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  مقدمه
تـرين   هـا يكـي از مهـم    كنترل ميكروارگانيسـم     

هـاي   حذف ارگانيسـم ). 8(هاي نگهداري غذا است جنبه
ها از مواد غـذايي هـدف بسـياري از     مولد فساد و پاتوژن

هاي ميكروبي در غذاها بـه طـور    پاتوژن. تحقيقات است
ميليون نفر را  33تا  5/6تخميني سالانه در ايالات متحده 

بيليـون دلار خسـارت وارد    7/6تـا   9/2كننـد و   يبيمار م
هـا مربـوط    درصد هزينه 55تا  25در اين ميان . نمايند مي

ــه بيمــاري ــاكتري  ب هــاي گــرم مثبــت   هــاي حاصــل از ب
هـا در   يبـاكتر ايـن  از آن جهـت كـه كنتـرل     ).14(است

  به علت اينكه با ايجاد مقاومت درنيز غذاها مهم است و 
  
  

  
رابر مواد نگهدارنده از تـأثير آنهـا در   ها در ب ياين باكتر 

شود و سبب انتشـار بيمـاري و بـه     برابر باكتري كاسته مي
گـردد، لـذا شناسـايي     خطر انداختن سـلامت جامعـه مـي   

هايي جهت كنترل آنها در  هاي مقاوم و پيشنهاد راه سويه
 ).12(مواد غذايي ضروري است

 مــواد نگهدارنــده بــراي محــدود كــردن رشــد و فعاليــت
ــم ــي    ميكروارگانيس ــي، آرايش ــولات داروي ــا درمحص ه

با دخالت درغشـاي سـلولي،    و شوند وغذايي استفاده مي
هـا اثـر    يا ساختارهاي ژنتيكي بر ميكروارگانيسم ها آنزيم

  مــواد ضــد ميكروبــي كــه از رشــد   .بازدارنــدگي دارنــد
  
  

بررسي اثر تشديدكنندگي برخي از مواد نگهدارنده بيولوژيكي و شيميايي
در كنترل باسيلوس سرئوس مقاوم در مواد غذايي   

  
  2و ايرج نحوي 2، روحاكسري كرمانشاهي1منه نصرآ

  
  10/4/84: تاريخ دريافت

  چكيده 
تواند يك فـراورده را بـه انـدازه كـافي محافظـت       اما اغلب يك ماده نمي. به آن است 3از راههاي نگهداري غذا افزودن مواد نگهدارندهيكي 

با استفاده از مخلوط مـواد  . هايي كه هر يك از مواد نگهدارنده دارند غلبه كند وديتبنابراين لازم است كه سيستم محافظي ايجاد شود كه بر محد. نمايد
در اين تحقيق باكتري باسيلوس سـرئوس مقـاومي   . اي رسيد توان به فوايد عملي قابل ملاحظه نگهدارنده در صورت انتخاب صحيح هر يك از اجزاء مي

نگهدارنده، جدا شده بود از نظر ميزان حساسيت به مواد نگهدارنـده مختلـف شـيميايي و طبيعـي     كه از پنير پيتزاي حاوي سيترات سديم به عنوان ماده 
هـاي مجـاز    ها نشان داد كه اين باكتري به غلظـت  نتايج آزمايش. مواد نگهدارنده نسبت به آن تعيين گرديدMBC5و MIC4سپس ميزان . بررسي شد

حساسيت سويه باسيلوس سرئوس جدا شده نسبت بـه  . اسيم و اسيد استيك در غذا مقاوم استبنزوات سديم، اسيد سوربيك، سيترات سديم، سوربات پت
هاي مجاز مواد نگهدارنده غـذايي و   اما به علت مقاومت اين باكتري به غلظت. دار ندارد اختلاف معني  PTCC1015سويه استاندارد باسيلوس سرئوس 

هـاي   اين باكتري به علت وجود اثر تشديدكنندگي بين مواد  نگهدارنده با غلظـت . بر آن بررسي شدبراي كنترل آن در غذا اثر تركيب مواد  نگهدارنده 
، اسـيد  )درصـد  006/0(و اسـيد بنزوئيـك  ) درصـد  187/0(در اين مطالعه اسيد سـيتريك . كه به تنهايي استفاده شوند مهار شد زمانيچندين بار كمتر از 

 026/0(، بنـزوات سـديم  )درصـد  019/0(و سوربات پتاسيم) درصد 019/0(، اسيد پروپيونيك)درصد 156/0(و اسيد پروپيونيك) درصد 0018/0(سوربيك
و اســيد ) IU/ml 125(، نيســين)درصــد 625/0(و ســوربات پتاســيم) درصــد 375/0(، اســيد ســيتريك)درصــد 019/0(و اســيد پروپيونيــك) درصــد

