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  چكيده

ليسـتريا  جمعيـت  هدف از انجام اين پژوهش بررسي تاثير كارايي كاربرد نايسين در فـرم آزاد و محصـور در نانوكپسـول هـاي ليپـوزومي در كنتـرل       
در سـاخت فرمـول هـاي    . به پنير اضافه گرديد cfu/g 106به ميزان   ATCC 19117گونه  منوسيتوژنزليستريا . ير فتاي فراپالايش بوددر پن منوسيتوژنز

تمام تيمارها به كار بـرده   در IU/g 500پس از تعيين حداقل غلظت بازدارندگي، نايسين در سطح . ليپوزومي از كلسترول، لستين و روغن كره استفاده شد
 دو از بودنـد  عبـارت  يمورد بررس يمارهايت. فترتكرار انجام گ 3ر دفاكتوريل  بر پايه يكاملا تصادف در قالب طرح )pHميكروبي و (ها شيآزما هيكل. شد

 1ميزان محصورسازي نانوكپسول هاي ليپوزومي حاوي نايسين، بـراي فرمـول   . نمونه كنترل كيآزاد و  نيسينمونه نا كي ،يديپيفرمول مختلف  فسفول
هـا در   درصـد نمونـه   100ها نشان داد كه  حاصل از بررسي اندازه ليپوزوم محاسبه گرديد و نتايج% 72/11ليپوزومي  2و براي فرمول % 49/12ليپوزومي 

مقايسه نتايج روند تغييرات جمعيت ليستريايي نشان دهنده وجـود تـاثير معنـي دار    . نانومتر داشتند 51/101-7/149هر دو فرمول، قطرمتوسطي در حدود 
در دو تيمـار   pHدر ارتباط بـا تغييـرات   ). p<0.01(بر روند كاهش جمعيت ليستريايي بودبين عملكرد نايسين آزاد و محصور در نانوكپسول هاي ليپوزومي 

اختلاف معني داري با هم و با شاهد نداشتند، ولي در تيمـار نايسـين آزاد، تفـاوت معنـي      pHنايسين محصور در نانوكپسول هاي ليپوزومي، روند تغييرات 
  ).p<0.01(شاهده گرديدداري در تمام هفته هاي نگهداري پس از توليد م

  
  ، نانوانكپسولاسيون، نايسينمنوسيتوژنز ليسترياپنير فراپالايش، : هاي كليديواژه

  
  1مقدمه

ــراي اســتفاده   ــي ب ــر گــرايش روز افزون ــد دهــه اخي از  طــي چن
. ها به عنوان مواد نگهدارنده طبيعي، گزارش گرديده اسـت  باكتريوسين

بـه   Lactococcus lactisهـاي   در اين ميان نايسين حاصل از گونـه 
هـاي گـرم    دليل خاصيت ممانعت كنندگي از رشد بسـياري از بـاكتري  
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ــاتوژن   ــامل پ ــت ش ــده   مثب ــوده كنن ــا و آل ــذايي،    ه ــواد غ ــاي م ه
كـه  (هاي گرم منفـي   هاي مولد فساد و برخي از باكتري ميكروارگانيزم

شـديداً مـورد توجـه    .) دچارآسيب ديدگي غشـاء بيرونـي گرديـده انـد    
 ,Kordel et al, 1986 ،Laridi et al, 2003 ،Rodriguez( باشد مي

1996 ،Stevens et al, 1991( . اين تركيب همچنين قابليت بازداري
. )Davidson et al, 2003( باشـد  از جوانـه زنـي اسـپورها را دارا مـي    

اسـپور  )انـدو (دهد نايسين قادر است رشد و تشكيل  مطالعات نشان مي
لستريديوم و باسيلوس را تحت كنترل در هاي مختلف جنس ك در گونه

 Davidson et al, 2003،Mattick et، 1386نصر و همكاران، (آورد 

al, 1956(. 
استفاده از نايسين بـه منظـور افـزايش مـدت زمـان مانـدگاري و       

هاي نامطلوب در بسياري از مواد غـذايي از جملـه پنيـر     كنترل باكتري
  .)Laridi et al, 2003 ،Mazzotta et al, 1997( باشـد  رايـج مـي  

هاي مولـد فسـاد و بيمـاري زا،  نظيـر      نايسين در پنير از رشد ميكروب
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ليســتريا هــاي  هــاي اســپورزاي هــوازي و بــي هــوازي و گونــه گونــه
 Laridi et al, 2003،Davidson et( نمايد جلوگيري مي 1منوسيتوژنز

al, 2003( . ر هــايي نظيــ عامــل بــروز بيمــاري منوســيتوژنزليســتريا
باشد، كـه وجـود    انسفاليت، مننژيت و يا سقط جنين در زنان حامله مي

 ,Tamime et al( آن در شير خام و پاستوريزه گزارش گرديـده اسـت  

1991(.  
استفاده از نايسين به فرم آزاد در پنير،  اقتصادي نبوده و بر توليـد  

 هـاي آغـازگر، اثـر بازدارنـدگي دارد، در نتيجـه      اسيد و آروماي باكتري
 .)Roberts, 1991( كاهش رشد و توليد اسيد را در پي خواهد داشـت 

ــي    ــرم آزاد، م ــه ف ــودن نايســين ب ــن اضــافه نم ــر اي ــلاوه ب ــد  ع توان
از جمله اينكـه  . هاي ديگري را در پنير به دنبال داشته باشد محدوديت

