
 

   

تغییر قطبیت غشاء باکتری های پروبیوتیک   

در شرايط آزمايشگاهی
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چکيد ه 

اغلب لاکتوباسيل هاي پروبيوتيک به سطوح روده مي چسبند که اين پديده تحت تأثير اسيدهاي چرب قرار مي گيرد . اين پروژه 
جهت افزايش خاصيت آب گريزي سطح سلول باکتري ها و بهبود عملکرد آن ها طراحي گرديد و به اين منظور، محيط هاي کشت 
MRS براوث حاوي اس�يدهاي چرب اش�باع ) اس�تئاريک اسيد و پالميتيک اسيد( ،غير اش�باع) α لينولنيک اسيد، γ لينولنيک 
اس�يد، لينولئيک اس�يد، آراشيدونيک اسيد، اولئيک اسيد و ...(، مخلوط آن ها و يک محيط کنترل بدون اسيد چرب، جهت رشد 
دو نوع باکتري لاکتوباس�يلوس رامنوزوس و يک اس�تارتر تجاري مورد اس�تفاده قرار گرفتند. چربي سلولي باکتري ها استخراج، 
صابوني و متيله شده و ميزان اسيدهاي چرب آنها با استفاده از دستگاه کروماتوگرافي گازي اندازه گيري شدند. تغييرات خاصيت 
آب گريزي و آب دوس�تي غش�اء باکتري هاي کشت شده با استفاده از حلال هاي اتيل استات )قطبي( و اکتان)غير قطبي( و روش 
اسپکتروفتومتري تخمين زده شدند. نتايج اين بررسی نشان داد که  افزودن اسيدهاي چرب آزاد به محيط کشت باعث تغييراتي 
در اسيدهاي چرب سلولي باکتري مي گردد و نتايج شاخص قطبيت غشاء نشان داد که محيط هاي حاوي مخلوط اسيدهاي چرب 
اش�باع و غير اش�باع بخصوص در مورد استارتر از قطبيت بيشتري برخوردار بوده و کشش بيشتري به حلال قطبي دارند و کشت 
استارتر در محيط اسيدهاي چرب غير اشباع باعث افزايش معني دارنسبت اسيدهاي چرب غير اشباع به اشباع در سلول باکتري 
گرديد. لاکتوباس�يلوس رامنوزوس در هر چهار محيط مورد آزمايش خواص غير قطبي)در نتيجه تمايل بيشتر به اتصال با موکوس 

روده( را از خود نشان داد.
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By: Vaseji, N., Member of Scientific Board, Dept. of Biotechnology, Animal Science Research Institute of Iran (ASRI), Shahid 
Beheshti St.,Karaj, Iran. Mojgani, N., Member of Scientific Board, Dept. of Biotechnology, Razi Vaccine and Serum Research 
Institute, Karaj, IR Iran. Sadeghipanah, A., Member of Scientific Board, Dept. of Animal Breeding, ASRI.
 Received: November 2014        Accepted:  March 2015

Emali: n_vaseji@asri.ir 
Most of probiotic Lactobacilli adhere to intestinal surfaces, a phenomenon influenced by free fatty acids. this project 
to increase hydrophobicity properties of bacterial cell surface and increase performance of them, was designed and for 
this purpose, MRS broth media including saturated (palmitic acid,stearic acid), unsaturated fatty acids (α-linolenic acid, 
ɣ-linolenic acid, linoleic acid, Arachidonic acid, oleic acid etc), mix of them and control (without fatty acids), for growth 
Lactobacillus rhamnosus and a commercial starter was investigated. Extraction, saponification and methylation of Fat-
cell bacteria by gas chromatography was measured. Changes in hydrophobic and hydrophilic properties of cultured 
bacteria were estimated with ethylacetat (polar solvent), octan (non polar solvent) and spectrophotometric method. The 
results of this analysis indicated that addition of free fatty acids to culture medium causes changes in cellular fatty acid 
bacteria and the results of membrane polarity index showed that medium included mix of saturated and unsaturated fatty 
acids in particular in starter bacteria, have  more affinity for  polar solvent and starter bacteria in medium including un-
saturated fatty acids causes significant increase ratio of unsaturated fatty acids to saturated in cell bacteria. Lactobacillus 
rhamnosus in all of experiments showed Nonpolar properties (tendency to bind to the intestinal mucosa).

