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المنتج من  خصائص البكتريوسين

Streptococcusthermophilus   
  من الجبن الأبيض البلدي المعزولة

  
  )1(عهد أبو يونس

  
  الملخص

المنتج من سلالة من  ف البكتريوسينهدف البحث إلى تعرStrep. Thermophilus   المعزولة مـن
    قادر علـى    المنتج ن البكتريوسين وقد وجدت الدراسة أ   . ف خصائصه الجبن الأبيض البلدي السوري وتعر

 ْ  م100بدرجة حـرارة    إلا أن هذه المقدرة تفقد عند معاملة البكتريوسين،B. cereusتثبيط نمو بكتيريا 
 ولا تتـأثر بوجـود أنـزيم    k  هذه المقدرة تفقد بوجود أنزيم بروتينـاز        دقيقة، كما أن   60 علىمدة تزيد   

  . AU/ml 200بـ )Arbitrary units(تباطية وقدرتالقيمة الاع. الببسين أو التربسين
بعـد الترسـيب بـسلفات     ،KDa 4حـو  نبالمدروس يقـدر   البكتريوسينوزن ووجدت الدراسة أن 

 فـي  PCR، وعند استخدام تقنية  %15  تركيز Tricine -SDS –PAGEعلى الأمونيوم، والترحيل 
ــتج يتوافــق مــع  وإجــراء تقنيــة السكونــسر وجــد أن البكتريوســين ف البكتريوســينتعــر المن

  . Thermophilin 13بكتريوسين
  

، بكتيريـا  B. cereus، بكتريوسـين،  Strep. thermophilus: المفتاحيـة الكلمات 
  .حمض اللبن

  
 .،  دمشق، سورية30621ب . قسم علوم الأغذية، كلية الزراعة، جامعة دمشق، ص )1(
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Characteristics of Bactriocin produced from  

Streptococcus thermophiles isolated from native 
Syrian white cheese 

  
A. Abou Younes )1(  

  
 

ABSTRACT 
 

This research aimed to identify the bacteriocin produced from a strain of 
Strep. Thermophiles which were isolated from native Syrian white cheese and 
to identify its characteristics. 

The study showed that the produced bacteriocin is able to inhibit the growth 
of B.cereus bacteria, while this ability is lost when handling the bacteriocin with 
100 degree for more than 60 minute, and is lost too in the presence of 
proteinase enzyme k and was affected by the presence of pepsin or trypsin 
enzymes.  The arbitrary unit was estimated by 200 AU/ml. 

The study also showed that the weight of the studied bacteriocin was almost 
4 KDA and that was after the sedimentation by ammonium sulfate and the 
deportation of Tricine -SDS –PAGE with 15% concentration. When using the 
technique of PCR to recognize the bacteriocin and applying the technique of 
sconsr, it has been found that bacteriocin produce matches with bacteriocine. 
Thermophilin13. 

 
Key Words: Strep. thermophiles, Bacteriocin, B. cereus, Lactic 

acid bacteria. 

  
)1(  Food Science Dept. Fac. Agr. P.O.Box 30621 Damascus, Syria.   
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  المقدمة
 دراسة آليات التحكم بالعوامل الممرضة والمسببة للفساد في         فيدأب العلماء والباحثين    

 وذلك لضمان نوعية الأغذية وسلامتها، وفي السنوات الأخيرة، حدث انخفـاض            ؛الأغذية
صبح استخدام المواد الطبيعيـة     أ إذفي استعمال الإضافات الكيميائية في التصنيع الغذائي،        

 صلاحية مدةكمواد حافظة أكثر شيوعاً كبديل عن المواد الحافظة الكيميائية، لضمان زيادة         
التـي    بكتيريا حمض اللبن من البكتيريا المفيـدة وتعدStiles, 1996 .(( المنتجات الغذائية

مـن  اً  تنتج عـدد ولأنّهااستخدمت منذ فترة طويلة في عمليات التخمير والتصنيع الغذائي،  
ات والمواد المضادة للبكتيريا الممرضة والمسببة للفساد فهي قـادرة علـى إنتـاج           الأنزيم

 ,H2O) De Vuyst and Vandammeوبيروكـسيد الهيـدروجين    الأحماض العـضوية 
، وتدل الدراسات الحديثة على مقدرة بكتيريا حمض اللبن علـى إنتـاج مركبـات            )1992