بخش اعظم نايسين به طور يكنواخت در بافـت پنيـر پخـش و توزيـع     
و مقادير بيشـتري   )Laridi et al, 2003،Roberts, 1991( گردد نمي

 ,Laridi et al, 2003 ،Jung et al(از نايسين مورد نياز خواهـد بـود  

1992(.  
هــاي اســتارتر  روش جــايگزين بــراي فــرم آزاد، اســتفاده از گونــه

 ,Benech et al, 2002a ،Laridi et al(باشد  توليدكننده نايسين مي

اضـافه  . هايي اسـت  راي محدوديتاز طرفي اين راهكار نيز دا. )2003
در فرايند توليد پنير، رشـد،  ) نايسين(هاي مولد باكتريوسين نمودن گونه

 هـاي آغـازگر را تحـت تـأثير قـرار داده      توليد اسيد و آروماي بـاكتري 
)Laridi et al, 2003(     اسيدي كردن را بـه تـأخير انداختـه و ميـزان ،

 ,Benech et al( دهد ايش ميلاكتوز باقيمانده در فراورده نهايي را افز

2002a( .      از اين رو نهايتاً منجر بـه كـاهش كيفيـت محصـول نهـايي
  .)Benech et al, 2003( خواهد شد

ــين     ــيون نايس ــذكور، انكپسولاس ــكلات م ــل مش ــور ح ــه منظ ب
 Laridi et( تواند راهكاري مناسب باشد هاي فسفوليپيدي مي درگويچه

al, 2003( .ع مناسب و پايداري باكتريوسـين  تواند توزي اين تكنيك مي
  . )Benech et al, 2002a( را در شبكه ماده غذايي تضمين نمايد

  :توان به موارد زير اشاره نمود از مزاياي اين تكنيك مي
  كاهش و جلوگيري از تمايل نايسين به اجزاي ماده غذايي) 1
  جلوگيري از مداخله در رشد استارتر لاكتيكي ) 2
ها كه بـه   در برابر شرايط نامساعد و بازدارندهمحافظت نايسين ) 3

  . طور طبيعي در ساختار ماده غذايي وجود دارند
ايفاي نقش به عنوان نگهدارنده اي با  ماندگاري طولاني مدت ) 4

)Laridi et al, 2003( 
در عين حال اصلي ترين محدوديت براي به دام انـدازي نايسـين   

هـا در   توانايي ايـن پپتيـد  , ها يپوزوموديگر پپتيدهاي آنتي باكتريال در ل
 El Jastimi et( ها اسـت  برهم كنش با غشاء ليپوزومي و تخريب آن

al, 1999 ،Laridi et al, 2003( .     اتصال نايسـين بـه غشـاء ليپيـدي
                                                 
1- Listeria monocytogenes 

 El Jastimi et( سبب ايجاد تغييراتي در ساختار ثانويه پپتيد مي شود

al, 1997( فسـفوليپيدي، از طريـق   ، بر هم كنش بين نايسين و غشاء
 گـردد  انتخاب تركيب فسفوليپيدي مناسب كاهش يافته يـا مهـار مـي   

)Degnan et al, 1992(. 
در انجام اين پژوهش، بررسي كارايي دو فرمولاسـيون ليپوزومـال   

در پنير فتا مورد نظر  منوسيتوژنزليستريا  نايسين در بازدارندگي از رشد
پژوهش هاي صورت پذيرفته، چربي با اين توضيح كه تا كنون در . بود

شير به عنوان يكي از اجزا تشكيل دهنده ليپوزوم، مورد اسـتفاده قـرار   
و اين امر مي توانـد گـامي در پيشـبرد صـنعتي شـدن و       نگرفته است

    .كاربرد اين فناوري باشد
 

  هامواد و روش 
  توليد و فرمولاسيون ليپوزوم ها

  مواد
رول، روغن كره، آب مقطر استريل به منظور تهيه ليپوزوم ها كلست

روغن كـره از شـركت فـراورده    . و لستين سويا مورد اسفاده قرارگرفت
كلسترول و لسـتين از شـركت مـرك    . هاي لبني رضوي تامين گرديد

 .شدندآلمان خريداري 
  

  روش آماده سازي ليپوزوم
براي تهيه هر فرمولاسيون ابتدا كلسترول، لسـيتن و نايسـين بـه    

 %5/7حـاوي    1 ونيفرمولاس ـ( شـده در هـر فرمولاسـيون   مقدار ذكر 
 ـ فازو   كلسترول %2، كره روغن  %15،  نيلست ، تـا صـد در صـد   ي آب

 كلسـترول  %1، كره روغن %5/7،  نيلست %75/3حاوي 2فرمولاسيون 
 0001/0به كمك ترازوي ديجيتال با دقـت  )  تا صد در صدي آب فازو  

روغن حيواني توزين گرديد و در فالكون وزن شد و سپس مقدار دقيق 
درجه سانتي گراد قرار گرفت تا بـه طـور كامـل ذوب     70در بن ماري 

پس از آن تركيبات توزين شده مذكور به روغـن كـره ذوب شـده    . شد
اضافه شدند و ميزان آب مورد نياز نيز به صورت هم دما اضافه شـد و  

ح لازم بـه توضـي  . تا به دست آمدن مخلوطي همگن ورتكـس گرديـد  
است كه ميزان حداقل غلظت بازدارندگي نايسين محاسبه و در فاز آبي 

