن ارگوکونین با استفاده از آغازگرهای اختصاصی به خوبی تکثیر شد. بیان پروتئین نوترکیب با روش   : ها یافته

آن با دات بلات و وسترن بلات انجام گرفت. ترکیبات گوکونین دارای اثر ضدقارچی بر روی هر دو قارچ بود. قطر هاله عدم رشید 

سیلیییوم  برای هر دو قارچ نیز، با افزایش غلظت ارگونین افزایش یافت. همچنین فیلم فعال، اثر ضدقارچی بیشتری بر روی قارچ پنی
 داشت.  نوتاتیوم

لاکتیک اسید  شود. بنابراین فیلم پلی ها می ها موجب نابودی آن ارگوکونین با جلوگیری از سنتز گلوکان در دیواره قارچ:  نتیجه گیری

  بندی فعال ضدمیکروبی در راستای افزایش ایمنی مواد غذایی استفاده شود. تواند به عنوان بسته حاوی ارگوکونین می

  لاکتیک اسید. بندی فعال ضدمیکروبی، ترکیب ضدقارچی، بیان ژن، ارگوکونین، فیلم پلی بسته :واژگان کلیدی

 /7بهمن ماه پذیرش برای چاپ:   /7آذر ماه دریافت مقاله: 

گور*( آدرس برای مکاتبیه:  ن مش و ا ش کده ک ش پژوه یر،  ملا گاه  ش یر، دان   ملا

  a.babaei@sheffield.ac.ukپست الکترونیک:    07111012122تلفن:  

 م دمه     

داری مواد غیذاییی، احیتیمیال  با توجه به شیوه تهیه و نگه    

ها  ها و در نتیجه تولید مایکوتوکسین ها به انواع قارچ آلودگی آن

هیا، خسیارات  زیاد است. بنابراین آلودگی مواد غذایی به قارچ

 (.  1کند ) ای به تولیدات غذایی وارد می عمده

ها در طول رشد خود بر مواد غذایی، علاوه بیر کیاهیش  قارچ

( در /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خلاقانه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. فصلنامه دنیای میکروب
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کمیت غذا ناشی از حذف قسمت آلوده به قیارچ و کیاهیش 

ارزش غذایی، به دلیل اثر بر مواد مغذی میتیشیکیل غیذاهیا، 

ای به نام مایکوتیوکسییین از خیود بیرجیای  متابولیت  ثانویه

زایی، ناقص  گذارند که اثرات مخرب و شدیدی مانند سرطان می

ژنتیکی در زمان تولد و کاهش رشد، مهار سیستیم اییمینیی و 

 (. 2کنند ) زایی را در موجودات زنده ایجاد می جهش

های متابولیکی اولیه و  ها یا سموم قارچی، فرآورده مایکوتوکسین

هیای  (. گستره وسیعی از انواع قارچ9باشند ) ها می یا ثانویه قارچ

ها قیادر بیه  بوتیریسها،  سیلیوم پنیها،  آسپرژیلوسکپکی مانند 

 (.4های خطرناك هستند ) تولید مقادیر زیادی از مایکوتوکسین

ترین قیارچ  (، مهمAspergillus niger)آسپرژیلوس نایجر کپک 

عامل فساد در مواد غذایی است و ضایعات اقتصادی عظیمیییی 

علاوه بر فاسد کیردن میواد  آسپرژیلوس نایجرآورد.  به بار می

های قارچی بنام مایکوتوکسیین  متابولیتبرخی تواند  غذایی، می

تولید کند که به شرایط رشد و نوع گونه نییز بسیتیگیی دارد. 

 آسپرژیلوس نیاییجیرها یا  مصرف مواد غذایی آلوده به توکسین

تواند باعث ایجاد سرطان شود. عضو اصلی که در مجیاورت  می

قیارچ (.  0بیند کبد اسیت ) های این کپک آسیب می با توکسین

هیای  نیز گستردگی زیادی در طبیعت دارد و از کپک سیلیوم پنی

 سییلیییوم نیوتیاتیییوم  پنی  باشد. گونه مهم در صنایع غذایی می
 (Penicillium notatumنیز از کپک )  های مهم در فسیاد میواد