 مضادات البكتيرية أو البكتريوسـينات    بروتينية ذات أوزان جزيئية صغيرة تعرف باسم ال       
Bacteriocins)Klaenhammer, 1993( بروتينات نوعيـة تجـاه أنـواع    بأنّها، وتتصف 

، ولها القدرة علـى منـع نمـو البكتيريـا الممرضـة كبكتيريـا       )Stiles, 1996(محددة 
Clostridiumو Listeria ــا ســالبة الغــرام ؛ )Jack et al., 1995( وبعــض البكتيري

)McAuliffe et al., 1998( ؛)Bredholt et al., 2001(؛ )Cleveland et al., 2001 .(  
إحدى أهم بكتيريا حمض اللبن المستخدمة   Streptococcusthermophilusوتعد بكتيريا   

 يستخدم في تصنيع اللبن الرائب وبعـض أنـواع الأجبـان    إذفي بادئات الألبان المتخمرة    
)Delcour et al., 1996(؛ )Parente and Cogan, 2004 .( وخلال السنوات الأخيرة كان

 Strep. Thermophilusهناك عدد قليل من الدراسات تناولت إمكانيـة إنتـاج بكتيريـا    
 Thermophilin 13 مركـب  1997 وزملاؤه عام Marcisetللبكتريوسينات، فقد عرف 

نتج من بكتيريا  المThermophilin A درس، كما Strep. thermophilusSif13المنتج من 
Strep. thermophilusST134) Whitford et al., 2001(؛ )Ward and Somkuti, 

 Strep. thermophilusST المنتج مـن  Thermophilic 110 خصائص ودرست، )1995
110) Gilbreth and Somkuti, 2005(كما ح ،الأحماض الأمينيـة المكونـة لــ    تدد 

Thermophilin 1277كتيريا  المنتجة من بStrep. thermophilusSBT 1277  المعزولـة 
 إلا أنها أوصت البحوث،وعلى الرغم من قلة هذه )Kabuki et al., 2007(من حليب خام 

بإمكانية استخدام هذه المركبات كمواد حافظة في الأغذية بشكل عام واللبنية بشكل خاص             
)Ennahar et al., 2000( ؛)Oumer et al., 2001 .(  

ــد هــدف  ــروق ــى تع ــنالبحــث إل ــتج مــن ســلالة م   ف البكتيريوســين المن
Strep. thermophilus  ؛المعزولة من الجبن الأبيض البلدي السوري ودراسة خصائـصه 

  . وذلك لمعرفة إمكانية استخدامه في الصناعات المحلية
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  وطرائقهمواد البحث 
 مصنع  عزلت من جبن أبيض بلدي    Strep.thermophilusت الدراسة على سلالة     يجرأُ

 من مجموعة عزلات نامية على      اِنتُقيتبالطريقة التقليدية ومن حليب غير معامل حرارياً،        
 التأكد من مجموعـة الخـصائص الفيزيولوجيـة         جرىْ م، وقد    44.5وبدرجة  M17بيئة  

Physiological characterization دت للسلالة، كمادهويتها باستخدام تقنيـة التفاعـل   ح 
 ,PCR) Polimrase Chain Reaction) (Sambrook and Russellزيالتسلسل البوليمرا

، ودرسـت مقـدرة الـسلالة علـى تخميـر      )Gilbreth and Somkuti, 2005( ؛)2001
  مـن شـركة  ( )API 50CHL) Analytical  Profile Indexالسكريات باستخدام نظـام  

Bio-Merieux - فرنسا ( 10الحـرارة   ست مقدرة السلالة على النمو في درجتي        رِ، ود – 
  ). Kaduki et al., 2007( مختلفة  بحسب pHْ م، وبدرجات 45

 Savadogoجرى تعديل لتجربة الانتشار التي قام بها         لدراسة الأثر التثبيطي للسلالة،   
 مل من المرق المغـذي      5 تنمية السلالة في أنبوب يحتوي       أُجريت،  2004وزملاؤه عام   

