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  چکیده
هـاي   سـم جدایه باکتري اسیدلاکتیک بدست آمده از شیر گوسفند، ماست گوسفندي و کره محلی مسکه در مقابل میکروارگانی 51فعالیت بازدارندگی 

س سـاکی،  لاکتوباسیلوس پلانتاروم، لاکتوباسیلو :جمله از زا غیر بیماري والیستریا اینوکو، اشرشیا کلی ،استافیلوکوکوس اورئوس :زا شامل شاخص بیماري
ایزوله باکتري اسـید   51از میان . مورد ارزیابی و بررسی قرار گرفت لاکتوکوکوس لاکتیس زیرگونه لاکتیس و لاکتوکوکوس لاکتیس زیرگونه کرموریس

حالیکه در روش نفوذ در در . هاي شاخص، خاصیت بازدارندگی از خود نشان دادند در برابر حداقل یکی از باکتريگذاري  نقطهایزوله در روش  44لاکتیک، 
 1(انتروکوکوس فاسیوم ، )ایزوله 1(استرپتوکوکوس ترموفیلوس  هاي زوله که شامل گونهای 8در این مرحله، . ایزوله کاهش یافت 39چاهک، این تعداد به 

نشـان  لیستریا اینوکـووا  را بر باکتري شاخص  بودند بیشترین اثر آنتاگونیستی) ایزوله 5(آئروکوکوس ویریدنس و ) ایزوله 1(انتروکوکوس دورانس  ،)ایزوله
آئروکوکوس همچنین دو ایزوله . داراي بالاترین مقاومت حرارتی بودآئروکوکوس ویریدانس فعالیت ضدمیکروبی سوپرناتانت یک ایزوله  از این بین،. دادند

و  انتروکوکـوس فاسـیوم   بی سـوپرناتانت دو ایزولـه شـامل   فعالیت ضـدمیکرو  فقط. حفظ کرده بودند خنثیpH، فعالیت ضدمیکروبی خود را در ویریدانس
دهـد کـه عصـاره فاقـد سـلول       تمام این خصوصیات فیزیکوشیمیایی جالب، اجازه مـی . قرار نگرفت K، تحت تاثیر آنزیم پروتیئناز آئروکوکوس ویریدنس

  .در نظر گرفته شود عنوان نگهدارنده بیولوژیکی در مواد غذاییمذکور، ب هاي زولهبرخی از ای) سوپرناتانت(
  

  گذاري،روش نفوذ در چاهک روش نقطههاي اسید لاکتیک، خواص بازدارندگی، باکتریوسین، باکتري: کلیدي هاي واژه
  

  1مقدمه
مثبت و  گرم هايباکتري از گروهی اسیدلاکتیک، هايباکتري

 و متابولیکی مورفولوژیکی، هايویژگی که هستند کاتالاز منفی
علاوه بر ). Savijoki et al., 2006(دارند  را خود خاص فیزیولوژیکی

 هاي اسیدلاکتیک، یک منبع با ارزش از عوامل ضدباکتريآن، 
 ,.Cotter, et al(آیند ها بشمار میجمله باکتریوسین میکروبی، از

ي غیرسمی تولید شده توسط پپتیدها، ها باکتریوسین ).2005
میکروبی بوده ضد هاي اسید لاکتیک هستند که داراي فعالیت باکتري
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 کتریوسینبا. شوند میهضم  ولتبه سهو به اسید و گرما مقاوم و 
  .باشد شده تخمیر غذاهاي کیفیت و امنیت بهبود براي ابزاري تواند یم

 رشد از تواند می غذاها در افزودنی ماده یک بصورت باکتریوسین
 کشورهاي در .کند جلوگیري ها آن اسپورهاي و زا بیماري هاي باکتري

 سایر یا ها باکتریوسی کاربرد با مقایسه ها در صنعتی، این روش
 و ها، به میزان کمتري مورد استفاده قرار گرفته است کننده محافظت

 در غذاها از محافظت بهبود براي بعنوان روشی جایگزین است ممکن
 مسمومیت در غذاهاي کاهش به منجر و شود گرفته بکار محیط

؛ Guinane, 2005؛ Chen, 2003( شود تخمیري
Nandakumar,1999   ؛Olasapo, 1999.(  

هاي ژنتیکی  یوشیمیایی و ویژگیبر اساس خواص ب ها باکتریوسین
 :شود بندي میطبقه گروه اصلی  3به 

پپتیدهاي کوچک و مقـاوم بـه گرمـا    :  2ها لنتی بیوتیک: گروه اول
ــه   ــیدهاي آمین ــود اس ــاختمان خ ــتند و در س ــونین هس ــل و3لانتی متی

                                                             
2 Lantibiotics 
3 Lanthionin 
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زیـر   .شـوند  گروه تقسـیم مـی   بیوتیک به دو زیر یلنت. دارند 1لانتیونین
گروه اول که داراي ساختمان کشیده و انعطاف پذیر بوده و داراي بـار  

هـدف،   هـاي  گونـه  درمنفذ در ساختمان غشاء  ایجاد امثبت است که ب
عضوي از  2باکتریوسین نایسین. شود آنها می ينفوذپذیر باعث افزایش

تولید  Lactococcuslactissubsp. lactisط توس کهاین گروه است 
د کـه داراي  وش نایسین تولید می يصورت پرنایسین در ابتدا ب. شود می
 آمـده هاي آن بوجود  سپس تغییراتی در اسیدآمینه. استاسیدآمینه  57

اسـید آمینـه    23خروج  در نهایت با د ووش می که به پرونایسین تبدیل
، گـروه دوم زیـر   .دوش ـ مـی آمینه مبـدل  اسـید  34 بـا به نایسین فعال 

پپتیدهاي کروي و داراي ساختمان سفت و محکم و داراي بـار منفـی   
هـاي آنزیمـی ضـروري و حسـاس      در واکـنش  اه آن .یا خنثی هستند

 ).Riley& Chavan, 2007( کنند ها مداخله می باکتري
هاي مولکولی متغیر اما معمولا  هاي با وزن یوسینباکتر :گروه دوم

این گروه . هاي منظم هستند نهکوچک، مقاوم به گرما و داراي اسیدآمی
زیر گروه اول شامل پپتیدهاي فعـال در   .شود زیر گروه تقسیم می 3به 

 14-پدیوسین پـی آ  توان ها می ترین آن است که از مهم 3مقابل لیستریا
یـد مکمـل   شـامل دو پپت   زیـر گـروه دوم  . را نام بـرد  5ساکاسین پی و

 و 7پلانتاریسـین جـی کـی    ،6لاکتوکوکسـین جـی   باشد که شـامل  می
هاي کوچـک و  سوم شامل پپتید هزیر گرو. ستا 8پلانتاریسین اي اف

 .کننـد  مقاوم به حرارت است که بوسیله پپتید رهبـر انتقـال پیـدا مـی    
ین گـروه قـرار   در ا 10اسیدوسین بیو 9دایورجیسین آ هاي باکتریوسین

 ).Riley& Chavan, 2007( دارند
کیلودالتون  30وزن مولکولی بالاي هاي بزرگ با پپتید: گروه سوم

هلوتیسـین   ،11هلوتیسـینجی  هـاي  در این گـروه باکتریوسـین  . هستند
ــی لاکتاســین  و 14لاکتاســین آ ،13اسیدوفیلیســین آ ،12وي ــاي  15ب ج
  .)Riley& Chavan, 2007( گیرند می

 فلـور  کـه  ي محلـی، هاي لبنی محلی مانند پنیر و کره در فراورده
 شـده،  ایزولـه  هـاي شود، بـاکتري می ایجاد طبیعی طورب آن میکروبی
ــا ــق عموم ــه متعل ــنس ب ــايج ــیلوس ه ــوس ،لاکتوباس  ،لاکتوکوک

                                                             
1Methyllanthionine 
2Nisin 
3Listeria 
4Pediocin PA-1 
5Sakacin P 
6Lactococcin G 
7Plantaricins JK 
8Plantaricins EF 
9Divergicin A 
10Acidocin B 
11Helveticins J 
12Helveticins V 
13Acidofilicin A 
14Lactacins A 
15Lactacins B 

 هـاي بـاکتري . باشندمی انتروکوکوس واسترپتوکوکوس ،پدیوکوکوس
 در و بـوده  اهمیـت  حائز بسیار کره میکروبی فلور بین در اسیدلاکتیک

. انـد بـوده  هـاي محلـی  کـره  ذاتی و طبیعـی  هايمیکروارگانسیم واقع
 روي بـر  خاصـی  تـاثیر  تواننـد مـی  خـانواده  ایـن  هايجنس از کیهر

  ).Idoul, &Karam, 2008(باشند  کره داشته ايه ویژگی
شود که از چربی ماست، پـس   کره مسکه، به محصولی اطلاق می

