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  چكيده
 خاصـيت مانـدگاري مـاده غـذايي         هايي با توانايي توليد طيف وسيعي از تركيبـات بـا            هاي اسيد لاكتيك، ميكروارگانيسم     باكتري :سابقه و هدف  

هاي محلي به منظـور ارزيـابي         هاي پروبيوتيكي نمونه ماست     سويههدف از تحقيق حاضر، بررسي توان توليد لاكتوسين توسط          . تخميري هستند 
  .عملكرد ضدميكروبي آنها در منبع غذايي طبيعي فوق بود

هـاي   سازي بـاكتري  به منظور جداسازي و خالص) سرعين، شاهاندشت و دماونداراك، (از بيست نوع ماست محلي  برداري نمونه :ها مواد و روش  
، (L. casei PTCC 1608) پروبيوتيـك شـاهد لاكتوباسـيلوس كـازئي     سـويه  و مقايـسه بـا سـه    MRS agar اسـيد لاكتيـك در محـيط كـشت     

اثر ممانعـت كننـدگي   . انجام شد)L. rhamnosus PTCC 1637(و لاكتوباسيلوس رامنوسوس  (L. reuteri PTCC  1655)  لاكتوباسيلوس رئوتري
حداكثر ميزان توليد مـاده ضـدميكروبي       .  استاندارد منتخب گرم مثبت و منفي، مورد بررسي قرار گرفت          سويه 5رشد به روش انتشار در آگار بر        

ميـزان پـروتئين    در هـر مرحلـه،   . هاي بهينه به روش دياليز تعيين شد سويهبرحسب نمودار رشد و استخراج و خالص سازي لاكتوسين توسط 
وزن مولكـولي  . استخراج شده به روش لوري و نيز واحد فعاليت، راندمان، ضريب تخليص، درصـد بازيافـت و فعاليـت اختـصاصي محاسـبه شـد                 

  . تعيين شدSDS-PAGEپروتئين استخراج شده به روش 

توليـد تركيبـات ضـدميكروبي توسـط        . تري اسـيد لاكتيـك را نـشان داد         سويه باك  21نتايج حاصل از اين تحقيق به ترتيب جداسازي          : ها يافته
نتـايج  .  بـود  Ln17 و   Ln11 سـويه هاي فوق در فاز لگاريتمي رشد مشاهده شد كه حداكثر آن مربوط به عصاره محيط كشت و فاز رويـي دو                        سويه

  .ر اين دو سويه مشخص كرد كيلو دالتون را د57 تا 48هايي با وزن مولكولي   وجود لاكتوسينSDS-PAGEحاصل از 

تـوان از آنهـا بـه         هاي محلي در مقايسه با سه سوش استاندارد، مي          هاي جدا شده از ماست      با توجه به خاصيت ضدميكروبي باكتري      :گيري نتيجه
  .هاي پروبيوتيكي  بومي با توان ضد ميكروبي در منابع غذايي تخميري استفاده كرد عنوان سوش

  ، پروبيوتيك، خاصيت ضدميكروبي، ماستلاكتوسين :واژگان كليدي
 
    مقدمه •

هاي زنـده مـؤثر       ها به عنوان ميكروارگانيسم     پروبيوتيك
اي در    هـاي روده    در سلامت، از طريق حفظ تعادل ميكروب      

دو گـروه   ). 1(شـوند   ميزبان حيواني و انـساني معرفـي مـي        
 ها  لاكتوباسيلوسهاي پروبيوتيكي،     عمده از ميكروارگانيسم  

)Lactobacillus spp  ( هـــــــا بيفيـــــــدوباكتريومو 
)Bifidobactrium spp ( هستند)هـاي   ترين گونـه  مهم) . 2

 ،)L.acidophilus(اسيدوفيلوس  :   عبارتند از   لاكتوباسيلوس
ــلوبيوز ــازئي ، )L. cellobiose(ســـ   ،)L. casei(كـــ

ــوس  ــي، )L. curvatus(كوروانتــ ــه دلبروكــ  زيرْگونــ
  مفرمنتـو  ،) .bulgaricusL. delbrueckii, SS(بولگـاريكوس 

)L. fermentum( ، بــــرويس)L. brevis(، رئــــوتري  
)L. reuteri(،  رامنوســوس)L. rhamnosus(  ــاروم و پلنت
)Lplantarum .(بيفيدوباكتريوم لانگوم )Bifidobacterium 

longum ( و بيفيدوباكتريوم بروه)Bifidobacterium breve (
تند كه بـه عنـوان      هاي بيفيدوباكتريوم  هس     ترين گونه   مهم

  ). 3(گيرند  پروبيوتيك مورد استفاده قرار مي
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٦٨

هــا در طبيعــت پراكنــده بــوده و بــه طــور  لاكتوباســيل
طبيعي در دهان، روده، واژن انـسان و حيوانـات خـونگرم،            

هاي آن، سبزيجات، گوشت و مـواد غـذايي           شير و  فراورده   
فاسد شده، روي نباتات زنده يـا در حـال تجزيـه بـه وفـور       

هـاي اسـيد      فعاليـت بازدارنـدگي بـاكتري     . شوند    فت مي يا
هاي پيچيده آنتاگونيستي توليـد شـده       لاكتيك، به سيستم  

در توانـايي توليـد و      . هاي آغازگر بستگي دارد     توسط كشت 
ترشـــح انـــواع مـــواد بازدارنـــده رشـــد بـــسياري از      

). 4(ها  و قدرت نگهدارنـدگي وجـود دارد              ميكروارگانيسم
هـاي    هاي قندي مثل اسـيد      كاتابوليت:  از اين مواد عبارتند  

، )اســيد اســتيك، اســيد لاكتيــك و اســيد فرميــك (آلــي 
ــت ــدروژن،  هــاي اكــسيژن كاتابولي ــر پراكــسيد هي دار نظي

هـا ، پپتيـدهايي بـا         تركيبات پروتئيني مانند باكتريوسـين    
هـاي ضـد قـارچي،        وزن مولكولي كم، پپتيـدها و پـروتئين       

