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 چکیده

هدف  .سلامت محور کمک کنندغذایی  یهافرآورده دیدر تول ها،نیوسیباکتر دیواسطه تولبه توانندیمهای لاکتیک اسید باکتری سابقه و هدف:

 د.باشها میی و بررسی پایداری آنرانیموتال ا ریپن لوسیلاکتوباس یهایباکتر ینیوسیباکتر باتیترک ییشناسای حاضر از مطالعه

ترکیبات  دیتولرشد و  کینتیو ک پنیر موتال ایرانی ارزیابی های لاکتوباسیلوسباکتری یستیخواص آنتاگون ،حاضر تحقیق در ها:مواد و روش

و تحت تأثیر  های مختلفpHو  در دما هاترکیبات باکتریوسینی و مقاومت آنچالش  نیهمچن .مورد مطالعه قرار گرفت هاباکتریوسینی آن

 .دش یبررس پروتئاز یهامیآنز

 ها اثرات ضدمیکروبیآن ارزیابی شد. جدایهضدمیکروبی جدایه لاکتوباسیلوس انتخاب و اثرات  23های فنوتیپی و مولکولی، با انجام آزمون :هايافته

برای ادامه مطالعه  ،نشان دادند ترییاثرات قو( که LM11 ،LM52 ،LM56) هیجداتعداد سه  های گرم مثبت داشتند کهبیشتری روی باکتری

سوسپانسیون  pHها در دمای مزوفیل، ال جدایهانتخاب شدند. بررسی روند رشد و تولید ترکیبات باکتریوسین نشان داد که ضمن رشد ایده

سلسیوس درجه  111ی منتخب در دمای علاوه، فعالیت باکتریوسینی هر سه سویهمیکروبی کاهش و فعالیت باکتریوسینی افزایش پیدا کرد. به

 pHدرجه پایدار بودند. همچنین، تغییرات  01در دمای  LM56( ولی ترکیبات باکتریوسینی به استثنای سویه >15/1Pداری داشته )کاهش معنی

 سینپپسین و تریپ هایمیدر معرض آنز ینیوسباکتری یهاتیقرار گرفتن متابولداری در فعالیت باکتریوسینی نشد درحالی که منجر به کاهش معنی

 .شد ینیوسیباکتر تیدار فعالیموجب کاهش معن

های متابولیت ،pHو کاهش  تری داشتند،  ضمن رشد در دمای مزوفیلیکقوی ضدمیکروبیسه جدایه لاکتوباسیلوس که اثرات  گیري: نتیجه

 بات باکتریوسینیترکی های پروتئاز ثابت شد.آنزیمها تحت تأثیر اثر شدن آنها با بیمتابولیتاین ماهیت پروتئینی باکتریوسینی تولید کردند. 

 و دماهای بالا نشان دادند.  pHپایداری بالایی در 

  PCRباکتریوسین، لاکتوباسیلوس، پنیر موتال،  واژگان كلیدي:

 
 اصلی:های پیام

 جداشده از پنیر موتال ایرانی اثرات آنتاگونیستی قوی نشان دادند.  ی لاکتوباسیلوسسه سویه 

 ها مربوط بود.های باکتریوسینی آنها به متابولیتاثرات آنتاگونیستی جدایه 

 پایداری بالای ترکیبات باکتریوسینی هر سه جدایه در pH .های مختلف اثبات شد 

 درجه پایدار بودند. 01در دمای  های لاکتوباسیلوساز جدایه ترکیبات باکتریوسینی دو سویه 

  مقدمه 

 های شیمیایی به علتگیر نگهدارندهبا توجه به کاهش چشم

ها اثرات منفی بر سلامت مصرف کنندگان، جایگزین کردن آن

رکیبات ها و تهایی مانند لاکتیک اسید باکتریمیکروارگانیسمبا 

مندی از خواص سلامت ها و بهره( آنbioactiveفعال )زیست
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(.  در این بین، 1ها روز به روز در حال گسترش است )بخشی آن

مصرف محصولات غذایی تخمیری به دلیل داشتن فلور میکروبی 

میت داشته است. ها همواره اههای آنمفید و متابولیت

سازی محصولات لبنی تهیه شده از شیر های سنتی آمادهروش

شود که خام عامل حضور میکروفلور خاص در این محصولات می

(. تحقیقات 2های لاکتیک هستند )معمولا از دسته باکتری

واسطه تولید های مفید بهنشان داده است که این باکتری

، پراکسید هیدروژن و هایی مانند اسیدهای آلیمتابولیت

به ها و ترکیبات شپپتیدهای فعال زیستی مانند باکتریوسین

توانند از اهمیت زیادی در صنعت غذا باکتریوسینی، می

های سلامت محور کمک کنند برخوردار بوده و در تولید فرآورده

(3 .) 

