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  10/2/86 :     تاريخ پذيرش                                                                                           25/9/85: تاريخ دريافت
  چكيده

تغييـر  مواد با   اين   .قابل انجام است   نگهدارندهافزودن مواد    با   كاهش آلودگي يكي از راهكارهاي نگهداري مواد غذايي است كه          :سابقه و هدف  
  .دارندروي آنها  اثر بازدارندگي ها، ميكروارگانيسم يا ساختارهاي ژنتيكي ها آنزيمعمل  غشاي سلولي، اعمال ساختار و

 مـورد بررسـي قـرار       پنيـر  جـدا شـده از       سرئوس باسيلوس   در اين تحقيق، اثر مواد نگهدارنده مختلف بر منحني رشد باكتري           :مواد و روشها  
 حـضور اسـيد     به اين صورت كه ابتدا منحني رشد باكتري در عدم حضور مواد نگهدارنده، رسم شد و سپس منحني رشـد بـاكتري در                       .گرفت

 غلظت مهـار    تر از كمترين    هاي پايين   استيك كه يك ماده نگهدارنده شيميايي است و نايسين كه يك ماده نگهدارنده طبيعي است، در غلظت                
هاي مختلـف، رسـم و تغييـرات          م در غلظت  أ به طور تو   اسيد سيتريك و سوربات پتاسيم    منحني رشد اين باكتري در حضور       . شدرسم   1كننده

pH شدين مدت بررسيدر ا .   
 ايـن  در ،  pH  ونداشتي معني دار  رشدهيچ ،كمترين غلظت مهاركننده نصف حضور اسيد استيك با غلظت درباسيلوس سرئوس  : يافته ها

 باسـيلوس سـرئوس   . كرد رشد   pHباكتري با تعديل     ،كمترين غلظت مهاركننده    يك هشتم  و ربع هاي  بود اما در غلظت    5 و برابر با     ثابتمدت  
 اسـيد   همچنـين اسـتفاده تـوام      .كند  خود را شروع مي    رشد pH تعديل كرده و با افزايش       رادر حضور نايسين شرايط       ساعت 12تقريبا  پس از   

    .اثر يكديگر را افزايش دادسيتريك و سوربات پتاسيم 

دهـد و بـه       ده مختلـف مقاومـت نـشان مـي         مواد نگهدارن   MICهاي كمتر از      جدا شده از پنير نسبت به غلظت      باسيلوس سرئوس    :گيري نتيجه
  . اجتناب شودMICكمتر از  هاي شود كه از كاربرد غلظت همين دليل پيشنهاد مي

   ، مواد نگهدارنده، كمترين غلظت مهاركنندهسرئوس باسيلوس :واژگان كليدي
  

 
    مقدمه •

هـاي    يكي از مهمترين جنبـه     ها  ميكروارگانيسمكنترل  
 در  يمـاريزا هـاي ب  ميكروب). 1(  استمواد غذايينگهداري  

 ميليـون نفـر را در ايـالات         33 تـا    5/6 سالانه   ييغذامواد  
ــار ــده بيم ــا9/2و  متح ــون 7/6 ت ــسارت وارد دلار  بيلي خ

 و  فعاليـت در  بـا دخالـت      2نگهدارنـده  مـواد . )2 (دنكن مي
ــاخت                                                                  ســــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

                                                               ار

 بـر   ، يا ساختارهاي ژنتيكي   ها  غشاي سلولي، آنزيم  ساختار  
اسـيدهاي آلـي     . اثـر بازدارنـدگي دارنـد      ها  ميكروارگانيسم

بـر حفـظ     اي از مواد نگهدارنده هـستند،       ضعيف كه دسته  
در گذارند و درنتيجه، باعث اختلال   اثر مي pHهموستازي

). 1 ،3( شـوند   انتقال مواد و مهار مسيرهاي متابوليك مـي       
ــع                  فــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
1                 الــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــي  - MIC: Minimum Inhibitory Concentration 
2- preservatives 
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٢٢

ميكروبي اسيدهاي ليپوفيل با افـزايش درجـه        ت ضد فعالي
ايزومرهـاي سـيس اثـر      . يابـد   مـي  غيراشباع بودن افزايش  

اسـيدهاي  . بيشتري نسبت بـه ايزومرهـاي تـرانس دارنـد         
يت   سـم   ،ليپوفيل كوتاه زنجيره بـه دليـل حلاليـت بهتـر          

كمتر و مزه مطبوع به عنوان مواد ضد ميكروبـي انتخـاب            
 ، اثـر ضـدميكروبي اسـيدهاي        pH كاهش   .)4-6 (ندا  هشد

  ).6(دهد  آلي ضعيف را افزايش مي
اي از پپتيــدهاي ضــدميكروبي   دســتهاهــ وســينباكتري
ــستند  ــه ه ــاكتريك ــيد  از ب ــك اس ــاي لاكتي ــد 1ه  :مانن

 توليــد 4 پــديوكوكوس و3، لاكتوباســيلوس2لاكتوكوكــوس
ــي ــوند مـ ــسين.شـ ــين5 نايـ ــي6، پديوسـ ــين ، كلـ  7سـ

 مـواد   نگهدارنده در   به عنوان  هايي هستند كه    باكتريوسين
 اسـيد   34پپتيـدي بـا      نايـسين . شـوند   استفاده مي  غذايي

