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  چكيده

هـاي اسـيد لاكتيـك توليدكننـده باكتريوسـين بـا توانـايي مهـار          هـاي جديـد بـاكتري    توانـد منبعـي بـراي سـويه     شير خام مي   :سابقه و هدف  
اكتريوسين از شير خام ميش و بـز و         هاي اسيد لاكتيكِ توليد كننده ب       اين تحقيق با هدف جداسازي باكتري     . هاي نامطلوب باشد    ميكروارگانيسم
  .هاي جدا شده انجام گرفت هاي باكتريوسين تعيين ويژگي

.  نمونه شير ميش و بز مورد بررسي قرار گرفتنـد          100هاي اسيد لاكتيك توليد كننده باكتريوسين         به منظور جداسازي باكتري    :ها  و روش  مواد
 ميكروبـي     براي بررسي ماهيت تركيبات ضد    . هاي فنوتيپي در حد جنس صورت گرفت        يها بر اساس ويژگ     دو سويه انتخاب شدند و شناسايي آن      

اي بررسـي و پايـداري        طيف بازدارندگي اين تركيبات بـا روش نـشرحفره        . هاي مختلف تيمار شد     ها با آنزيم    دو سويه مورد نظر، عصاره كشت آن      
 )PEG( ميكروبي مورد نظر با آمونيوم سولفات و پلي اتيلن گليكـول    ضدتخليص نسبي  تركيبات. هاي متفاوت تعيين شدpHها در دماها و  آن

 C 4˚ها طـي نگهـداري در دمـاي         تعيين و پايداري آن    SDS-PAGEوزن ملكولي اين تركيبات با روش       . ها مشخص شد    صورت گرفت و تيتر آن    
  .تخمين زده شد

حـساسيت تركيبـات    .  ميكروبي بالايي از خود بـروز دادنـد         تعدد، فعاليت ضد  در تكرارهاي م  ) 50Le و   40Le (انتروكوكوسدو سويه از     : ها يافته
اين تركيبـات  . ها را تأييد كرد هاي پروتئوليتيك، توليد تركيبات شبه انتروسين توسط اين سويه    ها به آنزيم    بازدارندة توليد شده توسط اين سويه     

 پايدار بودند و شبه انتروسين 10 تا pH3 هر دو شبه انتروسين در . ندگي داشتند اثر بازداراستافيلوكوكوس اورئوس و ليستريا مونوسيتوژنزروي 
وزن ملكـولي هـر دو شـبه        . هـا شـد     تخليص نسبي هر دو تركيب موجب افـزايش تيتـر و فعاليـت آن             .  به دماي بالا مقاوم بود     50Leجدا شده از  
  . حفظ كردندC 4˚ روز در دماي 28ت خود را به مدت اين دو تركيب، فعالي.  كيلو دالتون تخمين زده شد29 تا 24انتروسين 

تـوان از   تر مي هاي جدا شده، با مطالعه وسيع     انتروسين  شيميايي مطلوب شبه    با توجه به فعاليت ضد ميكروبي و خصوصيات فيزيكي         :گيري نتيجه
  .هاي طبيعي در صنايع غذايي استفاده كرد اين تركيبات به عنوان نگهدارنده

   ليستريا مونوسيتوژنز، استافيلوكوكوس اورئوس، شير، انتروكوكوسشبه انتروسين،  :واژگان كليدي
 مقدمه •

ــاكتري ــور     ب ــلي فل ــزاي اص ــك از اج ــيد لاكتي ــاي اس ه
برخـي  . هـاي شـيري هـستند       ميكروبي شير خـام و فـراورده      

 توليـد    تواننـد باكتريوسـين     هـا مـي     هاي اين بـاكتري     از سويه 
هــاي فعــال بيولوژيــك يــا  هــا پــروتئين باكتريوســين. كننــد
هـا بـه    هايي پروتئيني هـستند كـه بـراي سـاير بـاكتري         توده

هـاي نزديـك، كُـشنده هـستند          هـاي گونـه     خصوص بـاكتري  

ــد آن  ــا از رش ــي   ي ــوگيري م ــا جل ــد ه ــن  . كنن ــي از اي برخ
تركيبات به دليـل امكـان اسـتفاده در مـواد غـذايي مختلـف               

ــاكتري  ــه ب ــدي ما هــاي بيمــاري و فعاليــت علي ــد زاي كلي نن
ــيتوژنز   ــستريا مونوس ــوس ولي ــتافيكوكوكوس اورئ ــورد  اس  م
  ).1-4(اند  توجه محققان قرار گرفته
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ــژوهش ــشان داده  پ ــدد ن ــاي متع ــه  ه ــه گون ــد ك ــاي  ان ه
ــنس   ــه جـ ــامل همـ ــين شـ ــده باكتريوسـ ــاي  توليدكننـ هـ

ــاكتري ــي    بـ ــك مـ ــيد لاكتيـ ــاي اسـ ــد  هـ ــود؛ ماننـ : شـ
ــوس ــترپتوكوكوس، لاكتوكوكـــ ــيلوس، اســـ ، لاكتوباســـ

ــتوك ــديوكوكوس ،لوكونوسـ ــوس وپـ ــاكنون، .  انتروكوكـ تـ
ــاكتري  باكتريوســين ــن ب ــي از اي ــاي مختلف ــايي  ه ــا شناس ه

ــه طــور مثــال. انــد شــده لاكتوكوكــوس توليــد نيــسين از : ب
ــيس ــينلاكت ــيدوفيلوس   از B، لاكتاس ــيلوس اس ، لاكتوباس

ــين  ــيديلاكتيس از PA-1پديوســـ ــديوكوكوس اســـ  ، پـــ
ــسين  ــتوك مزنتروئيــــدس  از Y105مزنتريــ   ولوكونوســ

