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ها  منحصر بفرد هستند که توسط برخی از میکروارگانیسمهايها گروهی از مولکولباکتریوسین

استفاده  امروزه. شوندشوند و به عنوان بخشی از ایمنی ذاتی میزبان در نظر گرفته میتولید می

در پژوهش .  زیستی در صنایع غذایی به طور گسترده در حال افزایش استهاياز نگهدارنده

.  استفاده شدATCC 9789فورمیس لکینی  باسیلوسحاضر براي تولید باکتریوسین از که 

در . هاي منتقله از غذا بررسی شدفعالیت ضد میکروبی باکتریوسین تولیدي در برابر پاتوژن

باکتریوسین تولید شده شامل پایداري در برابر حرارت، هاي ادامه پس از خالص سازي، ویژگی

pH آنزیم و اشعه فرابنفش و نیز ،minimal inhibitory concentration) MIC ( و

minimal bactericidal concentration )MBC (همچنین وزن مولکولی، . تعیین شد

 sodium dodecylهاي دمایی باکتریوسین توسط آزمون هاي عاملی و ویژگیگروه

sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis )SDS-Page( ،Fourier-

transform infrared spectroscopy) FTIR(  وDifferential scanning 

calorimetry) DSC( ها و این باکتریوسین در حرارت. تعیین گردیدpH ،هاي مختلف

هاي تریپسین و پپسین  پایداري بسیار تحت تابش اشعه فرابنفش و همچنین تحت تیمار با آنزیم

  نشان داد که باکتریوسین تولیدي از دو بخش با وزن SDS-Pageآزمون . خوبی نشان دادند

 نشان دهنده ویژگی FTIRنتایج آنالیز .  کیلودالتون تشکیل شده است20 و 17مولکولی 

گراد  درجه سانتی325 و 190هاي اگزوترمال به ترتیب در  دو پیک DSCپپتیدي بود و نتایج

به طور کلی در این پژوهش بعد از استخراج و اطمینان از وجود باکتریوسین، اثر ضد . داشت

هاي منتقله از غذا مورد ارزیابی قرار   بر روي پاتوژنMBC و MICمیکروبی آن با تعیین 

اثر داراي   فورمیس باسیلوس لکینینتایج نشان داد که باکتریوسین تولیدي توسط . گرفت

 .هاي منتقله از غذا داشتهاي پاتوژنضدمیکروبی قابل توجهی روي باکتري
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  مقدمه - 1

