
 1397 يد ،15 دوره ،83شماره                                                                                         ییغذا عیصنا و علوم
 

  399

  
  

د شده ی تولين هایوسیات باکتری خصوصی و بررسی نسبيخالص ساز
  یجان شرقی آذربای بوملوس پلانتارومیلاکتوباسزوله یتوسط دو ا

  
  2يزی جهاندی، رضا معصوم*2ين حجازی، محمد ام1وا خالدزادهیش

  
  دانشگاه مراغهه،ی دانشکده علوم پا،یکروبی ميوتکنولوژی ب-يست فناوری ارشد زیدانش آموخته کارشناس - 1

 غرب و غرب کشور  شمالي کشاورزيوتکنولوژیار، پژوهشکده بیدانش - 2

  دانشگاه مراغهیکروبی ميوتکنولوژی ب- يست فناوریار گروه زیاستاد - 3

)29/07/97: رشیپذ خیتار  95/ 20/05:  افتیدر خیتار(  

  
  

  دهیچک
لوس یلاکتوباس ـه یابتـدا، دوسـو  .  شدندی بررسلوس پلانتاروم یلاکتوباسه  ید شده توسط دو سو    ی تول يهانیوسیات باکتر ی خصوص یدر این تحقیق، برخ   

غرب و غرب کشور انتخاب، و  شمالي پژوهشکده کشاورزیکروبیون می از کلکسیجان شرقی آذربایبومEL3لوس پلانتارومیلاکتوباس و BL1پلانتاروم
م ید شده بـه دو آنـز  ی تولين هایوسیت باکتری سپس حساس.ن شدیید شده توسط آن ها،تعی تولين هایوسی باکتريف مهاری و طییایت ضد باکتر یخاص

 يها در دماها آنی حرارتيداریز پاید شده، و نی تولين هایوسی باکتريا مهار رشدی ی کشيت باکتریو فعال) نیپسیموتری و آلفا کKناز یپروتئ (يپروتئاز
 ين هایوسیج به دست آمده مشخص شد که باکتریطبق نتا. ن زده شدیتخمSDS-PAGE ک ین ها، با تکنیوسی باکتریوزن مولکول.ن شدییمختلف تع

 یی دمـا يمارهاین بعد از اعمال تیع داشتند، و همچنی وسيف مهاری به کار رفته در پژوهش فعال بوده و ط  يه تمام پاتوژن ها   یه عل ی هر دو سو   يدیتول
 حساس بـوده و  Kناز یم پروتئید شده به آنزی تولين هایوسی که باکترن مشاهده شد یهمچن. خود را حفظ کردند    ییایت ضد باکتر  یمختلف همچنان فعال  

ن یوس ـیگرمشخص شـد کـه باکتر  یاز طرف د. د شده نبودی تولين هایوسیب کامل باکترین قادر به تخریپسیموتریدر مقابل، آلفا ک  . ب شدند یکاملا تخر 
 هی ـ بـر عل ي کـه اثـر مهـار رشـد    ی داشـته در حـال  یثـر کـشندگ  ا) ATCC 1399(یاکلیشی ـاشر پـاتوژن نـشانگر  ي روBL1لوس پلانتارومیلاکتوباس

 هر دو پاتوژن نشانگر مـذکور اثـر مهـار    يز بر روی نEL3لوس پلانتارومیلاکتوباسه ین سویوسیباکتر .نشان داد)ATCC 35669(کایتیاانتروکولینیرسی
                       لودالتـون ی ک10 کمتـر از یمـورد مطالعـه، وزن مولکـول    لوس پلانتـاروم یلاکتوباس ـهید شـده توسـط هـر دو سـو     ی تول ين ها یوسیباکتر. نشان داد  يرشد

  . قرار گرفتندIIb گروه ين هایوسین شده باکترییداشته و در محدوده تع) لو دالتونی ک5 >د شده ی تولين هایوسی باکتر>لودالتونیک10(
  
  ییایت ضدباکتری،فعالی نسبيسازن،خالصیوسیر، باکتلوس پلانتارومیلاکتوباسک، ید لاکتی اسي هاي باکتر:واژگان دیکل
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   مقدمه- 1
ک به طور گـسترده در صـنعت غـذا بـه     ید لاکتی اسي ها يباکتر

 ی، به کار ميری تخميند های فرآي آغازگر برايعنوان کشت ها  
 ي هـا  يمـار یه ب ی ـلوس ها دهه هاست که بر عل      یلاکتوباس. روند
 حفاظـت   ي آن هـا بـرا     ییو توانا  ]1[ شوند   ی استفاده م  یعفون

ع مورد مطالعه قرار یه پاتوژن ها، به طور وسیمواد مختلف بر عل
د ی اسي هاين باکتر ی از ا  ياریمشخص شده که بس   . گرفته است 