آید. این کپک علاوه بر فساد، عامیل اییجیاد  غذایی به شمار می

 (.1باشد ) های سبز و آبی روی مواد غذایی می لکه

هیای  ها جهت مبارزه با بسیاری از آلودگی ترین روش از متداول

قارچی و باکتریایی، استفاده از انواع مواد شیمیایی اسیت کیه 

خیطیر  آورد، موجب به های سنگینی که به بار می علاوه بر هزینه

افتادن سلامتی انسان، آلودگی محیط زیست، توسعه میقیاومیت 

ها و  ها نسبت به این مواد شیمیایی و تخریب اکوسیستم پاتوژن

 (.  /شود ) جمعیت در سطوح مختلف زنجیره غذایی می

های مناسب برای این تیرکیییبیات  تلاش برای یافتن جایگزین

های کنترل زیستی گیردیید.  استفاده از روش موجبشیمیایی، 

کنترل زیستی ، در واقع سرکوب عامل آلودگی توسط نیوع ییا 

ها مانند مخمر، قارچ، باکتیری و بیه  انواعی از میکروارگانیسم

 (. 1باشد ) صورت مستقیم و یا غیرمستقیم می

شوند شیامیل  ترکیبات ضدقارچی که به صورت زیستی تولید می

polyene ،imidazole ،triazole ،ellylamine   وechinocandin 

ها ترکیباتی هستند کیه تیوانیاییی اتصیال بیه  ان باشند. پلی می

های موجود در غشای سلول )به ویژه ارگیوسیتیرول( را  استرول

دارند و می توانند با خروج محتویات سلول موجب مرگ سلیول 

شوند. پلی ان ها شامل ترکیباتی مانند نیستاتین، آمفیوتیریسییین، 

هیا و  باشند. اییمیییدازول ناتامایسین، ریموسیدین و فیلیپین می

ها نیز گروهی از ترکیبات ضدمیکروبی هستینید کیه از  تریازول

متیلاز جیلیوگیییری  آلفا دی 400P ،14فعالیت آنزیم سیتوکروم 

کینید و  کنند. این آنزیم لانسترول را به ارگوسترول تبدیل می می

بیاشید.  هیا میی یک آنزیم اساسی در دییواره سیلیولیی قیارچ

هیا جیزگ گیروه  ها و بیییفیونیازول ها، کتوکونازول مایکونازول

ها نییز  ها و وریکونازول ها، ایتراکونازول ایمیندازول و فلوکونازول

ها ترکیباتی هستند که از  آمین باشند. آلیل جزگ گروه تریازانول می

های تولید کینینیده  سنتز آنزیم اسکوالن اپوکسیداز و دیگر آنزیم

کنند و شامل نافتیفین، بیوتینیافییین و  ارگوسترول جلوگیری می

ها نیز ترکیباتی هستنید کیه بیه  باشد. اکینوکندین آمورولفین می

بتا گلوکان از سنتز گلوکان در دیواره سلیولیی  -1،9وسیله آنزیم 

کنند وشامل اروندی فانجینگ، میکافانیجییینیگ و  جلوگیری می

 باشند. ارگوکونین می

( یک ترکیب ضدقیارچیی و از گیروه ergokoninارگوکونین )

 تریکودرما کیونییینیجییباشد که نخستین بار از  اکینوکندین می

استخراج شد. ارگوگونین یک سولفاتید کربوکسیس تروئید است 

ها جلوگیری نموده و موجیب  که از سنتز گلوکان در دیواره قارچ

هایی که این ترکیب را سنیتیز  شود. از دیگر قارچ ها می نابودی آن

 (.  7باشد ) می تریکودرما لانگیبراچیاتوکنند،  می

بندی مواد غذایی از کاربیرد  استفاده از مواد ضدمیکروبی در بسته

بندی فیعیال  باشد. بسته مستقیم این مواد در مواد غذایی بهتر می

باشد که با ایجاد تغییرات شیمیایی یا زیستیی  بندی می نوعی بسته

بینیدی، میدت زمیان  در محتویات غذا یا فضای داخل بسیتیه

لاکتیک اسییید  (. پلی10دهد ) نگهداری ماده غذایی را افزایش می

یک ترکیب طبیعی است که توسط اداره غذا و داروی اییالات 
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شیده و بیرای  ( قرار داده GRASمتحده در لیست محصولات ) 

 (.11بندی تمام مواد غذایی ایمن شناخته شده است ) بسته

ای در مورد بیییان ژن  گونه مطالعه جایی که  تا کنون هیچ از آن

ارگوکونین آنتاکنون  و اثر ضدقارچی  آن انجام نشده است، ایین 

مطالعه با هدف تولید پروتئین نوترکیب ارگوکونین به مینیظیور 

در سلیوم نوتاتوم  پنیو  آسپرژیلوس نایجرهای  کنترل فساد قارچ

 صنایع غذایی انجام شد.
 

 مواد و روش ها             

: قیارچ های باکتری، پلاسمیدها و میحیییط کشیت الف( سویه

( از مرکز کلکسیون باکتری و قیارچ ATCC 18648) تریکودرما 

  BL21و  DH5α  اشریشیا کلیهای  ایران خریداری شد. باکتری

 به عنوان میزبان استفاده شدند.