منحصر کوچک پپتیدي هاي  لکولوها گروهی از م باکتریوسین

 شوند و به عنوان  تولید میهاباکتري برخیبفرد هستند که توسط 

. ]1و2[ گیرندنگهدارنده زیستی مورد استفاده قرار می

هاي مقاوم  هاي گرم مثبت در برابر ایزوله هاي باکتري باکتریوسین

به آنتی بیوتیک، فعال بوده و مقاومت باکتریایی طبیعی اندکی 

کشند  ها در مدل حیوانی را می دارند و اثبات شده است که باکتري

پپتیدهاي . هاي متفاوتی هستند ها داراي گروه  باکتریوسین. ]7-3[

رات پس از همانندسازي زیادي را متحمل کوچکی که تغیی

 تولید کنند که به عنوان 1اند تا پپتیدهاي فعالی مانند نیسین شده

پپتیدهاي فعال . ]8[ شونهاي دسته اول طبقه بندي میباکتریوسین

غشاء با پایداري حرارتی و وزن ملکولی اندك، در 

 اعضاي دسته. هاي دسته دوم طبقه بندي می شوند باکتریوسین

هاي با قابلیت حرارتی زیاد بوده و دسته چهارم  سوم، پروتئین

، که براي فعالیت به نصف نانوپروتئین )هاي پیچیدهباکتریوسین(

هاي گرم مثبت تولید  هایی که توسط باکتري باکتریوسین .نیاز دارند

شوند مورد بررسی زیادي قرار گرفته و از نظر بیوشیمیایی و می

ها ، بسیار فعالیت باکتریوسین. اند یابی شدهژنتیکی توصیف یا ارز

با توجه به ترکیب دیواره سلولی، طیف فعالیت . باشد ویژه می

هاي گرم منفی،  هاي گرم مثبت در مقایسه با باکتري باکتري

  .]9[گسترده تر است 

یک باکتري گرم مثبت، ، ATCC 978  فورمیس باسیلوس لکینی

ه طور گسترده به عنوان اي و هوازي اختیاري است که ب میله

این باکتري در خاك . ارگانیسم ساپروفیت در محیط پراکنده است

هاي  شود، ویژگی که آن را براي استفاده به فرم اسپور تبدیل می

ها و  بیوتیک ها، آنتی صنعتی و بیوتکنولوژیکی از جمله تولید آنزیم

 این باکتري به طور . ]10-13[ها ساخته است برخی متابولیت

 30اپتیمم دماي رشد آن حدود . شود عمول در خاك یافت میم

گراد است اما در دماهاي بالاتر نیز قادر به حیات  درجه سانتی

 درصد توالی کد 80 تقریبا در فورمیس باسیلوس لکینی. است

یک باسیلوس . کننده با گونه باسیلوس سوبتیلیس همسانی دارد

تواند به طور  است که می) µm1با قطر حدود (نسبتا کوچک 

 روي   هاي مرطوب آگار تجمع یابد و در کشت فعال روي پلیت

                                                           
1. Nisin 

 .]14و 13[کند ي رشد ایجاد می محیط جامد یک منطقه

مقاومت آنتی بیوتیکی با توجه به مصرف بی رویه انواع آنتی 

 این افزایش در کشور ما نیز ، در دنیا رو به افزایش استهابیوتیک

عوامل هاي عفونی و ه اهمیت بیماريبا توجه ب .شودمشاهده می

منتقله هاي جزو باکتريتواند می که هادخیل در ایجاد این عارضه

 از یک سو و نیز با در نظر گرفتن این موضوع که باشد از غذا

 از سوي ها در صنایع غذایی مجاز نیستبیوتیکاستفاده از آنتی

عی موثر در ویژه طبیه تولید ترکیبات ضدمیکروبی نوین و بدیگر، 

. ]9[تواند استراتژي نوید بخشی باشدها میمقابل انواع عفونت

باسیلوس هدف اصلی این پژوهش تولید باکتریوسین توسط گونه 

و بررسی اثر ضدمیکروبی آن بر  ATCC 9789 فورمیس لکینی

. باشد میمنتقله از غذازاي هاي بیماريانواع مختلف باکتري

تریوسین تولیدي نیز به طور نسبی هاي باکگیژهمچنین برخی وی

 .]15- 17[گیردمورد بررسی قرار می

  

  مواد و روش ها - 2

  مواد  -1- 2

 هايباکتري، )ATCC 9789( فورمیس باسیلوس لکینیباکتري 

                 کلاي اشرشیا شامل  منقله از مواد غذاییبیماریزاي 

)PTCC 1553( ،اورئوساستافیکوکوس ) PTCC 1113( ،

 اانتریک سالمونلاو ) PTCC 1707( آئروژنزا موناسوسود

)PTCC 1093( هاي صنعتی از مرکز کلکسیون میکروارگانیسم

شامل هاي کشت میکروبی پودري محیط. ایران خریداري شد

، مولر هینتون آگار و تریپل شوگر BHIنوترینت براث و آگار، 

کت از نمایندگی شر)  آلمانMerckتولیدي شرکت (آیرون آگار 

شرکت زلال، کرج، (آب دیونیزه .  شدتهیهتولید کننده در ایران 

 اتانول، گلوکز، آگارز،و سایر مواد شیمیایی آزمایشگاهی ) ایران

از  رینگر سدیم دودسیل سولفات، سولفات آمونیوم و قرص

هاي تریپسین  آلمان و  همچنین آنزیمMerckشرکت 

)EC 3.4.21.4 ( و پپسین)EC 3.4.23.1 (رکت سیگما از ش

  .آلدریچ آمریکا خریداري گردید

  هاروش-2- 2

  فورمیس باسیلوس لکینیفعال سازي باکتري -2-1- 2
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براي این منظور ویال حاوي باکتري لیوفیلیزه مطابق دستورالعمل 

