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 چكيده
پروبيوتيـك و تعيـين حـداقل غلظـت     هـاي   بـاكتري بيولوژيك توسط هاي  هدف از تحقيق حاضر، ارزيابي توان توليد نگهدارنده: بقه و هدفسا

  .بود باكتريواستاتيكي  تركيبات استخراج شده
و جداسـازي تـوده   ، سـانتريفيوژ   agar BHIدر محـيط كشـت   انتروكوكـوس هـايرائي  و انتروكوكوس فكـاليس  پس از كشت : مواد و روش ها

ميكروبي، تركيبات پروتئيني توسط دياليز خالص سازي شدند و ميزان پروتئين توليد شده توسـط لـوري تعيـين شـد و وزن مولكـولي توسـط       
فاكتورهاي مربـوط بـه فعاليـت    . اثر ضد ميكروبي تركيبات موجود، توسط روش چاهك بررسي شد. تخمين زده شد  SDS-PAGEالكتروفورز 
  . حداقل غلظت باكتريواستاتيكي تركيبات ارزيابي شد. در قبل و بعد از دياليز تعيين شدندپروتئين، 

 35و  45فكاليس و  هايرائي، به ترتيب، تقريبـاً   هاي  نتايج اين تحقيق، ثابت نمود كه وزن مولكولي تركيبات استخراج شده از سوش: يافته ها
فكـاليس و هـايرائي،   هاي  و كمترين غلظت باكتريواستاتيكي تركيب پروتئيني حاصل از سوش كيلودالتون بودند و بيشترين تاثير ضد  ميكروبي

 . بوده است باسيلوس سرئوسو  ليستريا مونوسيتوژنزبه ترتيب، بر روي 

هـا   برابر باكتري تركيبات ضد ميكروبي استخراج شده از باكتري انتروكوك به عنوان يك نگهدارنده بسيار ايمن، از مواد غذايي در: نتيجه گيري
 .بخشند مي ت نموده، لذا عمر نگهداري مواد غذايي را به ميزان قابل توجهي افزايشظمحاف

  بيولوژيكهاي  ، نگهدارنده انتروكوكوس هايرائي، انتروكوكوس فكاليساثر ضد ميكروبي،  :كليديواژگان

  مقدمه
نگهــداري مــواد غــذايي در واقــع بيــانگر قــرار دادن      

سم در محيط نامطلوب بـه منظـور جلـوگيري از    ميكروارگاني
. ها مي باشد رشد، كوتاه كردن زمان زنده ماندن و يا مرگ آن

ها به چنين شرايط نـامطلوبي،   پاسخ احتمالي ميكروارگانيسم
. ها رشد مـي كننـد يـا خواهنـد مـرد      تعيين مي نمايد كه آن

هاي بيولوژيك مانند مواد ضد ميكروبـي   استفاده از نگهدارنده
ها در مواد غـذايي، يـك راه    توليد شده توسط ميكروارگانيسم

هـا   جايگزين، جهت كنترل ليستريا مونوسيتوژنز و سايرپاتوژن
اسيد لاكتيك و يا محصولات ضد ميكروبي هاي  باكتري. است

طبيعي هاي  ها به طور سنتي به عنوان نگهدارنده حاصل از آن
و ايمنـي  مـواد    مواد غذايي با عملكرد افزايش عمر قفسه اي 

از يـك ديـد كلـي،    . )1(گيرنـد   مي غذايي مورد استفاده قرار
هـاي اسـيد لاكتيـك يـا      ، به باكتريبيولوژيكهاي  نگهدارنده
ماننـد اسـيد   هـا   هاي  ضد باكتريايي توليد شده از آن فرآورده
ضـد  هـاي   ، آنـزيم اسيد لاكتيك، پراكسيد هيدروژن ،استيك

دي اسـتيل، اسـتالدئيد و    ،يوسـين باكتر ،، رئـوترين ميكروبي
 پروبيوتيــكهــاي  بــاكتري) . 2(شــود  اســتوئين اطــلاق مــي

هـاي   ميكروبي در مقابـل پـاتوژن  هاي  توانند به عنوان سد مي
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ــا جلــوگيري از اتصــال پــاتوژن، تغييــر  روده –گوارشــي  اي ب
سيستم ايمني و توليد تركيبات آنتي باكتريال عمـل نماينـد   

پروبيوتيك، قـادر  يك باكتري جنس انتروكوك به عنوان  ).3(
ها به اسيد لاكتيك هسـتند و از اينـرو    به تخمير كربوهيدرات

هاي  دستگاه گوارش و  مهار رشد باكتري  pHموجب كاهش 
اين ميكروارگانيسم موجـب افـزايش هضـم    . شوند مي پاتوژن

ها  شوند و از طريق توليد نمودن آنتي توكسين مي مواد غذايي
 بـاكتري اشرشـياكلي  هـاي   توكسـين سبب خنثي سازي انترو

هـا قـادر بـه توليـد انـواع       هم چنين ايـن بـاكتري  . شوند  مي
ــك   ــي بيوتي ــددي از آنت ــين  متع ــا و باكتريوس ــر   ه ــا نظي ه

ــين   ــين و انتروس ــالين، نيس ــيدولين، لاكت ــيدوفيلين، اس  اس
هـاي   توانند سبب نابودي بـاكتري  مي باشند و بدين طريق مي

). 4 (شـوند  مي مونلا، شيگلامتعددي نظير استافيلوكوك، سال
هاي ضد ميكروبي استخراج شـده از   ترين مزيت پروتئين مهم

هـا غيـر سـمي هسـتند، آسـان       ها اين است كه آن انتروكوك
هضم مي شـوند، هـيچ بـاقي مانـده اي در غـذا  بـاقي نمـي        
گذارند، مقاوم به اسـيد و گرمـا هسـتند و مـي تواننـد بـراي       

