
 

  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  132تا  126صفحات ، 96 تابستان ،2، شماره 27 ورهد

   

  ييغذا عيسرمادوست با هدف كاربرد در صنا يهايرنگدانه باكتر يو بررس يجداساز

 2يپرستو پورعل ،1يپازك ثهيحد
  

   راني، انيشابور، نيشابورواحد  ي،دانشگاه آزاد اسلام، دانشكده علوم ،يشناس ستيگروه ز ،ارشد يكارشناس 1

  رانيواحد شاهرود، شاهرود، ا ي،دانشگاه آزاد اسلام ،يدانشكده پزشكگروه علوم پايه،  ،ارياستاد 2
  چكيده

 شيآنها در حال افزا يمنيو ا تياهها با توجه به مسميكروارگانيشده توسط م ديتول يآل هايامروزه استفاده از رنگدانه :سابقه و هدف
شده در سرما توسط  ديتول يهااستخراج رنگدانه ،. هدف از مطالعه حاضرهستندو خواص خود متفاوت  عتيها در طبرنگدانه نياست. ا
 .استسرمادوست  يهايباكتر

كه  ييايباكتر يكلن 14تعداد  ،بعدروز  10و كشت داده شدند.  آورينمونه خاك از مناطق مختلف شهر طرقبه جمع 10 :يسروش برر
قرار گرفتند. با استفاده از متانول و پودر  ييمورد شناسا PCRو  ييايميوشيب يهاو با استفاده از آزمونشدند مولد رنگدانه بودند انتخاب 

. دو رنگدانه مربوط به ها انجام گرفتنمونه يبر رو TLCآنها  يشدند و به منظور خالص ساز خراجاست ييايباكتر يهارنگدانه شهيش
 نيجن بروبلاستي، فHepG2 يرده سلول 3 يبر رو يسلول تيسم يجهت بررس ،خلوص مناسب بودند يكه دارا A13و  A8 يهاهيسو

  . انسان و سرطان معده استفاده شدند
مختلف كشت  يهارده يوبود، بر ر Aeromonas hydrophylaكه  A8 هيرنگدانه مربوط به سو يدارا يباكتر 14 انياز م :هايافته
توان از ينداشت و م يتيسم چيه يسلول هايرده ي، بر روA13شده  دهيرنگدانه نام نهمچني. شد هاباعث ممانعت از رشد سلول يسلول

 . كرداستفاده  ييغذا عيدر صنا يعيرنگ طب كيآن به عنوان 

توان از آنها در ياستخراج شده م ييايباكتر يهارنگدانه يكيولوژينشان دادند، بر اساس خواص ب جيگونه كه نتا همان :گيرينتيجه
 .كرداستفاده  يو تكنولوژ يمختلف پزشك يهانهيزم

  .يرطانساثر ضد ،ييغذا عيسرمادوست، رنگدانه، صنا هاييباكتر واژگان كليدي:
  

  1مقدمه
     محسوب  نيمناطق زم نتريسرد از گسترده هايطيمح
 هايابانبي و هاخاك ها،انوسيشامل اق هاطيمح نيشوند. ايم

سرمادوست در  هايي. باكترهستندغارها  نيسرد و همچن
 يو محصولات لبن يمثل گوشت، مرغ، ماه ييفساد مواد غذا

. كننديو رشد م ريبه صفر تكث كينزد ينقش داشته و در دما
متفاوت  يكياكولوژ يهادر مكان يقادر به زندگ هايباكتر نيا

 يهاتوان آنها را از خاك، هوا، آبيم اديد زو در تعداهستند 

                                                 
  يپرستو پورعل آزاد اسلامي،، دانشگاه شاهرود: نويسنده مسئولآدرس 

)email: Parastoo_pourali@yahoo.com  (  
  24/7/95: تاريخ دريافت مقاله
  13/11/95 :تاريخ پذيرش مقاله

 هايي. باكتركرد يمعمول و ... جداساز يغذاها ن،يريشور و ش
كه در آن رشد  يدرجه حرارت زانيسرمادوست وابسته به م