 Gilbreth and سـاعة، بحـسب توصـية    24ْ م مـدة  37والتحضين جرى في الدرجة 
Somkuti, 2005سـاعة تـم   24بعد مـرور  .  الدرجة المناسبة لإنتاج البكتريوسين لأنّها 

 20مـدة    دقيقة،/  دورة 10000(الحصول على الرشاحة خالية من الكتلة الخلوية بالتثفيل         
لـه، والثـاني     على حا  أُبقي، ثم قسمت الرشاحة إلى قسمين الأول        )ْ م 4دقيقة، في الدرجة    

 نظامي لاستبعاد التأثير التثبيطـي الحمـضي        NaOH 1  بإضافة 7إلى   pH درجة   عدلتْ
بعدها جرت الزراعـة  .  التأثير ناتج عن تأثير بروتينات موجودة في الوسط      أنوالتأكد من   

 أُدخلت، حيث  إنكلترا– MERCK من شركة Nutrient agarعلى أطباق صلبة من بيئة 
سلالة منمطـة بقـسم     ( Bacilluscereus على بكتيريا    حاوٍ داخل أنبوب    قطنة معقمة إلى  

 السطح الجـاف  حسِ ساعة ثم م24بعمر )  جامعة دمشق- كلية الزراعة– علوم الأغذية 
ربـع حفـر بـأداة      أ عملتْوقد  . للبيئة الصلبة، جرى العمل باستخدام مكررين على الأقل       

نت الأطبـاق فـي     ضح. فرة الواحدة ضمن الح  70µlغار، ووضع   الآمعقمة ضمن طبق    
 ساعة، وبعدها قيس قطر منطقة المنع وتم التعبيـر عـن الطـول              20ْ م مدة    37الدرجة  

  . بالميلي متر ضمن قطر شفاف محيط بالحفرة
 حـساسية    درست  العزلة للتأكد من الطبيعية البروتينية لمركبات التثبيط التي تنتجها       

 Strep. thermophilusلة للبروتين، وذلك بتنمية سلالةهذه المركبات تجاه الأنزيمات المحل
ْ  م مـدة  37 إنكلترا، وحضنت في الدرجة – MERCK من شركة M17 brothعلى بيئة

 أنـزيم   إليهـا من الرشاحة الناتجة كما هو مبين أعلاه، ثم أضيف        160µlثم أخذ  ساعة   24
 4ْ م مـدة  30جـة  ن المزيج علـى الدر ض، ثم حµl 50بمقدار ProtinasK ك  بروتيناز
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 دراسة التأثير التثبيطي للرشـاحة كمـا ورد سـابقاً بطريقـة الحفـر               وأُعيدتْساعات،  
)Gilbreth and Somkuti, 2005(.  

 في خـصائص البكتريوسـين     دراسة تأثير المعاملة الحرارية المرتفعة والأنزيمات     
ين المنتج من سلالة     البكتريوس فيْ م   100 تأثير درجات الحرارة المرتفعة      رسد: التثبيطية

Strep. thermophilus 60-45-30-15-10-5( زمنية مختلفة مدداً ضمن حمام مائي-
 Gilbreth and(غـار بطريقـة الحفـر    في الآثم درس الاثر التثبيطي )  دقيقة120 و90

Somkuti, 2005 .(رِكما دتنمية  البكتريوسين بعد في تأثير الأنزيمات المحللة للبروتين س
توصـيات   بحـسب ( سـاعة  24ْ م مـدة  37في الدرجة   والتحضن ة في مرق مغذٍ   السلال

Gilbreth and Somkuti, 2005إذ أُخـذَ ) ها الدرجة المناسبة لإنتـاج البكتريوسـين  نّ لأ 
160µl                من الرشاحة تم الحصول عليها بعد إجراء فلترة للطافي الناتج عـن التثفيـل ثـم 

ن المـزيج علـى   حض من التربسين، ثم ي50µl من الببسين و50µlحدة   على   إليهايضاف  
للبكتريوسـين بطريقـة الحفـر        الأثـر التثبيطـي    درس ساعات ثم    4ْ م مدة    30الدرجة  

)Gilbreth and Somkuti, 2005( .  
): Arbitrary units( )Marcisetet al., 1997(تقدير القيمة الاعتباطية للبكتريوسين 