از مـواد غـذايي مـورد     افزايش سلامت و طول عمـر بسـياري  
بررسـي  هدف از انجـام ايـن تحقيـق،    ). 5(استفاده قرارگيرند

هـاي   بيولوژيـك توسـط بـاكتري   هـاي   توان توليد نگهدارنـده 
تركيبات  پروبيوتيك و تعيين حداقل غلظت باكتريواستاتيكي

 .استاستخراج شده 

  مواد و روش ها
،  BHI agar & BHI broth: هاي كشـت ميكروبـي   محيط
  .بود Merckشركت ساخت 

سوكسـينات آمونيـوم، سـولفات آمونيـوم،     : مواد شـيميايي 
ــوز،   ــانيتول، لاكت ــالاكتوز، م ــوكز، گ ــدروژن، گل پراكســيد هي
رافينوز، آرژنين، دي پتاسيم هيـدروژن فسـفات، سـديم دي    
هيدروژن فسفات، معرف نسلر، سولفات مس، سديم پتاسـيم  

بومين گـاوي،  تارتارات، معرف فولين ، كربنات سديم، سرم آل
كليه مواد شيميايي مورد اسـتفاده در  . %18.5ژل آكريلاميد 

  .بودند  Merckاين تحقيق، ساخت شركت
 )  1393PTCC(دو سويه از باكتري  : هاي ميكروبي سويه

Enterococcus  faecalis 1239 ( وEnterococcus  hirae 

(PTCC 6هاي علمـي و صـنعتي ايـران و     پژوهش از سازمان 
ست استرين شـامل سـه بـاكتري گـرم مثبـت و سـه       سويه ت

ــي   ــرم منف ــاكتري گ ــوس (ب ــتافيلوكوكوس ارئ ــتريا ، اس ليس
ــيتوژنز ــرئوس ، مونوس ــيلوس س ــياكلي، باس ــيلا ،اشرش كلبس

از دانشـگاه آزاد اسـلامي واحـد    ) پاراتيفي سالمونلا، پنومونيه
هاي تست استرين  انتخاب اين سويه. تهران شمال تهيه شدند

هـا و   مثبت و گرم منفـي بـودن بـاكتري    بر اساس طيف گرم
  . ها صورت گرفت كوكسي و باسيل بودن آن

هـاي   براي تهيه كشت آغازگر از سـويه : تهيه كشت آغازگر
هاي باكتريايي ليوفيليزه پودري  انتروكوكوس، هر يك از سويه

حـل شـدند و    BHI brothاز محـيط كشـت    ليتـر  ميلي 5در 
سـپس،  . ها ايجاد شـد  ريبدين ترتيب ، سوسپانسيوني از باكت
هاي حاوي باكتري هـا، بـه    به منظور رشد باكتري ها،  محيط

گـراد قـرار    درجـه سـانتي   37سـاعت در انكوبـاتور    48مدت 
  ). 6(گرفتند 

هـاي   شناسايي ماكروسكوپي و ميكروسـكوپي سـوش  
هاي حـاوي   ها در پليت پس از كشت اين باكتري: انتروكوك

هـاي   روسكوپي كلني، مشخصات ماكBHI agarمحيط كشت 
انتروكوك، در عمق محيط كشت، از قبيل شكل، قوام، رنگ و 
اندازه و مشخصات ميكروسكوپي توسـط رنـگ آميـزي گـرم     

   ) .7(مورد بررسي قرار گرفتند 
در ابتدا، چند : ODارزيابي منحني رشد باكتري بر اساس 

ــوش  ــي از س ــت    كلن ــيط كش ــه مح ــوس، ب ــاي انتروكوك   ه
 BHI broth  و ميزان جـذب  )تهيه كشت تلقيح( شد ، افزوده

. نمونه توسط دستگاه اسپكتروفتومتر خوانـده شـد  ) OD(نور 
از كشت تلقيح بـه  % 5، 1نمونه به  ODپس از رسيدن ميزان 
سوكسـينات  % 1حـاوي   و BHI broth ارلـن حـاوي محـيط   

هـاي حـاوي    سپس، ارلـن . و آنزيم كاتالاز افزوده شد آمونيوم
  ر انكوبــاتور شــيكردار بــا دورد 1393يــا  1239هــاي  ســوش

rpm 150 گراد گرماگـذاري شـدند و    درجه سانتي 37و دماي
از گـاز  % 5در انكوبـاتور حـاوي    1394هاي حاوي سوش  ارلن

گرماگـذاري   گـراد  سانتيدرجه  37دي اكسيد كربن و دماي 
ــان. شــدند ، 72، 48، 16،24، 12، 8، 6، 4، 2، 0هــاي  در زم

اكتري نمونه برداري كرده ب ساعت، از محيط حاوي 120، 96
خوانــده و يادداشــت نمــوده و منحنــي رشــد   ODو ميــزان
ها در محـور   OD، از طريق قرار دادن ODها بر حسب  باكتري

  ). 8(ها در محور افقي رسم شدند  عمودي و زمان
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  ها استخراج مواد ضد ميكروبي توسط انتروكوك
هاي  سوش هاي حاوي ارلن : ها كشت و گرماگذاري باكتري

و  rpm 150در انكوبـاتور شـيكر دار  بـا دور     1239يا  1393
 1394هاي حـاوي سـوش    و ارلن گراد سانتيدرجه  37دماي 

درجه  37و دماي % 5اكسيد كربن  در انكوباتور حاوي گاز دي
  ) .9( گراد، گرماگذاري شدند   سانتي

