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برابر برخي از  در )نوربيكسين ( آناتو عصارهباكتريايي ضدژگييوبررسي 
  هاي بيماريزاباكتري

  

  3 مرتضي ستاري، 2قلميسهيلا زرين، ∗ 1محمدعلي سحري

  
 ورزي، دانشگاه تربيت مدرسگروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشااستاد  -1

   دانشكده كشاورزي، دانشگاه زنجان،استاديار گروه علوم و صنايع غذايي -2

  ، دانشگاه تربيت مدرسپزشكي، دانشكده شناسيباكتريگروه  دانشيار -3
)23/8/88 :رشي پذخي  تار12/2/88: افتي درخيتار(  

 

  چكيده
يلوكوكوس اورئوس، باسيلوس استاف(هاي بيماريزا زني اسپور برخي از باكتريبر توانايي رشد و جوانه)  درصد1نوربيكسين ( آناتو اثر بازدارندگي عصاره

بررسي دست آمده از مطابق نتايج به. اي مورد مطالعه قرار گرفتو رقت لوله هاي چاهك، با استفاده از روش)سرئوس، كلستريديوم پرفرانجنز و اشرشياكلي
ترتيب با قطر هاله به (كلستريديوم پرفرانجنز و استافيلوكوكوس اورئوس، باسيلوس سرئوسهاي ي آناتو بر رشد باكتري عصاره،قطر هاله در روش چاهك

هاي اي مشخص كرد كه كمترين غلظتارزيابي نتايج روش رقت لوله.  بي اثر استاشرشياكلياثر بازدارندگي داشته اما بر )  ميلي متر10 و 12، 13عدم رشد 
گرم 3/0 و 6/0، 2/1ترتيب ليتر، به سلول در ميلي102 و 104، 106داد  در تعباسيلوس سرئوس و استافيلوكوكوس اورئوسهاي بازدارنده از رشد براي باكتري

علاوه عصاره آناتو به. رسدميگرم در ليتر 6/0 و 2/1، 4/2  بهها، اين غلظتكلستريديوم پرفرانجنزدر ليتر از عصاره آناتو بوده و در ميزان سلول مشابه براي 
-تواند بهبنابراين عصاره آناتو مي.  نيز پيشگيري نمايدكلستريديوم پرفرانجنز و باسيلوس سرئوسپورهاي زني استواند از جوانههاي ذكر شده ميدر غلظت

  .هاي غذايي استفاده شودعنوان يك افزودني غذايي طبيعي ضد باكتريايي، در بيشتر فرآورده
  

افزودني، نگهدارنده ،آناتو، نوربيكسين، باكتريهاي بيماريزا :كليد واژگان

                                                 
  sahari@modares.ac.ir : مسئول مكاتبات ∗
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  مقدمه -1
 شامل مواد گوناگوني هستند     ،هاي طبيعي و سنتزي غذايي      فزودنيا

كه براي ايمني و بهبود ظاهر، عطر و طعم مواد خوراكي در دوران             
هـاي  هـا طـي سـال       استفاده از افزودني  . شوندنگهداري استفاده مي  

كنندگان در رابطه با مصرف      متمادي براي پاسخ به تقاضاي مصرف     
د غـذايي، در صـنعت غـذا رايـج بـوده       ن مواآسان و نگهداري ايم 

كننـدگان    هاي اخير عـلاوه بـر ايـن كـه مـصرف             اما در سال  . است
همچنــان خواهــان مــواد غــذايي ســالم و باكيفيــت بــالا هــستند،  
محصولاتي با حداقل مواد افزودني مضر براي سـلامتي را مطالبـه            

 ـ  هـاي طبيعـي بـه     بنابراين استفاده از افزودنـي    . كنندمي واع جـاي ان
  . ]2، 1[سنتزي روز به روز در حال گسترش است 

