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  چكيده

ر تحريـك فعاليـت ضـد ميكروبـي          زعفـران د   ي  هبررسـي نقـش بيولوژيـك عـصار        ،تحقيقهدف از اين    
 ،Broth BHIپـس از كـشت انتروكوكـوس  هـايرائي در محـيط كـشت                . باشد  مي انتروكوكوس هايرائي 

 ميكروبي، تركيبات ضد ميكروبي توسط دياليز خالص سازي شدند و وزن            ي  هسانتريفيوژ و جداسازي تود   
 زعفران با ي هعصار.  زده شد  تخمين SDS-PAGE توسط الكتروفورز ،مولكولي تركيبات استخراج شده

.  واحد فعاليت و فعاليت كل نمونه ها تعيين گرديـد          ،سوسپانسيون ميكروبي تركيب شد و غلظت پروتئين      
هـا بـا اسـتفاده از روش چاهـك ارزيـابي شـد و در ادامـه حـداقل غلظـت                       اثر ضد ميكروبي اين نمونـه     

تـرين   سي تاثير ضد ميكروبـي و ارزيـابي كـم         با برر . باكتريواستاتيكي تركيبات ضد ميكروبي تعيين گرديد     
 ، باسـيلوس سـرئوس  ،غلظت باكتريواستاتيكي انتروسين بر روي بـاكتري هـاي اسـتافيلوكوكوس ارئـوس        

تـرين    مشخص شد كه بيش تـرين تـاثير ضـد ميكروبـي و كـم     ،ليستريا مونوسيتوجنز و  كلبسيلا پنومونيه    
با توجه بـه نتـايج بـه دسـت       . مونوسيتوجنز بوده است   بر روي ليستريا     ،غلظت باكتريواستاتيكي انتروسين  

تواند بر روي توليد انتروسين و اثر ضد ميكروبـي انتروكوكـوس              مي  زعفران ي  ه عصار ،آمده از اين تحقيق   
  . تاثير سينرژيستي داشته باشد،هايرائي

  
  .جنز  ليستريا مونوسيتو، زعفران ي عصاره،انتروسين، انتروكوكوس هايرائي :كليدى هاي واژه

______________________________________  
  mahsayeganeh19@yahoo.com: مسوول مكاتبه*
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 مقدمه -1

 اســتفاده از مــواد طعــم دهنــده در صــنعت غــذا رو بــه ،امــروزه
برخـي از ايـن مـواد كـه شـامل عـصاره هـا و         .باشد  مي گسترش
 داراي اثر ضد ميكروبي وسيعي عليـه        ،ي گياهي هستند  ها اسانس

 ،زعفران داراي مواد روغني   . باشند  مي بسياري از عوامل ميكروبي   
 هتروزيــدي بــه نــام ، تــانن، آلــورون، موســيلاژ،امــلاح معــدني
 كروســين، ، تركيبــي بــه نــام پيكروكروزينوزيــد،پيكروكروســين

حاصـل از    ي  هعصار. گلوكوزيدي به نام آپي ئين و اسانس است       
 داراي تاثير ضـد ميكروبـي قابـل ملاحظـه اي بـر ضـد                ،زعفران

 ،از اين گذشته  . باشد  مي هاي بيماريزاي غذايي   بسياري از باكتري  
  خصوصاً بستني  ،براي ايجاد طعم زعفران در مواد غذايي مختلف       

. )3( گيـاهي اسـتفاده نمـود    ي هتوان از اين مـاده طعـم دهنـد       مي
 فعال بيولوژيكي هستند كه خصوصيات   هاي  پروتئين ،ها انتروسين

 مربـوط بـه   ،هـاي خيلـي نزديـك    ضد ميكروبي در مقابـل گونـه   
ــشان  ــده ن ــد  مــيارگانيــسم توليــد كنن ــه طــور كلــي).8(دهن  ، ب

هاي كاتيوني مشابه كوچك بوده كـه شـامل           پروتئين ،ها انتروسين
باشـند كـه      مي  امينو اسيد با يك نقطه ايزوالكتريك بالا       60 تا   30

 وزن مولكـولي و     ، داراي طيـف عمـل     ،انيسم توليد كننـده   در ارگ 
 از ديگرمزاياي اين    ).12(باشند  مي خصوصيات بيوشيميايي متنوع  

شوند   مي به آساني هضم،پروتئين ها اين است كه غير سمي بوده
توانند براي افزايش سلامت و طول عمر مواد غذايي مـورد             مي و

ــتفاد ــدرقراه اس ــوك.گيرن ــسياري از انتروك ــده از   ب ــاي جداش ه
هايي بـا طيـف ضـد         قادر به توليد انتروسين    ،هاي شيري  فرآورده

هاي بيماريزا و عامـل فـساد مـواد          ميكروبي وسيع بر ضد باكتري    
با توجه به نقش زعفـران بـه عنـوان يـك            ). 10(باشند  مي غذايي

تركيب طعم دهنده و رنگ دهنده در صنعت غـذا و هـم چنـين               
نوان يك پروبيوتيك ايمن در مواد حضور انتروكوك هايرائي به ع   

 ارزيـابي تحريـك كننـدگي       ،غذايي، هدف از انجام ايـن تحقيـق       
 توليـد انتروسـين توسـط انتروكوكـوس         جهت زعفران   ي  هعصار