 Psychrophile هاييتربه دو دسته باك ،دارند نهيبه
 Psychrotroph هايي) و باكتري(سرمادوست اجبار

). اغلب سرما 3( شونديم مي) تقسيراي(سرمادوست اخت
و  Pseudomonas متعلق به جنس يارياخت هايدوست
 ،Flavobacterium متعلق به جنس نيهمچن

Achromobacter ،Alcaligenesكمتر زاني، و به م 

Micrococcus ،Lactobacillus و Aerobacter  3( هستند.(  
كه به  ها هستنداز رنگدانه يگروه خاص يستيز يهارنگدانه

 ديتول هاسميكروارگانياز م يتوسط برخ هيثانو تيعنوان متابول
 واست متفاوت  يها به طور قابل توجهرنگدانه بيشوند. تركيم
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در دسترس  ييهمچون نوع مواد غذا يتفاوت به عوامل نيا
دارد.  يتگبس طيو عوامل مح طيو شرا سميكروارگانيم

رت مترادف اغلب به صو "رنگ"و  "رنگدانه"اصطلاحات 
حال صرفا، رنگدانه به مواد نامحلول  ني. با اشوندياستفاده م

 يبيرنگ ترك كه يحال شود، دريكشت گفته م طيدر مح
مشتق  يعيطب يهااز رنگدانه ي). امروزه برخ1(است محلول 
 هايو مكمل ياكبه عنوان رنگ خور هاسميكروارگانيشده از م

آنها در بازار  گاهيجا تينشان دهنده حضور و اهم ،ايهيتغذ
 يمصرف كنندگان حاضر به پرداخت بها كه يبه طور ،است

با  ني). بنابرا1هستند ( يعياستفاده از مواد طب يبرا شتريب
 ها،رنگدانه يارزش تجار ها،سميكروارگانيم يتوجه به فراوان

توسعه آنها در  يو تقاضا برا صرفهمقرون به  يستيز هايندفرآي
است  شيتفاده از آنها روز به روز رو به افزامختلف، اس عيصنا

 سال يبرا ييغذا عيدر صنا يمصنوع يها). استفاده از رنگ5(
 قيدق هاييابيها و ارزيها موضوع مورد بحث است كه بررس

 هايرنگ ينيگزيمنجر به جا ،يمصنوع يخوراك هايرنگ
). با ظهور 5مصرف كنندگان شده است ( وسطت يعيطب

رو به رشد مردم در مورد  يو آگاه يقانون رانهگيمقررات سخت
روز  يستيبا منشا ز يعيطب يهااستفاده از رنگ ،ييغذا يمنيا

مصرف كنندگان روبروست  انيدر م يشتريبه روز با استقبال ب
 نيا). لذا در مقاله حاضر با توجه به كمبود مطالعات در 12(
و  يشده است به بررس يسع ران،يبه خصوص در ا نهيزم

 ديتول ييسرمادوست با توانا يهاسميكروارگانيم يجداساز
استخراج  يهابتوان از رنگدانه ندهيرنگدانه پرداخته شود تا در آ
     .بهره برد ييغذا عيشده جهت استفاده در صنا

  
  مواد و روشها

  مولد رنگدانه هاييباكتر يو جداساز برداري نمونه 
طرقبه در استان از خاك مناطق مختلف شهر  ق،يتحق نيدر ا

 يهاانجام شد. سپس رقت ينمونه بردار يخراسان رضو
 نتيكشت نوتر طيمح يشد و بر رو هتهي هامختلف از خاك

درجه  20 يروز در دما 10آگار كشت داده شد و به مدت 
 يرنگ يهايكلن ها،يقرار گرفت. پس از رشد باكتر گراديسانت

  .كشت داده شدند ديجد طيمح يانتخاب و رو
  هايباكتر ييشناسا
هر  يبرا ها،هيجدا كيدست آوردن اطلاعات مرفولوژه جهت ب