عصارة آناتو يك رنگدانة طبيعي كاروتنوئيـدي اسـتخراج شـده از            
 (.Bixa orellana L) بيكسا اورلانـا درخت هاي   پريكارپ دانه

 كـه محلـول در      نگي مهم در عصارة اسـتخراج شـده       رجزء  . است
 عصارة  و جزء رنگي اصلي در    ،  1 بيكسين - سيس –9' روغن است، 

، محلـول  2 نوربيكـسين  - سيس -9'استخراج شده با محلول قليايي      
 هاي مختلف گياه آناتو در طب سنتي         قسمت ةعصار .استدر آب   

 اسـهال   ، مارگزيـدگي  ،بـي وهـاي ميكر    براي درمان ديابت، عفونت   
 كـاربرد داشـته      يرقـان   و هاي كليوي، تـب مالاريـا        بيماري ،خوني
 ي درماني گذشته، از ايـن عـصاره       ها   علاوه بر كاربرد    امروزه .است

، 4،  3 [شود   نيز استفاده مي   هاي مختلف ومر و سرطان  تبراي درمان   
5 ،6.[  

  
  ساختمان شيميايي بيكسين و نوربيكسين 1شكل 

-كنـد و بـه     نارنجي و قرمز را ايجاد مي      -آناتو، محدودة رنگي زرد   

هاي غـذايي مختلـف از         در فرآورده  ، طبيعي و سالم   ةعنوان رنگدان 
 ، قنـادي  هـاي فـرآورده هـا،   گنجمله پنير، كره، مارگارين، شـورتني     

 پوشـش سوسـيس و      ،هـاي گوشـتي   گوشـت و فـرآورده     ،نانوايي
 ، انواع مرباها  ها  اسنكي مختلف،   ها  ماهي، برنج، نوشيدني  كالباس،  

 تهيـه شـده از ميـوه هـا و           هـاي فـرآورده و در بهبود رنـگ سـاير        
. كاربرد دارد ،  هافرآوردهها در طي مدت زمان نگهداري اين          سبزي
دهد كه در شرايط فـرآوري و مـدت          نشان مي  هاي مختلف همطالع

، پايـداري   )ويـژه نوربيكـسين   به(زمان نگهداري مواد غذايي، آناتو      
  ].9، 8، 7[ كندخوبي داشته و عطر و طعم نامطلوب توليد نمي

ي  بـسيار  هايهن از آناتو در صنعت غذا، مطالع      راوادليل استفاده ف  به
ايـن  نتـايج  . براي بررسي ايمن بودن آنـاتو صـورت گرفتـه اسـت     

 در ارتبـاط بـا مـصرف     منفي بـر سـلامتي    ، هيچ گونه اثر     هابررسي
  ].12، 11، 10[ است آناتو نشان نداده

هاي مختلفي كه درباره بررسي اثر ضد ميكروبي آناتو         نتايج مطالعه 
 )بيكـسين نور (صورت گرفته، بيانگر اين است كه عصاره اين گياه        

ي گـرم مثبـت از      هاي عامل فساد و بيمـاريزا     بر بسياري از باكتري   
كلستريديوم  استافيلوكوكوس اورئوس و     باسيلوس سرئوس، جمله  

 امـا   و كشنده دارد   اثر بازدارنده  بوتولينوم    كلستريديوم و پرفرانجنز
 ].13،14[اثـر اسـت    بـي كلياشرشـيا بر باكتريهاي گرم منفي مثل 

ي برگهـاي ايـن گيـاه بـر         الكل ـ ارهكه عـص  همچنين مشخص شده    
ــ ــه   ب ــت از جمل ــرم مثب ــاي گ ــوبتيليس،  اكتري ه ــيلوس س  باس

 اثر بازدارنده  استرپتوكوكوس فكاليس،    واستافيلوكوكوس اورئوس   
سراشـيا  ، اشرشـيا كلـي  باكتريهـاي گـرم منفـي مثـل       براما داشته،
 دارد اثر جزئـي      كانديدا يوتيليس  و ، آسپرژيلوس نايجر  نسمارسس