  .  بود)PTCC 1239 (هايرائي
  
  
  
  
  

  ها  مواد و روش-2
 سويه هاي ميكروبي -2-1

  بـاكتري انتروكوكـوس    ،به منظور بررسي توان توليـد انتروسـين       
 ، بـه صـورت ليـوفيليزه از سـازمان    ) PTCC 1239 ( 1هـايرائي 
اثـر ضـد ميكروبـي      . هاي علمي و صنعتي ايران تهيه شد       پژوهش
 بـاكتري   هاي تخميـري و رسـوبات پروتئينـي حاصـل از           عصاره

ــايرائي  ــوس ه ــر روي انتروكوك ــده از   ب ــاكتري جداش ــش ب ش
ه شش باكتري بيمـاريزا شـامل س ـ      . هاي باليني ارزيابي شد    نمونه

، ليـــستريا 2بـــاكتري گـــرم مثبـــت اســـتافيلوكوكوس ارئـــوس
 و سـه بـاكتري گـرم منفـي          4، باسيلوس سـرئوس   3مونوسيتوجنز
  بودنـد كـه  7 و سالمونلا پاراتيفي6 ، كلبسيلا پنومونيه5اشرشياكلي

هاي كـشت داده شـده از دانـشگاه آزاد اسـلامي واحـد               در پليت 
  .  تهيه شدند،تهران شمال

  
  ر تهيه كشت آغازگ-2-2

ــ ــراي تهي ــازگر از ســويه انتروكوكــوس ي هب  ســويه ، كــشت آغ
ليتـر از آب مقطـر اسـتريل          ميلي 5باكتريايي ليوفيليزه پودري در     

ايـن  .  سوسپانسيوني از باكتري ايجاد شد،حل شد و بدين ترتيب  
 ساعت در شـيكر     48 جهت رشد باكتري به مدت       ،سوسپانسيون
ــاتور ــا دور oC37 انكوب قــرار IRC-1-7  مــدل rpm 150 ب

  ) .5(گرفت
  
ــام  -2-3 ــكوپي و انج ــكوپي و ميكروس ــايي ماكروس  شناس

  هاي بيوشيميايي بر روي سوش انتروكوكوس آزمون
  پس از كشت ايـن       ،به منظور تاييد باكتري انتروكوكوس هايرائي     

ساخت   (BHI Agar8هاي حاوي محيط كشت  باكتري در پليت
هـا در گرمخانـه      گـذاري نمونـه    و گرمخانـه  ) شركت مرك آلمان  

oC37    2گـاز   % 5 و حاويCO،    مـدل IRC-1-7) 2CO  مـورد
در انكوبـاتور حـاوي كپـسول       2COنياز از طريق تنظـيم ميـزان        

2CO ــد ــراهم ش ــكوپي ك ،)ف ــصات ماكروس ــي مشخ ــاي  لن ه

                                                 
1- Enterococcus  hirae 
2- Staphylococcus aureus 
3- Listeria monocytogenes 
4- Bacillus cereus 
5- Escherichia coli 
6- Klebsiella pneumoniae 
7- Salmonella paratiphy 
8- Brain Hearth Infusion Agar   
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 ،ميكروسـكوپي   اندازه و مشخـصات  ،انتروكوكوس از قبيل شكل   

توسط رنگ آميزي گرم مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد و توانـايي               
هـا   مينـه آرژنـين در آن     مصرف دو قند لاكتوز و ساكارز و اسيد آ        

  ). 6 (بررسي شد
  
  ارزيابي منحني رشد باكتري بر اساس جذب نور  -2-4

 24رشد بـاكتري جـدا شـده از كـشت            نمودار   ارزيابيبه منظور   
سوسپانـسيون   ) OD ( پس از رسيدن ميزان جـذب نـور        ،ساعته

 Genova Frequencyبـاكتري توسـط طيـف نورسـنج مـدل      

50/60 HZ Cat Ref طول مـوج  درnm   600،  ي ه بـه محـدود 
 سوسپانسيون حاصل به عنوان كشت تلقيح استفاده شـد          ،1-8/0

% 1حــاوي  ( BHI Brothبــه محــيط كــشت % 5و بــه نــسبت 
 )  ساخت شركت مرك آلمان،و آنزيم كاتالاز سوكسينات آمونيوم

 )2CO%  5حـاوي   ( oC37هـا در گرمخانـه       نمونـه . افزوده شد 
هـا توسـط طيـف     ميزان جذب نور نمونه  . گرمخانه گذاري شدند  
 سـاعت  2 هر ، ساعت24 طي ،nm   600نورسنج در طول موج 

 24 هـر    ، سـاعت  48 سـاعت تـا      24 زمـاني    ي  هيكبار و در فاصل   
افـزار   ار رشد باكتري با استفاده از نرم       يكبار تعيين و نمود    ساعت

Excell  6(رسم شدند.(  
  
اســتخراج مــواد ضــد ميكروبــي توليــد شــده توســط  -2-5

  انتروكوك ها
 سوسپانسيون ميكروبي با جذب نور  در        ،از باكتري انتروكوكوس  

% 5 به عنوان كشت تلقيح تهيه شد و به نسبت           8/0-1 ي  هدمحدو
) سوكـسينات آمونيـوم  % 1حاوي  (BHI Brothبه محيط كشت 