براي  IKA-T10سپس از هموژنايزر اولتراتوراكس مدل . افزوده گشت
بـه منظـور   . اسـتفاده شـد   rpm 16000دقيقـه در سـرعت   5-6مدت 

جلوگيري از اكسيده شدن، هواي موجود در فضاي خالي بالاي فالكون 
  . گزين گرديدها توسط گاز آرگون جاي

     
  فراپالايش يرانيا ديسف ريپن ديتول

%  34شده با مـاده خشـك    وژيو باكتوف زهيپاستور ،فراپالايش ريش
فتـا   ري ـآغازگر پن يو باكتر رنت. شد خراسان تامينپگاه  ريش عياز صنا 
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 ـ هيته دانمارك Delvotech شركت يندگياز نما جهـت فعـال   ، دگردي
  . شدزنده عمل نمودن طبق دستورالعمل شركت سا

بــه صــورت  زيــن ATCC 19117  منوســيتوژنزليســتريا ســوش 
 .گرديد هيته رانيا يصنعت  -يعلم ياز مركز پژوهش هاليوفليزه 

  
 ـپن ديتول و  نيس ـينا پوزومـال يل يحـاو  فراپـالايش  ري
  آزاد نيسينا

 4/6و  سانتي گراد درجه 34-37 يدمادر مرحله افزودن رنت، در 
pH= در حـداقل غلظـت    كپسـوله د و بـه فـرم   به صـورت آزا  نيسينا

به نمونـه هـا    cfu/ml 106  ميزانبه  منوسيتوژنزليستريا و بازدارندگي 
 .شدنداضافه 
  

  بررسي راندمان محصورسازي
ــوزوم هــاي حــاوي نايســين از    جهــت جداســازي نايســين از ليپ

استفاده شد و بـراي تعيـين    UNIVERSAL 320Rميكروسانتريفيوژ 
 .تهيه گرديد Pierceشركت  BCAميزان نايسين، كيت 

  
 يهـا  در هفتـه  منوسـيتوژنز ليسـتريا   يكروبيم زيآنال

  ديپس از تول
 ينگهـدار  سانتي گراد درجه 4ي روز در دما 28نمونه ها به مدت 

 ديساعت پس از تول 24تا20در  يكروبيمربوطه م يها شيند وآزمادش
از نمونـه   گـرم   10براي اين منظـور   .پذيرفتانجام  كباريروز  7و هر 

 قهيدق 3 يبرا لياستر  ميسد تراتيس% 2محلول  تريل يليم 90با  ريپن
 تراتيبـار در س ـ  10 يبه طـور متـوال   ريپن يو نمونه ها گرديدهموژن 

 يحـاو  تي ـتكرار به پل 3مناسب در  يرقت ها. ندشد قيرق% 2 ميسد
 SR140E ي، همراه  با مكمل انتخابايستريل يانتخاب هيكشت پا طيمح

 37 در  ونيسـاعت  انكوباس ـ  24-48ها پس از  تيپل. نديدگرد اضافه
 Benech et al, 2003، Benech et ( دشمارش  ش سانتي گراد درجه

al, 2002 ،Benech et al, 2002a.(  
  

   نيسيموثر نا يحداقل غلظت بازدارندگ

روش آزمـون ميكروبيولـوژي نگهدارنـده هـا ـ تعيـين        اسـاس  بر
و تحقيقات صنعتي  استانداردمؤسسه ،  (MIC)حداقل غلظت بازدارنده

 .عمل گرديد 5875شماره  ايران
  
و  منوسـيتوژنز ليسـتريا  استاندارد رشد  يمنحن رسم
  پوزوماليآزاد و ل نيسياثر حضور نا يبررس

 پوزومـال يآزاد، ل نيسيدر حضور نا منوسيتوژنزليستريا رشد  يمنحن
 عياز كشـت مـا   صورت كه نيبه ا. شدو عدم حضور آنها رسم  نيسينا

بــه ارلــن  ميلــي ليتــر cfu/ml106(، 50( ســاعته 18-24 يكروبــيم
پـس از  . شـد  حيتلق )TPB( برات ميلي ليتر تريپتوز فسفات 450يحاو

عنوان زمان صفر در نظر گرفته  هب يريگ نمونه نيهم زدن ارلن ها اول
ي در انكوباتور با دمـا  يكشت و باكتر طيمح يحاو يها پليتشده و 

  .قرار داده  شدند سانتي گراد درجه 37
ــه ــاني صــفر،   نمون ســاعت  24و 19، 14، 9، 5، 2در فواصــل زم

و  ديگرد اختصاصي ليستريا كشت در پليت حاوي محيطورتكس شد و 
  .شدرسم  يرشد باكتر  يمنحن

  
  pHاندازه گيري 

pH نمونه ها توسطpH متر مدلMetrohm 827   در زمان هـاي
روز يكبـار انـدازه گيـري     7از آن هـر  ساعت پس از توليد، و پـس   20

  .گرديد، و نتايج به صورت نمودار ثبت شد
  
  ها داده ليو تحل هيتجز
بـر   يكاملا تصادف در قالب طرح )pHميكروبي و  ها شيآزما هيكل
 عبـارت  يمورد بررس يمارهايت. فترتكرار انجام گ 3در فاكتوريل  پايه
 كيآزاد و  نيسيونه نانم كي ،يديپيفرمول مختلف  فسفول دو از بودند