    از  نيگرم انجام گرفت. همچن يزياز آنها رنگ آم كي
و واكنش  يپيفنوت ييشناسا يبرا ييايميوشيب هايآزمون

  .استفاده شد يپيژنوت ييشناسا يبرا مرازيپل رهيزنج

  ييايميوشيب هايآزمون
 ينسب ييو به منظور شناسا هايدن باكترناشناخته بو ليدله ب

از جمله آزمون تحرك،  ييايميوشيب يهااز آنها، آزمون كيهر 
-H2S ،OF ،MR ترات،يآز، س DNA آز،اوره داز،يكاتالاز، اكس

VP و اندول انجام گرفت.  
  يپيژنوت ييشناسا

انجام گرفت. سپس  Boiling با روش هايباكتر DNA استخراج
انجام گرفت. هر  تريكروليم 50 يكل در حجم PCR واكنش

 شركت Master Mix تريكروليم 25شامل  ريواكنش تكث

ampliqon  )يحاوNTPs d  ،2Mgcl ،Taq DNA 

Polymerase( ،5/2هر كدام  رويو پ شرويپ يمرهايپرا 
و  تريكروليم 5/2 ياستخراج شده از باكتر  DNA تر،يكروليم

(حجم نهايي  بود تريكروليم 5/17شده  ريآب مقطر دوبار تقط
 مراز،يپل ايرهيبه منظور انجام واكنش زنج .ميكروليتر) 50
از ژن  يآزمون مربوط به بخش نيمورد استفاده در ا يمرهايپرا

S rRNA 16 جفت باز از 1299به طول  ايكه قطعه بود 

DNA  مورد استفاده در  يمرهايپرا ي. توالردكيم ديرا تول
   ).8( آورده شده است 1جدول 

  
 16S توالي پرايمرهاي مورد استفاده جهت تكثير قطعات .1جدول 

rRNA 

  
مدت  يبرا گراديدرجه سانت 94در  هياول ونيمرحله دناتوراس

 94در  ونيچرخه دناتوراس 30انجام شد و سپس  قهيدق 5
درجه  1/59مرحله اتصال در  قه،يدق 1 يبرا گراديدرجه سانت

 72در  دنش ليو مرحله طو قهيدق 1مدت ه ب گراديسانت
مرحله  انجام شد. در انتها قهيدق 2 يبرا گراديدرجه سانت

 قهيدق 10و مدت  گراديدرجه سانت 72در  ييشدن نها ليطو
ژل  با الكتروفورز  لهيشده به وس ريانجام گرفت. محصولات تكث

گرم  18/6  س،يتر گرم 11/12حاوي  TBE (در بافر %1آگارز 
 و  pH 8) درمولار  EDTA 5/0 ميلي ليتر 4و  كيبور دياس

) تريل يليبر م كروگرميم 5/0( ديبرما وميديبا ات يزيرنگ آم
 محصول ت،نهاير د. )1(شكل  شد يمشاهده و عكس بردار

PCR  كي يتوال نييجهت انجام تع  شرو،يپ مريبه همراه پرا 
حاصل  جيفرستاده شد. نتا ناكلونيقطعات به شركت سجهته 

نوع  نام پرايمر  توالي پرايمر
  پرايمر

5´- CAGGCCTAACACATGCAAGTC -3´ 63F  F  
5´- ACGGGCGGTGTGTACAAG -3´  1389R R  
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با   EZ Taxon تيو در سا Fast A با فرمت يتوال نيياز تع

  ). 8دند (ش سهيمقا 16S rRNA هاييلبانك توا
  استخراج رنگدانه

 طياز مح ييايباكتر يهاسلولبه منظور استخراج رنگدانه 
مدت  به rpm 3500 در دور وژيفيسانتر قيكشت، ابتدا از طر

 هاسلول از رنگدانه سپس. ندشد داده رسوب هاسلول قهيدق 15
. عمل شد استخراج شيشه پودرو  %8/99 متانول از استفاده با

