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  چكيده
در بهبود تعادل ميكروبي سيستم گوارشي نقش ها  بيوتيك ها و پري پروبيوتيك

بقاي  .داشته و پتانسيل كاربردي خوبي در صنايع غذايي و حفظ سلامت عمومي دارند
در . گيرد بيوتيك حامل قرار مي هاي گوارشي تحت تاثير پري پروبيوتيك در طي استرس

رشي و ت زميني استخراجي از كاسني و سيب(بيوتيكي اينولين  اين پژوهش اثر پري
، گلوكز و نمونه بدون كربوهيدارت بر مقاومت )همچنين اينولين استاندارد آزمايشگاهي
در دو گونه لاكتوباسيلوس به منظور  O157:H7 به صفرا و بازدارندگي بر اشرشياكلي

اثر تيمارهاي اينولين بر رشد . بيوتيكي موثر، مطالعه شده است سين امكان ارائه تركيب
 PTCCو لاكتوباسيلوس رامنوسوس  PTCC 1608ماني لاكتوباسيلوس كازئي  و زنده

در قالب طرح ) درصد 5/1و  1، 5/0، 3/0، صفر(هاي مختلف صفرا  در غلظت 1637
آماري فاكتوريل كاملاً تصادفي و اثر بازدارندگي به روش چاهك در قالب طرح آماري 

نتايج نشان داد كه اينولين . شدهاي شاهد مقايسه  كاملاً تصادفي بررسي و با نمونه
هاي صفراوي موثر  تواند بر افزايش مقاومت دو لاكتوباسيلوس به نمك استخراجي مي

هاي بلندتر  در عين حال با افزايش غلظت صفرا از اين اثر كاسته شد و زنجيره. باشد
تري بر با وجود اينكه گلوكز داراي بازدارندگي بيش. اينولين اثر كمتري از گلوكز داشتند

اينولين . اشرشياكلي بود، اينولين كاسني و استاندارد نيز بازدارندگي قابل قبولي داشتند
  .ترشي با بالاترين درجه پليمريزاسيون كمترين اثرات را نشان داد زميني سيب

  
  18/03/92 :تاريخ دريافت
  20/10/92 :تاريخ پذيرش

  
  هاي كليدي واژه

  استرس
  O157:H7 اشرشياكلي

  اينولين
  بازدارندگي

  بيوتيك سين
امقاومت به صفر

  مقدمه
فلور ميكروبي لاكتيكي دستگاه گوارش انسان 
نقش مهمي در افزايش مقاومت به تشكيل كلني 

ها دارد، بنابراين افزايش تعداد آن در  توسط پاتوژن
هاي پاتوژن  بازدارندگي بر باكتريروده موجب افزايش 

بيفيدوباكتر و ). Vernazza et al., 2006(شود  مي
لاكتوباسيلوس به علت اثر قوي ضد پاتوژني بيشترين 

هايي بوده كه بدين منظور به مواد  گروه از باكتري

از ). Kolida & Gibson, 2007( شوند غذايي افزوده مي
و گرما  آن جا كه بيفيدوباكتر نسبت به اكسيژن

تر است كاربرد آن در مواد غذايي به عنوان  حساس
پروبيوتيك نسبت به لاكتوباسيلوس محدودتر بوده و 

هاي اپيتليال  همچنين قابليت چسبندگي آن به سلول
؛ 1387 همايوني راد،(ها كمتر است  از لاكتوباسيلوس

Kolida et al., 2002.(  
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و  ها بيوتيك مخلوطي از پروبيوتيك تركيبات سين
با افزايش بقاء و ورود  ها هستند كه بيوتيك پري

هاي ميكروبي زنده به دستگاه گوارش اثرات  مكمل
 ,Gibson & Roberfroid(مثبتي بر ميزبان دارند 

تواند در كاهش  بيوتيك مي مصرف سين). 1995
فرايندهاي ابتلا به سرطان نقش بيشتري از مصرف 

ته باشد بيوتيك و پروبيوتيك به تنهايي داش پري
)Vernazza et al., 2006 .( در حقيقت حضور

هاي  بيوتيك بقاء باكتري در طول گذر از استرس پري
سيستم گوارشي مانند ترشح صفرا در روده كوچك را 
بهبود داده و امكان ورود پروبيوتيك به روده بزرگ را 

تحقيقات ). Nadal et al., 2010(دهد  افزايش مي
Patel  2004(و همكاران( ،Michida ن او همكار

تواند  نشان داد كه عصاره و فيبر غلات مي) 2006(
تاثير مثبتي بر افزايش مقاومت لاكتوباسيلوس به صفرا 

، )2006(و همكاران  Brinkدر پژوهش  .داشته باشد
افزودن اينولين منجر به افزايش مقاومت تعدادي از 

افزايش اثر بازدارندگي ها به صفرا و  لاكتوباسيلوس
نتايج تحقيق ديگري نشان . ها شد ها بر پاتوژن آن

هاي اينولين بر بازدارندگي  دهنده اثر مثبت فروكتان
هاي اشرشياكلي، كامپيلوباكتر و سالمونلا بود  پاتوژن