  سـاعت   در     48 مـورد نظـر بـه مـدت          ي  هسـوي . انتقال داده شد  
بـه  . گـذاري شـد   گرمخانـه ) 2CO% 5حـاوي  ( oC37گرمخانه  

 ،گذاري يط كشت ميكروبي در طي گرمخانه      مح pH منظور كنترل 
pH    هاي گوناگون توسط دستگاه      محيط كشت در زمانpH  سنج 

 تـا  7 ي ه در محـدود ، NaoH مولار 1با افزودن محلول  تعيين و
 ، سوسپانسيون ميكروبـي   ،پس از خنثي سازي   .  قرار داده شد   5/7

 Beckmanمحيط كشت توسط دستگاه سانتريفوژ يخچـال دار  

model J2-21،ــاي ــدت ،oC4 در دمـ ــه مـ ــه در50 بـ    دقيقـ
× rpm16000   سـلولي توليـد شـده    ي ه سـانتريفيوژ شـد و تـود 

جهت استخراج تركيب ضد ميكروبي موجـود       . جداسازي گرديد 

هاي سـانتريفيوژ شـده       فاز مايع حاصل از نمونه     ،در محيط كشت  
بـه  ) شـد مطابق با منحني رشـد در فـاز لگـاريتمي ر          (  ساعته 24

ارلن به ظروف حاوي يـخ      . آرامي به ارلن استريل انتقال داده شد      
حجـم  % 50بر روي همزن مغناطيسي منتقـل شـد و بـه نـسبت              

)  خت شركت مرك آلمـان    سا ( سولفات آمونيوم  ،موجود در ارلن  
بـراي رسـوب تركيبـات ضـدميكروبي بـا ماهيـت            . افزوده شـد  

 محيط كشت با    ي  هپروتئيني در فاز لگاريتمي رشد از تيمار عصار       
هـا     حلاليت پروتئين  ،در اين روش  . سولفات آمونيوم استفاده شد   

هاي آلي و ساير تركيباتي كـه حلاليـت           حلال ،ها با افزودن نمك  
هـا بـه مـدت يـك         نمونه ).14(شود  مي  كاهش داده  ،زيادي دارند 

 قرار داده شـدند تـا سـولفات آمونيـوم بـه      oC4 شب در يخچال  
محتويات ارلن شامل رسوبات حاصل و محلول . خوبي حل شود

 oC4هاي استريل منتقل شدند و در دمـاي          حاوي رسوب به لوله   
 Beckman دقيقه در دستگاه سانتريفيوژ يخچال دار 50به مدت 

model J2-21با دور ×rpm16000 مـايع  .  سانتريفيوژ گرديدنـد
 در يك ميلي ليتـر بـافر پتاسـيم          رويي جدا شد و رسوب حاصل     

هـاي   سـپس محلـول   . حل گرديـد  ) pH=7(مولار   05/0فسفات  
رويــي و رســوبات پروتئينــي  حاصــل از لحــاظ فعاليــت ضــد  
ميكروبي مـورد سـنجش قـرار گرفتنـد و بخـش ديگـري از آن                

  ).15(م دياليز كنار گذاشته شدندرسوبات براي انجا
  
اج شده توسط  استخر خالص سازي رسوبات پروتئيني-2-6

  روش دياليز
جهت تخليص تركيبات پروتئيني رسـوب كـرده از روش ديـاليز          

هاي اولترافيلتراسيون نشان داده است كـه      آزمايش. استفاده گرديد 
 1000 هـاي  cut-offها قادر به عبور از غشاءهايي با     باكتريوسين

 ، ديـاليز  ي  هبدين منظور از كيس   ). 17( كيلودالتون نيستند  10000و  
Arthor H.Thomas Co., Cat No.3787-D 

 42.1 × 1.8 inch    بـا سـايز KDa    12000  اسـتفاده گرديـد .
 درون يك بشر يك ليتـري حـاوي آب قـرار داده             ، دياليز ي  هكيس
 بـشر   ،براي پاك كردن مواد محافظ پوشاننده از روي كيـسه         . شد

 ي  هسپس، كيس . جريان آب قرار گرفت     ساعت در زير   4به مدت   
متري براي نمونه مورد نظر بريده شد و          سانتي 8 ي  ه قطع دياليز به 

رسوبات پروتئيني  . يك سمت آن توسط خود كيسه گره زده شد        
 در بـافر پتاسـيم فـسفات        ،رسوب داده شده با سولفات آمونيـوم      

. حل شدند)  ساخت شركت مرك آلمان(=pH 7مولار و   05/0
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د و سـمت     دياليز انتقال داده ش ـ    ي  همحتويات فوق به درون كيس    

سـپس در يـك ارلـن        . ديگر كيسه توسط چسب مسدود گرديـد      
 ميلي ليتراز بافر پتاسـيم فـسفات        100 به ميزان    ، ميلي ليتري  200
.  قـرار گرفـت    oC4مولار ريخته و ارلن مذكور در يخچـال         05/0
 48 در اين بافر قرار داده شـد و بـه مـدت              ، درون كيسه  ي  هنمون