ــهAS-48انتروســين  در . انتروكوكــوسهــاي مختلــف   از گون
هــاي شــناخته شــده نيــسين، تنهــا      بــين باكتريوســين 

باكتريوسـيني اسـت كـه بـه طـور گـسترده بـه عنـوان يـك          
  ).5، 6(گيرد  نگهدارنده طبيعي مورد استفاده قرار مي

هـاي    امروزه، با توجـه بـه عملكـرد محـدود باكتريوسـين           
هـاي لاكتيـك بـا توانـايي          سـويه شناخته شده، دستيابي بـه      

هـاي مناسـب در مقـادير زيـاد و فعاليـت              توليد باكتريوسـين  
ــسم  ــه ميكرارگاني ــالا علي ــي ب ــته،  ضــد ميكروب ــاي ناخواس ه

در ايـــن راه، محققـــان در بيـــشتر نقـــاط . مطلـــوب اســـت
انـد و از آنجـا كـه          هـاي بـومي را بررسـي كـرده          جهان سـويه  

هـاي     بـراي سـويه    تواننـد منبعـي     هاي آن مـي     فراورده شير و 
جديـــد لاكتيـــك بـــا توانـــايي بـــالقوه بـــراي مهـــار       

ــسم ــاري   ميكروارگاني ــساد و بيم ــل ف ــاي عام ــذايي  ه زاي غ
باشند، ايـن گـروه از مـواد غـذايي بيـشتر مـورد توجـه قـرار            

  ).7(اند گرفته
 و همكـــاران در Rodriguezدر تحقيقـــي كـــه توســـط 

هـــاي   نمونـــه شـــير خـــام گونـــه298  روي 2000ســـال 
ــف ح ــواني مختل ــاو  ( ي ــيش و گ ــز ، م ــام ) ب ــپانيا انج در اس

ــد  ــورت     82ش ــه ص ــين ب ــدة باكتريوس ــد كنن ــوية تولي  س
ژنـــــوتيپي و فتـــــوتيپي شـــــناخته شـــــدند و شـــــبه 

ســويه لاكتيــك،  16هــاي توليــدي توســط    باكتريوســين
  ). 7(طيف ضد ميكروبي وسيعي از خود نشان دادند 

Cocolin    در اسپانيا دو سـويه 2007 و همكاران در سال   
را از شــير بـز جــدا   M249 وM241  انتروكوكـوس فاسـيوم  

  و كلستريديوم  ليستريا مونوسيتوژنز اين دو سويه روي     . كردند
هاي    اثر بازدارندگي داشتند، در حالي كه بر باكتري        بوتيريكوم

باكتريوسين توليد شده توسط هر     . اثر بودند   اسيد لاكتيك بي  
 تحمـل و در   دقيقـه 10 را به مـدت  C 100˚دو سويه  دماي  

pH  5/4   كشت همزمان ايـن    .  فعاليت خود را حفظ كرد     8 تا

چربـي بـه       در شير بـي     ليستريا مونوسيتوژنز  ها همراه با      سويه
 در مقايـسه بـا نمونـه شـاهد          ليستريا ساعته در رشد     6تأخير

هـا را بـه       اين محققان امكان استفاده از اين سـويه       . منجر شد 
هـاي    ش ايمنـي فـراورده    هاي آغازگر بـراي افـزاي       همراه كشت 

  ).8(شيري مطرح كردند 
ــويه    ــازي س ــه، جداس ــن مطالع ــدف از اي ــر   ه ــاي برت ه

هاي اسيدلاكتيك توليد كنندة باكتريوسين از شير بـا           باكتري
زاي غذايي و شناسايي      هاي بيماري   توانايي مهار برخي باكتري   

  .هاي توليدي بود هاي باكتريوسين برخي ويژگي

  ها   و روشمواد •
هـاي اسـيد    بـاكتري : اي ميكروبي  و شرايط كشت   ه  سويه

 نمونه شير ميش و بز بـا اسـتفاده از محـيط             100لاكتيك از   
 و شــرايط C 37˚در دمــاي ) ، آلمــانMRS) Merckكــشت 

ــدا شـــدند) اكـــسيژن% 6(ميكروآئروفيـــل   كـــشت .)7(جـ
،  6538ATCC استافيلوكوكوس اورئوسهاي شاخص  باكتري

ــوزا ــودموناز آئروژين ــري  ،  27853ATCC س ــالمونلا انت س
 در محـيط    8739ATCC  اشرشياكلي ،)جدايه بومي (تيديس  
ليــستريا و كــشت ) ، آلمــانMuller Hilton) Merckكــشت 

 6/0حـاوي  TS  در محـيط كـشت  1298PTCC مونوسيتوژنز
 و شـرايط هـوازي      C35-30˚درصد عـصاره مخمـر در دمـاي       

دو بــاكتري شــاخص اســيد لاكتيــك ). 7، 8( صــورت گرفــت
لاكتوباسـيلوس  و  PTCC 1643 يلوس اسيدوفيلوسلاكتوباس
 و شرايط C 37˚ دماي MRS در محيط  1608PTCC كازيي

  ).8(ميكروآئروفيل كشت داده شدند
اي    براي اين منظـور از روش نـشرحفره        :قابليت بازدارندگي 

)well diffusion (ســاعته 18 تــا 16كــشت . اســتفاده شــد 
% 2ث حـاوي   بـرا  MRSهاي جدا شده در  محيط كشت          سويه
و عـصاره    ) دقيقـه  20 بـه مـدت      g5000×(سانتريفوژ     گلوكز