( به عنوان وکتور کلونینگ و بیان Novagen)      pET 21پلاسمید

حاوی وکتیور  اشریشیا کلیژن مورد استفاده قرار گرفت. باکتری 

 ورزی شده بر روی محیط کشت ماییع لیورییا بیرتیانیی  دست

درصد کلریید  020درصد عصاره مخمر،  020درصد تریپتون،  1) 

سیلین کشیت داده  لیتر آمپی میکروگرم2 میلی 100سدیم( حاوی 

ساعت  12ها به مدت  تنظیم و سلول 20/محیط کشت   pHشد. 

درجه سلیسیوس در شرایط هیوازی کشیت داده  /9در دمای 

 شدند.

ژنیومیی از قیارچ  DNA: استیخیراج Erg 20ب( تکثیر ژن 

، کیره DNA   (Bioneerبا استفاده از کیت استخراج تریکودرما 

با اسیتیفیاده از آغیازگیرهیای   Erg 20جنوبی( انجام شد. ژن 

 اختصاصی رفت و برگشت تکثیر شد. پیراییمیر رفیت دارای 

 ATGGCTCAAAAGACTACCCTCAAGGAG’5تییوالییی 

TTTGAAGCCGTCT-3'    و  پرایمر  برگشت دارای توالی بیه

(. 12بییود ) 'ATTTGCTTCGCTTGTAGA-3-'5صییورت 

میکرولیییتیر  220( با استفاده از PCRمراز ) ای پلی واکنش زنجیره

میکروگیرم  1مراز،  پلی  Pfuواحد از آنزیم  Pfu  ،1220بافر آنزیم

DNA   ،میکرولیتر  220ژنومیdNTP   مییکیرومیول از  0220و

میکرولیتر انجام شد. برنامه حرارتی  20آغازگرها در حجم نهایی 

 با استفاده از دستگاه ترموسیاییکیلیر  ارگوکونینباجهت تکثیر ژن 

 (T-Personal :ساخت آلمان به صیورت زییر انیجیام شید )

 40درجه سلیسییوس، اتصیال  74ثانیه در  10سازی  واسرشت

درجیه  2/ثانیه در  40درجه سلیسیوس و گسترش  11ثانیه در 

سازی اولیییه   سیکل. یک مرحله واسرشت 90سلیسیوس برای 

دقیقه و ییک میرحیلیه  9درجه سلیسیوس برای  74در دمای 

درجه سلیسیوس نیییز  2/دقیقه در  10گسترش نهایی به مدت 

 (. 12انجام گردید )

حاوی ناحیه کدکینینیده  PCRمحصول :  ج( بیان قطعه نوترکیب

در   NdeIهیای به همراه جایگاه برشیی آنیزییم ارگوکونینژن 

تخیلیییص  PCRبود. محصول  9’در انتهای   XhoIو  0’انتهای 

و   NdeIهای بیرشیی با استفاده از آنزیم pET21شده و وکتور 

XhoI   هضم شدند و سپس واکنش الحاق با استفاده از آنیزییم

T4DNA ( لیگازFermentasصورت گرفت. پلاسمیید ، آمریکا )

 نوترکیب حاصل از الحاق به منظیور تیکیثیییر بیه بیاکیتیری 

و پس از استخراج پلاسمید به میزبان بیان   DH5αشریشیا کلی ا

 منتقل گردید و بر روی میحیییط کشیت  BL21اشریشیا کلی

LB-Agar  سیلیین کشیت  لیتر آمپی میکروگرم2 میلی 100حاوی

گری و انتخاب کلنی حاوی ژن هدف با استفیاده  داده شد. غربال

ورزی  انجام گردید. سپس تک کلنی دسیت PCRاز روش کلنی 

 LBلیتر محیط کشت ماییع  میلی 0ساعت در  11شده به مدت 

لیتر از محییط کشیت  میلی 1سیلین کشت داده شد.  حاوی آمپی

سیلین  لیتر محیط کشت مایع حاوی آمپی میلی 1000تهیه شده به 

درجه سلیسیوس در انکوباتور شیییکیردار  /9اضافه و در دمای 

 IPTGانکوبه شد. در این مرحله، نمونه صفر برداشته و سپیس 

مولار به محیط کشیت اضیافیه شید.  میلی 1در غلظت نهایی 

به منظور مشخص کیردن  1و  4، 2های  برداری در ساعت نمونه

ها با استفیاده از  بیان ارگوکونین نوترکیب صورت گرفت. سلول

 12شدند و بر روی ژل اکریل آمییید  شکسته   SDS (2X)بافر

 (.19درصد الکتروفورز شدند  )

های نوترکیب به کمک ستون کروماتوگرافی  د( تخلیص پروتئین
 1بیا غیلیظیت  IPTGپس از القای بیان توسط :  میل ترکیبی

مولار و در مقیاس آزمایشگاهی و جیمیع آوری رسیوب  میلی

ستون  1حجم از بافر  10گیری و در  باکتری، وزن رسوب اندازه
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ها  ای سلول ثانیه 90سیکل 4معلق گردید. با کمک سونیکاتور در 

دقیییقیه در  20های کافت شده به میدت  کافت شدند. سلول

 g12000و با سلیسیوس درجه  4سانتریفیوژ یخچال دار با دمای 

جیدا   µm  0222سانتریفیوژ شدند. مایع روماند با استفاده از فیلتر 

 گردید. سپس از ستون کیرومیاتیوگیرافیی میییل تیرکیییبیی 

 (Bio-Scale Mini IMACعبور داده شد ) به مینیظیور تیایییید .

