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 چکیده

 هاینگهدارنده مضرات .استزای غذایی ی بیماریهاباکتریعلیه ، با دامنه عملکرد وسیع نایسین یک باکتریوسین

خاصیت ضد، پژوهشاست. در این  جلب کرده از جمله نایسین ،طبیعی مواد به رامحققان ه توج شیمیایی در موادغذایی،

نمونه شیر بز از اطراف  10. ارزیابی شدشده از شیر بز، جدا  لاکتوکوکوس لاکتیسمیکروبی نایسین استخراج شده از 

-Elikerروی محیط انتخابی  لاکتوکوکوس لاکتیس یهاباکتری آوری وجمع سترونشهرستان کرمان، تحت شرایط 

Trimethoprim برای تایید ژن شد.  های جداشده، انجامسویهشناسایی  برایبیوشیمیایی های آزمون ،سپس شدند. جدا

 باکتریایی، شده استخراج نایسین وجود تأیید برایای پلیمراز با پرایمرهای اختصاصی استفاده شد. نایسین از واکنش زنجیره

استافیلوکوکوس استاندارد  هایسویه علیهبر  انتشار از دیسکروش  باباکتریایی نایسین خاصیت ضد شد. استفاده HPLC از
کننده حداقل غلظت ممانعت سپسبررسی و  آئروژینوزا سودوموناسو  اسینتوباکتر بومانی، سرئوسباسیلوس ، اورئوس

لاکتوکوکوس  یی جداشدهسویه 4 یکی از .انجام شددر میکروتیترپلیت های متوالی ی رقتتهیهباکتریوسین با روش 
بیشتر انتخاب شد. حضور ژن نایسین در  بررسی ی رشد برایتحت شرایط بهینه و شدو شناسایی  تخلیص لاکتیس

 پروتئین نایسین تولید شده مقدارتائید شد. پلیمراز  ایزنجیرهروش واکنش  وبا پرایمر اختصاصی  لاکتوکوکوس لاکتیس

mg/kg 5/41 باسیلوس سرئوس ،استافیلوکوکوس اورئوسی هاباکتریبه ترتیب برای  ،. قطر هاله عدم رشدبود، 
رشد نایسین  کننده یحداقل غلظت ممانعت و 0و  mm 13 ،17 ،14 برابر با سودوموناس آئروژینوزا و بومانی اسینتوباکتر

، نایسین استخراج شده بنابراین. مشاهده شد 10-1 ،10-5 ،10-6 ،10-5های در رقتهای یادشده برای باکتریاستخراج شده 

 های شیمیایی باشد.  نگهدارنده ی برایتواند جایگزین مناسب، میلاکتوکوکوس لاکتیس از

 

لاکتوکوکوس لاکتیس ، بالا کارایی با مایع کروماتوگرافی ،شیر بز، خاصیت ضدمیکروبی، نایسینکلیدی: واژگان 

                                                           
* n.kazemipour@iauk.ac.ir 
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  مقدمه
مصرف کنندگان در دهه گذشته با افزایش تقاضای 

تغییر مهمی در حوزه علوم غذایی برای غذاهای آماده 

آگاهی از خطرات عوامل  مشاهده شده که سبب افزایش

شده  هاآنو مواد نگهدارنده شیمیایی بیماری های غذازاد 

به  ات، توجهصحبت از نگهداری غذا (. هنگام1است)

. شودمیدر محصولات غذایی جلب  ،لاکتیکی یهاباکتری

هایی هستند که بشر ی اسید لاکتیک، میکروبهاباکتری

برای تهیه انواع غذاهای فرآوری شده  هاآناز  ستهاسال

اند که خاصیت ضد. مطالعات نشان دادهکندمیاستفاده 

 تاثیرمربوط به  ،یادشدهی هاباکتری ناشی ازمیکروبی 

و سید اهایی مانند لاکتیکو متابولیت 1اهباکتریوسین

 شاملی اسید لاکتیک هاباکتریاست. پراکسید هیدروژن 

منفی  2کاتالاز و ایکوکسی یا میلههای گرم مثبت، باکتری

محصول عنوان اسید را به هستند که توانایی تولید لاکتیک

 دهه گذشته، در طول دو ها دارند.تخمیر کربوهیدرات نهایی

یک کارخانه  عنوانبه 3لاکتوکوکوس لاکتیساربرد ک

  (.3،2)سلولی میکروبی گسترش پیدا کرده استموفق 

خواص  اسید ی لاکتیکهاباکتریتعداد زیادی از 

ی هاباکتری ،خود را در برابر عوامل بیماریزا ضدمیکروبی

مانند های مختلفی با روش هاکپکها و ، مخمرفسادمولد 

هیدروژن پروکساید، کربن دی  فرار، تولید اسیدهای

کنند اجرا می هاباکتریوسینی و تولید اکساید، ممانعت رقابت

میکروبی تولید شده ضدهای پپتید هاباکتریوسین(. 5-4)