 ـيمهـاي   شيآزمـا  يسطح بـرا  5نمونه كنترل و زمان در   4ي و كروب
براي انجـام محاسـبات آمـاري و رسـم      .  pHگيري هازندا سطح براي

اسـتفاده   Excelو  Minitab ،Slide Writeنمودارها از نرم افزارهاي 
  .گرديد
 

  نتايج و بحث
  ميزان محصورسازي ليپوزوم ها راندمان
ندازه گيري ميزان نايسين محصور شده در ليپوزوم از روش جهت ا

BCA1     استفاده شد و براي آماده سازي نمونه هـا در ايـن روش، سـه
دقيقه صورت  15و زمان  14000rpmمرحله پياپي ميكروسانتريفيوژ با 

ميــزان محصورســازي نانوكپســول هــاي ليپــوزومي حــاوي . پــذيرفت
ليپوزومي  2و براي فرمول % 49/12ليپوزومي  1نايسين، براي فرمول 

  در پژوهشـي كـه توسـط بـنچ و همكـاران      .محاسبه گرديـد % 72/11
بر روي ميكروكپسولاسيون نايسين صورت پذيرفت و   )2003، 2002(

در آن براي تهيه ليپوزوم ها از فسفاتيديل كولين خالص اسـتفاده شـد،   
% 30 درصد انكپسولاسيون در فرمول هاي مختلف ليپوزومي در حدود

اين احتمال وجود دارد كه تفاوت در درصد انكپسولاسيون . گزارش شد
 .ناشي از نوع فسفاتيديل كولين مـورد اسـتفاده در فرمولاسـيون باشـد    

همچنين اندازه نانوكپسول هاي ليپوزومي نيز مي تواند از طريق تـاثير  
شديدتر نايسين بر ديواره تك لايه ليپوزومي عاملي در جهـت كـاهش   

 .حصور سازي باشددرصد م

                                                 
1- Bicinchoninic acid 
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  ها اندازه ليپوزوم
 Mal1015189 مـدل   1PSAبراي اندازه گيري ذرات از دستگاه 

ها نشـان داد كـه    نتايج حاصل از بررسي اندازه ليپوزوم .استفاده گرديد
 101-150ها در هـر دو فرمـول، قطـري در حـدود      درصد نمونه 100

 .جزئـي بـود   و پس از محصورسازي تغييرات بسيار استنانومتر داشته 
بـر   )2008( نتايج حاصل از پژوهشي كـه توسـط تيكسـرا و همكـاران    

هاي فسفوليپيدي حاوي تركيبات شبه باكتريوسين،  روي نانوويزيكول
، پذيرفتانجام  ATCC  7544 منوسيتوژنزليستريا در ممانعت از رشد 

ها پس از محصورسـازي،   كه قطر متوسط نانوويزيكول ه شدنشان داد
ايـن اخـتلاف در حـدود    . نانومتر افزايش يافـت  570ومتربه نان 485از 

    .نانومتر گزارش گرديد 100-90
مشاهده مـي گـردد، توزيـع انـدازه ذرات      1در جدولهمانطور كه 

هـاي حـاوي    نـانوويزيكول ليپوزومي فرمولاسـيون يـك و همچنـين    
يك، به صورت كاملا يكنواخت بوده و قطر ميانگين نايسين در فرمول 

   .نانومتر بودند 2/142و  7/149 ترتيب معادل ذرات به
 توزيـــــع انـــــدازه ذرات ليپـــــوزومي در فرمولاســـــيون دو و

دو،  بـه صـورت كـاملا    هاي حاوي نايسـين در فرمـول    نانوويزيكول
 51/101ذرات قطر ميانگيني به ترتيب معـادل  % 100يكنواخت بود و 

 ).1جدول  ( نانومتر داشتند 2/104و 

 
  يك و دوها در فرمول  قطر ذرات و درصد يكنواختي توزيع نانوويزيكولميانگين  -1لجدو

  (%)درصد يكنواختي توزيع  ) nm(قطر ميانگين   نمونه
  %100  7/149±9/0  1فرمولاسيون 
  %100  51/101±59/1  2فرمولاسيون 
  %100  2/142±8/0  حاوي نايسين1فرمولاسيون 
  %100  2/104±6/2  حاوي نايسين 2فرمولاسيون 

 

  
  .2و 1تحت تيمارهاي نايسين آزاد، فرمول ليپوزومي  TPBدر محيط  منوسيتوژنزليستريا نمودار رشد  - 1شكل

 
  1حداقل غلظت بازدارندگي نايسين

حداقل غلظت بازدارنـدگي نايسـين در برابـر جمعيـت ليسـتريايي      
IU/g 500  ــد ــبه گردي ــنچ و . محاس ــاران ب در ) 2003 و 2002(همك

پژوهشي بر روي تاثير نايسين به صـورت ميكروكپسـوله بـر جمعيـت     
ليستريايي و اثر باكتري آغازگر، اين مقدار را در پنيـر چـدار و در برابـر    

 Listeria innocua ،IU/g 300 بـاكتري   cfu/g 6 10– 105جمعيت
 .محاسبه نمودند

                                                 
1- Particle size analyzer 

يت ليستريايي بر جمعپوزومال ين آزاد و ليسينا تاثير
  TPBدر محيط 
تحـت   TPBدر محيط  را منوسيتوژنزليستريا نمودار رشد  ،1شكل