Key words: Probiotic, Fatty acids , Lactobacillus rhamnosus, Starter, Connectivity

مقدمه
ام��روزه محبوبی��ت و مقبولیت غذاهای فراس��ودمند از افزایش س��طح 
 توقع و انتظار مردم نس��بت به خودو زندگی ناش��ی شده است، خصوصیات 
تغذیه ای و س��لامتی محصول مورد اس��تفاده از فاکتورهای بس��یار اساسی 
در پذیرش محصول از س��وی مصرف کننده آگاه امروز می باش��د. از این رو 
متخصصان علوم وصنایع غذایی در پی طراحی و تولید محصولاتی می باشند 
 که علاوه بر خصوصیات حسی وظاهری مطلوب، دارای خواص سلامتی بخش و 

تغذیه ای خاص نیز باشند.
رژی��م غذایی نقش مهمی درس��لامت بش��ر ایفا می کند. ام��روزه بنا به 
گ��زارش برخی محققی��ن، رژیم غذایی باعث ابتلا به بیماری ش��ده یا از آن 
پیش��گیری می کند. در سال های اخیر توجه خاص صرف تولید مواد غذایی 
فراویژه گردیده اس��ت. ه��دف اصلی تولید مواد غذای��ی فراویژه وارد کردن 
میکروارگانیس��م ها یا ترکیبات مفید از طریق مصرف روزانه به شمار می رود 
(Di Criscio et al., 2010). یک��ی از این موارد پروبیوتیک ها هس��تند که به 
عنوان غذاهای کاربردی  معرفی ش��ده و معم��ولا در محصولات لبنی مثل 
ماس��ت و شیرهای تخمیری ویا حتی به ش��کل افزودنیهای مغذی استفاده 
می ش��وند(Vasiljevic and Shah, 2008) پروبیوتیک ه��ا عبارتند از میکرو 
اورگانیس��م های زنده ای که با اس��تقرار در محی��ط روده می توانند تعادل 
میکروب��ی را در جهت افزایش س��ودمندی آن ها اصلاح کنن��د و با فعالیت 
خود مانع از فعالیت میکرو اورگانیس��م های غیر مفید و پاتوژن ها می باش��ند 

(Di Criscio et al., 2010). اهمی��ت این باکتریهای مهم صنعتی را میتوان 
به  تولید متابولیت هایی مانند: اس��یدهای آلی )لاکتیک و اس��ید استیک(، 
پراکس��ید هیدروژن، اتانول، دی اس��تیل، استالدئید، اس��توئین، دی اکسید 
کربن، روترین، روتری سایکلین و باکتریوسین نسبت داد. وجود باکتریوسین 
باکتری های اس��ید لاکتیک، در درجه اول سبب اس��تفاده از آنها به عنوان 
نگهدارن��ده های بیولوژی��ک می ش��ود و در نتیجه قابلی��ت جایگزین آنتی 
بیوتیکی را به آنها می دهد. بنابر این، می توان  از پروبیوتیک ها برای درمان 
 Šuškuvic J ) عفونت های مختلف دس��تگاه گوارش و ادراری استفاده نمود
et al. 2010). از خواص این میکروارگانیس��م ها می توان به مقاومت در برابر 

اسید و صفرا اشاره نمود.
  (Kimoto-Nira H et al. 2013 & Sahadeva, R.P.K et al. 2011).
پروبیوتیک ه��ا پ��س از مصرف باید برای رس��یدن به مح��ل فعالیت خود و 
اعم��ال اثرات س��لامتی بخش، بر موان��ع بیولوژیکی دس��تگاه گوارش غلبه 
کنندکه این موانع ش��امل آنزیم های گوارش��ی، اس��ید در معده و صفرا در 
روده می باش��ند (Sanchez et al., 2009). از دیگ��ر خ��واص آن ها می توان 
به قابلیت حذف کلس��ترول اش��اره نم��ود (Remagni M.C et al. 2013) به 
طور کل��ي اثرات پروبیوتیک ها ش��امل : بهبود وضعی��ت ایمنی و میکروبی 
 سیس��تم گوارشي، تنظیم سیستم ایمني از طریق افزایش سلول های ایمنی