ت هاي متفاو ها به ترتيب  در زمان ارلن : ها سانتريفوژ نمونه
ــاتور   ــاتور و انكوب ــيكر انكوب ــدند و در  CO2از ش ــارج ش دارخ

 50و زمان  rpm16000 دستگاه سانتريفوژ يخچال دار با دور 
پـس از  . سانتريفوژ  شدند گراد سانتيدرجه  4دقيقه و دماي 

سانتريفوژ، جرم سلولي باكتري رسوب كـرد و محلـول رويـي    
ز لحـاظ  ، اpHهاي حاصله پس از تعـديل   فراكسيون. جدا شد

هاي ديسك و چاهك مورد  فعاليت ضد ميكروبي توسط روش
  .)9( سنجش قرار گرفتند 

و تعديل   pHبه منظور سنجش:   pH و تعديل گيري اندازه
ــه، توســط دســتگاه  ــزان   pHنمون ــر، مي ــه  pHمت ــا  نمون ه

، توسـط    pH<7هـاي داراي   نمونـه  pHشـد و   گيـري  انـدازه 
-7     7.8مـولار بـه   NaOH  1قطـره از   2تـا   1افزوده شدن 

 ).9( رسانده شد 
چنـد  : هـا توسـط سـولفات آمونيـوم     رسوب پـروتئين 

از محلول رويي، پس از سـانتريفوژ از تـوده سـلولي     ليتر ميلي
در ) تا حد اشـباع شـدن  (مقداري سولفات آمونيوم.جدا گرديد

گراد  و بر روي همزن مغناطيسي بـه محلـول    درجه سانتي 4
 4ها به مـدت يـك شـب، در يخچـال      هنمون. رويي افزوده شد

قرار داده شدند تا انحلال سولفات آمونيـوم   گراد سانتيدرجه 
محتويات ارلن شامل رسوبات حاصله و . به خوبي صورت گيرد

 50بـه مـدت    گـراد  سـانتي درجه  4محلول حاوي رسوب در 
مايع رويـي دور  . ، سانتريفوژ گرديدندrpm16000دقيقه و در 

بـافر پتاسـيم    ليتـر  ميلـي اصله در يك ريخته شد و رسوب ح
حـــل گرديـــد و   =pH 7 مـــولار و داراي 05/0 فســـفات
هاي حاصله از لحاظ فعاليت ضد ميكروبـي توسـط    فراكسيون

و  هاي ديسـك و چاهـك مـورد سـنجش قـرار گرفتنـد       روش
ها بـراي انجـام دياليزكنارگذاشـته     بخش ديگري از فراكسيون

  ) . 10(شدند 
  فرايند دياليز

از كيسـه  : ازي كيسه دياليز و انجام عمل دياليزآماده س
ــات   ــا مشخص ــاليز، ب  ,.ARTHOR H.THOMAS Coدي

Cat.3787-D ,1×1. 8 inch    با منافـذ دارايcut off   KDa 

كيسه دياليز درون يك بشر يك ليتـري  . شداستفاده  12000

حاوي آب قرار داده شد و به منظـور آمـاده سـازي آن بـراي     
واد محافظت پوشاننده از روي كيسه، بشر استفاده و زدودن م

سپس، . ساعت بر روي جريان شير آب قرار گرفت 4به مدت 
متـري بريـده    سـانتي  8كيسه دياليز توسط قيچي به قطعات 

رسـوبات   .شد و يك سمت آن توسط خود كيسه گره زده شد
ــوم، در     ــولفات آموني ــا س ــده ب ــوب داده ش ــي رس  1پروتئين

. مـولار حـل گرديدنـد    05/0 فسفات ليتر از بافر پتاسيم ميلي
محتوبات فوق به درون كيسه ديـاليز ريختـه شـد و درب آن    

. هـا نـام گـذاري شـدند     كيسـه . توسط چسب مسدود گرديـد 
 از بافر پتاسيم فسـفات ليتر ميليسپس در يك ارلن ، چندين 

ــال    05/0 ــذكور در يخچ ــن م ــه و ارل ــولار ريخت ــه  4م درج
درون كيسـه هـا، در ايـن      هاي نمونه. قرار گرفت گراد سانتي

ســاعت در ان شــناور  48بــافر قــرار داده شــدند و بــه مــدت 
ها در  ساعت، بافر تعويض و مجدداً كيسه 24پس از . گرديدند

پـس از سـه بـار تعـويض بـافر و      . بافر تازه، غوطـه ور شـدند  
استفاده از معرف نسلر به منظور اطمينان از خـروج سـولفات   

هـاي   تويات كيسه ها، بـه لولـه  آمونيوم موجود در محيط، مح
هـاي ضـد    استريل منتقل گرديدند و جهـت بررسـي ويژگـي   

هـا قبـل و    حجم نمونـه . ميكروبي، مورد سنجش قرار گرفتند
و يادداشـت گرديدنـد و از    گيـري  اندازهبعد از دياليز به دقت 

هـا مقـادير يكسـاني بـراي انجـام تسـت لـوري و         همه نمونـه 
  ) . 10(نار گذاشته شد ميزان پروتئين ك گيري اندازه

هـاي تخميـري و    بررسي اثرات ضد ميكروبـي عصـاره  
رسوبات پروتئيني در قبل و بعد از دياليز توسـط روش  

  تهيه چاهك و روش ديسك
بـه  : هاي تست اسـترين يـا نشـانگر    آماده سازي سويه

هاي نشانگر در مقابـل مقـادير    منظور بررسي حساسيت سويه
منـد سوسپانسـيون ميكروبـي    يكسان ماده ضد ميكروبي، نياز

هـاي   از بـاكتري  .ها هسـتيم  يكساني براي كليه تست استرين
در محيط  =OD 1ساعته، سوسپانسيوني با  24تست استرين 