  .ادندنشان د 6دكنندگيبر روي باكتري باسيلوس سرئوس اثر تشدي) درصد 156/0(پروپيونيك
 

باسيلوس سرئوس، مقاومت، مواد نگهدارنده، تشديدكنندگي، غذا: واژه هاي كليدي

am.nasr60@yahoo.com پست الكترونيكي.دانشجوي سابق كارشناسي ارشد رشته ميكروبيولوژي، دانشگاه اصفهان-1   

اعضاء هيات علمي بخش ميكروبيولوژي دانشگاه اصفهان  – 2    
3- Preservative  4- Minimum Inhibitory Concentration 
5- Minimum Bactericidal Concentration        6- Synergism 
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 ،كننـد  هـا جلـوگيري مـي    هـا و مخمرهـا و قـارچ    يباكتر
از جمله مواد . ندباش يي و طبيعي ميشيميا هاي نگهدارنده

توان اسيدهاي آلي ضعيف را نام  نگهدارنده شيميايي مي
اسيدهاي آلي به منظور اسيدي كـردن   ).17و11و10(برد

هـا يـا بـه طـور      و يا جلـوگيري از رشـد ميكروارگانيسـم   
شـوند و يـا بـا عمـل      ازغذاها اضافه مـي  رخيمستقيم به ب
هـاي   يها يا بـاكتر  باسيلها مثل لاكتو ارگانيسم بعضي از

  .شوند اسيد پروپيونيك توليد مي
طبيعـي از ميكـروب، گيـاه و     مواد نگهدارنـده   

ــي   ــأ مـ ــوان منشـ ــد حيـ ــته. گيرنـ ــدهاي  دسـ اي از پپتيـ
د شــون هــا توليــد مــي بــاكتري توســطضــدميكروبي كــه 

 3سين كلي و2، پديوسين1ينسها هستند مثل ني باكتريوسين
و بـه عنـوان    باشـند  مـي كشـي   كه داراي فعاليت باكتري

 1969در سـال  . شـوند  غذاها استفاده مـي  نگهدارنده در
 و سـازمان سـلامت جهـاني    FDA)( داروسازمان غذا و 

(WHO) ين را بــه عنــوان مــاده ســ، اســتفاده از نيهــر دو
مجاز دانستند و نگهدارنده غذايي به جاي مواد شيميايي 

ه ين بـه عنـوان يـك مـاد    سامروزه ني .كردند أكيدتبر آن 
ــيش از ــده در ب ــا در  كشــور در 50 نگهدارن ــر دني سراس

دسـرهاي لبنـي،   پنيـر،  شـير،  مثـل   يهـاي متنـوع   فراورده
هـاي   ، نوشيدنيغذاهاي كنسروشده، گوشت نمك زده

  ).9(شود استفاده مي... و الكلي 
هـاي اسـيد لاكتيـك     بـاكتري هاي  باكتريوسين  

 دن ـكن هاي پاتوژن و مولد فساد را مهار مـي  رشد باكتري
هاي گـرم   اما طيف كم فعاليت آنها و عدم مهار باكتري

هاي مقـاوم در بـين    منفي و مخمرها و نيز ايجاد جمعيت
. كند آنها را محدود مياز هاي حساس استفاده  ارگانيسم

ــتراتژي   ــا اس ــت آنه ــود فعالي ــاي  در نتيجــه جهــت بهب ه
  توان به اسـتفاده   مي از جمله. مختلفي پيشنهاد شده است

  ، توليد پروتئين مهندسي شـده بـراي   4كننده ارمهمواد از 
  
  

افزايش حلاليت و پايـداري و اسـتفاده از تركيـب مـواد     
گاهي بر اين علاوه  ).15(اشاره كرد نگهدارنده مختلف

 به خصوص در يك فرمولاسيون پيچيده ثرؤمحافظت م
توانـد يـك    لذا اغلب يك مـاده نمـي  . پذير نيست امكان

بنـابراين لازم   .دي محافظت نمايفراورده را به اندازه كاف
است كه سيستم محافظي ايجاد شود كه مناسب باشـد و  

هايي كه هر يك از مواد نگهدارنده دارند  بر محدوديت
بــا اســتفاده از مخلــوط مــواد نگهدارنــده در . غلبــه كنــد

بـر اسـاس    ءهـر يـك از اجـزا    صـحيح صورت انتخـاب  
ن بـه  اهي از عمل و رفتار مـواد نگهدارنـده، مـي تـوا    گآ

  :اي رسيد از جمله فوايد عملي قابل ملاحظه
 ؛طيف وسيعي از فعاليت. 1
هاي كمتر هر يـك از اجـزاي مـواد     استفاده ازغلظت. 2

 ؛نگهدارنده و در نتيجه كاهش احتمال توكسيسيته
يري از بروز مقاومـت ميكروبـي نسـبت بـه هـر      گجلو. 3