ن به آشرکت فروشنده تحت شرایط استریل شکسته و محتواي 

 اضافه شد و )Brain Heart Infusion )BHI محیط کشت

گراد در دستگاه  درجه سانتی37 ساعت در دماي 24ت به مد

 و به فرم فعال باکتري در گذاري شدانکوباسیون گرمخانه

  .]18[آمدند

  تولید باکتریوسین -2-2- 2

 پس از فورمیس باسیلوس لکینی باکتري ،جهت تولید باکتریوسین

، در محیط کشت نوترینت BHI در محیط کشت فعالسازي

 دور 150گراد در  درجه سانتی37 در  ساعت48به مدت  2براث

  .]20و 19[ کشت داده شدبر دقیقه 

  سازي جزئی باکتریوسینخالص-2-3- 2

گذاري و با براي این منظور، پس از اتمام مدت زمان گرمخانه

              گراد و   درجه سانتی4 سانتریفیوژ  در دماي استفاده از

حیط کشت بیومس از م دقیقه 30 به مدت g×  9072در 

 محلول رویی به  وسیله سیستم فیلتراسیون سپس. جداسازي شد

 آن به pH  گردید و میکرومولار استریل45/0غشایی با فیلتر

 اسید هیدروکلریدریک یک نرمال یاوسیله هیدروکسید سدیم 

ها از براي ته نشین کردن و بالا بردن غلظت پروتئین. خنثی شد

براي مشخص کردن غلظت . دید گرپودر سولفات آمونیوم استفاده

 درصد آن 70 تا 40مناسب سولفات آمونیوم از غلظت هاي 

 4بدین ترتیب که کریستال هاي آمونیوم سولفات در . استفاده شد

سپس بر . گردیدگراد کم کم به محلول رویی اضافه درجه سانتی

. روي دستگاه شیکر به مدت دو ساعت در داخل یخ همزده شد

 18به داخل یخچال انتقال یافته و به مدت بعد از دو ساعت 

بعد از اتمام مدت زمان . ساعت در داخل یخچال نگهداري شد

. سانتریفیوژ شدند g× 11200  دقیقه با  20ها به مدت لازم نمونه

 ضدمیکروبی ماده ته نشین شده و محلول رویی باقی  اثرسپس

ر غلظت به این ترتیب مقدا.  آزمایش گردید به صورت مجزامانده

مورد استفاده از سولفات آمونیوم که کمترین مقدار اثر 

براي . اشت مشخص شددضدمیکروبی را براي محلول رویی  

حذف سولفات آمونیوم موجود در ماده ته نشین شده و همچنین 

سازي جزئی ماده ته نشین شده از روش دیالیز استفاده خالص

                                                           
2. Nutrient broth 

بر حجم خود بافر  برا10در این روش ماده ته نشین شده در . شد

سوسپانسیون . حل شد) pH 5/6( میلی مولار 10سدیم فسفات 

هر دو طرف .  ریخته شدDa1000 حاصله در داخل کیسه دیالیز 

 ساعت در داخل 24بعد به مدت . کیسه دیالیز توسط نخ بسته شد

.  برابر حجم اولیه نگهداري شد100بافر سدیم فسفات با حجم 

 استفاده هر سه ساعت یک بار تعویض در طول دیالیز بافر مورد

بعد از دیالیز اثر ضدمیکروبی ماده باقیمانده در داخل کیسه . شد

  .]21- 24[دیالیز مورد آزمایش قرار گرفت

   فعالیت ضد میکروبی باکتریوسین-2-4- 2

هاي نشانگر به فعالیت ضد میکروبی با استفاده از میکروارگانیسم

به طور خلاصه، . جام شدروش رقیق سازي محیط کشت مایع ان

گراد به  درجه سانتی37هاي نشانگر ابتدا در دماي میکروارگانیسم

گراد  درجه سانتی30ها و در دماي  ساعت براي باکتري24مدت 

هاي کشت انتخابی  ساعت براي مخمر در محیط48به مدت 

کشت  CFU.mL-1 107استریل تا به دست آوردن غلظت نهایی 

 با رقت هاي حاوي باکتریوسینهاي لهمچنین محلو. شدند

پس از گرمخانه گذاري . هاي آزمایش تهیه شدندمختلف در لوله

 ساعت، رشد 18 درجه سانتی گراد به مدت 30در دماي 

 نانومتر 600 در OD3ها با استفاده از اندازه گیري میکروارگانیسم

حداقل غلظتی که از رشد . گیري شدتوسط اسپکتوفتومتر اندازه

حداقل غلظت  ها جلوگیري کرد به عنوانکروارگانیسممی

 بر حسب میکروگرم بر میلی لیتر از هر )MIC4(بازدارندگی 

گذاري در هایی که پس از گرمخانهغلظت. تعیین شد باکتریوسین

 ساعت در آنها رشد 96گراد به مدت  درجه سانتی30دماي 

تري میکروبی صورت نگرفته بود، به عنوان حداقل غلظت باک

تعیین  بر حسب میکروگرم بر میلی لیتر) MBC5(کُشی 

  .]23[گردید

  اندازه گیري وزن مولکولی باکتریوسین-2-5- 2

 بر روي نمونه به دست آمده هم SDS-PAGEبا انجام روش 

ها سازي انجام شد و هم وزن مولکولی پروتئینعمل خالص

 pH( درصد 12در این روش بافر ژل پایین . مشخص گردید

 3 به طوري که حدود شدتهیه و در داخل محفظه ریخته ) 8/8

                                                           
3. Optical density 
4. Minimum inhibitory concentration 
5. Minimum bactericidal concentration 
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 میلی لیتر 5/0حدود . سانتیمتر فضا براي محلول ژل باقی بماند