تهيـه گرديـد و توسـط آغشـته نمـودن         BHI brothكشت 
هـا بـه صـورت     ها در سوسپانسـيون بـاكتري، ،بـاكتري    سوآپ

 BHI agar هاي حـاوي محـيط كشـت    متراكم در سطح پليت
  ) .11 (كشت داده شدند

از : بررسي اثر ممانعت كننده رشد با روش تهيه چاهك
 BHI agarپيپت پاستورهاي استريل جهت ايجاد چاهـك در  

چاهك هايي به فاصله معـين از يكـديگر بـه    . استفاده گرديد
توسـط سـمپلر و سـر سـمپلر     . شـد ميلي متـر ايجـاد    3قطر 
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بات ضد ميكروبـي اسـتخراج   ميكروليتر از تركي 50استريل ، 
ها ريختـه شـدند و حـدود يـك سـاعت،       شده در اين چاهك

در .، سرماگذاري شدندگراد سانتيدرجه  4ها در يخچال  پليت
اين زمان انتشار مايع باكتريوسيني در آگار صورت گرفت، اما 

هـا بـه آرامـي بـه      سـپس، پليـت  . رشد باكتريايي متوقف ماند
پـس از  . انتقـال داده شـدند   ادگـر  سـانتي درجه  37انكوباتور 
هاي عدم رشد مربوط به هريـك   ساعت، قطر هاله 24گذشت 

و در  گيــري انــدازههــا توســط كــوليس دورنيــه  از فراكســيون
  ) .11(جداول مربوطه ثبت گرديد 

در اين روش، بر روي پليـت حـاوي بـاكتري    : روش ديسك
هـاي   ديسـك  بيماريزاي كشت داده شده به صـورت متـراكم،  

Blank   )سـپس، توسـط سـر    . استريل گذاشته شـد )  شاهد
سمپلر استريل ، تركيبات ضد ميكروبي استخراج شـده را بـر   

ها به آرامي به انكوبـاتور   سپس، پليت. ها ريختيم روي ديسك
 24پـس از گذشـت   . انتقال داده شدند گراد سانتيدرجه  37

هــاي عــدم رشــد مربــوط بــه هريــك از   ســاعت، قطــر هالــه
و در جـداول   گيـري  اندازهوسط كوليس دورنيه ها ت فراكسيون

 ) .12(  شدمربوطه ثبت 

  تعيـــين حـــداقل غلظـــت باكتريواســـتاتيكي   
)Minimum Inhibitory Concentration) (MIC (:   

بـراي تعيـين   : هاي مختلف رسوب پروتئين ساخت رقت
MIC ،    ــايع ــيط م ــازي در مح ــق س  Broth( از روش رقي

Dilution Technique  ( ــتفاده ــداسـ ــن  . شـ ــراي ايـ بـ
ــت ــاي  منظور،رقـ ، 0.06،0.07، 0.05،  0.03، 0.01،0.02هـ

ــر   1.6، 1.2، 1، 0.8، 0.6، 0.4،0.5، 0.2، 0.1،  0.09 ــرم ب گ
  سپس،.ليتر ازرسوبات پروتئيني با غلظت مشخص تهيه شدند

هـاي   هاي بيماريزا، به لولـه  ساعته هريك از باكتري 24كشتكشت
. تلقـيح شـدند  هـاي مختلـف رسـوبات پروتئينـي      حاوي رقت

ميـزان  ( هاي متفاوت، از لحاظ كـدورت   هاي حاوي رقت لوله
OD (  ــا لولــه فاقــد رســوبات بــاكتري بيمــاريزا در مقايســه ب

ساعت از گرماگذاري  72و  24،48پروتئيني در فواصل زماني 
مقـدار   .شـدند كنترل  گراد سانتيدرجه  37ها در دماي  نمونه

MIC ت پروتئيني كه مانع ، به عنوان حداقل غلظتي از رسوبا
  ) .13( تعريف و بيان شد از رشد مي شود

فعاليت و ساير فاكتورهاي تركيبـات ضـد    گيري اندازه
در هر مرحله، براي هر فراكسيون، مقـادير حجـم   : ميكروبي

نهايي، غلظت پروتئين، واحد فعاليت، فعاليت كـل، رانـدمان،   
 زاني ـر صد بازيافت، فعاليـت اختصاصـي، م  تلخيص، د ضريب

،  100/1، 50/1هـاي   رقـت . شدپروتئين كل محاسبه و ثبت 
، از 400/1، 350/1، 300/1،  250/1،  200/1، 150/1

هاي فوق،  تيتير فراكسيون. تركيبات ضد ميكروبي تهيه شدند
به عنوان معكوس بيشترين رقتي كـه قـادر بـه مهـار قطعـي      

 ) 9(سويه انديكاتور بود، به صورت واحد فعاليت بيان گرديـد  
پـروتئين   گيـري  اندازهبراي  : پروتئين محلول گيري اندازه

ابتدا منحنـي   ).14(محلول از روش لوري استفاده شده است 
، 3.5، 3، 2.5، 2، 1.5، 1، 0.5، 0هـاي    استاندارد براي غلظت

پروتئين سرم آلبومين گـاوي، درآب  ليتر ميليميلي گرم در  4
بـر اسـاس    منحني استاندارد رسم شـده . مقطر ترسيم گشت
. به دست آمده در آزمايشات لوري بود ODغلظت پروتئين بر 

پـس از خوانـدن    هـا،   نمونهموجود در  سپس، ميزان پروتئين
OD  منحني استاندارد نانومتر و مقايسه با  600در طول موج

  ).15 (تعيين شد 
اندازه گيري فعاليت كل و فعاليت اختصاصي و ضـريب  

ان پـروتئين كـل و   تخليص و درصـد بازيافـت و ميـز   
در هر مرحله، براي هر فراكسـيون، مقـادير حجـم     :راندمان