هـاي چـرب،      آمينه  و اسيد   هاي    هاي چربي، اسيد    متابوليت
فنيل لاكتيك اسيد و هيدروكسي فنيل لاكتيـك اسـيد و            
ديگر تركيبات مانند دي استيل، آمونياك، اتانل، دي آمين         

هــا، آنتــي  اســتوئين، اســتالدئيد، بنــزوات، لانتــي بيوتيــك
ــك ــساكلين    بيوتي ــوترين، رئوتري ــا، رئ   )  Reutericyclin(ه

)6 ،5 ،2  .(   
 توســط برخــي از ايــن مــواد بــر اثــر بازدارنــدگي رشــد

هاي فاسد كننـده      هاي مواد غذايي و ميكروارگانيسم      پاتوژن
، )8 (هـا   انتروكوكوس و   ها  كلستريديوم) 7 (ليسترياهانظير    

بـه اثبـات    ) 7 (هـا   اسـتافيلوكوكوس   و ها  باسيلوسبرخي از   
ــت  ــيده اس ــيل. رس ــر     لاكتوباس ــساني اث ــشاء ان ــا من ــا ب ه

اي مختلف نظير      روده - گوارشي هاي  آنتاگونيستي بر پاتوژن  
كلـستريديوم  ، )Helicobacter pylori(هليكوباكتر پيلـوري  

 كمپيلــو بــاكتر ژژونــي، )Clostridium difficile(ديفيــسل 

)Campylobacter jejuni (  اشريشياكلي و)E. coli(   دارنـد
)8  .(  

هـا ،     هاي توليـد شـده توسـط لاكتوباسـيل          باكتريوسين
هاي ضدميكروبي هستند كه معمـولا از        پپتيدها يا پروتئين  

) 5(كننـد     هـاي گـرم مثبـت جلـوگيري مـي           رشد بـاكتري  
درحالي كه تركيبات توليد شده با جرم مولكولي كم،  مثل           

كنند   هاي گرم منفي را مهار مي       تيك، رشد پاتوژن  اسيد لاك 
ها به علت توليـد    فعاليت ضدميكروبي اكثر لاكتوباسيل   ). 9(

 مـواد ضـدميكروبي ديگـر نظيـر         اسيد لاكتيك اسـت، امـا     
ــول   ــك و مولك ــات آروماتي ــيكليك و   تركيب ــاي هتروس ه

شود كه  ها توليد مي    موالونولاكتون نيز به وسيله لاكتوباسيل    
هـاي      اسيدي و در حضور اسيد لاكتيك بر بـاكتري          pHدر  

  ). 10(گرم منفي، مؤثر است 
هـاي غـذايي و       ها نه تنها بـه عنـوان مكمـل          پروبيوتيك

هـاي لبنـي، آب ميـوه هـا،      لكه در تهيـه  فـراورده   دارويي ب 
. روند  هاي گوشتي نيز به كار مي       ها و حتي  فراورده      شكلات

هايي به عنوان پروبيوتيك مورد توجه قـرار          ميكروارگانيسم
گيرند كه بتوانند از معده و روده عبور كنند، در مجراي             مي

تي هاي آنتاگونيـس    گوارشي تكثير شوند و با توليد متابوليت      
ايـن توانـايي در بـين       . با ميكروفلور ساپروفيت رقابت كنند    

ــاكتري ــيد   ب ــاي اس ــيل ه ــد لاكتوباس ــك مانن ــا و  لاكتي ه
اثـرات مثبـت در اسـتفاده       ). 11(بيفيدوباكترها وجود دارد    

ها بـه صـورت بهبـود عـدم تحمـل             خوراكي از اين باكتري   
لاكتوز و تقويت سيستم ايمني، كاهش خطر اسهال ناشـي          

 روده بزرگ، اتصال به آلفا توكسين       يروس و سرطان  از روتاو 
موجود در مواد غذايي و تجزيه آن، فعاليت ضدكلسترولي و 

  ). 12-15(آنتي اكسيداتيو گزارش شده است  
هـاي بـومي پروبيـوتيكي و         سـويه با توجـه بـه اهميـت        

استفاده از آنها در صنايع غذايي، هدف از انجام اين تحقيق،    
هاي محلي    وبيوتيكي از نمونه ماست   هاي پر   سويهجداسازي  

توسط آنهـا   ) لاكتوسين( و بررسي توان توليد باكتريوسين      
به منظور ارزيابي نوع عملكرد ضدميكروبي اين منبع غذايي      

  .طبيعي بود
  ها مواد و روش •

ظـور جداسـازي     بـه من   :هـاي ميكروبـي     سـويه ها و     نمونه
ز هاي پروبيوتيكي بومي، بيست نمونه ماست محلـي ا          سويه

 شاهاندشـت سرعين اردبيـل، اراك، دماونـد و        چهار منطقه   
 آب مقطر همگن ml  5 از هر نمونه باml  5ابتدا.  تهيه شد

. گذاري شـد     گرمخانه C°25 دقيقه در دماي     30و به مدت    
در  10-9تـا     10-1هـاي     سپس  از مايع شناور رويـي، رقـت        

سرم فيزيولوژي سترون تهيه شد و به روش دوبليكيـت  بـا             
سـاخت شـركت   (MRS agar يط كشت جامد و سترون مح

Merck دماي كمتر از  ) ( آلمانC° 45 (   كشت پورپليت تهيه
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 به مدت   CO2% 5  اتمسفر  با    C°30ها در دماي      نمونه. شد
  ). 16( ساعت گرمخانه گذاري شدند 48-24

ظـور مقايـسه تـوان ضـدميكروبي     به من :آغازگر هاي كشت
  هـاي محلـي       ماسـت  هـاي جـدا شـده از نمونـه          پروبيوتيك

ــاهد،     ــه شــ ــا نمونــ ــشتبــ ــوفيليزه  كــ ــاي ليــ    هــ
ــازئي  ــيلوس ك ــيلوس ، (PTCC 1608)لاكتوباس  لاكتوباس