پنیر به عنوان جزئی از گروه لبنیات، منبع خوبی برای 

شود. آنچه سبب بوجود فر محسوب میپروتئین، کلسیم و فس

های متنوع تولید آن یعنی آمدن انواع پنیرها شده است روش

(. یکی از این 4باشد )دلمه کردن، آبگیری و رساندن پنیر می

پنیرها پنیر موتال است که در فارسی به آن پنیر پوستی نیز 

غرب کشور و بخصوص استان اردبیل شود و در شمالاطلاق می

ن شود. ایین کشور جمهوری آذربایجان بیشتر تولید میو همچن

نوع پنیر از شیر خام گوسفند و بز و بدون افزودن آغازگر و در 

رسد و حاوی چربی و نمک بالا با داخل پوست بز یا گوسفند می

بافتی ترد و طعمی قوی است که احتمالا به خاطر زمان طولانی 

 (.5تخمیر و فرآوری آن است )

 LAB (Lactic Acid Bacteria) اسیدلاکتیک یا هایباکتری

ـرم شکل گ هـای کوکسی یا باسیلگـروه هتروژنـی از بـاکتری

های مثبــت و غیــر اســپورزا هســتند کــه بــر پایه ویژگی

شناسی، متابولیک و فیزیولوژیــک در یــک گــروه ریخت

ها، اسیدلاکتیک حاصل از اند و محصول اصلی آنقــرار گرفته

ها ان این باکتری(. از می6ها است )تخمیر کربوهیدرات

ها میزان اسید لاکتیک بیشتری تولید کرده و لاکتوباسیلوس

(. همچنین به عنوان 7نقش مهمتری در تخمیر غذاها دارند )

های هایی که دارای ویژگیترین میکروارگانیسمیکی از اصلی

شود و در مطالعات پیشین پروبیوتیک هستند شناخته می

های دارای خاصیت لوسهای بسیاری از لاکتوباسیگونه

اند در غذاهای سنتی و بومی تخمیری شناسایی شده پروبیوتیکی

های دارای خاصیت های بسیاری از لاکتوباسیلوس(. گونه0)

(. به دلیل اهمیت فوق 0اند )پروبیوتیکی در غذاها شناسایی شده

ای، ها از نظر سلامت بخشی، درمانی و تغذیهالعاده این باکتری

ها از منابع های جدید این باکتریشناسایی گونه جداسازی و

 مختلف غذایی از اهمیت بالایی برخوردار است.

ف های مختلها بر اساس ویژگیاساساً شناسایی این باکتری

فنوتیپیکی )مورفولوژی سلول، شرایط رشد و الگوی تخمیر 

های ( ولی از آنجایی که روش2شود )ها( انجام میکربوهیدرات

وص در بندی واضحی را بخصو بیوشیمیایی نتایج طبقه فنوتیپی

کنند، های ارائه نمیهای این باکتریها و سویهتمایز گونه

ای ههای مولکولی مانند توالی یابی ژنکمک روشتشخیص به

16/23 S rRNA های و یا آزمونPCR و گونه  اختصاصی جنس

(Genus/Species -Specific PCRبه عنوان ابزار مؤث ) ری برای

ای های پیچیدههای لاکتیک اسید در محیطشناسایی باکتری

 طوری( به11شود )مانند مواد غذایی تخمیر شده  استفاده می

ها برای ای در زمینه کاربرد این روشکه، مطالعات گسترده

های لاکتیک اسید باکتری از غذاهای گوناگون شناسایی جدایه

 .(2، 11انجام شده است )

های لاکتوباسیلوس از قابلیت تولید ترکیبات باکتری

ضدمیکروبی برخوردارند که در مقابل طیف وسیعی از عوامل 

بیماریزا و مولد فساد موثر است. پپتیدهای فعال زیسـتی مانند 

ها که گروه متنوعی از مواد با فعالیت فیزیولوژیـک باکتریوسین

د، هستنمتعـدد از جمله خواص ضـداکسـیدانی و ضـدمیکروبی 

های پروتئینی با وزن مولکولی ای از متابولیتمخلوط پیچیده

های مختلف کیلودالتـون بوده و توسط باکتری 11کمتر از 

ایـن  (.12شوند )ها تولید میمخصوصا لاکتیک اسید باکتری

هـای نانومولار فعالیت پپتیـدهای ضـدمیکروبی در غلظـت

ی یوکاریوتی هستند. از هـاکنند و فاقد اثر سمیت در سلولمی

ها به عنـوان جانشین دلایل مهم توجه به باکتریوسین

هـا بـه ایـن پپتیدهای ها، نبود مقاومت باکتریبیوتیکآنتی

نوز ها ه(. استفاده صـنعتی از باکتریوسین13ضدمیکروبی است )

خوبی مورد مطالعه قرار در مرحله آزمایشی قرار دارد و باید به

 بگیرد.