ژل پروتئین مورد نظر از ستون کروماتوگرافی میل ترکیبیی، از 

 (.14استفاده شد ) SDS-PADEدرصد  12اکریل آمید 

: پیس از ارزیابی پروتئین بیان شده در ژل پلی اکریل آمیییده( 

و اتمام زمان بیییان و   IPTGمولار  میلی 1افزودن غلظت نهایی 

میکرولییتیر بیافیر  00ها  ها، به هرکدام از لوله جمع آوری سلول

اضافه شد و بیه کیمیک  1×( با رقت Sample bufferنمونه )

دقییقیه در  0ورتکس به خوبی هم زده شد. نمونه ها  به مدت 

ها کافیت  درجه سلیسیوس حرارت داده شدند تا سلول 10دمای 

به مینیظیور انیجیام   ها آزاد شده تخریب گردد. شوند و پروتئین

الکتروفورز، برای تهیه محلول ژل، درصد آکریل آمید و بیییس 

ی پروتئین انتخاب شد. با توجه بیه  آکریل آمید متناسب با اندازه

کیلودالتیون( از  94پیش بینی وزن احتمالی پروتئین ایجاد شده )

ها  درصد استفاده شد. پس از تهیه ژل از هر یک از نمونه 12ژل 

ولیت  100های ژل تزریق شد و با  میکرولیتر در چاهک 0مقدار 

آمیزی نیز از کوماسیی بیلیو  عمل الکتروفورز گردید. برای رنگ

درصید  10درصد و اسید استیییک  00درصد در متانول  0200

 (.10استفاده شد )

: دات بلات یک روش اختصاصیی بیرای و( تکنیک دات بلات

های مجهیول  ها در نمونه شناسایی و تعیین کمیت نسبی پروتئین

میکرولیتر از نمونه بر روی یک غشیای  2باشد. در این روش  می

نیترو سلولز ریخته شد. سپس این غشا توسط شیر بدون چربیی  

های اختصاصی کانیژوگیه  بادی بلوك شد. سپس در معرض آنتی

  ECLدقیییقیه تیوسیط 1قرار گرفت و در نهایت به میدت 

 (Enhanced Chemi Luminescence ) که سیوبسیتیرای آنیزییم

HRP (Horse Raddish Peroxidase بود تیمار گردید. کیاغیذ )

نیترو سلولز بین دو طلق شفاف قرار گرفت و سپس به کیاسیت 

فیلم رادیولوژی منتقل گردید )از این مرحله به بعد عملییات در 

تاریکی انجام شد(. بر روی این طلق، فیلم رادییولیوژی قیرار 

دقیقه در آن بسته شد. بیا سیپیری  90تا  10گرفت و به مدت 

دقیییقیه در  10شدن این مدت زمان، فیلم رادیولوژی به مدت 

محلول ظهور فیلم رادیوگرافی قرار گرفت. فیلم رادیولوژی بیه 

دقیقه در محلول ثبوت فیلم رادیوگرافی قرار گیرفیت.  10مدت 

فیلم رادیولوژی با آب فراوان شست و شیو داده شید و در 

حرارت اتاق خشک گردید و سپس مورد تجزیه و تحلیل قیرار 

 (.10گرفت )

وسترن بیلات تکنیک   :   ( Western blot)ز( تکنیک وسترن بلات

گیییری وزن  روشی برای انیدازه (Immunoblot)یا ایمونوبلات 

ها( اسیت  های ماکرومولکولی )معمولاً پروتئین ژن مولکولی آنتی

 Goat anti-mouse HRPبادی اخیتیصیاصیی ) که با یک آنتی

conjugate از شرکت )Dako  هیا  دهد. ابتدا پروتئیین واکنش می

از یکیدییگیر  SDS-PAGEهای  توسط الکتروفورز از طریق ژل

جدا شدند و سپس به صورت الکیتیروفیورتیییک از ژل بیه 

هیاییی کیه بیا  که جاییگیاه نیتروسلولز انتقال یافتند. پس از این

اند توسط شیر بدون چربی بلوکه شدند،  ها واکنش نداده پروتئین

واکنش داده شدند. کمپیلیکیس   HRPهای ثابت شده با  پروتئین

 های شیمیایی نورانیی بادی در نهایت توسط واکنش ژن2آنتی آنتی

(ECL(شناسایی شدند )10.) 