 ساعت، بـافر تعـويض و       24پس از   . ناور گرديد ساعت در آن ش   
پـس از ديـاليز جهـت     ..مجدداً كيسه در بافر تازه غوطه ور شـد 

)  ساخت شركت مرك آلمـان    ( تائيد روند آزمايش از معرف نسلر     
ايجاد رنگ قرمز آجـري در اثـر افـزودن معـرف            . استفاده گرديد 

يـوم  هاي آمون  وجود يوني ه دهندنشاننسلر به محلول مورد نظر   
  :باشد كه ناشي از ايجاد تركيب زير است  ميدر محلول فوق

NH4
+ + 2[HgI4]2-+4OH-        HgO.Hg(NH2)I+7I-

+3H2O   
  ).7(باشد  مي نمونه2μlدر  NH3 0.3μgحساسيت تست نسلر تا

 بـافر و اسـتفاده از معـرف نـسلر، بـه             تعويض    پس از سه بار     
هـاي   ه بـه لولـه    منظور خروج سولفات آمونيـوم محتويـات كيـس        

 ،استريل منتقل شده و جهت بررسي ويژگي هاي ضد ميكروبـي           
ليز بـه   حجم نمونه قبل و بعـد از ديـا        . مورد سنجش قرار گرفتند   

 ـ . گيـري و يادداشـت گرديـد       دقت اندازه   ، مـورد نظـر    ي  هاز نمون
گيـري ميـزان     مقادير يكساني براي انجام آزمون لـوري و انـدازه         

  ). 13(پروتئين كنار گذاشته شد
  
هـاي تخميـري و       بررسي اثرات ضد ميكروبي عـصاره      -2-7

  رسوبات پروتئيني قبل و بعد از دياليز توسط روش چاهك 
 0,8-1 ي  ه در محدود  OD)(سوسپانسيون ميكروبي با جذب نور      

 ميلي ليتر از كـشت تلقـيح فـوق بـه محـيط              0,1ميزان  . تهيه شد 
 ،يل انتقال داده شد و به كمـك سـواب اسـتر   BHI Agarكشت 

 چاهـك   ي  هپـس از تهي ـ   . كشت يكنواخت و متراكمي تهيـه شـد       
 ، ميلي متر توسط پيپت پاستور در درون پليت هـا          3هايي به قطر    

 ميكروليتر از تركيبات ضد ميكروبي جدا شده از انتروكوكسي          50
به منظـور انتـشار بهتـر تركيبـات ضـد           . به هرچاهك افزوده شد   

ا بـه مـدت يـك    ، پليت هBHI Agar ميكروبي در محيط كشت
هـا بـه      پليـت  ،سـپس .  سرماگذاري شدند  oC4ساعت در يخچال  

 قطـر   ، سـاعت  24پس از گذشـت     . منتقل شدند  oC37 گرمخانه

متر  هاله عدم رشد مربوط به تركيب ضد ميكروبي بر حسب ميلي     
  ).18(گيري شد اندازه

  
  تاتيكي    تعيين حداقل غلظت باكتريواس-2-8

از روش  ،1بـــراي تعيـــين حـــداقل غلظـــت باكتريواســـتاتيكي
 رقت هاي   ،بدين منظور .   استفاده شد   2عسازي در محيط ماي    رقيق

01/0   ،02/0،03/0،  05/0   ،06/0،07/0   ،09/0      ،1/0   ،2/0 ،
 گرم بر ليتر ازرسوبات پروتئيني    6/1،  2/1،  1،  8/0،  6/0،  4/0،5/0

 ساعته هريـك از     24كشتكشت  ،سپس. با غلظت مشخص تهيه شدند    
هـاي مختلـف     هـاي حـاوي رقـت       بـه لولـه    ،هاي بيماريزا  باكتري

هـاي   هـاي حـاوي رقـت      لولـه . تلقـيح شـدند   رسوبات پروتئيني   
در مقايسه با لولـه فاقـد       ) ODميزان  (ت   از لحاظ كدور   ،متفاوت

 سـاعت از  72 و 48، 24در فواصـل زمـاني   رسـوبات پروتئينـي   
 كنترلگراد    سانتي ي  ه درج 37ماي  گرمخانه گذاري نمونه ها در د     

 به عنوان حداقل    ،مقدار حداقل غلظت باكتريواستاتيكي    .گرديدند
تعيـين   ،شـود   مـي غلظتي از رسوبات پروتئيني كه مـانع از رشـد  

  ).2(گرديد
  
 ارزيابي و سنجش  پروتئين استخراج شده توسط روش -2-9

  لوري 
 در ليتـر از     گـرم   4،  5/3،  3،  5/2،  2،  5/1،  5/0،1،  0هـاي    غلظت
تهيه گرديـد و پـس از         سرم آلبومين گاوي در آب مقطر      پروتئين

 منحني اسـتاندارد در طـول       ،افزودن محلول كوماسي برليانت بلو    
ميزان پروتئين موجود در نمونه پـس از  . رسم شد nm  600موج

  و مقايسه با منحني nm  600  در طول موج خواندن جذب نور
   ) .4(ن شد  تعييg/Lاستاندارد بر حسب 