قیق حاضر تولید ترکیبات باکتریوسینی توسط در تح

های لاکتوباسیلوس پنیر موتال ایرانی ارزیابی و خواص جدایه

ها مورد مطالعه قرار گرفته است. همچنین آنتاگونیستی آن

در دمای  هاسینتیک تولید ترکیبات باکتریوسینی و چالش آن

رسی رهای گوناگون بهای مختلف و تحت تأثیر آنزیماچبالا، پی

 شد. 

  هامواد و روش 

 بردارینمونه 

های منظور جداسازی و شناسایی باکتریاین مطالعه به

لاکتوباسیلوس از پنیر موتال ایرانی انجام گرفت. برای این منظور 

از  1412صورت تصادفی در زمستان نمونه پنیر به 21تعداد 

های عرضه در استان اردبیل برداشت شده و در یخچال به محل
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ز ایی در تبریآزمایشگاه پژوهشکده بیوتکنولوژی صنایع غذ

 منتقل شد.

 هاجداسازی لاکتوباسیلوس

ها از خصوصیات برای جداسازی اولیه لاکتوباسیلوس

(. برای این منظور پس 14، 15ها استفاده شد )فنوتیپیکی جدایه

های سریال ده برابر از از همگن کردن نمونه پنیر و تهیه رقت

 ,HiMediaآگار ) MRSها در سطح محیط کشت آن، نمونه

Indiaدرجه  42و  37ها در دو دمای ( کشت داده شد. پلیت

فیل های مزومنظور ایجاد رشد بهینه برای باکتریگراد بهسانتی

خانه ساعت گرم 24-72و ترموفیل در شرایط بی هوازی به مدت 

 31های دارای های تشکیل شده در پلیتگذاری شدند. از پرگنه

ی های باسیل شکلو جدایه عدد پرگنه، پنج نمونه انتخاب 151تا 

عنوان لاکتیک اسید که گرم مثبت و کاتالاز منفی بودند به

 باکتری در نظر گرفته شدند. 

روش مولکولی و با بکارگیری ها بهتایید تشخیص جدایه

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی جنس  PCRآزمون 

 ، مقدارPCRلاکتوباسیلوس انجام شد. به منظور انجام آزمایش 

میکرولیتر از مخلوط زیر در داخل میکروتیوب وارد و در  25

 ( قرار گرفت:PTC 200 Waltham, USAدستگاه ترموسایکلر )

 استخراج شده   DNAیک میکرولیتر-

 PCR (Cinnagen, Iran 616301394)میکرولیتر  5/12-

master kit 
 یک میکرولیتر از هر کدام از پرایمرها  -

 تا رسیدن به حجمآب دوبار تقطیر شده  -

در این مطالعه،   PCRهای دمایی بکار رفته برای سیکل

درجه سلسیوس برای   24شامل هفت دقیقه حرارت 

سیکل  31دناتوراسیون اولیه و به دنبال آن 

درجه  24ثانیه دمای  51که شامل   Touchdownصورتبه

ثانیه   51(، Denaturationسلسیوس برای مرحله واسرشت )

درجه سلسیوس کاهش  52درجه سلسیوس که به  52دمای 

 72ثانیه دمای  51( و Annealingیافت، برای چسبیدن پرایمر )

 DNAدرجه سلسیوس برای مرحله ساخته شدن رشته مکمل 

( اعمال گردید. جهت تکثیر ژن اختصاصی Elongationالگو )

با توالی   LbLMA1-revجنس لاکتوباسیلوس از جفت پرایمر 

5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' وR16-1   با توالی

5'-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3'  استفاده شد

درجه  72دمای  ها نیز به مدت هفت دقیقهدر پایان سیکل (.16)

از دستگاه ترمرسایکلر   PCRسلسیوس اعمال و محصولات 

پس از مخلوط شدن با لودینگ  PCRخارج گردیدند. محصولات 

به   Sibergreen  (Nanobiotech M1742-1)بافر حاوی رنگ 

درصد  5/1های ایجاد شده در  ژل آگارز کمک سمپلر در گوده

(Invitrogen, G501802 .قرار داده شدند ) 

 بررسی فعالیت ضدمیکروبی

روش انتشار در چاهک برای تعیین فعالیت ضدباکتریایی 

بر  های لاکتوباسیلوسهای شبه باکتریوسینی ایزولهمتابولیت

 PTCC) لیستریا مونوسیتوژنزپاتوژن گرم مثبت  روی سه 

استافیلوکوکوس ( و PTCC 1015) باسیلوس سرئوس(، 1163
( و نیز دو باکتری شاخص گرم منفی ATCC-25923) ارئوس