(Miyazawa K et al. 2011)، مه��ار پاتوژن ه��ا، ایج��اد تع��ادل میکروب��ی 
 در ناحی��ه مع��دی - روده ای، افزایش س��طح عم��ل س��لول های اپی تلیال
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)Sengupta R et al.2013) می باشد. لازم به ذکر است که هر گونه پروبیوتیک 
اثر خاصي در ایجاد س��لامت دارد و هیچ پروبیوتیک��ي تمام اثرات را ندارد. 
گاهی پروبیوتیک ها نقش خود را با اتصال به موکوس و سطوح سلول هاي 
اپ��ي تلیال  روده ایفا مي کنند. عوامل مختلفي در خصوصیت چس��بندگي 
گون��ه هاي مختلف پروبیوتیک ها به س��لول هاي روده دخیل هس��تند که 
از آن جمله مي توان به خواص آبگریزي و آبدوس��تي غش��اي س��لولي این 
میکروارگانیس��م ها اش��اره نمود. محیط هاي کشت مختلف بر روي ترکیب 
اس��یدهاي چرب غش��اي باکتري اثر دارند و این تاثیر س��بب تغییر خواص 
 آبگریزي و آبدوس��تي غش��اي این باکتري ها و در نتیجه چسبندگي آن ها 
مي ش��ود. ناحی��ه معدي - روده اي، یک اکوسیس��تم فوق الع��اده پیچیده 
اس��ت و طولانی ترین قس��مت بدن میزبان بوده که در ارتباط با محیط مي 
باشد. این اکوسیستم ش��امل: GL اپي تلیوم، سلول هاي ایمني، میکروفلور 
موجود مي باشد. (Salminen S. et al.,1998) ثابت شده که میکروفلور روده 
اي از حداقل 1000 گونه مختلف تش��کیل ش��ده اس��ت که 10 گونه از این 
باکت��ري ه��ا حدود 99-95 % هم��ه باکتري ها را تش��کیل مي دهند. عمل 
بس��یاري از این باکتري ها ناشناخته است، بعضي داراي اثرات زیانبار و بقیه 
س��ودمند هستند. میکروب هاي س��اکن در این ناحیه در بسیاري از مراحل 
متابولیک مثل تخمیر کربوهیدرات هاي هضم نش��ده به صورت اس��یدهاي 
 چرب با زنجیره کوتاه، و نیز در متابولیس��م لیپید و س��نتز ویتامین شرکت 
مي کنند (Shakeri, M.,1382).پروبیوتیک هاي ویژه اي بر توازن میکروبي 
و اص��لاح ایمن��ي میزبان تاثیر مي گذارند. چس��بیدن و ایج��اد کلني هاي 
موقت بر س��طوح روده توس��ط باکتري هاي پروبیوتی��ک، مرحله اي کلیدي 
در ای��ن عملک��رد مي باش��د )Ouwehand, A. et al 1999)  بنابراین توانائي 
چس��بیدن یک گونه پروبیوتیک به موکوس و سطوح سلول هاي اپي تلیال، 
یکي از ش��رایط مه��م در گزینش پروبیوتیک ها اس��ت. چندی��ن عامل در 
چس��بندگي پروبیوتیک ها نقش دارند ک��ه یکي از آنها خاصیت آب گریزي 
س��طح سلول باکتریائي مي باشد. خواص سطحی سلول باکتری و در نتیجه 
اتصال آن به س��لول های روده، تحت تاثیر عوام��ل مختلف تغییر می کند. 
ترکیبات موجود در محیط کش��ت میکروارگانیس��م، تاثی��ر زیادی در تغییر 
دیواره س��لولی و در نتیجه تغییر عملکرد آن دارن��د. تاثیر ترکیبات محیط 
کش��ت بر روی میکروارگانیسم ها در تحقیقات مختلف مشاهده شده است. 
Anna Bzducha و همکاران )2013( نش��ان دادند که افزودن گلیسرول به 
محیط کش��ت مخمر پروبیوتیک ساکارومایس��س سرویسیه، سبب افزایش 
درصد محتویات پلی س��اکاریدی دیواره می ش��ود. ساختمان دیواره مخمر 
پروبیوتیک یکی از عواملی اس��ت ک��ه در ایجاد خواص پروبیوتیکی آن موثر 
می باش��د. در تحقیق Chichlowski و همکاران )2012(، خواص س��طحی 
باکتری بیفیدوباکتریوم جدا ش��ده از مدفوع نوزادان، با کشت بر روی الیگو 
ساکاریدهای شیر انسان، تغییر کرده و اتصال آن به سلول های روده افزایش 
چشمگیری یافت. این تحقیق تاثیر الیگوساکاریدها را بر روی غشاء بیفید و 
باکتریوم نش��ان می دهد. اطلاعاتی نیز مبنی بر تاثیرات اسیدهاي چرب بر 
روي خواص فیزیکوش��یمیائي لاکتو باس��یل ها و پروبیوتیک ها وجود دارد. 
 Tuomola, E. et al.1998; Kirjavainen, P.V. et al., 1998; Sengupta)
R. et al.,2013)  از طرف��ی، مصرف زیاد  اس��یدهای چرب ترانس، احتمال 
ابت��لا به بیماریهای قلب��ی - عروقی را افزایش می ده��د و هیچ راه موثری 
برای از بین بردن این اس��یدهای چرب بع��د از مصرف وجود ندارد. یکی از 