  
  ميزان پروتئين هاي استخراج شده ي ه محاسب-2-10

حجـم  :  اين موارد محاسبه شدند      ، براي هر بخش   ،در هر مرحله  
 ، 6ي، فعاليـت اختـصاص  5، فعاليـت كـل  4 واحـد فعاليـت  ،3نهايي

                                                 
1- Minimum Inhibitory Concentration 
2- Broth Dilution Technique 
3- Total volum                        
4- Total unit 
5- Total activity )فعاليت واحد × نهايي حجم(  
6- Specific activity 

)پروتئين غلظت ÷ فعاليت واحد: اختصاصي فعاليت  (  
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، ضـريب   3، درصـد بازيافـت    2 پـروتئين كـل        ،1غلظت پـروتئين  

نـوان معكـوس   تيتر بخش هاي فوق بـه ع . 5و راندمان 4 تخليص
 ،بيش ترين رقتي كه قادر به مهار قطعي سويه هاي بيماريزا بـود            

 بيان ml /(Activity Unit (ميلي ليتر / بر حسب واحد فعاليت 
  ) .15(شد 

  
     ميزان توليد تركيب ضد ميكروبي-2-11

 بـر حـسب        براي تعيين ميزان توليد تركيب ضـد ميكروبـي  

U/mL ايـن تركيـب    ، واحد فعاليـت)U/mL (    در زمـان هـاي
  .  رسم شد، محاسبه و منحني ميزان توليد،متفاوت

  
   الكتروفورز-2-12

به منظور تعيـين وزن مولكـولي پـروتئين هـاي حاصـل در ايـن                
بـا تكنيـك رنـگ    SDS-PAGE  از تكنيـك الكتروفـورز  ،تحقيق

  ) . 4 (آميزي كماسي بلواستفاده گرديد
  
 تـاثير ايـن      زعفـران و بررسـي     ي  هسازي عصار   آماده -2-13

  عصاره بر روي رشد و توليد انتروسين 
 ميلي ليتر از آب مقطرمخلـوط گرديـد و          200گرم زعفران با     50

. در بـن مـاري اسـتخراج شـد        ) cº 100(توسط حرارت ملايـم     
محتويات حرارت ديده طي چند مرحلـه از كاغـذ صـافي عبـور              

 ايـن   ،سـپس .  تقريباً خالص به دست آمد     ي  هداده شدند  و عصار    
ــ ــسبت ع ــه ن ــاكتري  50:50صاره ب ــسيون حــاوي ب ــا سوسپان   ب

. مخلـوط گرديـد   ) 8/0-1با جذب نور     (انتروكوكوس هايرائي و  
 مراحل تعيين منحني رشـد و سـنجش         ،هاي ذكر شده   طبق روش 

pH            و بررسي تاثير ضد ميكروبي و تعيين ميزان توليد انتروسـين 
 زعفران و انتروكوكوس هايرائي     ي  ههاي حاوي عصار   براي نمونه 

 تكرار انجام و نمودارها بـا       3 آزمايش ها در     ي  هكلي.تكرار گرديد 
  . رسم شدندExcellاستفاده از نرم افزار 

  
                                                 

1- Protein concentration 
2- Protein   total )نهايي حجم÷ فراكسيون روتئينپ غلظت(   
3- Recovery 

  )100× ميزان پروتئين كل عصاره خام ÷ ميزان پروتئيني فراكسيون (
4- Purification factor 

  )فعاليت اختصاصي عصاره خام ÷فعاليت اختصاصي فراكسيون خالص شده(
5- Yeild 

  )100× فعاليت كل عصاره خام   ÷فعاليت كل فراكسيون خالص شده(

  نتايج و بحث  -3
 آزمون هاي ميكروسكوپي و ماكروسكوپي   -3-1

 كلني هاي انتروكوكوس هايرائي در      ،در مشاهدات ميكروسكوپي  
صورت كروي شكل و بنفش رنگ مشاهده       زير ميكروسكوپ به    

هـاي   كروسكوپي اين باكتري بر روي پليـت      مشاهدات  ما  . شدند
BHI Agarكلني هاي ريز سرسوزني را نشان داد ،.  

  
   آزمون هاي بيوشيميايي-3-2

ــيميايي    ــاي بيوش ــون ه ــل از آزم ــايج حاص ــه  ،نت ــشان داد ك  ن
  قادر بـه مـصرف قنـد لاكتـوز و سـاكارز            ،انتروكوكوس هايرائي 

 توانايي استفاده   ،نيست و به دليل داشتن آنزيم آرژنين دهيدرولاز       
  .از اسيد آمينه آرژنين را دارد

  
    تعيين منحني رشد باكتري-3-3

در حدود )  Lag phase(ميزان كدورت پس از يك تاخير كوتاه 
 به تدريج افزايش يافته و بعد از ، ساعت پس از تلقيح اوليه8

بر اين  ).1شكل (به حداكثر رسيد ،ساعت از تلقيح اوليه48
 در ، فاز رشد لگاريتمي باكتري انتروكوكوس هايرائي،اساس
  . ساعت تعيين گرديد8-48 زماني ي هفاصل
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    منحني رشد اتنتروكوكوس هايرائي-1شكل 

