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 چکیده

هیایی از  در ایین ماالهیه سیویه    .شیود  تولیید میی  های لاکتیکیی   های خاصی از باکتری نایسین یک پپتید ضدباکتریایی است که توسط گونه

 لاکتوکوکوس لاکتیی  جدایه  96در ابتدا از . های پنیر لیقوان جداسازی شدندهای اسید لاکتیک با قابلیت تولید باکتریوسین از نمونه باکتری

روی آگیار بیر رشید     یگذار لکهها با روش هجدای. تهیین شدندتولید کننده باکتریوسین  عنوان بهشناسایی شده، چهار جدایه از نظر فنوتیپی 

 مونوسیتوجنز لیستریاو  کلستریدیوم پرفرینجن ، باسیلوس سرئوس، استافیلوکوکوس اورئوسزای غذایی شامل  بیماری گرم مثبت هایباکتری

هیا میواد   سیویه  .نایسیین مثبیت بیود   ای پلیمراز برای ژن کید کننیده   های انتخاب شده واکنش زنجیرهدر جدایه .اثر بازدارندگی نشان دادند

درجه سلسییوس   911مقاومت حرارتی با تحمل . تولید کردند Kحساس به تریپسین و پروتئیناز  اماضدباکتریایی مقاوم به آنزیم آلفا آمیلاز 

تا حید زییادی      =5pHر مشاهده شد اما د 6و  0های  pHبود و در  pHفهالیت ضدباکتریایی وابسته به . گردید مشخصدقیقه  01مدت  به

هیچ کاهشی در فهالییت ضیدباکتریایی مشیاهده     EDTAاوره و ، SDS ،Tween 20 ،Tween 80 ،Triton X-100پ  از تیمار با . کاهش یافت

 .را دارند بیولوژیکی دارنده نگهعنوان  به در مواد غذایی ها قابلیت استفادهاین جدایه ،طبق نتایج. نشد

 بیولوژیکی، پنیر لیقوان دارنده نگه، باکتریوسین، نایسین، لاکتی  لاکتوکوکوس :های کلیدیواژه
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 مقدمه

هیای اسیید   ها یک گروه مهم از باکتریلاکتوکوکوس

ای بییرای تولییید گسییترده طییور بییهلاکتیییک هسییتند کییه 

 .گیرنید قیرار میی  محصولات لبنی تخمیری مورد استفاده 

، شییر و  از گیاهیان  وفیور  به لاکتوکوکوساعضای جن  

هیا  این ارگانیسم .اندجداسازی شده مواد غذایی تخمیری

دام و از منییابخ خییارت پسییتانی  غییذایی از طریییق جیییره

 Dworkin et) کنندراه پیدا می درحین شیردوشی به شیر

al., 2006.)  ارزیابی میکروفلور لاکتیکی در پنیرهایی که

ای دارد زیرا ایین  شوند اهمیت ویژهاز شیر خام تهیه می

نیییون پنیرهیییا همیییواره حیییاوی تهیییداد زییییادی از    

 Corroler et) باشیند های فراسودمند میمیکروارگانیسم

al., 1998.) تهیداد   هیبر پاصنهت لبنیات  ،علاوه بر این

 ,Marshall) های آغازگر استوار استدودی از کشتمح

های جدیدتر بیا  و تقاضای روزافزون برای سویه (1991

 Marshall, 1991; Forde) های ویژه وجود داردقابلیت

and Fitzgerald, 1999.)     در دهه اخییر تیلاش وافیری

هییای بیوشیییمیایی، ژنتیکییی و بییرای شناسییایی ویژگییی

هییای هییای وحشییی لاکتوکوکییوستکنولییوژیکی سییویه

 جداسازی شیده از پنیرهیای محلیی انجیام شیده اسیت      

(Corroler et al., 1998; Gaya et al., 1999; Sanchez 

et al., 2000; Mannu and Paba, 2002.) 

درصید   61حیدود   دارای)نیرم   پنییری  لیقیوان  پنییر 

 گوسفند و ییا  خام شیر از استفاده با که باشد یم( رطوبت

 توابخ از درصد در دهکده لیقوان 01مخلوط شیر بز تا  با

 طهیم  خوش لحاظ به و شود یمتهیه  سنتی روش به تبریز

 پنییر  تهییه  در. اسیت  زیادی برخیوردار  مقبولیت از بودن

 تخمییر  و شیود استفاده نمی مایه کشت آغازگر لیقوان از

انجام  خام شیر لاکتیکی موجود در هایآن توسط باکتری

 بافت، بو و نظیر پنیر حسی و کیفی خصوصیات .شودمی

 جمله بیه نیون شییر، کیفییت     از مهمی عوامل بهنیز  طهم

 پنییر و  سیاخت  در رفتیه  کیار  به تکنولوژی آن، میکروبی

 ,Hanifian and Khani) دارد بستگی آن رسیدن شرایط

2012.) 