 مل من بكتيريـا     0.1 وذلك بنشر    ،ن، بطريقة الآبار  وهي القيمة التقريبية لقوة البكتريوسي    
B.cerues على طبق من Nutrient agar ملم 6مل حفر بقطر تُع بواسطة أداة معقمة، ثم 

من الرشاحة ضمن الحفر، ثم توضع الأطباق مدة سـاعة ونـصف            70µlليوضع ضمنها   
 بعـدها   سـاعة، ليقـاس  24 درجة مدة 30 التحضين بالدرجة يجريضمن البراد، بعدها   

. منطقة المنع والتثبيط أو الهالة المحيطة بالحفر والخالية من النمو ويقاس بـالميلي متـر              
  AU/ml =AU/70 ×1000:الآتية المعادلة وتُطبق

 رسبحيث  جرى على الرشاحة المعدلة الحموضة،      :معرفة وزن الجزيئيللبكتريوسين  
ْ م  10 الليل بدرجـة حـرارة       طوال% 80البكتريوسين باستخدام سلفات الأمونيوم تركيز      

)Savadogo et al., 2004( ، الترحيـل علـى   وجرىTricine-SDS –PAGE تركيـز    
، وبوجود ماركر بـأوزان مختلفـة   )Schagger and Von Jagow, 1987بحسب % (15

)molecular weight marker ( من شركةBio-Rad -وبعد الانتهاء من الترحيل .  ألمانيا
   Coomasei brilliant blue 250R ين باسـتخدام أزرق كومـازي  عمليـة التلـو  أُجريت 

)Daba et al., 1991.(  
زل بلاسميد عKabuki et al., 2007:(  (عزل البلاسميد وتحديد مورثة البكتريوسين

 مـن  Plasmid Midi Kit باستخدام الكيت المصغر الجاهز Strep. thermophilusبكتيريا 
هـا الدرجـة    نّلأ(ْ م   44.5يت البكتيريا على الدرجة     حيث نم  . اليابان – QIAGENشركة  

 ساعة، 24مدة ) Gilbreth and Somkuti, 2005المناسبة لنمو البكتيريا بحسب توصيات 
 وجـرى ) ْ م 4 دقيقة، في الدرجة     20 مدة   دقيقة،/  دورة 10000(جمعت البكتيريا بالتثفيل    
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  أنـزيم الليـزوزيم    إليـه  المـضاف    P1محلول   µl 700وأضيف   التخلص من الرشاحة،  
 mmol l-1Tris–HCl ،pH 8،1 mmol 10المكون من  (TE من µl 700، و)مل/ ملغ10(

l-1 EDTA .( 750إضافة µl من محلول PCI  مـن الفينـول   1: 24: 25 المكون مـن 
Phenol : كلوروفورمChloroform : كحول إيزو اميلIsoamyl alcohol على التـوالي ، .

ليغسل بكحول إتيلـي    .  الطافي أُخذ دقائق، ثم    5دقيقة مدة   / دورة 10000 التثفيل   يجريثم  
 التخلص من الطـافي ويجفـف الراسـب         ويجريثم يعاد التثفيل مرة أخرى      . بارد% 70

  . µlTE 20 الراسب بواسطة يحلُّللتخلص من أثر الكحول الاتيلي، ثم 
ورثة المسؤولة   بالم اِستُعينمن أجل التأكد من المورثة المنتجة للبكتريوسين المدروس،         

 )Marciset et al., 1997( والمدروسة من قبل  Thermophilin 13عن إنتاج البكتريوسين
، فاسـتخدم زوج المرئـسات، زوج   Vactor 9مرئسات بالاستعانة ببرنامج ا  زوجوحضر

 A1 :3'-AAAGTCTTTTATCGCTTTTATTATTCA-'5 المرئس الأول مكون من   
، وزوج  bp 150 لحصر شدفة بطول     RA1 :3'-TAAGAGGAGCTACCCCAGCA-'5و

 A2 3'-TTTATCGCTTTTATTATTCATAATTCC-'5 ِ المرئس الثاني المكـون مـن     
  .50bp لحصر شدفة بطول RA2 :3' -AGATAAGAGGAGCTACCCCAGCA- '5و

من معلق   2μl، احتوى على    μl 25 حضر مزيج بحجم     PCRومن أجل إجراء تفاعل     
DNA ، 2.5فضلاً عن μl  من المحلـول المـوقي ) Reaction Buffer 10X( ،3μl  مـن 