( PTCC-1709) سالمونلا انتریکا( و PTCC 1276) اشرشیا کلی

 هایاستفاده شد. به این منظور پس از کشت سحطی پاتوژن

درجه  37ساعت در دمای  MRS agar (24یط شاخص در مح

ها ایجاد متر در این پلیتمیلی 5های با قطر سلسیوس(، چاهک

 2/1میکرولیتر از فیلتر شده )از طریق فیلتر  51شده و 

ها که با آنزیم کاتالاز میکرومتر( کشت تازه لاکتوباسیلوس

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA تیمارشده و )pH  7آن به 

انده شده است، به هر چاهک اضافه شد. پس از انکوباسیون رس

درجه سلسیوس، مناطق عدم  37ها در دمای یک شبه پلیت

عنوان فعالیت گیری و بهها اندازهرشد در اطراف چاهک

 (. 11آنتاگونیستی در نظر گرفته شد )

ها و تولید ترکیبات باکتریوسینی بررسی روند رشد جدایه

 هاآن

درجه  42و  37های منتخب، در دو دمای ابتدا رشد جدایه

( بررسی و HiMedia, India) MRS brothسلسیوس در محیط 

ساعت رسم گردید تا دمای  24ها در مدت زمان منحنی رشد آن

ها مشخص شود. برای ارزیابی روند تولید مناسب رشد ایزوله

یمم رشد ساعت در دمای اپت 40ها به مدت باکتریوسین، جدایه

سوسپانسیون میکروبی و همچنین  pHقرار گرفته و تغییرات 

روش انتشار در چاهـک ارزیابی ها بهفعالیت باکتریوسینی آن

که  (. برای این منظور یک کشت چمنی از باکتری17شد )

ها بر ضد آن ثبت شده است، بیشترین اثر ضدمیکروبی جدایه

 ,BHI agar (Merck, Darmstadtدر سطح محیط کشت 

Germany میکرولیتــر از  51( انجام و سپس مقدار

هـای باکتریوســینی بدست آمده در هر مرحله، در محلــول

به  هاهای ایجـاد شده روی پلیت کشت تلقیح شد. پلیتچاهک

گذاری و خانهساعت در دمای مناسـب رشد گرم24مدت  

ر هاله طفعالیت باکتریوسینی بـر اسـاس درصدی از بـالاترین ق

 ها، ثبت گردید. عدم رشد ایجاد شده در اطراف چاهک
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ها بر عملکرد ترکیبات و آنزیم pHارزیابی اثر حرارت، 

 باکتریوسینی

برای ارزیابی اثر دما بر عملکرد باکتریوسین، محلول 

درجه  111و  01دقیقه در دو دمای  31باکتریوسینی به مدت 

عنوان کنترل در درجه به 37سلسیوس قرار گرفت )دمای رشد 

 pHروی باکتریوسین،  pHنظر گرفته شد(. برای تعیین اثر 

های منتخب به مدت سه ترکیبات شبه باکتریوسینی سویه

طبیعی تولید  pHتنظیم شد. در این مورد هم،  2و  3ساعت در 

عنوان کنترل در نظر گرفته شد. به 5/4باکتریوسین یعنی 

 .Sigma-Aldrich, Stپپسین و تریپسین ) همچنین اثر دو آنزیم

Louis, USAهای باکتریوسینی نیز با ( بر عملکرد متابولیت

 ها بر رویز آنزیملیتر اگرم بر میلیافزودن غلظت یک میلی

 های منتخب در مدت زمانمحلول باکتریوسینی لاکتوباسیلوس

ترل عنوان کنسه ساعت ارزیابی شد )فیلتر شده بدون آنزیم به

ت ها با بررسی فعالیدر نظر گرفته شد(. عملکرد باکتریوسین

ها در هر مرحله برعلیه سویه شاخص به آنتاگونیستی فیلتر شده

 (.10ر ارزیابی گردید )روش انتشار در آگا

 هايافته 
 هاجداسازی لاکتوباسیلوس

ی سفید تا خاکستری انتخاب شده در پرگنه 75از مجموع 

 3/45جدایه ) MRS agar  ،34های مناسب محیط کشت رقت

های فنوتیپی که در بخش ها( پس از انجام آزموندرصد پرگنه

عنوان لاکتیک اسید باکتری انتخاب روش کار به آن اشاره شد، به

لاکتوباسیلوس  و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی جنس

 23ارزیابی شدند که در نهایت تعداد  PCRتوسط آزمایش 

عنوان لاکتوباسیلوس های اولیه( بههدرصد نمون 66/31جدایه )