 به شدآب مقطر با سمپلر به آرامی بر روي سطح ژل ریخته 

این کار به منظور صاف شدن . طوري که با ژل مخلوط نگردد

بعد از انعقاد . باشدسطح ژل و جلوگیري از تماس هوا با ژل می

و بافر ژل شد اي خالی ژل پایین آب مقطر از کنار محفظه شیشه

 و شدتهیه شده و داخل محفظه ریخته ) pH 8/6( درصد 6بالا 

بعد از انعقاد بافر ژل بالا شانه . گیردشانه بر روي آن قرار می

روش . شدند و نمونه ها به داخل چاهک ها تزریق شدخارج 

 میکرولیتر از نمونه 15 بدین صورت است که هاآماده کردن نمونه

 دقیقه 5 میکرولیتر از بافر نمونه حل شده سپس به مدت 5با 

غالباً بر روي ژل دو چاهک ابتدا و انتها خالی می . شدجوشانده 

سپس محفظه . شدمانند و مارکر نیز درون سومین چاهک ریخته 

روفورز متصل هایی به نام تانک الکتاي با استفاده از گیرهشیشه

 120ها ابتدا در ولتاژ نمونه. شد و مخزن با بافر الکترود پر شدند

بعد از اتمام . کردند دقیقه مسیر ژل را تا انتها طی 60به مدت 

ها در داخل ژل از رنگ الکتروفورز براي دیده شدن پروتئین

بدین ترتیب که به داخل هر .  استفاده شدG-250کوماسی آبی 

در .  میکروگرم از رنگ کوماسی آبی اضافه شد1/0 – 2/0چاهک 

 30آخر مراحل تثبیت به مدت یک شبانه روز، شستشو به مدت 

بري تا زمانی که ژل  ساعت و رنگ6دقیقه، رنگ آمیزي به مدت 

در مرحله آخر ژل به دست آمده در اسید . سفید شود، انجام شد

  .]25[  درصد نگه داري شد3استیک 

  ت باکتریوسینآزمایش حساسی-2-6- 2

ها، باکتریوسین به منظور تعیین اثر دما بر روي فعالیت باکتریوسین

 و 80، 60، 40اي خالص شده بود در دماهاي مختلف که تا اندازه

فعالیت .  دقیقه تیمار شد15گراد براي  درجه سانتی100

براي . گیري شدمانده با روش دیسک اندازهکشی باقی باکتري

 HClکشی باکتریوسین تولیدي، با ر اثر باکتري بpHبررسی تأثیر 

 ساعت 2 به مدت 10 و pH  3 ،4 ،5 ،6 ،7 ،8 ،9 در NaOHیا 

 pHسپس . گراد تحت تیمار قرار گرفت درجه سانتی37در 

 خنثی تنظیم شده فعالیت ضدمیکروبی  pHها دوباره در نمونه

 تا براي بررسی اثر آنزیم، باکتریوسین که. ها بررسی گردیدآن

 ساعت با آنزیم تریپسین و 2اندازه اي خالص شده بود به مدت 

لیتر تحت تیمار قرار  گرم در میلی  میلی1پپسین در غلظت نهایی 

همچنین اثر اشعه فرابنفش پس تیمار در زمان هاي . گرفت

 کشی آن در برابر سپس فعالیت باکتري. مختلف بررسی شد

  .]28-26[هاي شاخص، تعیین شدباکتري

 FTIRآزمون  -2-7- 2

با )  میلی گرم1(خشک شده  براي این منظور، نمونه باکتریوسین

و با یک پرس هیدرولیک به پتاسیم بروماید  میلی گرم پودر 200

 cm−1 تکه هاي قرص در محدوده. صورت قرص فشرده شد

 .]29[اسکن شدند  4000 – 400

 DSCآزمون -2-2-8 

 به دما از روش اکتریوسینبراي بررسی پایداري و مقاومت نمونه ب

 میلی 5براي این منظور، . اسکن کالریمتري تفاضلی استفاده شد

خشک شده در کروزه اکسید آلومینیوم  گرم نمونه باکتریوسین

)Al2O3( سپس کروزه حاوي نمونه از دماي . ریخته و پرس شد

 درجه 10 درجه سانتی گراد با سرعت گرمایش 400 تا 30

قه در فضاي نیتروژن، در مقابل یک کروزه گراد بر دقیسانتی

Al2O3 23[ خالی به عنوان مرجع حرارت داده شد[. 

  

  نتایج و بحث - 3

باسیلوس لکینی تولید باکتریوسین توسط  -1- 3

  فورمیس

در محیط  باسیلوس لکینی فورمیس براي این منظور پس کشت

 درجه 37 ساعت در دماي 48کشت نوترینت براث به مدت 

 g ×9072 دقیقه در 30 ابتدا محیط کشت شده به مدت گرادسانتی

هاي میکروبی و محلول رویی آنها سانتریفیوژ شد تا سلول

سپس اثر ضد میکروبی محلول رویی جدا شده . جداسازي شود

هاي آلی با روش دیسک بر  پس از حذف اثر ضد میکروبی اسید

رار مورد آزمایش قهاي منتقله از غذا هاي پاتوژنروي باکتري

 درجه 37 ساعت در دماي 24- 12ها به مدت گرفت و پلیت

  در این آزمایش میزان قطر هاله. گراد گرمخانه گذاري شدندسانتی

باسیلوس لکینی عدم رشد به وجود آمده از فعالیت ضدمیکروبی 

متر و  بر حسب میلیمنتقله از غذا در مقابل پاتوژن هاي فورمیس

هاي   به صورت میانگین قطر هالهگیري شد و در سه تکرار اندازه

مشابه انجام شده نتایج . عدم رشد بدست آمده مشخص گردید

دهنده خاصیت  نشان )2018(  و همکاران Jinjin peiتوسط 
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باسیلوس لکینی ضد میکروبی باکتریوسین تولیدي توسط 