 نهــايي، غلظــت پــروتئين، واحــد فعاليــت، رانــدمان، ضــريب
زان پـروتئين  يصد بازيافت، فعاليت اختصاصي، متلخيص، در 

  ،50/1هـــاي  رقـــت. كـــل محاســـبه و ثبـــت گرديـــد   
و  باكتريوســيناز  500/1،  300/1،400/1، 200/1،  100/1 

هاي فوق، به عنـوان   ر فراكسيونتيت. بيوتيك تهيه شدند آنتي
معكوس بيشـترين رقتـي كـه قـادر بـه مهـار قطعـي سـويه         

  ).9( شدانديكاتور بود، به صورت واحد فعاليت بيان 
  :هاي زير بودند محاسبات بر اساس فرمول

ميـزان پـروتئين كـل    ÷ ميزان پروتئيني فراكسيون =درصد بازيافت
  100 ×عصاره خام 
  حجم نهايي÷ غلظت پروتئين فراكسيون =پروتئين كل
  واحد فعاليت × حجم نهايي = فعاليت كل

  غلظت پروتئين ÷ واحد فعاليت  =فعاليت اختصاصي
÷ فعاليـت اختصاصـي فراكسـيون خـالص شـده       =ضريب تخلـيص 

  فعاليت اختصاصي عصاره خام
فعاليت كل عصـاره  ÷ فعاليت كل فراكسيون خالص شده  =راندمان

  100 ×  خام
رسم منحني ميزان توليد تركيبات ضـد ميكروبـي بـر    

براي رسم منحني ميزان توليد تركيبات ضد :  U/mLحسب 
ايـن تركيبـات بـر     ، واحـد فعاليـت  U/mLميكروبي بر حسب 

ــاوت، محاســبه شــد و   در زمــان)  U/mL(حســب  هــاي متف
هاي  منحني ميزان توليد،  با قرار دادن واحد فعاليت در زمان

  .، رسم گشتمتفاوت
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هـاي   به منظور تعيـين وزن مولكـولي پـروتئين   : الكتروفورز
بـا  SDS-PAGE حاصل در اين تحقيق، از تكنيك الكتروفـورز 

 . استفاده گرديد تكنيك رنگ آميزي كماسي بلو

  ها يافته
در نتيجـه   :ميكروسـكوپي و ماكروسـكوپي  هاي  آزمون
انتروكوكـوس در زيـر   هـاي   ميكروسـكوپي، كلنـي  هاي  آزمون

كروي شـكل بـنفش رنـگ    هاي  ميكروسكوپ به صورت كلني
ــون  ــه آزم ــدند و در نتيج ــاهده ش ــاي  مش ــكوپي،  ه ماكروس

، بـه  BHI agarهـاي   انتروكوكـوس بـر روي پليـت   هاي  كلني
  .ريز سرسوزني مشاهده شدندهاي  صورت كلني

  pHهـا و انـدازه گيـري     تعيين منحني رشـد بـاكتري  
ها و  ي رشد باكتريمنحن :محلول رويي پس از سانتريفيوژ

محلول رويـي پـس از سـانتريفيوژ بـراي       pHمنحني ميزان 
مدت فاز لگـاريتمي در   .مورد بررسي تعيين گشتهاي  نمونه

بـه   24ساعت بود و در سـاعت   0 -24،  1393 هاي  باكتري
. رسيد) يعني حداكثر فاز لگاريتمي رشد ( حداكثر رشد خود 

س از يـك تـاخير كوتـاه    پس از تلقيح اوليه، ميزان كدورت، پ
)Lag phase   ( ساعت، به تدريج افزايش يافتـه و   8در حدود

نيز با همان ميزان تاخير شـروع بـه    pH متقارن با آن، ميزان
، پـس از تلقـيح اوليـه بـه     24نمايـد و در سـاعت    مي كاهش

. رسـد  مـي  خود و حداكثر ميـزان كـدورت   pHحداقل ميزان 
ــا    ــاريتمي در بـ ــاز لگـ ــدت فـ ــين، مـ   ،1239كتري همچنـ

بـه حـداكثر رشـد خـود      48ساعت بود و در سـاعت  0 -48  
ميزان كدورت پس . رسيد) يعني حداكثر فاز لگاريتمي رشد (

ساعت، پس از  8در حدود )   Lag phase(از يك تاخير كوتاه 
 pH تلقيح اوليه به تدريج افزايش يافته و متقارن با آن، ميزان

نمايـد و در   مـي  كـاهش نيز به همان ميزان تاخير شـروع بـه   
خـود و   pH، پس از تلقيح اوليه به حـداقل ميـزان   48ساعت 

  .رسد مي حداكثر ميزان كدورت
تخميـري بـر   هاي  ارزيابي فعاليت ضد ميكروبي عصاره

نتايج مربوط به قطـر هالـه     :تست استرينهاي  ضد سويه
و  انتروكــوكس فكــاليستخميــري هــاي  عــدم رشــد عصــاره
ساعت گرما گـذاري   24از گذشت   پس انتروكوكس هايرائي

آورده شده است  1درجه سانتي گراد در جدول  37در دماي 
 ). 1جدول (

عدم رشد اندازه گيري شـده بـر   هاي  با مشاهده قطر هاله
شود كـه   مي اين چنين استنباط 1در جداول ليتر ميليحسب 

انتروكك هاي  تخميري باكتريهاي  تاثير ضد ميكروبي عصاره
گرم مثبـت،  هاي  بر روي باكتري انتروكك هايرائيو  فكاليس

  .گرم منفي بودهاي  بيشتر از باكتري
ارزيابي اثر ضد ميكروبي رسوبات پروتئيني حاصـل از  

