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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 25/6/91: رشيپذ خيتار         20/3/91: افتيدر خيتار  1391هفته چهارم مهرماه/202شماره /ام سيسال

  
ساكاريد كفيران به  سازي، تعيين ماهيت و بررسي خاصيت ضد ميكروبي اگزوپلي خالص

  هاي كفير دست آمده از دانه
  

  2گيتي امتيازيدكتر  ،1، سعيده زاغيان1مرضيه رضائي
  
  

  چكيده
اين . باشد لاكتيك و مخمرها مي ي اسيدها اي از باكتري شامل مجموعه وكند  اي قابل رشدي توليد مي هاي ژله كفير پروبيوتيكي است كه دانه :مقدمه

كفيران يك گلوكوگالاكتان منشعب محلول در آب است كه . اند ساكاريدي به نام كفيران احاطه شده يك ماتريكس پلي ي ها به وسيله ميكروارگانيسم
 .باشد هاي ضد باكتريايي، ضد قارچي و ضد توموري مي داراي فعاليت

 ي درجه 100و  50ها با آب مقطر استريل با دو دماي  پس از شستشوي دانه. مداوم در شير پاستوريزه كشت داده شدندهاي كفير به طور  دانه :ها روش
ساكاريد با اتانول سرد رسوب داده شد و پس از حل كردن در آب مقطر داغ استريل، در  و پلي شدندها سانتريفيوژ  ها، نمونه گراد و جدا كردن دانه سانتي

معرف به روش  ي كفيران در برابر چندين سويه ي ميكروبي عصاره فعاليت ضد. گيري شد ميزان پروتئين موجود در نمونه اندازه. زه گرديدنهايت ليوفيلي
 .دگرديميكروبي كفيران بررسي  هاي پروتئوليتيك بر فعاليت ضد  همچنين اثر آنزيم. انتشار چاهك بررسي شد

واكنش برادفورد نشان داد . هاي معرف بودند داراي اثر مهاري بر رشد باكتري) گراد سانتي ي درجه 100و  50سازي در  خالص(هر دو نمونه  :ها يافته
 .هاي پروتئوليتيك حفظ شد مميكروبي آن تا حدي در برابر آنزي ولي فعاليت ضد ،بودبه دست آمده داراي پروتئين  ي عصاره

  .كفيران به محتواي پروتئيني موجود در آن نيز بستگي دارد ي ميكروبي عصاره ددر اين تحقيق نشان داده شد كه فعاليت ض: گيري نتيجه
  ميكروبي هاي كفير، كفيران، فعاليت ضد هپروبيوتيك، دان :واژگان كليدي

 
  مقدمه

هاي  اي از ارگانيسم ها شامل يك يا مجموعه پروبيوتيك
 ـ   هـاي   ثير بـر فعاليـت  أمختلف هستند كـه از طريـق ت

عملكـرد سيسـتم ايمنـي و مقابلـه      متابوليسمي، بهبود
 ثرؤسلامت م ـ يزايي در ارتقا عليه فرايندهاي بيماري

  .)1( ندهست
از يــك  اســت كــه كفيــر يــك پروبيوتيــك طبيعــي

اسـت كـه   تشكيل شده زيستي ميكروبي  ي هم مجموعه
توليـد   ،كه قابليت رشـد دارنـد  را هاي ژله مانندي  دانه
هاي اسيد لاكتيك،  هاي كفير شامل باكتري دانه. كنند مي

باشـد كـه بـه     اسـتيك مـي   هـاي اسـيد   مخمر و باكتري

سـاكاريدي در كنـار    ي ماتريكس پروتئيني و پلي وسيله
دهد  تحقيقات نشان مي. )1-5( شوند هم نگه داشته مي

ثر است و سبب بالا ؤمصرف كفير در ارتقاي سلامت م
بردن سيستم ايمني بدن، متعـادل كـردن فشـار خـون،     

هاي گوارشي و كاهش سـطح كلسـترول    ان بيماريدرم
هــاي ضــد  شــود و همچنــين داراي فعاليــت ســرم مــي