(wM= 14000لاکتیک اسید ) پلی:  ح( تهیه فیلم پلی لاکتیک اسید

آلمان و کلروفرم به عینیوان  فکیوربه صورت گرانول از شرکت 

برای تهیییه فیییلیم حلال از شرکت مرك آلمان خریداری شد. 

گیری میحیلیول )روش  لاکتیک اسید از روش رییخیتیه پلی

درصد  4گیری( استفاده شد. برای این منظور، ابتدا محلول  قالب

سیاعیت در دمیای  4در کلروفرم تهیه و به مدت  PLAوزنی 

ها کامل حل و محلول یکنواختی به  محیط هم زده شد تا گرانول

 4گرم از محلیول  PLA ،90دست آمد. برای تهیه فیلم خالص 

 10ای به قیطیر  ، بر روی پلیت شیشهPLAدرصد تهیه شده از 

 سیاعیت در دمیای میحیییط  24متر ریخته و به مدت  سانتی

 خشک شد.

های  برای تهیه فیلم  : لاکتیک اسید ضدمیکروبی ط( تهیه فیلم پلی

PLA  ( 02/0و  020، 0220، 0ضدمیکروبی، مقادیر  )درصید
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اضافه شده و پیس   PLAدرصد وزنی  4ارگوکونین به محلول 

ای  ساعت هم زدن، مخلوط نهایی روی سطح صفحه شیشه 4از 

  ساعت روی صیفیحیه 24پخش شد. در ادامه، محلول به مدت 

ای در دمای محیط خشک شد. پیس از خشیک شیدن  شیشه

 ها جدا شدند. ، از سطح آنPLAهای پیوسته و شفاف  فیلم

  آسپیرژییلیوس نیاییجیر:  های مورد آزمون سازی قارچ ی( فعال

 (ATCC9142 )  سیلیوم نوتاتوم پنیو   (PTCC5074 از وییال )

( فیعیال SDBلیوفیلیزه در محیط سابوراد دکستیروز بیرا) )

( بیه PDAگردیدند و سپس در محیط پوتیتو دکستروز آگیار )

 0و به میدت سلیسیوس درجه  21دار در دمای  صورت شیب

روز کشت شد. اسپورها پس از برداشت از محیط کشت به آب 

درصد( منتقل و به میدت  0201)  10مقطر استریل حاوی توئین 

دقیقه اجازه داده شد تیا قیطیعیات  0ثانیه مخلوط گردید و  10

نشین شوند. تعداد اسپورهای موجود در سوسپانسیون  سنگین ته

( boeco,0/0025 mm2, Germanyحاصل توسط لام نئیوبیار )

لیییتیر  اسپور در میییلیی 0×  410شمارش و در نهایت غلظت 

 استاندارد گردید.

: به مینیظیور انیجیام ك( بررسی اثر ضدقارچی فیلم تولید شده

ها با استفیاده از  های تشخیص فعالیت ضدمیکروبی، فیلم آزمون

میتیر بیرییده  میلیی 1ای به قطر  های دایره کاتر، به شکل دیسک

هیای  شدند. سپس با استفاده از روش دیسک دیفیوژن، فیییلیم

تیلیقیییح شیده بیا   PDAهای کشت  بریده شده روی محیط

در فاصله سیلیوم نوتاتیوم  و پنیآسپرژیلوس نایجر سوسپانسیون 

روز در  4ها به مدت  گذاری شده و پلیت مناسب از هم جای

قرار گرفتند. پس از طیی میدت سلیسیوس درجه  /2انکوباتور 

زمان مورد نظر، قطر هاله شفاف در اطراف فییلیم بیر اسیاس 

 (.11متر گزارش شد ) میلی

به منظور تیجیزییه و   : ها  و ابزار تجزیه و تحلیل داده  ل( روش

هیا بیا  ها، از طرح کامل تصادفی استفاده گردید. داده تحلیل داده

مورد تجزیه و تحلیل قرار گیرفیتینید.  SASاستفاده از نرم افزار 

های مربوطه با استفاده از آزمیون  پس از آنالیز واریانس، میانگین

درصد مقایسه شدند. نمودارها بیه  70دانکن در سطح اطمینان 

 رسم گردید. EXCELافزار  وسیله نرم

 

 ها    یافته     

بیا  ارگوکونین: ژن مراز و انتقال ژن ای پلی الف( واکنش زنجیره

استفاده از آغازگرهای اختصاصی به خوبی تکثیر شد. فیرآورده 

و  NdeIهای  های برشی برای آنزیم تکثیر شده که حاوی جایگاه

XhoI سیازی وکیتیور  بود، به خوبی هضم و در جایگاه همسانه

pET21  به طرز مطلوبیی  ارگوکونینالحاق شد. ناحیه کد کننده

تکثیر شد. سیاخیتیار   pET21+Ergبه وسیله پلاسمید نوترکیب 

و  ارگوکونینحاوی ژن  pET21+Erg ،DNAپلاسمید نوترکیب 

 نشان داده شده است.  1در شکل   pET21پلاسمید 

: برای بیررسیی بیییان ژن ب( بررسی بیان ژن نوترکیب هدف

و همچنین محصول هضم آنیزییمیی  ارگوکونینپلاسمید حاوی ژن :  1شکل 

پیلایسیمییید  2(، ستونارگوکونین)حاوی ژن  DNAقطعه  1پلاسمید: ستون 

pET 21 پلاسمید حاوی  9ستون وDNA (pET 21-ERG.) 