هاي باکتريهاي پاتوژن حاصل از کشت  بر باکتريفورمیس

 .]30[بود منتقله از غذاپاتوژن 

  ها خالص سازي جزئی باکتریوسین  -1-1- 3

هایی با درجه خلوص بالا و حذف  براي بدست آوردن پروتئین

ها، عمل  هاي مربوط به محیط کشت و سلول ناخالصی

سازي بر روي محلول رویی بدست آمده از کشت  خالص

در این مرحله . گیرد  انجام میباسیلوس لکینی فورمیس

سازي   خاصیت ضد میکروبی بودند خالصهایی که داراي پروتئین

براي این آزمایش از مراحل ته نشین کردن با سولفات . شدند

سازي   براي خالصSDS-PAGEآمونیوم، دیالیز و الکتروفورز 

  .جزئی پروتئین ها استفاده شد

   ته نشین کردن با سولفات آمونیوم -1-2- 3

تئین ها اولین مرحله و یکی از مهمترین مراحل خالص سازي پرو

در این . باشد ته نشین کردن آنها توسط سولفات آمونیوم می

آزمایش براي شناسایی غلظت مناسب براي ته نشین کردن 

. پروتئین ها از غلظت هاي مختلف سولفات آمونیوم استفاده شد

  . نتایج این آزمایش نشان داده شده است1در جدول 

  

Table 1 Antimicrobial activity test in different concentrations of ammonium sulfate  
Diameters of inhibition zone (mm)  

sedimented matter  Supernatant solution  Amount of ammonium sulfate (percentage)  
6 4  40  
4  3  60  
4  3  80  

  

، بین درصد سولفات آمونیوم و قطر هاله عدم 1طبق نتایج جدول 

به صورتی که هرچه غلظت . م برقرار استرشد رابطه مستقی

سولفات آمونیوم چه در محلول فوقانی و چه در ماده ته نشین 

آزمایش . شده بیشتر باشد قطر هاله عدم رشد کمتر می باشد

فعالیت ضد باکتریایی در غلظت هاي متفاوت سولفات آمونیوم 

 ها هم در ماده ته نشین شده و هم در که در تمام غلظتنشان داد 

بطوریکه در . شود محلول رویی خاصیت ضد میکروبی دیده می

 سولفات آمونیوم، خاصیت ضد میکروبی ظاهر شده ٪40غلظت 

بعد از انجام . باشد بالا می) برحسب اندازه قطر هاله عدم رشد(

مرحله جداسازي ماده ته نشین شده توسط سولفات آمونیوم ماده 

 mM10یم رسوبی بدست آمده در داخل بافر فسفات سد

  .نگهداري شد

   دیالیز -1-3- 3

در این مرحله ماده پروتئینی بدست آمده از مرحله ته نشین سازي 

حل )  میلی مولار10(با سولفات آمونیوم، در بافر فسفات سدیم 

افزایش حجم داخل . گیرد شده و مورد جداسازي دیالیز قرار می

ه آب خالص کند ک کیسه دیالیز بعد از انجام عمل دیالیز ثابت می

. وارد کیسه دیالیز شده و سولفات آمونیوم از آن خارج شده است

همچنین مشخص شد حجم کیسه دیالیز در نظر گرفته شده باید 

در طی انجام عمل دیالیز . بزرگتر از حجم ماده ته نشین شده باشد

کیسه دیالیز باید به بطور کامل در داخل بافر سدیم فسفات قرار 

  .دارد این صورت کیسه ترك بر میگیرد چون در غیر 

در نهایت بر روي ماده خالص سازي شده بعد از عمل دیالیز 

از مهمترین نتایج این مرحله . گیرد آزمایش ضد میکروبی انجام می

هاي فعالیت  توان به این نکته اشاره کرد که در طی آزمایش می

ضد میکروبی که قبل از مرحله دیالیز انجام گرفته است مشخص 

 ساعت اثر ضد میکروبی کاملاً مشهود بوده 8-6د که بعد از ش

گذشت زمان اثر آن کم کم ناپدید شده و جاي آنرا  ولی بعد از

در صورتیکه بعد از انجام . گیرند هاي حساس می میکروارگانیسم

 ساعت بلکه 8-6مراحل خالص سازي و دیالیز نه تنها بعد از 

  .ماند یکروبی باقی می ساعت نیز این اثر ضد م12حتی بعد از 

   تعیین وزن مولکولی باکتریوسین -1-4- 3

هاي بدست آمده  در این مرحله براي ارزیابی خلوص باکتریوسین

از مراحل قبلی خالص سازي و تعیین وزن مولکولی آنها از روش 

لازم به ذکر است به علت وزن مولکولی . شدالکتروفورز استفاده 

 SDS-PAGEازي شده روش هاي پروتئینی خالص س کم نمونه

 2نمونه ها به طور متوسط در طی . براي الکتروفورز انتخاب شد

سپس این ژل توسط رنگ . ساعت مسیر عمودي ژل را طی کردند
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در نهایت باکتریوسین تولیدي دو . کوماسی آبی، رنگ آمیزي شد