بیولیوژیکی   فهالییت  از ناشیی  فرآینیدی  که در تخمیر

، هیا  سیم یکروارگانیم رشید  ضمن است ها سمیکروارگانیم

 هیا  آن از برخیی  کیه  شودمی تولید مختلفی یها کیمتابول

رشید و   میانخ  انسانی، مصارف برای بودن خاربی ضمن

 میواد غیذایی   در ناخواسیته  هیای  زندگی میکروارگانیسم

هیای  محافظیت کننیده   را دارنیده  نگیه  میواد  این. شود می

 Ammor et) نامنید میی  (biopreservative)بیولیوژیکی  

al., 2006.)  دی اسییدهای آلیی،   مانند ترکیباتیاز جمله 

 طی در که هانیز باکتریوسین و پراکساید هیدروژن استیل،

 شیوند میی  ولیید هیا ت سولاکتوکوکلاکتیک توسط  تخمیر

(Mead et al., 1999; Mirdamadi et al., 2015; 

Tafreshi et al., 2010.) 

 ریبیوزومی  هیای پیروتئین  یا و پپتیدها ،هاباکتریوسین

یا  و (Bactricidal)کشی باکتری با فهالیت سلولی خارت

 هیا  آن .باشندمی (Bacteriostatic)باکتری  رشد بازدارنده

 ایجاد با و هستند اثرگذار غشاء سیتوپلاسم بر یکل طور به

 غشاء در هاییحفره تشکیل باعث پروتون نیروی حرکتی

 ها آن ضهیف فهالیت طیف. شوندمی لایه فسفولیپیدی دو

 از را هیا  آن ،بیودن ایین ترکیبیات    پروتئینیی  مشخصیه  و

 ,.Mirdamadi et al) ها متمایز ساخته استبیوتیک آنتی

گیرم   هایباکتری از بسیاری است ممکن اگرچه (.2015

 از باشند امیا  باکتریوسین تولید به قادر منفی گرم و مثبت

ضیرر  بیی  ،با منشأ غذایی لاکتیک یها یباکتر که ییجا آن
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 ،Generally regarded as safe (GRAS) باشییند یمیی

هیا و  این بیاکتری  از استفاده برای تمایل بیشتری بنابراین

نگهیداری میواد   در تولیید و   هیا آن هیای باکتریوسیین  یا

 .(Topisirovic et al., 2006) وجود دارد غذایی

 باشید کیه ماهییت   یک نون باکتریوسیین میی   نایسین

 هییایپپتیییدی داشییته و توسییط بهضییی از سییویه   پلییی

. شودتولید می لاکتی تحت گونه  لاکتوکوکوس لاکتی 

ییید  تأ (GRAS)یک افزودنی ایمین   عنوان بهاین ترکیب 

 سیازی شیده اسیت کیه    تنها باکتریوسین خیالص  شده و

مواد  دارنده نگه عنوان به تجاری موجود بوده و صورت به

 ,Bari) کشور مورد استفاده اسیت  91در بیش از  غذایی

et al., 2005.) دارای دامنه عملکیرد وسییخ    این ترکیب

هیای  گرم مثبت و اسپورهای باکتری یها یباکتربر روی 

و  کلسییتریدیوم بوتولینییوم مقییاوم بییه حییرارت ماننیید   

لیسیییتریا هیییای بیمیییاریزای غیییذایی ماننییید   بیییاکتری
باسییلوس  ییا   اسیتافیلوکوکوس اورئیوس  ، مونوسیتوجنز

-Brewer et al., 2002; Lopez) باشید میی  سیرئوس 

Pedemonte et al., 2003; Sobrino-Lopezand and 

Martin-Belloso,2006.) 