ی گرم مثبت و گرم منفی هاباکتریتوسط تعداد بیشماری از 

هستند که منفعت خاصی در علوم غذایی دارند و در حال 

نشان دهنده  هاآنتاریخچه طولانی مصرف امن  ،حاضر

علاوه بر این، استفاده از  .است هابا غذا هاآنارتباط مثبت 

 عنوانبه، هاآن هایمتابولیتیا لاکتیک اسید یهاباکتری

 برای نگهداری غذا ارتقای سلامتمسبب طبیعی و  عامل

 (. 1، 6، 7)است شده پذیرفته

                                                           
1 Bacteriocins 
2 Catalase 
3 Lactococcus lactis 

توسط سازمان غذا  1969در سال  4نایسینباکتریوسین 

سازمان بهداشت  و کشاورزی، کمیته اختصاصی مواد غذایی

به لیست  1983و در سال  ارزیابی (JECFA) جهانی

در  باکتریوسیناین  شد. اضافهافزودنی مواد غذایی اروپا 

ی مقاوم به این ماده. شدتایید  FDA توسط 1988سال 

 اسیدآمینه با وزن مولکولی 34از  و داردحرارت بار مثبت 

حلقه  5دالتون تشکیل شده است و در ساختار آن  3510

و بتا متیل  بقایای لانتیونینسولفیدی و دی هایپلداخلی با 

با تأثیر بر روی غشاء  . نایسینلانتیونین وجود دارد

های گرم بر روی طیف وسیعی از باکتری سیتوپلاسمی،

 (.8،4، 9، 10)تأثیر گذار استمثبت 

های سویه غربالگریهدف از انجام این پژوهش 

سپس شیر بز است.  هایاز نمونه لاکتوکوکوس لاکتیس

تحت شرایط که بهترین شرایط رشد بهینه را ای سویه

 ه باشدداشت دما، اسیدیته و میزان نمک فیزیکوشیمیایی

 پس ازد. وشبررسی میو حضور ژن نایسین در آن  انتخاب

حضور پروتئین نایسین جداشده با روش  ،استخراج پروتئین

تعیین  پس از و شد تأیید کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا

میکروبی تاثیر ضدکننده از رشد آن، حداقل غلظت ممانعت

سودوموناس  شاخص مانند یهاباکترینایسین بر 
استافیلوکوکوس  ،6اسینتوباکتر بومانی، 5آئروژینوزا

 .خواهد شدارزیابی   8باسیلوس سرئوس، 7اورئوس

  هامواد و روش
  لاکتوکوکوس لاکتیسجداسازی و شناسایی 

از  ستروننمونه شیر بز طی شرایط  10تعداد 

در استان کرمان العرب قریه و جوپار ی ماهان،هاناشهرست

به  C 4° تحت شرایط سترون در دمای آوری وجمع

میکروبیولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد آزمایشگاه 

های شیر در محیط انتقال داده شدند. ابتدا نمونهکرمان 

MRS broth  به مدت h 48 در دمای °C 30  کشت و

های رقتشده،  از هر نمونه غنی ،سپس سازی شدند.غنی
                                                           
4 Nisin 
5 Pseudomonas aeruginosa 
6 Acinetobacter baumannii 
7 Staphylococcus aureus 
8 Bacillus cereus 
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 هایباکتری برخی بر بز شیر از شده جدا لاکتیس لاکتوکوکوس از شده استخراج نایسین ضدمیکروبی اثر بررسی 

 غذایی مواد فساد عامل

 

غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی فصلنامه 30   

که  Eliker-trimethoprimتهیه و بر روی محیط  متوالی

 لاکتوکوکوس جداسازی و رشد براییک محیط انتخابی 

 h به مدت مربوطههای کشت خطی داده شدند. پلیتاست، 

 پرگنهرشد قرار گرفتند و از لحاظ  C 30° در دمای 72

یافته رشد  هایکلونی (.17،16بررسی شدند)باکتریایی 

آزمون  و گرم آمیزیرنگ ،شناسیریخت نظر و از تخلیص

در  های جداشدهسویهرشد  .شناسایی اولیه شدند کاتالاز

و  % 6/5و  4نمک ، 45و  C 10 ،40°مختلف  دماهای

بیوشیمیایی  هایآزمون (.18)بررسی شدند 2/9 اسیدیته

بلو در شیر، هیدرولیز متیلن % 1/0رشد در حضور  شامل

استیل و استوئین، از سیترات، تولید دی 2CO، تولید آرژینین

منظور شناسایی میر مالتوز و هیدرولیز نشاسته بهتخ

های برتر سویه انجام شد. لاکتوکوکوس لاکتیس

 MRS broth  در شناسایی، از پس لاکتوکوکوس لاکتیس

(Merck) 20 گلیسرول حاوی % (v/v) در °C 70-  ذخیره

 (.5-18، 21شدند)

لاکتوکوکوس بررسی وجود ژن نایسین در 

  (L1)لاکتیس
انتخابی با روش  سویهبررسی وجود ژن نایسین در 

این  برای اجرایانجام شد.  (PCRای پلیمراز)واکنش زنجیره

تهیه شده از شرکت   Revو  Fwdپرایمرهایازروش، 

دستیابی به طول  برایجفت پرایمر  عنوانبه ،تکاپوزیست

 :Fهایجفت باز با توالی 208 تقریبی

5'ATAAGGAGGCACTCAAAATG3' و R: 

3'TACTATCCTTTGATTTGGTT5' (21استفاده شد.) 

در  µl 25 ای پلیمراز در حجم نهاییواکنش زنجیره

شد. مخلوط واکنش ( انجام Biometraدستگاه ترموسایکلر)

  نشان داده شده است. 1در جدول 

 ای پلیمرازمورد استفاده در هر واکنش زنجیرهمقدار و مواد  .1جدول

 

 

 

 

 

 