   باشــد باكتريــايي، ضــد قــارچي و ضــد تومــوري مــي 
ساكاريد موجود در كفير، كفيران نـام   پلي. )1، 4-3، 6(

ر آب دارد كه يك گلوكوگالاكتـان منشـعب محلـول د   
گـالاكتوز  -Dگلـوكز و  -Dاز مقـادير يكسـان    واست 

   .)1شكل ( )2-4، 6-7( تشكيل شده است
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  ريكف يها دانه در موجود رانيكف ديساكار يپل ييايميش ساختار .1 شكل

  
ــي ــد پل ــه  تولي ــط گون ــتر توس ــاكاريد بيش ــاي  س ه

لاكتوباسـيلوس كفيرانوفاسـينس   لاكتوباسيلوس كفير و 
فعاليت ضد باكتريايي، ضد قـارچي و  . گيرد صورت مي

ضد توموري كفير را به كفيران موجـود در آن، نسـبت   
  .)3، 8( دهند مي

زاي مقاوم بـه چنـدين    هاي بيماري با افزايش سويه
ميكروبي جديد براي  بيوتيك، گسترش عوامل ضد آنتي

كفيـر از جملـه   . باشـد  مقابله با آن، يك نياز جدي مـي 
ميكروبي جديدي است كه قـادر بـه مهـار     عوامل ضد
. )3( باشـد  هـا و مخمرهـاي مختلـف مـي     رشد باكتري

هدف از اين تحقيق جداسازي و بررسي ماهيت عامـل  
  .دبوثر موجود در كفير ؤميكروبي م ضد

  
  ها روش
 ،هـاي كفيـر   ساكاريد كفيران از دانه جداسازي پليبراي 

 ي ليتر شـير پاسـتوريزه   ميلي 10پس از حرارت دادن به 
 10چربي و خنك شدن در دماي اتاق،  درصد 5داراي 

 48ه آن افزوده شد و بـه مـدت   هاي كفير ب  گرم از دانه
پــس از . ســاعت در دمــاي محــيط نگهــداري گرديــد 

هـاي كفيـر بـا الـك      گذاري، دانه خانه گذشت زمان گرم
پلاستيكي از محصول تخمير شده جدا و له شـد و بـه   

   ).2شكل (  )6( دو قسمت تقسيم گرديد
 50ها به ترتيب در آب مقطر استريل با دماي  نمونه

گــراد بــه مــدت يــك ســاعت  ســانتي ي درجــه 100و 
ساكاريد نمونه،  نگهداري شد تا علاوه بر حل شدن پلي

ســپس . فعــال گــردد هــاي هيدروليزكننــده غيــر آنــزيم
و دور در دقيقـه   4000 بـا دقيقـه   15ها به مدت  نمونه

گــراد، ســانتريفيوژ شــد تــا  يســانت ي درجــه 20دمــاي 
هـا،   پس از حذف سلول. ها از نمونه حذف شود سلول
ــي ــل از     پل ــي حاص ــايع روي ــود در م ــاكاريد موج س

ــانول   ــزودن دو حجــم ات ــا اف   درجــه  96ســانتريفيوژ ب
 24نگهـداري   با وشد سرد ) گراد ي سانتي درجه -20(

رسـوب داده   گـراد  ي سانتي درجه -20ساعته در دماي 
دور  4000 بادقيقه  15ها به مدت  نمونه آنپس از . شد
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، سـانتريفيوژ  گـراد  ي سـانتي  درجـه  4و دماي در دقيقه 
د و رسوب به دست آمده، در آب مقطر داغ حـل  گردي
بار تكرار شد و در نهايـت پـس از    اين مرحله دو. شد

حاصـل   ي حل كردن رسوب در آب مقطر داغ، نمونـه 
  .)2، 7( ليوفيليزه گرديد
گيري ميزان پروتئين موجـود در نمونـه،    براي اندازه

از روش برادفورد استفاده شد و پـس از رسـم منحنـي    
استاندارد پروتئين با سرم آلبومين گاوي، ميزان پروتئين 

  .)9( گيري گرديد موجود در نمونه اندازه
كفيران  ي ميكروبي عصاره بررسي فعاليت ضدبراي 