ــوتري ــوس و(PTCC  1655) رئ ــيلوس رامنوس   لاكتوباس
)PTCC 1637( هـاي  هـا و قـارچ   باكتري كلكسيون مركز از 

بـه  . شـد   تهيـه ايـران  صنعتي و هاي علمي پژوهش سازمان
بـه   ليـوفيليزه  پودرهايباكتريايي، ظور تهيه كشت فعال من

سـاخت  (  MRS broth   محيط كشت ml  5هاي حاوي لوله
 و  C°30داده شد و در دماي      نتقال  ا)  آلمان Merckشركت  
گذاري    ساعت گرمخانه  48 تا   24 به مدت    CO2% 5 اتمسفر

  ). 4(شد 
ــايي ماك ــكپشناس ــكپ و ميكيروس ــهيروس ــاي   نمون ه

هاي تشكيل     پرگنه يروسكپ مشخصات ماك  :سازي شده جدا
شده در عمق محيط كشت از قبيـل رنـگ، شـكل، قـوام و               

آميـزي گـرم      ي پس از  رنـگ     روسكپاندازه و مشخصات ميك   
  ). 16(مورد بررسي قرار گرفت 

هـا، از      به منظور خالص سازي نمونـه      :ها  سازي پرگنه   خالص
هـاي دوكـي تـشكيل شـده در عمـق محـيط كـشت                 كلني

 skim milkمحـيط كـشت   برداشت كرده و به لوله حـاوي  

broth   ها در دماي      نمونه.  انتقال داده شدC°30   اتمـسفر  با 
5 %CO2    ساعت گرمخانه گذاري شـدند    48 تا   24 به مدت  .

 Skim milk agarسپس از محيط  فوق روي محيط كـشت  
هـا در شـرايط ذكـر         كشت خطي تهيه شد و دوبـاره نمونـه        

  ).  4(گذاري شدند  شده، گرمخانه
هاي جـدا شـده بـه وسـيله           كتوباسيلوستأييد جنس لا  

 هـاي   منظـور از آزمـون    براي اين     :هاي بيوشيميايي   آزمون
  و نـين، اكـسيداز، كاتـالاز     يبيوشيميايي نظير هيدروليز آرژ   

توانــايي اســتفاده از قنــدهاي گلــوكز، گــالاكتوز، مــانيتول، 
هـاي   پـس از تلقـيح نمونـه   . لاكتوز و رافينوز اسـتفاده شـد   

دمـاي  هـا در      هاي كـشت فـوق، نمونـه         محيط باكتريايي به 
C°30 ــا  ســاعت 48 تــا 24 بــه مــدت CO2% 5 اتمــسفر ب

گرمخانه گذاري شدند و سپس نتايج  مـورد بررسـي قـرار              
  ). 4(گرفت 

بـراي   :هاي جداشـده    ارزيابي فعاليت ضدميكروبي باكتري   
هاي جـدا      ساعته لاكتوباسيل  48اين منظور از كشت تلقيح      

ز مقايسه با شـاهد يـك مـك          شاهد پس ا   سويهشده و سه    
به محـيط  % 5به نسبت ) CFU/ml108×3 معادل با (فارلند 
هـا در دمـاي    نمونـه .  انتقـال داده شـد  MRS brothكـشت  

C°30 ــا ــه مــدت CO2% 5 اتمــسفر ب  32 و 23 ، 15 ، 8 ب
سپس از هر نمونـه ، ميـزان        . ساعت گرمخانه گذاري شدند   

تقال داده شـد  هاي اپندرف استريل ان     يك ميلي ليتر به لوله    
 50.  سانتريفوژ شـدند   g 13226× دقيقه در    15و به مدت    

هاي جدا شده جهـت بررسـي خاصـيت           ميكروليتر از بخش  
بـراي بررسـي اثـر ممانعـت        . آنتاگونيستي جداسـازي شـد    

كنندگي رشد، از آزمون انتشار در آگار توسط تهيه چاهـك    
)Well Diffusion Agar  (   استفاده شد و اثـر آنتاگونيـستي

 اسـتاندارد مـورد بررسـي       سويه 5هاي جدا شده بر       باكتري
ــامل   ــت، شـــ ــرار گرفـــ ــه : قـــ ــسيلا پنمونيـــ   كلبـــ

 )(Klebsiella pneumoniae PTCC 1053، يكروكوكـوس  م
باسـيلوس  ، (Micrococcus luteus PTCC 1110) لوتئـوس 
ــوبت ، (Bacillus subtilis PTCC 1015) ليسيســـ

 Staphylococcus aureus TCC) استافيلوكوكوس اورئـوس 

 Listeria monocytogenes)نزژيتوليستريا مونوس ـ و (1112

PTCC 1301).  
 24هاي استاندارد، كشت تلقـيح          هاي باكتري    از نمونه 

ساعته  تهيه و كدورت آن با شاهد يك مك فارلند مقايسه            
  از كشت تلقيح فوق  به محـيط كـشت             ml1/0ميزان  . شد

 ـ           ا سـواپ اسـتريل،     مولر هينتون آگـار انتقـال داده شـد و ب
بعد از ايجـاد چاهـك،      . كشت يكنواخت و متراكم تهيه شد     

 شده لاكتوباسيلي بـه هـر       هاي جدا    ميكروليتر از بخش   50
هـاي فـوق      به منظور انتشار بهتر بخش    .  چاهك افزوده شد  

ها به مدت يـك سـاعت در يخچـال        در محيط كشت، پليت   
C°4  ها به انكوبـاتور       سپس پليت . ، سرماگذاري شد C° 37 

 ساعت، قطر هاله عدم     24بعد از گذشت    . انتقال داده شدند  
هـا توسـط خـط كـش          رشد مربوط بـه هـر يـك از بخـش          