  .نشان مي دهد 2و 1تيمارهاي نايسين آزاد، فرمول ليپوزومي 
شـود در نمونـه شـاهد، رشـد      همانطور كه در شكل مشاهده مـي 

افـزايش نشـان داده    log 9/2 سـاعت   24در طي  منوسيتوژنزليستريا 
تيمـار   در. رشد مراحل معمول خود را طي كـرده اسـت  است ومنحني 

ساعت اوليه پـس از تلقـيح بـه     2نايسين آزاد، جمعيت ليستريايي طي 
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شدت كاهش يافته و پس از آن نسبتا ثابت مانده است و ايـن كـاهش   
ليپوزومي نايسين، رونـد  يك در تيمار فرمول . است  log 6/4در حدود

بود، امـا   log 0/5 اين كاهش كاهش مشاهده گرديد، كه ميزان خطي 
تفاوت آن با تيمار نايسين آزاد در نحوه روند كاهش بـود، زيـرا كـه در    

در . روند كاهش به صـورت خطـي ومـداوم بـود     يكفرمول ليپوزومي 
ليپوزومي نايسين، نيز رونـد كاهشـي خطـي مشـاهده      دوتيمار فرمول 

رديـده در  ده گهتفاوت مشا. بود log 5/5گرديد، كه ميزان اين كاهش 
روند كاهش جمعيـت ليسـتريايي در تيمـار نايسـين آزاد و دو فرمـول      

هـا در   ليپوزومي حاوي نايسين، مربوط به رهايش كنترل شده ليپوزوم
مطابق نمودار سرعت رهايش نايسـين از فرمـول   . باشد طي زمان مي

تر از فرمـول ليپـوزومي    تا حدود ساعت شانزدهم سريع يكليپوزومي 
ساعت نرخ كـاهش در دو فرمـول عكـس     24از آن تا  بوده و پس دو

  . گردد اين حالت مي
آزمـون   t-studentاز لحاظ آماري تيمارها دو به دو توسط آزمون 

گرديدند، نتايج نشان داد كه ميان تك تك تيمارهـا بـا نمونـه شـاهد     

تيمار نايسين آزاد  بينهمچنين تفاوت . تفاوت معني داري وجود داشت
 بينبا اين وجود نتايج  آزمون . پوزومي نيز معني دار بودبا دو فرمول لي

  .دو نمونه فرمول ليپوزومي معني دار نبود
تـا حـدي   دو با توجه به شيب نمودار نيز مشهود است كه فرمـول  

احتمال مي رود كه اين امر به . روند نزولي شديدتري را طي مي نمايد
وم، ميـزان  علت سرعت رهايش كنترل شـده تـر نايسـين از فرمـول د    

  .ساعت را داشته باشد 24نايسين بيشتري امكان فعاليت تا انتهاي 
 2008در نتايج حاصل از پژوهشي كه توسط تيكسـرا و همكـاران   

ــر رو ــانوويزيكول يب ــبه    ن ــات ش ــاوي تركيب ــفوليپيدي ح ــاي فس ه
  ATCC 7544 منوسـيتوژنز ليسـتريا   باكتريوسين، در ممانعت از رشد 

انجام گرديـد، نيـز نتـايج مشـابهي در     cfu/ml 107در جمعيتي معادل 
دقيقـه   5-10ارتباط با به كارگيري شبه باكتريوسين به صورت آزاد در 

شبه باكتريوسين نيـز  همچنين نانوويزيكول حاوي  .اول گزارش گرديد
با اندكي فاصله زماني نسبت به نمونه آزاد، عملكرد مشابهي نشان داده 

  .گرديدند log 7و سبب كاهش جمعيت ليستريايي تا 
 

 
 .طي دوره نگهداري پنير منوسيتوژنزليستريا نمودار رشد جمعيت  - 2شكل

ليســـتريا  جمعيـــت تـــاثير تيمارهـــا بـــر تغييـــرات
  طي دوره نگهداري پنيرطي زمان  منوسيتوژنز

در طي دوره نگهـداري پنيـر    منوسيتوژنزليستريا رشد  2در شكل  
ليسـتريايي در نمونـه فاقـد     مطابق نمودار، جمعيت .مشاهده مي گردد

ساعت و تكميل عمل آغازگرهـا و كـاهش    20تركيب نايسين، پس از 
pH  كاهشي در حدود 96/4به  4/6از ،log 9/0  در هفته . داشته است

كاهش، ادامه يافـت و پـس از     log 3/0اول نگهداري، روند نزولي با 
 ـ . آن ثابت ماند   cfu/mlه در انتهاي هفته چهارم، جمعيت ليسـتريايي ب

مطابق پژوهش هـاي صـورت پذيرفتـه، اهميـت     . مي رسد 5/5*104
و ميزان اسيد لاكتيك توليدي توسط آغازگرهـا در ممانعـت    pHنقش 

در پنير هاي فتا و كاتيج به اثبـات   منوسيتوژنزليستريا كنندگي از رشد 

رشـد را   6/4تا زيـر   pHگرديده است كه كاهش گزارشرسيده است و
  ). Le Marc et al, 2002 ( متوقف مي نمايد

سـاعت از زمـان تلقـيح،     20در تيمار نايسين آزاد، پس از گذشـت  
امـا نتـايج در هفتـه    . كاهش داشته اسـت  log 5/1جمعيت ليستريايي 