 پلیمراز ایزنجیرهبرنامه دمایی واکنش . 2جدول

 فرایند °(C)دما (min)زمان

 (DNA جدایی دو رشته) واسرشت سازی اولیه 94 3

 واسرشت سازی هر چرخه 94 1

 DNA اتصال پرایمر به توالی هدف در 57 1

 بسط و ساخت رشته جدید 72 1

 تکثیر نهایی 72 10

 (lµ)  استفادهمقدار مورد  نوع ماده ردیف

 PCR (10X) 5/2بافر  1

 mM 5/1 50منیزیم کلراید  2

 dNTP 10 mM 5/0مخلوط  3

 F (10 pmol/µl) 1پرایمر  4

 R (10  pmol/µl) 1پرایمر  5

 DNA (20 ng/µl) 2الگوی  6

 3/0 (u/µ5پلیمراز) Taq DNAآنزیم  7

 25تا  آب مقطر دو بار تقطیر 8
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 2ای پلیمراز طبق مدل دمایی جدول در ادامه واکنش زنجیره

بر روی ژل  PCRمحصول  (.21انجام شد ) چرخه 32در 

 به مدت  x 5/0TBEدر بافر V 75 با ولتاژ ثابت % 1آگارز 

min 60  الکتروفورز و سپس از آن توسط دستگاه ژل داک

لاکتوکوکوس برداری شد. از سویه استاندارد عکس
کنترل مثبت استفاده  عنوانبه:PTCC 1336 لاکتیس

 (.21شد)

لاکتوکوکوس سازی شرایط رشد بهینه

 (L1)لاکتیس

ی جدا شده حاوی ژن نایسین در رشد سویه

و  7، 5 یاسیدیته ، 40و C 30، 35°در دماهای  MRSمحیط

 در انکوباتور شیکردار با  %4و  2، 0و غلظت نمک  9

rpm150 به مدت  h72 بررسی و بهترین شرایط رشد سویه

ی موردنظر با خوانش جذب نوری آن توسط دستگاه 

 (.11اسپکتروفوتومتر نوری تعیین شد)

 لیزوزیم با کمکاستخراج باکتریوسین نایسین 

سیئو و استخراج با تیمار لیزوزیم بر اساس روش 

 ml 8/0 های باکتری درسلول .شد ( انجام2007همکاران)

 از µl 100 معلق و 8/6اسیدیته ،  Tris/HCl M 15/0بافر 

mg/ml 10 لیزوزیم به مدت min 90 سپس،شد نگهداری 

µl 100  نمونه بافرSDS  اصلاح شده حاوی M 5/0  بافر

Tris / HCl،  pH8/6، 10 %  (w/v) SDS ،20 %(w/v) 

 -2 (w/v) % 10آبی بروموفنول ،  % 1گلیسرول ، 

به  C 100° ل افزوده شد. سوسپانسیون در دمایمرکاپتواتانو

 min 10 به مدت g 13000گرم و سپس در  min 10 مدت

پروتئینی  یا غیر سانتریفیوژ شد تا بقایای سلولی C° 4 در

 یدست آمده در دماهب مایع روییکننده حذف شود. تداخل

°C 80 - (22تا زمان استفاده بعدی ذخیره شد.) 

تایید حضور پروتئین نایسین جداشده با روش 

  (HPLC) کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا

 :1330PTCC لاکتیس لاکتوکوکوس دو نمونه

لاکتوکوکوس جداشده  یسویهکنترل مثبت( و  عنوانبه)
 HPLCبا روش ، تشخیص حضور نایسین برای (L1)لاکتیس

 عنوانبهو  شدپر  G100با ژل سفادکس بررسی شدند. ستون

ها روی نمونه فاز متحرک از بافر پتاسیم فسفات استفاده شد.

تا کلیه پروتئین ط بافر شستشو شدستون وارد و ستون توس

های خارج نشده از ستون خارج شوند. فراکنش های متصل

و فعالیت  شدآوری فراکنش کالکتور جمعشده از ستون 

 (.1باکتریوسین آن بررسی شد)

اکتریایی باکتریوسین نایسین بر بررسی فعالیت ضدب

 فساد مواد غذایی باکتری مولد علیه چهار 

نایسین بر روی دو فعالیت ضدباکتریایی باکتریوسین 

استافیلوکوکوس اورئوس، باسیلوس پاتوژن گرم مثبت )
آئروژنوزا، سودوموناس ( و دو پاتوژن گرم منفی )سرئوس

روش دیسک دیفیوژن ( با استفاده از اسینتوباکتر بومانی

مایع تلقیح و  MRSدر محیط  هاباکتریآگار بررسی شد. 

 فارلند در دمایبه کدورت نیم مک هاآنتا رسیدن کدورت 

°C 30 اطمینان از کدورت نیم  برای. شدندگذاری گرمخانه

باکتریایی تلقیح شده  کشتمحیط جذب نوری ،فارلندمک

توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در حضور شاهد  nm 600 در

مایع حاوی  کشتمحیطاز  µl 100 بررسی شد. سپس

اضافه و توسط  TSAفارلند به محیط کدورت نیم مک

در شرایط آسپتیک به طور کامل پخش شد. سترون سوآب 

سپس دیسک حاوی پروتئین نایسین در محیط قرار داده و از 

در  پلیت ،سپسمنفی استفاده شد.  شاهد عنوانبهآب مقطر 

گذاری شدند و از گرمخانه h 24 به مدت C 37° دمای

 (. 23-26) دارزیابی شدنلحاظ ایجاد یا عدم ایجاد هاله رشد 

 ( نایسینMICکننده )ت ممانعتتعیین حداقل غلظ

در  های متوالیی رقتتهیهبا روش 

 میکروتیترپلیت

ی تهیهبررسی حداقل بازدارندگی رشد از روش  برای

ایع با استفاده از میکروتیترپلیتدر محیط م های متوالیرقت

میکرولیتری  300 با ظرفیت ایخانه 96 پلی استایرنی های

شده، به  صافمحیط ذخیره نایسین  µl 150 استفاده شد.