متري، اندازه گيري و در جـداول مربوطـه ثبـت شـد               ميلي
)10 .(  

بـه منظـور بررسـي نمـودار رشـد           :ارزيابي نمـودار رشـد    
 سـاعته، پـس از      48هاي جداسازي شـده از كـشت          باكتري
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٧٠

كـدورت معـادل بـا      (هد يـك مـك فارلنـد        مقايسه  بـا شـا     
CFU/ml 108/3 به عنوان كشت تلقـيح اسـتفاده       )   باكتري

 افـزوده   MRS broth به محيط حـاوي  %5شد و به نسبت  
ــه. شــد ــاتور نمون ــا در انكوب  CO2% 5 اتمــسفر و C ° 37ه

ها توسـط   نمونه)  OD( ميزان جذب  .گذاري شدند گرمخانه
 ساعت يك بار 2  هر nm 600سنج در طول موج  طيف نور

  ). 16(ها رسم شد  باكتريتعيين و نمودار رشد 
هاي جـدا شـده، سـه          از بين نمونه   :ها  استخراج لاكتوسين 

هـا رشـد      سـويه ها كه نسبت به سـاير           از لاكتوباسيل   سويه
تـري داشـتند، جهـت        تـر و اثـر ضـدميكروبي وسـيع          سريع

 نمونه  به عنوان . ها در نظر گرفته شدند      استخراج لاكتوسين 
 لاكتوباســيلوس كــازئي،شــاهد از ســه ســويه اســتاندارد  

لاكتوباســيلوس رامنوســـوس   و لاكتوباســيلوس رئـــوتري 
ها  كشت تلقيح مطابق با شـاهد يـك            سويهاز  . استفاده شد 

   بـه محـيط كـشت      %5مك فارلند تهيه شـد و بـه نـسبت           
MRS brothمطابق با منحني رشـد، هـر   .   انتقال داده شد

سـيدن بـه فـاز لگـاريتمي رشـد، در دمـاي        تا زمان ر   سويه
C°30ســپس، . گــذاري شــد  گرمخانــهpH محــيط كــشت 

  نرمـال 4  سـنج و بـا افـزودن  محلـول          pHتوسط دسـتگاه    
NaOH ــا 5/6 در محـــدوده پـــس از .  تنظـــيم شـــد7 تـ
سـازي، سوسپانـسيون ميكروبـي محـيط كـشت، در            خنثي

 g 1957× دقيقـــه در  15شـــرايط اســـتريل بـــه مـــدت 
فـاز  .  و توده سلولي توليد شده جداسازي شد     سانتريفوژ شد 

هـاي اسـتريل انتقـال داده          مايع  حاصله به آرامي بـه ارلـن        
ها به ظروف حـاوي يـخ روي همـزن مغناطيـسي              ارلن. شد

حجم موجود در هر ارلـن  % 50به نسبت . انتقال داده شدند 
ها به مدت يك شـب در         نمونه. سولفات آمونيوم  اضافه شد    

 داده شدند تا سولفات آمونيوم به خـوبي          قرار C° 4يخچال  
ها شامل رسوبات حاصله و محلول        محتويات ارلن . حل شود 

 C° 4هاي استريل، منتقل و در دماي           حاوي رسوب به لوله   
مـايع  .  سـانتريفوژ شـد    g 3835× دقيقـه در       40به مـدت    

 بـافر پتاسـيم     ml 1رويي جـدا شـد و رسـوب حاصـله در              
هاي حاصـله از       بخش .ل شد  ح =7pH مولار و  05/0فسفات  

مورد سـنجش قـرار     ) ضدميكروبي(نظر فعاليت لاكتوسيني    
بخشي نيز براي انجـام ديـاليز كنـار گذاشـته شـد             . گرفتند

)17  .(  

هـاي اسـتخراج شـده بـه روش           سازي لاكتوسين   خالص
 KDبراي اين منظـور از كيـسه ديـاليز   بـا سـايز                  :دياليز

 آن براي استفاده و براي آماده سازي.  استفاده شد 12000
شر به مـدت    د محافظ پوشاننده از روي كيسه، ب      زدودن موا 

كيـسه  . چهار ساعت در زير جريـان شـير آب قـرار گرفـت            
متري براي هر يك از نمونـه هـا،     سانتي8دياليز به قطعات   

بريده شد و درون يك بشر يك ليتري حاوي آب قرار داده            
ولفات رســوبات پروتئينــي رســوب داده شــده بــا س ــ. شــد

 = 7pH مولار و 05/0 بافر پتاسيم فسفات ml8آمونيوم، در 

محتويات فوق به درون كيسه دياليز انتقـال داده      .  حل شد 
سـپس در يـك     .  آن توسط چسب مسدود شد       "در"شد و   
 ليتر بافر پتاسيم فـسفات ريختـه و       4 ليتري، مقدار    5ارلن  

ا، هاي درون كيسه ه ـ   نمونه.   قرار داده شد   C°4در يخچال   
 ساعت در آن شـناور      48در بافر قرار داده شدند و به مدت         

ها    ساعت يك بار، بافر تعويض و دوباره كيسه        18هر  . شدند
بعد از سه بار تعويض بـافر       .  شدند  ور مي   در بافر تازه، غوطه   

و استفاده از معرف نـسلر  بـه منظـور اطمينـان از خـروج                
 منتقـل  هـاي اسـتريل   سولفات آمونيوم، محتويات بـه لولـه      

هــاي لاكتوســيني، مــورد  شــدند و جهــت بررســي ويژگــي
ها قبل و بعد از دياليز، به         حجم نمونه . سنجش قرار گرفتند  

هـا مقـادير      از همه نمونه  .  يادداشت شد  گيري و   دقت اندازه 
گيـري مقـدار      يكساني بـراي انجـام تـست لـوري و انـدازه           

  ).  17(گذاشته شد پروتئين كنار 
 در هر مرحله    :هاي استخراج شده    محاسبه ميزان پروتئين  

  حجـم نهـايي    :  شـد  براي هر بخـش، ايـن مـوارد محاسـبه         
)total volume( غلظت پروتئين ،)protein concentration( ،