ساعت اوليه پس از تلقيح و افزودن نايسين مجـددا   20اول، نسبت به 
وليد كه نسبت به زمان ت. را نشان مي دهد  log 43/0رشدي در حدود

log 04/1  پس از اين مرحله و در هفته هاي دوم، . كاهش يافته است
سوم و چهارم نگهداري پنير روند ثابتي مشاهده مي شود، كـه در ايـن   

  . )2شكل( كاهش مي يابد 5/0نمونه نيز تا حد  pHمدت 
اين نتيجه مرتبط با تاثير منفـي نايسـين آزاد بـر آغازگرهـا، عـدم      

در  pHانـدازه كـافي و نهايتـا عـدم كـاهش      توليد اسيد لاكتيـك بـه   
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. مطلوب براي رشد ليستريا مـي باشـد   pHمحدوده بهينه و مهيا بودن 
سبب  pHوهشگران نشان مي دهد، عدم كاهش ژهمچنين مطالعات پ
كه مـي  )Bouttefroy et al, 2000( ن مي گردديكاهش فعاليت نايس

) Liu et al, 1990( تواند در نتيجه كاهش حلاليت و پايداري نايسـين 
  ).Bouksaim et al, 2000( ص مثبت نايسين باشدلخا رو كاهش با

همچنين اين احتمال نيـز وجـود دارد كـه در اثـر تـاثير ناگهـاني       
نايسين بر جمعيت ليستريايي، رشد مجدد تـا حـدي در نتيجـه حضـور     

مطـابق نتـايج تعـداد زيـادي از     . سلول هاي مقاوم بـه نايسـين باشـد   
جدد ليستريا پـس از اعمـال تيمـار بـا نايسـين، در      پژوهشگران رشد م

 ,Harris et al( ن اسـت ينتيجه حضور سلول هـاي مقـاوم بـه نايس ـ   

1991،Muriana, 1996 ،De Martinis et al, 1997.(  
نكاتي كه عنوان گرديد، در اضـافه نمـودن نايسـين بـه     علاوه بر 

يـل  نايسـين، پـس از مـدتي بـه دل     ئيليستريا ضدصورت آزاد، فعاليت 
واكنش هاي تجزيه اي آنزيمي با تركيبات ماده غذايي و در اثر ايجـاد  

در . اتصال با تركيبات ديگر موجود در محيط كاهش نشـان مـي دهـد   
ي نايسين آزاد و محصـور در  ئليستريا ضدپژوهشي كه بر روي فعاليت 

 منوسـيتوژنز ليستريا  و جمعيت IU/ml 400نانوويزيكول ها در غلظت 
صورت پذيرفت، فعاليـت نايسـين آزاد    cfu/ml 107 غلظتي برابر بادر 

 4روز نگهداري در دماي  21اضافه شده به محيط مايع پس از گذشت 
 Demel et( ميزان اوليه رسيد% 10درجه، به شدت كاهش يافت و به 

al, 1996 .(  
بـا   Listeria innocuaبا تلقيح  ،در پژوهشي مشابه در پنير چدار

، بـه  IU/g 300و غلظت نايسـين   cfu/g 106-105  حدود جمعيتي در
صورت آزاد و ميكروكپسوله، پس از شش ماه نگهداري پنيـر، فعاليـت   

 2كاهش يافت، و جمعيـت ليسـتريايي در   % 12نايسين در فرم آزاد تا 
 كـاهش نشـان داد   log 2، و پس از شش ماه تنهـا   log 5/1ماه اول 

)Benech et al, 2003، Benech et al, 2002 ،Benech et al, 

2002a.(  
نتايج مطالعات صورت پذيرفته بر توزيع نايسين در بافـت   براساس

بخش اعظم نايسين در فرم آزاد به طور يكنواخت در بافـت پنيـر   , پنير
  ).Roberts, 1991 ،Laridi et al, 2003( گرددپخش و توزيع نمي

 log 57/2 ,دساعت اول پس از تولي 20ليپوزومي، در  1در فرمول 
روند اين . )2شكل( مشاهده گرديد منوسيتوژنزليستريا كاهش در تعداد 

  31/0و  61/0، 25/0، 21/0كاهش در هفته اول تا چهارم بـه ترتيـب   
ليپوزومي نيـز رونـد نسـبتا     2در مورد فرمول . در مقياس لگاريتمي بود

 ،يدساعت اوليه پس از تول 20به اين صورت كه در .  مشابهي ديده شد
log78/2  رونـد  . مشـاهده گرديـد   منوسيتوژنزليستريا كاهش در تعداد

و  20/0، 12/0، 43/0اين كاهش در هفته اول تـا چهـارم بـه ترتيـب     
در مقايسه اين دو فرمول نانوكپسـوله  . در مقياس لگاريتمي بود  24/0

در ابتـدا بـا شـدتي كمـي بيشـتر       2نايسين، مي توان گفت كه فرمول 
كرده و در ادامه با مقدار نسبتا ثـابتي رونـد رهـايش را     رهايش را آغاز

و 1 هـاي به طور كلي، در انتهاي دوره نگهداري، تيمار. ادامه داده است
در جمعيـت   73/3و  00/4كاهش لگاريتمي برابر بـا   باعثبه ترتيب  2