 ؛ماده نگهدارنده
درمجمـوع ،   افزايش احتمالي فعاليت ضـد ميكروبـي  . 4

بيش از آن ميزاني كه از جمع كردن ساده آنهـا حاصـل   
  . )1(شود مي
وقتي مخلـوط چنـد مـاده نگهدارنـده همزمـان بـر              

ــواختي عمــل مــي   ــي يكن ــد،  روي جمعيــت ميكروب كنن
ممكن است در مقايسه با مجموع اثرات آنهـا، منجـر بـه    
. پاسخ ضد ميكروبي افزايش يافته يا بـدون تغييـر شـوند   

 باشــند و داراي مــيد شــيميايي كــه از يــك گــروه  مــوا
احتمـالا فقـط اثـر جمـع      .هسـتند مكانيسم عمل يكسـان  

در حالي كه آنهـا كـه مكانيسـم عمـل      ،شوندگي دارند
متفاوت دارند يا محـل اثـر آنهـا متفـاوت اسـت ممكـن       
ــد       ــت كنـ ــري را تقويـ ــر ديگـ ــك اثـ ــر يـ ــت هـ اسـ

اثـــــر (يـــــا كـــــاهش دهـــــد ) تشـــــديدكنندگيراث(
  ).كنندگي ممانعت

  
  1. Nisin 

2. Pediocin 
3. Colicin 
4. Chelating agents 
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    ،تكنولوژي تركيبي براي نگهداري مواد غذايي            
تغييرات ناخواسته در خصوصـيات محصـول را حـداقل    

كند و غلظت مواد افزودني و تيمار هاي حرارتـي را   مي
كاهش داده و كيفيت محصول و سـلامتي آن را حفـظ   

  ).18(نمايدمي 
گـرم مثبـت    اي باكتري ميلـه باسيلوس سرئوس   
هـوازي   هوازي است اما به صورت بي واسپورزا  كوتاه،
باسيلوس سرئوس با سنتز دو نوع . تواند رشد كند هم مي

سم، يكي عامل تهوع و ديگـري عامـل اسـهال موجـب     
هــاي  بيمــاري. شــود بيمــاري و مســموميت غــذايي مــي 

گـردد   ديگري كه توسط باسيلوس سـرئوس ايجـاد مـي   
ت خوني يت گاوي، مننژيت، آندوكارديت، عفونسماست

بنابراين اين بـاكتري  ). 4و3(هاي چشمي هستند وعفونت
 .جهت بررسي انتخاب گرديد

  
  ها مواد و روش

پنيـر پيتـزاي شـيرآوران،     :مواد مـورد اسـتفاده   -الف
از شركت زيگما  محلول رينگر، سرم فيزيولوژي، نيسين

، اسيد سيتريك، اسيد سوربيك، اسـيد  آلدريچ انگليس
اسـيد بنزوئيـك، سـوربات     استيك، اسـيد پروپيونيـك،  

از شركت مرك  پتاسيم، سيترات سديم و بنزوات سديم
از  )TSB(، محــيط كشــت تريپتــون ســوي بــراتآلمــان

هاي نوترينت  ، محيط كشتشركت بيومريوكس فرانسه
 و از شــركت مــرك آلمــان 1آگــار آگــار و مولرهينتــون

ــاكتري باســيلوس ســرئوس كلكســيون از PTCC1015ب
  . نددتهيه شميكروبي ايران 

ــتفاده  -ب ــورد اس ــايل م ــر  :وس ــت ميكروتيت  96پلي
،  Statfax 2100اي، دستگاه خواننـده الايـزا مـدل     خانه

  ميكرومتري، انكوباتور 45/0دستگاه فيلتراسيون، فيلتر 
هاي مقـاوم بـه    براي جداسازي باكتري :روش كار -ج

مواد  نگهدارنده، مواد لبنـي كـه در تركيـب آنهـا مـواد      
 بنـدي بـه    ار رفتـه بـود بـه صـورت بسـته     نگهدارنده به ك

 

ها  گرم از هر يك از نمونه 10و  ندآزمايشگاه منتقل شد
ليتـر محلـول رينگـر بـه طـور كامـل مخلـوط         ميلي 90با 

از . تهيه شـد ) 10-4تا رقت (گرديد و از آنها سري رقت 
ليتـر   ها يـك ميلـي   هاي مختلف از هر يك از نمونه رقت

ار ريخته و بـه آرامـي بـا    هاي نوترينت آگ بر روي پليت
اين كـار  . اي سركج در سطح پليت پخش شد ميله شيشه

هـا بـه    سـپس پليـت  . گرديـد  بار تكـرار  2براي هر نمونه 
پس . قرار گرفتند Cº37انكوباتور  ساعت در 24مدت 

