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چكيده
ترخينه ماده اوليه در تهيه سوپ سنتى در نواحى كوهستانى غرب ايران است. اين ماده متشكل از بلغور گندم خيسانده 
در دوغ گوسفندى است. بوميان منطقه از ترخينه به دليل خواص درمانى استفاده مى كنند. با توجه به مراحل عمل آورى 
ترخينه به نظر مى رسد منبع مناسبى از باكترى هاى اسيد لاكتيك مفيد با خواص پروبيوتيكى باشد.هدف از اين تحقيق جدا 
كردن باكترى هاى اسيد لاكتيك از ترخينه و بررسى امكان كلونيزاسيون آن ها درسيستم گوارشى و توانايى كاهش كلسترول 
كشت و كلنى باكترى هاى اسيد لاكتيك با روش كشت خطى  MRS broth محيط كشت است. نمونه هاى ترخينه در محيط
املاح   ،pH=2/5اسيدى مقاومت در شرايط  سيستم گوارشى،  ايزوله ها در  امكان كلونيزاسيون  بررسى  ايزوله شدند. جهت 
روش با  ليتركلسترول  ميلى  بر  ميكروگرم   300 محيط كشت حاوى  كلسترول  كاهش  و  بررسى شد. جذب   ٪0/3 صفراوى 

توانايى  T11،T5،T4جدا و سويه هاى (T1-T6) تعيين شد. 26 سويه لاكتوباسيلوس از ترخينه تازه o-phethalaldehyd
توانايى جذب بالاى 200 ميكرو گرم بر ميلى  T4 بقاء در شرايط اسيدى و رشد در حضور املاح صفراوى را داشتند.تنها سويه
T23 به املاح صفراوى بوده و از توانايى جذب كلسترول  ،T7 ليتركلسترول محيط كشت را نشان داد. اگر چه سويه هاى
ايزوله در شرايط  اين دو  مقاومت  برخوردار مى باشند.  ليتركلسترول  ميلى  بر  ميكروگرم  ترتيب 297و217  به  محيط كشت 
اين  مفيد مى باشد.  اسيد لاكتيك  باكترى هاى  از  منبع غنى  نشان مى دهد ترخينه  نتايج  از حد آستانه است.  اسيدى كمتر 
باكترى ها بنا بر ويژگى هاى رشدى و مقاومت در شرايط گوناگون مى توانند در صنايع غذايى مختلف توانند استفاده شوند.

كليد واژه: ترخينه، باكترى هاى اسيد لاكتيك، پروبيوتيك، كلونيزاسيون، كلسترول.

مقدمه
كشاورزى  و  غذا  جهانى  سازمان  تعريف  براساس 
(WHO) وسازمان بهداشت جهانى (WHO) وسازمان بهداشت جهانى (WHO) در سال 2001  (FAO)

كه  هستند  زنده اى  ميكروارگانيسم هاى  «پروبيوتيك ها 
تجويز مقادير كافى آن موجب بروز اثرات مفيد برسلامت 
ميزبان خواهد بود».  براساس اين تعريف سه عامل زنده بودن 
ميكروارگانيسم، تجويز به مقداركافى و ايجاد حداقل يك 
اثر مفيد سه شرط لازم براى انتخاب ميكروب پروبيوتيك 
مورداستفاده  بيشترپروبيوتيك هاى  اگرچه  است(1،12). 