 هییای اسییید لاکتیییک تولییید کننییده کییاربرد بییاکتری

 هیا  آنشیده   یسیاز  خیالص باکتریوسین و یا باکتریوسین 

هیای  جداسازی و شناسایی گونیه  زیرا مورد توجه است

سیازی و نگهیداری   قادر به تولید باکتریوسیین و خخییره  

جهت استفاده در محصولات لبنی منجیر بیه تولیید     ها آن

ماالهیه،  ایین   از هیدف لذا  .محصولات ایمن خواهد شد

 تولیید کننیده  هیای  جداسازی و شناسایی لاکتوکوکیوس 

های کد کننده ژن ردیابی مولکولیو  نایسین باکتریوسین

 .بوداز پنیر لیقوان  لاکتوکوکوس هایجدایه در نایسین

 ها مواد و روش
 وسهای لاکتوکوکجداسازی سویه -

پنیر لیقوان از روسیتای لیقیوان در اسیتان     نمونه چهار

    شرقی تهییه و در کنیار ییش خشیک در دمیای      آخربایجان

°C 4  جداسیازی   منظیور  بیه . به آزمایشگاه منتقل گردیید

گیرم از هیر    91، مقیدار  لاکتی  لاکتوکوکوسهای  گونه

 51دار اسیتریل حیاوی   هیای زیی    نمونه پنییر در کیسیه  

درصید،   9/1کلرید سدیم )پنیر لیتر مایخ رقیق کننده میلی

تیوزین  ( درصید  7رات سیدیم  درصد و سییت  9کازیتون 

. دقیقیه در اسیتومیکر همگین گردیید     7میدت   شده و به

دقیقیه   71میدت   تهیه سوسپانسیون یکنواخت به منظور به

پی  از تهییه   . شید  گذاری گرمخانه C 02° در حمام آب

ر لیتیر از هیر رقیت د   میلیی  9/1های سریال، مقدار  رقت

( Merck)آگار  M17ساح دو پلیت حاوی محیط کشت 

در  میدت سیه روز   بیه  C 01° پخش گردیید و در دمیای  

 Hanifian and) شید  گیذاری  گرمخانیه شرایط هیوازی  

Khani 2012.)  

 بیوشیمیایی فیزیولوژیکی و یها آزمون -

های رشد کیرده در  پاساژ دادن کلونی چند بارپ  از 

نظیر   هیا از سویهها، آنسازی آگار و خالص M17محیط 

 کاتیالاز میورد   تسیت  گیرم و  یزیی آم رنی   مورفولیوژی، 

سییپ  بییا اسییتفاده از  . نییدشناسییایی اولیییه قییرار گرفت 

بیوشیمیایی شناسایی تکمیلی  های فیزیولوژیکی و آزمون

رشید در دماهیای    :از جملیه . ها انجام گرفتبر روی آن

درصید، رشید    9/6و  4، رشد در نمک C 49°و  41، 91

درصید متییلن بلیو در     9/1، رشد در حضور pH 7/5در 

از سییترات، تولیید    CO2تولیید   هیدرولیز آرژنیین، شیر، 

 استیل و استوئین، تخمیر مالتوز و هییدرولیز نشاسیته  دی

(Dworkin, et al., 2006). ها پ  از شناسایی در سویه
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M17 broth (Merck)    حیاوی گلیسیرول(v/v 71)% در 

°C 21- نگهداری شدند. 

 سنجش طیف اثر باکتریوسین -

ها روی شیش  تولید باکتریوسین توسط جدایه قابلیت

گذاری روی لکه با استفاده از روش( 9)ل ارگانیسم جدو

 در. (Todorov, 2008)انجام شد  (agar spot test)آگار 

 محییط  داخیل  در های جداسیازی شیده   سویه روش این

سییاعت  74مییدت  بییه C 02° در MRS brothکشییت 

 rpm  91111 در هیا سیپ  کشیت  . ندگیذاری شید  گرما

محلیول  سیانتریفیوژ و   C 4° یدمیا  در دقیقه 91 مدت به

برای پیشگیری از اثر بازدارنیدگی اسیید    .رویی جدا شد

مایخ رویی فاقد سلول بیا محلیول اسیتریل     pHلاکتیک، 

سیپ   . تنظییم شید   6 رویمیولار   9هیدروکسید سدیم 

منظور غیرفهال سیازی پروتئازهیای خیارت سیلولی و      به

 C 01° میاری  در بن هدقیق 91مدت  پراکسید هیدروژن، به

 77/1)پییور  و در نهایییت از فیلتییر میلییی  قییرار گرفییت 

 (.Todorov, 2008) عبییییور داده شیییید( میکییییرون

در غلظیت نهیایی حیدود     های شیاخص میکروارگانیسم

cfu/ml 919  های کشت تلقیح شده و در داخل محیطدر

میکرولیتیر از میایخ روییی     91 مقدار .ها ریخته شدپلیت

میدت   قیرار داده شید و بیه    هافاقد سلول در ساح پلیت

گیذاری   نیه اخساعت در دمای توصییه شیده گرم   40-74

 9تیر از   هیای عیدم رشید بیزر     هاله(. 9جدول ) شدند

 ,Todorov) مثبت در نظر گرفته شدند عنوان بهمتر  میلی

2008.) 