]3[.  
با توجه به فوايد ذكر شـده دربـاره آنـاتو، هـدف از ايـن تحقيـق                  

هـاي بيمـاريزاي    بررسي اثر ضدباكتريايي آناتو بر برخي از باكتري       
 غـذايي  هـاي  پـاتوژن .موجود در انواع مختلف غذاها بوده اسـت 

 درطبيعـت  طور وسـيعي به هستند كه هاييباكتري از مورد آزمون،

شـده و   و فساد مـواد غـذايي   يآلودگ باعث دارند و عمدتا وجود
   ].15[ كنندمي ايجاد غذايي مسموميت

  

  هامواد و روش -2
  مواد -2-1

، (ATCC 25923) استافيلوكوكوس اورئوسهاي باكتري
 ATCC) اشرشياكلي و (RITCC 1039) باسيلوس سرئوس

شگاه تربيت نشناسي دا از آزمايشگاه گروه باكتري (25922
 سرم سازي رازي ي از موسسهجنزكلستريديوم پرفرانمدرس و 
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، 2 و مولر هينتون آگار1هاي كشت نوترينت آگار محيط. تهيه شد
و محصول شركت مرك آلمان ، 4، تيوگليكولات براث3مولر براث

ساز در صورت دست به5 اسپور هاي كشت مخصوص تهيه محيط
، و گازپك  ميكرون22/0از لام نئوبار، صافي . آزمايشگاه تهيه شد

 براي شمارش اسپورها، استريل ترتيبهوازي بهبي  و جارAنوع 
پودر  .هوازي استفاده شدهاي بيكردن محلول آناتو و رشد باكتري

تهيه  6 از نمايندگي شركت آلماني سن ساينت درصد1وربيكسين ن
  . شد
آزمايش اوليه براي تشخيص اثر ضد  -2-2

 ميكروبي آناتو 
 (well diffusion method) روش چاهـك از براي اين منظور 
ابتــدا ايــن ترتيــب كــه   بــه]. 18، 17، 16، 15[ اســتفاده شــد 

مـك    ها، معادل بـا نـيم       رويشي باكتري هاي  سوسپانسيوني از سلول  
 سـلول  5/1 × 108فارلنـد    سي معادل نيم مك    سي 1در هر   ( 7فارلند

 پـت پاسـتور     سپس توسط پـي    ].19[ تهيه شد ) باكتري وجود دارد  
كشت داده  هاي جامد    روي محيط  مورد نظر هاي    از باكتري  استريل

پت پاستور اسـتريل و       بي، با استفاده از پي    وبعد از كشت ميكر   . شد
هـر  سـپس   . كـشت ايجـاد شـد     هـاي     هايي در محيط    خلأ، چاهك 

 2/1 و   6/0،  3/0 (نوربيكـسين هاي مـورد نظـر از         غلظت با چاهك
هـا   ديـش   پتـري .  شـد  پر ، شده توسط صافي   استريل ) گرم در ليتر  

گـذاري     درجه سانتيگراد گرمخانـه    37 ساعت در دماي     24مدت  به

                                                 
1  . Nutrient agar 
2. Muller hinton agar 
3. Muller hinton broth 
4. Thioglycolate broth 
5. Duncan and sporulation medium for Clostridium 
(Proteose peptone: 15g, Yeast extract: 4g, Sodium 
thioglycollate: 1g, Na2HPO4

.7H2O: 10g, Raffinose: 
4g, Distilled water: 1 Liter Dissolve ingredients and 
sterilize by autoclaving for 15 min at 121°C. Adjust 
to pH 7.8 ± 0.1, using filter-sterilized 0.66 M sodium 
carbonate), Casein hydrolysate and yeast containing 
medium, CCY, Bacillus (Casein acid hydrolysate: 
30g, Yeast extract: 4g, Dipotassium phosphate: 0.5 g, 
Dextrose: 2g, Suspend 36.5 grams in 1000 ml 
distilled water. Heat if necessary to ensure complete 
solution. Dispense and sterilize by autoclaving at 15 
lbs pressure (121°C) for 15 minutes). 
6. Sensient 
7. Mac Farland 