در انسان ازخانواده باكترى هاى اسيدلاكتيك مى باشند اما 
از  باكترى  هر  كه  گردد  اشتباه  اين  به  نبايدمنجر  امر  اين 
بقاء و  توانايى  پروبيوتيك است، چرا كه  اين گروه يك 
انتخاب  در  لازم  شرط  گوارشى  سيستم  در  كلونيزاسيون 
خصوصيات  و  مفيد  اثرات  مى باشد.  پروبيوتيك  باكترى 
سويه  درحد  لاكتيك  اسيد  باكترى هاى  بيوشيميايى 
متفاوت بوده و حتى درسويه هاى يك گونه خصوصيات 
تغذيه  مى شود(2،9).سيستم  ديده  متفاوت  عملكردى 
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سرمشق  امروزه  دارد،  روستاها  در  ريشه  كه  ايراني  سنتي 
بيو  غذاى  ومحققان  موادغذايي  ازتوليدكنندگان  بسياري 
برترى  در  متعددى  عواملى  اگرچه  است.  جهان  سالم  و 
اما  دارد.  دخالت  شهرنشينان  به  نسبت  روستاييان  سلامت 
يكى  شك  بدون  كه  روستاييان  تغذيه اى  سيستم  بررسى 
ازعلل برترى سلامت اين افراد بوده كه مى توان راه كارى 
مناسب جهت تصحيح و ارتقاء تغذيه شهرى و بهبود سطح 
سلامت جامعه شهرى باشد. ترخينه ماده اوليه سوپ سنتى 
بلغور  از  متشكل  كشور،  غرب  كوهستانى  بخش هاى  در 
ادويه هاى  حاوى  گوسفندى  دوغ  در  شده  خيس  گندم 
و  پونه  زنجبيل،  زيره،  رازيانه،  فلفل،  قبيل  از  مخصوص 
بين  سوپ  اين  مصرف  و  طبخ  است.  بومى  گياهان  ساير 
نشينان قدمتى تاريخى داشته و شهرت  دام داران و كوچ 
آن  ى  شده  مشاهده  درمانى  خواص  دليل  به  اعتبارش 
مى باشد. ترخينه در فصل سرما براى درمان زكام و كاهش 
علايم آنفولانزا طبخ و مصرف مى گردد. هدف ما از اين 
ترخينه  از  لاكتيك  اسيد  باكترى هاى  كردن  جدا  تحقيق 
و بررسى امكان زنده مانى و كلونيزاسيون آن ها درسيستم 
اسيدى،  شرايط  در  ايزوله ها  مقاومت  لذا  است.  گوارشى 
دسترسى  كاهش  و  جذب  توانايى  و  صفراوى  املاح 

كلسترول در محيط كشت بررسى شد.
مواد و روش ها

نمونه گيرى

استان  در  ليقوان  منطقه  به  ترخينه  نمونه هاى  تهيه  براى 
آذربايجان شرقى مراجعه و از كارگاه هاى سنتى اين منطقه 
نمونه ها تهيه و طى 24 ساعت به آزمايشگاه ميكروبيولوژى 
منتقل و در تمام مدت انتقال در دماى 4 درجه سانتى گراد 

محافظت شدند. 
جداسازى و خالص سازى باكترى هاى اسيد لاكتيك

غنى سازى نمونه ها

نمونه هاى ترخينه بافت سخت داشته و به راحتى با محيط 
كشت مخلوط نمى شوند. ازاين رو ابتدا 20 گرم از هر نمونه 
ليتر سيترات سديم 2٪ حل و به منظور ايجاد  در 20ميلى 

تركيب  استريل،  شرايط  تحت  يكنواخت،  سوسپانسيون 
فوق به مدت 30 دقيقه در دستگاه استومكر با سرعت230 
MRS broth ليتر محيط  به يك  مخلوط و سپس  rpm

در  دوغ  نمونه هاى  انحلال  براى  مشكلى  شدند.  منتقل 
MRS broth وجود نداشت لذا 20ميلى ليتر از هر نمونه 

MRS brothدوغ به يك ليتر محيط MRS brothدوغ به يك ليتر محيط MRS broth اضافه گرديد (14).