 ید م ـی ـن هـا تول یوسی از جمله باکتر یکروبیک مواد ضد م   یلاکت
 ی مختلف ـي زايمـار ی بي هـا يکنند که، قادر به مهار رشد باکتر   

ک، یدلاکتی اس ـ ي هـا  ين جدا شده از باکتر    یوسیباکتر.  باشند یم
 هستند که یعی طبیکروبی کوچک ضد مين هایا پروتئید ها یپپت

 يه گونه هـا  ی بر عل  ییایا مهار رشد باکتر   ی ی کش يت باکتر یفعال
ن یوس ـیان باکتریاز م. ]2[ دهند ی از خود نشان م   یکیمرتبط ژنت 

 شـوند،  ی گـرم مثبـت سـنتز م ـ   يسم هـا ی که توسط ارگان   ییها
. ]3[ دارنـد  يلوس هـا ارزش تجـار    ی لاکتوباس ين ها یوسیباکتر

ک ی ـد لاکت ی اس ـ ي هـا  ين ها از باکتر   یوسی از باکتر  یانواع مختلف 
ت شده اند که از جمله      ین خصوص یی و تع  ییهمراه  غذا، شناسا   

کان، ین، بولگار یلین، اسدوف یپلوکوکسین، د یسین آن ها نا   یمهمتر
 ین هــا مــین و انــواع مختلــف پلانتاراســین، لاکتاســیسیــهلوت

ن یبه عنوان شناخته شده تـر     لوس پلانتاروم یلاکتوباس. ]4[باشند
 جـدا شـده   ی متنوعيک، از بوم ها   یدلاکتی اس ي ها يعضو باکتر 

ر ی موجـود در ش ـ يه هـا ی از سوي متعددين هایاند و پلانتاراس 
 ییشناسـا  ]9[ر شـده  ی ـار تخمی و خ]8[، آبجو   ]7[ری، پن ]6-5[

ن مجـزا   یوس ـی باکتر 6 حداقل   لوس پلانتاروم یلاکتوباس. شده اند 
 که توسط یین هاین پلانتاراسیع تریاز جمله شا .  کنند ید م یتول

ن ی تـوان بـه پلانتاراس ـ     ید شده اند م ـ   ی تول لوسپلانتارمیلاکتوباس
EF ن  ی، پلانتاراسW ن ی، پلانتاراسJKن ی و پلانتاراس ـS  اشـاره 

. ]10[ باشندی ميدی دو پپتين هایوسیر جزو باکتیکرد که همگ
 تحـت عنـوان   ییلوس در گـروه هـا    ی لاکتوباس ين ها یوسیباکتر

ن یوسی باکتر II، دسته   )ک ها یوتی ب یلانت(ن ها   یوسی باکتر Iدسته  
ک، مقاوم به حرارت یوتی بیر لانتی غين هایوسیشامل باکتر( ها 

، ) باشـند  ی م ـ kDa 5>ن  یوسیباکتر>kDa10 یبا وزن مولکول  
 بالا ی حساس به حرارت با وزن مولکولين هایپروتئ (IIIدسته 

 کـه همـراه بـا       یین ها یپروتئ ( IVو دسته   )  شوند یرا شامل م  
 ی باشـند و وزن مولکـول      ی م یدراتیا کربوه ی يدیپیک بخش ل  ی

  .]11[ شوندی مي، دسته بند) دارندییبالا

 ی و بررس ـی نـسب ي، خالص سـاز   ین پژوهش تجرب  یهدف از ا  
د شـده   ی ـ تول ين ها یوسی باکتر ی و کم  یفیات ک ی خصوص یبرخ

جــان ی آذربای بـوم لوس پلانتـاروم یلاکتوباس ـزولـه  یتوسـط دو ا 
  . بودیشرق

   مواد و روش ها-2
  ییای باکتريه های سو-2-1

ــو ــه یدو س ــارومیلاکتوباس ــ و BL1لوس پلانت لوس یلاکتوباس
ن، از  یوس ـید کننده باکتر  ی تول يه ها یبه عنوان سو  EL3پلانتاروم

- شمال ي کشاورز يوتکنولوژی پژوهشکده ب  یکروبیون م یکلکس

ن ها  یوسیات باکتر ی خصوص یغرب و غرب کشور جهت بررس     
 شـامل   ییت غـذا  یپـاتوژن عامـل مـسموم      پـنج    .انتخاب شدند 

 ATCC(4لوس سرئوسیباس، )ATCC 1399(3یاکلیشیاشر

ا ینیرسی، )ATCC 29213(5لوکوکوس آرئوسیاستاف، )1431
ــایتیانتروکول ــو ) ATCC 35669(6کـ ــسنریشـ  7يگلا فلکـ