شیر گوسفند یـا گـاو تحـت    . شود زنی گرفته می از انجام عملیات تلمب
شـود   فرایندهاي تخمیري به ماست تبدیل مـی فرایند حرارتی ملایم و 

هـاي   هاي دستی یا تلمـب  زن سپس ماست بدست آمده را درون ماست
ماست دو فاز شده و فـاز    پوستی ریخته و پس از طی زمان تلمب زنی،

 روي بـر  تحقیقات زیـادي . شود اي روي سطح قرار گرفته جدا می کره
 استفاده با یدلاکتیکاس هايباکتري و پذیرفته انجام محصولات محلی

بررسـی و   مورد )مولکولی(هاي مبتنی بر کشت سنتی و مدرن روش از
 از اسـتفاده  ، بـا )2011( عـدالتیان و همکـاران  . اند گرفته قرار شناسایی

 و بررسـی  بـه  ریبـوزومی  16S rRNAژنیـابی  تـوالی  از حاصل نتایج
. پرداختنـد  لیقـوان  پنیـر  در موجود اسیدلاکتیک هايباکتري شناسایی

 و لاکتوکوکـــوس ،انتروکوکـــوس هـــاي جـــنس توانســـتند هـــا آن
) پنیررسـیده  تولیـد  تـا  شیر مرحله از( لیقوان پنیر در را لاکتوباسیلوس

بــر روي تنــوع  )Gonzalez )2006و Rodriguez . کننــد شناسـایی 
هاي لاکتیک اسـید ایزولـه   هاي تولید شده توسط باکتريباکتریوسین

هاي اسید لاکتیک تولیدکننده باکتري. تحقیق نمودندشده از شیر خام، 
 82. نمونه شیر گوسفند، گاو و بـز، ایزولـه شـدند    289باکتریوسین، از 

باکتري تولیدکننده باکتریوسین، از لحاظ فنوتیپی و ژنوتیپی، شناسایی 
  . شدند

اي بــر روي خــواص    ، مطالعــه)2012( عــدالتیان و همکــاران 
ایزولـه شـده از   ) انتروسین(ي انتروکوکوس ها هاي باکتري باکتریوسین

در ایـن بررسـی   . انجـام دادنـد  ) لیقوان و کوزه(پنیرهاي سنتی ایرانی 
، اثـر  زولـه ای 48ایزوله انتروکوکـوس، تعـداد    96مشخص شد از تعداد 

ــاخص در روش     ــاکتري ش ــک ب ــداقل ی ــر روي ح ــدگی را ب  بازدارن
 15ولـه مطـابق بـا    ایز 20که از این تعداد، . نشان دادند 16گذاري نقطه

، 17سویه مختلـف، در محـیط کشـت مـایع در روش نفـوذ در چاهـک      
  . نندک مشخص شد که ترکیبات شبه باکتریوسینی تولید می

فاکتورهاي فیزیکوشیمیایی مختلفـی بـر ترکیبـات باکتریوسـینی     
تولید شـده توسـط فلـور لاکتیکـی موجـود در ایـن محصـول، مـوثر         

تـوان بـه اثـر     هاي فیزیکوشیمیایی میي این فاکتوراز جمله. اشندب می
بـر مقاومـت    Kمختلف و آنزیم پروتئینـاز  pH درجه حرارت و سطوح 

بـر ایـن اسـاس    . ترکیبات ضدمیکروبی شبه باکتریوسینی اشاره نمـود 
khay  هاي ضدمیکروبی ترکیبـات   بر روي فعالیت )2011(و همکاران

                                                             
16Agar Spot 
15Agar Well Diffusion Assay 
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هاي اسید لاکتیک جدا شده از شیر پژوهش  شبه باکتریوسینی باکتري
نمودنـد و در ایــن پـژوهش، حساســیت ایــن ترکیبـات بــا قــرار دادن    

و شش آنـزیم   pHسوپرناتانت فاقد سلولی در معرض سه حرارت، پنج 
 و Cardosoهمچنین .مختلف از جمله تریپسین و پاپایین سنجیده شد

 Enterococcusی بر روي ترکیبات شبه باکتریوسین )2012(همکاران 
faecalis ها پژوهش مخمرها و  هاي گرم منفی، کپک ر برابر باکتريد

هاي مختلف را بـر   و آنزیم pHنموده و تاثیر سه فاکتور درجه حرارت، 
  .این ترکیبات بررسی نمودند

هدف اصلی از انجام این تحقیق، پـس از جداسـازي و شناسـایی    
ت و کره محلی مسکه هاي اسید لاکتیک از شیر گوسفند، ماس باکتري

حاصل از آن، بررسی تاثیر ترکیبات ضـدمیکروبی شـبه باکتریوسـینی    
:  زا شـامل  هاي شـاخص بیمـاري   توسط فلور لاکتیکی بر روي باکتري

توســط  لیســتریا اینوکــواو اشرشــیا کلــی  ،اســتافیلوکوکوس اورئــوس
و سـپس  ) گذاري و نفـوذ در چاهـک   نقطه(هاي مبتنی بر کشت  روش

هـاي   رخی فاکتورهاي فیزیکوشیمیایی مانند درجه حرارتبررسی اثر ب
بـر روي مقاومـت    Kز مختلف و اثر آنزیم پروتئیناpH مختلف، سطوح 

  .ترکیبات ضدمیکروبی شبه باکتریوسینی بوده است
  
  

  ها مواد و روش
 نمونه هاي لبنی

مسـکه   سه نمونه شیر، سه نمونه ماست و سه نمونه کـره محلـی  
در (تولیدکنندگان محلی در مناطق مختلـف گنابـاد   ها، از  حاصله از آن

ها مخصوصـاً از منـاطقی    نمونه .آوري شد جمع) جنوب خراسان رضوي
مسـکه   اي زیادي است که به تولید کره محلـی ه ، سالکه بطور سنتی

ها از شیر گوسـفند تهیـه    ي گردید همه نمونهآور مشغول هستند، جمع
، بیمـرغ  )ب غربـی گنابـاد  جنـو (هاي ریاب  بوط به شهرستانشده و مر

) شرق گنابـاد (و بند ازبک ) جنوب شرقی گناباد(، برجوك )شرق گناباد(
بهمن تـا  ( هاي مختلف سال  هاي مختلف که در ماه ها از بچ نمونه. بود

 C4°هاي اسـتریل در   آوري شده و در کیسه اند، جمع تولید شده) خرداد
سـاعت   24بوطه ظرف هاي مر به آزمایشگاه انتقال یافت و کلیه آزمون

  .آینده انجام پذیرفت
  هاي شاخص و  شرایط کشت میکروارگانیسم

شـود، جهـت بدسـت آوردن     ، مشاهده می1همانطور که در جدول 
هاي شـاخص، پـس از کشـت بـر روي      سمکشت فعال از میکروارگانی

 Lactococcus lactisبه استثناء (ساعت  24محیط مناسب، به مدت 
ssp. cremoris  ــدت ــه مـ ــاعت 72بـ ــه )سـ ــاي مربوطـ ، در دمـ

  . گذاري شد گرمخانه
 هاي شاخص و  شرایط کشت میکروارگانیسم - 1جدول 

 شرایط رشد میکروارگانیسم شاخص شماره

1 Staphylococcus aureus ( ATCC 25923) Tripticase Soy Agar (TSA)-37°C-
liofilchem-Italy 

2 Listeria innocoa (ATCC33090) Tripticase Soy Agar (TSA)-37°C 
3 E.coli (ATCC 25922) Tripticase Soy Agar (TSA)-30°C 

4 Lactobacillus sakei (ATCC15521) DeMan Rogosaand Sharpe (MRS - 
Merk- Germany)-37°C 

5 Lactobacillus plantarum (ATCC8014) DeMan Rogosaand Sharpe (MRS)-37°C 
6 Lactococcus lactis ssp. Lactis (ATCC 11454) M17+1% lactose-Fluka- USA-30°C 
7 Lactococcus lactis ssp. cremoris(ATCC 19275) M17+1% lactose-30°C 

  
 هاي اسید لاکتیک جداسازي و شناسایی باکتري

لیتـر محلـول    میلـی  90در ) لیتر میلی 10(هاي شیر و ماست  نمونه
NaCl   85/0 حجمی  -وزنی)Merk, Germany(   هموژنیزه شـده و

سازي سـریالی در محلـول نمکـی ذکـر شـده انجـام        پس از آن رقیق
لیتر  میلی 225گرم کره محلی در  25هاي مسکه،  نمونه براي. پذیرفت

 ,pH) (Merk =5/7(حجمـی   -وزنی% 2محلول تري سدیم فسفات 
Germany ( همگــن شــده و تــا°C40  بتــدریج گــرم شــد و ســپس

انجـام  ) Merk, Germany(% 1پپتونه  سازي سریالی توسط آب رقیق
سازي شده، در دو تکـرار   هاي رقیق تر از محلوللی میلی 1/0مقدار . شد