 
گذاری جهت تهیین فهالیت ضدباکتریایی  نهاخهای مورد آزمایش، نون محیط کشت و شرایط گرمارگانیسم –(9) جدول

 کتوکوکوس لاکتی لاهای  جدایه

 (درجه سلسیوس) گذاری گرمخانهدمای  محیط کشت های مورد آزمایشارگانیسم

L. monocytogenes PTCC 1298 BHI 02 

S. aureus ATCC 13565 BHI 02 

B. cereus PTCC 1015 BHI 01 

C. perfringens PTCC 1765 BHI 02 (هوازیجار بی) 

E. coli PTCC 1399 TSBye 02 
Salmonella enterica serovar Paratyphi A 

(PTCC 1230) TSBye 02 
TSBye: Tryptic Soy Broth Yeast Extract (Merck); BHI: Brain Heart Infusion (Merck). 

 

 بیوسنتز نایسین شناسایی ژن -

 لاکتوکوکیوس هیای  لیتیر از کشیت جداییه   یک میلیی 
مدت دو دقیقه سانتریفوژ شید و   به g 94111در  لاکتی 

پلیییت حاصیییله بیییا اسیییتفاده از کییییت  DNAسیییپ  

(Cinnapure-DNA )الیگونوکلئوتیدها در . استخرات شد

 ,.Rodríguez et al) اندجفت باز ارائه شده 92محدوده 

سینتز  توسط شرکت سییناژن   پرایمر. (7جدول ) (1995

در آب مقایر   pmol/µl 911و در حجیم نهیایی   گردیید  

 .استریل مخلوط شد
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 مورد استفاده در این ماالهه پرایمرتوالی  -(7) جدول

 سویه مرجع (bp) قطعه اندازه پرایمرتوالی  ژن باکتریوسین

Nisin nisF 5'-AAGAATCTCTCATGAGT-3' 
nisR 5'-CCATGTCTGAACTAACA-3' 511 Lactococcus lactis subsp. 

lactis DY13 

 

 711هیای  میکروتییوب ای پلیمراز در واکنش زنجیره

 ,.Hyink et al) انجام شدقبلی  میکرولیتری طبق روش

 9/97الگییییو،  DNAمیکرولیتیییر   0/1 مقیییدار  (.2005

ده )پرایمیر   میکرولیتیر  Master mix (2x) ،9 میکرولیتیر 

با یکدیگر مخلوط شده و با آب ( پیکومول در میکرولیتر

. شید میکرولیتر رسیانده   79بار تقایر به حجم نهایی  دو

 .انجام گردید (0) چرخه طبق جدول 01واکنش در 

 

 PCRمراحل انجام واکنش  -(0) جدول

 هاتعداد چرخه (دقیقه)زمان  (درجه سلسیوس) دما مرحله ردیف

 9 9 59 سازی اولیهواسرشته 9

 9 59 سازیواسرشته 7

 9 99 اتصال 01

 9 27 بسط

 9 4 27 نهاییبسط  0

 

حییاوی  درصید  9/9محصیول واکینش در ژل آگییارز   

DNA safe stain (Sinaclon) (0  911میکرولیتییر در 

 41میدت   بیه  911بیا ولتیاژ   ( لیتر محلول ژل آگیارز میلی

برداری در دستگاه عک  سپ  .دقیقه الکتروفورز گردید

 .بررسی شد UVزیر نور  (UVItec, UK) از ژل

بأأر فعالیأأت هأأا و دترجنأأت pHتأأیثیر آنأأزیما دمأأاا   -

 ضدباکتریایی

هیا  حساسیت مواد ضدباکتریایی تولید شده از جداییه 

. ها آزمیایش شید  های پروتئولیتیک و سایر آنزیمبه آنزیم

مییایخ رویییی فاقیید سییلول  میکرولیتییری از 911مقییادیر 

هییای تولییید کننییده سییاعته سییویه 74حاصییل از کشییت 

 Kهییای پروتئینییاز  در مجییاورت آنییزیم  باکتریوسییین

(Sinaclon) تریپسین و آلفا آمیلاز ،(Sigma)   در غلظیت

سییاعت  7مییدت  بییه C 02° در دمییای mg/ml 9 نهییایی

 متهاقباً با تیمار حرارتی در دمیای . ندشد گذاری گرمخانه

°C 911 مقاوت  .ندغیرفهال شد ها دقیقه آنزیم 7مدت  به

میایخ   گیذاری  گرمخانیه بیا  ، ضیدباکتریایی حرارتی میواد  

 و 01میدت   به C 911°و  61رویی فاقد سلول در دمای 

دقیقیه   99مدت  به C 979°دقیقه و دمای اتوکلاو در  61

 .ارزیابی شد

داری میاده ضیدباکتریایی،   بیر پایی   pHبرای تهیین اثر 

مایخ رویی فاقد سلول با اسید کلریدریک یا هیدروکسید 

تنظیییم شیید و  5و  6، 0 یهییا pHمییولار بییه  9سییدیم 

. شید  گیذاری  گرمخانه C 02°در دمای ساعت  7مدت  به

 ، فهالییت ضیدباکتریایی  6روی  pHپ  از تنظیم مجیدد  

 .آزمایش شد
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هیا  جدایه در آزمایش جداگانه مایخ رویی فاقد سلول

