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 چکيده

هاي توليد کننده باکتريوسين از انواع پنير کوزه منطقه آذربايجان غربي جداساازي داده ت ترکيتاا     ه، سويتحقيقدر اين 

 88پنير جمع آتري دده نزديا    نمونه 8ها بصور  جزئي خالص سازي ددند. از ضدميکرتبي توليد دده بوسيله سويه

کاتالاز منفي بودناد. از باين آن اا     ت گرم مثتتاي ميلهها يعني لهاي اصلي لاکتوباسيسويه جداسازي دد که داراي تيژگي

د دادات کاه اعاليات اصالي     هاي ضدميکرتبي از خود نشان دادند. امکان اين تجاو سويه با انجام رتش چاه  تيژگي 33

در ساوپرناتانت در   pHبناابراين  لاکتيا  باداد.    هاي اسيدضدميکرتبي متعلق به اسيدهاي آلي توليد دده توسط باکتري

اي با استفاده مطالعه مقايسه از خود نشان دادند. سويه اعاليت ضدميکرتبي 21تن ا ، pHتنظيم دد ت بعد از تنظيم  7-5/3

 .Lb. plantarum، Lb هااي هکه ترکيتا  ضدميکرتبي توساط ساوي   نشان داد  ديميايلوژي  ت بيوموراوهاي آزموناز

brevis، Lb. paracasei هااي جداساازي داده، خاالص ساازي جزئاي      ه. بعد از مرحله دناسايي ساوي توليد دده بودند 

هااي خاالص ساازي داده در     نباکتريوسين توليدي از اين سويه انجام گرات. مشخص دد که تزن مولکولي باکتريوساي 

 بادد.مي 55 تا kDa 25 دامنه
 

 پنير کوزه، باکتريوسين ،هاي اسيد لاکتي باکتري :کليدي هايواژه
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Abstract      

In this study, isolation and identification of bacteriocin producing strains from west Azerbaijan 

Kuppeh cheese is investigated. For this purpose, 8 samples of cheese were collected from different 

parts of west Azerbaijan. 36 out of 48 colonies of isolated Lactic Acid Bacteria (LAB) showed high 

antimicrobial activity against the indicator strains. In order to avoid of antimicrobial effect of 

organic acid produced by LAB, in this step, the pH levels of supernatant were adjusted to 6.5-7. 

After pH adjustment, only 12 isolated strains showed antimicrobial activity. A comparative study 

using morphological and biochemical tests demonstrated that 2 isolated strains were belonging to 

Lactobacillus plantarum, 1 belonging to Lactobacillus brevis and 1 belonging to Lactobacillus 

paracasei. The result of partial purification and electrophoresis of bacteriocin indicated that the 

molecular weight of proteins were 15, 40 and 50 kDa. 
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 مقدمه

  هاي اسيد لاکتي  مواد ضدميکرتبي را توليد باکتري

ها ت بيماريزاکنند که آن ا استعداد بازدارندگي از ردد مي

ادتونجي ت ) بادندهاي مضر را دارا ميميکرتارگانيسم

   (. اسيدهاي آلي، پراکسيد هيدرتژن، 1557همکاران 

     هايها جزت متابوليتناستيل ت باکتريوسيدي

ميکرتبي تا  ضد. ترکيهستندهاي اسيد لاکتي  باکتري

نام باکتريوسين با ها باکتريدده توسط پرتتئيني توليد 

ها که به  نتي بيوتيآها ت ندوند. باکتريوسيدناخته مي

 هاي مضرپاتوژن ت باکتري هايدد  از ردد باکتري

کنند به علت به کارگيري آن ا به عنوان مواد ممانعت مي

ت در  اندنگ دارنده طتيعي بسيار مورد توجه قرار گراته

اي بررتي آن ا انجام هاي اخير تحقيقا  گستردهسال

هاي گرم ها بررتي باکترينگراته است. باکتريوسي

     در مقابلمثتت اعاليت بسيار خوبي دارند تلي 

هاي گرم منفي به علت ساختار غشايي خاص آن ا باکتري

باراو  ت همکاران ) دهنداعاليت کمتري از خود نشان مي

کننده باکتريوسين دهاي توليه(. در اين تحقيق سوي2993

از پنير کوزه جداسازي دده ت سپس اعاليت آن ا در 

 .هاي پاتوژن بررسي دده استمقابل باکتري

 