، ضــريب )yeild(، رانــدمان )activity unit(واحــد فعاليــت 
ــيص  ــت  )purification factor(تخلــ ــد بازيافــ   ، درصــ

)recovery %(   فعاليـت اختـصاصي ،)specific activity ( و
هاي فوق به  تيتر بخش). total protein(ميزان كل پروتئين 

 سويهعنوان معكوس بيشترين رقتي كه قادر به مهار قطعي        
ــت   ــد فعاليـ ــسب واحـ ــود، برحـ ــاهد بـ ــي/شـ ــر  ميلـ   ليتـ

)Activity Unit/ml( بيان شد ،)17  .(  
  :هاي زير انجام شد محاسبات با استفاده از فرمول
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 پروتئين كل خام استخراج شـده     )/ mg/ml( پروتئين كل  =فت  درصد بازيا 
)mg/ml(  100  

  
  )mg/ml( غلظت پروتئين )ml( حجم نهايي=پروتئين كل

  
  )واحد در ميلي ليتر(فعاليت)ml(حجم كل=  فعاليت كل =واحد كل

  
غلظـت   )/واحـد در ميلـي ليتـر      ( فعاليـت باكتريوسـين    =فعاليت اختصاصي 

  )mg/ml(پروتئين
  

فعاليـت اختـصاصي     / فعاليت اختصاصي بخش خالص شـده      =لوصميزان خ 
  بخش خام استخراج شده

  
واحد كـل در بخـش      /  واحد كل در بخش خالص شده      =ميزان باكتريوسين 
  100 خام استخراج شده 

  
 جهــت :ارزيــابي و ســنجش پــروتئين اســتخراج شــده

) Lowry assay(گيري پروتئين محلول از روش لوري  اندازه
، 15/0، 1/0 ، 05/0 ، 0هاي    غلظت براي). 10(شد  استفاده  

ليتر پروتئين آلبومين سـرم       گرم در ميلي     ميلي 25/0 و   2/0
، در آب مقطـر، پـس از   )bovine serum albumin(  گـاوي 

  برليانـــت بلـــو كوماســـي افـــزودن محلـــول رنگـــي   
)Coomassie Brilliant Blue (   منحني اسـتاندارد در طـول

ان پـروتئين موجـود در      ميـز .  رسم شـد      نانومتر 595موج  
 نـانومتر و    595 در طـول مـوج       ODنمونه پس از خوانـدن      

  ).  9(مقايسه با منحني استاندارد تعيين شد 
 استخراج شده به روش     هاي  ينتعيين وزن مولكولي پروتئ   

هـاي     به منظور تعيين وزن مولكـولي پـروتئين        :الكتروفورز
  با تكنيك رنـگ    SDS-PAGEحاصل، از تكنيك الكتروفورز     

  ).9(آميزي كوماسي بلو استفاده شد 
   ها يافته •

 لاكتوباسـيل از بيـست نمونـه        سويه 21در اين تحقيق    
، سـويه  4شاهاندشـت   ماست  (ماست محلي جداسازي شد     

). ســويه 9 و اراك ســويه 2، اردبيــل  ســويه 6دماونــد 
 و  24ي نشان داد كه پس از گذشت        روسكپهاي ماك   بررسي

 تــشكيل MRS agar ســاعت در عمــق محــيط كــشت 48
هـاي سـوزني و دوكـي شـكل بـه ترتيـب حاصـل از                  پرگنه
ــت ــاي  رق ــا 10-4 و 10-5 - 10-4ه ــد 10-8 ت ــشكيل ش .  ت

هـاي كـشيده،      ي نيز حـضور باسـيل     روسكپميكهاي    بررسي
آرايش زنجيري را نشان     با   اي، فاقد اسپور، گرم مثبت      رشته
 توليد سولفيد   تواناييحركت بوده و      فاقدكليه سويه ها    . داد

را هاي كاتالاز، اكسيداز و هيدروليز مانيتول  هيدروژن، آنزيم
ها از  تمايز سويه.  ولي تماماً از گلوكز استفاده نمودندنداشته

نظــر هيــدروليز رافينــوز، لاكتــوز، گلاكتــوز و آرژينــين در 
  .  ارائه شده است1جدول 

  هاي لاكتوباسيل هاي شيميايي تمايز سويه  آزمون-1جدول 

 تست شيميايي  قندهاهيدروليز 
  

    نينيآرژ  گالاكتوز  لاكتوز  رافينوز  سويه ها
Ld1 -  +  -  -    
Ld2 -  +  -  +    
Ld3 -  +  -  -    
Ld4 -  +  1پپتونه  -    
La5 -  +  -  +    
La6 -  +  -  -    
Ld7 پپتونه  +  -  -    
La8  -  +  پپتونه  -    
La9 -  +  -  +    
Ln10 -  +  +  +    
Ln11 +  +  +  +    
Ld12 -  +  -  -    
Ln13 -  +  -  +    
Ls14 -  +  -  +    
Ls15 -  -  +  +    
La16 -  +  -  -    
Ln17 -  +  -  +    
La18 -  +  -  -    
La19 -  +  -  +    
La20 -  +  پپتونه  -    
La21 -  +  -  -    

    +  -  -  -  لاكتوباسيلوس كازئي
لاكتوباسيلوس 

 رامنوسوس
-  +  -  +    

    -  -  +  - لاكتوباسيلوس رئوتري
 هيدروليز قند مـورد نظـر،       ي است كه بجاي   نوعي واكنش بيوشيمياي  :  پپتونه - 1
  .موجود در محيط كشت تجزيه و قليا توليد مي شود)  هيدروليز شدهتئينپرو(پپتون 
  

، 8هـاي مختلـف       توليد تركيبات ضدميكروبي در زمـان     
 1هـاي منتخـب در شـكل           ساعته بر باكتري   32 و   23،  15

ارزيـابي اثـر ضـدميكروبي عـصاره        . نشان داده شـده اسـت     
هـاي    هاي جدا شده روي بـاكتري       كشت لاكتوباسيل محيط  