 لاكتوكوكوس از باكتري    8ها  لنتي بيوتيك  Aآمينه از گروه    
هاي گِرم مثبت      و در مقابل باكتري    شود ي توليد م  لاكتيس

هـاي توليـد كننـده         و بـاكتري   منوسـيتوژنز  ليستريامانند  
ــه  ــر   اســپور مثــل گون ــستريديوم اث ــاي باســيلوس و كل ه

  ).7( دارد 9كُشي باكتري
 و سـازمان    10لـل متحـد    م  و كشاورزي  خواربارسازمان  

، استفاده از نايسين را به      1969در سال    11 بهداشت جهاني
نگهدارنده غذايي به جاي مواد شيميايي تاييد        عنوان ماده 

  بـودن،  طبيعـي بـودن،   غيرسـمي   به علت   نايسين  . كردند
، در برابر حرارت و قابليت انبارداري بـسيار خـوب         پايداري  

 نـدادن  ، تغييـر  دهكنن هاي هضم  توسط آنزيم قابليت تجزيه   
عنوان يك ه  دامنه فعاليت آن بيت محدود م غذا و  عبو يا ط  

 ).8( اسـت ، مطـرح    غذاييدر مواد   ماده نگهدارنده مطلوب    
هاي رويشي اسـت     نايسين بر اسپورها شديدتر از سلول     اثر  
 ، امـروزه  ).9(د  كن ـ  مـي  را مهـار  زنـي    مراحل اوليه جوانه  و  

 50 ر بـيش از نگهدارنـده د  نايسين بـه عنـوان يـك مـاده     

                                                            
1- Lactic Acid Bacteria  
2- Lactococcus  
3- Lactobacillus  
4-Pediococcus  
5 -Nisin  
6 -Pediocin  
7 -Colicin 
8- Lantibiotics   
9- Bacteriocide  
10 -Food and Agriculture Organization (FAO)   
11 -World Health Organization (WHO)  

هـاي متنـوع مثـل پنيـر،         سراسر دنيا درمحصول   كشور در 
 شـود   استفاده مي  سود  گوشت نمك  و   غذاهاي كنسرو شده  

غلظت مجاز مواد نگهدارنده در غـذاهاي مختلـف و          ). 10(
بـه عنـوان مثـال اسـيد        . حتي در انواع پنير متفاوت است     

سوربيك و نمك سديم و پتاسيم آن و اسيد پروپيونيك و           
و در   g/kg3 سديم و كلسيم آن در پنير فرايند شده          نمك

بيشترين غلظت مجاز نايسين .  است12g/kg 1پنير نرسيده
  ).11( است mg/kg 5/12خالص در پنير فرايند شده 

 )ها باكتريوسين(با وجود اينكه مواد نگهدارنده طبيعي       
 ،دن ـكن هاي بيماريزا و مولد فساد را مهار مـي         رشد باكتري 

 ،طيف كـم فعاليـت آنهـا        هايي دارند، مانند      محدوديتاما  
 ـ   عدم مهـار بـاكتري      ايجـاد   ،رم منفـي و مخمرهـا     هـاي گِ

 قيمت   و حساس هاي هاي مقاوم در بين ارگانيسم     جمعيت
هـا در معـرض غلظتهـاي پـايين           وقتي ميكروب  .)12(بالا  

گيرند، در برابر غلظتهـاي بـالاتر از    مواد نگهدارنده قرار مي   
هـا    اولـين مقاومـت بـاكتري      .دهند  يخود مقاومت نشان م   

 فـار و جـرويس    توسـط 1971نسبت به نايسين در سـال  
 كه در مقاله مينگ و همكـاران بـه آن اشـاره             گزارش شد 
 13سرئوس باسيلوسآنها يك پروتئين از     . )13(شده است   

جدا كردند كه قادر به غيرفعال كردن نايسين بود و آن را            
  طبقه بندي كردند   14به عنوان يك دهيدروآلانين ردوكتاز    

وقتي نسبت به يك ماده      ها  ميكروارگانيسم بعضي از    .)13(
 نسبت به ساير مواد     ت، مقاوم شوند،  آهدارنده، مثل بنزو  نگ

 ).1(دهنـد     مثل سوربات و استات نيز مقاومت نـشان مـي         
هايي است كـه        مختلف يكي از راه     نگهدارنده  مواد اختلاط

پيشنهاد شده اسـت     مواد ضدميكروبي  بهبود فعاليت    براي
تكنولوژي تركيبي براي نگهـداري مـواد       استفاده از   ). 14(

بـه  ه در خـصوصيات محـصول را        ست تغييرات ناخوا  ،غذايي
 غلظت مواد افزودني و تيمارهاي حرارتي .رساند  ميحداقل  

 و كيفيـت محـصول و سـلامتي آن را           دهـد   مـي را كاهش   
  ).6( كند  حفظ مي

 بــسيار مقــاوماســپور  بــا داشــتن باســيلوس ســرئوس
ــاي    ــد در دم ــايي رش ــاكتر Cº4وتوان ــي از ب ــاي  ي يك ه

                                                            
12- Unripened cheese  
13- Bacillus cereus   
14- Dehydro alanine rodoctase    [
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). 15( استيي  غذاسرمادوست بيماريزا و عامل فساد مواد       
هاي  هيدروليز پروتئين باعث ترش شدن شير،      اين باكتري 