اين نتيجه در اثر نقش حفاظتي نانوكپسـول هـا   . ليستريايي گرديده اند
لوگيري از واكـنش بـا سـاير تركيبـات موجـود در      بر روي نايسين و ج

همچنـين   ،محيط در طي زمان، و در نتيجه ممانعت از كاهش فعاليـت 
بـه صـورت طبيعـي،      pHتاثير بر آغازگرها و ايجاد تداخل در كاهش 

  .گرديد حاصل
لحـاظ آمـاري، اثـر تيمـار نايسـين آزاد و نايسـين محصـور در         به

  ).p<0.01( ني دار مي باشدنانوكپسول هاي ليپوزومي كاملا مع
  همكاران بر روي پنيـر چـدار و بـا تلقـيح     و در پژوهشي كه بنچ

Listeria innocua    105-106بـا جمعيتـي در حـدودcfu/g   و غلظـت
، به صورت آزاد و ميكروكپسوله انجام دادند، پس از IU/g 300نايسين 

% 90فرم ميكروكپسوله تـا   بهشش ماه نگهداري پنير، فعاليت نايسين 
. رسيد cfu/ml 10حفظ شده بود و جمعيت نهايي پس از شش ماه به 

ماه، كاهش جمعيت ليسـتريايي در مقيـاس    2همچنين پس از گذشت 
 ,Benech et al, 2003، Benech et al( بـود  3لگـاريتمي برابـر   

2002 ،Benech et al, 2002a .(  
زاد ي نايسـين آ ئكه بر روي فعاليت آنتي ليستريا ديگر در پژوهشي

  و جمعيـت   IU/ml 400 و محصور در نـانوويزيكول هـا در غلظـت    

نتـايج   صورت پذيرفت، cfu/ml107با غلظتي برابر منوسيتوژنزليستريا 
به دست آمد، فعاليت نايسين محصور در نانو ويزيكـول هـاي    مشابهي

 4روز نگهداري در دماي  28اضافه شده به محيط مايع پس از گذشت 
  ). Teixeira et al, 2008( وليه بودميزان ا% 90درجه، 
  

 زمــان در طــي pHتغييرات تــاثير تيمارهــا بــر رونــد 
  نگهداري

در طـي زمـان نگهـداري مشـاهده مـي       pHتغييرات  3در شكل 
بـوده اسـت، كـه در     4/6در ابتداي توليد  pH، نموداربا توجه به . گردد

از  نمونه شاهد در اثر فعاليت باكتري هاي آغـازگر در هفتـه اول پـس   
، و در انتهـا  81/4، 92/4در هفته هاي بعد به ترتيب  و 93/4توليد، به 

در نمونه پنير حـاوي ليسـتريا نيـز در     pHروند تغييرات.رسيد 74/4به 
 78/4و  85/4، 93/4، 96/4هفته هاي پس از توليد مشابه و به ترتيب 

  .بود، كه تفاوت معني داري با نمونه شاهد مشاهده نشد
ايسين محصور در نانوكپسول هاي ليپـوزومي، رونـد   در دو تيمار ن

، 02/5، 11/5طي هفته اول  2و  1به ترتيب براي فرمول  pHتغييرات 
و در هفتـه چهـارم    93/4، 94/4، هفته سوم 99/4، 10/5در هفته دوم 
نتايج دو فرمول اختلاف معني داري بـا  . بود 89/4، 91/4پس از توليد 

 1/0ل در دو هفتـه اول تفـاوتي در حـد    دو فرمو. هم و با شاهد ندارند
در مقايسـه  . به كمتر از اين مقدار مـي رسـد   تفاوت و پس از آن داشته

بالاتر است، كه مي تواند در اثر  2/0-1/0در حدود  pHبا شاهد دامنه 
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رهايش جزئي نايسين از نانوكپسول ها قبـل از تكميـل مرحلـه توليـد     
در ارتبـاط بـا تيمـار     .شـد اسيد لاكتيك توسط باكتري هاي آغـازگر با 

نايسين آزاد، تفاوت معني داري در تمام هفته هاي نگهـداري پـس از   
در اين تيمار به ترتيب زمان  pHمقادير ). p<0.01( شدتوليد مشاهده 

در  pHبا توجه به بـالا بـودن   . بود 91/5و  07/6، 27/6، 34/6برابر با 
ترتيـب در هفتـه   تمام هفته هاي نگهداري نسبت به نمونه شاهد، بـه  

 17/1و  هفتـه چهـارم    26/1، هفته سـوم  35/1، هفته دوم 41/1اول 

مي توان نتيجه گرفت كه نايسين آزاد بر عملكرد باكتري هاي آغازگر 
تاثير منفي گذاشته است و از آنجاكه مطابق استاندارد ويژگيهـاي پنيـر   

 pHفراپالايش موسسـه اسـتاندارد و تحقيقـات صـنعتي ايـران،       يفتا
در انتهـاي   pHقابل قبول مـي باشـد،    9/4تا 6/4هايي پنير در دامنه ن

نتايج  ،2جدول . نگهداري در اين تيمار در محدوده استاندارد نمي باشد
 .آناليز واريانس  را نشان مي دهد

 

 
 .طي مدت زمان نگهداري پنير pHتغييرات  - 3شكل

  جدول نتايج آناليز واريانس -2جدول

  
 