، است TSB محیط µl 150 داخل چاهک اول که حاوی

های رقتسپس است.  10-1که برابر با رقت  شد افزوده

به هر در مرحله بعد و  پیدا کردچاهک ادامه  6تا  متوالی

از باکتری با کدورت نیم مک فارلند اضافه  µl 10 چاهک
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لاکتوکوکوس شد و پروتئین استخراج شده سویه استاندارد 
 مثبت استفاده شد. شاهد عنوانبه  :1330PTCCلاکتیس

از هر  µl 50 ، مقدارMICبرای اطمینان از تعیین غلظت 

 .(27،1)گذاری شد لکه TSAوی محیط ر بر چاهک

 نتایج

های شیر بز کشت نمونهباکتریایی از یپرگنهچهار 

جداسازی  Eliker- Trimethoprimمحیط  داده شده در

های باکتریایی )شکل نمونه خلوصاطمینان از  پس ازشد. 

کاتالاز بر روی آزمون نتیجه تست کاتالاز انجام شد. (، 1

ی جداشده به طریقه هایسویه ،منفی بود. سپس هااین نمونه

قادر به رشد در  هااین سویه .بیوشیمیایی شناسایی شدند

 ،2/9با  برابرpH  ،کلریدسدیم % 4 ، غلظت10و  C 4° دمای

 دآمیناسیون و صفرا % 40 غلظت بلو، متیلن %1/0حاوی  شیر

 یسویهشناسایی چهار  ،بودند. در نهایت آرژینین

لاکتوکوکوس و از شد  تأیید لاکتوکوکوس لاکتیس
 مثبت استفاده شد. شاهد عنوانبه :PTCC 1330لاکتیس

 جداشده ی یسویهدر نتایج بررسی بهینه رشد چهار 

بهترین رشد در شرایط با  یسویه، لاکتوکوکوس لاکتیس

ها بر روی آن انجام شد. و بقیه آزمونشد بهینه انتخاب 

( L1)لاکتوکوکوس لاکتیسبرتر  یسویهشرایط رشد بهینه 

در عدم  آورده شده است و مشخص شد که 3در جدول 

نسبت به بقیه شرایط  7و اسیدیته  C30° حضور نمک، دمای

 :1330PTCC لاکتوکوکوس لاکتیسرشد بهتری دارد. از 

  مثبت استفاده شد. یسویه عنوانبه

و  L1ی سویهدر ادامه، نمودار شرایط بهینه رشد 

رسم شد که در  :1330PTCCلاکتوکوکوس لاکتیس 

 4)اسیدیته( و شکل  3)درصدهای نمک(، شکل  2شکل 

 )دما( آورده شده است. 

  

 

 لاکتوکوکوس لاکتیساز  خطی. کشت 1شکل

 PTCC: 1330  ی استانداردسویه و L1ی سویهجذب نوری رشد  .3جدول

(%نمک) C° ( اسیدیته  ) دما  

 نام
4 2 0 9 7 5 40 35 30 

09/0  42/4  51/5  54/1  10/2  01/0  18/1  31/1  51/5  L1 

08/0  15/5  01/6  41/1  16/2  01/0  16/1  34/1  59/5  
سویه 

 استاندارد
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 (P<0.05)در درصدهای مختلف نمک PTCC: 1330 استاندارد یسویه و L1 یسویه. رشد 2 شکل

 

 
 

 (P<0.05)های مختلف pH در PTCC: 1330 یه استانداردسوو  L1 یسویهرشد . 3 شکل

 

 

(P<0.05)در دماهای مختلف PTCC: 1330 استاندارد یسویهو  L1 یسویه. رشد 4 شکل
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در ادامه نتایج حضور ژن نایسین با استفاده از واکنش 

 شد، مشخص باکتری جداشده ی برترپلیمراز در  ایزنجیره

 شکلتشکیل شده در ژل الکتروفورز مشخص و در  نوارکه 

   آورده شده است. 5

 :1330PTCC لاکتیس لاکتوکوکوس نتایج کروماتوگرافی:

جداشده هر دو طبق  یسویهکنترل مثبت( و  عنوانبه) 

قابلیت تولید نایسین را  ،نایسین تجاری وارد شده به دستگاه

 ،داشتند. بنابراین 5/41و  mg/kg 8/59 به ترتیب به میزان

جدا شده از شیر بز  لاکتیس لاکتوکوکوسمشخص شد که 

بررسی قطر هاله عدم رشد نشان  .دارای پروتئین نایسین است

 جداشده ی یسویهداد که پروتئین استخراج شده از 

که حاوی باکتریوسین نایسین است،  لاکتوکوکوس لاکتیس

 و  باسیلوس سرئوس، استافیلوکوکوس اورئوسبر روی 
( و منطقه 6)شکل ی دارد ضدمیکروباثر  اسینتوباکتر بومانی

ی هاباکتریکننده از رشد ایجاد شده به ترتیب برای ممانعت

بوده است. از  14و  mm 13  ،17 نام برده شده برابر با

مثبت استفاده  شاهد عنوانبه :PTCC 1330استاندارد یسویه

 4و نتایج در جدول  شدشد. این آزمون در سه تکرار انجام 

 آورده شده است. 

در  ،(L1)جداشده یسویهقطر هاله عدم رشد در 

نسبت به قطر  باسیلوس سرئوسو  استافیلوکوکوس اورئوس

بیشتر است.   :PTCC 1330هاله عدم رشد سویه استاندارد 

استاندارد  سویه مربوط بهعدم رشد که، قطر هاله در حالی

 یسویهنسبت به قطر هاله عدم رشد  اسینتوباکتر بومانیدر 

کننده از حداقل غلظت ممانعتبیشتر شده است.  جداشده

ی ی جداشدهسویهرشد پروتئین حاوی نایسین 

 :PTCC 1330استاندارد یسویهو  لاکتوکوکوس لاکتیس

آورده  5جدول  ایجاد شده در MICبررسی شد که رقت 

 شده است.