هر گرم توده  يازا صورت انجام گرفت كه به نياستخراج به ا
 48متانول به رسوب اضافه شد و به مدت  تريل يليم 5 ،يسلول

  .گرفتاتاق قرار  يساعت در دما
  

 
. %1الكتروفورز محصول واكنش زنجيره پليمراز در ژل آگارز  .1شكل

نشان دهنده  14تا  1هاي و چاهك Ladder 1kb چاهك اول
. چاهك شماره استمحصول واكنش زنجيره پليمراز براي هر نمونه 

باندهاي  .است الگو DNA نترل منفي و فاقدنيز به عنوان ك 15
  .دهندرا نشان مي 1299تشكيل شده، قطعه 

 
  rpm 3500 در دور وژيپس از سانترف يرنگ ييمحلول رو سپس

حذف كامل حلال از  يو براشد جدا  قهيدق 15به مدت 
از  ني. همچنشدده استفا Rotary Evaporation دستگاه
پودر از رنگدانه ها استفاده  هيبه منظور ته Freez dryer دستگاه

  .شد

  (HepG2) سرطان كبد يكشت رده سلول
رنگدانه از باكتري هاي مختلف  14در طي مرحله قبل 

 ياز رده سلول ،آن هااثر  يبه منظور بررسجداسازي شدند كه 
 MTT  شبا رو يسلول تيسرطان كبد به همراه آزمون سم

 طياستفاده شد. جهت كشت رده سلول سرطان كبد، ابتدا مح
CM10  تريل يليم 10كار،  نيا يشد. برا هيته FBS،1 يليم 

 100تا حجم  يو مابق نيسياسترپتوما- نيليسيمحلول پن تريل
سپس  .شداضافه  لياستر RPMI1640 كشت طيمح تريل يليم

 T25 سكشده، در فلا هيكشت ته طيبه همراه مح يرده سلول
. شدانكوبه  2CO%5گراد در حضور يدرجه سانت 37 يو دما

 بافر لهوسي به آنها سطح ،%80 تراكم به هاسلول دنيپس از رس
PBS نيپسيشستشو داده شد و با اضافه كردن تر -EDTA ،
نمونه به  . سپسندبه كف فلاسك جدا شد دهيچسب يهاسلول

شده و با  وژيفيسانتر rpm2000  و در دور قهيدق 5مدت 
اثر  ،يرسوب سلول يكشت بر رو طيافزودن مجدد مح

پان بلو و يها توسط رنگ تر). سلول10(شد  يخنث نيپسيتر
فاز كنتراست شمارش شدند و  كروسكوپيم ريلام نئوبار در ز

ا ، ابتد2HepG يهاسلول يها بر رواثر رنگدانه يجهت بررس
كشت  تيسلول در پل 5000سرطان كبد  يرده سلول يبرا

كشت  طيمح  µl200 زانيخانه كشت داده شد و م 96سلول 
 هيلا كبه تراكم ت دنيجهت رس آنها اضافه شد. ازيمورد ن
و در معرض  گراديدرجه سانت 37 يدر دما تيها، پلسلول

5%2CO تا  80ها به كه سلول يشد. هنگام يگرمخانه گذار
ها سطح سلول ؛كشت خارج شد طيمح دند،يتراكم رس 90%
ها در تمام چاهكدوباره شستشو داده شد و  PBS وسط بافرت

. از شدكشت وارد  طياز همان مح تريكروليم 100 زانيبه م
به  11تا چاهك  1نمونه رنگدانه، در هر چاهك، از چاهك  14

 ،CM10 حل شده در لياز رنگدانه استر تريكروليم 100مقدار 
ك چاه نيبه صورت نصف وارد شد. همچن ييهادر غلظت

 يبه عنوان شاهد در نظر گرفته شد كه فقط حاو 12شماره 
 37در دوباره  تيكشت بود. پل طيمح تريكروليم 200سلول و 