)PTCC 1234 (هدف ي هايبه عنوان باکتر )ز از ین) نشانگر
 پـاتوژن انتخـاب     يه ها یسو.  انتخاب شدند  یکروبیون م یکلکس

 گرم  ي ها ي گرم مثبت و هم باکتر     ي ها ي باکتر يشده هم حاو  
  .  بودندیمنف
  نیوسید باکتری تول-2-2

د ی ـ توليهـا هین از سویوسی باکتر ي  حاو  یی رو عیه ما یجهت ته 
 BL1لوس پلانتـاروم یلاکتوباس ـ يهـا ين، باکتر یوسیکننده باکتر 

زان ی ـل بـه م یط استری تحت شرا  EL3لوس پلانتاروم یلاکتوباسو
 48ح شدند و به مدت یتلقMRS Brothط کشت یدر مح% 1

، يبعد از گرمخانه گـذار . انکوبه شدندC ° 37يساعت در دما
  gقـه در ی دق20 حاضـر بـه مـدت    ییای ـ باکتريهاونیسوسپانس

لتـر سـر    یوژ شده و با عبور از ف      یفی سانتر C 4° ي در دما  6000
 ي عارییرویهاعیما. ل شدندیاستر) ل یوفیب ( mµ22/0 یسرنگ

د توسـط  ید اس ـی ـها علت تولهیل هر کدام از سو   یاز سلول استر  
 pH يداراEL3 و BL1لوس پلانتــارومیلاکتوباس ـ يهـا هیسـو 

 ـNaOH 4 M  داشت، که با استفاده از يدیاس  شـده، و  یخنث

                                                             
3. Eschrichia coli 
4. Bacillus cereus 
5. Staphylococcus areus 
6.Yerssiniaenterocolitica 
5. Shigellaflexneri 
6. Disk diffussion 
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 ین خــام جهــت بررســیوســی بــه عنــوان باکترییعــصاره نهــا
  . ]12 [ش ها مورد استفاده قرار گرفتیه آزمایات در بقیخصوص

 ـت ضد باکتر  ی فعال ی بررس -2-3  ـ و تع  ییای ن یی
  هانیوسی باکتريف مهاریط

د ی ـ توليهـا نیوس ـی باکتريف مهـار ی و طییایت ضد باکتر  یفعال
ه مولد مورد مطالعـه، بـا اسـتفاده از تـست         یشده توسط دو سو   

سک ی ـ انجـام مرحلـه د     ي برا ].13[ن شد یی تع 8سکیانتشار از د  
 بـا  9نتونبـه شـکل آگـار نـرم       یط کشت مولر ه   ی، ابتدا مح  يگذار

 یلی م20سپس . دیل و خنک گردیه، استریآگار ته% 7/0افزودن 
 مـورد   يبـا پـاتوژن هـا     % 1زان  ی ـط کشت، به م   ین مح یتر از ا  یل

ــدورت  ــا ک ــ) OD600nm=0/3 (3/0نظرب ح شــده و درون یتلق
 یخچـال بـاق   یک سـاعت درون     ی ـها  تیپل. خته شد یها ر تیپل

ن ی ـعلت استفاده از آگار نـرم ا      . ماندند تا آگار کاملاً بسته شود     
افتـه و بـه   یتـشار   در آن انین بتواند به راحت   یوسیاست که باکتر  

پـس از گذشـت مـدت زمـان مقـرر،           . سک نفوذ کند  یاطراف د 
ه ی ـن خـام ته یوس ـی از باکترlµ50ل با ی بلانک استر  يسک ها ید

ل بر یط استر یشده به صورت جداگانه آغشته شده و تحت شرا        
ط کشت، قرار داده شدند و به مدت ی محي حاويت های پليرو
ج بـا   ینتا.  انکوبه شدند  0C 37 ي ساعت در انکوباتور با دما     12

با  ) mm(  متر یلی قطر هاله عدم رشد بر حسب م   يریاندازه گ 
ــول ــت یاســتفاده از ک ــا دق ــی م1/0س ب ــدازه گیل ــر ان ــ مت  يری

  .]13[شدند
  ن هایوسی باکتری حرارتيداری پای بررس-2-4
د شـده   ی ـ تول ين هـا  یوس ـی باکتر ی حرارت ـ يداری پا ی بررس يبرا

ن خام بدست آمـده از      یوسیه مورد مطالعه، باکتر   یتوسط دو سو  
 آن  ی حرارت يداری، و پا  ]12[ه  یه ها طبق آنچه گفته شد ته      یسو

 15به مدت ) 0C 121 ،0C100، 0C 70( مختلف  يها در دماها  
 ییایت ضـدباکتر  ی ـ حفظ فعال  یجهت بررس . ده شد یقه، سنج یدق