نمونه هاى انتقال يافته به محيط مغذى به مدت 24 ساعت 
در انكوباتور CO2 دار(10٪ دى اكسيدكربن) و دماى 37 

سانتى گراد گرم خانه گذارى شدند. 
جداسازى و خالص سازى پرگنه ها

بر  و  رقيق  سري  صورت  به  نمونه ها  جداسازي،  براي 
كرده  رشد  كلنى هاى  شدند.  كشت  آگار   MRS روي 
روى محيط پس از 3 تا 5 بار كشت خطى خالص گرديد. 
نمونه هاى خالص شده از نظر واكنش گرم، توليد گاز و 
مراحل  طى  در  گرفتند.  قرار  بررسى  مورد  كاتالاز  تست 
خالص سازى جهت كاهش مخمرهاى موجود در محيط 
50 نيستاتين استفاده شد (4). پس از اتمام مدت  ml/ Uاز
به لحاظ  باكتري هاي جدا شده  زمان گرماگذاري، كلني 
خصوصيات اوليه كلني همانند قطر، رنگ، حاشيه و سطح 

با يكديگر مقايسه شدند(11). 
بررسى ميزان تحمل به اسيد در سويه هاى ايزوله شده

از كشت 24 ساعته هر يك از سويه ها بعد از تهيه سريال 
بافر  ليتر  ميلى   20 به  ليتر  ميلى   1 جمعيت  تعيين  و  رقت 
) تلقيح و بعد از 2 ساعت pH) تلقيح و بعد از 2 ساعت pH) تلقيح و بعد از 2 ساعت  نمك فسفات اسيدى (2/5=
گرمخانه گذارى، از هر نمونه سريال رقت تهيه گرديد و 
براى بار دوم تعيين جمعيت صورت گرفت. نتايج جهت 
سويه هاى  جمعيت  كاهش  در  اسيدى  محيط  تاثير  تعيين 

جداسازى شده مقايسه شدند(14). 
در  صفراوى  نمك هاى  به  تحمل  ميزان  بررسى 

سويه هاى ايزوله شده

از كشت 24 ساعته هر يك از سويه ها به ميزان 1٪ به 
صفراوى  نمك هاى   ٪0/3 حاوى   MRS brothمحيط
محيط  به  مشابهى  تلقيح  چنين  شد.هم  تلقيح   (Oxgall)
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شاهد  عنوان  به  صفراوى  نمك هاى  فاقد   MRS broth

تا 8 ساعت هر 30 دقيقه و  تلقيح  از  بعد  صورت گرفت. 
طول  در  نمونه ها  نورى  جذب  ميزان  ساعت،   24 از  بعد 
موج 600 نانومتر تعيين شد. تفاوت زمانى بر اساس دقيقه 
بين افزايش كدورت 0/3 واحدى در دو محيط مذكور به 

عنوان زمان تاخير رشد تعيين شد(3).
بررسى ميزان جذب كلسترول 

o- روش  از  كلسترول  جذب  ميزان  بررسى  جهت 
محيط  منظور  اين  به  شد.  استفاده   phthalaldehyde

استريل  و  آماده  جداگانه  صورت  به  مايع   MRS كشت 
گرديد. كلسترول قابل حل در آب به صورت فيلتر استريل 
و با غلظت 300ميلى ليتربرميكروگرم به محيط هاى استريل 
تلقيح سويه ها در دماى 37 درجه سانتى  از  اضافه و پش 
گراد و در انكوباتورCO2 دار به مدت 20 ساعت گرمخانه 
گذارى و به عنوان استاندارد يك محيط حاوى كلسترول 
نظر  در  كلسترول  فاقد  محيط  يك  و  باكترى  بدون  اما 
گرفته شد. پس از اين دوره، سلول ها به كمك سانتريفوژ 
از مايع روئى  ليتر  از محيط كشت جدا شدند. يك ميلى 
و 2 ميلى ليتر اتانول  ٪33KOH جدا و با يك ميلى ليتر
مخلوط و به مدت يك دقيقه ورتكس و سپس در دماى 37 
درجه سانتى گراد به مدت 15 دقيقه نگه دارى شدند. پس 
از خنك شدن 2 ميلى ليتر آب مقطر و 3 ميلى ليتر هگزان 
به محيط ها اضافه و 1 دقيقه ورتكس و سپس 1 ميلى ليتر از 