در  ايجاد طعم تلـخ      و تغيير چربي شير     و طنابي شدن    آن،
مهمترين مشكل در آلودگي غذاها مربوط بـه        . شود  آن مي 

باسـيلوس  . )15(م توليـد شـده از ايـن بـاكتري اسـت             س
 به عنوان عامل مـسموميت      1906 حداقل از سال     سرئوس

 دو نوع   باسيلوس سرئوس ). 14( غذايي شناخته شده است   
توليـد   ،سم، يكـي عامـل تهـوع و ديگـري عامـل اسـهال             

باسيلوس سـرئوس   هاي ديگري كه توسط      بيماري. كند  مي
ماستيت گاوي، مننژيت،   امل  ش : عبارتند از  دنشو  ايجاد مي 

 هاي چـشمي هـستند     آندوكارديت، عفونت خوني وعفونت   
)17، 16 .(  

تـر از     هـاي پـايين     در غلظت مواد نگهدارنده   استفاده از   
حداقل غلظت مهاركنندگي به علت قيمت بالاي اين مواد،         

  بـا كـاهش    همچنين ممكـن اسـت    . مقرون به صرفه است   
هاي    به دليل واكنش   يغلظت ماده نگهدارنده در مواد غذاي     

 سلول هدف، به طور ناقص تخريـب شـود          شيميايي كمتر، 
ــي   ).18( ــق، بررس ــن تحقي ــدف اي ــت  ه ــاكتري مقاوم ب

در غلظتهـاي  مواد نگهدارنـده   نسبت به  سرئوس باسيلوس
 و همچنين بررسي    تر از حداقل غلظت مهاركنندگي      پايين

  .بود دو ماده نگهدارنده بر رشد اين باكتري اختلاطاثر 
  مواد و روشها  •

 از شـركت زيگمـا آلـدريچ        نايـسين  :مواد مورد اسـتفاده   
ــستان ــتيك،    انگل ــوربيك، اس ــيتريك، س ــيدهاي س ، اس

پروپيونيك و بنزوئيك، سوربات پتاسيم، سيترات سديم و        
، محــيط كــشت  از شــركت مــرك آلمــانبنــزوات ســديم

، محـيط    از شـركت بيومريـو فرانـسه       تريپتون سوي بـرات   
ــشت  ــ كـ ــت آگـ ــاي نوترينـ ــرات و  هـ ــت بـ ار ، نوترينـ

آميـزي     كيت رنگ  ، از شركت مرك آلمان    آگار  مولرهينتون
 سرئوس باسيلوس  باكتري گِرم از شركت فناوري روزآزمون،    

PTCC1015 كلكسيون ميكروبي ايران تهيه شد از .  
 Sovirielدستگاه فيلتراسيون مدل     :وسايل مورد استفاده  

  شـيكرمدل  تور، ميكرومتري، انكوبا  45/0از فرانسه ، فيلتر     
Heraeus   دستگاه اسپكتروفتومتر ، UV    مـدل Shimadzu 
 .و كووت

هاي زنده در مـواد       جهت بررسي حضور باكتري    :روش كار 
 8هـا از      غذايي حاوي مواد نگهدارنده، جداسـازي بـاكتري       

پنيـر پيتـزاي شـيرآوران حـاوي        : نمونه غذايي انجام شـد    
ده  بـسته بنـدي نـش      شير و كلريد كلسيم،  سيترات سديم   

ــا حــاوي اســيد    ــسكويت آنات ــده، بي ــاده نگهدارن ــدون م ب
سيتريك، كيك آشنا حاوي سوربات پتاسيم، سس سـالاد         
مهرام حاوي بنـزوات سـديم و سـوربات پتاسـيم و اسـيد              
ســيتريك، نوشــابه زمــزم حــاوي بنــزوات ســديم و اســيد 
سيتريك، ژله فرمند حاوي اسيد سيتريك و شربت پرتقال 

 ـ. يك و اسـيد سـيتريك     ايچ حاوي اسيد آسكورب     سن راي ب
 90هـا بـا        گرم از هر يـك از نمونـه        10  جداسازي باكتري 

هـاي    ليتر محلول رينگر به طور كامل مخلوط و رقت          ميلي
هـاي مختلـف،      از رقـت  . تهيه شد ) 10-4تا رقت   ( مختلف  

هاي نوترينت آگـار ريختـه و بـه           ليتر روي پليت    يك ميلي 
ليت پخـش شـد     اي سركج در سطح پ      آرامي با ميله شيشه   

سـپس  . تكـرار شـد   بـار    2اين كار براي هـر نمونـه        ). 19(
 قــرار Cº37 ســاعت در انكوبــاتور 24هــا بــه مــدت  پليــت
هـاي بيوشـيميايي      سازي، آزمـايش    پس از خالص  . گرفتند

هاي جداسـازي شـده انجـام شـد           جهت شناسايي باكتري  
)22،21،10 .(  

جـدا شـده جهـت بررسـي        باسـيلوس سـرئوس     سويه  
ت به برخي از مواد نگهدارنده، مورد بررسي        حساسيت نسب 

 مقايـسه   PTCC1015باسـيلوس سـرئوس     قرار گرفت و با     
جهت تهيه محلول ذخيـره مـواد نگهدارنـده بـه ايـن       . شد