در .  نشان داد شدKDa 20 و 17وزن مولکولی به ترتیب در 

ها بر روي ژل الکتروفورز دیده  وط به نمونههاي مرب  باند1شکل 

مورد بررسی ) 2013( و همکاران Kaboré و با نتایج شود می

  .]31[قرار داده شد 

  
Fig 1 The result of SDS-Page test and staining with 

Coomassie Blue on the gel 

 
 نتایج بدست آمده از مراحل خالص سازي 1 با توجه به شکل

هاي تولید شده   این نکته اشاره کرد که باکتریوسینتوان به می

  .باشند  کیلودالتون می20 و 17داراي وزن مولکولی در محدوده 

مراحل انجام شده براي شناسایی فعالیت ضد میکروبی باکتري 

تولید کشت تازه و . باشد جداسازي شده شامل مراحل ذیل می

، حمام آب فعال از سویه جداسازي شده، سانتریفیوژ کردن آن

 و خنثی کردن  pHگرم محلول رویی، سانتریفیوژ تغییرات 

هاي  محلول رویی بدست آمده، خالص سازي، آماده سازي کشت

، آماده سازي محیط کشت منتقله از غذاتازه از کشت پاتوژن هاي 

منتقله براي انجام آزمایش دیسک، انجام عمل تلقیح پاتوژن هاي 

 دیسک بر روي محیط ار دادنقردر داخل محیط کشت،  از غذا

کشت براي انجام عمل دیسک گذاري از دیسک آغشته به پلاك 

 در داخل محیط باسیلوس لکینی فورمیسبدست آمده از سویه 

براي انجام هر بار آزمایش فعالیت ضد میکروبی در مقابل . کشت

، تمام مراحل بالا به ترتیب و منتقله از غذا هايهر یک از سویه 

در مراحل خالص سازي مواد ضد . گیرند ق انجام میبه طور دقی

میکروبی روش استفاده از سولفات آمونیوم براي ته نشین کردن 

هاي داراي فعالیت ضد میکروبی در تحقیقات زیادي  پروتئین

بعد از این مرحله خالص سازي جزئی . ]32- 36[انجام گرفته بود 

 آمونیومی که با کیسه دیالیز انجام شد که در پی آن هم سولفات

. براي ته نشین سازي استفاده شده بود از ماده پروتئینی جدا شد

. همچنین غلظت ماده ضد میکروبی پروتئینی نیز افزایش یافت

 مرحله خالص سازي جزئی اثر ضد میکروبی هر 2بعد از این 

کدام بررسی شد و مشاهده شد که فعالیت ضد میکروبی آنها 

و همچنین بعد از مرحله ) اله رشدافزایش قطر ه(افزایش یافته 

هاي عدم رشد بلافاصله  دیالیز اثر ضد میکروبی یعنی همان هاله

 ساعت اثر خود را حفظ 12 ساعت از بین نرفته و تا 8بعد از 

  .کنند می

در طی مراحل خالص سازي جزئی هم براي کنترل خلوص ماده 

بدست آمده و هم براي تعیین وزن مولکولی نمونه ها روش 

SDS-PAGEدر نهایت مشخص .  الکتروفورز بکار گرفته شد

 KDaشد که وزن مولکولی نمونه هاي بدست آمده در محدوده 

 17 وزن مولکولی 2 مشترك بوده و همچنین باندهایی نیز در 15

باید توجه داشت که بعضی از .  مشاهده شدKDa 20و 

 توانایی تولید فقط یک باسیلوس لکینی فورمیسهاي  سویه

تریوسین و تعدادي توانایی تولید بیشتر از یک باکتریوسین را باک

هاي بررسی شده وجود  با توجه به این مطلب در نمونه. دارند

هاي محدود براي هر کدام از نمونه ها نشان از  فقط تعداد باند

  .خلوص ماده پروتئینی بعد از مراحل خالص سازي را داشت

مقاومت باکتریوسین در دماها و  تست  -2- 3

pHهاي مختلف  

به منظور بررسی بیشتر سویه داراي فعالیت ضد میکروبی، 

. گردیدهاي مختلف انجام pHهاي مقاومت در دماها و  آزمایش

هاي جداسازي شده در برابرحرارت  براي بررسی مقاومت سویه

بعد از کشت در دماهاي مختلف نگهداري شده سپس خاصیت 

هاي  بی آنها بررسی شد و همچنین مقاومت محلولضد میکرو

 2در جداول . هاي مختلف مورد بررسی قرار گرفتpHرویی در 

هاي  هاي مقاومت انجام شده بر روي محلول  نتایج آزمایش3و 

با توجه به اینکه کاربرد . رویی جدا شده نشان داده شده است

مورد  ذایینگهدارنده زیستی در صنایع غها به عنوان  باکتریوسین

هاي جداسازي  باشد لذا بهتر است که مقاومت سویه توجه می
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  .هاي مختلف مورد بررسی قرار گیردpHشده در دماها و 