لايه هگزان به لوله شيشه اى منتقل و زير گاز نيتروژن تبخير 
o-phthalaldehyde شد. باقى مانده به سرعت با معرف

اضافه  سولفوريك  اسيد  ليتر  ميلى  نيم  سپس  مخلوط 
گرديد. بعد از 10 دقيقه جذب نورى در طول موج 550 
نانومتر بررسى شد(7،8). بين كلسترول باقى مانده در محيط 
كشت و افزايش كدورت محيط ارتباط خطى وجود دارد. 
ازاين رو براى تعيين ميزان كلسترول باقى مانده در محيط 

كشت از فرمول زير استفاده گرديد:
M1 = ODS. M./ODC

ODS جذب نورى نمونه = 
ODC جذب نورى كنترل (استاندارد) =
M0 مقدار كلسترول اضافه شده به محيط كشت =
M1 مقدار كلسترول باقى مانده در محيط كشت =

توسط  شده  جذب  كلسترول  ميزان  تعيين  منظور  به  و 
باكترى از فرمول زير استفاده گرديد: 

X = M0 – M1

نتايج 
كلنى باكترى هاى اسيد لاكتيك بعد از 4-6 بار كشت 
ايزوله هاى  و  MRS agarجداسازى  محيط  روى  خطى 
در  شدند.  كدگذارى   T26 تا   T1 از  ترخينه  از  جداشده 
طى مراحل خالص سازى جهت كاهش مخمرهاى موجود 
استفاده شد (شكل 1). در نيستاتين استفاده شد (شكل 1). در نيستاتين استفاده شد (شكل 1). در  50ml/ U در محيط ازU در محيط ازU

مجموع 26 ايزوله خالص و زير 25٪ گليسرول در محيط 

ï
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نگهدارى  MRS broth و دماى80- درجه سانتى گراد 

نشان داد كه تمامى  ايزوله ها  شدند. بررسى واكنش گرم 
از  داشتند.پس  ميله اى  ساختار  و  مثبت  گرم  ايزوله ها 
آزمون كاتالاز ايزوله هاى كاتالاز مثبت جنس لاكتوباسيل 
شناسايى و ميزان زنده مانى آن ها درpH=2/5 سنجيده شد 

(جدول 1).
ايزوله لاكتوباسيل   26 اسيد روى  به  مقاومت  بررسى   
كمترين  و   T4 ايزوله  در  مقاومت  بيشترين  داد  نشان 
 ،T3 ،T2ديده مى شود. 11 ايزوله T21 مقاومت در ايزوله
T26 ،T19 ،T18 ،T17 ،T14 ،T13 ،T11 ،T9 ،T5 ،T4

با  اسيدى  شرايط  در  گذارى  گرمخانه  ساعت   2 از  بعد 
اسيدى  به شرايط  ايزوله ها  ترين  بالاى 107مقاوم  جمعيتى 
با  گزارش شدند. در اين مطالعه بررسى جذب كلسترول 
روش o-phthalaldehyde انجام گرفت. توانايى جذب 
كلسترول توسط اين سويه ها بين 297-114ميكروگرم بر 
نشان  متغيربود.نتايج   (٪38  -٪99) يا  كلسترول  ليتر  ميلى 
 ،T16  ،T13  ،T10  ،T8  ،T7  ،T4 سويه هاى  مى دهدكه 
T25 ،T24 ،T23 ،T20 ،T19 ،T17 با جذب كلسترول 
سويه هاى  بهترين  از  ليتر  ميلى  بر  ميكروگرم  بالا200 
پروبيوتيك جهت كاهش جذب كلسترول در اين مطالعه 