)Fooks & Gibson, 2002 .(Hernandez و همكاران 
-هاي گالاكتو بيوتيك كه پري گزارش كردند) 2012(

هاي خوبي براي  اليگوساكاريد و لاكتولوز جانشين
هاي  مونوساكاريدها در بهبود مقاومت سوش

  .لاكتوباسيلوس به شرايط گاستروانتريتي هستند
 خطي مرهاي اينولين مخلوط ناهمگني از پلي

در پراكندگي وسيعي  بوده و) فروكتانبتا ( فروكتوز
به طور  و از آن دارد اي گياهان ذخيرههاي  كربوهيدرات

شود  اي در صنعت مواد غذايي استفاده مي گسترده
)Tungland, 2000 .(بيوتيك  اينولين علاوه بر پري

هاي  هاي كاربردي مناسبي در فراورده بودن، ويژگي
غذايي متفاوت مانند خصوصيت ايجاد ژل و جايگزيني 

لري در چربي، بهبود دهنده طعم، حجم دهنده كم كا
 Alistair et(فيبر رژيمي دارد  و هاي شكر جايگزين

al., 2006 .( دو منبع مناسب براي استخراج اينولين
ترشي و كاسني است  زميني گياهان دارويي سيب

)Lingyun et al., 2007 .(ها  بيوتيك تقريباً بيشتر پري
ها  در گياهان حضور دارند و معمولاً مصرف روزانه آن

لازم است، بنابراين استخراج از منابع  كمتر از مقدار
طبيعي و غني سازي مواد غذايي با اين تركيبات 

 ;Voragen, 1998(تواند مفيد واقع شود  مي

Paseepheol, 2008; Wang, 2009(.  
اين پژوهش به بررسي اثر اينولين استخراج شده از 

بر ) ترشي زميني كاسني و سيب(منابع گياهي كشور 
و  PTCC 1608 لاكتوباسيلوس كازئيمقاومت 

هاي  به غلظت PTCC 1637 لاكتوباسيلوس رامنوسوس
متفاوت و فيزيولوژيك صفرا و اثر بازدارندگي اين دو 

. پردازد مي  O157:H7اشرشياكلي گونه بر پاتوژن 
به عنوان پاتوژن عمده  O157:H7اشرشياكلي باكتري 
دوز . زا در مواد غذايي شناخته شده است بيماري

عفوني اين باكتري بسيار كم بوده، به طوري كه ورود 
سلول به بدن  10سلول و گاهي اوقات  100كمتر از 

مهدي زاده و (براي ايجاد بيماري كافي است 
چنين ). Kay & Fricker, 1997؛1389اسكندري، 

بيوتيكي  تواند در يافتن تركيبات سين تحقيقاتي مي
  .موثر، مفيد واقع شود

  
  ها شمواد و رو

  استخراج و بررسي خصوصيات اينولين
 Helianthus(ترشي  زميني سيب در اين پژوهش از

tuberosus( برداشت شده از مزارع اطراف كرج و ،
با بذر مجاري، پرورش  )Cichorium intybus(كاسني 

داده شده در مزرعه تحقيقاتي پارك علم و فناوري 
پس از شستشو و . خراسان رضوي، استفاده شد

گيري، ماده اوليه خرد شده و هر كيلوگرم از آن  پوست
دقيقه در  60ليتر آب مقطر مخلوط و به مدت  3با 

گراد  درجه سانتي 90تا  80حمام آب گرم در دماي 
قرار گرفت و عصاره حاصل پس از صاف شدن به 

درصد  5منظور خالص سازي، با هيدروكسيد كلسيم 
رجه د 60تا  50دقيقه در دماي  30به مدت 

. رسانده شد 10-12آن به  pHگراد مخلوط و  سانتي
عصاره توسط اسيد  pHپس از صاف كردن تحت خلاء، 

 2-3رسانده و به مدت  9-8درصد به  10فسفريك 
. گراد قرار گرفت و صاف شد درجه سانتي 60ساعت در 

پس از آن به كمك . اين مرحله دو بار تكرار گرديد
و بريكس عصاره كربن فعال رنگبري صورت گرفته 

. رسانده شد 42توسط اواپراتور چرخشي تحت خلاء به 
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 99 با اتانول 1به 8در مرحله آخر كنستانتره به نسبت 
 2درصد مخلوط و به منظور رسوب اينولين، به مدت 

گراد قرار داده شد در انتها پس  درجه سانتي 40روز در 
درجه  50از جداسازي الكل، رسوب حاصل در 

حسيني نژاد و (گراد خشك و پودر گرديد  سانتي
  ).Paseephol et al., 2007؛ 1391همكاران، 

هاي انواع اينولين  به منظور بررسي ويژگي
ها در مراحل بعدي  استخراج شده و اثر اين ويژگي

گيري و با اينولين  تحقيق، خصوصيات اينولين اندازه
مقايسه  fluka57610كاسني استاندارد آزمايشگاهي 

گيري درصد كربوهيدرات كل به روش فنول  اندازه .شد
سولفوريك اسيد، با استفاده از گلوكز به عنوان 

و قند احياء به ) Paseephol et al., 2007(استاندارد 
روش دي نيتروسالسيليك اسيد و رسم منحني 