 

 L1 سویه :3منفی، شاهد: 2،(PTCC: 1330)مثبت  شاهد: 1، خط کش :Lبه ترتیب از چپ به راست:  .5شکل 

 

 . اثر ضد باکتریایی باکتریوسین نایسین6 شکل
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 :PTCC 1330 استاندارد سویهو نایسین استخراج شده از  L1سویه نتایج قطر هاله عدم رشد ایجاد شده توسط نایسین  .4جدول 

 
 mmقطر هاله بر حسب 

 ودوموناس آئروژینوزاس اسینتوباکتر بومانی باسیلوس سرئوس استافیلوکوکوس اورئوس

L1 13 17 14 0 

 0 41 9 10 ی استانداردسویه

 

 :PTCC 1330استاندارد سویهو نایسین استخراج شده از  L1سویه نایسین  MICنتایج بررسی  .5جدول 

 سودوموناس آئروژینوزا اسینتوباکتر بومانی باسیلوس سرئوس استافیلوکوکوس اورئوس 

L1 5-10 6-10 5-10 1-10 

 10-1 10-5 10-6 10-5 استاندارد یسویه

 

 گیریبحث و نتیجه

 از برخی مضرات شدن مشخص با اخیر یهاسال رد

استفاده  به را خود توجه محققین شیمیایی، هاینگهدارنده

 هاییبیمار اند.کرده معطوف طبیعی نگهدارنده ترکیباتاز 

 بالایی اهمیت از هنوز غذایی مواد طریق از دهونش منتقل

 به توانمی هااین بیماری شایعترین از .هستند برخوردار

 اورئوس، استافیلوکوکوس از ناشی هایبیماری

 .کرد اشاره 3 مونوسیتوژنز لیستریا و2 مونلاالس ،1یکلاشرشیا

باکتری یهاباکتریوسین مانند ،ترشحی میکروبی ضد مواد

 وانندتمی ،لاکتوکوکوس لاکتیس مانند ،تخمیرکننده های

سولفور دی  ،مانند شیمیایی هاینگهدارنده جایگزین

و نیتریت  نیترات اسید، سوربیک اسید، بنزوئیک ،اکساید

کاربرد  در طول دو دهه گذشته، (.28،1)باشند

یک کارخانه سلولی  عنوانبهلاکتوکوکوس لاکتیس 

طور چشمگیری گسترش پیدا کرده است. میکروبی، به

یکی از  وهستند  خارج سلولیها پپتیدهای فعال باکتریوسین

دارد، که اکنون در صنعت غذا کاربرد فراوان  هاآنانواع 

بیان و  لاکتوکوکوس لاکتیستوسط  نایسین .نایسین است

های در فراورده زیستینگهدارنده  عنوانبهو  شدهترشح 

تأثیر خوبی (. نایسین 1 ،2، 6، 19) شوداستفاده میغذایی 

                                                           
1 Escherichia coli 
2 Salmonella 
3 Listeria monocytogenes 

و از رشد  داشته باشدی گرم مثبت هاباکتریعلیه تواند می

 منفی اثری گرم هاباکتریاما بر  .جلوگیری کند هاآن

از طریق ایجاد سوراخ در غشای  مادهچندانی ندارد. این 

سیتوپلاسمی و مهار بیوسنتز دیواره سلولی موجب مرگ 

 (. 29) شودمیباکتری 

جدا شده  لاکتوکوکوس لاکتیس حاضر،پژوهش در 

 و گرم آمیزیرنگ ،ریخت شناسی نظر از (L1)از شیر بز

از رشد در  استفاده با ،سپس .شد کاتالاز بررسی آزمون

و  pH 2/9 و ، % 6/5و  4نمک  ، 45و  C 10 ،40° دماهای

 1/0 رشد در حضور مانند بیوشیمیایی هایآزمون ،همچنین

کربن دی ، تولید آرژینینبلو در شیر، هیدرولیز متیلن %

استیل و استوئین، تخمیر مالتوز ، تولید دیاز سیتراتاکساید 

مطابق با پژوهش محققانی . شدشناسایی و هیدرولیز نشاسته 

(، خماریا و 2013) چون ناگالاشمی و همکاران

های آزمون کمکبا  این باکتری(، 2013همکاران)

، 5)شناسایی شده است بز شیر ینمونهاز  مشابه بیوشیمیایی

 ( و میردامادی و همکاران2018مدی)مح پژوهش. در (11

، 1)استه شد پنیر جدااز  لاکتوکوکوس لاکتیس(، 1393)

کیمیتو و  توسط محققانی چون باکتری این ،همچنین. (30

و  از گیاهان (2014( و المایهو و همکاران)2004همکاران)

و غیر ( از منابع لبنی 2013خماریا و همکاران)پژوهش در 

در این مطالعه حضور ژن  .(12، 5، 3)شده است لبنی جدا
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 وپلیمراز مشخص شد  ایزنجیرهنایسین با استفاده از واکنش 

 تشکیل شده در ژل الکتروفورز مشخص و در ادامه نوار

انجام  SDS PAGEاستخراج پروتئین، با استفاده از  فرایند

تعیین ژن نایسین  (2017مالاس و همکاران)پژوهش در شد. 