 2 عصاره با استفاده از هيدروكسيد سديم      pH. كشت جدا شد  
سوسپانـسيوني از    . تنظـيم شـد      7 تـا    5/6مولار در محدوده    

)  باكتري شـاخص  (استافيلوكوكوس اورئوس    ساعته   24كشت  
ب تهيــه شــد و بــا اســتفاده از ســوآ CFU/mL 8 10معــادل 

هـاي حـاوي  محـيط         استريل، كشت يكنـواختي روي پليـت      
 روي  محـيط     mm5هـايي بـه قطـر         چاهـك . كشت تهيه شد  

 از عـصاره خنثـي شـده كـشت          µL100كشت ايجـاد شـد و       
بـراي  . ها ريختـه شـد      هاي لاكتيك جدا شده، درون آن       سويه

 4 تـا    2ها به مدت      جذب عصاره به درون محيط كشت، پليت      
 24 تا   18ده شدند و سپس به مدت       ساعت در يخچال قرار دا    
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بعـد از   .  گرمخانه گـذاري شـدند     C°35-30ساعت در دماي    
اين مدت، قطر هاله مهـار رشـد ميكروارگانيـسم شـاخص بـا              

قابليت . گيري شد   متري اندازه   كش مدرج ميلي    استفاده از خط  
ــويه  ــدگي دو س ــر 50LeوLe 40بازدارن ــتافيلوكوكوس  ب اس

همين دليل، براي آزمايـشات     به  .  مطلوب ارزيابي شد   اورئوس
  ).9(بعد انتخاب شدند 
هـاي    هاي منتخب بـر اسـاس ويژگـي         شناسايي سويه 

هـاي متعـددي اسـتفاده        براي اين منظور از آزمون    : فنوتيپي
  C10˚بررسي توليد گاز از گلوكز، رشد در دماهاي         : شد مانند 

ــدروليز  5/6 ،  رشــد در غلظــت C 45˚و  درصــد نمــك، هي
لفيد هيدروژن، توليد ايندول، حركت، وگس      آرژنين، توليد سو  

ــكوئر ــيد از  ) Voges-Proskauer(پروســـ ــد اســـ و توليـــ
  ).10-12(هاي مختلف  كربوهيدرات

 بـراي   :هاي مختلف   حساسيت عوامل بازدارنده به آنزيم    
هـاي منتخـب،      سـويه مشخص كردن ماهيت عوامل بازدارندة      

ــزيم حــساسيت آن ــا در حــضور آن ــسين،  ه ــالاز، پپ هــاي كات
هـا بـا غلظـت نهـايي          آنـزيم .  شـد  پسين و ليزوزيم بررسي   تري

mg/mL 1     هاي مورد نظـر اضـافه         به عصاره خنثي شدة سويه
 سـاعت در دمـاي اتـاق،        2بعد از انكوباسيون به مدت      . شدند

  . )8(اي بررسي شد  مانده به روش نشرحفره فعاليت باقي
توليد ،  هاي قبل   با توجه به نتايج آزمايش    : طيف بازدارندگي 

. هـا مـشخص شـد       تركيبات شبه انتروسين توسط اين سـويه      
هاي مورد نظـر      براي  بررسي طيف بازدارندگيِ شبه انتروسين      

قابليـت بازدارنـدگي ايـن      . اي استفاده شـد     از روش نشرحفره  
هاي شاخص اسيد لاكتيكِ و غير اسيد         تركيبات روي باكتري  

  .  مورد بررسي قرار گرفت3لاكتيك ذكر شده در جدول 
: ومت تركيبات شبه انتروسين در دماهـاي مختلـف   مقا

هـاي مـورد نظـر، در دماهـاي       عصاره خنثي شدة كشت سويه    
˚C60 ، ˚C70  ،˚C80  ،˚C 90 و ˚C100  20 ، 10 به مـدت 
سـپس فعاليـت باقيمانـده بـه روش         .  دقيقه تيمار شـد    30و  

  ).  8(اي مورد بررسي قرار گرفت  نشرحفره
 :هاي مختلـف    pHدر  مقاومت تركيبات شبه انتروسين     

هـاي مـورد نظـر بـا اسـتفاده از       عصاره كشت سـويه  pH ابتدا
NaOH 2    مولار و HCl 1/0    تنظـيم شـد و      11 تا   2 نرمال از 
هـا خنثـي       ساعت انكوباسيون در دماي اتاق، عـصاره       2بعد از   
اي بررسـي     مانده به روش نشرحفره     سپس فعاليت باقي  . شدند
  ).  7(شد 

 به  : ركيبات شبه انتروسين  جداسازي و تخليص نسبي ت    
سـولفات  % 45عصاره كشت هـر دو سـويه تـا غلظـت نهـايي          

سپس روي همزن مغناطيسي بـا دور كـم       . آمونيوم اضافه شد  
بعد از اين .  ساعت قرار داده شدند24 به مدت C  4˚در دماي

ــه ــا ســانتريفوژ  مــدت، نمون ــه ،g5000، 30×(ه ) C 4˚ دقيق
نشين شده در بافر      ي و ته  رسوبات حاصل در دو فاز روي     . شدند

بــراي حــذف نمــك . حــل شــد) pH=4/7(فــسفات پتاســيم 
ــه  ــوم ، نمون ــولفات آموني ــا     س ــاليز ب ــسه دي ــا در كي  -offه

cut10000         4/7( دالتون در مقابل بافر فسفات پتاسـيم=pH (
طي دياليز، سه مرتبـه بـافر       .  ساعت دياليز شدند   24به مدت   