 هاروش مواد و

 هاي پنير نمونه

هاي توليد کننده باکتريجداسازي ه منظور ب      

با مشخصا  پنير کوزه نوع متفات   8 باکتريوسين،

سه دامل  طعم متفات  از نظر دکل ظاهري ت عطر ت

سلماس، دت نمونه از خوي، ي  نمونه از از نمونه 
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ت يه  بوکان ت ي  نمونه از م اباد ازدژ، ي  نمونه داهين

 .گرديدند

 هاي لازممواد و محيط کشت

هاي اختصاصي ج ت جداسازي باکتري اي محيط کشت

 MRSاسيد لاکتي  مورد استفاده در اين تحقيق دامل 

AGAR ،MRS BROTH ،BHI  تMHA  بودند که

چيکيوسف ت اسپانيا بودند ) Scharlauمتعلق به درکت 

 (.1559همکاران  

 Micrococcusهاي حساس )انديکاتور( دامل سويه

luteus ATCC9341aListeria   monocytogenes 

ATCC 1169 ت Lactobacillus delbrokiATCC 

که در اين تحقيق مورد استفاده قرار گراتند از  9649

 هاي صنعتي ايرانها ت باکتريمرکز کلکسيون قارچ

 ايرانهاي علمي ت صنعتي سازمان پژتهش تابسته به

 ت يه ددند. 

 روش کار

 بندي آنها طبقههاي اسيد لاکتيک و اکتريبجداسازي 

هاي هاي اسيد لاکتي  از نمونهبا هدف جداسازي باکتري

هاي مناسب ت يه ت در محيط جمع آتري دده پنير رقت

اده ددند ت پس از جداسازي کشت د MRS Agarکشت 

سازي سويه رتي محيط کشت از نظر ت خالص

موراولوژي، رنگ آميزي گرم، تست کاتالاز ت توليد گاز 

مورد بررسي ت  Bergy's Manualاز گلوکز طتق 

 (.2997کونتراس تهمکاران دناسايي قرار گراتند )

هاي جداسازي ميکروبي سويهشناسايي خاصيت ضد

 شده

براي دناسايي خاصيت ضدميکرتبي در اين تحقيق از 

هاي استفاده دد. در اين رتش سويه رتش چاه 

 MRS BROTHجداسازي دده در داخل محيط کشت 

سپس ددند.  خانه گذاريگرمساعت  28به مد   C37در

 C 8دقيقه در دماي  25به مد  rpm25555 ها در کشت

-. پتريگرديدجدا  محلول رتييدر ن ايت  تسانتريفيوژ 

آن ا به  سطح برآماده دد ت  MHA هايي با محيط کشت

هاي انديکاتور تلقيح از هر کدام از سويه l 255 ميزان

تلقيح دده با دد. بعد از اين مرحله بر رتي محيط کشت 

هايي تعتيه دد. سپس در چاه هاي انديکاتور سويه

هاي محلول رتيي سويهاز  µl155ها داخل چاه 

به مد   C 37ريخته دد ت در دماي  جداسازي دده

گرديد ت در ن ايت  خانه گذاريگرمساعت  18-88

مشاهده هايي که در اطراف آن ا هاله عدم ردد چاه 

 ميکرتبيکننده مواد ضد بعنوان سويه توليد ،گرديد

 (.1555ايوانوا  مشخص ددند )

 تشخيص وجود باکتريوسين

رتبي در اثر توليد ميکبراي اثتا  اينکه اثر ضد

مانند  ديگر دده مواد توليد نهبادد باکتريوسين مي

هاي آلي اسيدهاي آلي، اثرا  مواد ضدميکرتبي اسيد

هاي آلي توليد د. براي حذف اثر بازدارندگي اسيدحذف د

ت  نرمال NaOH 5با استفاده از  محلول رتيي pHدده، 

تنظيم دد. سپس  7 تا 5/3رتي  pH نرمال، HCL 5يا 

مورد بررسي  ميکرتبي آن مطابق رتش چاه  ضد اثر

 (.1559کارتيکيان ت همکاران  قرار گرات )

 هاآزمايش دامنه رشد سويه

هاي جداسازي دده در براي تثتيت توانايي ردد سويه

 NaCl% 25% ت3( ت در غلظت C 85˚ت 25صفر، دماهاي )