 9و  2، 1های  :  ستونSDS-PAGEبیان پروتئین ارگوکونین در ژل  :  2شکل 

 0و  4هیای  ، ستونIPTGساعت پس از القای  2و  4، 1میزان بیان پس از 

 : مارکر.Mهای خالص شده. ستون  نمونه
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 1و  4،2ها در فاصله  نوترکیب در همسانه انتخاب شده، سلول

ساعت بعد از القا، برداشت شدند. نتایج بیان پروتئین نوترکییب 

و تایید آن با دات بلات و وسترن بیلات  SDS-PAGEبا روش 

تیولییید  2آورده شده است.   شیکیل  4و  9، 2های  در شکل

کیلودالتون( در ساعات مختلیف  9421پروتئین نوترکیب )حدود 

 )E.coli BL21 )DE3( را در 9و  2، 1های  بعد از القا )ستون

 1حای وکتور بیا غیلیظیت  اشریشیا کلیدهد. سویه  نشان می

القا گردید. القاگر از جمله عوامل میهیمیی  IPTGمولار از  میلی

گذارد. زمان القا  است که بر روی میزان پروتئین نوترکیب اثر می

سازی تولید پروتیئییین تیوتیرکیییب  نیز از عوامل مهم در بهینه

ای از تابع  باشند، زیرا بازدهی تولید پروتئین نوترکیب به نقطه می

مینیظیور  گیرد وابستگی زیادی دارد. بیه رشد که القا صورت می

تخلیص پروتئین نوترکیب، از ستون کروماتوگرافیی گیرایشیی     

Mini IMACBio-Scale استفاده شد و نیتیاییج بیا کیمیک 

SDS-PAGE  نیتیییجیه  2مورد بررسی قرار گرفت. در شکل

( نشیان 0و  4های  تخلیص پروتئین نوترکیب ارگوکونین )ستون

 داده شده است.

در :  ج( نتایج ضد قارچی فیلم پلی لاکتیک حاوی ارگوکیونییین

این مطالعه اثر ضدقارچی درصدهای مختلف ارگوکیونییین در 

های آلوده کننده مواد غذایی مورد بررسی قرار گرفت  برابر قارچ

 1طور که از جدول  آورده شده است. همان 1و نتایج در جدول 

فاقد ارگونین )نمونه شاهد(، فیاقید  PLAشود، فیلم  مشاهده می

حیاوی  PLAچنییین فیییلیم  هرگونه اثر ضدقارچی بود. هم

ارگوکونین روی هر دو قارچ مورد بیررسیی های مختلف  غلظت

 اثر مهارکنندگی نشان داد.

نتایج این مطالعه نشان داد که با افزایش غلظت ارگوگونییین از 

داری  صیورت میعینیی درصد، اثر ضدقارچی بیه 02/0صفر به 

(. نتایج حاصل از اثیر ضیدقیارچیی ≥0200pافزایش پیدا کرد )

نشان داد که  سیلیوم نوتاتیوم پنیو آسپرژیلوس نایجر ارگونین بر

هر دو قارچ نسبت به این ترکیب حسیاس بیودنید. نیتیاییج 

پروتئین ارگوکونیین و  1دات بلات پروتئین استخراج شده، ستون :  9شکل 

 نمونه کنترل منفی. 2ستون 

پروتئین ارگوکونییین،  1وسترن بلات پروتئین استخراج شده ستون :  4شکل 

 مارکر. Mنمونه کنترل منفی و ستون  2ستون 

 سیلیوم نوتاتیوم   ( پنی B،  آسپرژیلوس نایجر ( Aهای مختلف ارگوکونین.    های مورد مطالعه در فیلم خالص و فیلم حاوی غلظت   هاله عدم رشد اطراف کپک : 0شکل  

A B 
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گیری قطر هاله عدم رشد نشان داد که قطر هاله عدم رشد  اندازه

 آسپرژیلوس ناییجیرنسبت به  سیلیوم نوتاتیوم پنیارگوکونین در 

 (.≥0200pبیشتر بود )

 