مى باشند. كه در مقايسه با سويه هاى تجارى از ميزان جذب 
نسبتاً بالاترى برخوردار هستند (نمودار 1). بررسى مقاومت 
و زنده مانى در شرايط اسيدى و توانايى رشد در حضور 
 ،T5 ،T4املاح صفراوى ايزوله ها نشان مى دهد ايزوله هاى
جزء  دقيقه   60 از  كمتر  رشد  تاخير  زمان  با  تنها  نه   T11
گروه مقاوم به املاح صفراوى هستند بلكه بعد از 2 ساعت 
بالاى  جمعيتى  با  اسيدى  شرايط  در  گذارى  گرمخانه 
107مقاوم ترين ايزوله ها به شرايط اسيدى نيز مى باشند. از 

اين رو به نظر مى رسد اين ايزوله ها تحمل شرايط فيزيكو 
در  مصرف  از  پس  و  داشته  را  گوارشى  سيستم  شيميايى 
سيستم گوارشى زنده بمانند. اگرچه بين اين سه ايزوله تنها 
سويه T4 توانايى جذب بالاى200 ميكرو گرم بر ميلى ليتر 
كلسترول محيط كشت را دارد. از سوى ديگر ايزوله هاى 
T23 ،T7 با زمان تاخير رشد كمتر از 60 دقيقه جزء گروه 
مقاوم به املاح صفراوى بوده و از توانايى بالايى در جذب 
كلسترول محيط كشت به ترتيب 297و217 ميكرو گرم بر 
مقاومت  چه  مى باشند.اگر  برخوردار  كلسترول  ليتر  ميلى 
اين دو ايزوله در شرايط اسيدى كمتر از حد آستانه كمتر 

و به ترتيب 106×1/7 و 106×1/2 است.
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بحث و نتيجه گيرى
تفاوت زمانى بر اساس دقيقه بين افزايش كدورت 0/3 
واحدى در دو محيط حاوى املاح صفراوى و محيط كنترل 
به عنوان زمان تاخير رشد (D) تعيين شد(14). ايزوله هاى 
مورد بررسى بر اساس زمان تاخير رشد در 5 گروه بسيار 
-90) متحمل   ،(D=30-60)مقاوم  ،(D=0-30) مقاوم 

 (D≥150)و بسيار حساس (D=90-150)حساس ،(D=60
قرار گرفتند. ايزوله هاى T23 ،T11 ،T7 ،T5 ،T4 ايزوله هاى 
مقاوم و T25 ،T24 ،T10 ،T9 ،T3 در دسته ايزوله هاى 
متحمل قرار گرفتند. توانايى جذب كلسترول محيط كشت 
توسط گونه هاى مختلف باكترى هاى اسيد لاكتيك مانند
 Lb. acidophilus, Lb. delbrueckiisubsp.

 bulgaricus, Lb. casei, Lb. gasseri, Lb.

اثبات  به  مختلف  دانشمندان  توسط  amylovorus

توسط  كه  مطالعه اى  5).در   ،6  ،15) است  رسيده 
صورت   (2007) همكارانش  و   MalgorzataZiarona

گرفت توانايى جذب كلسترول آغازگرهاى لبنى تجارى 
 Lactobacillus و Streptococcus salivariusمانند
جذب  داد،  نشان  نتايج  شد،  بررسى   delbrueckii

كلسترول هيچ كدام از اين سويه ها از 27٪تجاوز نكرد. در 
 Lactobacillusپروبيوتيك افزودن سويه هاى  حالى كه 
افزايش  موجب   acidophilus , Bifidobacterium

جذب كلسترول تا 38٪ گرديدPreira .(16) و همكاران 
كلسترول  جذب  دامنه  روى  كه  مقايسه اى  در   (2002)

ترخينه منبع باكترى هاى اسيد لاكتيك پروبيوتيك6

نمودار1-مقايسه و ارزيابى كاهش كلسترول محيط كشت در لاكتوباسيل هاى جدا شده از ترخينه