ها     دور چاهك هاله   تشكيل يا عدم تشكيل     ساعت 24بعد از    و   شد
  . مورد بررسي قرار گرفت

  تهية اسپور -2-3
سرئوس    باسيلوسوپرفرانجنز   براي توليد اسپور كلستريديوم

د از بع .اسپورسازي استفاده شدهاي كشت مخصوص محيطاز 
هاي كشت  هاي مورد نظر، محيط ها در محيط كشت دادن باكتري

.  ساعت قرار گرفتند24مدت  درجه سانتيگراد به37در گرمخانة 
 15مدت هاي رشد كرده، سوسپانسيون تهيه و به سپس از سويه

 درجه قرار داده شد تا اگر سلول 80دقيقه در بن ماري در دماي 
 از ، براي اطمينان از تشكيل اسپور.رويشي وجود دارد از بين برود

هاي رشد كرده لام مرطوب تهيه و زير ميكروسكوپ با  سويه
همچنين رنگ آميزي گرم و رنگ آميزي .  بررسي شد40عدسي 

در رنگ آميزي گرم، اسپورها . مخصوص اسپور انجام گرفت
  به رنگ سبز هستندها اسپور، مخصوصشفاف و در رنگ آميزي

]19 ،20[.  
  8مارش اسپورها با لام نئوبارش -2-3-1

تعـداد اسـپورهاي    . بـار اسـتفاده شـد       براي شـمارش از لام نئـو      
 4، با هم جمع و بـر      4×4شمارش شده در هر قسمت ازخانه هاي        

دست آمـده درعـدد     سپس عدد به  ). ميانگين گرفته شد  (تقسيم شد   
لام و لامل طوري طراحي شده است كه وقتـي          ( ضرب گرديد    10

 ميلي متـر    1/0گيرد دقيقاً فاصلة لام تا لامل       رار مي لامل روي لام ق   
دست آوردن تعداد مورد نظر اسپورها، رقت تهيه        براي به ). شودمي
  . دش
  تعيين كمترين غلظت بازدارنده از رشد  -2-4

 Macrodilution)اي از روش رقت لولهراي اين منظور ب
technique) 2/1، 6/0، 3/0 يها غلظت. ]17، 16[ استفاده شد ،

 در محيط كشت مايع در لوله  درصد1نوربيكسين   از8/4 و 4/2
محيط مورد استفاده براي كلستريديوم، تيوگليكولات و (آزمايش 

آماده )  يا مولر هينتون براثنوترينت براث ها،براي ساير باكتري
 به 102 و 104، 106، 108 تعداد  يا اسپورسپس از هر باكتري. شد

يك لوله آزمايش .  محيط كشت اضافه شدهر لوله آزمايش حاوي
حاوي محيط كشت و يك لوله آزمايش حاوي محيط كشت و 

بيانگر عدم وجود (عنوان شاهد منفي ترتيب بهباكتري مورد نظر به

                                                 
8  . Neubauer 
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. نيز تهيه شد) بيانگر قدرت رشد باكتري(و مثبت ) آلودگي
 ساعت 24مدت  به سانتيگراد درجه37هاي كشت در دماي يطمح

 استفاده Aهوازي و گازپك نوع كلستريديوم از جار بيبراي (
هاي آزمايش از نظر رشد يا سپس لوله .گذاري شدند گرمخانه) شد

به اين ترتيب كه . ها مورد بررسي قرار گرفتندعدم رشد باكتري
  .بيانگر عدم رشد باكتري بود آزمايش شفاف، ياولين لوله