لظـت بـالاي    ايجـاد فـشار اسـمزي بـه علـت غ          . تعويض شـد  
هـاي ديـاليز حجـم محتويـات داخـل            هاي درون كيسه    نمونه
ها   ها كيسه   براي تغليظ نمونه  . هاي دياليز را افزايش داد      كيسه

 ساعت در ارلن حاوي پلي اتيلن گليكول خشك         2را به مدت    
)PEG (   ــدگي آن ــت بازدارن ــپس قابلي ــد و س ــرار دادن ــا  ق ه

-15(د  اي بررسـي ش ـ     هاي شاخص به روش نشرحفره      باكتري
13 .(  

هـا    تيتر باكتريوسين : تعيين تيتر تركيبات شبه انتروسين    
براي اين منظـور از      . رود  ها به كار مي     براي ارزيابي فعاليت آن   

هاي   و نمونه50LeوLe 40عصاره خنثي شدة كشت دو سويه
هـاي متـوالي       تخليص شدة حاصل از مرحله قبل، رقت       نسبتاً

در بافر فـسفات پتاسـيم   ) two fold serial dilution(دوتايي 
)4/7=pH ( هاي تهيـه شـده بـه         سپس فعاليت رقت  . تهيه شد

تيتـر  . هاي شاخص تعيين شد     اي روي باكتري    روش نشرحفره 
يك باكتريوسين عكس بالاترين رقتـي از باكتريوسـين اسـت           
كه در آن، هاله مهار رشد ميكروارگانيسم شاخص مـشاهده و           

  ).16(شود   بيان مي AU/mLبه صورت 
 براي تعيين دقيـق     :ها  تعيين وزن ملكولي شبه انتروسين    

هاي جدا شـده از الكتروفـورزِ ژل           وزن ملكولي شبه انتروسين   
بـا تكنيـك رنـگ آميـزي         )SDS-PAGE(آكريـل آميـد      پلي

هـاي نـسبتاً      براي اين كار از نمونـه     . استفاده شد  كوماسي بلو 
  ).17(خالص شدة حاصل از مرحله قبل استفاده شد 

 شـبه   :ري تركيبات شبه انتروسين طي نگهـداري      پايدا
 نگهـداري   C4˚هاي نسبتاً خـالص شـده در دمـاي            انتروسين

 روز يـك بـار بـه روش    7هـا هـر    قابليت بازدارندگي آن  . شدند
  ).8(شد  مياي روي باكتري شاخص بررسي  نشرحفره
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  ها يافته •
 سويه گرم مثبت و كاتـالاز منفـي بـه           87در اين مطالعه    

 نمونه شـير مـيش و بـز         100ي اسيد لاكتيك از     عنوان باكتر 
 سـويه بعـد از      24هاي جدا شـده در      از مجموع سويه  . جدا شد 

. خنثي سازي عصاره كشت، اثر ضـد ميكروبـي مـشاهده شـد     
هـا در طـول تحقيـق         قابليت بازدارنـدگي بيـشتر ايـن سـويه        

ها ايـن قابليـت را بـه سـرعت از             تغييراتي كرد و برخي از آن     
 بـا توجـه بـه حفـظ         50Le و   40Leسـويه   دو    . دست دادنـد  

ــستي خــود در تكرارهــاي متعــدد و قابليــت   خاصــيت پادزي
. بازدارندگي مطلـوب بـراي مطالعـات بعـدي انتخـاب شـدند            

هاي ارائـه     ها كه بر اساس ويژگي      فنوتيپي اين سويه   شناسايي
 انجام گرفت، تعلق اين دو سويه را به جنس 1شده در جدول    

  .  مشخص كردانتروكوكوس
  

 50Le  و40Leهاي فنوتيپي دو سويه   ويژگي-1جدول 

  

  

هاي مختلف بر عصاره كشت ايـن         نتيجه بررسي اثر آنزيم   
روسـين   ارائـه شـده اسـت، توليـد انت    2دو سويه كه در جدول    

را توسط هر دو سويه تأييد كرد، اما با توجه به           ) باكتريوسين(
عدم شناسايي سـاختار ژنتيكـي ايـن تركيبـات، از اصـطلاح              

  . استفاده شد"انتروسين" به جاي "انتروسين شبه"
  

 به 50LeوLe 40 حساسيت عوامل بازدارنده دو سويه-2جدول
  هاي مختف آنزيم

  
  

  آنزيم
  

40Le 
  

50Le 

  كاتالاز
  زوزيملي

  پپسين
  تريپسين

-  
-  
+  
+  

-  
-+/  

+  
+  

  از دست دادن قابليت بازدارندگي+ :  
  حفظ قابليت بازدارندگي : -
  كاهش قابليت بازدارندگي/+: -
  

هــاي دو  در بررســي طيــف بازدارنــدگي  شــبه انتروســين
انتروسـين    سوية مـورد نظـر مـشخص شـد كـه هـر دو شـبه               

ــر  ــاكتريب ــو     ب ــديس، س ــري تي ــالمونلا انت ــاي س دموناز ه
 وآئروژينــوزا، اشرشــياكلي، لاكتوباســيلوس اســيدوفيلوس    

ــازئي ــيلوس ك ــر   لاكتوباس ــه ب ــالي ك ــد، در ح ــر بودن ــي اث  ب
اثـــر ليـــستريا مونوســـيتوژنز و اســـتافيلوكوكوس اورئـــوس 

  ).3جدول(قابل توجهي داشتند 
هـاي مـورد       نتايج مربـوط بـه مقاومـت شـبه انتروسـين          
ــب   ــه ش ــشان داد ك ــف ن ــاي مختل ــر در دماه ــين  هنظ انتروس

ــط   ــده  توس ــد ش ــاي 50Leتولي ــدت C 100˚ در دم ــه م  ب
انتروســين توليــد   دقيقــه مقــاوم بــود، درحــالي كــه شــبه10