كفيران به دست آمـده در دو   ي ميكروليتر از عصاره 20
هاي حـاوي   اي به پليت دماي مختلف، به صورت نقطه

پـيش  محيط كشت مولر هينتون آگار داراي چاهك كه 
هاي معـرف   از سويهليتر  كلني در هر ميلي 106با  از آن

ــتافيلو  ــرئوس، اسـ ــيلوس سـ ــوس، باسـ كوكوس آرئـ
ــيتوژنز و     ــتريا مونوس ــوزا، ليس ــودوموناس آئروژين س
اشريشياكلي به صورت چمني تلقيح شده بودند، قـرار  

سـاعت در انكوبـاتور    24ها به مدت  اين پليت. گرفت
هـا   نگهداري شد و سپس پليت گراد سانتي ي درجه 37

 ي عدم رشد مورد بررسي قرار گرفتنـد  هاله  براي ايجاد
)10 ،3(.  

هاي پروتئوليتيك بر فعاليـت   براي بررسي اثر آنزيم
 از كفيــران اســتخراج شــده، ي ميكروبــي عصــاره ضــد
  و تريپسـين   K، پروتئينـاز  )pH=  3(هاي پپسـين   آنزيم

)7  =pH ( ليتـر   ر ميلـي دگـرم   ميلـي  1در غلظت نهايي
اسـتخراج   ي ميكروليتر از نمونه 200به . استفاده گرديد

ــور جد  ــه ط ــده ب ــه ش ــول   20اگان ــر از محل ميكروليت
. ، تريپسين و پپسين اضـافه شـد  Kهاي پروتئيناز  آنزيم

  سـاعت در انكوبـاتور    1ها به مـدت   سپس اين محلول
بعـد   ي در مرحلـه . قرار گرفتند گراد ي سانتي درجه 37

 گـراد  ي سانتي درجه 100ها در  با حرارت دادن محلول
سـپس  . يدنـد فعـال گرد  ها غير دقيقه، آنزيم 5به مدت 

هـاي   هها در برابر سوي ميكروبي اين محلول فعاليت ضد
معرف بـه روش انتشـار چاهـك مـورد بررسـي قـرار       

  .)10( گرفت
  
  ها افتهي

كفيران استخراج شده در هـر دو روش داراي   ي عصاره
هاي گرم مثبت باسيلوس سرئوس،  اثر مهاري بر باكتري

 ،دبـو استافيلوكوكوس آرئوس و ليستريا مونوسـيتوژنز  
ــاكتري ولــي  ــري در مهــار رشــد ب هــاي گــرم منفــي  اث

   همچنـين . شتندااشرشياكلي و سودوموناس آئروژينوزا 
  

   از ها دانه جداكردن براي صافي از عبور حالت در و شير در مناسب رشد از پس كفير شكل فندقي هاي دانه .2شكل 
  يافته تخمير پروبيوتيك محصول
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 گـراد  ي سـانتي  درجه 100تيمار شده در دماي  ي نمونه
اثر بيشـتري در مهـار    گراد ي سانتي درجه 50نسبت به 

عاليـت  از طرفي ف. شتندهاي به كار رفته دا رشد باكتري
كفيـران تـا حـدودي در برابـر      ي ميكروبي عصاره ضد
 1نتـايج در جـدول   . شـد هاي پروتئوليتيك حفظ  آنزيم

  .نشان داده شده است
گيري ميزان پروتئين موجـود در نمونـه،    براي اندازه

نتايج نشـان داد كـه بـا    . از روش برادفورد استفاده شد
سـاكاريد بـه كـار     وجود روشي كه براي استخراج پلـي 

رفت، همچنان ميزان قابل تـوجهي پـروتئين در نمونـه    
  . شتوجود دا

 100كفيران در دمـاي   ي در روش استخراج عصاره
، ميزان پروتئين بيشتري نسـبت بـه   گراد ي سانتي درجه
كه شت در نمونه وجود دا گراد ي سانتي درجه 50دماي 