 در .(4)شد با پرایمر اختصاصی نایسین انجام  PCRبا روش

ه شد نشان دادو نیز از این روش استفاده شد حاضر پژوهش 

اما در  .جفت باز باند تشکیل داده است 200در ناحیه ی  که

(، ژن نایسین در ناحیه 2013خماریا و همکاران)پژوهش 

. در مطالعات میردامادی و (5)نوار ایجاد کردجفت باز 174

لاکتوکوکوس   ،(2018محمدی ) و (2010همکاران)
زیرگونه لاکتیس توانایی تولید باکتریوسین نایسین  لاکتیس

که میاز تخلیص و الکتروفورز نشان داد  پسو  داشترا 

، 1)های غذایی باشددر فراورده زیستیتواند یک نگهدارنده 

30). 

خماریا و  یمطالعه در انطباق باحاضر  پژوهشدر 

در مقابل باکتری لاکتیس لاکتوکوکوس(، 2013همکاران)

میکروبی نشان داده گرم مثبت و گرم منفی فعالیت ضدهای 

های گرم پاتوژنبررسی قطر هاله عدم رشد  در این .(5)است

و پاتوژن  باسیلوس سرئوس ،استافیلوکوکوس اورئوسمثبت 

 14و  mm  13  ،17به ترتیب اسینتوباکتر بومانیگرم منفی 

، که نشان از خاصیت ضدمیکروبی سویه جداشده داردبود 

 سرئوس باسیلوسدر صورتی که قطر هاله عدم رشد برای 

 .(4)ه استبود mm 9 (2017مالاس و همکاران)پژوهش در 

(، تولید نایسین از 2014در مطالعه میردامادی و همکاران)

بررسی  M17,MRSدر دو محیط  لاکتوکوکوس لاکتیس

انجام بهتر  MRSتولید در محیط این  نشان داد وشد 

در آن پژوهش نشان داده شد  ،همچنین شود.می

اسیدیتهدر  لیستریا مونوسایتوژنزو  استافیلوکوکوس اورئوس

در  .(1)به نایسین حساس هستند C 8°، در7/4 ی برابر با

و انجام شد MRS حاضر تولید نایسین در محیط  پژوهش

یدیتهاسدر شرایط بهینه  استافیلوکوکوس اورئوس نشان داد

. کندایجاد می، هاله مهارکننده رشد  C 30° دمایدر ،  7ی 

نشان در مطالعه دیگری،  (1393میردامادی و همکارانش)

با  اورئوساستافیلوکوکوس  و پنیر فتا کشتمحیطدادند در 

د و تعداد وشمیمهار  ،وجود حساسیت کمتر به نایسین

با وجود مقاومت به نایسین در کشت توام  کلیاشرشیا

در  دهد.میو حتی روندی کاهشی نشان  یابدنمیافزایش 

 اما ،شد مهار اورئوساستافیلوکوکوس  رشد پژوهشاین 

. در نهایت نشان داده نشان داد تمقاومبه آن کلی اشرشیا

نایسین  یکننده تولید لاکتوکوکوس لاکتیسشد استفاده از 

و مانع رشد باکتریاست ثر در افزایش کیفیت محصول مؤ

 یسویهحاضر  پژوهش. در (1)شودمیزای مهم های بیماری

L1 مهار باعث ، جدا شدشیر بز ی نایسین که از تولید کننده

 که شدباسیلوس سرئوس  و استافیلوکوکوس اورئوسرشد 
. در مطالعه مال و شددیسک ثابت انتشار از با روش 

( تولید نایسین تحت تأثیر پارامترهای 2010همکاران )

به شدت تحت تولید این  شد و نشان داد بررسیفیزیکی 

. است MRS محیط ثیر حضور شیر بدون چربی درتأ

و دمای مطلوب برای   C30° حداکثر تولید نایسین در دمای

. در مطالعه حاضر بدون (15)بود C 37° تولید زیست توده

دمای بهینه برای تولید در نظرگرفتن پارامترهای فیزیکی، 

 بود. C 37° نایسین

ی سویه 18از  (،1396محمدی)در مطالعه خسرو 

نایسین تولید جدایه برای  4از شیر خام و پنیر،  جداشده

زای های گرم مثبت بیماریو رشد باکتریمثبت شدند 

استافیلوکوکوس اورئوس، باسیلوس سرئوس،  مانندغذایی 
را با روش لکه و لیستریا مونوسایتوژنز پرفرنجنزکلستریدیوم 

 ،(2021آزاد و همکاران) متوقف کرد.گذاری روی آگار 

 دراز شیر بز و گوسفند  را لاکتوکوکوس لاکتیسسویه  15

های بیوشیمیایی و آزمونبا  که کردند جدا M17محیط 

شرایط بهینه برای تولید باکتریوسین  .شناسایی شدمولکولی 

واع دما، اسیدیته و زمان در ان Taguchi statisticalروش با 

باکتریایی فعالیت ضد ،سپسگذاری انجام شد. گرمخانه

روش  باهای استاندارد پاتوژن غذازاد سویه رویباکتریوسین 

مایع ، گیری شد. بر اساس نتایجک اندازهدر چاه انتشار

که  I8لاکتوکوکوس لاکتیس  کشت دست آمده ازهب رویی

باکتریایی بر علیه فعالیت ضد ،جدا شده بود از شیر بز

استافیلوکوکوس و  فلکسنری شیگلا، سالمونلا تیفی موریوم
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مقاوم  به آن اشرشیاکلی ، کهنشان داد در حالی رئوسا

 C° ، دمای7 یاسیدیته در آن پژوهش نشان داده شد کهبود.