هاي کشت مناسب کشت سطحی داده شد و جداسـازي   طبر روي محی
 ,Van Hoorde؛Schleifer, 1985-1987(ریـایی انجـام شـد    تباک

هاي  از روشهاي جداسازي شده، با استفاده  بمنظور تایید گونه. )2008
صـورت  با برنامه دمایی ب PCR، انجام DNAمولکولی شامل استخراج 

  :ذیل
  دقیقه، یک سیکل 5به مدت  C°95دماي : سازيفعال

  )دناتوراسیون(ثانیه 30به مدت  C°94دماي : سازيواسرشته
  ثانیه 30به مدت  C°54دماي :پرایمر اتصال
  سیکل 33دقیقه،  2به مدت  C°72دماي : توسعه

  . دقیقه، یک سیکل 10به مدت  C°72دماي : توسعه نهایی
هـاي  گذاري واکـنش پس از بار PCRبراي مشاهده نتایج واکنش 

PCR  35ولـت و زمـان    80الکتروفـورز بـا ولتـاژ    ،%5/1در ژل آگاروز 
 16S   rRNAشد و با پرایمرهاي یونیورسال از ناحیه ژن دقیقه انجام 
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) AGAGTTTGATYMTGGCTCAG - َ5-3:  (َرو پـیش رایمر پ
27FYM ــر و ــوسپرایمـــــــ  GGTTACCTT -3: (َمعکـــــــ

GTTACGACTT- َ5 (1492R یابی محصولات حاصـل از   و توالی
ها تا مرحله گونه و زیرگونه با دقت بیشتر شناسایی شدند  تکثیر، ایزوله

)Alegría, et al., 2009.(  
 

  هاي ضدمیکروبی تپایش فعالی
  گذاري تکنیک نقطه

ها در محیط کشت جامد با توجه  زولهآنتاگونیستی تمامی ایفعالیت 
. رفتورت پـذی ص) 1985(و همکاران   Flemingهبه روش اصلاح شد

ها بـر روي   میکرولیتر از کشت یک شبه ایزوله 5طور خلاصه، میزان ب
 2/0به همـراه   BHI(اصلاح شده  BHI agarهاي حاوي  تسطح پلی

بـه مـدت    C°  32پس در دماي گذاري گردید و س نقطه) درصد گلوکز
سـپس،  . گذاري شد ها ، گرمخانه ساعت، جهت رشد و توسعه نقطه 24

) درصـد 75/0(لیتر از محـیط کشـت آگـار نـرم      میلی 10نقاط مزبور با 
رصـد بـا   د 25/0مطابق با هر باکتري شاخص تلقیح شـده بـه میـزان    

سـاعت تحـت    24هـا بـه مـدت     پلیت. باکتري شاخص، پوشیده شدند
در . گذاري شـدند  دمایی مورد نیاز هر باکتري شاخص گرمخانه شرایط

ها جهت هاله شفاف حاصل از بازدارندگی در اطراف نقاط  نهایت، پلیت
  . بررسی  و کنترل گردیدند

  
  تکنیک نفوذ در چاهک

ــویه ــه  س ــون نقط ــت، در آزم ــاي مثب ــت   ه ــت فعالی ــذاري، جه گ
. قرار گرفتنـد ضدمیکروبی در یک آزمون نفوذ در چاهک، مورد بررسی 

هاي شاخص جهت تلقیح  هاي یک شبه از باکتري بطور خلاصه، کشت
لیتر از محیط کشت آگار مربوطـه در دمـاي    میلی 20به %) 1به میزان (

C°45  هـاي تلقـیح شـده داخـل      سپس، محیط کشـت . استفاده شدند
چاهـک در هـر    7تـا   6ها ریخته شد و بعد از جامد شدن، تعـداد   تپلی

شـده   میکرولیتر از سوپرناتانت خنثی 50بعد از آن، . ردیدپلیت ایجاد گ
)7- 5/6 =pH (      و اسـتریل شـده بـا فیلتـر غشـایی)0.2 µm pore 

membrane; Millipore, Bedford, MA, USA  ( ــل از حاص
در داخـل   BHIهاي مولد ترکیبات ضدمیکروبی رشـد کـرده در    سویه

دمـایی مناسـب   هـا در شـرایط    تمامی پلیـت . ها ریخته شد این چاهک
و بعـد از آن ایجـاد هالـه حاصـل از ممانعـت در      شدند  گذاري گرمخانه

  ).2012عدالتیان و همکاران، (ها بررسی گردید  اطراف چاهک
  

  میکروبیدبررسی طبیعت ترکیبات ض
 بر عصاره فاقد سلول باکتریایی Kتاثیر آنزیم پروتئیناز 

باکتریوسینی تولید بمنظور بررسی حساسیت آنزیمی ترکیبات شبه 
هاي اسید لاکتیک، سوپرناتانت فاقد سلول توسـط   شده توسط باکتري

  5/0، در غلظـت نهـایی   )k)Sigma Aldrich, USA ز آنزیم پروتئینا

 -مخلـوط واکـنش آنـزیم   . لیتر مورد تیمار قرار گرفـت  میلی/ گرم میلی
. گـذاري شـد   گرمخانـه  C37°ساعت در دمـاي   4سوپرناتانت به مدت 

مـورد  لیت بازدارندگی باقی مانده توسط تکنیـک نفـوذ در چاهـک    فعا
محیط کشت اسـتریل و آنـزیم   (هاي کنترلی  نمونه. بررسی قرار گرفت

همچنـین سـوپرناتانت تیمـار نشـده     . آماده شدند) در غلظت ذکر شده
)Untreated CFS  (ها نیـز بـراي مقایسـه انـدازه قطـر هالـه        ایزوله

،  Kز هاي تیمار شده با آنـزیم پروتئینـا   اتانتبازدارندگی، در کنار سوپرن
  ).Cardoso, et al., 2012( قرار گرفتند

 
 تاثیر دماهاي مختلف بر عصاره فاقد سلول باکتریایی

حساسیت ترکیبات شبه باکتریوسینی به حرارت توسط قـرار دادن  
 90بـه مـدت    C 30°هاي  سوپرناتانت فاقد سلول هر جدایه در حرارت

دقیقه و بالاخره  15به مدت  C100°دقیقه،  30به مدت  C65°دقیقه، 
پـس از آن،  . دقیقه سنجیده شـد  15به مدت ) C121°(توسط اتوکلاو 

مـورد بررسـی قـرار      AWDAهاي ضدمیکروبی توسـط روش   قعالیت
دقیقـه در دمـاي محـیط قـرار      15هاي کنترل به مـدت   نمونه. گرفت

  ). Cardoso, et al., 2012(گرفتند 
 

  بر عصاره فاقد سلول باکتریایی pHتاثیر سطوح مختلف 
بمنظور بررسی مقاومت ترکیبات شبه باکتریوسینی در برابر سطوح 

توسـط   11و  9، 7، 5، 3هـاي  pH، عصاره فاقد سلول در pHف مختل
HCl  وNaOH       نرمـال، تنظـیم شـد و اثـرات بازدارنـدگی آن توســط

  Lou, et al., 2011(مـورد ارزیـابی قـرار گرفـت      AWDAتکنیک 
  ).Cardoso, et al., 2012؛

  
  ها تجزیه و تحلیل آماري داده

. طرح کاملاً تصادفی باآزمون فاکتوریل بود طرح آماري بکار رفته،
؛ در )11و  7، 5، 3(سطح  5در  pH: بطوریکه متغیرها عبارت بودند از 

 C65°دقیقـه،   90به مدت  C30°هاي  حرارت(سطح  4جه حرارت در 
دقیقـه و بـالاخره توسـط     15بـه مـدت    C100°دقیقـه،   30به مدت 
در یـک    Kو اثر آنزیم پروتیناز ) دقیقه 15به مدت ) C121°(اتوکلاو 

در  ها آزمایشتمامی  ).لیتر میلی/ گرم میلی 5/0در غلظت نهایی (سطح 
 Excelمیانگین و انحراف معیار با کمک نرم افـزار  .دو تکرار انجام شد

و مقایسـه   Minitab 16ر هـا بـا نـرم افـزا     آنـالیز داده .ردیدمحاسبه گ
صـورت گرفـت و    LSDبا آزمون  MSTATCها با نرم افزار  میانگین

  .ودب α% =5ا ه داري داده سطح معنی
  

  نتایج و بحث 
ایزولـه جـدا شـده از     51پس از انجام مراحـل توالییـابی از میـان    
ذیـل بـه ترتیـب    هـاي   مراحل مختلف تولید کره مسکه، جنس و گونه
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 Ent. faecium ،Ent. durans ،Ent. hirae: فراوانی شناسایی شدند
، )13( )ویریـدنس و یورینـه ایکـو   ( ائروکوکوس، )Ent. Lactis )16و

Streptococcus thermophilus )11(، Lactobacillus 
delbrueckii subsp. Lactis )7 ( ،Leuconostoc 