ــسين گــرم از   ميلــي100مقــدار : صــورت عمــل شــد ناي
 02/0 اسـيدكلريدريك    ليتـر    ميلي 10 در %)5/2نيزاپلين  (

ــال حــل شــد  ــه نرم ــا غلظــت آن ب  برســد IU/ml 104ت
)gµ1=IU 40.(  ــا ــپس بـ ــتفاده از  سـ ــر اسـ  45/0فيلتـ

). 22( منجمد شد    -ºC20و در دماي     استريل   يميكرومتر
 حجمي اسيدهاي آلي تهيـه      -وزني% 10همچنين محلول   

و در   اسـتريل    ي ميكرومتر 45/0فيلتر  استفاده از    با   شد و 
 از  هـاي مختلـف     براي تهيه رقـت   .  نگهداري شد  ºC4دماي

حـــداقل غلظـــت  .ل اســـتفاده شـــدآب مقطـــر اســـتري
 1(MBC) و حداقل غلظت كُشندگي      (MIC)مهاركنندگي  

                                                            
1- Minimum Bacteriocide Concentration    [

 D
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جـدا  باسـيلوس سـرئوس     مواد نگهدارنده مختلف بر سويه      
 مقايـسه   PTCC1015باسيلوس سـرئوس    شده تعيين و با     

)  لولـه آزمـايش    10(اي    براي اين كار، روش رقت لوله     . شد
ــت    ــار رف ــه ك ــاوي   ml1). 17(ب ــي ح ــه ميكروب  از نمون

CFU/ml106×5/1       حجم نهايي هـر    ( به هر لوله اضافه شد
 ml1لوله اول به عنوان كنتـرل منفـي حـاوي           ). ml2لوله  

لولـه  .   محلـول باكتريـايي بـود       ml1ماده ضد ميكروبي و     
  محيط كـشت و      ml1دهم به عنوان كنترل مثبت، حاوي       

ml1محلول باكتريايي بود  .  
 ºC37 سـاعت در دمـاي   20 تـا  16ها به مـدت    لوله

گذاري و سـپس از نظـر كـدورت بررسـي شـدند               گرمخانه
حداقل غلظتي كه ماده نگهدارنده، رشد باكتري       ). 17،18(

حـداقل غلظـت    مـشخص كننـده ميـزان   كند،  را مهار مي
دار بـودن   جهت بررسي معني. آن ماده است مهاركنندگي

        هـا از نظـر حـساسيت، يـا مقاومـت            اختلاف بين بـاكتري   
ــرم ــزا از ن ــون SPSS13ر اف    Paired-Samples t- test آزم

)05/0p< (غلظــت حــداقل جهــت تعيــين .اســتفاده شــد 
هاي شفاف كـه رشـد در         از لوله  نگهدارنده، ماده   گيكشند

 به كمك سـواپ اسـتريل روي محـيط       ،آنها مهار شده بود   
هـا   پليـت كشت جامد مولر هينتون آگار كشت داده شد و          

حـداقل  . كوبـه شـدند   ان ºC37در دمـاي     ساعت   72 تا   48
 ها را از بـين ببـرد،         باكتري همه كه   نگهدارندهغلظت ماده   

 .)17(  آن ماده استMBCبيان كننده ميزان 
در حـضور و    باسـيلوس سـرئوس     منحني رشد باكتري    

از به اين صورت كه     . عدم حضور مواد نگهدارنده، رسم شد     
 CFU/ml 109( ml50 ( سـاعتي  24كشت مايع ميكروبي    

 .)18 ( نوترينـت بـرات تلقـيح شـد        ml450ي  به ارلن حاو  
ــواد  جهــــت بررســــي غلظــــت ــاي مختلــــف مــ                هــ
هـاي مختلفـي از        غلظـت  ،نگهدارنده در آزمايشهاي بعدي   

                ، نايــسين%) 07/0، %156/0، %312/0(اســيد اســتيك  
)IU/ml 500،250،125 (     اسيد سـيتريك ،)و % ) 375/0

به محيط كشت نوترينت بـرات      %) 25/1(سوربات پتاسيم   
گيـري بـه     اولين نمونـه ها،  پس از هم زدن ارلن  .اضافه شد 

 ات و جذب نوري مايع    در نظر گرفته شد   عنوان زمان صفر    
ــوج   ــول م ــتگاه    520در ط ــتفاده از دس ــا اس ــانومتر ب  ن

 حاوي محيط كشت    هاي  ارلن. اسپكتروفوتومتر خوانده شد  

  و بـا دور C°37 و باكتري در انكوباتور شيكردار بـا دمـاي  

rpm100   جـذب   ،بـار   سـاعت يـك    2هر  . ند قرار داده شد 
و منحنـي رشـد بـاكتري رسـم       گيري    اندازه ات،نوري مايع 

هـاي    دار بودن اختلاف بين منحني      براي تعيين معني   .شد
ــن      ــرح دانك ــانس، ط ــاليز واري ــون آن ــده از آزم ــم ش      رس

)05/0p< (13افزار  و نرم SPSSاستفاده شد .  