) Lingyun et al., 2007(استاندارد به كمك گلوكز 
متوسط درجه پليمريزاسيون از تقسيم . دانجام ش

كربوهيدرات كل بر قند احياء به دست آمد 
)Paseephol et al., 2007 .(گيري درصد  براي اندازه

. استفاده شد AOAC) 2000(خاكستر كل از روش 
pH  درصد در آب  10محلول اينولين با تهيه محلول

  ).Monila et al., 2005(متر به دست آمد  pHمقطر و 
  

  براث بدون كربوهيدرات 1MRSتهيه محيط كشت 
حاوي كربوهيدرات گلوكز  MRSمحيط كشت 

است، بنابراين به منظور بررسي اثر هر كدام از 
 MRSهاي مورد نظر به طور مجزا، محيط  كربوهيدرات

براث بدون كربوهيدرات حاوي اجزاي ذيل تهيه شد 
، )Biomark BI682( 10پپتون كازئين ): گرم در ليتر(

، )Fluka 51483( 5آمينو اسيد با پايه نيتروژن مخمر 
، 2، دي پتاسيم هيدروژن فسفات 5استات سديم 

، سولفات 2، دي آمونيوم سيترات 2/0سولفات منيزيم 
ليتر  ميلي 1به مقدار  80و تويين5/0منگنز 

)11/0±2/6=pH محيط كشت) (Nira et al., 2010.(  
  

  بررسي اثر شرايط صفراوي
هاي  درصد وزني حجمي از نمك 10محلول 

تهيه و با ) OXgall:Fluka 70168(صفراوي گاوي 

                                                 
1- De Man Rogosa & Sharp 

. ميكرومتر استريل شد 2/0ميكروفيلتر سرنگي 
درصد  2براث آماده شده، با  MRSهاي كشت  محيط

هاي اينولين استخراجي از كاسني،  از كربوهيدرات
ترشي، اينولين  زميني اينولين استخراجي از سيب

، گلوكز و )fluka57610(ايشگاهي استاندارد آزم
تهيه و ) آب مقطر(همچنين نمونه بدون كربوهيدرات 

سپس محلول ). Su et al., 2007(استريل گرديد 
هاي كشت اضافه شد به  هاي صفراوي به محيط نمك
هاي صفراوي در  كه غلظت نهايي نمك طوري
و  1، 5/0، 3/0هاي كشت نهايي برابر با صفر،  محيط

هاي فيزيولوژيك  غلظت(ني حجمي درصد وز 5/1
 logپس از تزريق تعداد ). pH=2/6(شود ) صفرا

cfu/ml 13/0±75/7  وlog cfu/ml 16/0±58/7  از
و  PTCC 1608 لاكتوباسيلوس كازئيهاي  باكتري

در زمان  PTCC 1637 لاكتوباسيلوس رامنوسوس
گراد  درجه سانتي 37هاي كشت در دماي  صفر، محيط

هاي  ساعت شمارش سلول 3پس از  گذاري و گرمخانه
 MRSزنده به كمك تهيه رقت و كشت سطحي بر 

ساعت در  72تا  48آگار در شرايط بي هوازي به مدت 
گراد انجام شد، نتايج شمارش  درجه سانتي 37دماي 

 3(بيان گرديد ) log10cfu/ml(به صورت لگاريتمي 
 ,.Ronka et al., 2003; Noriega et al ( )تكرار

 3پس از ) جذب( 2، همچنين دانسيته نوري)2004
 3(گيري شد  نانومتر اندازه 600ساعت در طول موج 

  ).Khalil et al., 2007) (تكرار
  

  O157:H7 اشرشياكليبررسي اثر بازدارندگي بر رشد 
هاي  كشت pHبراي اندازه گيري دانسيته نوري و 

 2براث حاوي  MRSهاي كشت  لاكتوباسيلوس، محيط
درصد كربوهيدرات و نمونه بدون كربوهيدرات تهيه و 

درجه  37ساعت در دماي  48پس از تلقيح، به مدت 
 ساعت 48پس از . گذاري گرديد گراد گرمخانه سانتي

 pHنانومتر و  600مقادير دانسيته نوري در طول موج 
 Rossi (گيري شد، اين عمليات دو بار تكرار شد  اندازه

et al., 2005.(  
هاي  گيري هاله بازدارندگي، محيط به منظور اندازه
درصد كربوهيدرات و نمونه بدون  2كشت براث حاوي 

                                                 
2- Optical Density (OD) 
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پس از تلقيح . كربوهيدرات تهيه و استريل شد
ساعت در  48گذاري به مدت  ها و گرمخانه باكتري
هاي  گراد، عمل سانتريفوژ كشت درجه سانتي 37دماي 

 4دقيقه و در  10به مدت  g× 14000باكتريايي در 
مايع (گراد صورت گرفت و سوپرناتانت  درجه سانتي

گيري هاله بازدارندگي از  براي اندازه. جدا شد) رويي
از كشت . استفاده گرديد 1روش ايجاد حفره يا چاهك