قرار داده شد. پس از  2CO%5و در معرض  گراديدرجه سانت
خارج  ييكشت رو طيمحدوباره  ،يگذار اتمام زمان گرمخانه
 با غلظت موياز رنگ تترازول تريكروليم 10شده و به هر چاهك 

mg/ml5  2 ساعت در گرمخانه 2مدت  و بهشد اضافهCO   قرار
  .داده شد

  
  نازك هيلا يكروماتوگراف

از ميان نمونه هاي مختلف رنگدانه كه رفتار آن ها در كشت 
رنگدانه  1رنگدانه با خواص سمي و  4 سلولي بررسي شده بود،
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 نازك هيلا يروش كروماتوگراف لهيوس غير سمي انتخاب و به
موجود در  باتيترك تعداد بودن آن ها بررسي شد.خالص 

 هيلا يروش كروماتوگراف لهيها به وسسميكروارگانيرنگدانه م
در دوباره خام  ياز رنگدانه ها كيشد. پودر هر  دهينازك سنج

متانول حل شدند و  تريل يليگرم بر م يليم 100
- استات لينازك به كمك مخلوط حلال ات هيلا يكروماتوگراف

 يرنگ يلكه ها صيتشخ ي) انجام شد. سپس برا5:5متانول (
 %5 دياس كيسولفور يهامعرف بيكروماتوگرام، از ترك يبر رو
  .استفاده شد %1 نيليو وان

 HFF-PIانسان ( نيجن بروبلاستيكشت رده سلول ف

  )AGS) و سرطان معده (34
 زكنا هيلا يكروماتوگرافتوسط رنگدانه هايي كه خلوص آن ها 

تاييد شده بود مجددا جهت بررسي هاي بيشتر بر روي ساير 
كشت  يبرا .بررسي قرار گرفتند رده هاي كشت سلولي مورد

 يو برا DMEM كشت طياز مح بروبلاستيف يهاسلول
ها سلول ريجهت تكث CM10 طيسرطان معده از مح يهاسلول

 T25كشت به فلاسك  طيها به همراه محاستفاده شد. سلول
  2CO %5به همراه  گراديدرجه سانت 37 يل و در دمامنتق

 %80 سلولي تراكم به هاسلول نكهيانكوبه شدند. پس از ا
قرار گرفتند.  EDTA-نيپستري معرض در هانمونه دند،يرس

 رزي در هادر انكوباتور، سلول قهيدق 3پس از گذشت 
شدند و پس از مطمئن شدن از وجود  يبررس كروسكوپيم

 قهيدق 5به مدت  را، آنها نده شده از كف فلاسكك هايسلول
را  ميقد طيكرده و بلافاصله مح وژيسانترف rpm 2000و با دور 

 هاسلول يرو ن،يپسيفعال شدن تر ريو جهت غ ختهيدور ر
بلو  پانيبا تر يزي). سپس رنگ آم10(شد اضافه  ديجد طمحي

اثر دو رنگدانه  يانجام گرفت و جهت بررس يو شمارش سلول
A8  وA13 از روش دوباره  ،يسلول ردهدو  نيا يبر روMTT 

   . دشاستفاده 
  

  هايافته
 يكلن 14آگار،  نتينوتر يكشت داده شده بر رو هاياز نمونه

 انتخاب شدند ،بودند ترييقو هايرنگدانه يكه دارا يرنگ
 هاياز تست ييايباكتر هاينمونه يي. جهت شناسا)2(شكل 

حاصل از  جيكه نتاشد ده استفا PCR و آزمون ييايميوشيب
رشد  هاييكلن يبر رو يو ماكروسكوپ يكروسكوپيمشاهدات م

  شد.  يآگار بررس نتيكشت نوتر طيمح يكرده رو
 ييايباكتر هايشباهت نمونه سهيمقا يبرا ،يتوال نييپس از تع

 ينترنتيدر سامانه ا ها،يباكتر ريبه دست آمده از سا هايبا ژن

Ez-Taxon 2در جدول  يبررس نيا جي. نتاجستجو انجام شد 
، استخراج Rotary آمده است. با استفاده از متانول و دستگاه