  يافته ها •
هاي شـير و پنيـر جـدا     نمونه نوع باكتري از    18در كل   

 كلني متفـاوت از شـير       6 كلني متفاوت از پنير و       12. شد
ها شامل    اين سويه . هاي نوترينت آگار رشد كرد      روي پليت 

 باسـيلوس   ،1كواگـولانس  باسـيلوس : هاي زير بـود     باكتري
ــاتريوم ،باســيلوس ســرئوس، 2ماســرانس  ،3باســيلوس مگ

باسـيلوس   ،5باسـيلوس پلـي ميكـسا      ،4باسيلوس بـرويس  
 استافيلوكوكوس  ،7 استافيلوكوكوس گزيلوزوس  ،6مارينوس

 ،10كورتيا گيبـسوني   ،9انتروكوكوس فسيوم  ،8اوريكولاريس
  .12 ليستريا منوسيتوژنز و11ليستريا مورايي

باسـيلوس سـرئوس    از بين باكتريهاي جدا شده، سويه       
اد غذايي  جدا شده از پنير به دليل اهميت آن در فساد مو          

و پتانسيل بيماريزايي، انتخاب و ميزان حـساسيت آن بـه           
خـصوصيات بيوشـيميايي    . مواد نگهدارنـده، بررسـي شـد      

 و  1جدا شده از پنيـر در جـدول         باسيلوس سرئوس   سويه  
.  آمـده اسـت    1هاي آن روي نوترينت آگار در شـكل         كلني

 شـود بـاكتري      مشاهده مي  3 و   2همان طور كه در جداول    
جـدا شـده، نـسبت بـه غلظـت مجـاز            وس  باسيلوس سـرئ  
، سـيترات   %)3/0(، اسـيد سـوربيك      %)2/0(بنزوات سديم   

و اســيد اســتيك %) 3/0(، ســوربات پتاســيم %)1(ســديم 
  .مقاومت نشان داد%) 1/0(

  

                                                            
1- Bacillus coagulans  
2 - Bacillus macerans  
3 - Bacillus megaterium  
4- Bacillus brevis  
5- Bacillus polymyxa  
6- Bacillus marinus  
7- Staphylococcus xylosus  
8- Staphylococcus auricularis   
9- Enterococcus faecium  
10- Kurthia gibsonii  
11- Listeria murrayi   
12- Listeria monocytogenes   [

 D
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   باسيلوس سرئوسخصوصيات بيوشيميايي سويه  - 1جدول
  جدا شده از مواد غذايي

  باسيلوس سرئوسخصوصيات بيوشيميايي 
  -  تخمير سلوبيوز  +  يزي گرمرنگ آم
  -  تخمير رافينوز  +  اسپور
  +  حركت  +  كاتالاز

  -  مصرف سيترات  -  اكسيداز
  +  احياء نيترات  +  رشد بي هوازي
  +  %10رشد در نمك   +  تخمير گلوكز

  +  PH=7/5رشد در   -  تخمير گالاكتوز
  +  تست وژپروسكوئر  -  تخمير آرابينوز
  +  0C30رشد در   +  تخمير گزيلوز
  +  لسيتيناز  -  تخمير مانيتول
  -  اندول  +  تخمير ترهالوز
      -  تخمير ساكارز

  
  

  
  

   جدا شده از پنير سرئوس باسيلوسسويه  -1 شكل
   محيط كشت نوترينت آگارروي

  

 مواد نگهدارنده بر رشد گي مقايسه حداقل غلظت مهار كنند-2جدول
 باسيلوس سرئوس  جدا شده از پنير وباسيلوس سرئوس 

PTCC1015  
  g/100ml بر حسب  MIC   مواد نگهدارنده

  باسيلوس سرئوس  
   از پنيرجدا شده 

  باسيلوس سرئوس
 PTCC1015  

    75/0    75/0   اسيد سيتريك
    7    7   سيترات سديم
    025/0    05/0  اسيد بنزوييك
    5/3    5/3   بنزوات سديم
    1    1   اسيد سوربيك

    25/1    5/2   سوربات پتاسيم
    0625/0    0625/0   اسيد استيك

    0./3125    3125/0   اسيد پروپيونيك
    5/2×10-3    25/1×10-3  نايسين

  
درعدم حـضور   باسيلوس سرئوس   منحني رشد باكتري    
منحني رشد  . آورده شده است    2ماده نگهدارنده در شكل   

هـاي مختلـف      در غلظت  نگهدارنده حضور مواد    در  باكتري
حـداقل  ر از   كمت ـدر  مهار شدن بـاكتري      .ه است رسم شد 

نــشان دهنــده  ، نگهدارنــدهمــواد غلظــت مهــار كننــدگيِ
منحنـي رشـد    .  آن ماده است   بهحساسيت بيشتر باكتري    

هـاي   در حضور اسيد استيك با غلظـت      باسيلوس سرئوس   
MIC يعنيMICكمتر از 

2

1
 ،MIC

4

MICو 1
8

1
سم شـد  ر 

نتايج مربوط بـه رشـد      . آمده است   3نتايج آن در شكل   كه  
هـاي   در حضور نايسين با غلظـت     باسيلوس سرئوس   باكتري  
منحني رشـد بـاكتري   .  آمده است   4 در شكل  MICكمتر از   

 و ســوربات ســيتريكدر حــضور اســيد باســيلوس ســرئوس 
   . نشان داده شده است 5پتاسيم در شكل

يد  حــضور اســدرباســيلوس ســرئوس   3 شــكلطبــق
MICاستيك با غلظت 

2

 اين در pH  ونكرد رشدي هيچ  1
            هـــاي  بـــود امـــا در غلظـــت5 و برابـــر ثابـــت ،مـــدت