خواص جذب اسیدهای چرب به غشاء پروبیوتیک ها علاوه بر ایجاد تغییرات 
فیزیکوشیمیایی در غش��اء، حذف اسیدهای چرب مضر از محیط می باشد. 
در مطالعه ای، اثرات استفاده از الائیدیک اسید روی رشد و هیدروفوبیسیته 
س��طحی لاکتوباس��یلوس مورد بررس��ی قرار گرفت. نتایج نش��ان دادند که 
الائیدیک اس��ید می تواند خواص سطحی فیزیکوش��یمیائی لاکتوباسیل را 
تغییر داده و از طرفی با جذب این اس��ید چرب س��بب کاهش جذب آن در 

   .(Nagendra P Qinglong Wu and Shah. 2014) بدن می گردد
هدف این تحقیق، بررس��ي این موضوع است که چگونه تغییر اسیدهای 

چرب سطح باکتری ها بر روي خواص فیزیکي باکتري تاثیر مي گذارد. 

مواد و روش ها
باکتري هاي مورد مطالعه

 ( ATCC:7469,RTCC:1286) 1-  لاکتوباسیلوس رامنوزوس
2 - اس��تارتر ABY1 )محصول ش��رکت CHR-Hansen(: این کش��ت 
مخلوط��ي از گون��ه ه��اي لاکتوباس��یلوس اس��یدوفیلوس LA-5، بیفید و 
باکتریوم BB/2، اس��ترپتوکوکوس ترموفیلوس و لاکتوباس��یلوس دلبروکئي 
زیر گونه بولگاریکوس مي باش��ند و به شکل بس��ته بندي هاي فریز - دراي 
نگهداري مي ش��وند. این کش��ت ها باید در دماي  18- درجه سانتی گراد 
یا زیر آن نگهداري ش��وند. نیمه عمر آنها حداقل 24 ماه مي باش��د و در 5 + 

درجه سانتی گراد نیمه عمر آنها حداقل 6 هفته مي باشد.
علت انتخاب این باکتري ها این است که آنها به طور وسیعي به عنوان 

پروبیوتیک و در صنایع لبني به کار رفته اند.

کشت باکتري ها
چهار محیط کشت جداگانه به شرح زیر تهیه شدند:

 1- محیط کش��ت MRS براوث غني شده با اسیدهاي چرب غیر اشباع
)به میزان 5µg/ml از هر اس��ید چرب افزوده ش��ده و سپس محیط ها براي 

حل شدن کامل اسیدهاي چرب حرارت داده شدند(
2 - محیط کشت MRS براوث غني شده با اسیدهاي چرب  اشباع )به 
میزان 5µg/ml از هر اس��ید چرب افزوده ش��ده وسپس محیط ها براي حل 

شدن کامل اسیدهاي چرب حرارت داده شدند(.
 3 - محیط کش��ت MRS براوث غني شده با کلیه اسیدهاي چرب فوق

)اشباع + غیر اشباع(
4 - محیط کشت MRS براوث بدون مکمل اسیدهاي چرب 

محیط هاي کش��ت حاوی اس��یدهای چرب مختلف )غیراشباع، اشباع، 
مخلوط��ی از اش��باع و غیر اش��باع( و نیز محیط بدون مکمل اس��ید چرب 
)کنترل( در لوله هاي آزمایش به میزان 10 میلي لیتر ریخته شدند. سپس 
باکتري هاي لاکتو باس��یلوس و اس��تارتر جداگانه در هریک از محیط هاي 
تهیه ش��ده به میزان یک لوپ ) تقریباً 0/1 میلي لیتر( کش��ت ش��ده و در 
دماي 37 درجه سانتی گراد در شرایط CO2 %10 به مدت 24 ساعت قرار 
داده شدند. بعد از گذشت مدت زمان گرمخانه گذاري، سلول هاي باکتریائي 
ب��ا دور g ×1500 به مدت 7 دقیقه در 4 درجه س��انتی گراد س��انتریفوژ و 
جمع آوري شده  و سپس دو بار با بافرفسفات نمکي با pH برابر 7/4 شستشو 
داده شدند )جهت حذف بقایاي محیط کشت(. لوله هاي حاوي باکتري کشت 