، از تـست انتـشار از     یی دمـا  يمـار هـا   ین ها بعد از ت    یوسیباکتر
  . ]13[سک استفاده شدید
ت ین فعالیی و تع یمیت آنز ی حساس ی بررس -2-5

ــاکتر ــشيب ــ ی ک ــد باکتر ی ــار رش ــا مه  ییای
  ن هایوسیباکتر

                                                             
 
6. Disk diffussion 
7. Soft agar 
 

 ين هـا  یوس ـی باکتر ییایا مهار رشد باکتر   ی ی کش يت باکتر یفعال
 ین ـیعـت پروتئ ی مـورد مطالعـه، طب  يه هاید شده توسط سو   یتول

ــم  ــواد ه ــتم ــز تولیس  ــی ــط لاکتوباس ــده توس ــا و ید ش لوس ه
ق ین تحقیدر ا. ]14[ انتروکوکوس ها قبلا نشان داده شده است

 ي پروتئـاز يم ها ید شده به آنز   ی تول ين ها یوسیت باکتر یحساس
 ییای ـا مهار رشـد باکتر ی ی کش يت باکتر یز فعال ی شد و ن   یبررس
 ]15[نز    ید شده طبق آنچه توسـط دمـارت       ی تول ين ها یوسیباکتر
  ع ی مـا ییای ـت ضـد باکتر ی ـفعال. ن شـد  یی ـح داده شـده، تع    یتوض

مربوط بـه  ) ن خامیوسیباکتر(ل  ی از سلول استر   ي عار يهاییرو
 شـدند و بعـد از       ی بررس ـ ی خنث ـ pHه، در   یهر کدام از دو سو    

 و  0C 37يون در دمـا   یسـاعت انکوباس ـ  12گذشت مدت زمان    
ها از انکوباتور خارج شده و      تی عدم رشد، پل   يهامشاهده هاله 

 بـر   ي پروتئـاز  يم ها ی با آنز  یمیمار آنز یل ت یط استر یتحت شرا 
ن صورت یبه ا.  هاله عدم رشد، انجام شدي دارايهاتی پل يرو
م ی از آنز  lµ 5و) K10) mg.ml-120ناز  یم پروتئ ی از آنز  lµ5که  

ل بـا   یط اسـتر  یتحـت شـرا   ) mg.ml-120 (11نیپسیموتریآلفا ک 
 عدم رشد مربـوط بـه       يسمپلر به طور مجزا در اطراف هاله ها       

در ( ختـه شـد   یه ها، ری هر کدام از سو    يدی تول يهانیوسیباکتر
ه  دو تکرار قرار داده      یک سو ین خام   یوسی  باکتر  يت برا یهر پل 

خته یها رها به طور مجزا در اطراف هالهمیشد و هر کدام از آنز   
 0C 37 سـاعت در 12ها دوبـاره بـه مـدت    تیسپس پل). شدند

 یبعد از گذشـت مـدت زمـان مقـرر، بـه بررس ـ            . انکوبه شدند 
 پـاتوژن در  يهـا ي بـاکتر يا مهـار رشـد   ی ی کش يت باکتر یفعال

ش سه بار و به ی مراحل آزما  یتمام. اطراف هاله ها پرداخته شد    
  .]15[شدندطور مستقل از هم انجام 

  هانیوسی باکترین وزن مولکولی تخم-2-6
 ي شده عـار ی خنثي  ها ییع رو ی ما ین وزن مولکول  ی تخم يبرا

مربوط بـه هـر کـدام از دو     ) ن خام یوسیباکتر(ل  یاز سلول استر  
وم اشـباع، و جهـت      ی ـبا پودر سولفات آمون   % 60زانیه، به م  یسو

 ي نگهـدار  0C 4 سـاعت در     24ن بـه مـدت      یوسیرسوب باکتر 
 مـذکور بـه   يبعد از گذشت مدت زمان مقرر فالکون ها   . شدند
وژ شـده و  یفی سانترC 4° ي در دماg  5500قه دری دق30مدت 

 ییع رو یسپس ما . ل شدند ی در ته فالکون ها تشک     ییرسوب ها 
زان بـافر فـسفات     ی ـخته شده و رسوب ها در حـداقل م        یدور ر 
ــال ــدت   :pH)  4/7(ن یس ــه م ــاعت در24ب ــل C4° س  ح

                                                             
10. Proteinase K 
11. α-chymotrypsin 
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 ی که به صورت نسبیین ها یوسی باکتر یوزن مولکول .]10[شدند
ل ی ـ آکر ی، با استفاده از الکتروفورز ژل پل ـ      ندشد  يخالص ساز 