نتايج بر اساسSD±SEM گزارش و تمام آزمون ها سه بار تكرار شده است. 
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و  انسان  روده  از  شده  جدا  لاكتيك  اسيد  باكترى هاى 
ميزان  دادند،  نشان  داشتند،  تجارى  پروبيوتيك  سويه هاى 
مورد  انسان  روده  از  شده  جدا  سويه هاى  بين  در  جذب 
پروبيوتيك  سويه هاى  بين  ودر   ٪0/4-٪47 بين  مطالعه 
انتظار  متغيراست.برخلاف   ٪0/2  -٪14/1 بين  تجارى 
ديده  تجارى  غير  در سويه هاى  بيشترين جذب كلسترول 
سطح  افزايش  مى دهد  نشان  مطالعات   .(13) مى شود 
دارد.با  ارتباط مستقيم  قلبى  با حمله هاى  كلسترول سرمى 
افزايش هر ميكرومول كلسترول(بالاى حد طبيعى) احتمال 
از حملات  ناشى  احتمال مرگ  و  قلبى ٪35  بيمارى هاى 
مقدار جزئى كلسترول  افزايش مى يابد.كاهش  قلبى ٪45 
قلبى  به كاهش 2-3٪ حملات  منجر  مى تواند  سرمى ٪1 
شودUlrich Schillinger .(10)و همكاران (2005) اثر 
UHT در مقاومت اسيدى سه سويه لاكتوباسيلوس  شير 
(L(L( . paracasei, L. acidopholus, L. rhamnosus)

مقاومت  افزايش  باعث  شير  دادند  نشان  و  بررسى  را 
لاكتوباسيل ها در برابر شرايط اسيدى مى شود. هم چنين در 
Skim milkدر محيط هاى pH=2/5 بررسى هاى مشابه از

حفاظت  باعث  كه  است  شده  استفاده   MRS broth و 
به  بررسى  اين  اسيدى مى شود. در  برابر شرايط  سلول در 
بافر  از  نظر گرفتن معده خالى  افزايش دقت و در  منظور 

) جهت تعيين مقاومت ايزوله ها pH) جهت تعيين مقاومت ايزوله ها pH) جهت تعيين مقاومت ايزوله ها  فسفات اسيدى( 2/5=
با  مى توان  لذا  شد.  استفاده  معده  اسيدى  شرايط  برابر  در 
استفاده از حامل هاى لبنى و يا تكنيك انكپسوله مقاومت 
اسيدى ايزوله ها را افزايش داد.در اين بررسى ايزوله T4 به 
علت مقاومت بالا در برابر شرايط اسيدى و املاح صفراوى 
و توانايى كاهش كلسترول بالاى 200 ميكروگرم بر ميلى 
ليتر يك پروبيوتيك بومى ايران معرفى مى شود كه نسبت 
است.  برخوردار  بالاترى  توانايى  از  تجارى  سويه هاى  به 
جهت   in vivo مطالعات  و  تكميلى  بررسى هاى  اگرچه 
اثبات اين مدعا الزامى است. از سوى ديگر از آن جا كه 
در  فاكتور هايى كليدى  از  يكى  توانايى كاهش كسترول 
مى رسد  نظر  به  است.  پروبيوتيك  باكترى هاى  عملكرد 
افزودن ايزوله هايى مانند T23 ،T7 به محصولات لبنى و 
هم چنين كاربرد تكنيك هاى انكپسولاسيون سبب افزايش 
شود.بررسى هاى  مذكور  اسيدايزوله هاى  به  مقاومت 
شرايط  به  مقاوم  لاكتيك  اسيد  سويه هاى  روى  تكميلى 
لبنى  محصولات  از  شده  جدا  صفراوى  املاح  و  اسيدى 
سويه هاى  انتخاب  به  منجر  مى تواند  ايران  سنتى  تخميرى 
آغازگرهاى  با  توام  كاربرد  جهت  مناسب  پروبيوتيك 
لبنى  افزايش سطح سلامت محصولات  منظور  به  تجارى 

باشند.
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