  
هاي تخميري بـه      ارزيابي فعاليت ضد ميكروبي عصاره     -3-4

  ا هاي بيماريز  زعفران بر ضد سويهي ههمراه عصار
هـاي تخميـري     مربوط بـه قطـر هالـه عـدم رشـد عـصاره            نتايج  

 سـاعت   48 و   24،  16 ،8 انتروكوكوس هايرائي پـس از گذشـت      
گـراد نـشان داد كـه        سانتي ي  ه درج 37گرمخانه گذاري در دماي     

 بر روي ،تاثير ضد ميكروبي عصاره هاي تخميري سوش هايرائي      
 منفي است و    هاي گرم   بيش تر از باكتري    ،هاي گرم مثبت   باكتري
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 موجب افزايش فعاليت ضد ميكروبـي سـوش         ، زعفران ي  هعصار

 تخميري  ي  هتاثير ضد ميكروبي عصار   ). 1جدول(شود ميهايرائي  
 به دليل وجود بـاكتري در       48 تا   8 از ساعت    ،انتروكوك هايرائي 

 2001 در سـال  ، و همكارانSabia  .فاز لگاريتمي افزايش يافت
 Enterococcus  خـام  حاصـل از  تاثير محلول رويي فيلتر شده

casseliflavus  IM416K1 را بر روي ليستريا مونوسـيتوجنز  

اين محققين قطر هاله عدم رشد به دست آمده را       . بررسي كردند  
 نتـايج حاصـل از   ي هبـا مقايـس  .  ميلي مترگزارش كردند10- 15

 اين باكتري با تـاثير ضـد ميكروبـي          ي  هتاثير ضد ميكروبي عصار   
ــصار ــايرائي  حي هع ــوك ه ــه  ،اصــل از انتروك ــد ك ــشاهده ش  م

 انتروكوك هايرائي تاثير ضد ميكروبي بيش تري بر ضد بـاكتري 

  ).16(داشته است   ليستريا مونوسيتوجنز
  
 زعفـران بـر روي اثـر ضـد ميكروبـي            ي  ه تاثير عصار  -3-5

  رسوبات پروتئيني حاصل از باكتري ها در قبل و بعد از دياليز 
هـاي   دليـل حـذف برخـي از ناخالـصي          بـه  ،پس از فرايند دياليز   

ضـد    تـاثير  ، خصوصاً سولفات آمونيـوم    ،موجود در محيط كشت   
ــا ميكروبــي كــاهش و در برخــي از نمونــه قي مانــد هــا ثابــت ب

  ).2جدول(
  
ــاثير عــصار-6-3 ــر روي حــداقل غلظــت  ي ه ت ــران ب  زعف

  باكتريواستاتيكي رسوبات پروتئيني استخراج شده 
ــت باكتر  ــداقل غلظ ــزان ح ــي  مي ــوبات پروتئين ــتاتيكي رس يواس

تر از گـرم منفـي       هاي گرم مثبت بيش    استخراج شده براي باكتري   
  .)3جدول (بود

، ميـان حـداقل غلظـت       2 در جدول    شدهطبق نتايج مشاهده    
 هاي مورد بررسـي بـا       باكتريمورد نياز براي جلوگيري از رشد       

 ي  هها بـه تركيبـات ضـد ميكروبـي، رابط ـ          ميزان مقاومت باكتري  
 نتايج به دست آمـده بـا نتـايج          ي  هبا مقايس . وس وجود دارد  معك

حاصل از تاثير ضد ميكروبي رسوبات پروتئيني استخراج شده به          
 تاثير زعفران بـر افـزايش فعاليـت ضـد           ، زعفران ي  ههمراه عصار 

  .ميكروبي انتروكوك هايرائي كاملاً مشخص شد
  

  
  

   تعيين منحني استاندارد تست لوري -3-6
 پـس از    ، رسوبات استخراج شـده از بـاكتري هـا         نپروتئي غلظت

  و مقايـسه بـا منحنـي    nm    600   در طول موج ODخواندن 
  ).2شكل (  تعيين شد g/Lاستاندارد بر حسب 

  

  
   منحني استاندارد تست لوري-2شكل 

  
 فعاليـت   ، فعاليت كل  ، واحد فعاليت  ، تعيين حجم نمونه   -3-7

 ، ضريب تخلـيص   ، غلظت پروتئين و پروتئين كل     ،اختصاصي
هـاي   هـاي شـاهد و نمونـه        راندمان و درصد بازيافت  نمونه     

  حاوي عصاره زعفران 
 فعاليت  ، فعاليت كل  ، واحد فعاليت  ،مقادير مربوط به حجم نمونه    

 ، ضـريب تخلـيص    ، غلظت پروتئين و پـروتئين كـل       ،اختصاصي
هـاي حـاوي     هاي شاهد و نمونه    راندمان و درصد بازيافت نمونه    

 ي  هبا مقايس  . آورده شده است   5 و   4ران در جدول     زعف ي  هعصار
ــايج حاصــل از     ــا نت ــق ب ــن تحقي ــده از اي ــه دســت آم ــايج ب نت

ــر ر،2009 و همكــاران در ســال  Jianhua Xieتحقيــق وي  ب
 هـاي  هـاي حاصـل از بـاكتري    فعاليت ضد ميكروبي باكتريوسين