 سـاعت روي    20منتخب، تشكيل هاله عدم رشد را پس از         
).  1شكل (كلبسيلا پنمونيه نشان داد  ها بجز تمامي باكتري
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 هاي هاي لاكتوباسيل در زمان سويه ارزيابي فعاليت ضدميكروبي عصاره كشت -1شكل 
 هاي منتخب  ساعته بر باكتري32 و 23، 15، 8مختلف 
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 سـاعت، تـأثير    32ي تـا    گذار  با افزايش مدت زمان گرمخانه    
). 2جـدول   (ها مشاهده شـد       روي باكتري Ln17ضدميكروبي  

بر اساس حداكثر فعاليت ممانعت كنندگي عـصاره محـيط          
ــيل ــشت لاكتوباس ــوع    ك ــد و تن ــر رش ــده ب ــدا ش ــاي ج ه

هاي فوق به فـاز   هاي منتخب و سرعت ورود باكتري  باكتري
  ،Ld7  ، La9 ،Ln10،Ln11 ،Ld13هـاي  سويه 7لگاريتمي رشد 

Ln17  و La20 سـويه هاي بيـشتر و دو   بررسي جهت Ln11 و 
Ln17 توليــد . هــاي تكميلــي انتخــاب شــدند جهــت بررســي

ــاز  ســويهتركيبــات ضــدميكروبي توســط  هــاي فــوق در ف
  ).2شكل ( رشد مشاهده شد لگاريتمي 

هاي ايجـاد شـده پـس از          سازي لاكتوسين   نتايج خالص 
ز را نـشان داد،     ، تـشكيل سـه فـا      آمونيـوم  تيمار با سولفات  

حـاوي تركيبـات ليپيـدي و سـاير         (فاز سبك رويي    : شامل

ــيط    ــود در مح ــبك موج ــواد س ــي  )م ــاز آب ــاوي (،  ف ح
حـاوي  (و فـاز رسـوبي      )  هـاي رسـوب داده شـده        پروتئين
اثر  ضدميكروبي فازهاي به دسـت آمـده روي          ). ها  پروتئين
در .  نشان داده شده اسـت     3هاي منتخب در جدول       باكتري
اي شاهد، عصاره محيط كـشت، فـاز رويـي و فـاز             ه  باكتري

 نزژيتوليستريا مونوس ـ گرم منفي   مياني هرسه روي باكتري     
اثر ضدميكروبي داشت كه حـداكثر آن مربـوط بـه عـصاره             

  ). 3جدول (محيط كشت و فاز رويي بود 
هاي استخراج شده را در مايع تخمير،  لاكتوسين ميزان

نتـايج  . ه شـده اسـت     آورد 4 در جدول    قبل و بعد از دياليز    
 ايجاد تك باند پروتئينـي   SDS-PAGEالكتروفورز به روش    

 كيلودالتــون را نــشان داد كــه نــشانه  57  تــا  48بــا وزن 
  .خلوص ماده پروتئيني به دست آمده است

  
  هاي منتخب  ساعته محيط كشت روي باكتري32  ارزيابي اثر ضدميكروبي عصاره -2جدول 
                    باكتري

  )mm( قطر هاله عدم رشد
 كلبسيلا پنمونيه

  
 ليسيباسيلوس سوبت  ميكروكوكوس لوتئوس

  
 استافيلوكوكوس اورئوس

  
   يتوژنزليستريا مونوس

Ld1 -  17  -  -  -  
Ld2 -  24  -  -  -  
Ld3 -  18  -  -  -  
Ld4 -  17  -  -  -  
La5 -  22  -  -  10  
La6 -  21  -  -  -  
Ld7 -  20  -  13  17  
La8  -  23  -  -  18  
La9 -  22  10  -  17  
Ln10 -  29  15    23  
Ln11 -  32  14  17  12  
Ld12 -  28  10  -  10  
Ln13 -  17  10  14  10  
Ls14 -  17  -  -  -  
Ls15 -  15  -  -  -  
La16 -  22  -  10  -  
Ln17 13  -  13  26  -  
La18 -  -  -  10  -  
La19 -  -  -  16  -  
La20  -  -  10  17  -  
La21 -  -  -  15  17  

  28  23  24  -  16  لاكتوباسيلوس كازئي
  16  17  22  -  - لاكتوباسيلوس رامنوسوس

  26  23  27  -  17 لاكتوباسيلوس رئوتري
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٧٤

  
  

  

Ln17

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 10 20 30 40 50 60 70 80

زمان (ساعت)

(nm) جذب

  

Ln11

0

0.5
1

1.5

2

2.5
3

3.5

0 10 20 30 40 50 60

زمان (ساعت)

(nm) جذب 

 
L. rhamnosus

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 20 40 60 80

زمان (ساعت)

(nm) جذب

  

Ln20

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 20 40 60 80

زمان (ساعت)

(nm) جذب

 

0
0.5

1
1.5

2
2.5

3
3.5

0 20 40 60 80

(nm(جذب 

)ساعت(زمان 

L. casei

 

L. reuteri

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 20 40 60 80

زمان (ساعت)

(nm) جذب

  

منحني رشد اثر ضدميكروبي بر ميكروكوكوس لوتئوس اثر ضدميكروبي بر ليستريا منوسيتوژنز

  
  
  

  هاي لاكتوباسيل برحسب منحني رشد سويه توليد تركيبات ضدميكروبي توسط -2شكل 
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  هاي منتخب  بررسي اثر ضدميكروبي فازهاي حاصل از استخراج لاكتوسين در مراحل  مختلف روي باكتري-3جدول 
  باكتريهاي منتخب

  
 سودومناس آئروجينوزا  كوس لوتئوسميكروكو

  
  استافيلوكوكوس اورئوس  باسيلوس سوبتليس  كلبسيلا پنمونيه يتوژنزليستريا مونوس

  )mm(قطرهاله عدم رشد 
   هايسويه

  لاكتوباسيل

1  2  3  4  5  1  2  3  4  5  1  2  3  4  5  1  2  3  4  5  1  2  3  4  5  1  2  3  4  5  