MIC
4

MIC و  1
8

1
 پـس  ، باكتري6 و 4/5ي ابتداي pH با 

  .دو رشد ش pH قادر به تعديل از زمان كوتاهي
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٢٦

 مواد نگهدارنده  بر رشد گيشند مقايسه حداقل غلظت كُ-3دولج
سرئوس  باسيلوس جدا شده از پنير و سرئوس باسيلوس

PTCC1015  
 MBC بر حسب g/100ml 

  باسيلوس سرئوس  مواد نگهدارنده
   از پنيرجدا شده 

  باسيلوس سرئوس
 PTCC1015  

    025/0    05/0  اسيد بنزوييك
    75/0    75/0  اسيد سيتريك
    7    7  سيترات سديم
    5/3    5/3  بنزوات سديم
    1    1  اسيد سوربيك

  25/1  5/2  پتاسيمسوربات
    5    5   اسيد استيك

    3125/0    3125/0   اسيد پروپيونيك
    5/2×10-3    25/1×10-3  نايسين

  

  
  بدون منحني رشد باكتري باسيلوس سرئوس-2شكل

حضور ماده نگهدارنده
  
  
  

  
  

  
  
  
  
  
  

                                             
MIC  در حضور اسيداستيك با غلظتهاي ،باسيلوس سرئوس منحني رشد باكتري ) الف-3شكل

2

1،MIC
4

MIC و 1
8

1    

 MICهاي  كشت در غلظت محيطpH تغييرات )ب
2

1
   ، MIC

4

MICو  1
8

   اسيد استيك1
 

 )ساعت(زمان 

  MIC          در حضور اسيد استيك با غلظت باسيلوس سرئوس
  MIC                در حضور اسيد استيك با غلظتسباسيلوس سرئو

  MIC          در حضور اسيد استيك با غلظت باسيلوس سرئوس
            كنترل          باسيلوس سرئوس 

1  
4  1  

8  

1  
2  
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 )ساعت(زمان

    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

        
  

  

MIC ،   MICهاي  در حضور نايسين با غلظتباسيلوس سرئوس منحني رشد ) الف-4شكل
2

MIC    و 1
4

1    

MIC ، MIC  محيط كشت در غلظتهايpH تغييرات )ب                                         
2

 MIC  و 1
4

     نايسين1

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   باسيلوس سرئوس اسيد سيتريك و سوربات پتاسيم بر باكتري سينرژيسم ) الف-5شكل
  ف اسيد سيتريك و سوربات پتاسيمهاي مختل  محيط كشت در غلظتpH تغييرات )ب                          

  MIC             ت با غلظ نايسين در حضور باسيلوس سرئوس
  MIC           با غلظتنايسين  در حضورباسيلوس سرئوس

  MIC                 غلظت  بانايسين  در حضورسرئوسباسيلوس 
      كنترل               باسيلوس سرئوس 

1  
2  1  

4  

 )ساعت(زمان

 )الف(

 )ساعت(زمان

(الف )

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 20 40 60
زمان ( ساعت )

λ=
52

ی  0
ѧور
ѧѧѧѧѧѧѧѧن

ته 
ѧѧѧѧѧѧѧѧي
انس
د

  MIC                                                    با غلظت سيتريك در حضور اسيدباسيلوس سرئوس
  MIC                                                  در حضور سوربات پتاسيم با غلظتباسيلوس سرئوس
  MIC          با غلظت  پتاسيمسوربات  و MIC با غلظت سيتريكاسيد  در حضورباسيلوس سرئوس
  MIC   با غلظت  سوربات پتاسيم  و MIC        با غلظت سيتريكاسيد  در حضورباسيلوس سرئوس

           كنترل                  باسيلوس سرئوس

1  
2  1  

2  1  
2  1  

2  

 )ساعت(زمان  )ساعت(زمان 

 )الف(
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٢٨

باسـيلوس   ،شـود  مـشاهده مـي     4شـكل  كـه در     طور همان
 هـاي  غلظـت  حضور نايسين با در )CFU/ml109 (سرئوس

MIC، MIC
2

MIC و  1
4

 بــين  و اخــتلافكــرد رشــد 1
هـاي يـاد      در غلظـت  ولي رشد آن    . نبوددار    ها معني   منحني

  . شد ساعته انجام 12با تأخير تقريبا شده 
 سيتريك و سوربات پتاسـيم بـر        اسيد سينرژيسم 5شكل

در باسيلوس سرئوس   . دهد   را نشان مي   باسيلوس سرئوس 
MICحضور اسيد سيتريك با غلظـت   

2

                                                      تنهـا هـيچ    نـه  1
فاز ( ساعت   51ها پس از      بلكه تعداد باكتري   نكرد،رشدي  

ــكون  ــاكترســ ــرلبــ ــه CFU/ml109از ) ي كنتــ  بــ
CFU/ml104×8/1  با توجه بـه اينكـه       .  كاهش يافتPKa 

  توانـست  pH=8/3اسـت، اسـيد در       1/3 اسيد سـيتريك  
 حـضور يـن بـاكتري در      امـا ا  . كنـد ي را كاملا مهار     باكتر