هـاي بيوشـيميايي زيـر جهـت      سازي آزمايش از خالص
: هاي جداسـازي شـده انجـام پـذيرفت     شناسايي باكتري

گــرم، بررســي وجــود اســپور، كاتــالاز،   ميــزيآ رنــگ
 ياكســيداز، حركــت، لســيتيناز، انــدول، ســيترات، احيــا

نمك، رشد  درصد 10هوازي، رشد در  نيترات، رشد بي
نمــــك، تســــت وژپرســــكوئر، رشــــد  درصــــد 7در 
هــاي  و تخميــر هيــدرات C°30، رشــد در =7/5pHدر

گلوكز، آرابينـوز، گزيلـوز، مـانيتول، ترهـالوز،     ( كربن 
سـپس بـاكتري   ) كاروز، سلوبيوز، رافينوز، گـالاكتوز سا

باسيلوس سرئوس شناسايي شده به علت داشـتن قـدرت   
زايي آن انتخاب و جهت بررسي حساسـيت آن    بيماري

نسبت به مواد نگهدارنـده مختلـف مـورد بررسـي قـرار      
  ).7و2(گرفت

جهــت تهيــه محلــول ذخيــره مــواد نگهدارنــده   
ميلي گـرم   100دار مق: مختلف به اين صورت عمل شد

ــين از  ــزاپلين (نيسـ ــد 5/2نيـ ــي 10 در )درصـ ــر ميلـ  ليتـ
تـا غلظـت آن بـه    نرمال حل شد  02/0اسيدكلريدريك 

IU/ml 104 ــد ــا  ،  برس ــپس ب ــتفاده از س ــر اس  45/0فيلت
). 6(فريز شد -ºC20و در دماي  استريل شد يميكرومتر

گـرم از   10اسيدهاي آلي  درصد 10جهت تهيه محلول 
سپس بـا   .ليتر آب مقطر حل شد ميلي 100ر پودر آنها د
ه و در اســتريل شــد يميكرومتــر 45/0فيلتــر اســتفاده از 

 هـاي مختلـف   جهت تهيه رقت. نگهداري شد ºC4دماي
 .از آب مقطر استريل استفاده شد

 

1. Mueller-Hinton Agar 
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بررسي اثـر ضـد ميكروبـي مـواد نگهدارنـده      
  مختلف به روش چاهك پليت

ــواد     ــي م ــر ضــد ميكروب ــه منظــور بررســي اث  ب
نگهدارنده بر باسيلوس سرئوس جدا شده و مقايسـه آن  

ــرئوس    ــيلوس س ــاكتري باس ــا ب از روش  PTCC1015ب
بـه ايـن ترتيـب كـه محـيط      . چاهك پليت اسـتفاده شـد  

آگار آماده شـده در پليـت بـه وسـيله      كشت مولرهينتون
باكتري كه كـدورت آن بـه ميـزان كـدورت نـيم مـك       

ــد   ــ ) CFU/ml108×5/1(فارلن ــيله س ــه وس ــت ب واپ اس
آنگـاه در آن  . استريل به صورت چمني كشت داده شد

سـپس يـك   . متر ايجـاد شـد   ميلي 6هايي به قطر  چاهك
آگـار مـذاب كـه در     قطره از محيط كشـت مولرهينتـون  

اسـت بـه درون چاهـك ريختـه تـا تـه آن        ºC50دمـاي  
 100آنگاه از ماده نگهدارنـده اسـتريل بـه ميـزان     . ببندد

د و از آب مقطر اسـتريل  ميكروليتر در چاهك ريخته ش
هـا يـك سـاعت     پليت. به عنوان شاهد منفي استفاده شد

قرار داده شد تا مواد موجـود در چاهـك    ºC4در دماي 
 24بـه مـدت    ºC37سـپس در دمـاي   . جذب آگار شود
هـاي عـدم رشـد     گذاري شد و قطر هاله ساعت گرمخانه

جهت تعيين حساسيت يا مقاومت باكتري به ماده مـورد  
 ).5(ين شدنظر تعي

  
  اي به روش رقت لوله MBCو  MICتعيين 

مواد نگهدارنده مختلـف   MBCو  MICميزان   
بر روي باكتري باسيلوس سرئوس جدا شده تعيـين و بـا   

بـراي ايـن   . مقايسه شـد  PTCC1015باسيلوس سرئوس 
لولـه آزمـايش    10اي بـه تعـداد    كار از روش رقت لولـه 

نگهدارنده استريل  ليتر از ماده يك ميلي. استفاده گرديد
ليتـر در لولـه شـماره دو     در لوله شماره يك و يك ميلي

استريل به ميزان  TSBسپس از محيط كشت . ريخته شد
. اضـافه شـد   10تـا   2هـاي شـماره    ليتر در لوله يك ميلي