  
   نتايج و بحث-3
 تشخيص اثر  ايش اوليه نتايج حاصل از آزم-3-1

  ضد باكتريابي 
نتايج بررسي تشكيل هاله عدم رشد نشان داد كه در 

ها  هاي حاوي باكتري اشرشياكلي، در اطراف چاهك ديش پتري
استافيلوكوكوس در حاليكه در مورد . شوداي مشاهده نمي هاله

ها  اين هالهكلستريديوم پرفرانجنز و باسيلوس سرئوس، اورئوس
اين .  ميلي متركاملا مشخص است10 و 12، 13با قطر ترتيب به

گرم (امر بيانگر اين است كه عصاره آناتو بر باكتري اشرشياكلي 
. اثر بازدارنده ندارد) گرم مثبت(بر خلاف سه باكتري ديگر ) منفي

-Galindoدست آمده با نتايج حاصل از آزمايش نتيجه به

Cuspinera نگر اثر بازدارندگي كه بيا، 2003 و همكاران در سال
 گرم مثبت هاي بر باكتري ) درصد نوربيكسين8/2 (آناتوعصاره 

كلستريديوم  و باسيلوس سرئوس، استافيلوكوكوس اورئوس
است  13-12 و 10-9، 16-15با قطر هاله ترتيب  بهپرفرانجنز

  وIrobiدست آمده توسط  بر خلاف نتايج به.]14[ مطابقت دارد
هاي عصاره برگاثر جزيي در رابطه با  1996 در سال همكاران

آناتو بر باكتريهاي گرم منفي، عصاره آناتو مورد استفاده در اين 
    .]13 [تحقيق، بر باكتريهاي گرم منفي بي اثر است

نتايج حاصل از تعيين كمترين غلظت  -3-2
 (MIC)بازدارندگي 

هـاي مـورد    از باكتري  108در تعداد   ،  1با توجه به نتايج جدول      
  هــاي مــورد اســتفاده از آنــاتو تمــام زمــايش، در حــضور غلظــتآ

در نتيجـه در حـضور ايـن        .  رشد كردند  ي مورد آزمايش  هاباكتري
در نتيجـه   .  شناخته نشد  MIC عنوان به  هيچ غلظتي  ،تعداد باكتري 

 رقيق شد تـا بـه تعـداد    100 به 1 به نسبت  هاسوسپانسيون باكتري 
ــن ميــزان از تعــداد   در . ليتــر رســيد   بــاكتري در ميلــي 106   اي

غلظـت   ،باسيلوس سرئوس  و   اورئوس استافيلووكوسهاي  باكتري
نبوده ، آناتو قادر به پيشگيري از رشد         گرم در ليتر   6/0 و   3/0هاي  

گـرم   2/1، يعني غلظـت     )عدم رشد  ( شفاف   در نتيجه اولين لوله   و  
هـا بـه    با كاهش تعداد باكتري   .  انتخاب شد  MICعنوان  بهدر ليتر   

و ) MIC(شود  بازدارنده از رشد مي   گرم در ليتر     6/0 غلظت   ،104
گـرم در    3/0، غلظـت    102ها به   در نهايت با رساندن تعداد باكتري     

امـا در مـورد     . دهـد نيـز خاصـيت بازدارنـدگي را نـشان مـي          ليتر  
 بـه ، ليتـر  در ميلـي  بـاكتري 102 و   104،  106 در تعداد    ،كلستريديوم

 MIC  به عنـوان  گرم در ليتر،6/0 و 2/1، 8/4 هايغلظت ترتيب

دست آمده مشخص اسـت كـه        با توجه به نتايج به    . ندشناخته شد 
اگـر ميـزان اوليـه      . استآلودگي اوليه از اهميت خاصي برخوردار       

هـاي نگهـداري       بسيار بالا باشد مـواد نگهدارنـده و روش         هاباكتري
مكـاران   و ه 1973Christiansenدر سال . شوندمؤثر واقع نمي