.mesenteroides )3(، Lac. Lactis )1 .( ــدول ــایج ج ــان 2نت ، نش
هـاي   ایزوله بر حداقل یکـی از بـاکتري   44ایزوله،  51دهد از میان  می

موثر  )زا زا و یا غیر بیماري هاي شاخص بیماري اعم از باکتري(شاخص 
توسـط    E. coliتر، مشخص گردید که باکتري  طور دقیقب. بوده است

 .Listeriaایزولـه،   7توسـط   Staph. Aureusایزولـه، بـاکتري    33

innocoa   ایزوله،  11توسطLb. plantarum ایزوله،  12وسط تLb. 
sake  ایزوله،  7توسطLac. Lactis ssp.lactis   ایزولـه و   35توسط

ایزولــه ممانعــت  7توســط  Lac. lactisssp. cremorisدر نهایــت 
آیـد در بـین    شود و از نتایج بـر مـی   همانطور که ملاحظه می. گردیدند
تحـت   بیشتر از بقیـه ،  E.coliزا، باکتري ي شاخص بیماريها باکتري

زا یـا همـان    بیماريرهاي شاخص غی تاثیر واقع شدند و در بین باکتري
توسط   Lac. lactis ssp.lactisهاي شاخص اسید لاکتیک،  باکتري
  . ها ممانعت شدند زولهبیشتر ای

  
  Agar Spotقطر هاله بازدارندگی حاصل از آزمون  -2جدول

  شماره  کد باکتري×  نام باکتري هاي شاخص باکتري
Lac. lactis 

ssp. cremoris  
Lac. lactis 
ssp.lactis  

Lb. 
sake 

Lb. 
plantarum 

Listeria. 
innocoa  

Staph. 
aureus  

E. 
coli       

-  +  -  +  +  -  +*  Str.thermophilus  B170  1  
-  +  -  +  -  +  +  Ent. faecium  B164  2  
-  -  -  -  -  -  +  Leu.mesenteroides  M55  3  
-  +  -  -  -  -  +  Ent.lactis  M263  4  
-  +  -  +  +  -  +  Ent. durans  Y11  5  
-  +  -  -  -  -  -  Leu.mesenteroides  M23  6  
-  +  -  -  +  -  -  Leu.mesenteroides  M268  7 
+  +  -  -  -  -  +  Ent. hirae  M234  8  
-  +  -  -  -  +/ -  -  Lac. lactis  M8  9  
-  +  -  -  -  -  +  Ent. faecium  M235  10  
+  +  +  -  ++++  -  -  Ent. faecium  B161  11  
-  +  -  -  +  -  +  Ent. faecium  M254  12  
-  +  -  -  -  -  -  Ent. durans  M142  13  
-  +  -  -  +  -  +  Ent. durans  M245  14  
-  +  -  -  +  -  +  Ent. faecium  M182  15  
-  +  -  -  -  -  -  Ent. faecium  Y4  16  
-  -  -  -  +++++  -  +  Str.thermophilus  B258  17  
-  +  -  -  -  -  +  Ent. faecium  M220  18  
-  +  +  +  -  -  +  Ent. faecium  M14  19  
-  -  -  -  -  +  +  Str.thermophilus  Y106  20  
-  +  -  -  -  +  +  Ent. durans  M256  21  
-  +  -  -  -  +  +  Lb. fermentum  B66  22  
-  -  -  -  -  -  +  Str.thermophilus  Y109  23  
-  +  -  -  -  -  -  Aerococcus 

viridians  M143  24  
-  +  +  +  -  -  +  Ent. hirae M24 25  
-  -  -  -  -  -  +  Aerococcus 

viridians B227 26  
-  +  -  -  - + + Aerococcus 

viridians M165 27  
-  +  -  -  - - + Aerococcus 

viridians M171 28  
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-  +  -  -  - - - Aerococcus 
viridians M141 29  

-  +  -  -  - - + Aerococcus 
viridians M156 30  

+  /+-  -  -  - - + Ent. faecium M237 31  
+  +  -  -  - - + Ent. faecium M238 32  
+  +  -  +  - - + Ent. faecium M11 33  
+  +  -  -  - - + Ent. faecium M256 34  
++  -  ++  ++  + + + Lb. plantarum B120 35  
-  -  -  -  + - - Aerococcus 

viridians M101 36  
-  -  -  -  + - - Aerococcus urineke M109 37  
-  +  +  +  - - - Lb. fermentum B23 38  
-  +  +  +  - - + Lb. delbrueckii spp. 

lactis B35 39  
-  +  +  -  - - + Lb. delbrueckii spp. 

lactis B37 40  
-  +  -  +  - - + Lb. delbrueckii spp. 

lactis B38 41  
-  -  -  -  - - + Lb. delbrueckii spp. 

lactis B39 42  
-  +  -  +  - - + Str.thermophilus Y19 43  
-  +  -  +  - - + Str.thermophilus Y75 44  

  .باشد کننده عدم تولید هاله شفاف می علامت منفی، مشخص. باشد قطر هاله بزرگتر و در نتیجه مبین قدرت بازدارندگی بیشتر ایزوله میهاي مثبت، بیانگر  تعداد علامت *
  .مرحله تولید ماست Y (Yoghurt)مرحله تولید کره و   B (Butter)مرحله شیر، M(Milk). کد باکتري ، مخفف مراحل تولید کره مسکه است ×

 B260 )Str.thermophilus ( ،B272 )Str.thermophilus (،B259)Str.thermophilus  (،B251 )Str.thermophilus (، ،M181کدهاي 
)Aerococcusviridians (،M112)( Aerococcusviridians ،Y73 )Str.thermophilus.(  

  .ده نشدندهاي شاخص تاثیر ضد میکروبی نداشتند بنابراین در جدول آور هیچ یک از باکتري بر روي
  

 Ent. Faeciumهاي اسید لاکتیک، دو ایزولـه   اما از میان ایزوله
 بیشترین اثر بازدارنـدگی  B258د ک Str.thermophilusو  B161کد 

 .Listeriaیا قطر هاله حاصل از بازدارندگی را روي بـاکتري شـاخص  
Innocoa هالـه شـفاف حاصـل از بازدارنـدگی     1شـکل   .شان دادندن ،

ا نشان ر Listeria. Innocoaي بر روي باکترEnt. faecium ه ایزول
نکته جالب و قابل توجه  اینکه، هر دو سویه مورد نظر از کره . دهد می

دهنده این حقیقت است که منشاء  زوله شده بودند، که نشانمسکه ، ای
  . ده استاولیه هر دو سویه احتمالاً یکی بو

 
 رب Ent. Faeciumه هاله شفاف حاصل از بازدارندگی سوی -1شکل

  .Listeria. innocoaص شاخ روي باکتري

توان عـلاوه   گذاري، را می دلیل تشکیل هاله شفاف در روش نقطه
بـات  بر باکتریوسـین یـا ترکیبـات شـبه باکتریوسـین ، بحضـور ترکی      

از قبیل وجود پراکسید هیدروژن ، اسید  1یکروبی وابسته به کلونیضدم
 ,.Alegría, et al(د لاکتیک یا سایر اسـیدهاي ارگانیـک نسـبت دا   

کـه بـر   ) 2012(در تحقیق دیگر توسط عدالتیان و همکـاران  ). 2009
هاي ایزوله شده از پنیرهـاي سـنتی ایـران صـورت      روي انتروکوکوس

ایزولـه،   96بـین   ذاري، ازگ نقطهگرفته بود، مشاهده کرد که در روش 
هاي شـاخص اثـر    ایزوله انتروکوکوس روي حداقل یکی از باکتري 48

دهنده قدرت و پتانسـیل بـالاي    این امر نشان. بازدارندگی داشته است
هـاي   کننـدگی بـاکتري   هاي جنس انتروکوکـوس، در ممانعـت   باکتري

ورت مشـابه ملاحظـه گردیـد، کـه     طـور بص ـ همین. باشـد  شاخص مـی 
 .Listeriaهـا بـر روي شـاخص    زولهله بازدارندگی ایبیشترین قطر ها

Innocoa باشد که با نتایج حاصله از این تحقیـق نیـز مطابقـت و     یم
در ایــن راســتا، محققـان زیــادي اثــر ضدلیســتریایی  . همـاهنگی دارد 

هاي اسید لاکتیک بـویژه جـنس انتروکوکـوس را نشـان داده      باکتري
هـاي   سیاري از باکتریوسینترین خصوصیات ب یکی از قابل توجه.بودند

انتروکوکال فعالیت بازدارندگی بسیار ویژه و خیلی قـوي آنهـا در برابـر    
                                                             
1 Colony associated antimicrobial compounds 

Ent.faecium 
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هاي جنس  کنترل گونه). Parente & Hill, 1992 ( لیستریا می باشد
لیستریا، یک دغدغه جدي در ایمنی مواد غذایی اسـت چـرا کـه ایـن     