طبـق روش   ) SDS-PAGE(ل سـولفات    یم دو دس ـ  ید سد یآم
بعــد از الکتروفــورز، ژل بــا رنــگ . ]16[ن شــدندییــ، تعیلاملــ

ق شستـشو بـا    ی ـ شد و از طر    يزی رنگ آم  R-250 بلو   یکوماس
   24به مدت ) 5:5:1( آب –ل الکل ی مت-دیک اسیمخلوط است

   ی با محدوده وزن مولکولياز مارکر.  شديساعت، رنگ بر
  ).رانینا ژن ایس(ن به عنوان مارکر استاندارد استفاده شد ییپا

   جینتا -3 

 ـت ضد باکتر  ی فعال ی بررس -3-1  ـ و تع  ییای ن یی
  هانیوسی باکتريف مهاریط
ز ی ـن) 1( کـه در جـدول      يف مهـار  ی ـن ط یی ـج حاصل از تع   ینتا

د شـده   ی ـ تول ين هـا  یوس ـی شود، نشان داد که باکتر     یمشاهده م 
 و BL1لوس پلانتارومیلاکتوباسه موردمطالعه یتوسط هر دو سو

 گـرم   يها پاتوژن یه تمام ی، بر عل  EL3لوس پلانتاروم یلاکتوباس
  . به کار رفته در پژوهش فعال بودندیمثبت و گرم منف

  

Table 1 Inhibitory specterum of the bacteriocin produced by two studied  L.plantarum species 
L.plantarum BL1 L.plantarum EL3 

Neutralized Acidic Neutralized Acidic Selected species 
14mm 12mm 14mm 11mm E.coli (ATCC1399) 
15mm 13mm 13mm 11mm S.flexneri (PTCC1234) 
12mm  
11mm 
14mm 

12mm 
9mm 
11mm 

13mm 
10mm  
15mm 

13mm 
8mm 
12mm 

Y.entrocolitica(ATCC35669) 
B.cereus (ATCC1431)  
S.aureus(ATCC29213) 

Zone of inhibition> 2mm  /(+)Zone of inhibition< mm ٢)- (٢  
ن یوس ـی باکتر یزان بازدارندگ ین م یشتریآمده ب ج بدست   یطبق نتا 

  در BL1لوس پلانتـاروم یلاکتوباس ـه ید شده توسـط سـو  یتول
pHيگلا فلکسنریش، مربوط به یخنث)mm3/1±15 (ن یو کمتر

،و در مــورد )mm 1±11 (ســرئوس. ب ه  یــ برعلیبازدارنــدگ
زان ین م یشتری ب EL3لوس پلانتاروم یلاکتوباسه  ین سو یوسیباکتر

و ) mm 1± 15 (لوکوکوس آرئـوس  یاسـتاف ه  ی برعل یبازدارندگ
) mm1 ± 10 (لوس سـرئوس یباس ـزان مربـوط بـه   ی ـن میکمتر

  .مشاهده شد
  هانیوسی باکتری حرارتيداری پایبررس -3-2
د ی ـ تولين هـا یوسی باکتریی دمايداری پایج حاصل از بررس ینتا

ت ی ـ مختلف و سنجش فعال    یی دما يمارهایشده بعد از اعمال ت    
د شده توسط ی تولين هایوسین ها، نشان داد که باکتر     یوسیباکتر

لوس یلاکتوباس ـ و   EL3لوس پلانتـاروم  یلاکتوباس ـه  یهر دو سو  
ت ضـد  ی ـ همچنـان فعال   یی دمـا  يمارهـا یت بعـد    BL1پلانتاروم

 ي خود را حفظ کردند و قادر به مهار رشد پاتوژن ها          ییایباکتر
ش مداوم یت با افزای فعالینشانگر بودند، هرچند که کاهش جزئ

  ).2جدول)(1شکل (دما مشاهده شد

    

    

    

    

  
Fig 1 Effect of thermal treatment in stability of 

produced bacteriocins by two studied L.plantarum 
species, (A) 120°C, (B) 100°C, (C) 70°C  
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Table 2 Effect of thermal treatment in stability of produced bacteriocins by two studied L.plantarum 
species  

L.plantarumEL3 L.plantarum BL1 

120°C 100°C 70°C 120°C 100°C 70°C  
7 mm 9 mm 12 mm 8mm 10 mm 13 mm E.coli 
8 mm 10 mm 13 mm 8.5mm 8.5 mm 11 mm Sh.flexneri 

6.5 mm 9 mm 10 mm 9 mm 10 mm 13 mm Y.entrocolitica 
6.5 mm 8 mm 10.5 mm 6 mm 8 mm 8 mm B.cereus 
9 mm 11 mm 13 mm 8 mm 11 mm 14 mm S.aureus 