  خـوب مخلـوط    2جهت تهيه سري رقت محتويات لوله 
  

. اضـافه شـد   3ليتر از آن به لوله شماره  يك ميلي  شده و
و به همين ترتيب تا لوله شماره  4به لوله  3سپس از لوله 

يــك  9بــه ايــن صــورت كــه از لولــه . ادامــه داده شــد 9
از مايه ميكروبي كـه  . ليتر برداشته و دور ريخته شد ميلي

است به هـر لولـه يـك ميلـي      CFU/ml106×5/1حاوي 
. ليتـر اسـت   ميلـي  2حجم نهايي هر لولـه  . ليتر اضافه شد

ليتـر   ميلي 1عنوان كنترل مثبت است و حاوي  به 10لوله 
بـه   1لولـه  . ليتـر بـاكتري اسـت    ميلـي  1محيط كشـت و  

ليتـر مـاده ضـد     ميلي 1عنوان كنترل منفي است و حاوي 
ها به مـدت   لوله. باشد ليتر باكتري مي ميلي 1ميكروبي و 

. گـذاري شـد   گرمخانه ºC37ساعت در دماي  20تا  16
. كـدورت بررسـي گرديـد   سپس لوله ها از نظـر وجـود   

حداقل غلظتي كه در آن غلظت مـاده نگهدارنـده رشـد    
شـود   باكتري را مهار كرده است و لوله شفاف ديده مـي 

 ).4(آن ماده است MIC مشخص كننده ميزان
  

  با استفاده از ميكروپليت FIC1تعيين
كنش دو ماده نگهدارنـده بـر    براي تعيين نوع برهم   

كه نشـان دهنـده   ) FIC(ي هم ميزان غلظت خاص مهار
كســري از غلظــت مــاده مهاركننــده در حالــت تركيــب 

، )15(باشد نسبت به وقتي كه به تنهايي استفاده شود، مي
بر روي باكتري باسـيلوس سـرئوس جـدا شـده از مـواد      
غذايي به اين ترتيب عمل شـد كـه بـا اسـتفاده از پليـت      

هــاي مختلــف دو مــاده  چــاهكي غلظــت 96ميكروتيتــر 
نده در مجاورت باكتري قرار داده شدند و رشـد  نگهدار

به اين ترتيب كه در يك . باكتري در آن بررسي گرديد
از سري رقت  10تا  1تايي در چاهك شماره 12رديف 

بـه   Bاز مـاده  . ميكروليتر ريخته شد 50به ميزان   Aماده 
باكتري مورد  MICميكروليتر با غلظت نصف  50ميزان 

ميكروليتـر   100سـپس  . افه شدها اض نظر به همه چاهك
ــر   ــورد نظ ــاكتري م ــه در محــيط  ) CFU/ml103(از ب ك

 رشـــــد كـــــرده و بـــــا TSB كشـــــت اســـــتريل 
  

1. FIC: Fractional Inhibitory Concentration 
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ــوژي اســتريل رقيــق شــده ســ ــه همــه   رم فيزيول ــد ب ان
كنترل مثبت  11چاهك شماره . ها اضافه شد چاهك

ميكروليتر محيط كشت استريل  100است كه در آن 
TSB چاهـك  . تـه شـد  ميكروليتر باكتري ريخ 100و

 100باشــد كــه در آن  كنتــرل منفــي مــي 12شــماره 
 50و  Aميكروليتر مـاده   50ميكروليتر محيط كشت، 

هــا  ميكروپليـت ). 15(ريختــه شـد  Bميكروليتـر مـاده   
ــاي   24-16 ــاعت در دم ــه ºC37س ــذاري  گرمخان گ

هـا در طـول مـوج     آنگاه جذب نوري چاهك. شدند
ــا اســتفاده از دســتگاه خوا  630 ــانومتر ب ــزا ن ننــده الاي

خوانده و رشد يـا عـدم رشـد     ،1مطابق شكل شماره 
پـس از خوانـدن نتـايج در    . در آنها بررسـي گرديـد  

دستگاه خواننده الايزا و تعيين ميانگين اعداد حاصل 
ها و مقايسه جـذب نـوري خوانـده     در تكرار چاهك

هايي كه در مقايسه بـا كنتـرل منفـي و     شده، چاهك
بـا توجـه   . د مشخص شددادن مثبت رشدي نشان نمي

بــه طــرف چاهــك  1بــه ايــن كــه ازچاهــك شــماره 
، غلظت مـواد نگهدارنـده در هـر چاهـك     10شماره 

نصف چاهك قبلي بود حداقل غلظت مهاركنندگي 
. مواد نگهدارنده نسـبت بـه يكـديگر تعيـين گرديـد     

ــا اضــافه  MIC(A+B( ابتــدا ميــزان FICبــراي تعيــين  ب
 Bه اضافه ماده ب Aكردن باكتري به سري رقت ماده 