 SDS، tween 20 ،Tween 80 ،Triton هایدترجنت با

X-100  و بازدارنییده پروتئییاز    %(9در غلظییت ) اورهو

EDTA مخلیوط  میولار   میلیی  9و  7، 9/1های در غلظت

ها های تیمار نشده و محلول دترجنتباکتریوسین .شدند

هیا  همیه نمونیه  . ترل اسیتفاده شید  عنوان کن هب FDTAو 

شیده   گیذاری  گرمخانه C 02° ساعت در دمای 9مدت  به

روی بییییاکتری  و سییییپ  فهالیییییت ضییییدباکتریایی 

گیذاری روی  طبیق روش لکیه   استافیلوکوکوس اورئوس

 .(Todorov, 2008) ارزیابی شدآگار 

 لیز سلولی -

های تولید شده توسط جدایه هایتوانایی باکتریوسین

 71دیییواره سییلولی بییا افییزودن   مییورد نظییر در انهییدام

فیلتراسیون )از مایخ رویی خنثی و استریل شده  لیتر میلی

لیتیر  میلیی  911به ( میکرون 77/1پور از طریق فیلتر میلی

فاز رشد  ابتدای در استافیلوکوکوس اورئوس فهال کشت

 C 02° در گیذاری  گرمخانهو ( OD600nm=9/1)لگاریتمی 

ساعت  97مدت  ساعت بهجذب نوری در هر . انجام شد

 S 2100 Diode Array) توسییط اسییپکتروفتومتری

spectrophotometer) کشیییت . گییییری شییید  انیییدازه

اسیییتافیلوکوکوس )میکروارگانیسیییم میییورد آزمیییایش  

عنیوان کنتیرل    هبیدون افیزودن باکتریوسیین بی    ( اورئوس

سیازی و   هیا بیا روش رقییق   اثر باکتریوسین .استفاده شد

. بیییان شیید (AU/ml)لیتییر صییورت واحیید در میلییی هبیی

انجیام   mg/ml 79 (Sigma) موازی با نایسین یها کنترل

 .(Todorov, 2008)شد 

 

 هایافته
 لاکتیس لاکتوکوکوسهای شناسایی جدایه -

از های فیزیولیوژیکی و بیوشییمیایی   براساس ویژگی

 عنییوان بییه سییویه 96در مجمییون  نمونییه پنیییر  چهییار

انتخییاب  لاکتییی تحییت گونییه  لاکتییی  لاکتوکوکییوس

، C 91 ،°C 41°قادر بیه رشید در دمیای     هاسویه .شدند

، شییر حیاوی   =pH 7/5درصد کلریید سیدیم،    4غلظت 

درصیید صییفرا و   41 غلظییتدرصیید متیییلن بلییو،   9/1

 C°اما قادر به رشد در دمیای   .ن بودنددآمیناسیون آرژینی

تولیید   هییدرولیز نشاسیته،   درصد نمک، 9/6، غلظت 49

CO2 استیل و استوئین نبودنداز سیترات، دی. 

 قابلیت تولید باکتریوسین -

هیایی کیه از نظیر تولیید     درصید از جداییه   79حدود 

، باکتریوسین مثبت بودند و باکتریوسین غربالگری شدند

مییواد سییویه انتخییاب شییده چهییار سییویه    96از میییان 

تولید کردنید کیه رشید طییف وسییهی از       ضدباکتریایی

 .(4 جدول) ندگرم مثبت را متوقف کرد هایارگانیسم

 

 (متر هاله عدم رشدمیلی)گذاری روی آگار به روش لکه لاکتی  لاکتوکوکوسهای دامنه فهالیت ضدباکتریایی مایخ رویی جدایه -(4) جدول

 Lcl03 Lcl04 Lcl07 Lcl10 ارگانیسم

S. aureus ATCC 13565 0 99 99 91 

B. cereus PTCC 1015 9 2 91 99 

C. Perfringens PTCC 1765 91 0 97 2 

L. monocytogenes PTCC 1298 9 – 0 2 
E. coli PTCC 1399 – – – – 

Salmonella enterica serovar Paratyphi A 
(PTCC 1230) – – – – 
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 نایسینهای کدکننده ردیابی مولکولی ژن -