  
ت ین فعالیی و تع یمیت آنز ی حساس ی بررس -3-3

ــاکتر ــشيب ــ ی ک ــد باکتر ی ــار رش ــا مه  ییای
  ن هایوسیباکتر

د شـده و  ی ـ تولين هـا یوس ـی باکتریمیت آنز ی حساس یدر بررس 
 پـس از گذشـت      ییای ـا مهار رشـد باکتر    ی ی کش يت باکتر یفعال

د شـده  ی ـ تولين هایوسیمدت زمان مقرر، مشاهده شد که باکتر    
 مورد مطالعه بهلوس پلانتارومیلاکتوباسه یتوسط هر دو سو

م یت داشتند امـا آنـز     ی کاملا حساس  Kناز  ی پروتئ يم پروتئاز یآنز
د شـده   ی تول ين ها یوسیب باکتر ین قادر به تخر   یپسیموتریآلفا ک 

ف ی ـع طی وس ـKنـاز  یم پروتئیآنـز . به صورت کامل نبوده است   
د شده بوده اسـت،  ی تولين هایوسیب باکتریبوده و قادر به تخر   
ت بـالا در  یل اختـصاص ی ـن بـه دل  یپـس یموتریاما پروتئـاز آلفـا ک     

     ن هـا نبـوده اسـت و        یوسیب کامل باکتر  یعملکرد، قادر به تخر   
  د شده، ی تولين هایوسیکترجه گرفت که ساختار بای توان نتیم

. م نبــــوده انــــد  ین آنــــز یـــ ـ متناســــب ا يسوبــــسترا

)A(  

  

)B(  
Fig 2 Determination of bactericidal or bacteriostatic activity of produced bacterions, (A) Zone of inhibition 

before enzymatic treatment, (B) After enzymatic treatment, Bactericidal activity of plantaracinBL1 on E.coli 
andbacteriostatic activity of plantaracinBL1 on Y.entrocolitica, and bacteriostatic activity of plantaracin 

EL3against E.coli and Y.entrocolitica are shown  
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 يمارهـا ی از ت  ج بـه دسـت آمـده بعـد        ین با توجه به نتـا     یهمچن
د شــده توســط یــن تولیوســی، مــشخص شــد کــه باکتریمــیآنز

 E.coli (ATCC پاتوژن ي، روBL1لوس پلانتارومیلاکتوباس

م ین با آنـز یوسیمار باکتری داشته و بعد از تی اثر کشندگ  (1399
 ضـد  يدهای ـن پپتی اینیت پروتئی، با توجه به ماه ي پروتئاز يها

 در E.coli(ATCC 1399)ه آن ها، پاتوژنی و تجزییایباکتر
ن یوس ـین باکتر یدر مقابـل، هم ـ   . افـت یر ن ی ـهاله عدم رشـد تکث    

ــ ــدگیخاصــ ــر رو یت مهارکننــ ــد بــ  ATCC ي رشــ

35669)(Y.entrocolitica  ــد از ت ــت و بع ــای داش  يماره
 در هالـه عـدم      ين بـاکتر  ین، ا یوسین رفتن باکتر  ی و از ب   یمیآنز

ــد تکث ــرش ــر پی ــردی ــیباکتر. دا ک ــن تولیوس ــط  ی ــده توس د ش
ه پـاتوژن  ی هـر دو سـو  ي بـر رو EL3لوس پلانتـاروم  یکتوباسلا

 یت مهار کنندگیخاص) Y.entrocoliticaو E.coli (نشانگر 
ن ی، رشد اي پروتئازيم ها یمار با آنز  یرشد نشان داد و بعد از ت      

  . عدم رشد مشاهده شديپاتوژن ها در هاله ها
  ین وزن مولکولی تخم-3-4

 يه هـا ید شده توسـط سـو  ی تولين ها یوسی باکتر یوزن مولکول 
-SDSلوس پلانتاروم مورد مطالعه، با الکتروفورز ژل یلاکتوباس

PAGE3شکل (ن شد یی تع .(  
د ی ـ تولين هـا یوسی بلو، باکتری ژل با کوماس  يزی آم رنگبعد از   

 در محــدوده       ینــیه تــک بانــد پروتئیشــده توســط هــر دو ســو
kDa 10-5 دسـته   ين شده برا  ییل دادند، که محدوده تع    ی تشک 

IIباشدین ها میوسی باکتر . 