 ,Muriana) (تواند در اکثر مواد غذایی وجود داشـته باشـد   پاتوژن می
قابـل دریافـت اسـت،     2نکته قابل تامل دیگري که از جـدول  . 1996

بـاکتري   6اسـت، کـه روي    B120کد Lb.plantarumوجود باکتري 
این بـاکتري  . باکتري شاخص، اثر بازدارندگی داشته است 7شاخص از 

از مرحله کره مسکه ایزوله شده اسـت و فقـط روي بـاکتري شـاخص     
Lac. lactis ssp.lactis از آنجا که ایجاد هالـه  . اثیري نداشته استت

شفاف بازدارندگی ممکن است به دلایل دیگري غیر از تولید ترکیبـات  
شبه باکتریوسین باشـد از قبیـل پراکسـید هیـدروژن و یـا اسـیدهاي       

توان بطور قطـع بـر اسـاس     ارگانیک مانند اسید لاکتیک، بنابراین نمی
اري قضاوت نهایی را انجام داد، لذا تمام گذ نقطهنتایج حاصل از آزمون 

هـایی کـه در روش    زولـه اعم از ای) ایزوله 51(هاي مورد بررسی  ایزوله
هایی کـه منفـی بودنـد، در قالـب      گذاري مثبت بودند و آن ایزوله نقطه

در ایـن آزمـون   . آزمون نفوذ در چاهـک، مـورد بررسـی قـرار گرفتنـد     
 Cell FreeSupernatantها  يسوپرناتانت یا عصاره فاقد سلول باکتر

(CFS) نندگی یا تولیـد هالـه شـفاف بـر روي     ک ز نظر قدرت ممانعتا
، نتایج حاصـل  3جدول . هاي شاخص مورد بررسی قرار گرفتند باکتري

ایزوله باکتري اسید لاکتیک و بر  51از آزمون نفوذ در چاهک را براي 
  .دهد ن مینشا) زا بیماري رزا و غی بیماري(باکتري شاخص  7روي 

  
  قطر هاله بازدارندگی حاصل از آزمون نفوذ در چاهک  -3جدول

  شماره  کد باکتري*  نام باکتري باکتري هاي شاخص
Lac.lactis ssp. 

cremoris  
Lac. lactis 
ssp.lactis  

Lb. 
sake 

Lb. 
plantarum 

Listeria. 
innocoa  

Staph. 
aureus  E. coli       

-  -  -  +  ++  -  -  Str.thermophilus  B170  1  
-  -  -  +  ++  -  -  Ent. faecium  B164  2  
-  -  -  ++  -  -  weak+  Ent.lactis  M263  3  
-  -  -  +  ++  -  -  Ent. durans  Y11  4  
+  -  -  -  -  -  -  Ent. hirae  M234  5  
-  +  -  +  -  -  weak +  Str. thermophilus  B260  6  
-  +  -  +  -  -  weak +  Lac. lactis  M8  7  
-  -  -  +  -  -  -  Ent. faecium  M235  8  
+  -  -  -  -  -  -  Ent. faecium  B161  9  
+  -  -   +weak -  -  -  Ent. faecium  M254  10  
-  -  +   +weak  -  -  weak +  Ent. durans  M142  11  
+  -  +   +weak  -  -  -  Ent. faecium  M182  12  
-  +  -   +weak  -  +  -  Ent. faecium  Y4  13  
+  -  -  -  -  -  -  Str.thermophilus  B251  14  
+  +  +  -  -  -  weak +  Ent. faecium  M220  15  
+  -  +  +  -  -  weak +  Ent. faecium  M14  16  
+  +  -  -  -  -  -  Str.thermophilus  Y106  17  
+  -  +  +  -  -  weak +  Ent. durans  M256  18  
+  +  -  -  -  -  -  Str.thermophilus  Y109  19  

+(?)*  -  -  -  -  -  weak +  Ent. hirae M24 20  
-  +  +  +  ++  -  -  Aerococcus viridians B227 21  
-  +  -  +  - - - Aerococcus viridians M181 22  
-  +  +  -  ++ + - Aerococcus viridians M165 23  
-  -  +  +  ++ - - Aerococcus viridians M171 24  
-  -  +  +  ++ - - Aerococcus viridians M141 25  
+  +  +  +  +++ - - Aerococcus viridians M156 26  
-  -  +  +  - - weak + Ent. faecium M237 27  
-  -  -  +  - - - Ent. faecium M238 28  
-  -  +  -  - - - Ent. faecium M11 29  
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-  -  +  -  - - - Ent. faecium M256 30  
-  -  +  +  - - - Aerococcus viridians M112 31  
-  -  +  -  - - - Lb. plantarum B120 32  
-  -  -  +  - - - Aerococcus viridians M101 33  
-  -  +  +  - - - Aerococcus urineke M109 34  
-  -  +  +  - - - Str.thermophilus Y73 35  
-  -  -  +  - - - Lb. fermentum B23 36  
+  -  +  +?  - - - Lb. delbrueckii spp. 

lactis B35 37  

-  -  -  +?  - - weak + Lb. delbrueckii spp. 
lactis B37 38  

-  -  -  -  - - weak + Str.thermophilus Y75 39  
  .در این موارد قطر هاله تشکیل شده، ضعیف و بسیار کم بود: weakمشکوك،) ؟( 

  .باشد کنندهعدمتولیدهالهشفافمی علامتمنفی،مشخص. باشد هایمثبت،بیانگرقطرهالهبزرگترودرنتیجهمبینقدرتبازدارندگیبیشترایزولهمی تعدادعلامت
  .مرحله تولید ماست Y (Yoghurt)مرحله تولید کره و  B (Butter)مرحله شیر،M(Milk). کد باکتري ، مخفف مراحل تولید کره مسکه است *

  ،) M55 )Leu.mesenteroides ( ،M23 )Leu.mesenteroides  (  ،M268 )Leu.mesenteroides(  ،B272 )Str.thermophilusکدهاي 
Str.thermophilus ) B259M245( )Ent. durans  (، B258)Str.thermophilus ( ،B66 )Lb. fermentum( ،M143 )Aerococcus viridians ( ،B38 )Lb. 

delbrueckii spp. lactis ( ،B39 )Lb. delbrueckii spp. lactis (، Y19)Str.thermophilus( تاثیر ضدمیکروبی نشان دادند بنابر هاي شاخص  بر هیچ یک از باکتري
  .این در جدول فوق آورده نشده است

  
ایزوله باکتري اسید لاکتیک بر حـداقل یکـی از    39در این روش 

ایزوله بر  12هاي شاخص ، تاثیر بازدارندگی نشان داده است و  باکتري
نکات قابل . بازدارندگی نداشتندهیچ یک از باکتري هاي شاخص تاثیر 

زا،  هاي شاخص بیماري توجه از این جدول، اینکه اولاً در میان باکتري
و بعد از آن ) ایزوله 11(ها  توسط بیشترین تعداد ایزوله E. coliباکتري 

 .Staphایزولــه و بــاکتري 8توســط  Listeria. innocoaبــاکتري 
aureus  در تحقیقـی کـه توسـط    . ایزوله ممانعت شـدند  2توسط فقط

هـاي انتروکوکـوس ایزولـه     روي باکتري) 2011(عدالتیان و همکاران 
شده از پنیرهاي سنتی صورت گرفته بود، نتـایجی مشـابه بـا تحقیـق     
حاضر بدست آمده بود بطوریکـه در روش نفـوذ در چاهـک، بـاکتري     

هاي انتروکوکوس  ایزولهوسط هیچ یک از ت Staph. Aureusشاخص 
نکته قابل تامل دیگر اینکه، علیـرغم تعـداد بیشـتر    . ممانعت نشده بود

نشـان دادنـد، امـا     E.coliهایی که اثر بازدارندگی روي باکتري  ایزوله
آید، این اثر بازدارندگی بصورت ضـعیف   بر می 3همانطور که از جدول 

تر  بازدارندگی بسیار قويباشد اما در مورد باکتري لیستریا این تاثیر  می
هـاي ایزولـه شـده از پنیـر      در تحقیقی که بر روي انتروکوکوس. است

در بیشتر مـوارد بـه    لیستریا اینوکوآلیقوان صورت گرفته بود، شاخص 
سـویه   13ها، توسط  تري در مقایسه با سایر شاخص صورت خیلی قوي

 ,.Edalatian, et al(  سویه انتروکوکوس ممانعت گردیـد  15از بین 
. دهاي حاصل از این پژوهش همخـوانی دار  این نتایج با یافته ).2012

وش نفـوذ در چاهـک یـا    ، در ردامنه بازدارندگی و فعالیت ضدمیکروب
گـذاري یـا بـر روي محـیط      ، با آنچه در روش نقطهمحیط کشت مایع

این امر با گزارشـات سـایر   . شود، متفاوت است کشت مایع مشاهده می
کننـدگی   هـاي ممانعـت   مخوانی دارد بطوریکه فعالیـت نیز همححقان 