آگارز مربوط به تایید یکی از تصاویر ژل 1تأیید شدند. شکل

های پنیر موتال را های لاکتوباسیلوس نمونهمولکولی جدایه

 دهد.نشان می

 هافعالیت ضدمیکروبی جدایه

جدایه لاکتوباسیلوس تأیید شده، تعداد سه جدایه  23از بین 

تری بر ضد تعداد بیشتری از گی قویکه اثرات بازدارند

منفی انتخاب شده نشان های شاخص گرم مثبت و گرم پاتوژن

(. بیشترین 1دادند برای ادامه مطالعه انتخاب شدند )جدول

 هایهای لاکتوباسیلوس روی باکتریاثرات آنتاگونیستی سویه

گرم مثبت مورد مطالعه مشاهده شد بطوری که فقط سه جدایه 

ند های گرم مثبت نشان ندامیکروبی برعلیه باکتریهیچ اثر ضد

سویه لاکتوباسیلوس منتخب هیچ اثر  14در حالی که 

 های شاخص گرم منفی نداشتند.بازدارندگی بر رشد پاتوژن

 هاروند رشد و تولید ترکیبات باکتریوسینی جدایه

نمودار رشد سه جدایه لاکتوباسیلوس در دماهای رشد 

درجه سلسیوس( نشان داد  42و  37ک )مزوفیلیک و ترموفیلی

ها شروع ساعته تعداد باکتری 6تا  3که پس از یک دوره تأخیری 

درجه سلسیوس فاز تاخیری  42به ازدیاد کرد که در دمای رشد 

الی  15های منتخب تا ساعت تر بود. رشد تصاعدی سویهطولانی

ن ودوره رشد ادامه یافته و سپس نمودار رشد وارد مرحله سک 10

شود هر سه طور که در شکل دیده می. همان(2)شکلگردید 

درجه سلسیوس داشتند و  37جدایه رشد بالاتری را در دمای 

 های بعدی در این دما انجام شد.بنابراین آزمون

 

 

 
جنس  یموتال با آغازگر اختصاص ریپن یهاهیجدا PCR(  محصولات Invitrogen, G501802درصد ) 5/1ژل آگارز  ریتصو  .0شکل 

پلانتاروم  لوسیلاکتوباس یباکتر DNA ی: کنترل مثبت حاو5، ستونbp100 (Fermentas SN 0623, Germany): مارکر 6. ستونلوسیلاکتوباس

(PTCC 1058ستون ،)بدون  یمنف: کنترل 7DNA ریجداشده از پن یها: نمونه2و0 یهاو ستون 4تا  1 یهاالگو، ستون.
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 اخصهای شهای لاکتوباسیلوس پنیر موتال ایرانی روی پاتوژنهای شبه باکتریوسینی جدایهخواص آنتاگونیستی متابولیت. 0جدول 

های جدایه

 لاکنوباسیلوس

 اثر ضدمیکروبی علیه باکتری شاخص*

 لیستریا مونوسیتوژنز

(PTCC 1163) 

 باسیلوس سرئوس

(PTCC 1015) 

 استافیلوکوکوس ارئوس

(ATCC-25923) 

  اشرشیاکلی

(PTCC 1276) 

 سالمونلا انتریکا

(PTCC-1709) 
LM3 ++ +++ ++ + + 
LM9 ++ + +++ - - 

LM10 + + + - - 
LM11 +++ +++ ++ +++ + 
LM19 +++ _ _ - - 
LM25 - - - + - 
LM28 + - - - - 
LM33 +++ +++ + - - 
LM35 + + + ++ - 
LM38 +++ + ++ - - 
LM40 +++ + +++ - - 
LM43 - - - - + 
LM47 + + - - - 
LM52 +++ +++ +++ ++ + 
LM55 - - - - - 
LM56 +++ ++ +++ ++ ++ 
LM61 ++ - - - ++ 
LM64 ++ +++ - + - 
LM68 ++ + ++ - - 
LM70 ++ ++ + - - 
LM72 +++ ++ - - + 
LM73 - - + - - 
LM74 +++ ++ + + + 

 11متر و نشان )+( دارای قطر کمتر از میلی 12تا  11متر، نشان )++( دارای قطر میلی 21* اثرات آنتاگونیستی )+++( دارای هاله عدم رشد با قطر بزرگتر از 

شده است.( نشان داده -متر است. عدم وجود هاله شفاف عدم رشد بصورت )میلی

 

در مرحله بعد میزان رشد و فعالیت باکتریوسینی سه سویه 

ساعت( در دمای رشد  5ساعت )هر  31منتخب در بازه زمانی 

ها محیط رشد جدایه pHدرجه سلسیوس به همراه تغییرات  37

ها نشان دادند همزمان با رشد مورد ارزیابی قرار گرفت. یافته

میزان فعالیت باکتریوسینی محیط کاهش یافته و  pHها، جدایه

پس از  LM52ی . برای سویه(3)شکلروبه افزایش بوده است 

 25ساعت و برای دو جدایه لاکتوباسیلوس دیگر پس از  21

 ساعت فعالیت باکتریوسینی به حداکثر مقدار خود رسید. 