ها تعيين  در همه چاهك)     MIC(با غلظت ثابت 
با اضافه كردن باكتري  MIC(B+A) شد و سپس ميزان

با غلظت ثابت  Aبه اضافه ماده  Bبه سري رقت ماده 
)MIC    (   ــتفاده از ــا اس ــين شــد و در نهايــت ب تعي

).15(تعيــــين شــــد  FICفرمــــول زيــــر ميــــزان

    
  

FIC = FICA + FICB  =                              +     

      
 

حداقل غلظـت مهاركننـدگي    MIC (A+B)در اين فرمول 
A درحضــور B  اســت وMIC (B+A)  حــداقل غلظــت

 MIC Bو MIC Aاست و  A در حضور Bمهاركنندگي 
در . به تنهايي اسـت   BوA حداقل غلظت مهاركنندگي 

نشان دهنده كسري از غلظـت مهاركننـده    FICحقيقت 
ماده در حالت تركيـب نسـبت بـه وقتـي كـه بـه تنهـايي        

مساوي يـا كمتـر     FICاگر ميزان. باشد استفاده شود، مي
باشد دو ماده نگهدارنده بر هم اثر تشديدكننده  75/0از 

برابـر بـا يـك باشـد آن دو اثـر هـم را        FICاگـر  . دارند
باشد، اين دو  2و  1بين  FICولي اگر . ندده افزايش مي

مسـاوي يـا    FICماده هيچ اثـري بـر هـم ندارنـد و اگـر      
ــزرگ ــر از  ب ــانعتي     2ت ــر مم ــم اث ــر ه ــاده ب ــد دو م باش
  ).15(دارند

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

دستگاه خواننده الايزا و ميكروپليت در آن جهت  -1شكل 
 FICتعيين

  
  آناليز آماري

بــين دار بــودن اخــتلاف  جهــت بررســي معنــي
  افــزار هــا از نظـر حساســيت يـا مقاومــت از نـرم    بـاكتري 

      MIC (A+B) 

MIC A MIC B 

MIC (B+A) 
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13 SPSS ــون ــا  Paired-Samples T Test ، آزم ب
 .استفاده شد درصد 05/0احتمال خطاي 

  
  نتايج و بحث

از آنجا كه در تركيب پنير استفاده شده جهـت  
سيترات سديم به كار رفته بـود، ايـن سـؤال     ،جداسازي
شده نسبت به سـيترات  آيد كه آيا باكتري جدا  پيش مي

سديم مقاومت پيدا كرده است كـه توانسـته در حضـور    
آن زنده بماند و يـا سـيترات سـديم در غلظـت اسـتفاده      

براي پاسخ به . شده در پنير كارآيي لازم را نداشته است
ــه در       ــف ك ــده مختل ــواد نگهدارن ــر م ــش اث ــن پرس اي

هـاي   نگهداري مواد لبني حائز اهميت هستند در غلظـت 
ر روي بــاكتري باســيلوس ســرئوس جــدا شــده مجــاز بــ

طبـق نتـايج   . بررسي و با باكتري اسـتاندارد مقايسـه شـد   
، آمــده اســت بــاكتري 2ل كــه در شــكل شــماره صــحا

باسيلوس سـرئوس جـدا شـده نسـبت بـه غلظـت مجـاز        
ــديم   ــزوات س ــد 2/0(بن ــوربيك  )درص ــيد س  3/0(، اس

، سـوربات پتاسـيم   )درصـد  1(، سـيترات سـديم   )درصد
. مقـاوم بـود  ) درصـد  1/0(و اسيد استيك ) ددرص 3/0(

مشابه است كـه   1988در سال  Warthاين نتايج با نتايج 
Davidson 11(در مقاله خود به آن اشاره نموده است .(

ها از جمله  او علت مقاومت ذاتي بعضي ميكروارگانيسم
متابوليزه كـردن آن ذكـر كـرده     ،باسيلوس را به بنزوات

ــات  اســيد بنزوئيــك از . اســت طريــق مســير بتاكتوآديپ
 Aتجزيه شده و به اسيد سوكسينيك و استيل كـوآنزيم  

هـا بـه    مقاومـت ذاتـي برخـي از بـاكتري    . شود تبديل مي
بـا مقايسـه باسـيلوس    ). 11(سوربات نيز ذكر شده اسـت 

در   PTCC1015سرئوس جدا شده با باسيلوس سرئوس
، درصــد 05/0بــا احتمــال خطــاي  2و 1جــدول شــماره 

ه از نظر مقاومـت بـين دو سـويه وجـود دارد،     تفاوتي ك
اسـيد هـاي آلـي بـراي باسـيلوس        MIC.دار نيست معني

سرئوس در مورد همه مواد نگهدارنده مورد بررسـي بـه   
جز اسيد بنزوئيك و سوربات پتاسيم در دامنه مجاز اين 