هاي فیلتر شـده   ر روي آگار همواره در مورد سوپرناتانتبمشاهده شده 
دلیل ایـن امـر    .شود مشاهده نمی) روش نفوذ در چاهک(و خنثی شده 

بـا فعالیـت ضـدمیکروبی،     1وجود ترکیبات متابولیکی وابسته به کلونی
باشد که  شامل اسیدهاي آلی، پراکسید هیدروژن و اسیدهاي چرب می

تواننـد علـت ظهـور خاصـیت      گذاري وجود دارند و مـی  در روش نقطه
گـذاري   ضدمیکروبی یا همان هاله شـفاف بازدارنـدگی در روش نقطـه   

مشـخص شـده اسـت کـه     ). De Vuyst & Leroy, 2007( شـوند 
هاي مولـد انتروسـین بـر علیـه      ها و انتروکوکوس سینبسیاري از انترو
عالیت ف ٢Listeria monocytogenesهاي ناشی از غذا باکتري پاتوژن

 ,.Renye, et al؛ Ibarguren, et al., 2010( ضـدمیکروبی دارنـد  
هـاي   آید از بین بـاکتري  ، بر می3همانطور که از نتایج جدول ). 2009

، برخی از آنها از جـنس  Listeria monocytogenesي موثر بر باکتر
هاي جنس لیستریا و سـایر   از رشد گونه ممانعت .انتروکوکوس هستند

 ـ پـاتوژن  هــاي مولــد  وســیله سـویه ب Staph. Aureusل هــایی از قبی
ها را در حفظ ایمنی مواد غـذایی   انتروسین، استفاده و کاربرد این سویه

  ).Foulquié Moreno, et al., 2006( دهد مختلف، افزایش می
، درجـه   pHدر مرحله بعد، براي تـاثیر پارامترهـاي تکنولـوژیکی    

حرارت و آنزیم پروتئاز بـر روي خاصـیت ضـدمیکروبی و بازدارنـدگی     
ها، بـر اسـاس نتـایج بدسـت آمـده در       سوپرناتانت فاقد سلول باکتري

هایی انتخاب  دسته از ایزوله ، در روش نفوذ در چاهک، فقط آن3جدول
مـوثر بودنـد و    لیستریا منوسـیتوژنز وي باکتري شاخص شدند که بر ر

                                                             
1 Colony- associated metabolic compounds 
2 Food- borne pathogen 
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  .هاله شفاف بازدارندگی تولید کرده بودند
  

هـاي مختلـف بـر فعالیـت ضـدمیکروبی       تاثیر درجـه حـرارت  
  )CFS(ل سوپرناتانت فاقد سلو

در این مرحله، حساسیت یا مقاومت ترکیبات ضدمیکروبی یا شـبه  
هـاي   ول در برابـر حـرارت  باکتریوسینی موجود در سوپرناتانت فاقد سل

°C30  دقیقه،  90به مدت°C65  دقیقه،  30به مدت°C100  به مدت

دقیقـه در   15بـه مـدت   ) C121°(دقیقه و بالاخره توسط اتوکلاو  15
 8هاي انتخاب شده بـراي ایـن آزمـون،     ایزوله. ، سنجیده شد4جدول 
اهک ، در تکنیک نفوذ در چ3اي بودند که بر اساس نتایج جدول  ایزوله

نمونـه  . بر علیه باکتري لیستریا، تاثیر ضدمیکروبی انها اثبات شده بـود 
 شاهد یا کنترل در این آزمون، سوپرناتانتی بود که هیچ تیمار حرارتـی 

  .ي آن اعمال نشده بودبر رو

  
ضدمیکروبی موجود در سوپرناتانت فاقد سلول بر اساس قطر هاله بازدارندگی بر تاثیر تیمارهاي مختلف حرارتی بر حساسیت ترکیبات  - 4جدول 

  متر حسب میلی
  شماره  کد باکتري  نام باکتري Listeria monocytogenesباکتري شاخص 

Control (untreated 
CFS)  

121°C, 15 
min.  

100°C, 15 
min. 65°C, 30 min.  30°C , 90 min.   

35/0 ± 75/9a*  35/0 ±75/4hi  0±5/4hi  35/0 ± 75/7efg  7/0 ± 5/8 cde  Str. thermophilus  B170 1  
35/0 ±75/8 bcd  35/0 ±75/4hi  0±5hi  0±5/7fg cdef 35/0 ±25/8  Ent. faecium B164 2  
35/0±75/8bcd  0±5/4hi  35/0±25/4i  35/0±75/7efg  35/0±75/7 efg  Ent. durans  Y11  5  
7/0±5/8cde  35/0±25/4i  35/0±25/4i  35/0±25/7g  35/0±75/7efg  Aerococcus 

viridians B227  30  
7/0±5/8cde  35/0±75/4hi  35/0±25/5h  35/0±25/7g  35/0±75/7efg  Aerococcus 

viridians  M165  32  
7/0±5/9ab  35/0±75/4hi  0±5/4hi  35/0±75/7efg  0±5/8cde  Aerococcus 

viridians M171 33  
7/0±5/9ab  35/0±25/4i  35/0±75/4hi  35/0±75/7efg  35/0±75/8bcd  Aerococcus 

viridians M141 34  
7/0±5/9ab  35/0±25/4i  35/0±75/4hi  0±8defg  7/0±9abc  Aerococcus 

viridians M156 35  
 5دار در سطح آماري  دهنده اختلاف معنی حروف متفاوت در هر سطر، نشان.متر بیان شده است قطر هاله بر حسب میلی. اعداد میانگین دو تکرار به همراه انحراف معیار هستند *

  .باشد می%) α=5(درصد 
  

، مشخص است با افزایش درجه 4هاي جدول  همانطور که از داده
گراد، قطـر هالـه بازدارنـدگی     درجه سانتی 121به  30حرارت از دماي 

این حقیقت اسـت  دهنده  این امر، نشان. دهد روند کاهشی را نشان می
سه بـا  که این ترکیبات ضدمیکروبی، حساس به حرارت بوده و در مقای

امـا در  . ، قطر هاله شفاف در تمام دماها ، کمتر بوده اسـت نمونه شاهد
و  M141، سـوپرناتانت دو ایزولـه   4بین ایزوله هاي موجود در جـدول 

M156  ــه ــدهش Aerococcus viridiansک ــایی ش ــد، داراي  ناس ان
حساسیت یا کمترین مقاومت در برابر شرایط حرارتی اتوکلاو  بیشترین

، 1بر اسـاس معادلـه    .بودند) دقیقه 15گراد به مدت  درجه سانتی 121(
، d Δ(این امر به دلیل بیشترین کاهش در قطر هالـه مشـاهده شـده    

 121اختلاف قطر هاله در حالت شاهد یا کنترل با قطر هاله در دمـاي  
  ).باشد گراد می درجه سانتی

)1(                                 d= d control –d 121CΔ  
بر همین اساس، مقاومترین سوپرناتانت ایزوله در برابر حرارت، که 

،  M165، بوده اسـت،  ایزولـه   dΔداراي کمترین حساسیت و حداقل 
Aerococcus viridians ــد م ــخص گردی ــر   . ش ــی، اکث ــور کل بط

باکتریوسـینی،که داراي وزن مولکـولی   ها و ترکیبات شبه  باکتریوسین
 دهنـد  پایین هستند، این رفتار را با افـزایش دمـا، از خـود نشـان مـی     

)Muriana & Klaenhammer,1991   ؛Park, et al., 2003  ؛
Martı´n-Platero, et al., 2006 .(  

  
بـر عصـاره فاقـد سـلول باکتریـایی       pHتاثیر سطوح مختلف 

  )سوپرناتانت (
مقاومت ترکیبات شبه باکتریوسینی در برابر سطوح منظور بررسی ب

هـاي  pH، مقاومت عصاره فاقد سلول یـا سـوپرناتانت در   pHمختلف 
بـه کمـک روش نفـوذ در چاهـک، ارزیـابی       11و  9، 7، 5، 3مختلف 

  .، مشخص شده است5زمون در جدول آنتایج این . گردید
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ها بر حسب قطر هاله  اي مختلف بر مقاومت یا حساسیت ترکیبات شبه باکتریوسینی موجود در عصاره فاقد سلول ایزولههpHاثر  -5جدول
  )متر بر حسب میلی(بازدارندگی 

  شماره  کد باکتري  نام باکتري  )Listeria monocytogenes(باکتري شاخص 
pH=11  pH=9  pH=7  pH=5  pH=3       

CFS  control  CFS  control  CFS  control  CFS  control  CFS  control        
0i  0  0i  0  0i  0*  0±10de  0±5  41/1±13a 0±8  Str. 