 دقيقــه 10 بــه مــدت C 70˚ در دمــاي 40Leشــده توســط 
  .فعاليت خود را از دست داد

هــاي دو ســوية   بــر شــبه انتروســينpHدر بررســي اثــر 
 3بـين     pH مورد نظر مشخص شـد كـه هـر دو تركيـب در            

البتـه، شـبه انتروسـين توليـد        .  توانستند فعال بماننـد    10تا  
نيــز فعاليــت خــود را حفــظ pH =2 در 50Leشــده توســط 

بـالاترين قابليــت بازدارنـدگي بــر بـاكتري شــاخص در    . كـرد 
 مـــشاهده شـــد pH=5مـــورد هـــر دو شـــبه انتروســـين در

  ).1نمودار(
  

 Le40 Le50 نوع آزمون
  -  -  توليد گاز از گلوكز

  +  + C 45°رشد در دماي  
  +  +  C 10°رشد در دماي 

  +  + نمك% 5/6رشد در
  +  + توليد آمونياك از آرژنين
  -  - توليد سولفيد هيدروژن

  -  - توليد ايندول
  -  -  توانايي حركت

  +  +   پروسكوئر-وگس
   :توليد اسيد از

  +  + گلوكز
  +  + فروكتوز
  +  + مالتوز

  -  -  مانيتول
  -  -  سوربيتول
  +  +  سوكروز
  - +  رافينوز
  -  -  آرابينوز
  +  +  لاكتوز
  +  +  ريبوز
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هاي كشت حاوي شـبه انتروسـين بـا           بعد از تيمار عصاره   
فـاز سـبك تـشكيل      : سه فاز جدا شد   %) 45(مونيوم سولفات آ

در فـاز سـبك     . نشين شده و فـاز مـايع        شده در سطح، فاز ته    
تشكيل شده در سطح هر دو عصاره، قابليت بازدارندگي بر دو           

اســـتافيلوكوكوس اورئـــوس و ليـــستريا بـــاكتري شـــاخص 
 مشاهده شد، در حالي كه قابليت بازدارندگي در         مونوسيتوژنز

در . نشين شده وجـود نداشـت       ايع، ناچيز بود و در فاز ته      فاز م 
هاي خنثي شدة     هاي تهيه شده از عصاره      ارزيابي فعاليت رقت  

و ) كه حاوي تركيبات شبه انتروسين بودنـد      (كشت دو سويه    
 تخليص شده، افزايش قابل تـوجهي     هاي نسبتاً   شبه انتروسين 

 و  در تيتر اين تركيبات بعد از تخلـيص نـسبي مـشاهده شـد             
هاي شـاخص افـزايش يافـت         هاي مهار رشد باكتري     قطر هاله 

هـا بـا شـفافيت بيـشتري نمـودار شـدند           همچنين، اين هالـه   
-SDSوزن ملكولي هر دو شبه انتروسين بـا روش          ). 2نمودار(

PAGE 29-24     همان طور كـه    .  كيلو دالتون تخمين زده شد
شود، هر دو شبه انتروسين بـه مـدت            مشاهده مي  3در نمودار 

 روز فعاليت خود را حفظ كردند و بعـد از ايـن مـدت بـه                 28
  ).3نمودار(طور كامل فعاليت خود را از دست دادند 

  

  
  هاي شاخص روي باكتري  50Le و40Leهاي دو سويه  طيف بازدارندگي شبه انتروسين-3جدول

  باكتري شاخص   بازدارندگي شبه انتروسين قابليت  
Le40 Le50 

  )جدايه بومي(س سالمونلا انترايتيدي
 27853ATCC سودموناز آئروژينوزا

 8739ATCCكلي اشرشيا
  1298PTCCليستريا  مونوسيتوژنز 

  ATCC 6538استافيلوكوكوس  اورئوس 
 1608PTCCلاكتوباسيلوس  كازئي 

  1643PTCCلاكتوباسيلوس  اسيدوفيلوس

- 
- 
- 
+  
+  
- 
- 

- 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 

   .قابليت بازدارندگي مشاهده نشده است : -
  

 

  
  هاي مختلف pH در 50Le و40Le مقاومت تركيب شبه انتروسين توليد شده توسط دو سويه -1شكل 
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 هاي شاخص  قبل و بعد از تخليص نسبي روي باكتري50Leو 40Leهاي دو سويه   فعاليت شبه انتروسين-2شكل                       

  ليستريا مونوسيتوژنز و استافيلوكوكوس اورئوس
  

   
   در طول نگهداري50Le و Le 40هاي توليد شده توسط دو سويه   پايداري شبه انتروسين-3شكل      

  

  حثب
كوكــــوس هــــا،  هــــاي اســــيد لاكتيــــك، بــــاكتري

هــاي ميكروآئروفيــل و گــرم  هــا و باســيلوس كوكوباســيلوس
در ). 2(ز نيـستند  مثبتي هـستند كـه قـادر بـه توليـد كاتـالا            

هــاي توليــد كننــدة  ايــن تحقيــق بــه منظــور يــافتن ســويه 
ــاكتري ــين، ب ــده از   باكتريوس ــدا ش ــكِ ج ــيد لاكتي ــاي اس ه

.  نمونــه شــير مــيش و بــز مــورد بررســي قــرار گرفتنــد100
ــويه  در ــدگي س ــت بازدارن ــي قابلي ــده،    بررس ــدا ش ــاي ج ه

هـا قابليـت بازدارنـدگي بـر بـاكتري شـاخص از             برخي سـويه  
 ــ ــود ن ــدخ ــشت    . شان دادن ــصاره ك ــه ع ــه اينك ــه ب ــا توج ب