هاي در محيط کشت سويه  9ت  3، 8هاي  pHت در 

MRS Broth  کشت داده ددند. بعد از گرمخانه گذاري

نشيني ددن محيط کشت ت يا ته کدرکردن در صور  

 درخانه گذاري گرمنتيجه آزمايش مثتت اعلام دد. مد  

 تا 5رتز ت در دماي 3به مد   C 85تا 25دماهاي 

C25  (.1557همکاران  دتتيست ترتز بود ) 7به مد 

 خالص سازي جزئي باکتريوسين

 ها با سولفات آمونيومسازي پروتئيننشين ته

جداسازي دده داراي خاصيت  هاي اسيد لاکتي باکتري

ساعته در داخل  28براي ت يه کشت تازه  باکترياييضد

 C37کشت داده دده ت در MRS Brothمحيط کشت 

 rpmدر دقيقه 25گرمخانه گذاري ددند. سپس به مد  

ت محلول رتيي آن بردادته  سانتريفيوژ دد 8555

نرمال  HCl 5نرمال ت  NaOH 5آن ا بوسيله   pHتدد
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ن سازي ت بالا نشي. براي تهتنظيم گرديد 7تا  5/3رتي 

سولفا    %75 ها از غلظتبردن غلظت پرتتئين

( استفاده دد. سولفا  Merck, 31119)آمونيوم

 اضااه  محلول رتيي حاصلآمونيوم  بصور  پودر به 

عد ساعت در يخچال نگ داري دد. ب 28سپس به مد   ت

     دقيقه با 35ها به مد  از اتمام مد  زمان لازم نمونه

g ×25555  .سپس خاصيت سانتريفيوژ ددند

باقي مانده  رتيي نشين دده تته ميکرتبي  مادهضد

 .(1557ادتونجي ت همکاران  ) مورد آزمايش قرار گرات

 دياليز

نشين آمونيوم موجود در ماده تهسولفا  براي حذف 

نشين دده دده ت همچنين خالص سازي جزئي ماده ته

نشين از رتش دياليز استفاده دد. در اين رتش ماده ته

 ( حل دد.5/3pHبا ) mM25دده در باار سديم اسفا  

 سوسپانسيون حاصله در داخل کيسه دياليز

Da 2555   ساعت در داخل باار  18ريخته دد ت به مد

. در طول دياليز باار مورد گرديدديم اسفا  نگ داري س

ساعت يکتار تعويض دد. بعد از دياليز اثر  3استفاده هر 

ضدميکرتبي ماده باقيمانده در داخل کيسه دياليز مورد 

 (. 1553مژگاني ت همکاران آزمايش قرار گرات )

 الکتروفورز

 بر رتي نمونه  TRICINE-SDS-PAGEبا انجام رتش

جام دد ت هم تزن بدست آمده هم عمل خالص سازي ان

ها مشخص گرديد. در اين رتش باار مولکولي پرتتئين

ت يه ت در داخل محفظه  )pH ) 8/8% با 25ژل پايين 

اضا براي محلول ژل  cm 3ريخته دد بطوريکه حدتد 

% با 3بالا باقي ماند. بعد از انعقاد ژل پايين، باار ژل بالا 

(pH 8/3ت ي ) ه دده ت داخل محفظه ريخته دد ت دانه بر

ار ژل بالا دانه رتي آن قرار گرات. بعد از انعقاد با

زريق ددند. ها تها به داخل چاه خارج دد ت نمونه

 25ها بدين صور  بود که رتش آماده کردن نمونه

ميکرتليتر از باار نمونه حل دده  5ميکرتليتر از نمونه با 

 .انده ددنددقيقه جود 5سپس به مد  

نگه دادته خالي آخرين چاه  ت اتلينرتي ژل  

  ها به سايرنمونه به سومين چاه  ت ددتنشانگر

اي با دد. سپس محفظه ديشهها بارگذاري چاه 

هايي به تان  الکترتاورز متصل دد ت استفاده از گيره

ها ابتدا در تلتاژ ن با باار الکترتد پر دد.  نمونهمخز

 255کردن مسير ژل بالا با تلتاژ  ت بعد از طي 235

مسير عمودي ژل پايين را تا انت ا طي کردند. بعد از اتمام 

ها در داخل ژل اورز براي ديده ددن باند پرتتئينالکترت

استفاده دد. بدين ترتيب که  G-250از رنگ کوماسي آبي

ميکرتگرم از رنگ کوماسي  2-1/5به داخل هر چاه  

احل تثتيت به مد  ي  دتانه آبي اضااه دد. در آخر مر

 5دقيقه، رنگ آميزي به مد   35رتز، دستشو به مد  

انجام دد.  ددن ژل ساعت ت رنگ بري تا زمان سفيد 

% 3در مرحله آخر ژل بدست آمده در اسيد استي  

 . (2987)اسچاگر ت همکاران  نگ داري دد

 