 هااز رنگدانه يريتصو 3. شكل شدانجام  ييايباكتر هايرنگدانه
  .دهدمي نشان را آنها از متانول حذف از پس
رده  روي بر و سلول كشت در هار رنگدانهرفتا ياز بررس پس
 از رنگدانه كيهر  50IC زانيم، (HepG2) سرطان كبد يسلول
 ينمونه دارا 4 شآزماي مورد نمونه 14 از كه شد مشخص ها

 كيو  ندرده سلول سرطان كبد بود يمناسب بر رو تياثر سم
نشان نداد.  يسرطان هايسلول يبر رو يتيسم گونهچينمونه ه

نازك انجام  هيلا يرنگدانه انتخاب شده، كروماتوگراف 5 يبر رو
رنگدانه و  تيفيرنگدانه از نظر خلوص، ك نيگرفت كه بهتر

با  A8 كشت، مربوط به نمونه طيآن در مح ديتول زانيم
و  Aeromonas hydrophila يپررنگ و باكتر يرنگدانه صورت

 يو باكتر ينارنج - با رنگدانه زرد A13 نمونه نيهمچن
Brevondimonas bullata   .رنگدانه انتخاب شده جهت  2بود

 نيجن بروبلاستيف يدو رده سلول يمطالعات بر رو ليتكم
قرار گرفتند كه با توجه به  يانسان و سرطان معده مورد بررس

 يرده سلول يبر رو A8 آنها، رنگدانه دست آمده ازه ب جينتا
 يليگرم/ م يليم 2/0با غلظت (در چاهك اول  بروبلاست،يف
با (معده در چاهك دوم  يسرطان يهاسلول يو برا )تريل

 نيبود. همچن IC50 يدارا )تريل يليگرم/ م يليم 1/0غلظت 
 يسلول يهارده يبر رو يتيسم چگونهيه A13 رنگدانه

  .و سرطان معده نشان نداد بروبلاستيف
  

 هاي غليظ شده توسط دستگاه روتاريمحلول رنگدانه .2شكل 

  
  بحث

صنايع غذايي، صنعتي رو به رشد و بسيار كليدي در زندگي 
اي براي توان جايگاه ويژه. در اين ميان مياستامروز 

، چرا كه به عنوان هاي رنگي قائل شدها و خوراكينوشيدني
هاي شهري جاي هاي اصلي در رژيم غذايي خانوادهگزينه
  اند. لذا پژوهش در اين حوزه از اهميتي حياتي و فزاينده گرفته
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و زمينه توليد محصولات جايگزين سالم، از است برخوردار 
هاي نسبي آنها توسط تحقيقات وراي اثبات سودآوري و مزيت

آوري سبز، تلاش باتوجه به فن .شودآزمايشگاهي فراهم مي
براي استفاده از محصولات با سميت كمتر و مواد طبيعي 
بيشتر، شروع مناسبي براي خطوط توليد امروز است. باتوجه 

هاي پيش رو و همچنين اثر دفع ها و سرطانبه موج بيماري
  هاي هاي صنعتي در اكوسيستم، توليد برخي از رنگزباله

). اولين ويژگي كيفي ماده 13( مصنوعي ممنوع شده است
گيرد، كننده مورد توجه قرار ميغذايي كه توسط مصرف

كننده قبل از خصوصيات ظاهري آن است. در حقيقت مصرف 
آنكه اطلاعي از ساير خصوصيات از قبيل طعم يا بو داشته 

 
  و رنگ تترازوليومها پس از افزودن رنگدانه 2HepGكشت رده سلول  .3شكل 

 دار مي باشدنمونه باكتري رنگدانه 14نشان دهنده نتايج تعيين توالي  .2جدول 

  شماره نمونه باكتري                   شماره سويه درصد شباهت
100  DSM 8802 Brevibacterium halotolerant  1A  

7/82  DSM 8802Brevibacterium halotolerant  2A 
100  DSM 8802 Brevibacterium halotolerant  3A  