Ln11  13  10  -  -  -  17  10  -  -  -  11  -  -  -  -  13  10  -  -  -  16  10  -  -  -  11  -  -  -  -  
Ln17  10  -  -  -  -  17  10  -  -  -  12  -  -  -  -  10  -  -  -  -  14  10  -  -  -  -  -  -  -  -  
Ln20  10  -  -  -  -  14  10  -  -  -  12  -  -  -  -  10  -  -  -  -  11  -  -  -  -  -  -  -  -  -  

  -  -  -  10  16  -  -  -  10  16  -  -  -  10  16  -  -  10  25  31  -  -  -  10  18  -  -  10  25  31  (1608)لاكتوباسيلوس كازئي
  -  -  -  -  -  -  -  -  -  14  -  -  -  -  13  -  -  10  23  30  -  -  -  10  17  -  -  -  10  24  (1655)لاكتوباسيلوس رئوتري

  -  -  -  -  -  -  -  -  -  15  -  -  -  -  15  -  -  10  23  30  -  -  -  10  18  -  -  -  17  29  )1637 (لاكتوباسيلوس رامنوسوس
   نرمال2 ساعته خنثي شده با سود 48عصاره محيط كشت  * 1
  مايع حاصل از انحلال فاز سبك رويي در بافر پتاسيم فسفات* 2
  فاز مايع بعد از افزودن آمونيوم سولفات* 3
  مايع حاصل از انحلال رسوب در بافر پتاسيم فسفات* 4
  به عنوان نمونه شاهد% 50 عسولفات آمونيوم اشبا* 5

  در مايع تخمير، قبل و بعد از دياليزو فعاليت لاكتوسين استخراج شده   ميزان پروتئين -4جدول 

Ln11 Ln17 سويه ها  

  بعد از دياليز  قبل از دياليز  مايع تخمير  بعد از دياليز  قبل از دياليز  مايع تخمير فاكتورها

  ml(  131  36  42  132  36  45 (حجم نمونه
  50  100  50  50  100  50  (Unit/ml)واحد فعاليت  

  2350  3600  6600  2100  3600  6600 فعاليت كل
  mg/ml)(  29/2  -  41/0  45/3  -  238/0غلظت پروتئين  

  28/302  -  22/17  4/455  -  1071  (mg) ميزان كل پروتئين
  83/21  -  95/121  5/14  -  08/210 (U/mg) فعاليت اختصاصي

  6/35  54/54  100  81/31  54/54  100 راندمان
  35/2  -  100  7/5  -  100  درصد بازيافت
  48/14  -  1  58/5  -  1 ضريب تخليص

مجله علوم تغذيه و صنايع غذايي ا
يران، سال چهارم، شماره

1
، بهار 

1388
                                                                                        

75
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  بحث •
 سـويه   21 ايـن تحقيـق، جداسـازي         از نتايج حاصـل  

ــوان     ــا ت ــي ب ــه ماســت محل ــست نمون ــيل از بي لاكتوباس
هاي گرم مثبـت و گـرم منفـي بـه           ضدميكروبي بر باكتري  

 به عنوان پاتوژن مواد غذايي را       يتوژنزليستريا مونوس ويژه    
  .نشان داد

ا را بر ه بسياري از محققان اثر ضدميكروبي لاكتوباسيل   
هـا در طـي سـاليان طـولاني مـورد             ساير ميكروارگانيـسم  

تحقيقات آنها نشان داد، هنگامي كـه       . اند بررسي قرار داده  
هاي كشت انتخـابي يـا        هاي لاكتوباسيل روي محيط     نمونه

اختصاصي كـشت داده شـوند، قـادر بـه توليـد تركيبـات              
   ).2، 8-10، 18-25(ضدميكروبي هستند 

بي عصاره محيط كـشت پـس از        حداكثر اثر ضدميكرو  
ــه   ــوط ب ــر  Ln11 ســويهخنثــي كــردن مرب ســودومناس ب

، )mm16 (ليس يباســيلوس ســوبت، )mm17 (آئروجينــوزا
ــه  ــسيلا پنموني ــستريا مونوسـ ـ، )mm13 (كلب و نز ژيتولي

جـدول  (مشاهده شد   ) mm11  (استافيلوكوكوس اورئوس 
ــدميكروبي روي   ). 3 ــر ض ــداكثر اث ــر، ح ــارت ديگ ــه عب ب

  .گرم منفي مشاهده شدهاي  باكتري
Vincent         و همكاران نشان دادند كه لاكتوسين توليـد 
هاي گرم منفـي    روي باكتريL. acidophilusشده توسط 

با ايـن حـال، تـأثير تركيبـات         . مؤثرتر از گرم مثبت است    
هـاي پروبيـوتيكي،      سـويه ضدميكروبي توليد شده توسـط      

 هاي گرم مثبت و گرم منفي، طيـف وسـيعي           روي باكتري 
هـاي ضـدميكروبي توليـد شـده          پپتيدها يا پـروتئين   . دارد

هاي گرم مثبـت را       ها غالباً رشد باكتري     توسط اين باكتري  
، در حالي كه تركيبـات توليـد شـده بـا            )5(كنند    مهار مي 

هـاي    جرم مولكولي كم،  نظير اسيد لاكتيك، رشد پاتوژن        
  ).9(كنند  گرم منفي را مهار مي

اثر ضدميكروبي توليد احتمالي    با اين حال، از آنجا كه       
هاي فـوق  در ايـن تحقيـق بـا              سويهاسيد لاكتيك توسط    

ــودن  ــي نم ــدميكروبي  pHخنث ــب ض ــد، تركي  حــذف ش
هاي گرم منفـي بـيش از گـرم     استخراج شده روي باكتري  