تولید  شرایط برایگذاری بهترین دوره گرمخانه h 22و 26

. فعالیت ضدمیکروبی این سویه در مقابل هستندباکتریوسین 

 عنوانبه، آن را سالمونلا تیفی موریومو  شیگلا فلکسنری

پروبیوتیک و نگهدارنده یسویه عنوانبهیک کاندید خوب 

 . (31، 30)کندمعرفی میمناسب غذایی ی 

(، 2010ی دیگری)و همکاران در مطالعه تفرشی

خلیص و بررسی طیف اثر شناسایی، جداسازی، ت

بومی جدا شده از  لاکتوباسیلوسهای چند سویه باکتریوسین

همچون  مطالعهصولات لبنی ایران را انجام دادند. در آن مح

از  هاسویه برای تعیین فعالیت باکتریوسینیحاضر پژوهش 

قطر هاله عدم رشد گیری اندازه وروش چاهک استفاده شد 

باسیلوس  و استافیلوکوکوس اورئوسهای گرم مثبت پاتوژن
پژوهش دو این در جدا شده  هایسویهنشان داد که  سرئوس

گیری اندازهبرای  .دارند مشابهی یضدمیکروبخاصیت 

پژوهش های بومی در هسوی یتولیدشده باکتریوسین

از روش کروماتوگرافی استفاده حاضر  پژوهشو میردامادی 

در  .(19)ها تایید شدبی آنمیکروخاصیت ضدسپس و شد 

نایسین بر رشد  نقش(، 1394مطالعه قشونی زاده و همکاران)

در گوشت چرخ کرده،  استافیلوکوکوس اورئوس ءو بقا

د بر رش مقادیر مختلف نایسینآن اساس،  بررسی شد. بر

با گذشت  البته داری داشت وباکتری مورد مطالعه تاثیر معنی

رشد  برزمان از خاصیت مهارکنندگی نایسین 

  .(32)کاسته شد استافیلوکوکوس ارئوس

 یی جداشدهسویه 120از  (2017)شارما  مطالعهدر 

که  داشتندباکتریایی سویه فعالیت ضد 68از شیر،  یلاکتیک

ریخت های با استفاده از ویژگی حاضرپژوهش همچون 

در آن شناسایی شدند.  بیوشیمیایی هایآزمایش و شناسی

، آمونیوم سولفاتبا استفاده از رسوب  مطالعه

 Sephadex فیلتراسیون ژلو  کروماتوگرافی تبادل کاتیونی

G-50   پژوهش در  ،کهدر حالی .خالص شدباکتریوسین

با  ستونو  کروماتوگرافی مایع با کارایی بالاروش حاضر 

در تخلیص و بافر پتاسیم فسفات  G100 ژل سفادکس

برای ( 2011آبتس و همکاران) پژوهشدر  .(33)استفاده شد

ین با پای pH کروماتوگرافی تبادل کاتیونی درتخلیص از 

استفاده شده  NaClای مرحله 5استفاده از شستشوی 

 شارماپژوهش در  های جداشدهباکتریوسین. (34)است

سالمونلا  مانند میکروبیای از عوامل نسبت به طیف گسترده
، باسیلوس پرفرنجنزتیفی، لیستریا مونوسیتوژنز، کلستریدیوم 

سوبتیلیس، استافیلوکوکوس اورئوس، استافیلوکوکوس 
 مؤثر انتروکوکوس فکالیس، شیگلا فلکسنریس، اپیدرمیدی

 C 35° دمایو  7  اسیدیته ی درمربوطه بودند. باکتریوسین 

همراه با   MRS محیط مایع در گذاریگرمخانه h  24پس از

5/1 % Tween-80 شرایط بهینه در سویه جداشده  .بهینه شد

در و  Tween-80عاری از  MRS brothدر  ،پژوهشاین ی 

  .(33)تعیین شد C 37° و دمای 7اسیدیته 

ای نایسین جدا (، محتو2017هولکاپکووا و همکاران)

کروماتوگرافی مایع  با کمکب پنیر را های آشده از نمونه

همچون تعیین کردند که با کارایی بالا و الکتروفورز 

با استفاده از  نایسین میکروبیضد فعالیت بود. حاضرپژوهش 

استافیلوکوکوس با استفاده از  کاهچ در روش انتشار
تلقیح با میکروارگانیسم شاخص تعیین شد.  عنوانبه اورئوس

مولر محیط  روی باکتری معادل کدورت نیم مک فارلند

 نایسین g/ml 25 به چاهک های آن ی کههینتون آگار

به سپس این کشت ها  .کشت انجام شد اضافه کرده بودند

پس از  شدند. نگهداری C 35°در دمای h 24 مدت

 گیری شد کهاندازه ، قطر مناطق بازدارندهگذاریگرمخانه

 خاصیت ضدمیکروبی نشان دهندهحاضر  پژوهشهمچون 

  .(35)است نایسین

میکروبی سویه ضدیت ( فعال2013هاونهلم و همکاران)

طیف  .بررسی کردند انتشار در ژل آزمونجداشده را با 

و فساد  مولد هایفعالیت در برابر باکتریاین  یگسترده

 دهدمینشان  های منتقله از غذا در آن پژوهشپاتوژن

یک نگهدارنده زیستی مناسب با پتانسیل افزایش نایسین 

 .(24)استمحصولات غذایی ایمنی و افزایش طول عمر 

گزارش  (2000)رد مشابه مورنو و همکاراندر مو 

ی با طیف باکتریوسین  L. lactis subsp. ITAL 383کردند
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 L. lactis نایسینفعالیت شبیه به  کند کهمیتولید  گسترده

subsp. lactisATCC11454   های میکروارگانیسم دارد و

استافیلوکوکوس  و لیستریا مونوسایتوژنز گرم مثبت از جمله
های گرم منفی در برابر باکتری کنند امارا مهار می اورئوس