نتـايج در  . بوددار ن يالبته اين اختلاف از نظر آماري معن
  .نشان داده شده است 3شكل 
  
  بحث
، ميكروبـي دارد  جايي كـه كفيـر خاصـيت ضـد     از آن

مكانيسـم  براي بررسي بسياري از دانشمندان تحقيقاتي 
ــران،     ــه كفي ــيت را ب ــن خاص ــام داده و اي ــر آن انج اث

  .)3، 8( اند ساكاريد موجود در آن، نسبت داده پلي
  

  هاي مختلف، قبل و بعد از تيمار توسط آنزيم هاي كفير بين سويه ساكاريد استخراج يافته از دانه ميكروبي پلي اثر ضد ي مقايسه .1 جدول

  سويه
  گراد ي سانتي درجه 100استخراج شده در  گراد ي سانتي درجه 50استخراج شده در 

  نشده با آنزيم تيمار  شده با آنزيم ارتيم  نشده با آنزيم تيمار  شده با آنزيم تيمار

  -  -  -  -  اشريشياكلي

  ++  +  ++  +  باسيلوس سرئوس

  -  -  -  -  سودوموناس آئروژينوزا

  ++  +  +  +  ليستريا مونوسايتوژنز

  ++  +  ++  +  استافيلوكوكوس آرئوس

 

  
  دماي دو در يافته استخراج ساكاريد اگزوپلي بين پروتئين ميزان ي  مقايسه. 3شكل 

  برادفورد روش به گراد سانتي ي درجه 100 و 50
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 ـ ماريت كه نكته نيبا توجه به ا  بـه  هـا  نمونـه  يحرارت
 در د،يسـاكار  ياسـتخراج پل ـ  ي هياول ي مرحله كي عنوان

 زيحـا  اريبس ـ پپتيـدها  از ديساكار ياگزوپل كامل افتيباز
 يحرارت ماريت روش از قيتحق ني، در ا)2( است تياهم
 استفاده ديساكار يپل استخراج يبرا مختلف دماي دو در
 نيپـروتئ  يا ملاحظـه  قابل مقدار روش دو هر در كه شد
ميكروبـي آن   ضـد  خاصيت و داشت وجود ها نمونه در

  . ثابت ماند يحتي با تيمار حرارتي بالا، تا حد
اده از روش و همكاران بـا اسـتف   Piermariaاگر چه 

موجـود   نيپـروتئ  زاني ـاستخراج مشابه، نشان دادند كه م
درصـد   01/0استخراج شده كمتـر از   رانيكف ي در نمونه

ولــي در ايــن تحقيــق حضــور پــروتئين در   ،باشــد يمــ
  .)7( بود ملاحظه قابل اريساكاريد استخراج شده بس پلي

Rimada  وAbraham  نشـــان دادنـــد كـــه ميـــزان
هاي كفير  ساكاريد از محيط كشت دانه استخراج اگزوپلي

سـاكاريد   به ميزان زيادي بـه روش جداسـازي اگزوپلـي   
بــا يــك  ســاكاريد جداســازي اگزوپلــي. وابســته اســت

سـاكاريد بيشـتري    تيمـار حرارتـي، اگزوپلـي    ي مرحله
استفاده . دهد حرارت به دست مينسبت به تيمار بدون 

كه باعث جـدا شـدن و    از تيمار حرارتي علاوه بر اين
سـلولي   ي ساكاريدهاي متصل به ديـواره  حل شدن پلي
هـاي محصـول تخميـري     ها و پـروتئين  ميكروارگانيسم

كه به طور بـالقوه قـادر   را هاي احتمالي  گردد، آنزيم مي
   .)2( كند مينيز غير فعال  ،پليمرها هستند ي به تجزيه

هاي گرم  كفيران موجب مهار رشد باكتري ي عصاره
مثبت باسيلوس سرئوس، اسـتافيلوكوكوس آرئـوس و   

گرم منفي هاي  ليستريا مونوسيتوژنز شد ولي بر باكتري
  . آزمايش شده، بدون اثر بود

 هاي به دست آمده در اين پـژوهش،  خلاف يافته بر
Rodrigues     ي و همكاران گـزارش دادنـد كـه عصـاره 