شده درپوش گذاري شده و در دماي 20- درجه سانتی گراد نگهداري شدند.
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 مراحل آماده سازي نمونه ها جهت آناليز با
دستگاه کروماتوگرافي گازي

1- مرحله صابوني کردن
از نمونه هاي باکتري به دست آمده )سلول بیوماس مرطوب( به میزان 
200 میلي گرم برداشته سپس فرایند صابوني کردن با افزودن 1 میلي لیتر 
متانول بازي به هر نمونه آغاز شد)1 قسمت از NaOH  3/7 مولار در متانول 
با یک قس��مت از آب دیونیزه مخلوط شد(. درلوله ها محکم بسته شده و به 
مدت 5 تا 10 ثانیه ورتکس ش��دند. س��پس نمونه ها در 100 درجه سانتی 
گراد به مدت 5 دقیقه جوش��انده ش��ده و به تدریج خنک شدند و دوباره به 
مدت 5 تا 10 ثانیه ورتکس شده و سرانجام در حمام آب 100 درجه سانتی 
گراد به مدت 25 دقیقه دیگر جوشانده شدند )ایجاد نمک سدیم اسیدهاي 

چرب(.

2 – مرحله متيله کردن
براي متیله کردن اسیدهاي چرب) فرم فعلي به صورت نمک هاي سدیم 
ب��ود( ، 2 میلي لیتر از معرف متیل��ه کردن)HCl  6 مولار- متانول[ 13:11 
  ]( به هر لوله افزوده شد. در لوله ها محکم بسته شده و محلول ها به مدت 
5 تا 10 ثانیه ورتکس ش��دند س��پس در حمام بخار 80 درجه سانتی گراد 
به مدت 10 دقیقه حرارت داده ش��دند. پس از آن به سرعت زیر شیر آب تا 

دماي اتاق خنک شدند.

3 – استخراج متيل استرها
متیل اس��تر هاي اسید چرب از فاز آبي اسیدي با فرایند استخراج مایع 
– مایع ، به فاز آلي منتقل شدند. 1/25 میلي لیتر از حلال استخراج )هگزان 
– پترولیوم اتر] 1:1 [  ( به هر لوله اضافه ش��د. در لوله ها محکم بس��ته شد و 
به مدت 10 دقیقه مخلوط گردید س��پس فاز آلي رویي جمع آوري و براي 

آنالیز GC مورد استفاده قرار گرفت.

4-آناليز GC باکتري هاي استخراج شده

پس از تبخیر حلال، اس��یدهاي چرب اس��تخراج شده از سلول باکتري 
 6890N HP سیس��تم( GC ب��ا 0/5 میلي لیت��ر هگزان مخلوط ش��ده و با
Agilent امری��کا( داراي دتکت��ور FID  )250 درجه س��انتی گ��راد( و با دو 
تکرار آنالیز گردید. دماي inlet ، 240 درجه سانتی گراد و ستون کاپیلاري 
 film 23 به ط��ول 30 متر و قطر داخل��ي 0/32 میلي مترو-DB  س��یلیکا
 Split 0 براي آنالیز مورد اس��تفاده ق��رار گرفت. میزانµm/25   thickness
ratio  براب��ر5:100  و ن��وع انژکت��ور  Split/Splitless و دماي انژکتور 240 
 1/7 ml/min درجه سانتی گراد بود .گاز حامل نیتروژن و فلوریت گاز حامل
بود. میزان 1میکرولیتر از نمونه تزریق ش��د. برنامه ریزي دمائي و س��رعت 
جریان ستون به شرح زیر بود: دماي اولیه 140 درجه سانتی گراد بود پس 
از 10 دقیقه دما به تدریج به 230 درجه س��انتی گراد افزایش یافت. سپس 
17 دقیقه در این دما نگهداري ش��د. فش��ار ستون PSI 13 براي 10 دقیقه 
 15 Run time.20 افزایش یافت PSI  ب��ود پس از آن به مدت 5 دقیقه ت��ا

دقیقه بود.