IVDC C83901  E.Coli، CGMCC1.354 Bacillus 

subtilis ، CGMCC1.769 Bacillus subtilis، 
Staphylococcus aureus IVDC 6538    مـشاهده شـد كـه ،

 ، به ترتيب  ،هاي فوق  عاليت باكتريوسين حاصل از باكتري    واحد ف 
U9/153،U 0،U0 ،U7 /422 ــت ــوده اســ ــن. بــ  ،رو از ايــ

 داراي فعاليـت    ،هاي حاصـل از انتروكـوك هـايرائي        باكتريوسين
هـاي فـوق        يوسـين  باكتر ي  هنـسبت بـه كلي ـ    ) U 3750(تري بيش
تر بودن تـاثير ضـد ميكروبـي         اين اختلاف به علت قوي    . اند بوده

 شـيميايي   ي  همناسب بودن مـاد   باكتريوسين انتروكوك هايرائي و     
بــوده هــا  ســولفات آمونيــوم بــراي اســتخراج ايــن باكتريوســين

  .)11(است
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  كلبسيلا پنومونيه  باسيلوس سرئوس  ليستريا مونوسيتوژنز  استافيلوكوكوس ارئوس  

  ه عدم رشدقطر هال
)mm(  

  قبل از
   دياليز

  پس از 
  دياليز

قبل از 
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  پس از 
  دياليز

  قبل از
   دياليز

پس از 
  دياليز

قبل از 
  دياليز

پس از 
  دياليز

  12  14  11  11  23  25  14 18  انتروكك هايرائي
  18  18  14  16  30  32  23  24  انتروكك  هايرائي  و زعفران

  
 
 
 
 

  اشرشياكلي  سالمونلا پاراتيفي  كلبسيلا نومونيه  باسيلوس سرئوس  رئوسآاستافيلوكك   ليستريا مونوسيتوژنز
  )h(گرمخانه گذاري  )h(گرمخانه گذاري  )h(گذاريگرمخانه   )h(گرمخانه گذاري  )h(گرمخانه گذاري  )h(گرمخانه گذاري

 عدم  يقطر هاله
  رشد

)mm(  8  16  24  48  8  16  24 48 8  16  24  48  8  16  24  48  8 16  24  48  8  16  24  48  

  هايرائي انتروكك
  

19  24  39  41  10  18  30 33 18  22  33  35  -  7  18  20  - 7  17  19  -  7  23  27  

 هايرائي انتروكك

  زعفران و
27  35  45  47  23  29  39 40 28  33  41  45  -  12  26  29  - 12  21  36  10  15  30  34  
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  استخراج شده  رسوبات پروتئيني زعفران بر روي حداقل غلظت باكتريواستاتيكيي   تاثير عصاره-3جدول 
    

  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

، فعاليت كل، فعاليت اختصاصي، غلظت پروتئين و پروتئين كل، ضريب تخليص، راندمان و درصد  تعيين حجم نمونه، واحد فعاليت-4جدول 
 هاي شاهد بازيافت در نمونه

  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
  
  
  
  
  
  
  

  )g/l(داقل غلظت  باكتريواستاتيكيح                                                   

  استافيلوكوكوس  
  ارئوس

  ليستريا
  مونوسيتوجنز

  باسيلوس
  سرئوس

  كلبسيلا
  پنومونيه

  2  5/1  5/0  5/1  انتروكوك هايرائي
  5/1  1  3/0  1  انتروكوك هايرائي و زعفران

  انتروكوك هايرائي                                                                      
  پس از دياليز  قبل از دياليز  مايع تخمير  فاكتورهاي مورد بررسي

  ml(   100  35  25(حجم نمونه
  Unit/ml  50  100  150)(واحدفعاليت
  Unit(   5000  3500  3750(فعاليت كل 

  mg/ml  2  5/1  5/0)(غلظت پروتئين 
  mg(  200  5/52  5/12 (پروتئين كل

  U/mg(  25  67/66  300(فعاليت اختصاصي 
  75  70  -  (%)راندمان 

  25/6  25/26  -  (%)درصد بازيافت 
  12  67/2  -  ضريب تخليص



33 ي زعفران در تحريك فعاليت ضد ميكروبي انتروكوكوس هايرائي بررسي نقش بيولوژيك عصاره             
  

ص، راندمان و ، واحد فعاليت، فعاليت كل ، فعاليت اختصاصي، غلظت پروتئين و پروتئين كل، ضريب تخلي تعيين حجم نمونه-5جدول 
  ي زعفران  بازيافت در نمونه هاي حاوي عصارهدرصد 

  انتروكوك هايرائي و زعفران                                  
  پس از دياليز  قبل از دياليز  مايع تخمير فاكتورهاي مورد بررسي

  mL(  100  35  25(حجم نمونه
  Unit/mL  100  150  200)(واحدفعاليت
  Unit(   10000  5250  5000(فعاليت كل 

  mg/mL  2,5  8/1  9/0)(غلظت پروتئين
  mg(  250  63  5/22(پروتئين كل 

  U/mg(  40  33/83  22/222(فعاليت اختصاصي
  50  5/52  -  (%)راندمان 

  9  2/25  -  (%)درصد بازيافت
  55/5  08/2  -  ضريب تخليص

 
 