5/92  CCUG 45783 Massiliatimonae  4A 
3/99  R-20805 Pseudomonas peli  5A 

70  3-0-1 Sphingobacteriumyamdrokense  6A 
8/98  LMG 19707 Aeromonashydrophila subsp. ranae  7A 
6/99  LMG 19707 Aeromonashydrophila subsp. ranae  8A 

100  NCIMB 110 Aeromonassalmonicida subsp. achromogenes 9A 
6/81  T 68 Chryseobacteriumaahli  10A 
4/83  DSM 11690 Sphingobacteriumfaecium  11A 
8/88  P 461/12 Chryseobacteriumgregarium  12A 

100  IAM 13153 Brevundimonasbullata  13A 
7/99  LPM-5 Stenotrophomonaschelatiphaga  14A 
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. بنابراين مشخصات كندباشد، به ظاهر خوراك توجه مي
مهمي است كه مخصوصاً در  ظاهري يك فرآورده غذايي عامل

  دارد.  ايكنندهاولين برخورد خريدار، نقش اساسي و تعيين
رنگ عامل موثر در جلب نظر و انتخاب ماده غذايي است كه از 

گردد و وجود آن در تشخيص طريق احساس، دريافت مي
سريع و پذيرش نهايي هر فرآورده غذايي موثر است، زيرا باعث 

هاي طبيعي . از موارد مصرف رنگشودجذابيت ماده غذايي مي
-براي سستوان به استفاده از رنگ بتائين در صنايع غذايي مي

هاي گازدار، از كاروتنوئيدها براي ها، رنگ كارامل براي نوشابه
هاي پرتقالي، بستني و از بتاكاروتن رنگين نمودن پنير، نوشابه

اين تحقيق  ). در4(كرد در ماكاروني، كره و مارگارين اشاره 
هاي ها و استخراج پيگمانسعي بر اين بود كه شكست سلول

باكتريايي توسط متانول صورت گيرد. متانول به تنهايي حلال 
). 2شود (ها محسوب ميبسيار خوبي براي استخراج پيگمان

هاي ديگري نيز مورد امتحان قرار گرفت كه از البته روش
متانول در مرحله اول بود.  جمله آنها استفاده از اتانول به جاي

هاي رايج براي استخراج رنگدانه از اتانول نيز يكي از حلال
شود، اما در اغلب موارد كارايي هاي مختلف محسوب ميسلول

هاي فيزيكي در . استفاده از روشيستآن به اندازه متانول ن
كنار متانول، براي افزايش بازده كار انجام گرفت. بدين منظور 

با متانول، پودر شيشه نسبتا نرم نيز مورد استفاده  هم زمان
قرار گرفت. با اضافه كردن متانول و پودر شيشه به توده سلولي 

ها به طور قابل قبولي از توده و ورتكس كردن آنها، رنگدانه
ها و به منظور سلولي خارج شدند. پس از شناسايي باكتري

رده سلولي بررسي رفتار رنگدانه آنها در كشت سلول، از 
استفاده شد. دليل  MTTبه روش  )2HepG(سرطان كبد 

انتخاب اين رده سلولي اين بود كه كبد به عنوان عضوي مهم و 
فعال در بدن، وظايف متعددي از جمله وظيفه پاكسازي بدن را 

نمونه داراي اثر  4نمونه مورد آزمايش  14برعهده دارد. از 
 A13و نمونه  ندسميت بر روي رده سلول سرطان كبد بود

 5هاي سرطاني نشان نداد. هيچگونه سميتي بر روي سلول
رنگدانه انتخاب و براي آزمون هاي بيشتر، مورد بررسي قرار 

رنگدانه انتخاب شده، كروماتوگرافي لايه  5گرفتند. بر روي 
نازك انجام گرفت كه بهترين رنگدانه از نظر خلوص، كيفيت 