ها بر عملکرد ترکیبات و آنزیم pHاثر حرارت، 

های ارزیابی چالش تولید و فعالیت باکتریوسین: باکتریوسینی

درجه  111و  01های لاکتوباسیلوس در حرارت جدایه

 111سلسیوس نشان داد که فعالیت باکتریوسینی در دمای 

داری داشته ولی درجه سلسیوس در هر سه سویه کاهش معنی

  01در دمای  LM56ترکیبات باکتریوسینی به استثنای سویه 

منجر به کاهش  pHودند. همچنین تغییرات درجه پایدار ب

های منتخب نشد. داری در فعالیت باکتریوسینی جدایهمعنی

های باکتریوسینی )فیلتر شده قرار گرفتن متابولیت

ها( در معرض هر دو آنزیم پروتئاز مورد سوسپانسیون باکتری

دار فعالیت مطالعه طبق انتظار موجب کاهش معنی

نمونه شاهد شد که نشان دهنده ماهیت باکتریوسینی نسبت به 

 (.4)شکلها بود های ضدمیکروبی جدایهپروتئینی متابولیت
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 های لاکتوباسیلوس منتخب جداشده نمودار رشد باکتری  .2شکل 

 از پنیر موتال

 
ترکیبات باکتریوسینی توسط روند رشد و تولید اسید و   .3شکل 

 های منتخب لاکتوباسیلوس پنیر موتال ایرانیسویه

 

  بحث 
 یازغذاها هایباکتر دیاس کیلاکت یدر خصوص جداساز

از انواع  LAB یهایاز باکتر یمختلف یهاتاکنون گونه ،یریتخم

شده  یجداساز رانیا یو کشک سنت ریمانند پن یسنت اتیلبن

 اهلوسیلاکتوباس هاهیجدا نیا نیتراز فراوان یکیاست که 

 یریتخم یرهایپن عاز انوا یکی زیموتال ن ری(. پن0، 12اند )بوده

 ران،یا یاز جمله کشورها ایاز آس یعیمناطق وس یسنت

از  یاست که غن هیو ترک جانیآذربا یارمنستان، جمهور

ارتباط  در (.21-22) باشدیمختلف م دیاس کیلاکت یهایباکتر

به  وانتیم دیاس کیلاکت یهایباکتر یستیبا اثرات آنتاگون

( اشاره کرد که مشاهده 2112و همکاران ) Mulaw یمطالعه

 یر روب دیاس کیلاکت یهایباکتر یکردند که اثرات بازدارندگ

 شتریب یگرم منف یهاگرم مثبت نسبت به پاتوژن یهایباکتر

ت. حاضر اس قیتحق جیبا نتا قدر تواف افتهی نی( که ا23است )

 یهاهی( نشان دادند که سو2122و همکاران ) Pisano ن،یهمچن

 یبازدارندگ اثر توژنزیمونوس ایستریلبر  هالوسیمختلف لاکتوباس

شبه  باتیترک یکروبیاثرات ضدم نی(. بالاتر24داشتند )

 توجنزیسامونو ایستریلبر ضد  زین قیتحق نیدر ا ینیوسیباکتر

 نیرشتیب زین یگرم منف یهایباکتر نیدر ب .دیسبه ثبت ر

 ریجداشده از پن لوسیلاکتوباس یهاهیسو یبازدارندگ تیخاص

 ز،یگذشته ن قاتیدر تحقبوده است.  یاکلیاشرش یرو موتال

Behbahani ( اثرات ضدم2112و همکاران )یکروبی 

ه و را نشان داد یکل ایاشرش یپلانتاروم بر رو لوسیلاکتوباس

 روده الیتلیاپ یهاپاتوژن به سلول نیا دنیبممانعت از چس

 (. 25) را هم اثبات نمودند کیوتیپروب یباکتر نیبزرگ توسط ا
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ها روی فعالیت باکتریوسینی اثر حرارت، اسید و آنزیم  .4شکل 

 موتال ایرانیهای منتخب لاکتوباسیلوس پنیر سویه

 A ،کنترل )B درجه سلسیوس،  111( دمایC درجه  01( دمای

 .( پپسینG( تریپسین، D )3pH= ،E) 2pH=  ،Fسلسیوس، 
 دهد.درصد را نشان می 5داری اختلاف در سطح معنی *

 

 LABهای های مختلف تولید شده توسط باکتریمتابولیت

مانند اسید، پراکسید هیدروژن، گاما آمینوبوتیریک اسید و یا 

ها در ها سبب توانایی این باکتریترکیبات باکتریوسینی آن

باشد های میکروبی در محصولات غـذایی میکنترل آلودگی

 یتسیآنتاگون تیخاص یبه منظور بررس قیتحق نیدر ا(. 26)