هاي مجاز اين  استفاده از غلظتيعني با . ماده در غذا بود
. توان باكتري باسيلوس سـرئوس را مهـار نمـود    مواد مي

ــه  ــيد بنزوئيـــك و    MICمقايسـ ــيتريك، اسـ ــيد سـ اسـ
 1999در سـال    Siebert و Hsiaoاسيداستيك با نتـايج  

ــال خطــاي    ــا احتم ــيلوس ســرئوس ب ــر روي باس  05/0ب
نشان داد كه سويه باسيلوس سـرئوس جـدا شـده     درصد

اسيد سيتريك، اسيد بنزوئيك و اسيد اسـتيك   نسبت به
ــط    ــي توس ــورد بررس ــويه م ــابه س  Siebertو Hsiaoمش

همچنين مقاومت سويه جدا شـده در ايـن   ). 13(باشد مي
پژوهش نسبت به اسيد بنزوئيك و اسيد سوربيك نيز بـا  

مشابه سـويه مـورد بررسـي     درصد 05/0احتمال خطاي 
). 6(باشد مي 2004در سال  Sarkarو  Banerjeeتوسط 

توان مواد نگهدارنده به كـار رفتـه    طبق نتايج حاصل مي
براي مهار باكتري باسيلوس سرئوس مورد بررسي را بـه  
ــرايط      ــت در ش ــل محافظ ــدرت عم ــاهش ق ــب ك ترتي

، µg/ml5/12 نيسـين بـا غلظـت    : آزمايش مرتـب كـرد  
، اسـيد پروپيونيـك   درصد 05/0اسيدبنزوئيك با غلظت 

 75/0د سـيتريك بـا غلظـت    ، اسـي درصـد  3/0با غلظت 
، سـوربات  درصـد  1، اسيد سـوربيك بـا غلظـت    درصد

، بنـزوات سـديم بـا غلظـت     درصد 5/2پتاسيم با غلظت 
و  درصـد  0625/0، اسيد اسـتيك بـا غلظـت    درصد 5/3

بــه علــت وجــود  .درصــد 7ســيترات ســديم بــا غلظــت 
ها نسبت به مواد نگهدارنـده مختلـف و    مقاومت باكتري

ايـن مـواد در غـذاها تركيـب      محدوديت غلظـت مجـاز  
هاي غـذايي در   تيمارها ابزار مناسبي براي كنترل پاتوژن

همراه كردن نيسين با سـاير  ). 21(محصولات لبني است
هاي معمول نگهـداري غـذا فركـانس مقاومـت را      روش

مزيت عمده تركيب فرايندها غير فعـال  . دهد كاهش مي
حـرارت و  ها در غذا بدون نياز به  كردن ميكروارگانيسم

استفاده از تركيـب  . بدون تخريب بافت و مزه غذا است
و همكـاران   Schillingerتوسـط   هاي محـافظتي   روش

ــاران  Vanschaikو ) 1998( ــنهاد  ) 1999(و همكـ پيشـ
اكثر مواد نگهدارنـده بـه   در اين تحقيق ). 20و  19(شد 
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كار رفته براي مهار باسيلوس سرئوس نسبت به هـم اثـر   
به اين معني كه اثر تركيـب  . شان دادندتشديدكنندگي ن

آيـد   اين مواد از آنچه از جمع ساده آنهـا بـه دسـت مـي    
نتايج مربوط به بررسي بر همكنش مـواد  . باشد بيشتر مي

  ، نشـان داده 3ها در جدول شـماره   نگهدارنده بر باكتري
  

محـيط اثـر ضـد     pHاز آنجـا كـه كـاهش    . شده اسـت  
زايش مـي دهـد   ميكروبي اسـيدهاي آلـي ضـعيف را اف ـ   

وجود اثـر تشـديدي بـين اسـيدهاي آلـي دور از انتظـار       
  ).16(نيست

  

 
بر روي باسيلوس سرئوس جدا شده از پنير و باسيلوس  TSBمواد نگهدارنده شيميايي و طبيعي در محيط  MICمقايسه  -1جدول 

  PTCC1015سرئوس

بر روي باسيلوس سرئوس جدا شده از پنير و  TSBمواد نگهدارنده شيميايي و طبيعي در محيط كشت  MBCمقايسه  - 2جدول 
  PTCC1015باسيلوس سرئوس

  نام مواد نگهدارنده
 MBC  بر حسب g/ml  

  PTCC1015باسيلوس سرئوس   جدا شدهباسيلوس سرئوس

  شيميايي

  درصد 75/0 درصد75/0 اسيد سيتريك
  درصد 025/0 درصد05/0 اسيد بنزوييك
  درصد 7 درصد7 سيترات سديم
  درصد 5/3 درصد5/3 بنزوات سديم
  درصد 1 درصد1 اسيد سوربيك
  درصد 25/1 درصد5/2 سوربات پتاسيم
  صددر 5 درصد5 اسيد استيك