thermophilus  B170 1  
0i  0  0i  0  0i  0  0±10de  70/0±5/4  12/2±5/12ab  41/1±7  Ent. faecium B164 2  
0i  0  0i  0  0i  0  0±10de  0±5  7/0±5/12ab  0±8  Ent. durans  Y11  5  
0i  0  0i  0  0i  0  0±8fg  41/1±6  7/0±5/10cde  7/0±5/8  Aerococcus 

viridians B227  30  
0i  0  0i  0  7/0±5/6gh  0  82/2±10de  82/2±8  82/2±12abc  41/1±9  Aerococcus 

viridians  M165  32  
0i  0  0i  0  0i  0  7/0±5/7fgh  7/0±5/5  41/1±11bcd  41/1±8  Aerococcus 

viridians M171 33  
0i  0  0i  0  0±6h  0  41/1±9ef  41/1±6  0±12abc  41/1±8  Aerococcus 

viridians M141 34  
0i  0  0i  0  0i  0  0±7gh  0  0±9ef  0±8  Aerococcus 

viridians M156 35  
ماري آدار در سطح  هنده اختلاف معنید حروف متفاوت در هر سطر، نشان.متر بوده است و قطر چاهک در این حالت از قطر هاله کم شده است میلی 4قطر چاهک در این آزمون  *

  .باشد می%) α=5(درصد  5
  

سـوپرناتانت فاقـد   ) ضدمیکروبی(هاي فعالیت آنتاگونیستی  ارزیابی
 3هاي بـین  pHهاي مختلف نشان داد که در pHسلولی باکتریایی در 

نسبت به حالت تیمـار   ، فعالیت بازدارندگی یا قطر هاله بازدارندگی،5تا 
افزایش دارد که این امر به دلیل اسیدیته ناشی از اسید لاکتیـک   نشده

حـداکثرفعالیت ضـدمیکروبی یـا آنتاگونیسـتی در     . باشد تولید شده می
3=pH شاهده شد و با افزایش مpH     به سمت خنثـی و قلیـایی، رونـد

رونـد مشـابهی را   ) 2012( و همکـاران  Cardoso. کاهشی نشـان داد 
 .DBFIQ E24Ent بی سـوپرناتانت بـاکتري  براي فعالیت ضدمیکرو

faecalis با افزایش ،pH   فعالیـت ضـدمیکروبی در   . مشـاهده کردنـد
محـیط کشـت    pHتحقیق این دانشمندان بصورت اندکی تحت تـاثیر  

بـر خـلاف ایـن    . باشـد  می pHقرار گرفت و بطور معکوس متناسب با 
کـاران  و هم Sparo، و )2006(و همکاران  Martı´n-Plateroنتایج، 

ــه   )2006( ــدمیکروبی در دامن ــت ض ــري در فعالی ــا  pH 4، تغیی ،  8ت
، مربـوط بـه دو   4نکته قابل توجه و جالب در جـدول  . مشاهده نکردند

 Aerococcusاست که هردو متعلق به گونه  M141و  M165ایزوله 
viridiansباشند و در  میpH  قطـر هالـه بازدارنـدگی    7خنثی برابر با ،

، اثر اسـید خنثـی   pH، با توجه به اینکه در این اند داده 6و  5/6برابر با 
توان ایجاد هاله شفاف را به ترکیبـات ضـدمیکروبی یـا     یشده است، م

هـا   شبه باکتریوسینی غیر از اسید لاکتیک تولید شده توسط این ایزوله

 بازدارنــدگی از حاصــل شــفاف هالــه ،2همچنــین شــکل . نســبت داد
ــویه ــ Aerococcus viridiansسـ ــاکتري روي ربـ ــاخ بـ ص شـ

Listeriainnocoa ا در رpH دهد نشان می) 11تا  3(هاي مختلف.  

  
 Aerococcusسویه بازدارندگی از حاصل شفاف هاله- 2شکل 

viridians ص شاخ باکتري رويListeria innocoa ر دpH هاي
  ).11تا  3(مختلف 

  
 بر عصاره فاقد سلول باکتریایی Kتاثیر آنزیم پروتئیناز 

، روي سـوپرناتانت فاقـد    Kنتایج حاصل از آزمون آنزیم پروتیئنـاز 
  .، آورده شده است5ایزوله مورد آزمون، در جدول  8سلول 
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ها بر حسب قطر هاله  له،  بر مقاومت یا حساسیت ترکیبات شبه باکتریوسینی موجود در عصاره فاقد سلول ایزو Kناز ئیاثر آنزیم پروت - 5جدول 
  )متر بر حسب میلی(بازدارندگی 

  شماره  کد باکتري  نام باکتري  )Listeria monocytogenes(باکتري شاخص   
untreated CFS  Control(BHI + Proteinase K)  Proteinase K+ CFS       

35/0 ± 75/9*a  0f  0f Str. thermophilus  B170 1  
35/0 ±75/8bc  0f  7/0±5/3d  Ent. faecium B164 2  
35/0±75/8 bc  0f  0f  Ent. durans  Y11  5  

7/0±5/8c  0f  7/0±5/2e  Aerococcus viridians B227  30  
7/0±5/8c  0f  0f  Aerococcus viridians  M165  32  
7/0±5/9ab  0f  0f  Aerococcus viridians M171 33  
7/0±5/9ab  0f  0f  Aerococcus viridians M141 34  
7/0±5/9ab  0f  0f  Aerococcus viridians M156 35  

  .قطر هاله از قطر چاهک کم شده است. متر بوده است میلی 4قطر چاهک در این آزمون 
  

، Kنـاز  ئیشود، آنـزیم پروتئولیتیـک پروت   همانطور که ملاحظه می
مـورد،  ها، به جز دو  روي خاصیت ضدمیکروبی سوپرناتانت همه ایزوله

این . که هاله بازدارندگی آنها، صفر شده است تاثیر داشته است بطوري
پدیده، مبین این حقیقت است که ماهیت ترکیبات ضدمیکروبی موجود 

توانـد پروتئینـی باشـد، چراکـه مـورد       ها، می در سوپرناتانت این ایزوله
امـا،  . تجزیه و غیرفعال شدن یک آنزیم پروتئولیتیک قرار گرفته است

 Aerococcus( B227و ) B164 )Ent. faeciumدر مورد دو ایزوله 
viridians(     حتی پس از تاثیر و تیمـار بـا آنـزیم پروتئینـاز ،K  هالـه ،

ون، مـی تـوان نتیجـه    با این آزم. شفاف بازدارندگی مشهود بوده است
میکروبی ترکیبات موجـود در سـوپرناتانت سـایر    ماهیت ضدگرفت که 

  .تواند پروتئینی باشد الذکر، می ایزوله ها به استثناء این دو ایزوله فوق
  

  گیري نتیجه
ایزوله باکتري اسید لاکتیک که از مراحل مختلف تولید  51از بین 

ــود،     ــده ب ــازي ش ــکه جداس ــنتی مس ــره س ــ 44ک ه ، در روش ایزول
اعــم از (هـاي شـاخص    یکــی از بـاکتري  گـذاري، حـداقل روي   نقطـه 

در . موثر بـوده اسـت  ) زا زا و یا غیر بیماري هاي شاخص بیماري باکتري
ــر یکــی از  39حالیکــه در روش نفــوذ در چاهــک،  ــه، حــداقل ب ایزول

در  . کنندگی داشته اسـت  هاي شاخص مورد آزمون، اثر ممانعت باکتري
 B258و ) B161)Ent. faeciumري، دو ایزولـــهگـــذا روش نقطـــه

)Str.thermophillus(      بیشترین قطـر هالـه بازدارنـدگی و در نتیجـه
 Listeriaکننـدگی را روي بـاکتري شـاخص    بیشترین فعالیت ممانعت

innocoaدر روش نفوذ در چاهـک، بـاکتري    اما. ادند، از خود نشان د
 ممانعت شده بـود، امـا  ها  توسط بیشترین تعداد ایزوله ،E.coliشاخص

ــر  Listeria innocoaص بــاکتري شــاخ ــه تعــداد کمت ــا توجــه ب ، ب
هایی که مورد ممانعت قرار گرفته بود، اما قدرت بازدارندگی این  ایزوله
، از نظـر قطـر هالـه    Listeria innocoaص هـا بـر روي شـاخ    ایزوله

ر ایزولـه از مرحلـه نفـوذ د    8در نهایـت تعـداد   . بازدارندگی بیشتر بـود 

 Listeriaکننـدگی بـر روي شـاخص    چاهک کـه داراي اثـر ممانعـت   
innocoa      سـپس تـاثیر   . بودند بـراي مراحـل بعـدي انتخـاب شـدند

پارامترهــاي مختلــف تکنولوژیکییــا فیزیکوشــیمیایی از جملــه درجــه 
، روي Kهـاي متفـاوت و آنـزیم پروتئینـاز     pHهـاي مختلـف،    حرارت