ــا غلظــت  MICســوربات پتاســيم ب
2

 18 از طــي پــس 1
 نسبت بـه كنتـرل      ي خود را با سرعت كمتر     رشد ،ساعت
 اثـر اسـيد سـيتريك بيـشتر از          به بيان ديگـر    كرد شروع

  .سوربات پتاسيم است

 بحث •
ــانگين  ــر   مي ــده از پني ــدا ش ــاكتري ج ــداد ب ــزا تع  پيت

CFU/g103×01/4  از نظر تعداد باكتري بـا اسـتاندارد        ه   بود ك
مطـابق اسـت و تعـداد       در ايـالات متحـده      هاي لبنـي     فراورده
 ).8( ليتر است   در ميلي   عدد 20000ها در آن كمتر از       باكتري
% 56/84هاي جدا شده از سـاير مـواد غـذايي شـامل               باكتري

و ) كوكـسي % 76/30و  باسـيل   % 8/53(باكتري گِـرم مثبـت      
بود كه تقريبـا بـا نتـايج آزمـايش          م منفي   رباسيل گِ % 38/15

% 83آنهـا   .  مطابقـت دارد   2004لطيف و همكـاران در سـال        
باكتري گرِم منفي مقاوم از شـربت       % 17باكتري گرِم مثبت و     

هـا از     جداسـازي ايـن بـاكتري     ). 19(پرتقال جداسازي كردند    
ــودگي پــس از    ــا آل ــشانه پاستوريزاســيون ضــعيف ي ــر، ن پني

بنابراين، استفاده از مواد ضـد ميكروبـي        . پاستوريزاسيون است 
  ).19(مناسب براي مهار رشد آنها ضروري است 

 از آنجا كه سـميت اسـيدهاي آلـي بـه طـور ابتـدايي بـا                 
شود، بلكه به واسطه مولكول جدا  هاي هيدروژن ايجاد نمي يون

هـا    نشده است، بنابراين، سميت اين مواد براي ميكروارگانيسم       
گـذاري بـستگي      ، غلظت آن و دماي گرمخانه     به نوع اسيد آلي   

جـدا شـده نـسبت بـه        باسيلوس سرئوس    باكتري). 22(دارد  
، %)3/0(، اسـيد سـوربيك      %)2/0(غلظت مجاز بنزوات سديم     

و اسيد استيك   %) 3/0(، سوربات پتاسيم    %)1(سيترات سديم   
 1988اين نتـايج بـا نتـايج وارث در سـال            . مقاوم بود %) 1/0(

ويدسون در مقاله خود بـه آن اشـاره كـرده           مشابه است كه دي   
  ). 23(است 

جـدا  باسيلوس سرئوس    و مقايسه    3 و   2ولابا توجه به جد   
) > PTCC1015 )05/0pسـويه باسـيلوس سـرئوس    شده بـا  

دار   تفاوتي كه از نظر مقاومت بين دو سويه وجود دارد، معنـي           
در حالي كه فرض بر اين بود كه سويه جـدا شـده بـه               . نيست

و كلريد كلـسيم در     سيترات سديم   بودن در حضور    ده  دليل زن 
. دهد پنير، مقاومت بيشتري نسبت به مواد نگهدارنده نشان مي

احتمالا علت تشابه دو سويه اين بوده كه مـاده نگهدارنـده در             
هايي كه با ساير مـواد موجـود در پنيـر             ماده غذايي با واكنش   

ن، باكتري توانسته انجام داده، اثر خود را از دست داده و بنابراي
  . در حضور آن زنده بماند

هـاي    جدا شده با سويه    سرئوس   باسيلوسحساسيت سويه   
حداقل غلظت مهار از نظر  سيبرت مورد بررسي توسط هسيو و

 )>05/0p( اسيدهاي سيتريك، بنزوئيـك و اسـتيك         كنندگي
همچنين، مقاومت سويه جـدا شـده در ايـن          ). 5(مشابه است   

) >05/0p(دهاي بنزوئيك و سـوربيك      پژوهش، نسبت به اسي   
مشابه سويه مورد بررسي توسـط بنرجـي و سـركار در سـال              

  ).24( است 2004
ــيناخــتلاف  ــه در pH و OD ب باســيلوس ســرئوس  نمون

ــ ــا حــاوي اسيداســتيك ةكنتــرل و نمون MIC  غلظــت ب
4

  و 1

MIC
8

MICامــا غلظــت . نبــوددار  معنــي 1
2

 ،اسيداســتيك 1
 PKa از آنجا كه     .دادها نشان      با ساير نمونه   داري  معنياختلاف  

 ، باشـد  75/4 از   بيشتر،   pH قدر است، هر    75/4 استيك   اسيد
 ).20( دهـد  ي نـشان مـي    بيشتر كاهش   ،فعاليت اسيد استيك  

قـرار گـرفتن در حـضور       پـس از    باسـيلوس سـرئوس     ي  باكتر
  رشد شروع به  pH تعديل كرده و با افزايش       را  شرايط ،نايسين

نـشت   نايسين باعث تخريب غـشاي سيتوپلاسـمي و       . كند مي
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هاي  ، اسيدهاي آمينه و جريان تركيبATP مواد ضروري مثل
 تـشكيل   از طريـق  نايـسين    .شـود  كوچك سيتوپلاسـمي مـي    