  درصد 3125/0 درصد3125/0 اسيد پروپيونيك
  IU/ml 500 IU/ml1000 نيسين  طبيعي

   

  نام مواد نگهدارنده
MIC   بر حسب g/ml  
  PTCC1015 اسيلوس سرئوسب  باسيلوس سرئوس جدا شده

  شيميايي

  درصد 75/0 درصد75/0 اسيد سيتريك
  درصد 025/0 درصد05/0 اسيد بنزوييك
  درصد 7 درصد7 سيترات سديم
  درصد 5/3 درصد5/3 بنزوات سديم
  درصد 1 درصد1 اسيد سوربيك
  درصد 25/1 درصد5/2 سوربات پتاسيم
  صددر 0625/0 درصد0625/0 اسيد استيك

  درصد 3125/0 درصد3125/0 اسيد پروپيونيك
  IU/ml500  IU/ml1000  نيسين  طبيعي



 
 
... بررسی اثر تشديدکنندگی برخی از مواد نگهدارنده  

 

 

 

 
 
 
 
 
 

   
 
 
 
 
 
 
 

  ،  PTCC1015مقايسه اثر مواد نگهدارنده مختلف در باكتري باسيلوس سرئوس جدا شده با باكتري باسيلوس سرئوس  - 2شكل 
 3/0اسيد سوربيك  -5، درصد 05/0اسيد بنزوئيك  - 4، درصد 2/0بنزوات سديم  -3، درصد 38/0پيونيك اسيد پرو -IU/ml 4000 ،2نيسين  -1: توضيح علائم  

  .)شاهد(آب مقطر استريل  -10، درصد 1/0اسيد استيك -9، درصد 3/0سوربات پتاسيم - 8، درصد 1اسيد سيتريك -7، درصد 1سيترات سديم  -6، درصد
 

مختلف در برابر باكتري باسيلوس سرئوس جدا شده از غذابررسي بر هم كنش مواد نگهدارنده  - 3جدول   
 BوA  ماده نگهدارنده 2تركيب 

MIC A MIC B MIC A+B  
  واكنش

  FIC(  A  Bميزان(

  )2(بدون بر همكنش  درصد 5/3+درصد 5/2  درصد 5/2  درصد 5/3  سوربات پتاسيم  بنزوات سديم

  )37/0( تشديدكننده  درصد 187/0+درصد 006/0  درصد 05/0  درصد 75/0  اسيد بنزوئيك  اسيد سيتريك

  )5/0( تشديدكننده  درصد 0018/0+درصد 156/0  درصد 3125/0  درصد 1  اسيد پروپيونيك  اسيد سوربيك

  )067/0( تشديدكننده  درصد 019/0+درصد 019/0  درصد 5/2  درصد 3125/0  سوربات پتاسيم  اسيد پروپيونيك

  )067/0( تشديدكننده  درصد 026/0+درصد 019/0  درصد 3125/0  درصد 5/3  اسيد پروپيونيك  بنزوات سديم

  )75/0( تشديدكننده  درصد 375/0+درصد 625/0  درصد 5/2  درصد 75/0  سوربات پتاسيم  اسيد سيتريك

  )75/0( تشديدكننده  IU/ml 125+درصد 156/0  درصد IU/ml500  3125/0  اسيد پروپيونيك  نيسين
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Study the hurdle effect of some organic and chemical food 
preservatives on a resistance of Bacillus cereus sp. 

A. nasr1*, R. K. Kermanshahi2, A. Nahvi2 

Abstract 

Food preservatives are often added to food as preservation method. Mostly one preservative 

alone cannot preserve a product effectively. So it is required to create a preservation system 

to overcome limitations derived from each preservative. Using proper selection of different 

preservatives may lead to significant practical benefits. In this investigation, resistant strain of 

Bacillus cereus isolated from pizza cheese containing sodium citrate as a preservative was 

used to study its sensitivity to different chemical and biological preservatives. The MIC and 

MBC values of preservatives were measured. Results showed that this bacterium is resistant 

to permitted concentrations of sodium benzoate, sorbic acid, sodium citrate, potassium 

sorbate and acetic acid. The sensitivity of this strain was not different from Bacillus cereus 

PTCC1015.  

It was realized that citric and benzoic acids (0.187% and 0.006% respectively), sorbic and 

propionic acids (0.0018% and 0.156% respeetively), propionic acid and potassium sorbate 

(0.019% and 0.019% respectively), sodium benzoate and propionic acid (0.026% and 

0.019% respectively), citric acid and potassium sorbate (0.375% and 0.625% respectively), 

nisin and propionic acid (125 IU/ml and 0.156% respectively) had synergistic effect on 

Bacillus cereus. 
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