) dNTP( مـن مـزيج مـن النكليوتيـدات          0.5μl ،)MgCl2) 50nM كلوريد المغنيزيوم 
 مـن مـزيج     2μl  فرنسا، - Eurobioمن شركة   ) 1p.mol/µlبتركيز نهائي في التفاعل     (

، وأكمـل الحجـم   )DNA polymerase(مـن أنزيـم البوليمراز 1μlزوج المرئسات، و
  .باستخدام ماء مقطر

مـن   PCR باسـتخدام جهـاز      PCRاعتمد برنامج التفاعـل التسلـسلي للبـوليمراز       
 30 أمريكا، وقد تكـون البرنـامج مـن    - GENE Amp. - PCR system 9700شركة

مرحلـة  و ثانية،   45ْ م مدة    Denaturation(94( شمل البرنامج مرحلة التمسخ      وقددورة،  
ْ م مـدة    Extension (72(مرحلة الاستطالة   و ثانية،   45ْ م مدة    60) Annealing(الالتحام  

دورة واحـدة،   دقـائق  10ْ م مدة   92 عند الدرجة     ثانية، كما تضمن برنامج التحضين     45
 دقائق كمرحلة استطالة    10ْ م مدة    72وفي نهاية الدورات حضنت المحتويات عند الدرجة        

ل رحلت نواتج التفاع. ْ م4تج التفاعل عند الدرجة ، وحفظت نوا)Final extension(نهائية 
مـن  ) TE (Tris – EDTAفي محلول% 1.5تركيزه ) Agarose gel( على هلام آغاروز

) DNA Marker( بعيـاري الوزن الجزيئي للـدنا  اِستُعينكما   فرنسا،- Eurobioشركة 
) Electrophorese(وقد استخدم جهاز الرحلان الكهربـائي       .  فرنسا –Eurobioمن شركة   
 اً أمبيـر 150 ، وشدة تياراًفولط 85) فرق كمون( أمريكا، بجهد -BIO RAD من شركة



  205-195: الصفحات ـ 1 العدد ـ) 29 (المجلد) 2013 (ـ الزراعية للعلوم دمشق جامعة مجلة

 
 

201

  مدة ساعة، وبعد انتهاء المدة درست الحزم المتشكلة وحللت الـصور باسـتخدام جهـاز              
gel Doc من شركةUVITEC– أنكلترا.  

   والمناقشةالنتائج
 عزلـة  70المعزولة والمنتقاة من  Strep. thermophilus الدراسة على سلالة أُجريت

على بيئة    تزلع M17   م عزلت من جبن أبيض بلدي المـصنع بالطريقـة   44.5 بالدرجة ْ
 PCRالتقليدية ومن حليب غير معامل حرارياً، وبعد التأكد من هويتها باسـتخدام تقنيـة               

ف خصائصها في تخمير السكريات باستخدام نظام وتعرAPI 50CHL .الدراسـة  أُجريت 
غار على طبق الآ B. cereusلى مقدرة هذه السلالة على إعطاء أثر تثبيطي تجاه بكتيريا ع

  وزمـلاؤه  Savadogoالتي قام بها    المغذي باستخدام الطريقة المعدلة من طريقة الانتشار        
2004   ملم حول منطقـة  14 السلالة قادرة على إعطاء قطر منطقة تثبيط        ، وقد وجدت أن 

  طر هذه الهالة عند تعديل الرشاحة باستخدام        ر ق الحفرة، ولم يتغيNaOH 1 إلا أن هذه     ن ،
  . الهالة لم تظهر عند معاملة الرشاحة بوجود أنزيم بروتينازك

لوحظ أنه عنـد دراسـة   : نتائج دراسة تأثير المعاملة الحرارية المرتفعة والأنزيمات    
 Strep. thermophilus  البكتريوسين المنتج من قبل سلالةفيْ م 100تأثير درجة الحرارة 

وجـد أن    ،) دقيقـة  120 و 90-60-45-30-15-10-5( زمنية مختلفـة     مددباستخدام  
 دقيقة وأكثر، وهذا يخالف مـا ورد فـي          60البكتريوسين فقد مقدرته التثبيطية في الزمن       