 بح    

های شیمیییاییی و  دارنده امروزه با توجه به عوارض جانبی نگه

خطر بودن ترکیبات طبیعی، توجه فراوانی به تحقیق در میورد  بی

کیه در  ترکیبات طبیعی معطوف شده است. با توجیه بیه ایین

ها اسیتیفیاده  بیوتیک ای از آنتی صورت گسترده های اخیر به  سال

هیا  شود، این امر موجب ایجاد مقاومت در میکروارگانیییسیم می

ها اثرات جانبی متعیددی نیییز  بیوتیک شده و از طرفی این آنتی

. بنابراین توجه به ترکیبات طبیعی افزایش یافته است. یکی دارند

از منابع یافتن چنین ترکیباتی علم مهندسی ژنتیک است. کنتیرل 

بیولوژیک، در واقع سرکوب عامل آلودگی توسط نوع یا انواعیی 

های مخمر مانند، قارچی و  چون جدایه ها هم از میکروارگانیسم

 (. /1باشد ) صورت مستقیم و یا غیرمستقیم می باکتریایی، به

زایی فیراورده هیای  برخلاف ترکیبات سنتزی، سمیت و آلرژی

زیستی کمتر است و به راحتی  نیز قابل تجزیه هستند. همچنین 

شوند و نیز ارزان و  این مواد در محصولات غذایی انباشته نمی

اساس برخیی  باشند. مناسب برای مصرف در مقیاس صنعتی می

هیمیراه میواد  هیا بیه های فعال، استفاده از فییلیم بندی از بسته

ضدمیکروبی است که باعث محدود شدن ییا کیاهیش رشید 

شیود. بسیییاری از  ها در سطح مواد غذایی می میکروارگانیسم

هیمیراه  مطالعات نشان دادند که استفاده از مواد ضدمیکروبی به

هیای  بندی مختلف بر روی مییکیروارگیانیییسیم های بسته فیلم

صیورت  زا موثر است. ترکیبات ضیدقیارچیی کیه بیه بیماری

شوند شامل اییمیییدازول، تیرییازول و  بیولوژیکی تولید می

باشند. ارگوکونین یک ترکیب ضدقارچی و از  اکینوکاندین می

باشد که یک سولفاتید کربوکسیس تروئید  گروه اکینوکاندین می

ها جلوگیری نمیوده و  است که از سنتز گلوکان در دیواره قارچ

های انجام شده در ایین  شود. پژوهش ها می موجب نابودی آن

های ضدمییکیروبیی در  دهد که استفاده از فیلم رابطه نشان می

مقایسه با افزودن مستقیم ماده ضدمیکروب بسیار موثرتر است، 

بندی به میاده  زیرا ترکیب ضدمیکروبی به کندی از سطح بسته

شود و در غلظت مورد نیاز برای جلوگیییری از  غذایی آزاد می

گردد. گستره وسیعی از مواد افیزودنیی  رشد میکروبی حفظ می

فعال، از جمله نیترات نقره، اسیدهای آلی، باکتریوسین )مانینید: 

هیا  ها از قبیل لیزوزیم، شلاته کینینیده نیسین، پدیوسین(، آنزیم

(، لاکتوفیریین و EDTAآمین تترا استیک اسید ) مانند اتیلن دی

بندی مواد غذاییی  های گیاهی به صورت موثری در بسته عصاره

 (.11اند ) به کار برده شده

(، به بررسیی وییژگیی 2019( و همکاران )Erdohanاردوهان )

ضدمیکروبی فیلم اسید لاکتیک حاوی اسانس پرداختند که نتایج 

هیای حیاصیل دارای خیوا   این تحقیق نشان داد که فییلیم

(، بیه 2011(. عبدالشاهی و همکاران )17ضدمیکروبی هستند )

بررسی اثرات ضدقارچی پوشش خوراکی حاوی مانان بر رشید 

در مغز پسته را مورد بررسی قرار دادنید  آسپرژیلوس فلاووس

ها نشان داد که پوشش ژلاتینی حاوی میانیان اثیر  که نتایج آن

 (.20داشت )آسپرژیلوس فلاووس مهارکنندگی بر رشد 

و قیرار دادن آن  ارگوکونینهدف از این تحقیق استخراج ژن 

بود. نتاییج  اشریشیا کلیو بیان در باکتری  pET 21داخل وکتور 

خیوبیی در  حاصل از این پژوهش نشان داد که ژن مورد نظر به

هیا  بیان شده است. اگرچه امروزه ارگانیسم اشریشیا کلیباکتری 

های بیانی بسیار متنوعی برای تولید پروتئین نوترکیییب  و سامانه

اولین میزبانی بود کیه بیرای  اشریشیا کلیوجود دارد، باکتری 

 سیلیوم نوتاتیوم پنی آسپرژیلوس نایجر ارگوکونین )درصد(

0 a0 a0 

0220 *bB42210±021 bA0 

020 cB22219±0214 cA02219±0219 

0 dA12209±0220 dB02219±022/ 

لاکتیک اسید  های پلی متر( اطراف فیلم قطر هاله عدم رشد )میلی: 1جدول 

 حاوی درصدهای مختلف ارگوکونین.