، بر )O157:H7 )NCTC 12900 اشرشياكلي 2ساعته 16
سپس . سطح پليت حاوي نوترينت آگار كشت داده شد

ها ايجاد  متر بر سطح پليت ميلي 5هايي به قطر  چاهك
ميكروليتر از سوپرناتانت حاصل از هر يك از  100و 

. ها تزريق شد ، به چاهكلاكتوباسيلوس هاي سوش
 24گراد به مدت  درجه سانتي 37ها در دماي  پليت

گذاري و قطر  ساعت در شرايط هوازي گرمخانه
 ,.Matu et al (يري گرديد گ هاي بازدارندگي اندازه هاله

اين آزمايش در دو تكرار و هر بار قطر هاله  ).2010
  .گيري شد بازدارندگي دو بار اندازه

  
  تجزيه و تحليل آماري

ها،  هاي صفراوي براي هر يك از باكتري اثر نمك
نوع  4به كمك مقايسه لگاريتم شمارش سلولي در 

سطح  5تيمار بدون كربوهيدرات در كربوهيدرات و 
) درصد 5/1و  1، 5/0، 3/0صفر، ( هاي صفراوي نمك

ساعت، در قالب طرح آماري  3هاي صفر و  در زمان
در اثر بازدارندگي . فاكتوريل كاملاً تصادفي بررسي شد

ها طرح آماري كاملاً تصادفي به  براي هر يك از باكتري
  Minitabنرم افزارآناليز واريانس توسط . كار گرفته شد

هاي لاكتوباسلوس انجام گرفت و  براي هر يك از سوش
 و آزمون  Mstat-Cبراي مقايسه ميانگين از نرم افزار 

LSD)05/0p≤( استفاده گرديد. 

  
 نتايج و بحث

شود، اينولين از  مشاهده مي 1چنانچه در جدول 
منابع متفاوت خصوصيات متفاوتي داشته كه بر 

كتوباسيلوس به صفرا و همچنين هاي لا مقاومت سويه
  .گذارد ها اثر مي بازدارندگي آن

  
                                                 
1- Well diffusion assay 
2- Over night 

  بررسي اثر شرايط صفراوي
هاي  نتايج آناليز واريانس براي هر يك از سوش

لاكتوباسيلوس رامنوسوس و  لاكتوباسيلوس كازئي
هاي مورد  فاكتور)  p≥05/0(داري  نشان دهنده معني

  .بودهاي زنده  بررسي بر لگاريتم شمارش سلول
روند كاهشي لگاريتم شمارش سلولي در دو سويه 

شود  باكتري با افزايش غلظت صفرا مشاهده مي
در غلظت  لاكتوباسيلوسدر هر دو سوش ). 2و 1شكل(

نسبت ) p≥05/0(صفر درصد صفرا، رشد معني داري 
ساعت ديده  3ها بعد از  به زمان اوليه در تمامي نمونه

لحاظ آماري بين شود، از طرفي اين رشد از  مي
دار نبوده و با افزودن صفرا به  تيمارهاي مختلف معني

محيط كشت و افزايش غلظت آن اثر افزودن 
در . كربوهيدرات به محيط آشكارتر شده است

درصد صفرا در 3/0در غلظت  لاكتوباسيلوس كازئي
تيمارهاي گلوكز و اينولين استاندارد همچنان رشد 

شود،  ان اوليه مشاهده ميدار باكتري نسبت به زم معني
البته اين افزايش در لگاريتم شمارش سلولي از 

كه در  در حالي. تيمارهاي بدون صفرا كمتر بود
گونه  در اين غلظت هيچ لاكتوباسيلوس رامنوسوس

هاي زنده نسبت به  افزايشي در لگاريتم شمارش سلول
اثر كشندگي . مشاهده نشد) زمان صفر(زمان اوليه 

درصد در تيمارهاي اينولين  3/0ت صفرا در غلظ
ترشي و بدون كربوهيدرات در دو سوش  زميني سيب

لاكتوباسيلوس قابل مشاهده است به طوري كه در اين 
هاي زنده نسبت به زمان اوليه  دو تيمار شمارش سلول

درصد  5/1به طور كلي تا غلظت . كمتر شده است
صفرا افزودن كربوهيدرات باعث افزايش لگاريتم 

در اين خصوص . هاي زنده شده است ارش سلولشم
تحقيقات متنوع نشان دهنده آن است كه بقاء 

هاي صفراوي در شرايط  ها در حضور نمك پروبيوتيك
in vivo  وin vitro  تحت تاثير مواد غذايي حامل

  ).Patel et al., 2004(هاست  آن
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  كيفي دو اينولين استخراج شده و اينولين استاندارد نتايج آناليز كمي و -1 جدول

pH  درصد 10محلول 
  متوسط

 درجه پليمريزاسيون

  مقدار گرم در صد گرم پودر تهيه شده

  كربوهيدرات كل قند احيا خاكستر كل
07/0±65/6 98/41  كاسني 47/0±42/82 19/0±96/1 21/0±19/5 