 البكتريوسين المدروس احـتفظ بمقدرتـه   إذ إنGilbreth and Somkuti, 2005 ((دراسة 
  .  دقيقة60ى التثبيطية حت

 الأثـر  فيوعند دراسة تأثير استخدام الأنزيمات الببسين والتربسين لم يلاحظ أي تأثير   
  . )Gilbreth and Somkuti, 2005(وهذا يتوافق مع دراسة . للبكتريوسين التثبيطي

أما القيمة الاعتباطية للبكتريوسين المدروس فتكون بعد تطبيق المعادلة التي اوردهـا            
)Marciset et al., 1997 ( 70بعد إضافة µl200ـ   للحفرةAU/ml .  

ر وزن البكتريوسين المدروس  والمعزول من رشـاحة         دقُ :معرفة وزن البكتريوسين  
على ، وبعد الترسيب باستخدام سلفات الأمونيوم، والترحيل Strep. thermophilusبكتيريا 

Tricine -SDS –PAGE 4حو ن،  ب%15 تركيز KDa بشكل مائل  كتريوسينوقد ظهر الب
 Kabuki et al., 2007نتيجة طبيعة البكتريوسين نفسه بحـسب ملاحظـات  كـل مـن     

  .  صورة الجيل)1 (الصورة ، وتظهرGilbrethand Somkuti, 2005و
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  )1(الصورة 
 يوضح ترحيل رشاحة بكتيريا 1تبين المسار 

Strep.thermophilus بعد الترسيب بسلفات
اركر بأطوال مختلفة مميز م M، %80الأمونيوم 

  KDa 10 و72بطولين 
  

 ـ       يقترب زل بهذه الدراسة بالطول مما ذكـره       البكتريوسين المدروس والمعKabuki 
، KDa 3.7حو  نThermophilin 1277 ذكروا أن طول إذْبدراستهم  2007وزملاؤه عام 

  حـو ن Thermophilin 110 بدراسـتهما أن طـول   Gilbrth and Somkuti, 2005وأكد 
4 KDa .  

 Marcisetبحـسب  ف المورثة المنتجة للبكتريوسينلتعر عند استخدام خليط المرئسات
et al., 1997  شـدفتين اختلفـت    تم الحصول على % 1.5والترحيل على هلام أغاروز

  ).2(ح بالصورة  كما هو موض،بأطوالها

  ) 2(الصورة 
على هلام  PCRصورة لترحيل نتائج تفاعل 

 نواتج التفاعل 1 حيث يظهر المسار %1.5غاروز أ
 والثانية bp 50موضحة بشدفتين الأولى بطول 

 هو ماركر بأطوال M، في حين أن 150bpبطول 
  مختلفة
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 عملية سكونسر مـن أجـل       أُجريتوبالاعتماد على أزواج المورثات المصممة سابقاً       
 وزملاؤه عـام    Marcisetالتأكد من القطعة الناتجة فلم يلاحظ أي اختلاف عما قام بنشره            

   مـن الممكـن الاسـتنتاج أن فعـل التـضاد النـاتج مـن بكتيريـا                 ومن ثـم  ،  1997
Strep .thermophilus   المعزولة من الجبن المصنع بالطريقة التقليدية ناتج عـن وجـود 

  . Thermophilin 13بكتريوسين، ويتوافق مع بكتريوسين
  

  الاستنتاجات

  . ونشاطهاB.cereus   لنمو بكتيريااً تثبيطي فعلاStrep .thermophilusً تمتلك بكتيريا – 1
  .KDa 4 حون الفعل التثبيطي ناتج عن وجود بكتريوسين طوله – 2
تسلـسل الأحمـاض   من ثـم  ،  هذا البكتريوسين يشابه في تسلسل المورثة المنتجة له        – 3

  . Thermophilin 13الأمينية له بكتريوسين
  

الناتج، ودراسـة    د ضرورة متابعة دراسة البكتريوسين     في نهاية الدراسة من تأكي     لابد
أفضل شروط إنتاج لاستخدامه كمادة حافظة للأغذية، ومنها دراسة درجة الحرارة المثلى            

  .  المثلىpHلإنتاج البكتريوسين ودرجة 
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