بـر روي  (ایزولـه   8سـلول  کنندگی سـوپرناتانت فاقـد    فعالیت ممانعت
در . بررسی و مشـخص گردیـد  ) Listeria innocoaص باکتري شاخ

ترین سوپرناتانت فاقد سلول در برابر حـرارت،   آزمون اثر حرارت، مقاوم
در آزمون اثر . ودب M165 ،Aerococcus viridiansمتعلق به ایزوله 

pH فقــط دو ایزولــه ،M165  وM141  کــه هــردو متعلــق بــه گونــه
Aerococcus viridians باشند، در  یمpH     قطـر  7خنثـی برابـر بـا ،

اند، که از این حیث حائز اهمیـت   داده 6و  5/6برابر با  هاله بازدارندگی
یـا   توان ایجاد هاله شفاف را به ترکیبات ضـد میکروبـی   هستندکه می

هـا   غیر از اسیدلاکتیک تولید شده توسط این ایزولـه  شبه باکتریوسینی
ــبت داد ــاثیر پروت. نس ــون ت ــاز ئیدر آزم ــه  Kن ــا دو ایزول  B164، تنه

)Ent.faecium  ( و ایزولهB227 )Aerococcus viridians  ( پس از
تیمار با آنزیم مورد نظر، فعالیـت بازدارنـدگی خـود را همچنـان حفـظ      

. ها، هیچ فعالیت بازدارندگی از خـود نشـان ندادنـد    کردند و سایر ایزوله
تواند احتمال این واقعیت را قوت بخشـد کـه ترکیبـات     این مسئله می

ضدمیکروبییا شبه باکتریوسینی در این دو ایزوله، ماهیت غیرپروتئینـی  
چون علیرغم تجزیـه ترکیبـات پروتئینـی توسـط آنـزیم      . داشته باشند

،در سوپرناتانت این دو ایزوله، ولی باز هم مـا  Kپروتئولیتیک پروتئیناز 
 ـ در پایان مـی . از بازدارندگی بودیمشاهد هاله شفاف حاصل  وان ایـن  ت

ها یا سـوپرناتانت   چنین نتیجه گرفت که چنانچه بخواهیم از این ایزوله
، اسـتفاده نمـاییم،   1هاي بیولـوژیکی  فاقد سلول آنها بعنوان  نگهدارنده

در مواد غذایی )  M165 )Aerococcus viridiansتوان از ایزوله  می
شود، اسـتفاده نمـود، زیـرا     راي آنها استفاده میکه فرایند حرارتی بالا ب

                                                             
1Biopreservative 
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ترکیبات ضـدمیکروبی موجـود در سـوپرناتانت ایـن ایزولـه، مقاومـت       
 pHدر مـواد غـذایی اسـیدي و بـا     . حرارتی بیشتري از خود نشان داد

هایی اسـتفاده کـرد کـه سـوپرناتانت آنهـا در       توان از ایزوله پایین، می
pHانـد و در مـواد    د را حفظ کـرده هاي پایین، فعالیت ضدمیکروبی خو

فعالیت  pHکه این  M141و  M165هاي خنثی از ایزوله  pHغذایی با
در پایـان پیشـنهاد   . انـد، بهـره جسـت    ضدمیکروبی خود را حفظ کرده

ها یا سوپرناتانت فاقـد سـلول    شود که قبل از استفاده از این ایزوله می
نیز جهت اطمینـان از   in Situیا  ها، مطالعات در داخل مواد غذایی آن

  .قابلیت کاربرد آنها در مواد غذایی، انجام داد
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1Introduction2: Lactic acid bacteria (LAB) are a group of gram positive, catalase negative bacteria which 

possess unique metabolic, physiological and morphological characteristics. In addition, lactic acid bacteria are 
considered as a valuable source of antimicrobial agents including bacteriocins. Bacteriocins are defined as non-
toxic peptides produced by LAB. "Maskeh" as an Iranian traditional butter carries indigenous LAB which 
secrete and harbor bacteriocins. Our objective in this study was to evaluate the influence of antimicrobial 
compoundsproduced by isolated LAB from Maskeh, a local traditional butter, against some pathogenic bacteria 
suchas: staphylococcus aureus, Listeria innocoa and E. coli using culture-based methods. In the following step, 
influence of some technological parameters including different temperatures, pHs and proteinase K were 
determined on stability of antimicrobial compounds in bacteriocins. 

Materials and methods: Three samples of milk, yoghurt and local butter known as Maskeh were collected 
from different regions in the south ofKhorasanRazavi, Gonabadcity. 

Indicator microorganisms and culture condition: In order to activate the indicators, following the 
cultivation in corresponding and suitable media, they were incubated for 24 hours in suitable temperatures. 

Survey of antimicrobial activities: In Agar Spot, Antagonistic activities of isolates were evaluated in solid 
media. Finally clear zone of inhibition was measured in mm. In Well- Diffusion Assay (WDA), positive isolates 
from previous step, were selected for this assay. In this method, cell-free supernatant (CFS) of isolates were 
examined for their antagonistic activities. Finally clear zone of inhibition were evaluated around the wells. 

Determination of antimicrobial compound nature: Effect of proteinase K on CFS: In order to evaluate the 
enzyme sensitivity of bacteriocin like compounds produced by LAB, CFS of isolates were subjected to 
proteinase K (final concentration 0.5 mg/ml). Mixture of enzyme- CFS was incubated in 37C for four hours. 
Finally, the remaining inhibitory activity was determined using WDA. 

Influence of different temperatures on CFS: Heat sensitivity of bacteriocin like compounds was evaluated 
with subjecting the CFS of isolates to various temperatures. Again remaining activity of isolates was evaluated 
with the help of WDA. 

Influence of different levels of pH on CFS: CFS of isolates was adjusted at different pHs and their inhibitory 
effects were determined using WDA. 

Discussion & Results: Following the sequencing, 51 isolates were identified from different steps of Maskeh 
production. Results showed that 44 out of 51 isolates were effective at least against one indicator. It was clear 
that E.coli, Staph.aureus, Listeria. innocoa, Lb.plantarum, Lb.sake, Lac.lactis ssp. lactis,Lac.lactis ssp. cremoris 
were inhibited by 33, 7,11,12,7,35 and 7 isolates, respectively. Among pathogenic indicator bacteria, E.coli was 
inhibited maximally and regarding the non-pathogenic indicators, Lac.lactis ssp. Lactis was inhibited by the most 
of the isolates. Among the isolates, Ent.faecium B161 and Str.thermophilus B258 presented the highest 
inhibitory effect against Listeria.innocoa.Interestingly both these strains had been isolated from Maskeh, 
implying that they originated the same source. Formation of clear inhibition zone in agar spot method is related 
to colony-associated antimicrobial compounds like H2O2, lactic acid and other organic acids. Also, the strongest 
clear zone of inhibition was against Listeria.innocoa. Lb.plantarum B120 showed inhibitory effect against 6 out 
of 7 indicator bacteria. This strain has been isolated from Maskeh, and only did not affect on Lac.lactis ssp. 
lactis.In the next step, in WDA, CFS obtained from isolates were subjected to inhibition activity evaluation. In 
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this assay, 39 isolates showed inhibitory activity against at least one indicator and 12 isolates had no inhibition 
against indicators. E.coli was inhibited by the most of the isolates (11), followed by Listeria.innocoa by 8 and 
Staph.aureus by 2 isolates. But noticeable point is that the strongest influence was seen against Listeria. In the 
last step, influence of technological parameters such as : temperature, pH and enzyme were determined on 
antimicrobial and inhibitory activity of CFS. In this survey, only those isolates were chosen which showed 
inhibitory effect against Listeria innocoa. Regarding the temperature, with increasing of this factor, the diameter 
of clear zone had decreasing trend. This means that bacteriocin- like compounds are sensitive to heat. Among 
analyzed isolates, CFS of two isolates namely Aerococcusviridans M156 and M141 possess the highest 
sensitivity. In contrast, the highest resistance was related to Aerococcusviridans M165. Evaluation of 
antagonistic activity of CFS of isolates at different pHsexperienced, in pH between 3-5, growing trend of 
inhibitory activity which is due to produced lactic acid. Maximum of antagonistic activity was seen at pH=3 and 
along with pH increase toward the alkaline condition, it decreased.Aerococcusviridans M165 and M141 showed 
clear zone of inhibition equal to 6.5 and 6, respectively at pH=7.Proteniase K as a proteolytic enzyme, exhibited 
decomposing influence on antimicrobial effects of all isolates, except two of them. This phenomenon implies the 
proteinaceous nature of antimicrobial compound in CFS, because of decomposition as a result of proteolytic 
enzyme. But regarding two isolates, the clear zone did mot destroyed even after enzyme treatment. 

Conclusion: Some CFS or their producing isolates can be exploited as bio-preservatives; CFS of 
Aerococcusviridans M 165 can be applied in foods subjected to high heat treatment. In acidic and low pH food, 
we can use those isolates which theirCFS remain their activity at low pH. 
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