 
    زعفران بر ميزان توليد تركيبات ضدميكروبيي هعصارتاثير  -9-3
 ميزان توليـد    ،هاي توليد تركيبات ضدميكروبي    ا توجه به منحني   ب

 تقريبـاً  ،Lag phase)( رشـد ي ه سـاعت اولي ـ 4اين تركيبات در 
 ، از آن جا كـه در ايـن مرحلـه          ،به عبارت ديگر  . صفر بوده است  

 متـابوليتي هـم توليـد نـشده      ، در نتيجـه   ،رشدي صورت نگرفتـه   
ها نيـز     اين متابوليت  ،ي با افزايش رشد باكتر    ،اما به تدريج  . است

 ) .3شكل (يابند  مي افزايش
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منحني ميزان توليد  ترکيب
ضد ميکروبی از ھايرائی  
منحنی ميزان توايد ترکيب
ضد ميکروبی از فکاليس

  
 

 زعفران  برروي  ميزان توليد تركيبات ي ه  تاثير عصار-3شكل 
  ضد ميكروبي توسط انتروكوك هايرائي

  

نتايج به دست آمده حاكي از آن اسـت كـه توليـد تركيبـات               
 سـاعت از    24به ترتيب پـس از       ضدميكروبي انتروكوك هايرائي  

 دقيقـاً   ،ايـن زمـان   . دهد  مي  يك افزايش شديد نشان    ،ليهتلقيح او 
مقارن با افزايش تعداد بـاكتري و بـه عبـارتي، همزمـان بـا فـاز                 

به عبارت ديگر، توليد اين تركيبـات در فـاز          . لگاريتمي رشد بود  
بـا ورود بـاكتري بـه فـاز          .  لگاريتمي رشد صورت گرفته اسـت     

اند و سـپس بـه تـدريج         تقريباٌ ثابت م   ، ميزان اين تركيبات   ،ركود
تــوان گفــت كــه توليــد تركيبــات  ، مــيبنــابراين. كــاهش يافــت

 از شـماي توليـد      ،انتروكوك هايرائي  ضدميكروبي توسط باكتري  
با مـشاهده منحنـي ميـزان       ).1(كند    مي يك متابوليت اوليه پيروي   

 نقـش آن بـه عنـوان    ، حاوي زعفـران ي هدر نمون توليد انتروسين
 در تحريـك توليـد      ،روبـي سـالم   يك تركيـب تركيـب ضـد ميك       

  .  شود  ميمشخص انتروسين
  

   نتايج حاصل از الكتروفورز رسوبات پروتئيني-10-3
 مشاهده شد كه باندهاي پروتئينـي بـه         ،پس از انجام الكتروفورز   

هـا    داراي وزن مولكـولي مـشابهي بـا باكتريوسـين          ،دست آمـده  
ت پروتئينـي   توان نتيجه گرفت كـه تركيبـا       ، مي رو از اين . اند بوده

وزن .  باكتريوسـين باشـند    ،استخراج شده از انتروكـوك هـايرائي      
 . كيلودالتون بود35 ،مولكولي تركيبات استخراج شده
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  گيري  نتيجه -4

ــاكتري  ــسياري از ب ــك  ب ــيد لاكتي ــاي اس ــددي از  ،ه ــواع متع  ان
ايـن باكتريوسـين هـا در مـواد         . نمايند  مي ها را توليد   باكتريوسين

غيرتخميري متعدد به عنوان نگه دارنده به كار        غذايي تخميري و    
بـا توجـه بـه نقـش سينرژيـستي زعفـران در             ). 9(شوند  مي برده

 ،توليـد شـده و در نتيجـه    انتروسـين  افـزايش غلظـت و ميـزان    
 استفاده از ،توسط انتروكوكوس هايرائي انتروسين تحريك توليد 

ري  طعم دهنده و رنگ دهنـده بـراي افـزايش مانـدگا        ي  هاين ماد 
  . تواند بسيار سودمند باشد  ميمواد غذايي

  
  گزاري  سپاس-5

از دانــشگاه آزاد اســلامي واحــد تهــران شــمال و دانــشگاه آزاد  
هـاي   اسلامي واحد علوم و تحقيقات تهران و سـازمان پـژوهش          

 مــساعدت ،علمــي و صــنعتي ايــران كــه در انجــام ايــن تحقيــق
  .گردد  مياريگز  سپاس،فرمودند

  
   منابع-6
بررســـي تـــاثير ضـــد ميكروبـــي  . 1385. ، شقزوينيقـــا آ-1

 ي  هپايـان نام ـ  . لاكتوكوكوس لاكتـيس و مقايـسه آن بـا پيوسـين          
 علـوم و صـنايع      - مهندسـي كـشاورزي    ي  هكارشناسي ارشد رشت  

 واحد علو م    ، دانشگاه آزاد اسلامي   ، كشاورزي ي  ه دانشكد ،غذايي
  .و تحقيقات تهران

شناسي عملـي و     يكروبم . 1385. و حسيني، ف  . ، آ خنافري -2
  . انتشارات پورسينا، تهران. ها اصول بيوشيميايي واكنش

انتشارات . ي ايران يگياهان دارو  .1385.  م   ،و عيدي . ، ا  عيدي -3
.  دانشگاه آزاد اسـلامي واحـد علـوم و تحقيقـات تهـران، تهـران         
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