 نتايج وبحث

رتبي لاکتي  از اجزاي اصلي الور ميکهاي اسيدباکتري

د. در طي اين نبادمحصولا  لتني بخصوص پنير مي

سويه از آن ا  33سويه جداسازي دد که  88تحقيق، 

لاکتي  بودند. با بررسي خاصيت هاي اسيد باکتري

عدد  21ها مشخص دد که اقط اين سويه ميکرتبيضد

از حذف اثر اسيدهاي آلي خاصيت از آن ا بعد 

 از خود نشان دادند. ميکرتبي ضد

انجام آزمايشا  موراولوژي ت رنگ آميزي گرم ت  با

 (1ت  2 هاي)جدتل هاي بيوديمياييديگر آزمايش

     سويه موجود مربوط به 21سويه از  8مشخص دد که 

 هاي لاکتوباسيلوس بودند.باکتري

 Bergy'sManualبعد از بررسي نتايج بدست آمده طتق 

 ددهجداسازي هاي تا از ميکرتب 1( مشخص دد که 5)

 سويه 1ت  بوده Lb. Plantarum  هايتعلق به سويهم

 .Lb. paracasei sspت  Lb.brevis به ديگر

Paracasei  (2983تعلق دادتند )اسنيت ت همکاران. 
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آزمايشات بيوشيميايي انجام شده براي شناسايي  -1جدول

 فعاليت ضدميکروبي با هايي سويه

 
هاي سويهها توسط تخمير کربوهيدرات  -2 جدول

 لاکتوباسيل جداسازي شده از پنير کوزه

 
 

ت بررسي هاي جداسازي دده شخيص نوع سويهز تبعد ا

قطر ميکرتبي آن ا بر اساس اندازه گيري اعاليت ضد

در  دد. انجامهاي حساس هاي عدم ردد سويههاله

 دود.نتايج اين آزمايشا  مشاهده مي 3جدتل 

 

هاي عدم رشد سويهگيري قطر هاله دازهان -3جدول 

هاي حساسجداسازي شده در برابر سويه

 
مشخص  ،هاي عدم رددهالهقطر بعد از بدست آتردن 

 لاکتوباسيل موجود در مقابل سويه سويه 8دد که هر 

اند اعاليت خوبي دادته ميکرتکوکوس لوتئوسحساس 

با قطر هاله  1را  سويه دماره  تلي بيشترين اعاليت

لاکتوباسيلوس  رتيسانتيمتري  5/2بازداري ردد 

 سانتيمتري رتي ميکرتکوکوس لوتئوس 1/2 دلترتکي ت

نشان داد. سانتيمتري رتي ليستريا مونوسيتوژنز  5/1ت 

همچنين بعد از بررسي دقيق نتايج مشخص دد که سه 

ليستريايي از خود نشان ( اعاليت آنتي25ت  8، 1سويه )

 دهند.مي

 

هاي غلظت ميکروبي درضدآزمايش فعاليت  -4جدول 

 متفاوت سولفات آمونيوم
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جه خلوص بالا ت هايي با دربراي بدست آتردن پرتتئين

هاي مربوط به محيط کشت ت    حذف کردن ناخالصي

حلول رتيي ها، عمل خالص سازي بر رتي مسلول

ن مرحله ها انجام گرات. در ايبدست آمده از کشت سويه

جداسازي دده که داراي ه سوي 8هاي هر پرتتئين

ميکرتبي بودند خالص سازي ددند. براي خاصيت ضد

نشين کردن با سولفا  اين آزمايش از مراحل ته

 TRICINE-SDS-PAGEآمونيوم، دياليز ت الکترتاورز

براي خالص سازي جزئي پرتتئين استفاده دد.  پرتتئين 

. مقدار گيري ددکل توسط دستگاه بيواتومتر اندازه

به ترتيب  22ت  25،  8، 1در نمونه هاي  پرتتئين 

ت g/ml 583/3 ،µg/ml 521/1  ،µg/ml 83/1برابر

22g/ml 575/2 (.1559) کومار ت همکاران  بود 

م مترين مراحل خالص سازي اتلين مرحله ت يکي از 

نشين کردن آن ا توسط سولفا  آمونيوم ها تهپرتتئين

غلظت مناسب راي دناسايي بادد. در اين آزمايش بمي

% 35%، 85هاي ها از غلظتنشين کردن پرتتئينبراي  ته

نتايج  8% سولفا  آمونيوم استفاده دد. در جدتل 75ت 

 8با توجه به جدتل اين آزمايش نشان داده دده است.