نتايج حاصل از اثر ضـد   :ها در قبل و بعد از دياليز باكتري
، در 1239و  1393هاي  ميكروبي رسوبات پروتئيني  باكتري

) 2جدول ( آورده شده است  2دول قبل و بعد از دياليز در ج
مشاهده مـي شـود،  بـه دليـل      2طوري كه در جدول  همان

حذف ساير تركيبات ضد ميكروبي پروتئينـي در اثـر فراينـد    
دياليز، ميزان تاثير ضد ميكروبـي رسـوبات پروتئينـي بعـد از     

  . دياليز، كاهش يافته و در برخي از موارد، ثابت مانده است
تعيـين حـداقل    :اكتريواستاتيكيعيين حداقل غلظت بت

هـاي   هاي ضد ميكروبي گونه غلظت باكتريواستاتيكي پروتئين
تعيين گشـت  فكاليس و هايرائي روي  چهار باكتري بيماريزا 

  ) .3جدول (
تعيـين منحنـي    :تعيين منحني استاندارد تسـت لـوري  

  . آورده شده است 1استاندارد تست لوري در نمودار 
ليد تركيبـات ضـد ميكروبـي    تعيين منحني ميزان تو

منحنــي ميــزان توليــد تركيبــات ضــد  :  U/mLبرحســب 
آورده  2در نمودار U/mLبا گذشت زمان بر حسب   ميكروبي

 ) .2نمودار(شده است 
تعيين ميزان و فعاليت و ساير فاكتورهاي پـروتئين در  

تعيين ميزان و فعاليت پروتئين در  :مورد بررسيهاي  نمونه
 ) .4جدول ( است آورده شده  4جدول 

نتايج حاصل از الكتروفورز رسـوبات پروتئينـي دو   
پس از انجام الكتروفورز مشـاهده شـد    :سوش انتروكوكوس

 1393هاي كه وزن مولكولي تركيبات  استخراج شده از سوش
  .كيلودالتون بود 35و   45، به ترتيب، 1239و 
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  ساعت گرماگذاري 24پس از  انتروكوكس هايرائيو  فكاليس انتروكوكوسنتايج قطر هاله عدم رشد عصاره هاي . 1جدول 
 )mm(قطر هاله عدم رشد 

  انتروكوك  
 ليستريا

  مونوسيتوژنز
 استافيلوكك

  ارئوس
 باسيلوس
  سرئوس

 كلبسيلا
  پنومونيه

 سالمونلا
  پاراتيفي

  اشرشياكلي

  18  -  13  33 24 30  انتروكك فكاليس
  23  17 18  33 30 39  انتروكك هايرائي

  
ساعت گرماگذاري در قبل و  24نتايج اثر ضد ميكروبي رسوبات پروتئيني باكتري ها به همراه عصاره هاي گياهي پس از . 2جدول 

  بعد از دياليز 
 )mm(قطر هاله عدم  رشد             

  
  انتروكوك و عصاره هاي گياهي

  كلبسيلا پنومونيه  باسيلوس سرئوس  ليستريا مونوسيتوژنز استافيلوكوكوس ارئوس

  2  1  2  1  2 1 2 1  نمونه هاي قبل و پس از دياليز
  10  10  14  14  8 12 10 10 انتروكوك فكاليس
  12  14  11  11  23 25 14 18 انتروكوك هايرائي

  رسوب پروتئين ها قبل از دياليز -1
 رسوب پروتئين ها پس از دياليز -2

  حداقل غلظت باكتريواستاتيكي .3جدول 
  )g/L(حداقل غلظت  باكتريواستاتيكي

                                انتروكوك
 استافيلوكوكوس

  ارئوس
  ليستريا

  مونوسيتوژنز
  باسيلوس
  سرئوس

  كلبسيلا
  پنومونيه

  2/2  7/0  7/0 2/1   انتروكوك فكاليس
  2  5/1  5/0 5/1   انتروكوك هايرائي

  

  ميزان و فعاليت پروتئين و ساير فاكتورها. 4جدول 
 سويه ها         

  افاكتوره
  انتروكوك هايرائي انتروكوك فكاليس

  پس از دياليز  قبل از دياليز  مايع تخمير پس از دياليز قبل از دياليز مايع تخمير 
  mL (  100 35 25 100  35  25(حجم نمونه
  Unit/mL  50 100 150 50  100  150)( واحدفعاليت
  Unit (  5000 3500 3750 5000  3500  3750(فعاليت كل 

  mg/mL  20/2 6/1 6/0 2  5/1  5/0)(غلظت پروتئين 
  mg(  220 56 15 200  5/52  5/12(پروتئين كل 

  U/mg(  73/22 5/62 250 25  67/66  300(فعاليت اختصاصي 
  75  70  -  75 70 -  (%)راندمان

  25/6  25/26  -  82/6 45/25 -  (%)درصد بازيافت 
  12  67/2  -  1/10 75/2 -  ضريب تخليص
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ضد ميکروبی 1239 
منحنی ميزان توليد ترکيب
ضد ميکروبی 1393

 
منحني ميزان توليد تركيبات ضد ميكروبي توسط  .2نمودار 

  U/mLبر حسب  1393و  1239سوش هاي 
  

  

    بحث

 انتروكوك فكـاليس نتايج قطر هاله عدم رشد دو باكتري  
ميكروبي ئي نشان داد كه بيشترين تاثير ضدهايراانتروكوك و 

ن تـاثير  و بيشـتري  باسـيلوس سـرئوس   گونه فكاليس بر روي 
بوده  نزژليستريا مونوسيتوِِِِه هايرائي بر روي نضد ميكروبي گو