بررسی خصوصيات فيزيکي
خصوصیات آب گریزي و آب دوس��تي غشاء سلول باکتریائي با مقایسه 
گرایش  س��لول باکتریائي نس��بت به حلال هاي قطبي و غیر قطبي بررسي 
شد. در این تحقیق اتیل استات که یک الکترون دهنده قوي  است به عنوان 
حلال قطبي و اکتان به عنوان حلال غیر قطبي مورد اس��تفاده قرار گرفتند. 
ح��لال غیرقطبي )اکتان( جهت تخمین خصوصیات آب گریزي باکتري ها و 
حلال قطبي )اتیل اس��تات( براي تخمین خصوصیات اس��ید و باز )الکترون 
دهندگي و الکترون گیرندگي( انتخاب ش��دند. خصوصیات اسیدي باکتري 
هاي مورد مطالعه با مقایسه گرایش به اتیل استات بازي قطبي و اکتان غیر 
قطبي بررس��ي شد. باکتري ها در براوث س��اده و براوث حاوي اسید چرب 
هاي مختلف کشت داده شده سپس با سانتریفوژ به مدت 7 دقیقه در1500 
دور و 4 درجه س��انتی گراد جمع آوري ش��دند. بعد از آن  با محلول کلرید 
س��دیم 0/15 مولار دو بار شستش��و ش��دند. براي اجتناب از مزاحمت هاي 
بارهاي یوني، از الکترولیت هاي با غلظت بالا اس��تفاده ش��د)برخي قطرات 
حلال غیر قطبي ممکن اس��ت در محلول هاي آب��ي به صورت منفي باردار 
ش��وند و در نتیجه بار س��طحي سلول را بپوشانند(. س��پس یک میلي لیتر 
از نمونه برداش��ته ش��د و پ��س از تنظیم کدورت نمون��ه در 600 نانومتر بر 
روي0/01 ±0/25،کدورت مخل��وط میکروبي در 400 نانومتر اندازه گیري 
شد)نمونه A0 (. 2/4 میلي لیتر از همین محلول میکروبي به مدت 1 دقیقه 
با 0/4 میلي لیتر حلال مخلوط ش��د و به مدت 15 دقیقه براي جداس��ازي 
کامل به طور س��اکن قرار داده شد. س��پس 1 میلي لیتر از فاز آبي برداشته 
ش��د)نمونه A ( و کدورت آن در 400 نانومت��ر  اندازه گیري گردید. درصد 

باکتري هاي موجود در هر حلال با استفاده از معادله زیر محاسبه شد:

براي تسهیل ارزیابي خصوصیت اسیدي و بازي باکتري ها، نسبت جفت 
حلال ویژه اتیل استات/ اکتان محاسبه و مورد بررسي قرار گرفت )5 (.

محاسبات آماري
آزمای��ش فاکتوریل 4 ×2 ک��ه نوع باکتري در دو س��طح و نوع محیط 
کشت در 4 سطح در قالب طرح کاملا تصادفي با رویه GLM تجزیه آماري 

گردیدند.  
ب��راي بررس��ي اثر هر اس��ید چرب بر می��زان قطبیت غش��اء از تجزیه 

رگرسیون خطي بین X و Y استفاده گردید.

نتايج
به طوری که نتایج نش��ان می دهند، تأثیر محیط هاي کش��ت مختلف 
غني ش��ده از اس��ید چرب بر روي میزان اولئیک اسید این دو گونه باکتري 
)لاکتوباس��یلوس و اس��تارتر( متفاوت بود )جدول 2(. در کل میزان اولئیک 
اس��ید باکتري هاي اس��تارتر در 4 محیط مورد بررس��ي تفاوت معني داري 
نداشت. اما این روند براي باکتري لاکتوباسیلوس متفاوت است. نوع باکتري 
بر روي میزان لینولئیک اسید مؤثر مي باشد )P=0/0046(. با مقایسه میزان 
لینولئیک اس��ید این دو گونه باکتري، مش��اهده شد که تنها در محیط هاي 
کشت ساده و اشباع اختلاف معني دار وجود دارد و میانگین لینولئیک اسید 

تغيير قطبيت غشاء باکتری های پروبيوتيک در ... 
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غش��اء اس��تارتر در محیط کشت ساده و غني ش��ده با اسیدهاي چرب غیر 
اشباع بیش از لاکتوباسیلوس بود.