، آمده از فهالیت ضیدباکتریایی  دست بهیج براساس نتا

کیه دارای  ( lcl10و  lcl03 ،lcl04 ،lcl07) چهار جدایه

هیای  بیرای ردییابی ژن   بیشترین هاله عدم رشید بودنید،  

پرایمیر مییورد  . انتخیاب شییدند  PCRنایسیین بییه روش  

هیای میورد   سیویه در  را استفاده ژن کید کننیده نایسیین   

در الگیوی الکتروفیورزی محصیول    . آزمایش تکثییر داد 

PCR  جفت باز مشاهده  511اندازه  به یجدایه باند 4هر

 .(9شکل ) اناباق داشت نظرشد که با قاهه مورد 

 

 
سایز مارکر : Mستون . PCRژل الکتروفورز محصول  -(9) شکل

100 bp plus ژن نایسین در سویه مرجخ : 9، ستون(bp 511) ستون ،

ستون ، lcl10و  lcl03 ،lcl04 ،lcl07 هایدر جدایهژن نایسین : 9-7

 عنوان کنترل منفی هبآب مقار  :6

 

 هاپایداری باکتریوسین بر عوامل مختلفتیثیر  -

فهالیییت  بییر مییرثراثییر فاکتورهییای  (9) در جییدول

 4هییر  .اسیت  نشیان داده شییده  هییاجداییه  باکتریوسیین 

و تریپسیین   Kباکتریوسین پی  از تیمیار بیا پروتئینیاز     

اما آنزیم آلفیا آمییلاز بیر فهالییت      کاملاً غیرفهال شدند

 تیا هیا  باکتریوسیین جداییه  . ضدباکتریایی اثری نداشت

پی    اما ندپایدار بود دقیقه 01مدت  به C 911° حرارت

 C 979°و  دقیقییه 61 مییدت بییه C 911°از تیمییار در 

 .از بییین رفییت  هییاآنفهالیییت  دقیقییه 99مییدت  بییه

فهالییت متفیاوتی    pH در شرایط مختلف ها باکتریوسین

در داری تفاوت مهنی 6و  0برابر با  pHدر . نشان دادند

 5قلییایی   pHدر امیا  فهالیت بازدارندگی مشاهده نشید  

هیر   .کاهش یافتدار مهنی طور به فهالیت ضدباکتریایی

، SDS ،Tween 20باکتریوسییین پیی  از تیمییار بییا   4

Tween 80 ،Triton X-100 ،و  اورهEDTA  پایییدار

 .بودند
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، lcl03های های مواد ضدمیکروبی جدایهتهیین نسبی ویژگی -(9) جدول

lcl04 ،lcl07  وlcl10 

 هافعالیت باکتریوسین تیمار

  هاآنزیم

 - Kپروتئیناز 

 - تریپسین

 + آلفا آمیلاز

  دما

°C 61 دقیقه 01مدت  به + 

°C 61 دقیقه 61مدت  به + 

°C 911 دقیقه 01مدت  به + 

°C 911 دقیقه 61مدت  به - 

°C 979 دقیقه 99مدت  به - 

pH  

0 + 

6 + 

5 - 

  هادترجنت

SDS + 

Tween 20 + 

Tween 80 + 

Triton X-100 + 

 + اوره

  ازبازدارنده پروتئ

EDTA (9/1 ،7  مولارمیلی 9و) + 

 غیرفهال -فهال، + 

 
 

 لیز سلولی -

با ثبت دانسییته   lcl03باکتریوسین  اثر ضدباکتریایی

میدت   بیه  استافیلوکوکوس اورئیوس  (OD600nm)سلولی 

هیای  تهیداد سیلول  (. 7شیکل  )ساعت ارزیابی شید   97

 قبل از افیزودن باکتریوسیین   استافیلوکوکوس اورئوس

و cfu/ml 916×5/2 (9/1=OD600nm ) تیا  0/6×916مابین 

بیدون افیزودن   )بیود   cfu/ml 916×9/0در کشت کنترل 

حیاوی   با افزودن مایخ رویی فاقد سیلول (. باکتریوسین

بیه فیاز رشید لگییاریتمی     (AU/ml 0711)باکتریوسیین  

پ  ( ساعته 0کشت ) استافیلوکوکوس اورئوسباکتری 

 کیه  یحالدر  .رشد شد کامل از یک ساعت باعث توقف

بییه ( بیدون باکتریوسیین  )جیذب نیوری کشیت کنتیرل     

09/1=OD600nm    افزایش یافت کیه بیاcfu/ml 910×9/0 

 .ماابق بود
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و در ( ♦)بدون باکتریوسین  C 02° در دمای BHI brothرشد یافته در  استافیلوکوکوس اورئوسبر  lcl03اثر باکتریوسین  -(7) شکل

 .ساعت رشد اضافه شد سهباکتریوسین پ  از (. ■)حضور باکتریوسین 

 

 گیرینتیجه و بحث

هیای  نایسین باکتریوسینی هست که مهمولاً در سیویه 

 ,.Rodríguez et al) شناسایی شده است لاکتوکوکوس

2000; Alegría et al., 2010; Bello et al., 2010.) 