   .مثبت بود
پس از انحلال توسط بافر پتاسيم فسفات و جداسـازي          

.  كـاهش يافـت  متـر   ميلـي  11 تـا    10فاز رويي، اين اثر به      

. هـاي شـاهد نيـز مـشاهده شـد           چنين اثري روي باكتري   
احتمالاً پس از انحلال توسـط بـافر، نقـش كليـدي اسـيد              
لاكتيك به عنوان يك تركيب ضدميكروبي شاخص حـذف   

  .شد
ــين   ــتخراج لاكتوس ــراي اس ــق، ب ــن تحقي ــا از  در اي ه

هـاي لاكتوباسـيل روش رسـوب دادن  بـا سـولفات               سويه
واحـد  . هـا بـه كـار رفـت     اليز پـروتئين آمونيوم و سپس دي  

 بعد از دياليز بـه ميـزان        Ln17 و   Ln11 سويهفعاليت هر دو    
هـاي     سـويه كاهش يافت، در حالي كه فعاليت ويـژه         % 50

Ln11 و Ln17 U/ml  95/121 افزايش داشت 08/210 و .  
ها در فرم خام، تركيباتي غير قابل دياليز،           باكتريوسين

ساس بـه كاتـالاز و حـساس بـه          مقاوم به حرارت، غير ح ـ    
بـه همـين دليـل، بـراي        . هاي پروتئوليتيك، هستند    آنزيم

هاي مختلـف ماننـد ديـاليز بايـد از            استخراج آنها از روش   
دهي با سـولفات آمونيـوم اسـتفاده         تيمارهايي نظير رسوب  

هـــاي شـــبيه  هـــا و مولكـــول باكتريوســـين). 17(كـــرد 
 يـا پـيش   پپتيـد     باكتريوسين، مـستقيماً بـه صـورت پلـي        

شـوند و اثـر ضـدميكروبي آنهـا بـه             پپتيد ساخته مـي     پلي
ــي  ــرايط محيط ــد (ش ــرارتpHمانن ــستگي دارد)  و ح . ب

بنابراين، اسـتفاده از يـك روش حـساس بـراي شناسـايي             
ها بـه مـواد مهـار كننـده، داراي      چگونگي پاسخ اين سلول 

  ).26(اي است  اهميت ويژه
ــاز در ايــن تحقيــق، حــداكثر توليــد لاكتوســين در   ف
 ºC37لگاريتمي رشد در محيط كشت تخميري در دمـاي    

درحالي كه توليد اين    .  ساعت حاصل شد   32و مدت زمان    
 لاكتوباسـيلوس كـازئي،  تركيبات در سه سويه اسـتاندارد  

در لاكتوباسـيلوس رامنوسـوس      و   لاكتوباسيلوس رئـوتري  
  .ابتداي فاز ركود مشاهده شد

هـاي اسـيد      ي حداكثر توليد باكتريوسين توسط باكتر    
هـاي مختلـف چرخـه رشـد          لاكتيك، ممكن است در فـاز     

دهـد كـه فـاز لگـاريتمي          ها نشان مي    بررسي.  اتفاق بيفتد 
  .  سـاعت اسـت    48 تـا    24هـا     رشد براي اكثر لاكتوباسـيل    

 Sahl وBrandis  گزارش كردند كه توليد استرپتوكوكسين
STH       نظير توليد باكتريوسين استرپتوكوكسين  A-FF22 
 بيشتر طي فاز لگـاريتمي و قبـل   C55افيلوكوكسين و است 

  ). 27(از شروع  فاز ركود بوده است 
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ــين ــاز    باكتريوس ــستند و در ف ــه ه ــت اولي ــا متابولي ه
شوند؛ اگر چـه برخـي گزارشـات          لگاريتمي رشد توليد مي   

ــد    ــز تولي ــود ني ــاز رك ــل ف ــه در اواي ــشان داده اســت ك ن
ــه مــي ــد باكتريوســين ادام ــال، . ياب ــوان مث ــه عن ــد ب تولي

 فقــط در 1105 كلــستريديوم پرفرنجنــزباكتريوســين در 
 ).  22(شروع فاز ركود مشاهده شده است 

 نــشان  SDS-PAGEايجـاد تـك بانـد بعـد از انجـام      
دهنده خلوص ماده پروتئيني به دست آمده طـي فراينـد           

 مشخص كـرد كـه وزن     مقايسه باندها با ماركر     . فوق است 
  48ها بين       سويهر اين   ي موجود د  ها   باكتريوسين مولكولي

 . كيلودالتون است57تا  
هـاي اولتـرا فيلتراسـيون نـشان داده           برخي از آزمايش  
ها قادر بـه عبـور از غـشاء هـايي بـا               است كه باكتريوسين  

ــذ  ــستند 10000 و 1000مناف ــون ني ). 28-31( كيلودالت
 Trojanowskaو Gwiazdowska درحـالي كـه مطالعـات    

اســـتخراج انـــواعي از  نـــشان دهنـــده 2006در ســـال 
 و  لاكتوباسـيلوس هاي پروبيـوتيكي      ها از سويه    باكتريوسين

هـاي غـشايي بـا         با استفاده از سيـستم     پروپيوني باكتريوم 
  ).32(  كيلودالتون است12000منافذ 

هـاي طبيعـي بـراي        از آنجا كه امروزه، توليد افزودني     
كاربرد در صنايع غذايي، اهميـت فراوانـي يافتـه اسـت و              

هاي اسـيد لاكتيـك، نظيـر         هاي ميكروبي باكتري    ردهفراو
ــروتئين ــد     پ ــدگي رش ــت كنن ــواص ممانع ــا خ ــايي ب ه

و ) بــــه عنــــوان نگهدارنــــده(هــــا  ميكروارگانيــــسم
بـه  )  به عنوان قوام دهنده  طبيعـي      ( ها    ساكاريد  اگزوپلي

پيشنهاد ) 6(روند  وفور در تهيه غذاهاي مختلف به كار مي       
اسـتخراج شـده بـا تـوان        هاي بـومي      سويهشود كه از      مي

  .ضدميكروبي در اين صنايع استفاده شود
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