 ترشيزمينيسيب 82/0±22/87 13/0±39/1 29/0±87/8 60/62 05/0±92/6

  )Fluka57610(استاندارد 21/0±58/93 04/0±85/3 02/0±5/0 03/24 02/0±85/5

 
ساعت بر لگاريتم شمارش سلولي در  3هاي صفراوي در طي زمان  هاي متفاوت نمك اثر نوع كربوهيدرات در غلظت - 1شكل 

  ).بود log cfu/ml F13/0±75/7تعداد اوليه باكتري در زمان صفر در تمام تيمارها برابر با ( لاكتوباسيلوس كازئي

ساعت بر لگاريتم شمارش سلولي در  3هاي صفراوي در طي زمان  هاي متفاوت نمك اثر نوع كربوهيدرات در غلظت -2 شكل
  ).بود log cfu/ml b16/0±58/7تعداد اوليه باكتري در زمان صفر در تمام تيمارها برابر با ( لاكتوباسيلوس رامنوسوس
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بر روي ) 2000(و همكاران  Perrinنتايج تحقيقات 
حضور هاي بيفيدوباكتر نشان داد كه  سوش

فروكتواليگوساكاريد در محيط كشت باكتري، توليد 
به . كند هاي بتافروكتوفورانوزيداز را تحريك مي آنزيم
كه سه سوش باكتري در حضور  طوري

سرعت ويژه رشدي ) DP=3-5(فروكتواليگوساكاريد 
از طرفي . مساوي با گلوكز و فروكتوز نشان دادند

هاي  مكماني اين سه سوش بيفيدوباكتر در ن زنده
صفراوي، در حضور فروكتواليگوساكاريدها بيشتر از 

  .مونومرهاي فروكتوز و گلوكز بود
در پژوهش ديگري بررسي دانسيته نوري نشان 

لاكتوباسيلوس ، لاكتوباسيلوس كازئي رشدداد، 
لاكتوباسيلوس ، 2لاكتوباسيلوس كراواتوس، 1پلانتاروم

در حضور  4پديوكوكوس پنتوزئوسو  3ساليواروس
، با جايگزيني گلوكز با اينولين هاي صفراوي نمك

شود، علت اين نتيجه  سينرژي باعث افزايش رشد مي
استفاده بهتر از اينولين سينرژي به عنوان منبع كربن 

 Brink et (هاي لاكتوباسيلوس بيان شد  توسط سوش

al., 2006.(  
نشان  )2009( و همكاران Panهمچنين تحقيقات 

-اليگوساكاريد و فروكتوداد كه افزودن گزيلو

لاكتوباسيلوس پلانتاروم اليگوساكاريد به محيط كشت 
NIT202  5لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوسو NIT200 

باعث ) OXgall=درصد  3/0(اي  حاوي شيره روده
شود كه  افزايش بقاء اين دو باكتري بيشتر از گلوكز مي

ارتباط با تحريك رشد  تواند در اين اثر حمايتي مي
  .ها توسط اليگوساكاريدها باشد باكتري

تواند مشابه  هاي صفراوي مي اثر بازدارندگي نمك
به طوري كه پس از . باشد) ضعيف(اثر اسيدهاي آلي 

وارد شدن به داخل سلول و آزاد سازي يون هيدروژن، 
و مصرف  ATPasهاي  سلول به كمك فعاليت آنزيم

ATP كند و حضور  ظ ميتعادل خود را حف
هاي قابل تخمير براي باكتري نقش  كربوهيدرات

و كاهش اثرات نامطلوب  ATPكليدي در توليد 
 ).et al., 2004 Patel(هاي صفراوي دارد  نمك

                                                 
1- Lb. plantarum 
2- Lb. cruvatus 
3- Lb. salivarius 
4- Pediococcus pentosaceus 
5- Lb. acidophilus 

با افزايش غلظت صفرا و استرس، اثر افزايش 
متوسط درجه پليمريزاسيون اينولين در دو باكتري 

درصد به بعد در  5/0در غلظت . آشكارتر شده است
اثر اينولين كاسني با متوسط  لاكتوباسيلوس كازئي

درجه پليمريزاسيون بالاتر كمتر از اينولين استاندارد 
لين درصد با اينو 5/1است و در غلظت 

 5/1(ترشي تفاوتي ندارد، در اين غلظت  زميني سيب
هاي زنده در اينولين استاندارد  شمارش سلول) درصد

هم كمتر از گلوكز به عنوان يك كربوهيدرات ساده، 
 لاكتوباسيلوس رامنوسوسدر ).  p≥05/0(شده است 

درصد اثر اينولين  5/1و  1نيز با افزايش غلظت به 
. داري كمتر از گلوكز شد استاندارد به طور معني

دهد كه اينولين با درجه  تحقيقات نشان مي
 تر تخمير هاي بلند پليمريزاسيون كمتر بهتر از زنجيره

طور كه در  همان). Bosscher et al., 2006(شود  مي
قسمت قبل توضيح داده شد، حضور كربوهيدرات قابل 
. تخمير در مقاومت باكتري به صفرا تاثير گذار است

رسد كه در درجه اول تخمير بهتر  راين به نظر ميبناب
تر اينولين، در  هاي كوتاه گلوكز و سپس زنجيره