 محيط كشت، مربوط به نمونهرنگدانه و ميزان توليد آن در 
A8  با رنگدانه صورتي پررنگ و باكتريAeromonas 

hydrophila  شباهت و همچنين نمونه  %6/99باA13  با
با  Brevondimonas bullataنارنجي و باكتري  - رنگدانه زرد

 شباهت بود.  100%

 كنند.بندي ميرا در دو شاخه تقسيم Aeromonas جنس 
-درجه سانتي گراد رشد نمي 37ه در گروه سايكروفيليك ك

اهميتي ندارند و گروه باليني كنند و بنابراين از نظر 
گراد رشد درجه سانتي 37مزوفيليك، كه اعضاي اين گروه در 

اي براي كنند و متحرك هستند و به طور قابل ملاحظهمي
  ).15انسان پاتوژن قوي هستند (

جام شد، ميزان و همكاران ان Burkeاي كه توسط در مطالعه
هاي كلردار به خوبي از آب Aeromonasهاي جداسازي گونه

ها دماي هاي سطحي است و در زمان جداسازي اين گونهآب
  ).16گراد و بالاتر است (درجه سانتي 5/14آب 

Ivanova هاي انتشار گونه 2000در سال  شو همكاران Vibrio

  (Vladivostok) را در آب هاي آشاميدني شهر ولادي وستوك

باكتري هاي جدا شده را  %25در روسيه بررسي كردند كه 
  . )14تشكيل مي دادند ( Aeromonasهاي گونه

هاي توان نتيجه گرفت كه جداسازي باكترياز اين مطالب مي
از محيط، به دليل حضور فراوان آنها در  Aeromonasخانواده 

اكتري مناطق مختلف و همچنين توانايي رشد اين جنس از ب
در بازه دمايي متفاوت، كار دشواري نخواهد بود و با تكيه بر 

هاي حداقل نيز امكان پذير اين مطلب كه رشد آنها در محيط
را  Aeromonasهاي مختلف از جنس توان گونهخواهد بود، مي

  براي تحقيقات بيشتر بر روي رنگدانه آنها مدنظر قرار داد.
هاي سلولي وي ردهبر ر A8با بررسي رفتار رنگدانه 

براي  50ICفيبروبلاست و سرطان معده مشخص شد كه ميزان 
هاي سرطان معده و براي سلول mg/ml 2/0رده فيبروبلاست 

mg/ml 1/0  بود. بنابراين با استفاده از اين رنگدانه خالص در
مواد غذايي، علاوه بر استفاده از ظاهر رنگي كه به مواد غذايي 

مند شد. خواص ضد سرطاني آن نيز بهرهتوان از دهد، ميمي
نيز هيچگونه سميتي را  A13همچنين بررسي رفتار رنگدانه 

هاي سلولي فيبروبلاست و سرطان معده نشان نداد. روي رده
را به عنوان يك رنگ طبيعي كه تنها در  A13بنابراين رنگدانه 

توان معرفي جهت اهداف رنگ آميزي غذا مصرف شوند، مي
ها، بايد هاي تجاري از اين رنگدانهبراي استفاده كرد. البته

محققين،  تري بر روي آنها انجام گيرند.هاي دقيقآزمايش
دار زيادي را در سراسر جهان شناسايي هاي رنگدانهباكتري
اند كه تنها برخي از آنها مجوز توليد و استفاده در صنايع كرده

هاي ه از روشاند. بنابراين با استفادمختلف را كسب كرده
هاي موجود توان از فوايد و مزاياي ميكروارگانيسممختلف مي

ها به ها و باكتريها، جلبكدر طبيعت از جمله گياهان، قارچ
عنوان يك منبع رنگي طبيعي و در دسترس بهره مند شد. اما 

هاي پر بازده به احتمال زياد تنها منجر پرورش و انتخاب گونه
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هاي خواهد شد. گام بعدي در پيشرفتهاي جزئي به پيشرفت

توان با تركيب هاي طبيعي را ميعمده براي توليد رنگدانه
  . دست آورده دستكاري ژنتيك و تخمير ب
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