شیر خام و پنییر بیه روش   جدایه از  90ماالهه یک طبق 

PCR اند برای این باکتریوسین مثبت بوده(Perin et al., 

جدایه برای این باکتریوسین  4در ماالهه حاضر (. 2012

مایخ رویی خنثی شیده حاصیل از   . مثبت شناسایی شدند

های گرم مثبت ها، رشد ارگانیسمساعته جدایه 74کشت 

، اسییتافیلوکوکوس اورئییوسبیمییاریزای غییذایی شییامل  

لیسیتریا  و  کلستریدیوم پرفیرینجن  ، باسیلوس سرئوس
روی آگیار متوقیف    یگذار لکهرا با روش  مونوسیتوجنز

ها ماابقت دارد کرد که با تهریف کلنهامر از باکتریوسین

(Klaenhammer 1988 .) نتییایج حاصییل از طیییف اثییر

دهیید بازدارنییدگی هییر چهییار باکتریوسییین نشییان مییی  

ترین بیاکتری بیود کیه    حساس استافیلوکوکوس اورئوس

 Millette et)شده اسیت   گزارشماالهات نیز  سایر در

al., 2007; Nwuche 2013.) های گرم اثر روی باکتری

در ماالهیییات مهیییدودی . منفیییی غیرمهمیییول اسیییت 

های اسید لاکتیک با دامنه اثیر وسییخ   باکتریوسین باکتری

 ;Wise and Tosolini 1990) انییدگییزارش شییده 

Bergogne-Berezin and Joly-Guillou 1991; 

Bergogne-Berezin 1995.) 

باشید،  وتیک میی یبنایسین یک نون لنتیکه  دلیل این به

 ییک قادر به سنتز حداقل  هارود که این جدایهانتظار می

اطلاعیات نشیان داده   ) نیز باشیند  دیگر بیوتیک لنتینون 

 Cو  Bهیای  بیوتییک که لنتی با توجه به این .(نشده است

اند این احتمال وجیود دارد  بر روی یک اپرون واقخ شده

طبیق گزارشیی    .زمان بیان شیوند هم طور بهها که این ژن

-نتیجه مثبت برای تکثیر هیر ییک از سیه پرایمیر لنتیی     

 طیور  بیه کافی اسیت تیا جداییه    ( Mو  B ،C)ها بیوتیک

 Hyink et) ها باشدبیوتیکسایر لنتی سنتزبالقوه قادر به 

al., 2005; Wirawan et al., 2006.) 

بیییان ژن بییا  اسییتلازم  نایسییینپیی  از تأیییید ژن 

 وجیود ژن  چراکیه اثبیات شیود   های بیوشییمیایی   آزمون

 Kruger) باشدتنهایی دلیل بر بیان آن نمی به بیوتیکلنتی

et al., 2013) . تولیید   مواد ضیدباکتریایی در این ماالهه

این . های پروتئولیتیک حساس بودندشده نسبت به آنزیم

باشد کیه  ماهیت پروتئینی این ترکیبات می علت بهنتیجه 
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. (Bromberg et al., 2005)ها است مختص باکتریوسین

مییواد فهالیییت تغییییری در تیمیار بییا آنییزیم آلفییا آمیییلاز  

این نتیجه بیانگر این است که . ایجاد نکرد ضدباکتریایی

در  بییرای فهالیییت بازدارنییدگی بخییش کربوهیییدراتی   

 Todorov) باشید مورد نیاز نمی هاساختمان باکتریوسین

and Dicks, 2005.) 