گزارش  (2003)و همکاراننپاکدی نو .(37) استغیر فعال 

تولید می باکتریوسینی L. lactis WNC 20 سویه که ندداد

 جمله لیستریاهای منتقله از غذا از پاتوژناز کند که برخی 
و  باسیلوس سرئوس ، پرفرنجنز کلستریدیوم، مونوسایتوژنز

علاوه بر این، کند. را مهار می اورئوس یلوکوکوساستاف

با مطالعات قبلی مطابقت  حاضرآمده در مطالعه دستنتایج به

های سویهتولیدی توسط نایسین  دهد کهدارد و نشان می

دارای فعالیت ضدمیکروبی در برابر  لاکتوکوکوس لاکتیس

استافیلوکوکوس  مانند مثبت های باکتریایی گرمسویه
  .(38)است باسیلوس سرئوسو  اورئوس

 ( تأثیر شرایط رشد مانند2009ک و همکاران)سیم

، اسیدیته و دماهای مختلف بر تولید نایسین کشتمحیط

و  مهندسی شدهبیو  لاکتوکوکوس لاکتیسهای سویهتوسط 

بسته به سویه  مناسب اسیدیته ند ورا بررسی کرد وحشی

  ننایسی ومتغیر است  8/6تا  5/5 کننده نایسین ازتولید

Z سویه تولید شده توسطL. lactis IO-1    ی اسیدیتهدر

 هاآنها پژوهشبیشترین میزان خود را داشت. طبق  6برابر با 

 6برابر با  اسیدیتهدر  هر دو سویه وحشی و مهندسی شده

های نوع وحشی و سویه و بیشترین تولید نایسین را داشتند

نوترکیب رفتارهای مشابهی از نظر رشد سلولی در هر یک 

از دماهای آزمایش شده نشان دادند. رشد سلولی همه سویه 

بودند با این حال،  37و  C 30°کمتر از C 25° ها در دمای

نسبت به  C 30°آمده در دمای دستهای نایسین بهفعالیت

حاضر بنا به نوع سویه پژوهش سایر دماها بالاتر بود. در 

مشابه  ی بهینهو دما 7برابر با اسیدیته ی مناسب جداشده 

 .(39)بود C 30° دمایبرابر با ک و همکاران سسیمپژوهش 

سایر ( و 2016)اکبر و همکاران مطالعاتطبق 

های اسید لاکتیک های صنعتی باکتری، دیدگاهپژوهشگران

ارنده زیستی و ایمنی مواد غذایی نگهد عنوانبهاستفاده  برای

و  لوپزمطالعه  و پژوهشطبق این  .(40)شده استسی ربر

، زاچاروف و (2014سعید و همکارن)(، 2016همکاران)

، (2009و همکاران) ارائوز، آ(2012همکاران)

، تا به امروز نایسین تنها دیگر پژوهشگرانو  (2017موکوئنا)

یک مکمل غذایی مجاز  عنوانبهاست که  نتی بیوتیکیآ

و بهترین جایگزین در مقابل مواد نگهدارنده  شوداستفاده می

اکنون دانشمندان  بنابراین،. (42، 41، 29، 9، 8)مضر است

های تولیدی از میکروارگانیسمدر حال گزارش باکتریوسین

ها هستند که به خوبی لاکتوکوکوس لاکتیس ها به خصوص

در  زیستیهای تولید کننده مواد بر سویه پژوهشاهمیت 

 .دهدهای غذایی و دارویی را نشان میمحافظت از فراورده

ر شرایط باکتریوسین د تخلیصسازی و همچنین امکان غنی

زا ی بیماریهاباکتریکنترل  برایآزمایشگاهی و کاربرد آن 

حاضر، صحت اثربخشی  پژوهشدر  ووجود دارد 

زا به خوبی ای بیماریهباکتریوسین نایسین بر میکروب

 مشخص شده است.
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Abstract 
Nisin is a biological bacteriocin with many functions against food pathogenic bacteria. The 

disadvantages of chemical preservatives in foods have attracted attention to natural preservatives such as 

nisin. This study evaluated the antimicrobial properties of nisin extracted from Lactococcus lactis 

isolated from goat milk. Ten goat milk samples were collected from around Kerman city under sterile 

conditions, and Lactococcus lactis were isolated in the selected environment of Eliker-trimethoprim. 

Biochemical tests were used to Strain identification and nisin gene confirm by polymerase chain reaction 

with specific primers was used. HPLC method was used to confirm the presence of nisin using 

bacterially extracted proteins. The antibacterial properties of nisin were performed by disk diffusion agar 

method against Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Acinetobacter baumannii, and Pseudomonas 

aeruginosa. The minimum inhibitory concentration of bacteriocin was performed by Provide serial 

dilution in a microtiter plate. One of the four strains of Lactococcus lactis was identified and selected 

with the best growth conditions for further investigation. The presence of the nisin gene in Lactococcus 

lactis was confirmed by a specific primer and polymerase chain reaction method. The amount of nisin 

produced protein was 41.5 mg/kg. The diameter of inhibitory zone for Staphylococcus aureus, Bacillus 

cereus, Acinetobacter baumannii, and Pseudomonas aeruginosa were 13, 17, 14, and 0, respectively, and 

minimum inhibitory concentrations for extracted nisin were in dilutions of 10-5, 10-6, 10-5 and 10-1, 

respectively. Therefore, nisin extracted from Lactococcus lactis in goat milk can be a suitable substitute 

for chemical preservatives. 

 

Keywords: Antimicrobial properties, nisin, Goat milk, High-performance liquid chromatography, 

Lactococcus lactis 
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