Table 2 Resistance tests at different temperatures 

Antimicrobial effect time (minutes) 
temperature 

(degrees Celsius) 
Gram-positive 

aerobic bacillus 
Gram-negative 
aerobic bacillus 

Gram-positive 
aerobic cocci 

  

+ + + 30 40 
+ + + 30 60 
+ + + 30 80 
+ + + 30 100 
+ + + 15 121 

 
 

Table 3 Resistance tests at different pH 

Antimicrobial effect 

Gram-positive aerobic bacillus Gram-negative aerobic bacillus Gram-positive aerobic cocci 
pH 

+ + + 3  
+ + + 4  
+ + + 5  
+ + + 6  
+ + + 7  
+ + + 8  
+ + + 9  
+ + + 10  

  

 تعیین فعالیت ضدمیکروبی باکتریوسین در  -3- 3

  برابر باکتري هاي بیماري زا

 ذکر شده 4فعالیت ضد میکروبی باکتریوسین تولیدي در جدول 

ین داراي فعالیت مهاري در برابر هر دو گروه این باکتریوس. است

به طور کلی . باکتري گرم مثبت و گرم منفی مورد مطالعه بودند

باکتري هاي گرم مثبت مورد بررسی در این مطالعه به باکتریوسن 

تولیدي حساس تر بودند، نتایج مشابهی با نیاسین، باکتریوسین 

RC20975 باکتریوسین ،R1333 تر از همه مهم . ]7[ و غیره

هاي تولید شده، دراي فعالیت ضد باکتریهاي گرم  این باکتریوسین

 براي 2018 و همکاران در سال Pieمنفی بودند که توسط 

                    و سایر محققینPlantaricin SLG1باکتریوسین 

.]30[نیز نشان داده شده است 

 
Table 4 Determination of bacteriocin antimicrobial activity against pathogenic bacteria 

Antimicrobial effect  Antimicrobial activity 

Gram-positive aerobic 
bacillus 

Gram-negative aerobic bacillus Gram-positive aerobic cocci  

8 16 16 MIC (µg/mL)  

16 32 32 MBC (µg/mL)  

 

بر ) UV(اثر تیمار اشعه ماوراي بنفش -4- 3

  فعالیت باکتریوسین تولیدي

 باسیلوسنتایج نشان داد که باکتریوسن تولید شده توسط سویه 

 به طور کامل مقاوم است و تا UV، در برابر اشعه فورمیس لکینی

 .کند ژول با حفظ فعالیت کامل تحمل می20 دقیقه با قدرت 30
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Table 5 Effect of UV treatment on bacteriocin activity 
Antimicrobial effect  

Gram-positive aerobic 
bacillus  

Gram-negative aerobic 
bacillus  

Gram-positive aerobic 
cocci  

Irradiation 
time (minutes)  

+  +  +  10  
+  +  +  20  
+  +  +  30  

 
 نشان داد که باکتریوسن تولید شده توسط سویه 5نتایج جدول 

 دقیقه در 30 و 10،20زمان هاي  ، در فورمیس لکینی باسیلوس

 . به طور کامل مقاوم استUVبرابر اشعه 

 پایداري مواد ضد میکروبی تولید شده در  -5- 3

  مقابل آنزیم ها

بدین منظور حساسیت باکتریوسین تولید شده نسبت به آنزیم 

هاي ترپسین و پپسین بررسی شد که این آنزیم ها باعث از بین 

این یافته تاکیدي بر . آن شدندرفتن فعالیت ضد میکروبی 

پروتئینی بودن ترکیب ضد میکروبی تولید شده و نشان دهنده 

ماهیت پروتئینی این ترکیب است چرا که باکتریوسین ها از جنس 

 .پروتئین می باشند

 
Table 6 Effect of enzyme treatment on bacteriocin activity 

Antimicrobial effect 

Gram-positive aerobic bacillus  Gram-negative aerobic bacillus  Gram-positive aerobic cocci  
enzyme  

- - - trypsin  
- - - pepsin  

  

  هاي عاملی باکتریوسینارزیابی گروه -6- 3

ابزاري مفید  )FTIR(طیف سنجی مادون قرمز تبدیل  فوریه 

نتایج . براي پیدا کردن گروه هاي عاملی پلیمرهاي زیستی است

 نشان داده 5 براي باکتریوسین تولید شده در شکل FTIRآنالیز 

 cm-1پیک هاي . شده است، که نشان دهنده ویژگی پپتیدي است

  Amiri. [29]بود ) NH(  عاملی آمینگروه نشان دهنده 3250

، اظهار داشتند که پیک شدید در )2021(و همکاران در سال 

cm-1 3000-3600عاملی آمینگروه کشش  نشان می دهد پیوند  

)NH (علاوه بر این آنها اظهار داشتند که پیک هاي بین . است

cm-1 3200 آمید است نشان دهنده حضور گروه 3500 تا .