 كتوباسيلوسلامقاومت به افزايش غلظت صفرا در دو 
  .است تاثير گذار بوده

لازم به ذكر است كه بررسي دانسيته نوري نشان 
داد كه در تمامي تيمارهاي صفرا در دو سويه باكتري 

محدوده خطي ) 2/0(نسيته نوري كمتر از مقادير دا
 لاكتوباسيلوس كازئيلامبرت بود، تنها در -قانون بير

درصد صفرا در تيمارهاي گلوكز و  3/0در غلظت 
اينولين استاندارد كه باكتري قادر به رشد بوده است، 

و كمي بالاتر  2/0دانسيته نوري افزايش داشته و به 
با توجه به اثر صفرا بر كاهش لگاريتم شمارش . رسيد

  .اي دور از ذهن نيست سلولي چنين مسئله
ها و  ان گونههاي صفراوي در مي مقاومت به نمك

 .هاي اسيد لاكتيك متفاوت است هاي باكتري سوش
لاكتوباسيلوس هاي  نتايج بررسي مقاومت سوش

درصد  3/0ايزوله شده از منابع حيواني به  6فرمنتوم
OXgall نشان دهنده درجات متفاوتي از تاثير صفرا ،
 SG2هاي متفاوت بود، به طوري كه سوش  بر سوش

) ساعت 4پس از (ه صفرا درصد مقاومت ب 100داراي 

                                                 
6- Lb. fermentum 
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درصد مقاومت  77/16تنها  PGM3بوده و سوش 
 Vinderolaدر پژوهش ). Lin et al., 2007(نشان داد 

با افزايش غلظت صفرا اثر ) Reinheimer )2003و 
هاي لاكتوباسيلوس و بيفيدوباكتر  بازدارندگي بر سوش

هاي متفاوت  افزايش پيدا كرد و مقاومت به غلظت
لاكتوباسيلوس و  كتوباسيلوس كازئيلاصفرا در 
  .تفاوت داشت رامنوسوس

هاي  درصد نمك 3/0تا  15/0به طور كلي غلظت 
هاي  صفراوي، به عنوان غلظت بحراني در غربال سويه
هاي  پروبيوتيك پيشنهاد شده و لازم است سويه

رسند به  پروبيوتيك كه به مصرف خوراكي درماني مي
 ;Huang & Adams, 2003( ها مقاوم باشند اين غلظت

Rushdy & Gomaa, 2012 .( در اين پژوهش دو سوش
مورد بررسي مقاومت خوبي به غلظت  لاكتوباسيلوس

  .هاي صفراوي داشتند درصد نمك 3/0
نتايج به دست آمده از اين پژوهش حاكي از آن 

تواند  است كه اينولين استخراجي از منابع مختلف مي
لوس در حضور بر مقاومت دو سوش لاكتوباسي

لاكتوباسيلوس در . هاي صفراوي تاثير گذار باشد نمك
 1اينولين استاندارد آزمايشگاهي تا غلظت  كازئي

درصد صفرا اثر مشابه به گلوكز داشت، در عين حال 
درصد نيز منجر به  3/0اينولين كاسني در غلظت 

حفظ بقاء باكتري و عدم كاهش شمارش سلولي شد، 
درصد  3/0در غلظت  نوسوسلاكتوباسيلوس رامدر 

درصد اينولين  5/0هاي اينولين و در غلظت  تمام نمونه
ها  استاندارد اثري مشابه گلوكز داشته و از اين غلظت

داري كمتر  به بعد اثر تيمارهاي اينولين به طور معني
  .از گلوكز بوده است

 اشرشياكليبررسي اثر بازدارندگي بر رشد 
O157:H7  دار  واريانس نشان دهنده اثر معنينتايج آناليز

در هر . نوع كربوهيدرات بر فاكتورهاي بررسي شده بود
لاكتوباسيلوس و  لاكتوباسيلوس كازئيدو سوش 
ساعت بيشترين رشد و كدورت  48پس از  رامنوسوس

در تيمار گلوكز  pHو به تبع آن كمترين مقدار 
رشد در ). 3(و ) 2(جدول ) p≥05/0(مشاهده شد 

محيط حاوي اينولين استاندارد بيشتر از اينولين 
كمترين رشد و كمترين . استخراجي از كاسني بود

ترشي و  زميني در تيمارهاي اينولين سيبpH كاهش 
 لاكتوباسيلوس رامنوسوسبدون كربوهيدرات بود و در 
داري با يكديگر نداشتند، در  اين دو تيمار تفاوت معني

كه در لاكتوباسيلوس كازئي بين تيمار اينولين  حالي
ترشي و بدون كربوهيدرات تفاوت  زميني سيب
تواند تا  داري مشاهده شد، اين مسئله مي معني

لاكتوباسيلوس حدودي نشان دهنده توانايي بيشتر 
در تخمير اينولين با متوسط درجه  كازئي

لاكتوباسيلوس پليمريزاسيون بالاتر نسبت به 
دهد،  ها نشان مي طور كه داده همان. باشدوسوس رامن