از طرفی اختلاف بین دو باکتري در محیط هاي ساده )کنترل( و حاوي 
اس��یدهاي چرب اشباع و غیر اش��باع و مخلوط از نظر جذب گاما لینولئیک 
اس��ید معني دار نمي باش��د. به همین ترتیب در مورد ج��ذب آلفا لینولئیک 
اسید توسط باکتري ها اختلاف معني داري مشاهده نمي شود. میانگین جذب 

آراشیدونیک اس��ید براي هیچیک از باکتري ها و در هیچیک از محیط هاي 
کش��ت معني دار نبود. در مورد باکتري هاي استارتر تفاوت قابل ملاحظه اي 
در جذب پالمیتیک اس��ید در محیط هاي مختلف مشاهده نشد ولي در کل 
اختلاف بین هر دو نوع باکتري در محیط هاي مختلف از نظر جذب اس��ید 

چرب پالمیتیک معني دار نمي باشد. 
همچنین تأثیرمحیط هاي کشت مختلف بر روي میزان استئاریک اسید 

1: محيط کشت MRS بدون اسيدچرب اضافي                                                                                                      
2: محيط کشت MRS + اسيدهاي چرب پالميتيک و استئاريک ) از هر يک از اسيدهاي چرب به ميزان µg/ml 5 به محيط هاي کشت افزوده شد(

3: محيط کشت MRS + اسيدهاي چرب آراشيدونيک ، اولئيک ، لينولئيک ، گاما لينولنيک ، آلفا لينولنيک ) از هر يک از اسيدهاي چرب به ميزان µg/ml 5 به محيط 
هاي کشت افزوده شد(

4: محيط کشت MRS + اسيدهاي چرب آراشيدونيک ، اولئيک ، لينولئيک ، گاما لينولنيک ، آلفا لينولنيک ، پالميتيک و استئاريک )از هر يک از اسيدهاي چرب به 
ميزان µg/ml 5 به محيط هاي کشت افزوده شد(

5: نسبت باکتري موجود در حلال قطبي )اتيل استات( به باکتري موجود در حلال غيرقطبي )اکتان(
6: ميلي گرم اسيدچرب در هر گرم باکتري

7: استارتر: استارتر ABY1  که مخلوطي از گونه هاي لاکتوباسيلوس اسيدوفيلوس LA-5، بيفيدوباکتريوم BB/2، استرپتوکوکوس ترموفيلوس و لاکتوباسيلوس دلبروکئي 
زير گونه بولگاريکوس مي باشد.

جدول1- اثر افزودن اسيدهاي چرب به محيط کشت بر شاخص قطبيت غشاء و ترکيب اسيدهاي چرب در دو باکتري لاکتوباسيلوس و استارتر
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این دو گونه باکتري )لاکتوباس��یلوس و اس��تارتر( متفاوت بود. به طور کلي 
نتایج آنالیز نش��ان داد که پالمیتیک اس��ید و اولئیک اسید در محیط اشباع  
به میزان بیش��تري جذب لاکتوباس��یلوس رامنوزوس شدند )جذب اولئیک 
اس��ید در محیط هاي س��اده و غیر اشباع تقریبا یکسان بود( ولي جذب این 
اس��یدهاي چرب به باکتري هاي اس��تارتر چندان قابل توجه نبوده است. از 
طرف دیگر اس��تئاریک اس��ید در محیط هاي مختلف اتصال چشمگیري به 
باکتري لاکتوباسیلوس نشان نداده است در حالي که اتصال این اسید چرب 
در محیط هاي مخلوط و غیر اش��باع به باکتري هاي اس��تارتر، محسوس تر 

مي باشد )جدول 1(.

1: نسبت باکتري موجود در حلال قطبي )اتيل استات( به باکتري موجود در حلال غيرقطبي )اکتان(
2: استارتر: استارتر ABY1  که مخلوطي از گونه هاي لاکتوباسيلوس اسيدوفيلوس LA-5، بيفيدوباکتريوم BB/2، استرپتوکوکوس 

ترموفيلوس و لاکتوباسيلوس دلبروکئي زير گونه بولگاريکوس مي باشد.