هـاي    يـون  جريـان  در غشاي سيتوپلاسمي و توقف       هاييمنفذ
در . كنـد    تـاثير مـي    PMF1وقف كردن    مت ،حياتي و در نتيجه   

 و سلول   ه همه فرايندهاي بيوسنتزي سلول متوقف شد      ،نهايت
 شـايد   سـرئوس  باسيلوسرشد  ). 6،25( رود يباكتري از بين م   

 و دمـاي    pHكشُي نايسين در      به دليل كاهش فعاليت باكتري    
عامل ديگـري   . گذاري باشد   بالاتر بعد از گذشت زمان گرمخانه     

شود، ممكن است غير فعـال شـدن          كتري مي  رشد با  باعثكه  
 باشد  سرئوس باسيلوسنايسين در اثر آنزيم توليد شده توسط        

 نـشان داد كـه      1999مطالعه پـل و اسـميت در سـال          ). 26(
 را در بـاكتري     2هاي كم فقـط فـاز تـاخيري         نايسين در غلظت  

هـاي زيـاد،    كند، اما در غلظت    تر مي    طولاني سرئوس باسيلوس
تغييـر تركيـب غـشاي بـاكتري        . كند  مهار مي رشد باكتري را    

تواند باعث كاهش بار منفي فسفوليپيدها در غشاي دو لايه   مي
و درنتيجه، كاهش توانـايي نايـسين بـراي اتـصال و واكـنش              

 ليـستريا مقاومـت بـه نايـسين در        . )7(متقابل با غـشاء شـود       
ــيتوژنز ــريس ومنوس ــاران در ســال   توســط ه  و 1994همك

آنهـا دريافتنـد   .  گزارش شـد 1994 سال ديويس و آدامس در  
هاي مقاوم در مقايسه بـا        نايسين به ميزان كمتري، وارد سلول     

ايـن تفـاوت بـه سـاختار غـشاي          . شود  هاي حساس مي    سلول
 شـود   سلول و تفاوت در تركيب و خصوصيات آن مربـوط مـي           

)18(.  
 مربـوط بـه اسيدسـيتريك بـا         هـاي   منحنياختلاف بين   

MIC غلظتسيم با    سوربات پتا  و MICغلظت  
2

 دار  معني  1
 تركيب شوند و اسيد سيتريك      هماما اگر اين دو ماده با       . بود

MIC سوربات پتاسيم در غلظت     و MICدر غلظت   
2

به كار  1
 ثابت باقي مانـده و بـاكتري هـيچ رشـدي            8/4 در pH ،رود

ــشان  ــدادنـ ــا از نـ ــداد باكتريهـ ــه CFU/ml109  و تعـ  بـ
CFU/ml102×3/4   بـاكتري در   در صورتي كه    . فتيا   كاهش
 وMIC   تركيــب ســوربات پتاســيم در غلظــت   حــضور

MICسيتريك در غلظت    اسيد
2

 سـاعت   46 از حـدود     پس 1

                                                            
1 - Proton motive force   
2- Lag phase  

فاز  (ساعت 51ها پس از  شمارش باكتري. كردشروع به رشد 
ــرل  ــاكتري كنت ــا ) ســكون ب ــداد آنه ــه تع ــشان داد ك   ازن

CFU/ml109 به  CFU/ml103×9/2 از . كاهش يافته اسـت 
 محيط، اثر ضدميكروبي اسـيدهاي آلـي        pHآنجا كه كاهش    

دهد، وجود سينرژيسم بـين اسـيدهاي         ضعيف را افزايش مي   
 سينرژيـسم بـين      چنـان كـه    ).27(آلي دور از انتظار نيست      

ــل     ــتيك در مقاب ــيد اس ــيم و اس ــوربات پتاس ــستريا س لي
  ).28( گزارش شده است 2002سال  در منوسيتوژنز

هــا نــسبت بــه  هــايي كــه ميكروارگانيـسم  درك بهتـر روش 
دهنـد، بـه منظـور        هاي محيطي، مقاومت نشان مي      استرس

با توجه به نتـايج     . جلوگيري از فساد مواد غذايي، مهم است      
اين پژوهش، اسيدهاي آلي و نمـك آنهـا مـواد نگهدارنـده             

تند و بايـد مـواد      مناسبي جهت كنتـرل مـواد غـذايي نيـس         
نايسين . نگهدارنده طبيعي مثل نايسين، جايگزين آنها شوند

ها كارايي دارد، اما بهتر است از  براي كنترل بعضي از باكتري
غلظتهاي مناسب آن استفاده شود تا از ايجـاد مقاومـت در            

ها جلـوگيري شـود يـا نايـسين همـراه سـاير مـواد               باكتري
ضـمن بـه حـداقل رسـاندن        تـا   ) 29(نگهدارنده به كار رود     
حـل  براي  . هاي كمتر آن را به كار برد        مقاومت بتوان غلظت  

 غلظـت هـا اسـتفاده از        ايجـاد مقاومـت در بـاكتري       مشكل
 تركيــب مــواد ضــد نگهدارنــده و همچنــين مــواد مناســب

 بـه   ).3( شود يم پيشنهاد   ، مختلف هاي   مكانيسم باميكروبي  
 دربـاره   شـود كـه تحقيقـات بيـشتري         علاوه، پيشنهاد مـي   

  ).30(ها انجام شود  هاي مقاومت باكتري مكانيسم
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