دو سوش لاكتوباسيلوس در تيمارهاي اينولين با درجه 
پليمريزاسيون بالاتر رشد كمتر و به تبع آن كاهش 

pH همچنين در پژوهش . اند كمتري نيز داشتهChoi 
هاي متفاوت  دانسيته نوري سويه )2012(و همكاران 

در حضور اينولين  ساعت 48لاكتوباسيلوس بعد از 
ها  كمتر از گلوكز بود، در عين حال بعضي از سوش

توانايي بيشتري در تخمير اينولين نسبت به 
  .هاي ديگر داشتند سوش

  لاكتوباسيلوس كازئيو هاله بازدارندگي در  pHتغييرات دانسيته نوري،  - 2 جدول

 *قطر هاله بازدارندگي  

 )متر ميلي(
  pH  دانسيته نوري  

  a58/2±19   e04/0±5/3   a12/0±36/3  گلوكز
  b16/2±13    d22/0±57/4    b28/0±92/1  اينولين استاندارد
  c85/0±86/9   c2/0±16/5   c15/0±3/1 اينولين كاسني

  b04/0±57/5    d05/0±71/0   -  سيب زميني ترشي اينولين
  a1/0±03/6   e03/0±33/0   -  بدون كربوهيدرات

  هاله به همراه چاهك قطر *
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  لاكتوباسيلوس رامنوسوسو هاله بازدارندگي در  pHتغييرات دانسيته نوري،  - 3 جدول

*قطر هاله بازدارندگي  

 )ميلي متر(
  pH   دانسيته نوري  

  a2/4±5/20   d02/0±52/3    a25/0±61/3  گلوكز
  b29/1±5/11   c26/0±79/4    b13/0±71/1 اينولين استاندارد
  c3/0±36/7   b21/0±28/5    c07/0±15/1  اينولين كاسني

  a03/0±88/5    d05/0±48/0   -  سيب زميني ترشي اينولين
  a13/0±01/6    d03/0±30/0   -  بدون كربوهيدرات

  هاله به همراه چاهك قطر* 

هاي اسيد  توانايي تخمير اينولين در باكتري
سيستم آنزيمي دارد كه لاكتيك بستگي به حضور 

هاي متفاوت باكتري  ممكن است در ژنوم سوش
هاي  رمزگذاري شده يا نشده باشد و منجر به فعاليت

 ,.Huebner et al ( شود يوتيكي متفاوت ميب پري

2007.(  
گيري قطر هاله  نتايج به دست آمده از اندازه

بازدارندگي نيز نشان دهنده بازدارندگي بيشتر 
اصل از تيمار گلوكز در هر دو سوش سوپرناتانت ح

، و پس از آن به ترتيب )2(و ) 1(باكتري بود، جدول
تيمارهاي اينولين استاندارد و اينولين كاسني 

)05/0≤p (همچنين سوپرناتانت به دست . قرار داشتند
ترشي و بدون  زميني آمده از تيمارهاي اينولين سيب

  .كربوهيدرات اثر بازدارندگي نشان نداد
ها در تيمارهاي  بنابراين بازدارندگي بيشتر باكتري

و ) دانسيته نوري(مختلف تحت تاثير رشد باكتري 
به طوري كه بيشترين . بوده است pHميزان كاهش 

بازدارندگي در تيمار گلوكز با بيشترين مقدار كدورت و 
شود، پس از آن به ترتيب  ديده مي pHكمترين 

. اسني قرار دارنداينولين استاندارد و اينولين ك
Rushdy  وGomaa )2012(  اظهار داشتند كه كاهش

pH  همراه با افزايش تعداد سلول براي توليد سطوح
لازم به ذكر . بالايي از تركيبات باكتريوسيني لازم است

هاي انجام گرفته به منظور  است كه در بيشتر پژوهش
ها  رناتانت لاكتوباسيلوسبررسي اثر بازدارندگي سوپ

شود، كه  گلوكز استفاده مي% 2حاوي  MRSعموماً از 
 لاكتوباسيلوسدر اين شرايط اثر بازدارندگي دو سوش 

چنانچه  .مورد بررسي در اين تحقيق مناسب بوده است
لاكتوباسيلوس در پژوهشي، دو سوش 

 لاكتوباسيلوس فرمنتومو  1CECT5715گاسري
CECT5716  اشرشياكلياثر بازدارندگي بر سوش 

O157:H7  نشان ندادند)Olivares et al., 2006.(  
اليگوساكاريدها با زنجيره بلند به هيدروليز آنزيمي 

له أبيشتري قبل از تخمير كامل نياز دارند كه اين مس
تواند بر سرعت تخمير و توليد تركيبات بازدارنده  مي

ز تخمير متابوليت اصلي حاصل ا. موثر باشد
استات و لاكتات است كه منجر به  ها لاكتوباسيلوس

 ,Fooks & Gibson (شود  محيط كشت مي pHكاهش 

) 2002( Gibsonو   Fooksنتايج تحقيقات ). 2002
هاي پروبيوتيك در حضور  نشان داد كه سوش

-اليگوفروكتوز و مخلوط اليگوفروكتوز و گزيلو

هاي  را بر سوشاليگوساكاريد بيشترين اثر بازدارندگي 
، )بيشتر از گلوكز(پاتوژن از جمله اشرشياكلي داشتند 