 نیا ونیسوسپانس لترشدهیاز ف لوسیلاکتوباس یهاهیجدا

شده بود،  یآن خنث pHشده و  ماریکاتالاز ت میکه با آنز هاهیجدا

 ایو  دیسا دیبه تول یکروبیاثرات ضدم نی. بنابرادیاستفاده گرد

 یهاتیتوان به متابولیرا ممربوط نبوده و آن هاهیکاتالاز جدا

طالعات در م .نسبت داد هاهیشده توسط جدا دیتول ینیوسیباکتر

دیگری هم نقش این ترکیبات در خواص آنتاگونیستی 

 (.27، 20به اثبات رسیده است ) LABهای باکتری

ت سبب شده اس یکیوتیبیآنت یهامقاومـت ندهیفزا شیافزا

مناسب مانند  یهانیگزیجا افتنیتا محققین به فکر 

 یهنیدسته از داروها باشند. در زم نیا یهــا براباکتریوســین

 یهاتیمتابول دیتول طیو شرا یکروبیخواص ضدم یبررس

و همکاران  LAB  ،Azad یهایتوسط باکتر ینیوسیباکتر

 یهایاز باکتر یبز و گوسفند غن ری( نشان دادند که ش2121)

د از رش یبازدارندگ تیبا خاص نیوسیباکتر یکننده دیتول

مشابه  یدر مطالعه نی. همچن(22) باشدیغذا زاد م یهاپاتوژن

 یهاژن یفراوان ی( به بررس2112و همکاران ) Hassan یگرید

 یهایباکتر یکینیکل یهاهیدر جدا نیانتروس یکننده دیتول

 یهاهیجدا نیا یقو یکروبیانتروکوک پرداخته و خواص ضدم

از آنجائیکه شرایط محیطی  .(10) انتروکوکوس را اثبات کردند

(، 31ها موثر است )های آنمتابولیتها در تولید رشد باکتری

ها نیز باید در شرایط اپتیمم رشد ارزیابی تولید باکتریوسین

های باکتری انجام شود. بررسی کینتیک رشد سویه

لاکتوباسیلوس انتخاب شده در این مطالعه نشان داد که این 

درجه سلسیوس رشد بهتری  37ها در دمای رشد باکتری

ی این مطالعه، فعالیت باکتریوسینی هاداشتند. طبق یافته

ها در اواخر فاز رشد تصاعدی و اوایل فاز سکون به حداکثر جدایه

توان بالا بود، لذا می 31میزان خود رسید و همچنان تا ساعت 

در . اندگفت که مواد باکتریوسینی تولیدی متابولیت ثانویه بوده

سه ( نیز با مقای2116و همکاران ) Todorovاین رابطه 

های لاکتیک اسید مولد باکتریوسین در نوعی نوشیدنی باکتری

های تخمیری سنتی بلغارستان، نتیجه گرفتند که متابولیت

 شودها تولید میباکتریوسینی عموما در اواخر دوره رشد باکتری

(17.)  

های کاربردی برای پایداری حرارتی یکی از ویژگی

 و ییمحصولات غذا نکهیبا توجه به ا .ها استباکتریوسین

 یحرارت یندهایمعمولا همراه با اعمال فرا یداروئ یهافراورده

 هانیوسیباکتر یریبکارگ یلذا لازمه شوند،یم دیبالا تول

 نیدر چن یسنتز یکروبیعوامل ضدم یهانیگزیعنوان جابه

 ینیوسیباکتر باتیترک یحرارت یداریاز پا نانیاطم ،یمحصولات

ها به واردی حتی مقاومت باکتریوسین(. گرچه در م31) است

درجه سلسیوس( هم گزارش شده است  121دمای اتوکلاو )

( ولی در مطالعه ما، پایداری ترکیبات باکتریوسینی هر 21، 32)

داری طور معنیدرجه سلسیوس به 111سه جدایه در دمای 

و همکاران  Awaishehبدست آمده توسط  جینتاکاهش یافت. 

 دیاس کیلاکت یهایباکتر تیاز حساس یحاک زی( ن2112)

بالا بود که اتفاقا اثرات  یهابه حرارت ادانجداشده از نوز
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 (.33داشتند ) Cronobacter sakazakiiاز رشد  یبازدارندگ

و همکاران  Salekمطالعه،  نیا یهاافتهی دییدر تاهمچنین 

ط شده توس دیتول یهانیوسیحساس بودن باکترنیز ( 2123)

نشان دادند  وسیسلس یدرجه 111 یها را در دماانتروکوکوس

(34 .) 