تاثير محلـول رويـي    2001و همكاران، در سال Sabia . است
  Enterococcus casseliflavus فيلتره شده خـام  حاصـل از  

IM416K1  را بـر روي Monocytogenes Listeria    بررسـي
 10- 15، كردنـد  و قطـر هالـه عـدم رشـد بـه دسـت آمـده        

عصـاره حاصـل از گونـه    ، كه در مقايسه شدگزارش  متر ميلي
ميلـي متـر بـر روي     33فكاليس با ايجاد قطر هاله عدم رشد 

  ).16( همين باكتري قوي تر بوده است
تركيبات ضدميكروبي با ماهيـت پروتئينـي    رسوبجهت 

در فاز لگاريتمي رشد از تيمار عصاره محيط كشت با سولفات 
سـولفات آمونيـوم يـك روش شـناخته     . فاده شدآمونيوم است

ها اسـت و بـه طـور     شده براي رسوب دهي و بازيابي پروتئين
در ايـن  . شـود  مـي  ها استفاده گسترده  براي بازيافت پروتئين

آلـي  هاي  ها با افزودن نمك ها، حلال روش، حلاليت پروتئين
 و سـاير تركيبـاتي كــه حلاليـت زيــادي دارنـد، كــاهش داده    

رسوب دهي را به عنوان روش كاهش دهنده حجـم،  . شود مي
 هـم چنـين  .  برنـد  مـي  به منظور تغليظ محصول نيز به كـار 

 روش رسوب دهيتوان، پيش از مراحل تخليص نهايي، از  مي
به عنـوان يـك مرحلـه بـراي جداسـازي محصـولات جـانبي        

ها و ديگر اجـزاي   نوكلئيك، رنگدانههاي  نامطلوب مانند اسيد
  ).17(محصول حاصل از تخمير استفاده نمود  باقي مانده از

پس از تيمار با سولفات آمونيوم و رسوب دادن مايع  حاصـله  
اين فازهـا شـامل،    .مي گردتوسط سانتريفوژ، سه فاز تشكيل 

حاوي ليپيدها و ساير مواد سبك موجود در ( فاز سبك رويي 
محيط كه ممكن است تركيبات ضد ميكروبي نيـز در آن بـه   

ــ ــي )اده باشــنددام افت ــاز آب ــايع حاصــل از ســانتريفوژ (، ف م
) رسوب داده شده توسط سولفات آمونيوم استهاي  پروتئبين

جهـت  . بودند) ها حاوي پروتئين( و فاز رسوب سنگين زيرين 
ــاليز   تخلــيص تركيبــات پروتئينــي راســب شــده از روش دي

آزمايشات اولترافيلتراسيون نشان داده است كـه  . شداستفاده 
هـاي   cut-offها قادر به عبـور از غشـاء هـايي بـا      وسينباكتري
 ).18( كيلودالتون نيستند  10000و  1000

پس از دياليز جهت تائيد رونـد آزمـايش از معـرف نسـلر     
ايجاد رنگ قرمز آجري در اثر افزودن معـرف  . استفاده گرديد

هـاي   نسلر به محلول مـورد نظـر نشـان دهنـده وجـود يـون      
باشد، كه ناشـي از ايجـاد تركيـب     مي آمونيوم در محلول فوق

  باشد مي زير
NH4

+
+2[HgI4]

2-
+4OH

-
 
     

  HgO.Hg(NH2)I+7I
-
+3H2O    

  
ــا     ــه 2µlدر   NH3 0.3µgحساســيت تســت نســلر ت  نمون

نتايج حاصل از اين تحقيـق نشـان داد كـه حـداقل     . باشد مي
هاي  غلظت مورد نياز براي جلوگيري از رشد و نابودي باكتري

هـا بـه تركيبـات ضـد      ررسي با ميزان مقاومت بـاكتري مورد ب
ميـزان حـداقل غلظـت    . ميكروبي، رابطه معكوس وجـود دارد 

گرم مثبت بيشـتر از گـرم   هاي  باكتريواستاتيكي براي باكتري
با مقايسه نتايج به دست آمده بـا نتـايج حاصـل از    . منفي بود
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بررسي حداقل غلظت باكتريواستاتيكي فنـي تـوئين بـر روي    
، مشاهده شـد  1379ها توسط دكتر متواضع در سال  تريباك

كــه حــداقل غلظــت باكتريواســتاتيكي فنــي تــوئين بــر روي 
ــوس ــهو  اســتافيلوكوكوس ارئ   g/L 025/0 كلبســيلا پنوموني

ــودن قابــل ملاحظــه حــداقل غلظــت  . اســت دليــل كمتــر ب
باكتريواستاتيكي آنتي بيوتيك فني توئين نسبت به  تركيبات 

، قوي تر بودن تـاثير  1393و  1239هاي  ضد ميكروبي سوش
فـوق  هـاي   ضد ميكروبي فني توئين براي مهار رشـد بـاكتري  

  ) .19(است 
  ميزان توليد تركيبات ضـدميكروبي هاي  براساس منحني

سـاعت   4، ميزان توليـد ايـن تركيبـات،  در    U/mL براساس 
، تقريباٌ صفر بود، بعبـارت ديگـر از     Lag phase)(اوليه رشد 

ايي كه رشدي صورت نگرفته، در نتيجه متابوليتي هـم  آن ج
اما به تدريج، با افزايش رشد بـاكتري ايـن   . توليد نشده است

ــت ــزايش  متابولي ــز اف ــا ني ــي ه ــد م ــات . يابن ــورد تركيب در م
 16به ترتيب در طي  1239و 1393ضدميكروبي باكتريهاي  

ساعت پس از تلقيح اوليه، يك افزايش شديد در ميزان  24و 
اين زمـان، دقيقـاٌ مقـارن بـا افـزايش تعـداد       . ليد روي دادتو