  
Fig 3.The  SDS-PAGE  analysis  of  partially  
purified bacteriocins produced by two studied 

L.plantarum species 
 

  يریجه گی بحث و نت-4
ک که ید لاکتی اسي ها ين ها از باکتر   یوسی از باکتر  یانواع مختلف 
 یابیت ی و خصوصیی مختلف حضور دارند، شناسايدر غذا ها

 محـصولات   يش تقاضـا بـرا    یل افـزا  یبه دل . ]17-18[شده اند   
مـن باشـند،    ی ا یکیولوژیکروبی که از لحاظ م    ي تر و مواد   یعیطب
 ی در صنعت غذا احساس میستی زي نگهدارياز به روش ها   ین

 غـذا،   ي نگهدار ي برا یل قابل توجه  ین ها پتانس  یوسیباکتر. شود
 ینیگزیا جـا ی ـ در انسان به عنوان مکمل ها ی درمان يکاربرد ها 

  . ]19-20[ج مورد استفاده، دارند ی رايک هایوتی بی آنتيابر
 يف مهار ین ط ییج حاصل از تع   یدر پژوهش حاضر با توجه نتا     

ه ید شده توسط هر دو سوی تولين هایوسیمشاهده شد که باکتر  
 گرم  ي ها يه باکتر ی مورد مطالعه، بر عل    لوس پلانتاروم یلاکتوباس

ن در  ی ـفعال بودند، ا   به کار رفته در پژوهش       یمثبت و گرم منف   
ک معمولا بر ید لاکت ی اس ي ها ين باکتر یوسی است که باکتر   یحال
 یستند و تنها گزارشات اندکی فعال نی گرم منفي هايه باکتریعل

. ]21[ سالمونلا ارائـه شـده اسـت       يه گونه ها  یت بر عل  یاز فعال 
 ي هـا  ين بـاکتر  یوس ـی توسط باکتر  ی گرم منف  ي ها يمهار باکتر 

 باشـد کـه کـاربرد     ی منحصر به فرد م    یژگیک و یک  ید لاکت یاس
را گزارشـات   ی ـاخ.  دهـد  یز گـسترش م ـ   ی ـ آن را ن   یی دارو يها

 هـا ارائـه شـده امـا     ی گرم منف ـي در مورد مهار غشاها    يمتعدد
          ردی ـگق قـرار    ی ـشتر مـورد تحق   ی ـد ب ی ـسم هـا با   ی ـات مکان یجزئ

د شده  ی تول ين ها یوسیت باکتر یقات فعال ی تحق یبرخ. ]23-22[
لوس یلاکتوباســ، ]LR14]24لوس پلانتــارومیلاکتوباســتوســط 
 گرم مثبـت و گـرم   ي ها يه باکتر یز بر عل  ی ن ]ZJ5]25پلانتاروم

 ين هـا یوس ـی است باکترین در حالیا.  را گزارش داده اند  یمنف
ــتول ــط  ی ــده توس ــد ش ــارومیلاکتوباس ، ]SIK-8]26لوس پلانت

 گرم  ي ها يه باکتر ی تنها بر عل   ]27[لوسیدوفیلوس اس یلاکتوباس
  .ت نشان داده اندیعالمثبت ف

ج بـه دسـت آمـده،       ی با توجه به نتا    ی حرارت يداری پا یدر بررس 
ــه باکتر  ــد ک ــشخص ش ــیم ــایوس ــ تولين ه ــط  ی ــده توس د ش

ــ ــارومیلاکتوباســ ــ ،]LP31]28لوس پلانتــ لوس یلاکتوباســ
لوس یلاکتوباســـــــــــــ، ]TF711]29پلانتـــــــــــــاروم

د ی ـ تولين هـا  یوسیز همانند باکتر  ین]NCIM2084]1پلانتاروم
 مورد مطالعـه در     لوس پلانتاروم یلاکتوباسه  یشده توسط دو سو   

در .  مقـاوم بودنـد  C °121 بالا تاين پژوهش، به حرارت هایا
لوس یلاکتوباســـد شـــده توســـط یـــن تولیوســـیمقابـــل باکتر

 C °95 به حـرارت بـالا حـساس بـوده و در     LC74پلانتاروم
  .]5[ نشان نداد ییایت ضد باکتریفعال

 يم هـا یت بـه آنـز  ی دسـت آمـده از حـساس   ج بـه یبر اساس نتا  
ا مهــار رشــد یــ ی کــشيت بــاکتری خاصــی و بررســيپروتئـاز 
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د شــده، مــشاهده شــد کــه یــ تولين هــایوســی باکترییایــباکتر
ــیباکتر ــایوسـ ــده توســـط یـــ تولين هـ ــد شـ لوس یلاکتوباسـ

 بـوده و    يم پروتئـاز  یمار آنـز  ی حساس به ت   ]C19]23پلانتاروم
ــد  ــار رش ــرد مه ــر عليعملک ــ ب ــاتوژن ی ــشانگر ه پ ــلن ا یستری

 يگــر کــه روی دیدر پژوهــش.  داشــتIP6818توژنزیمونوســ
 انجام شـد، مـشخص شـد کـه          LP84لوس پلانتاروم یلاکتوباس