ــدگي   ــاكتري اســت، قابليــت بازدارن ــاكتري، فاقــد جــسم ب ب
هـاي اسـيد لاكتيـك بـه دليـل ترشـح مـاده اي بـه          بـاكتري 

ــت  ــلول اس ــارج س ــي  . خ ــواد م ــن م ــه اي ــه   از جمل ــوان ب ت
ــيد  ــدروژن، اس ــسيد هي ــين  پراك ــي و باكتريوس ــاي آل ــا  ه ه

ــرد ــاره ك ــات ت . اش ــده تركيب ــيد، بخــش عم ــده اس ــد ش ولي
ــاكتري بعــد از خنثــي كــردن ). 18(هــا اســت توســط ايــن ب

هـا شـد،      مايع رويي كه موجـب حـذف اثـر اسـيد در عـصاره             
ــد  24در  ــشاهده ش ــدگي م ــت بازدارن ــويه قابلي ــا .  س از آنج

هـاي علمـي، غلظـت پراكـسيد هيـدروژن            كه طبـق گـزارش    
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هــاي اســيد لاكتيــك در     توليــد شــده توســط بــاكتري   
هـا    ست كـه بـر رشـد بـاكتري        هاي مايع بـه حـدي ني ـ        كشت

تـوان نتيجـه گرفـت كـه          اثر بازدارنـدگي داشـته باشـد، مـي        
هــا بــه تركيبــات  بخــشي از قابليــت بازدارنــدگي ايــن ســويه

  . شبه باكتريوسين مربوط است
ــدگي برخــي ســويه  ــي  قابليــت بازدارن ــا دچــار تغييرات ه

هــاي علمــي نيــز بــه آن اشــاره  شــد كــه در برخــي پــژوهش
وليــد باكتريوســين روي پلاســميد وجــود ژن ت. شــده اســت

هــا و ناپايــداري پلاســميدها از عــواملي اســت  در ايــن ســويه
بنـابراين،  . توانـد در بـروز ايـن تغييـرات مـؤثر باشـد              كه مـي  

هـاي    توان نتيجه گرفت كـه شـايد فقـط برخـي از سـلول               مي
ــايي در ســويه ــد عوامــل    باكتري ــه تولي ــادر ب ــذكور ق هــاي م
ــستند ــده ه ــرعت. بازدارن ــه، س ــه  البت ــين ب ــوذ باكتريوس  نف

محــيط كــشت و ســرعت رشــد بــاكتري شــاخص از عــواملي 
تواننـد قطـر هالـه مهـار رشـد را تحـت تـأثير                 هستند كه مي  

از طرفـي، گـاهي اوقـات ممكـن اسـت بـا روش              . قرار دهنـد  
ــشخيص نباشــد    ــل ت ــد باكتريوســين، قاب ــشرحفره اي تولي ن

ــي ــه م ــودن    ك ــوذ ب ــل نف ــر قاب ــد ناشــي از تجمــع و غي توان
  هــا باشــد  هــاي توليــد شــده و غلظــت آن    يوســينباكتر

)19 ،2 .(  
هـــاي جـــدا شـــده، دو ســـويه از     در بـــين ســـويه 

ــشان  انتروكوكــوس ــوبي از خــود ن ــدگي مطل  قابليــت بازدارن
هـا    بـراي اثبـات توليـد انتروسـين توسـط ايـن سـويه             . دادند

هـا مـورد      هاي مختلف بر عـصاره كـشت ايـن سـويه            اثر آنزيم 
ــا تو    ــه ب ــت ك ــرار گرف ــي ق ــت   بررس ــظ قابلي ــه حف ــه ب ج

ــالاز    ــزيم كات ــضور آن ــده در ح ــات بازدارن ــدگيِ تركيب بازدارن
عــدم دخالــت پراكــسيد هيــدروژن در فعاليــت ضــدميكروبي 

هــاي مــورد نظــر تأييــد شــد و از طرفــي بــا مــشاهده  ســويه
ــصي       ــه شاخ ــا ك ــه پروتئازه ــات ب ــن تركيب ــساسيت اي ح
ــوان     ــه عن ــده ب ــاده بازدارن ــت م ــين هوي ــراي تعي ــدي ب كلي

تـوان گفـت هـر دو سـويه مـورد نظـر               سين است، مي  باكتريو
  . قادر به توليد باكتريوسين هستند

هــا حــاوي كربوهيــدرات، ليپيــد يــا  برخــي باكتريوســين
ــا بررســي  . فــسفر هــستند ــر پروتئينــي ب چنــين بخــش غي

ــزيم  ــه  آن ــات ب ــن تركيب ــك،  حــساسيت  اي هــاي گليكوليتي
ــت   ــشخيص اس ــل ت ــسفوليتيك قاب ــك و ف ــه ). 2(ليپوليتي ب

 دليـــل در ايـــن مطالعـــه بـــراي بررســـي بيـــشتر همـــين
ــزيم    ــي توليــد شــده از آن ســاختمان تركيبــات ضــد ميكروب

 50بـا كـاهش قابليـت بازدارنـدگي     . ليـزوزيم اسـتفاده شـد   

Le ــي ــزوزيم م ــن   در حــضور لي ــه اي ــت ك ــوان نتيجــه گرف ت
ــد يـــك    ــي ماننـ ــه يـــك بخـــش غيرپروتئينـ ــب بـ تركيـ

ســين انترو كربوهيــدرات متــصل اســت و در واقــع ايــن شــبه
هـاي متعـددي       گـزارش  .به شكل يـك گليكـوپروتئين اسـت       