 بود، که به cm-1 1700باکتریوسین تولیدي داراي یک پیک در 

. است I در آمید نوع) کربنیل(  C = Oدلیل ارتعاش پیوند 

 پیک داشت که به آمید نوع cm-1  1400باکتریوسین در منطقه 

، مربوط به cm-1  1100پیک قوي در . دوم نسبت داده می شود

 .]29[می باشد )  P = O(پیوند فسفو دي استر  

  
Fig 5 FTIR spectrogram of produced bacteriocin 

 

 هاي دمایی باکتریوسین ارزیابی ویژگی-7- 3

 اندوترمال و براي بررسی تغییرات DSC تجزیه و تحلیل

در . ]23و 15[اگزواترمالی با افزایش دما مورد استفاده قرار گرفت 

  براي باکتریوسین تولیدي دو  DSC این مطالعه، ترموگرافی

پیک . باشدکه نشان دهنده دماي ذوب میپیک اگزوترم نشان داد 

  درجه سانتی گراد بود325 و 190هاي اگزوترمال به ترتیب 

 . )6شکل (
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  .باکتریوسین داراي پایداري حرارتی بالایی است ، اینبنابراین

 
Fig 6 Thermogram obtained from DSC test 

  

  کلی گیري نتیجه - 4

هاي جنس باسیلوس تولید باکتریوسین تعداد کمی از گونه

با توجه به اهمیت ایـن پپتیـدهاي ضـدمیکروبی و . کنند می

توانند ها میتریوسینهـاي نانومولار باکها در غلظـتفعالیت آن

   اي در صنایع دارویی و غذایی جهت مهارتردهسکاربرد گ

با توجه به اهمیت پپتیدهاي .  داشته باشندمنتقله از غذاي هاپاتوژن

ها در بازداري هاي آنها و پتانسیلضد میکروبی حاصل از باکتري

ي توانند راه گشاها، این ترکیبات میاز رشد سایر میکروارگانیسم

تحقیقات وسیع در استفاده از این مواد زیست فعال بیولوژیک 

 در فورمیس لکینی باسیلوسدر این پژوهش توانایی باکتري . باشد

تولید باکتریوسین به عنوان پپتیدهاي زیست فعال با اثر 

هاي پس از خالص سازي نسبی ویژگی. ضدمیکروبی بررسی شد

از آنجا که . دیدباکتریوسین تولیدي به طور جامع بررسی گر

 اهمیت فراوانی هاي طبیعیاهمیت استفاده از نگهدارندهامروزه، 

باسیلوس   با توجه به اینکه باکتریوسین تولیدي توسط. یافته است

هاي  خواص ممانعت کنندگی رشد در برابر پاتوژنلکینی فورمیس

تواند در میافزودنی و نگهدارنده  نشان داد، به عنوان منتقله از غذا

  .روند  به کار میصنایع غذایی
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Bacteriocins are a group of unique molecules that are produced by some 
microorganisms and are considered as part of the host's innate immunity. 
Nowadays, the use of biological preservatives in the food industry is increasing 
widely. In the present study, Bacillus laciniformis ATCC 9789 was used to 
produce bacteriocin. The antimicrobial activity of produced bacteriocin was 
investigated against foodborne pathogens. Further, after purification, the 
characteristics of produced bacteriocin, including stability against heat, pH, 
enzyme and ultraviolet (UV) rays, as well as minimal inhibitory concentration 
(MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) were determined. Also, 
molecular weight, functional groups and temperature characteristics of 
bacteriocin were determined by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-Page), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) 
and differential scanning calorimetry (DSC) tests. This bacteriocin had very 
good stability in different temperatures, pHs and against trypsin and pepsin 
enzymes and under UV rays. The SDS-Page test showed that the produced 
bacteriocin consists of two parts with a molecular weight of 17 and 20 kDa. The 
results of FTIR analysis showed peptide characteristics and DSC results had two 
exothermic peaks at 190 and 325 C, respectively. In general, in this research, 
after extracting and ensuring the existence of bacteriocin, its antimicrobial effect 
was evaluated by determining MIC and MBC on foodborne pathogens. The 
results showed that the bacteriocin produced by B. licheniformis had a 
significant antimicrobial effect on foodborne pathogens. 
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