 و F4810لوس سـرئوس یباس ـه ی ـ آن بر عل  يدین تول یوسیباکتر
م یز بـه آنـز    ی ـ داشته و ن   ی کش يت باکتر ی فعال D21یاکلیشیاشر
د همــانطور کــه گفتــه شــ.]29[ حــساس بــود ي پروتئــازيهــا

ت آن به ی دارد و با توجه به حساس     ینی پروتئ یتین ماه یوسیباکتر
 ی شکـسته م ـ   ی گوارش ـ يم ها ی توسط آنز  ي پروتئاز يم ها یآنز

 مـصرف در محـصولات      ي توان آن ها را  برا      ین م یبنابرا. شود
 ين بـرا  یوسی باکتر ییتوانا. ]10[من در نظر گرفت     ی، ا يریتخم

 یی توانـا ییات و فـساد غـذ  ی عامـل مـسموم   يکشتن پاتوژن ها  
را با ی باشد ز  ی م یینه صنعت و محصولات غذا    یارزشمند در زم  

ر ی، تاثي نگهداريند های فرآین طیوسین رفتن باکتریاحتمال از ب
ر مجدد  یگر پاتوژن کشته شده قادر به تکث      ید....  و ییایمیمواد ش 

  . نخواهد بود
ل تــک بانــد ی و تــشکSDS-PAGEج ژل یبــه نتــابـا توجــه  

 لوس پلانتارومیلاکتوباسه ی هر دو سو ين ها یوسی باکتر ینیپروتئ
، تـودورو و همکــاران  kDa 10-5مـورد مطالعـه در محــدوده   

د ی ـن تولیوسی باکتري را برا kDa 10 یز وزن مولکول  ین) 2004(
 گـزارش   ST13BRلوس پلانتـاروم  یلاکتوباسهیشده توسط سو  

ن یوس ـیگزارش کردند که باکتر   ) 2007( و همکاران    یآل. کردند
ــتول  ــی ــده توســط لاکتوباس ــارومید ش  در IIA-1A5لوس پلانت

 یوزن مولکول. ل دادی تشکینیئ تک باند پروتkDa  5/6محدوده
kDa 5/9 لوس یلاکتوباس ـد شده توسـط     ین تول یوسی باکتر ي برا

جـه   ین نت ی ـر خام گاوگزارش شد که ا     ی جدا شده از ش    پلانتاروم
ز جزء دسته ین نیوسین باکتری دهد که ممکن است ا     یشنهاد م یپ

II10[ن ها باشدیوسی باکتر[ .  
ع، ی وس ـيف مهـار ی ـ بـر ط یج به دست آمده مبن   یبا توجه به نتا   

 و ي پروتئــازيم هــایت بــه آنــزی و حــساسی حرارتــيداریــپا
 ين هـا  یوسی باکتر ییای و مهار رشد باکتر    ی کش يت باکتر یخاص

جه گرفت که با توجه به ی توان نتین پژوهش، مید شده در ایتول
 ـیبات ضـد م   ی از مصرف ترک   یعوارض ناش   و  ییایمی ش ـ یکروب

 ضد يب هایه عنوان ترک توانند ب  یت ها م  ین متابول ی، ا یمصنوع
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In this study, some characters of produced bacteriocins by two isolates of L.plantarum were studied. 
At fiest, two native isolates of L.plantarum BL1 and L.plantarum EL3 were selected from microbial 
collection of ABRII, and then the antibacterial trait and inhibitory spectrum of produced bacteriocins 
were determined. Therefore, bacteriocidal or bacteriostatic activity of produced bacteriocins, and 
thermal stability of them in different tempretures were studied. Molecular weight of bacteriocins were 
estimated by SDS-PAGE technique. According to achieved results, produced bacteriocins by two 
isolates were active against all used pathogens and had wide inhibitory spectrum, and even after 
different thermal treatments  they retain their antibacterial activity. Also, it was observed that both 
produced bacteriocins were sensitive to  proteinase-K and destroyed completely. In contrast, alpha-
chymotrypsin was not able to destroy bacteriocins properly. On the other hand, it was revealed that 
L.plantarum BL1 bacteriocin had bacteriocidal effect on Eschrichia coli (ATCC 1399), but 
bacteriostatic activity against Yerssinia entrocolitica (ATCC 35669) as indicator pathogens. 
L.plantarum EL3 bacteriocin showed bacteriostatic activity on both noted indicator pathogens. 
Produced bacteriocins by both studied L.plantarum strains, had molecular weight lower than 10 kDa ( 
5 kDa < produced bacteriocins < 10 kDa) and taked place in specified range of class IIb bacteriocins.  
 
Keywords: Lactic acid bacteria, Lactobacillus plantarum, Bacteriocin, Partial purification, 
Antibacterial activities 
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