در  pHدر عين حال بهترين رشد و بيشترين كاهش 
سوپرناتانت حاصل از اين تيمارها مشاهده شد كه در 

 نتايج تحقيقات . هاي مختلف، متفاوت بود بين سوش

Rodriguez  نشان داد كه  )2009(و همكاران
ميزان بازدارندگي همبستگي خوبي بين 

پايين محيط كشت  pHو   O157:H7اشرشياكلي
 .وجود دارد لاكتوباسيلوس پلانتاروم

  
  نتيجه گيري

رسد با وجود  با توجه به نتايج حاصل به نظر مي
اينكه اينولين استاندارد و اينولين استخراجي از 
كاسني بر مقاومت باكتري در شرايط صفراوي تاثير 

اثرات بازدارندگي كمتر از گلوكز  گذار بودند، در نهايت
ها بر منابع  نشان دادند، كه ناشي از رشد كمتر آن

در نتايج . ساعت است 48متفاوت اينولين بعد از 
                                                 
1- Lb. gasseri 
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بررسي ) 2006(و همكاران  Brinkمشابهي در تحقيق 
ساعت نشان دهنده اثر حمايتي  11دانسيته نوري طي 

هاي صفراوي بر  اينولين سينرژي در حضور نمك
كه در تمامي  هاي مورد بررسي بود، در حالي سويه

هاي اينولين  تيمارها بازدارندگي گلوكز از فروكتان
  .بيشتر بود

نتايج اين تحقيق نشان داد كه دو سوش مورد 
بررسي در حضور اينولين كاسني و اينولين استاندارد 
داراي مقاومت مطلوبي نسبت به صفرا و همچنين اثر 

لاحظه هر چند كمتر از گلوكز بازدارندگي قابل م
  .بودند

از طرفي هر چند كه نتايج تحقيقات مختلف نشان 
هاي محلول مانند  دهد كه حضور كربوهيدرات مي

هاي  گلوكز براي مقاومت لاكتوباسيلوس ها به نمك
مهم است و همچنين  in vitroصفراوي در شرايط 

گلوكز ماده مغذي كليدي در توليد تركيبات 
ر اين شرايط است، اما در عمل چنين د ضدميكروبي

قابل  in vivoاثرات حمايتي در گلوكز در شرايط 
مشاهده نيست، چرا كه گلوكز به سرعت در روده 

تواند منشا اثرات مثبت در  كوچك جذب شده و نمي

بر اين اساس . هاي تحتاني دستگاه گوارش باشد قسمت
 هاي رژيم غذايي بايد حاوي غلظت in vivoدر شرايط 

هاي اينولين باشد تا بتوان به نتايج  بالايي از فروكتان
 ,.Patel et al., 2003; Brink et al (اي رسيد  ارزنده

ها در  همچنين كاهش فعاليت پروبيوتيك). 2006
و  in vitroهاي بلند زنجير در شرايط  تخمير فروكتان

در محيط كشت خالص به دليل عدم امكان تقابل 
در محيط كولن ممكن است  هاست، چنانچه باكتري

ها  اينولين بلند زنجير ابتدا توسط ساير باكتري
دپليمريزه شده و سپس ) پروبيوتيك و غير پروبيوتيك(

   به صورت انتخابي توسط پروبيوتيك تخمير گردد 
)et al., 2008 Pompei.(  

بنابراين با توجه به نتايج به دست آمده در اين 
هاي پروبيوتيك مورد بررسي با  هش تركيب سوشپژو

دو اينولين استخراجي از كاسني و يا اينولين 
بيوتيكي مناسبي باشد  تواند تركيب سين استاندارد، مي

و ممكن است بتوان با استفاده از اين تركيبات طبيعي 
ها با منشاء غذايي را تا حدودي كنترل  رشد پاتوژن

 ).Ibrahim et al., 2008(كرد 
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Abstract 

Probiotics and prebiotics play important role in improvement of the intestinal microbial 
balance and have a great potential for food industry and public health. Survival of probiotics 
during gastric stress is influenced by the prebiotic carriers. In order to introduce effective 
synbiotic pairs, in this study the prebiotic influence of inulin (extracted from chicory and 
Jerusalem artichoke and also standard lab grade inulin), glucose and non-carbohydrate sample 
were assessed on bile resistance and inhibition of two Lactobacillus species against E.coli 
O157:H7. The effect of inulin treatments were studied on growth and viability of Lactobacillus 
casei PTCC 1608 and Lactobacillus rhamnosus PTCC 1637 under various bile salts 
concentrations (0, 0.3, 0.5, 1, 1.5%) in completely randomized factorial design and the 
inhibition effects were evaluated using well- diffusion technique in completely randomized 
design, and compared with controls. Results indicated that extracted inulin could be effective on 
enhancing the bile salts resistance of two lactobacilli. This effect was decreased by increasing in 
bile concentration while longer inulin chains had less effect compared to glucose. Although the 
most antimicrobial effects belonged to glucose, standard and chicory inulin showed acceptable 
antimicrobial effects as well. Inulin from Jerusalem artichoke with the highest degree of 
polymerization showed the least effects. 
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