تیمار حرارتی تا پ  از  مواد ضدباکتریایی تولید شده

دقیقه تحت تأثیر قرار نگرفتند  01 مدت به C 911° دمای

 دقیقه و ییا  61مدت  به C 911° گذاری در نهاخاما با گرم

°C 979 اسیتافیلوکوکوس  دقیقه فهالیت علیه  99مدت  به

 NK24لاکتوسیین   ایدر ماالهیه  .مشاهده نشید  اورئوس

پی  از   NK24 لاکتوکوکوس لاکتیی  تولید شده توسط 

 9/02دقیقییه  01مییدت  بییه C 911° گییذاری در نییهاخگرم

 قیقیه در د 99هش فهالیت نشیان داد و پی  از   درصد کا

°C 979  کاملاً غیرفهال شد(Lee and Paik, 2001.)  در

لاکتوکوکیوس  نایسین تولید شیده توسیط    تحقیقی دیگر

بهییید از  WNC20 لاکتیییی تحیییت گونیییه  لاکتیییی 

دقیقه  99مدت  به  pH= 2و  C 979° در گذاری گرمخانه

فهال بیاقی   pH= 0 گذاری در نهاخغیرفهال شد اما با گرم

 (.Noonpakdee et al., 2003)ماند 

وابسته  ترکیبات تولید شدهپایداری در ماالهه حاضر 

میدت   به گذاری گرمخانهپ  از  این ترکیبات. بود pHبه 

امیا در   .پایدار باقی ماندند 6و  0 یها pHدو ساعت در 

pH  دار در فهالییت بازدارنیدگی   کیاهش مهنیی   5قلیایی

آمده  دست بهدر سایر ماالهات نتایج مشابه  .شد همشاهد

 .(Kelly et al., 1996; Todorov et al., 1999)است 

ها و های پروتئینها آنیونی با باز کردن چیندترجنت

ها، ساختار سه بهیدی و  شدن هسته هیدروفوب آنظاهر 

در این ماالهه . دهندها را تحت تأثیر قرار میعملکرد آن

نسبت به تیمار با محلیول   ترکیب ضدباکتریاییهر چهار 

 SDS ،Tweenهای آنیونی دترجنت( حجمی/وزنی% )9

20 ،،Tween 80 ،Triton X-100  و اوره یییا بازدارنییده

ترکیبیییات  پایییداری . بودنیید  پایییدار  EDTAپروتئییاز  

نسیبت بیه    جداییه  چهیار ضدباکتریایی تولید شده از هر 

 های ماالهه شده بیانگر این واقهییت اسیت کیه   دترجنت

 توسیط شده  تولید هایاز اغلب باکتریوسینها ماهیت آن

 J46برای باکتریوسین . باشدها متفاوت نمیلاکتوکوکوس

تحیت گونیه    لاکتوکوکیوس لاکتیی   تولید شده توسیط  

 C19، پلانتاریسییین (Huot et al., 1996) کرمییوری 

(Atrih et al., 1993) انتروسییین ،EJ97  تولییید شییده

 ,.EJ97 (Gálvez et al فکیالی   انتروکوکیوس توسیط  

 ,ST18 (Todorov and Dicks، پدیوسییین  (1998

و  ST31 (Todorov et al., 1999)، پلانتاریسین (2005

نتییایج مشییابه  B14 (Ivanova et al., 2000)بزاسیین  

هیای ماالهیه شیده    بنیابراین جداییه   .دست آمده است هب

طبیهی  دارنده نگه عنوان بهقابلیت استفاده در مواد غذایی 

سیازی   سیازی و خیالص  چنین امکیان غنیی   هم. ندرا دار

 و کیاربرد آن  ها در شیرایط آزمایشیگاهی  باکتریوسین آن

 .وجود دارد های بیماریزای غذاییجهت کنترل باکتری

 

 سپاسگزاری

ی لاماسیی از مهاونییت پییژوهش و فنییاوری دانشییگاه آزاد

قیدردانی  بیه خیاطر تیأمین اعتبیار تحقییق،      واحد تبرییز  

 .شود می

 

 تعارض منافع

 .اعلام ندارند یبرا یتهارض منافه سندگانینو
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Abstract 

Nisin is an antibacterial peptide produced by certain species of lactic bacteria. In this study, strains of 
lactic acid bacteria capable of bacteriocin production were isolated from Lighvan cheese samples 
obtained from East Azerbaijan, Iran. Among 16 isolates initially identified as Lactococcus lactis, four 
isolates were phenotypically determined as bacteriocinogenic. The isolates showed inhibitory effect on 
the growth of Gram-positive foodborne pathogens including Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 

Clostridium perfringens and Listeria monocytogenes by the agar spot test. Selected isolates were PCR-
positive for the nisin-encoding gene. The strains produced antibacterial substances resistant to α-amylase 
but sensitive to trypsin and proteinase K. Thermo-stability was indicated after treatment at 100 °C for 30 
minutes. The antibacterial activity was pH dependent and occurred in pH 3 and 6, but at pH 9 the 
antibacterial activity was mainly restricted. No loss in antibacterial activity was recorded after treatment 
with SDS, Tween20, Tween 80, Triton X-100, urea, and EDTA. The results suggest the potential 
application of these isolates as preservatives in food products. 
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