-ها هم در ماده تهتوان نتيجه گرات که در تمام غلظتمي

نشين دده ت هم در محلول رتيي خاصيت ضدميکرتبي 

% سولفا  آمونيوم، 85ظت دود. بطوريکه در غلده ميدي

ميکرتبي ظاهر دده )بر حسب اندازه قطر خاصيت ضد

% 75بادد در حاليکه در غلظت هاله عدم ردد( بالا مي

نشين دده نستت به سولفا  آمونيوم مقدار پرتتئين ته

 بادد. ها بيشتر ميبقيه غلظت

 پرتتئيني بدست آمده از مرحله  در مرحله دياليز ماده

آمونيوم، که در باار اسفا  نشين سازي با سولفا  ته

مورد آزمايش قرار گرات. اازايش ت حل  mM 25سديم

انجام عمل دياليز ثابت حجم داخل کيسه دياليز بعد از 

کند که آب خالص تارد کيسه دياليز دده ت سولفا  مي

مشخص دد که  آمونيوم از آن خارج دده است. همچنين

جحم کيسه دياليز در نظر گراته دده بايد بزگتر از حجم 

نشين دده بادد. در طي انجام عمل دياليز کيسه ماده ته

دياليز بايد بطور کامل در داخل باار سديم اسفا  قرار 

 دارد.ن در غير اين صور  کيسه ترک برميگيرد چو

از  ماده خالص سازي دده بعد انت ا اثر ضدميکرتبي در 

. از م مترين نتايج مورد آزمايش قرار گرات عمل دياليز

نکته اداره کرد که در طي  توان به ايناين مرحله مي

هاي اعاليت ضدميکرتبي که قتل از مرحله دياليز  آزمايش

ساعت اثر  8-3خص دد که بعد از انجام گراته است مش

مش ود بوده تلي بعد از گذدت  "ميکرتبي کاملاضد

آن کم کم ناپديد دده ت جاي آنرا زمان اثر 

گيرند. در صورتيکه بعد هاي حساس ميميکرتارگانيسم

   از انجام مراحل خالص سازي ت دياليز نه تن ا بعد از

ساعت نيز اين اثر  88از ساعت بلکه حتي بعد  3-8

 ماند.ميکرتبي باقي ميضد

هاي در اين مرحله براي ارزيابي خلوص باکتريوسين

تعيين تزن مولکولي آن ا از رتش  نيز بدست آمده ت

. لازم به ذکر است به علت تزن ددالکترتاورز استفاده 

هاي پرتتئيني خالص سازي دده مولکولي کم نمونه

الکترتاورز انتخاب دد.  براي Tris-SDS-PAGEرتش 

ساعت مسير  5/1ها به طور متوسط در طي نمونه

گ عمودي ژل را طي کردند. سپس اين ژل توسط رن

نمونه  8کوماسي آبي، رنگ آميزي دد. در ن ايت از هر 

بدست آمد  kDa 25آزمايش دده باندهايي در محدتده 

تزن مولکولي  1در  22ت  1ت همچنين در سويه دماره 

نيز باندهايي مشاهده  kDa 55ت  85متفات  به ترتيب 

 دد. 

  بدست آمده از مراحل خالص سازيتوجه به نتايج با

هاي توليد اين نکته اداره کرد که باکتريوسينتوان به مي

سويه لاکتوباسيل داراي تزن مولکولي در  8دده از 

ماده  8هر  بودندت kDa 55ت  85، 25محدتده 

تزن مولکولي  دارايسويه، در  8از ميکرتبي توليدي ضد

25 kDa  ذکر اين نکته ضرتري است که . بودندمشترک

توااق با آزمايشا   نتايج بدست آمده از اين آزمايش در

متجاسي  ت ) استانجام يااته توسط ديگر محققان 

 (.1553مير حسيني ت همکاران ؛ 2998همکاران   
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 گيرينتيجه

د لاکتي  که توليد هاي اسيهاي باکتريتعداد کم سويه

تواند دلايل مختلفي دادته بادد کنند ميباکتريوسين مي

آزمايشگاه، توان درايط محيطي که از اين دلايل مي

هاي حساس، يط گرمخانه گذاري، ميکرتارگانيسمدرا

ورد استفاده در دناسايي خاصيت هاي مرتش

هاي جداسازي دده ت حساسيت آن ا ضدميکرتبي سويه

 را نام برد.

 طتيعي هاياازتدناستفاده از  امرتزه، که آنجا از

     ت است يااته اراتاني اهميت غذايي، درصنايع

 نظير ،اسيدلاکتي  هايباکتري ميکرتبي هاياراترده

ردد  کنندگي ممانعت باخواص هاييپرتتئين

 درت يه تاور به نگ دارنده عنوان ها، بهميکرتارگانيسم

 .رتندمي کار به مختلف غذاهاي
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