. باكتري و به عبارتي، همزمـان بـا فـاز لگـاريتمي رشـد بـود      
بعبارت ديگر، توليـد ايـن تركيبـات در فـاز لگـاريتمي رشـد       

توان گفت كه توليد تركيبات  مي بنابراين،. صورت گرفته است
ليـد  ، از شـماي تو 1239و 1393هاي  ضدميكروبي در باكتري

بـا ورود بـاكتري بـه فـاز     . كند مي يك متابوليت اوليه پيروي
، ميزان اين تركيبات توليد شده، تقريباٌ ثابـت  )ركود ( سكون

تواند در  مي اين كاهش. ماند و سپس، به تدريج كاهش يافت
 مـرده آزاد هاي  پروتئازي باشد كه از سلولهاي  اثر تاثير آنزيم

اسيدي مقاوم هستند  pHبه زيرا تركيبات پروتئيني . شود مي
ايـن يافتـه،   . ها در محدوده اسيدي است و بهترين فعاليت آن

هـاي   به خصوص در مواد غـذايي، در هنگـامي كـه از كشـت    
 شــود، داراي اهميــت مــي آغــازگر در صــنايع لبنــي اســتفاده

توانند بـه سـرعت ايـن     مي چون پروتئازهاي سلولي. باشد مي
 . تركيبات را تجزيه نمايند

  ه گيرينتيج
اسيد لاكتيـك، انـواع متعـددي از    هاي  بسياري از باكتري

اين تركيبات در . نمايند مي را توليد هاي ضدميكروبي پروتئين
مواد غذايي تخميري و غير تخميري متعـدد مـي تواننـد بـه     

، در حـال حاضـر  ). 20(شوند مي عنوان نگهدارنده به كار برده
اج شــده از هــاي ضــد ميكروبــي اســتخر بســياري از پــروتئين

، به ها قلمداد مي شوند ها كه به عنوان باكتريوسين انتروكوك
  .عنوان نگهدارنده در مواد غذايي مورد استفاده قرار مي گيرند

ــين  ــتخراج باكتريوس ــرورت اس ــاي  ض ــده از  ه ــد ش تولي
هـاي   هـا بـه عنـوان كشـت     افـزودن ان انتروكوك، هاي  سوش

بهبـود ايمنـي و   استارتر طبيعي به مواد غذايي  و در نتيجـه،  
هـزاران سـال اسـت كـه      . )21(باشد  مي كيفيت مواد غذايي

ها ، بدون هيچ عارضه جانبي، در مـواد غـذايي تخميـر     انسان
اسـيد لاكتيـك و متابوليـت    هـاي   بـاكتري هـاي   شده، سـلول 

در اين تحقيق، توان توليد .  )22(نمايند مي هايشان را مصرف
انتروكوكـوس  توسـط دو سـوش     هـاي ضـدميكروبي   پروتئين

ارزيابي شد و  با توجه به توليد بيشينه اين تركيبـات در فـاز   
  هـاي ضـدميكروبي   پـروتئين لگاريتمي رشد مشخص شد كه 

 .  اوليه هسـتند هاي  توليد شده از انتروكوك ها، جزء متابوليت
با توجه به توان توليد دو سوش ارزيابي شده انتروكوكوس در 

بي،  به عنـوان   هاي ضدميكرو اين تحقيق براي توليد پروتئين
بيولوژيك، براي نگهداري طولاني مـدت مـواد   هاي  نگهدارنده

توان از اين تركيبات ضدميكروبي درانـواع مختلـف    مي غذايي
شيري و گوشتي هاي  در فرآورده غذايي خصوصاًهاي  فرآورده

سـرطانزاي  هـاي   استفاده نمود و ميزان استفاده از نگهدارنـده 
ايــن . قــدار قابــل ملاحظــه اي كــاهش دادشــيميايي را بــه م

تركيبات ضد ميكروبي به عنوان يك نگهدارنده بسـيار ايمـن،   
ها محافطـت نمـوده، لـذا عمـر      از مواد غذايي در برابر باكتري

 نگهداري مـواد غـذايي را بـه ميـزان قابـل تـوجهي افـزايش       
 .بخشند مي
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Abstract 
 

Background and Objective: The Object of present research was evaluation of potential of the biological 
preservators production by probiotic bacteries and  determination of  extracted compounds minimum 
inhibitory concentration. 

 Materials and Methods: After the culture of Enterococcus faecalis  and Enterococcus hirae  in the BHI 
agar medium culture, centrifuging and  isolation of  microbial  mass, these strains antimicrobial 
compounds were purified by dialyze and produced protein amount was determined by lowry test and 
molecular weight was estimated by SDS-PAGE electrophoresis. Antimicrobial effect of present 
compounds were evaluated by well diffusion method. Related factores to protein activity were determined 
before and after dyalisis. compounds minimum inhibitory concentration were evaluated.  

Results: The results of this research  proved  that  the molecular weight of extracted compounds of  
Enterococcus faecalis  and Enterococcus  hirae strains  were, approximately, 45 KDa, 35KDa 
,respectively. It was similar to molecular weight of enterocin. The most of antimicrobial effect and the 
least of inhibitory concentration produced bacteriocin of Enterococcus faecalis  and Enterococcus hirae 
strains were for Listeria monocytogenes and Bacillus cereus, respectively.  
Conclusion: Antimicrobial compounds from Enterococcus faecalis  and Enterococcus hirae protect as a 
very safety maintenance from foodstuff against bacteria, So They can enhance shelf life of  foodstuff 
remarkably. 

Keywords: Antimiicrobial effect, Enterococcus faecalis  ,  Enterococcus hirae, biological preservators 
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