 خـود  هـاي در آزمايش 1970در سال Duncan و  Labbe و نيز
 طـرح   امـروزه بـا اجـراي     . ]22،  21[ انـد  كـرده به اين نكته اشـاره      

HACCP    بـه  هاي مواد غذايي اين مشكل       در بعضي از كارخانه-

   .استمقدار زيادي حل شده
        ي آناتوكمترين غلظت بازدارنده از عصاره 1جدول 

    هاي مورد مطالعهباكتري در تعداد مختلف %) 1نوربيكسين (
  ميزان تلقيح  نوع باكتري

  )ليترتعداد در ميلي(
كمترين غلظت 

  بازدارنده
  )گرم در ليتر(

  108  -  
استافيلوكوكوس 

  2/1  106  اورئوس

  104  6/0  
  102  3/0  
  108  -  

  2/1  106  باسيلوس سرئوس 
  104  6/0  
  102  3/0  
  108  -  

كلستريديوم 
  4/2  106  رانجنزپرف

  104  2/1  
  102  6/0  
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هـايي از آنـاتو    غلظتدهد كه نشان مي، 1جدول همچنين نتايج  
 اورئـوس   اسـتافيلووكوس    و   سرئوس  باسيلوسهاي    كه بر باكتري  

يـن امـر بيـانگر       كه ا   تأثير ندارند  پرفرانجنز   كلستريديومند، بر   موثر
 .كر شـده اسـت    هاي ذ   مقاومت بيشتر اين باكتري نسبت به باكتري      

 و Galindo-Cuspineraتوســط  بــه دســت آمــده امــا نتــايج 
يـــانگر مقاومـــت بيـــشتر بـــاكتري ، ب2003 در ســـال همكــاران 

حجمـي  - درصـد حجمـي  MIC 16/0 با  يلووكوس اورئوس استاف
ترتيـب بـا     به كلستريديوم پرفرانجنز  و    سرئوس  باسيلوسنسبت به   

MIC 8/0 14[ باشدمي درصد 31/0 و[.  
  

  گيري كلي نتيجه-4
هاي سنتزي و افزايش درخواست با توجه به مضرات افزودني
ها و با در نظر گرفتن اين نكته كه استفاده از انواع طبيعي افزودني

هاي غذايي عنوان يك رنگدانه طبيعي در بيشتر فرآوردهآناتو به
كاربرد دارد، و علاوه بر ايجاد رنگ مطلوب داراي خواص ضد 

هاي گرم مثبت موجود در ل بسياري از باكتريباكتريايي در مقاب
جاي انواع سنتزي با كاربرد مشابه باشد، استفاده از آن بهغذاها مي

  .تواند تا حدودي سلامت فرد و جامعه را تضمين نمايدمي
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Evaluation of antibacterial effect of annatto (norbixin) against 

several pathogenic bacteria  
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Using well method and Macrodilution technique, the effect of annatto extract (norbixin 1%) on growth 
ability and spore germination of several pathogenic bacteria (Staphylococcus aureus, Bacillus sereus, 
Clostridium perfringens and Escherchia coli) was investigated. According to the results emerged from 
inhibition zone diameter evaluation, the annatto extract showed inhibitory effect on S. aureus, B. sereus 
and C. perfringens (with 13, 12 and 10 mm inhibition zone diameter, respectively), but it was inactive 
against Ecoli. The outcome of Macrodilution technique indicated that the minimum inhibitory 
concentrations in 106, 104 and 102 cfu/ml of S. aureus and B. sereus are 1.2, 0.6 and 0.3 g/l of the annatto 
extract. The concentration values, however, are 2.4, 1.2 and 0.6 g/l at the same cfu/ml of C. perfringens. 
In addition, the abovementioned concentration values of annatto were capable of inhibiting spore 
germination of B. sereus and C. perfringens. As an overall result, annatto can be used as a natural 
antibacterial food additive in many food products. 

 
Key words: Annatto, Norbixin, Pathogenic bacteria, Additive, Preservative  
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