ها در آن یداریپا هانیوسیباکتر یاربردک یهایژگیاز و یکی

pHمورد  نیکه در ا باشدیمختلف م یهاAhmadova  و

انتروکوکوس  یباکتر یهانیانتروس یداری( پا2123همکاران )
تا  یدیاس یهاpHدر  یجانیموتال آذربا ریجداشده از پن ومیفاس

 نیا یهاافتهیبا  ابقمط نی(. همچن21را نشان دادند ) ییایقل

نوع  ریتأث ی( که به بررس2110و همکاران ) Yangپژوهش، 

 یهایباکتر نیوسیباکتر دیو دما بر رشد و تول pHکشت،  طیمح

 یهانیگرفتند که باکتروس جهیپرداختند، نت کیلاکت دیاس

اند داشته تی( فعال12تا  2) pHاز  یعیدر محدوده وس تولید شده

امکان  ییایو قل یدیاس pHبه  هانیوسیباکتر یداریپا (.35)

تنوع م ییدارو باتیو ترک ییدر مواد غذا باتیترک نیاستفاده از ا

 . سازدیمختلف را فراهم م یها pHبا 

ه هر سرفت، فعالیت باکتریوسینی طور که انتظار میهمان

سویه لاکتوباسیلوس منتخب در این تحقیق تحت تأثیر آنزیم

ت داری کاهش یافطور معنیهای پروتئاز تریپسین و پپسین به

که این مسئله مؤید ماهیت پروتئینی ترکیب ضدمیکروبی 

سو با نتایج این مطالعه، ناپایداری باکتریوسینی است. هم

، در های پروتئازمهای تولید شده تحت تأثیر آنزیباکتریوسین

 (. 10، 21، 34تحقیقات پیشین نیز گزارش شده است )

 گیرینتیجه

، LM11 ،LM52در مجموع، سه جدایه  لاکتوباسیلوس 

LM56 های تری بر رشد باکتریکه اثرات بازدارندگی قوی

از خود نشان دادند، در  لیستریا مونوسایتوجنزپاتوژن خصوصا 

درجه سلسیوس رشد بهتری داشته و ضمن  37دمای مزوفیلیک 

های باکتریوسینی محیط متابولیت pHرشد در این دما و کاهش 

تولید کردند. فعالیت باکتریوسینی فیلتر شده هر سه جدایه از 

( به 31اواخر فاز رشد تصاعدی شروع و تا پایان دوره )ساعت 

ها از پایداری بالایی در د رسید. این متابولیتحداکثر مقدار خو

pHهای های مختلف برخوردار بودند گرچه تحت تأثیر آنزیم

ود. ها باثر شدند که نشانگر ماهیت پروتئینی آنپروتئاز بی

درجه سلسیوس  111همچنین، فعالیت باکتریوسینی در دمای 

داری نشان داد ولی ترکیبات در هر سه سویه کاهش معنی

درجه پایدار  01در دمای  LM56کتریوسینی به استثنای سویه با

های ها ارتباط اثرات ضدمیکروبی لاکتوباسیلبودند. این یافته

مطاله شده به ترکیبات باکتریوسینی را نشان داده و موید 

های اسیدی و قلیایی pHپایداری این ترکیبات در دمای بالا و 

ها آن اثر شدنها با بیولیتعلاوه، ماهیت پروتئینی متاباست. به

 های پپسین و تریپسین ثابت شد.تحت تأثیر آنزیم

 سپاسگزاری

بدینوسیله از آزمایشگاه گروه بیوتکنولوژی مواد غذایی 

پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی، سازمان تحقیقات، آموزش و 

(، تبریز بدلیل همکاری در انجام AREEOترویج کشاورزی )

 شود.ش، صمیمانه قدردانی میآزمایشات این پژوه
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Background and Objectives: Fermented foods have long been important due to their microbiota, which includes 

lactic acid bacteria and their metabolites. These beneficial bacteria can assist the food sector in generating 

health-oriented products by releasing bioactive peptides such as bacteriocins. 

 Materials & Methods: In the present study, antagonistic characteristics of Lactobacillus isolated from Iranian 

Motal cheeses were assessed and growth kinetics and production of bacteriocin compounds by these isolates 

were studied. Furthermore, resistance of bacteriocin compounds at various pH and temperatures under effects 

of protease enzymes was assessed. 

Results: By carrying out phenotypic and molecular assessments, 23 Lactobacillus isolates were selected and 

their antagonistic effects were investigated. The isolates included better antimicrobial effects on Gram-positive 

bacteria and three isolates (LM11, LM52 and LM56) that showed stronger effects were selected for further 

studies. By optimal growth of the isolates at mesophilic temperature, pH of the microbial suspension decreased 

while bacteriocin activity increased. Moreover, bacteriocin activity of all three selected strains decreased 

significantly at 100 °C, but the bacteriocin compounds were stable at 80 °C, except the LM56 strain. Moreover, 

pH changes did not result in a significant decrease in bacteriocin activity while bacteriocin activity significantly 

decreased when bacteriocin metabolites were exposed to pepsin and trypsin. 

Conclusion: In this study, associations between the antagonistic effects of Lactobacillus isolates and their 

bacteriocin compounds, protein nature of these compounds and their high stabilities under various conditions 

were established. 

Keywords: Bacteriocin, Lactobacillus, Motal cheese, PCR 
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