انحراف معیار گزارش شده و مقادیر با حرف فوقیانیی  ± صورت میانگین  * نتایج به

(.*حروف کوچک متیفیاوت p> 0200دیگر ندارند ) داری با یک مشابه، اختلاف معنی

دهنده تیفیاوت  باشد.*حروف بزرگ متفاوت نشان ها می نشان دهنده تفاوت در ستون

 باشد. ها می در ردیف
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تولید داروهای نوترکیب مورد استفاده قرار گرفت. رشد سریع و 

سرعت بالای تولید پروتئین و دانیش زییادی کیه در میورد 

وجود دارد، به همیراه ابیزار کیارآمید  اشرشیا کلیفیزیولوژی 

 هیای بیییانیی میبیدل  ژنتیکی، آن را به یکی از بهترین سیستم

 ساخته است.

(، به بررسیی انیتیقیال ژن /201( و همکاران )Toufiqتوفیق )

پرداختنید.  pET 30به وسیله وکتور  اشرشیا کلی، درون کیتوزان

خیوبیی در  نتایج این پژوهش نشان داد که پروتئین کیتوزان بیه

(. آریان نژاد و همکاران 21بیان شده است ) اشرشیا کلیباکتری 

اشریشییا سازی و بیان آنزیم فیتاز در باکتری  (، به همسانه2010) 

پرداختند، نتایج این تحقیق نشان داد که ژن کد کننده فیتیاز  کلی

 بیییان اشریشیا کلیشکل درون سلولی در باکتری  با موفقیت به

 (. 22شد ) 

(، در پژوهشی بیه انیتیقیال ژن 2007( و همکاران )Liuلیو )

و بیان آن پرداختند، پیس  اشرشیا کلیبه درون باکتری  کیتوزان

از بیان و استخراج، اثر ضدقارچی این ترکیب را بررسی کردنید 

نسبت بیه  آسپرژیلوس نایجرکه نتایج حاصل نشان داد که کپک 

 (.29این ترکیب حساس بود )

 

 نتیجه گیری          

توان چنین نیتیییجیه  با توجه به نتایج حاصل از این مطالعه می

حاوی درصدهای میخیتیلیف   PLAگرفت که استفاده از فیلم 

 ارگوکونین با توجه به اثر ضیدقیارچیی کیه از خیود نشیان 

توانند به منظور افزایش زمان ماندگاری مواد غیذاییی  دادند، می

صیورت  کار گرفته شوند. از این رو در صورت تولید آن بیه  به

 های مذکور در صیتیاییذ غیذاییی بندی توان از بسته صنعتی می

 بهره برد.

 

 ملا ظات ا لاقی            

 نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عیدم سیرقیت ادبیی، 

انتشار دوگانه، تحریف داده ها و داده سازی را در این میقیالیه 

 رعایت کرده اند.
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نویسندگان این مقاله از گروه زیست شناسی دانشگاه ملایر بیه 
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Abstract 

Background & Objectives: Fungal is one of the most important causes of food spoilage. The use of 

antimicrobial active packaging increases food safety and shelf life. Hence, this study aimed to produce 

antifungal compounds (Ergoconin) and its application in the polylactic acid film to reduce the fungal 

contamination of Aspergillus niger and Penicillium notatum.   

Materials & Methods: To produce the Ergoconin recombinant protein, the target gene was entered into 

the pET21 expression vector, and the recombinant vector was transferred to Escherichia coli BL21 

(DE3) as host of expression. Gene expression was evaluated by SDS-PAGE, western blot and dot blot. 

To purify the recombinant protein, a chromatography column was used. Poly-lactic acid bioactive 

films were prepared by casting method and adding different amounts of Ergoconin (0, 0.25, 0.5, and 

0.75%) to 4% wt Poly-lactic acid solution. To investigate the antifungal effect of the poly-lactic acid 

film, Disc diffusion was used.  

Results: Ergokonin gene was replicated by specific primers. The expression of recombinant protein 

was performed by SDS-PAGE and confirmed by dot and western blot. Ergoconin compound had an 

antifungal effect on both fungi. The inhibition zone diameter for both fungi increased with increasing 

Ergoconin concentration. The antimicrobial film had a more antifungal effect on Penicillium notatum.  

Conclusion: Ergoconin destroys fungi by preventing the synthesis of glucan in the wall of fungi. 

Therefore, Poly-lactic acid film containing Ergoconin can be used as antimicrobial active packaging to 

increase food safety. 

Keywords: Antimicrobial active packaging, Antifungal combination, Gene expression, Ergoconin, 

Poly-lactic acid film. 
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