هاي كفير، اثر مهاري كمي  كفيران استخراج شده از دانه
هــاي گــرم منفــي اشريشــياكلي و     بــر روي ســويه 

  .)3( ردداسودوموناس آئروژينوزا 
هـاي موجـود در    كه ميكروارگانيسم وجه به اينبا ت
ــه ــيله   ي دان ــه وس ــر ب ــي و   كفي ــاتريكس پروتئين ي م
شـوند، ايـن    ساكاريدي در كنار هم نگه داشـته مـي   پلي

سـاكاريد نيـز،    امكان وجود دارد كه پروتئين همراه پلي
از . ميكروبي دخالت داشته باشد در اعمال فعاليت ضد

هـاي   ران بـا آنـزيم  كفي ـ ي جايي كـه تيمـار عصـاره    آن
هاي معـرف را   پروتئوليتيك تا حدي مهار رشد باكتري

 توان ماهيت پروتئيني عامل ضد نمي ،كاهش داده است
  . ميكروبي را ناديده گرفت

ميكروارگانيســم غالــب در  بــا توجــه بــه ايــن كــه
لاكتيـك هسـتند كـه     هاي اسـيد  هاي كفير، باكتري دانه
كوچـك مقـاوم بـه     بيوتيك يا پپتيـدهاي  نتيآتوانند  مي

ميكروبـي   توليد كنند كه داراي فعاليت ضد را حرارت
تـوان   ، مـي )11-13( هـاي ديگـر هسـتند    عليه بـاكتري 

اسـتخراج   ي ميكروبـي عصـاره   قسمتي از فعاليت ضـد 
بنـابراين در روش  . ها نسبت داد شده را به اين پروتئين

ساكاريد با اتانول سـرد، هميشـه احتمـال     ياستخراج پل
حضور پپتيدهاي مقاوم به حـرارت در كفيـران وجـود    

ميكروبـي آن كمـك    تواند به خواص ضـد  دارد كه مي
 افينيتـي توان بدون كروماتوگرافي بـا   بنابراين نمي. كند

ــد  ــيت ض ــالا خاص ــه    ب ــا ب ــران را تنه ــي كفي ميكروب
  .ساكاريدهاي آن نسبت داد پلي

  
  دانيتشكر و قدر

 ي دانشـكده  يشناس ستيگروه ز تيبا حما پژوهش نيا
 از لهيوس ـ نيبـد . دي ـگرد انجـام  اصـفهان  دانشـگاه  علوم

  .ميينما يم يقدردان و تشكر دانشكده نيا مسؤولان



  و همكاران مرضيه رضائي  ميكروبي موجود در كفير عوامل ضد
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Purification, Characterization, and Determination of Antimicrobial  

Activity of Kefiran 
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Abstract 

Background: Kefir is a probiotic organism that produces jellylike grains as during growth. The grains 
contain both lactic acid bacteria and yeasts. These microorganisms are surrounded by a polysaccharide 
matrix named kefiran. Kefiran is a water-soluble branched glucogalactan which has been reported to 
have antibacterial, antimycotic, and antitumor activity.  

Methods: Kefir grains were constantly cultured in pasteurized milk. They were then harvested and 
washed with 100C and 50C distilled water. The mixture was centrifuged and the polysaccharide in 
the supernatant was precipitated by addition of cold ethanol. The precipitate was finally dissolved in 
hot distilled water and lyophilized. The samples were tested for estimation of proteins by Bradford 
method. Antimicrobial activities of kefiran extract were evaluated using the well diffusion method 
with several indicator strains. The effects of proteolytic enzymes on the antimicrobial activity of the 
extract were also determined. 

Findings: Both extracts (purified at 100C and 50C) had inhibitory effects on the growth of indicator 
bacteria. Although Bradford test showed the existence of proteins in the extract, the antimicrobial 
effects of the extract were resistant to proteolytic enzymes. 

Conclusion: Antimicrobial activity of kefiran extract may depend on its protein component. 

Keywords: Probiotic, Kefir grains, Kefiran, Antimicrobial activity 
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