 از انتروكوكــوسهــاي مختلــف  در خــصوص جداســازي گونــه
ــراورده  ــير و ف ــاكتري    ش ــوان ب ــه عن ــيري ب ــاي ش ــاي  ه ه

  ).     20-23(توليدكننده انتروسين منتشر شده است 
ــاكتري    ــر ب ــدي ب ــين تولي ــبه انتروس ــرم   دو ش ــاي گ ه

ــوس ليــستريا مونوســيتوژنز و اســمثبــت   تافيلوكوكوس اورئ
ــژهكـــه  ــد، اثـــر   اهميـــت ويـ اي در صـــنايع غـــذايي دارنـ

ــتند   ــوجهي داش ــل ت ــدگي قاب ــر  . بازدارن ــب ب ــن دو تركي اي
هــاي گــرم منفــيِ مــورد آزمــايش، اثــر بازدارنــدگي  بــاكتري
هـاي گـرم منفـي بـه وسـيله          تاكنون، مهار بـاكتري   . نداشتند
ــاكتري ــرار    ب ــه ق ــورد مطالع ــسيار م ــك ب ــيد لاكتي ــاي اس ه

هــاي معــدودي مبنــي بــر اثــر   فتــه اســت، ولــي گــزارشگر
هــاي اســيد  هــاي توليــد شــده توســط بــاكتري باكتريوســين

ايــن . هــاي گــرم منفــي وجــود دارد لاكتيــك عليــه بــاكتري
هـاي    دهنـد كـه غـشاي خـارجي بـاكتري           مطالعات نشان مي  

ــت     ــل فعاليـ ــدي در مقابـ ــوان سـ ــه عنـ ــي بـ ــرم منفـ گـ
ــي    ــل م ــمي عم ــشاي سيتوپلاس ــين روي غ ــد  باكتريوس كن

تركيبــات شــبه انتروســين توليــدي توســط دو ســوية ). 24(
ــر    ــر بــ ــورد نظــ ــيدوفيلوس و  مــ ــيلوس اســ لاكتوباســ

 اثر نداشـتند كـه ممكـن اسـت ناشـي            لاكتوباسيلوس كازئي 
هـاي انفـرادي سـويه توليـد كننـده باكتريوسـين و               از ويژگي 

ــا       ــويه يـ ــر سـ ــرد هـ ــوه عملكـ ــودن نحـ ــصاصي بـ اختـ
در . ي شـاخص باشـد    هـاي آن بـر رشـد هـر بـاكتر            متابوليت

  هـايي بـا عـدم تـأثير ضـد           برخي مطالعات نيـز باكتريوسـين     
ــاكتري ــر ب هــاي اســيد لاكتيــك گــزارش شــده   ميكروبــي ب

  ). 8(است
هــاي بــه دســت آمــده در ايــن تحقيــق  شــبه انتروســين

 قابليــت بازدارنــدگي  pHتوانــستند در طيــف وســيعي از   
بـــه دليـــل ســـاختار پروتئينـــي . خـــود را حفـــظ كننـــد

ــ ــرات  باكتريوس ــا، تغيي ــيpHين ه ــاختار و    م ــر س ــد ب توان
فعاليــت ايــن تركيبــات، مــؤثر باشــد؛ امــا حــساسيت بيــشتر 

ــرات     ــه تغيي ــسبت ب ــات ن ــن تركيب ــت pHاي ــاوت اس .  متف
ــا در  بـــسياري از باكتريوســـين ــيدي و خنثـــي pHهـ   اسـ

: شـوند؛ ماننـد   فعـال مـي   قليـايي غيـر  pH پايدارنـد، ولـي در   
ــسين ــسين، لاكتواسترپ ــ ني ــا، پديوس ــينAcHينه   و لوكوس
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A-UAL187  ــه در ــالاي  pHكــ ــاي بــ ــال 8هــ  غيرفعــ
  ). 2(شوند مي

   شـــبه انتروســـين توليـــد شـــده توســـط ســـويه     
50Le    ــشان داد ــود نـ ــوبي از خـ ــايي مطلـ ــت دمـ  .مقاومـ

هـا    مقاومت دمـايي، ويژگـي عمـده بـسياري از باكتريوسـين           
ــين  ــبه باكتريوس ــاكتري   و ش ــط ب ــدي توس ــاي تولي ــاي  ه ه

 بـه مـدت     C100-60˚توانـد از      اسيد لاكتيك اسـت كـه مـي       
ــا 15بــه مــدت ) C 121˚( دقيقــه يــا دمــاي اتــوكلاو 30  ت
مقـاوت دمـايي ممكـن اسـت بـه          .  دقيقه متفـاوت باشـد     20

ــاختمان  ــشكيل س ــل ت ــواحي    دلي ــضور ن ــولي، ح ــاي گلب ه
هيـــدروفوبيك قـــوي، ايجـــاد اتـــصالات عرضـــي پايـــدار،  

مقاومــت ). 2(محتــواي گليــسين بــالا و عوامــل ديگــر باشــد
تــوان   را مــي40Le نــسبت بــه50Leتر شــبه انتروســين بــالا

ــين    ــب و همچن ــن دو تركي ــاختار اي ــاوت در س ــي از تف ناش
ــين   ــبه انتروســ ــود شــ ــكل يــــك   50Leوجــ ــه شــ بــ

ــست  ــوپروتئين دان ــا . گليك ــت در دم ــا و  مقاوم ــاي  pHه ه
هــاي مــؤثر در كــاربرد يــك باكتريوســين  مختلــف از ويژگــي

  .به عنوان نگهدارنده غذايي است
هـايي    قيق براي تخليص نسبي شبه انتروسـين      در اين تح  