چ و همكاران بر روي پنير چدار نيز ايـن نكتـه را   نتايج پژوهش بن
 ن مـانع از تـاثير منفـي آن بـر    يتاييد مي كند كه انكپسولاسيون نايس ـ

در حـد   pHاكتري هاي آغازگر و توليد اسيد در پنير چـدار گرديـده و   ب
 Benech et al, 2003، Benech et( است شدهمطلوب و بهينه حفظ 

al, 2002 ،Benech et al, 2002a.(    تاثير منفي نايسين بـه صـورت
آزاد طي فرايند هاي تخميري بر باكتري هاي آغـازگر، در مقايسـه بـا    

 Dean( نايسين انكپسوله توسط ديگر پژوهشگران نيز تاييد شده است

et al, 1996.( 
  
  

 منوسيتوژنزليستريا بر جمعيت   pHتاثير  

مشـاهده مـي    منوسـيتوژنز ليسـتريا  بر رشـد   pHتاثير  4در شكل
و  7/4تـا   4/6از  pHبا توجه به شكل، مطابق انتظار با كـاهش   .گردد

همچنين بـا  . رشد كاهش مي يابد ،خروج از دامنه مطلوب رشد باكتري
، و )Liu et al, 1990( ميزان حلاليت و پايـداري نايسـين   pHكاهش 

 ,Bouttefroy et al, 2000( نشـان مـي دهـد   فعاليـت آن افـزايش   

Singh et al, 2001(لاوه بر ايـن بـا توجـه بـه سـاختار مولكـولي       ، ع
، كـه در  )Jack et al, 1995( نايسين، بار مثبت آن افزايش مـي يابـد  

نتيجه با در نظر گرفتن بار الكتريكـي خنثـي تـا منفـي فرمـول هـاي       
  .ليپوزومي، برهم كنش ها براي رهايش بيشتر خواهد شد
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 .منوسيتوژنزليستريا برجمعيت  pHنمودار تاثير - 4شكل

  نتيجه گيري
در پژوهشي كه انجام شد معلوم گرديد كه اثر افزايش نايسـين در  
پنير فتاي فراپالايش حاوي جمعيت ميكروبي ليستريا منوسـايتوژنز، در  
مقايسه با افزودن اين تركيب آنتي باكتريال به صـورت نانوكپسـوله در   
فرمول هاي ليپوزومي در طي مدت زمان نگهداري يـك ماهـه، تـاثير    

عناداري بر روند كاهش جمعيت ليستريايي داشته، به طوريكه اختلاف م
تونز در نمونه نايسـين آزاد نسـبت بـه    ينهايي در جمعيت ليستريا منوسا

 5/3در پايان چهار هفته به ترتيب برابر با  2و 1فرمول هاي ليپوزومي 
بود و اين روند نشـانگر تـاثير حفـاظتي نانوكپسـول هـاي       log 2/3و 

بر نايسن و تضمين پايداري آن در طول نگهداري، جلوگيري  ليپوزومي
از واكنش با ساير تركيبات موجود در محيط در طي زمان، و در نتيجـه  
ممانعت از كاهش فعاليت و همچنين تاثير بر آغازگرها و ايجاد تـداخل  

  .به صورت طبيعي، بود  pHدر كاهش 

يش حـاوي  همچنين تاثير افزايش نايسين در پنيـر فتـاي فراپـالا   
جمعيت ميكروبي ليسـتريا منوسـايتوژنز، در مقايسـه بـا افـزودن ايـن       
تركيب آنتي باكتريال به صورت نانوكپسوله در فرمول هاي ليپـوزومي  

در طي مدت زمـان   pHدر طي مدت زمان نگهداري بر نحوه تغييرات 
ايـن رونـد در نمونـه كنتـرل و نمونـه هـاي       . نگهداري نيز معنادار بود

روند نسبتا مشابهي را طي كرد، كه در پايان نيز در محدوده  ليپوزومي،
pHاما در نمونـه نايسـن آزاد   . استاندارد فراورده نهايي قرار داشتpH 

نهايي خارج از دامنه اسـتاندارد بـود و نايسـين آزاد بـر روي عملكـرد      
تـا حـد    pHعدم كـاهش  . باكتري هاي آغازگر تاثير منفي گذاشته بود

ر منفـي مضـاعف و در نتيجـه رشـد بهتـر جمعيـت       مطلوب، سبب تاثي
بالا تـا حـدي، سـبب جـذب آب      pHهمچنين اين . ليستريايي گرديد

   .مجدد در پنير گشت و بافت را نيز دستخوش تغيير نمود
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Abstract1 

 The objective of this study was evaluating the effectiveness of encapsulated nisin in liposoms in contrast to 
free nisin in control of  Listeria monocytogenes ATCC 19117 in Feta cheese during its ripening. The size of the 
nano-encapsules with nisin was around 103-150 nm and of the nano-encapsules without nisin was of 
approximately 101-143 nm. Addition of 500IU/g nisin to cheese resulted into 0.57, 4 and 3.7 log reduction in 
viable cells, respectively in free nisin, nano-encapsulated nisin (formulation 1) and  nano-encapsulated nisin 
(formulation 2) at the end of four weeks ripening. In addition, changes in pH during this period of time was also 
affected by the form of addition of nisin, it was significantly different from liposomal nisin 
formulations(p<0.01). Since the free nisin had negative effect on starters, pH of this treatment could not achieve 
the standard range of pH determined for feta cheese and deficiencies in quality was observed. 
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