دهي با نمك اسـتفاده شـد كـه           رسوببه دست آمده از روش      
تـرين فنـون مـورد        ترين و در عين حـال مهـم         يكي از قديمي  

فعاليت عمده ). 13،15(هاست،  استفاده براي بازيافت پروتئين   
ها در فاز سبك تشكيل شده در سطح مشاهده           شبه انتروسين 

هـا و يـا       ها بيشتر كمپلكس    به اينكه باكتريوسين  با توجه   . شد
هـا    رسد كه تجمـع آن      هاي پروتئيني هستند، به نظر مي       توده

هـا بـستگي      نـشين شـده بـه سـاختمان آن          در فاز رويي يا ته    
هاي شاخص    هاي مهار رشد باكتري     افزايش قطر هاله  ). 2(دارد

ها و افزايش تيتـر ايـن تركيبـات بعـد از              و شفافيت بيشتر آن   
ها با آمونيـوم سـولفات، ديـاليز و           سوب دهي شبه انتروسين   ر

توان بـه كـارايي ايـن روش در تخلـيص      را مي PEG تغليظ با
   .ها از عصاره كشت نسبت داد نسبي و بازيافت شبه انتروسين

-SDS هاي جدا شده با روش وزن ملكولي شبه انتروسين

PAGE      كـــه روش دقيقـــي در تعيـــين وزن ملكـــولي
تـاكنون،  .  كيلو دالتون تعيـين شـد      29 تا   24هاست    پروتئين

  هايي بـا وزن ملكـولي متفـاوت         ها و  شبه انتروسين      انتروسين
   گــزارش شــده اســتانتروكوكــوسهــاي مختلــف   از ســويه

)23 ،17 ،8 ،2 .(  
 روز 28هــر دو تركيــب مــورد نظــر توانــستند بــه مــدت 

البته، فعاليت ضـد    .  حفظ كنند  C 4˚فعاليت خود را در دماي    
. بي اين تركيبات طي ايـن مـدت سـير نزولـي داشـت             ميكرو

 نيـز كـه     انتروكوكـوس هاي جدا شـده از دو سـويه           انتروسين
از شـير بـز جـدا     1997در سـال   و همكارانCocolin  توسط

فعاليت خـود را   C 4˚ روز نگهداري در دماي30شدند، بعد از 
پايداري بيشتر اين تركيبات در دماي انجمـاد        . از دست دادند  

ــ ــت در برخـ ــده اسـ ــزارش شـ ــالات گـ ــداري . ي از مقـ پايـ
ها در طي نگهداري در انتخاب اين تركيبـات بـه             باكتريوسين

   ).    8، 25(عنوان نگهدارنده مؤثر است 
هـاي دو سـويه       با توجه به قابليت بازدارندگي شبه انتروسـين       

  ليستريا مونوسـيتوژنز   واستافيلوكوكوس اورئوس   مورد نظر بر    
زاي مهـم در مـواد غـذايي بـه شـمار             كه دو باكتري بيمـاري    

شيميايي مطلوب تركيبات جـدا   هاي فيزيكي آيند و ويژگي   مي
 50Leشده به ويژه شبه انتروسين توليد شـده توسـط سـويه           

هاي ژنتيكـي ايـن       تري براي شناسايي ويژگي     تحقيقات وسيع 
تركيبات همراه با بهينه سازي شرايط توليد و افزايش فعاليت          

تواند زمينه كاربرد اين تركيبات را بـه          ميها    ضد ميكروبي آن  
  .هاي غذايي فراهم سازد عنوان افزودني
  سپاسگزاري

 و  دانشگاه علوم پزشكي تهران   از معاونت محترم پژوهشي     
 بـراي تـأمين     مؤسسه تحقيقات واكسن و سـرم سـازي رازي        

  .شود بودجه لازم جهت انجام اين پژوهش سپاسگزاري مي
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Background and Objective: Raw milk is a source of new strains of bacteriocin-producing lactic acid 
bacteria (LAB) with the potential to inhibit undesirable microorganisms. The aim of this work was to 
detect the bacteriocin-producing LAB from raw ewe's and goat's milks and characterize the isolated 
bacteriocins. 

Materials and Methods: A total of 100 samples of ewe's and goat's milks were screened for bacteriocin-
producing lactic acid bacteria. Two strains were selected and identified phenotypically to genus level. The 
serums of cultures of the selected strains were treated with various enzymes to detrmine the nature of their 
antimicrobial substances. The inhibition potential of the substances was  investigated  by agar well 
diffusion assay and their stability at different temperatures and pH's were determined. The antimicrobial 
substances were partially purified by ammonium sulphate and poly-ethylene gltcol (PEG) and the titer 
determined. In addition, their molcular weights were determined by SDS-PAGE analysis and their 
resistance estimated during storage at 4 °C. 

Results: The two strains of Enterococcus, Le40 and Le50, exhibited a broad antimicrobial activity in 
several replicates. The sensivity of the inhibitory substances to proteolytic enzymes confirmed the 
production of enterocin-like substances (ELS) by these strains. Listeria monocytogenes and 
Staphylococcus aureus were inhibited by the ELSs.  The ELSs were both stable at a wide pH range (pH 3-
10) and the one isolated from Le50 was resistant to heat. Partial purification of both the ELSs increased 
their activity and titer. Their molcular weights were between 24 and 29 KD. Finally, the ELS's activity 
was maintained during storage at 4 °C for 28 days. 

Conclusion: Considering the desirable antimicrobial characteristics and biochemical properties of the 
isolated ELSs, further studies to explore the possibility of using them as biopreservatives in food 
processing is recommended. 

Keywords: Enterocin-like, Enterococcus, Milk, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes 
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