جدول2- ميانگين شاخص قطبيت غشاء و ترکيب اسيدهاي چرب در دو باکتري لاکتوباسيلوس و استارتر

*به طورکلي اس��یدهاي چرب استئاریک )براي باکتري هاي استارتر در 
محیط هاي غیر اش��باع و مخلوط( و اولئیک )براي باکتري لاکتوباس��یلوس 
در محیط اش��باع ( )p > 0/05( و لینولئیک اس��ید )ب��راي هر دو باکتري 
 مورد مطالعه در محیط هاي اش��باع و س��اده( جذب زیادي را نش��ان دادند 
)p > 0/1( ول��ي در م��ورد پالمیتی��ک، گام��ا لینولنیک، آلف��ا لینولنیک و 

آراشیدونیک اسید، جذب زیادي به باکتري ها مشاهده نشد*.
 آنالیز نتایج نش��ان داد که در محیط مخلوط، کش��ش باکتري استارتر 
 به حلال قطبي اتیل اس��تات در مقایس��ه با سایر محیط هاي کشت افزایش 
مي یاب��د به طوري که باکتري اس��تارتر در محیط کش��ت مخل��وط، تمایل 

تغيير قطبيت غشاء باکتری های پروبيوتيک در ... 
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1: نسبت باکتري موجود در حلال قطبي )اتيل استات( به باکتري موجود در حلال غيرقطبي )اکتان(
2: محيط کشت MRS بدون اسيدچرب اضافي                                                                                                      

3: محيط کشت MRS + اسيدهاي چرب پالميتيک و استئاريک ) از هر يک از اسيدهاي چرب به ميزان 5µg/ml به محيط هاي کشت 
افزوده شد(

4: محيط کشت MRS + اسيدهاي چرب آراشيدونيک ، اولئيک ، لينولئيک ، گاما لينولنيک ، آلفا لينولنيک ) از هر يک از اسيدهاي 
چرب به ميزان 5µg/ml به محيط هاي کشت افزوده شد(

5: محيط کشت MRS + اسيدهاي چرب آراشيدونيک ، اولئيک ، لينولئيک ، گاما لينولنيک ، آلفا لينولنيک ، پالميتيک و استئاريک 
)از هر يک از اسيدهاي چرب به ميزان 5µg/ml به محيط هاي کشت افزوده شد(

جدول 3- ميانگين شاخص قطبيت غشاء و ترکيب اسيدهاي چرب در چهار نوع محيط کشت

بیش��تري به حلال قطبي اتیل اس��تات و تمایل بسیار کمتري به حلال غیر 
قطبي اکتان نشان مي دهد که مي توان نتیجه گیري نمود که باکتري استارتر 
در محیط کش��ت مخلوط خاصیت آب دوس��تي قابل توجهي از خود نشان 
مي دهد. این در حالي اس��ت که باکتري اس��تارتر در محیط کش��ت اشباع 

بیشترین خاصیت آب گریزي را دارد )جداول 2 و 3(. 
در نموداره��اي 1 و 2، نمون��ه اي از کروماتوگرام هاي اس��یدهاي چرب 
باکتري هاي لاکتوباس��یلوس رامنوزوس و مخلوط اس��تارتر نشان داده شده 
است. جذب اسیدهای چرب موجود در محیط کشت به سطح سلول باکتری 

در کروماتوگرام های زیر کاملا مشخص می باشد.
همانطور که نتایج نش��ان می دهند، نسبت جذب اتیل استات به اکتان 
)شاخص قطبیت غشاء( در باکتری لاکتوباسیلوس در محیط ساده بیشتر از 
س��ایر محیط ها بوده در حالی که این نس��بت برای باکتری های استارتر در 
محیط حاوی مخلوط اس��یدهای چرب، مقادیر بیشتری را به خود اختصاص 
داده است)نمودار 3(. باکتری های استارتر در محیط اشباع، تمایل بیشتری 
به حلال اکتان نش��ان دادن��د در حالی که باکتری لاکتوباس��یل در محیط 
حاوی اس��یدهای چرب غیر اش��باع، تمایل بیش��تری به حلال اکتان و در 

نتیجه خاصیت آب گریزی بیشتر از خود نشان داد )نمودار4(. از نظر جذب 
به حلال قطبی اتیل اس��تات و افزایش خاصیت آبدوس��تی نیز باکتری های 
اس��تارتر در محیط حاوی مخلوط اسیدهای چرب  و باکتری لاکتوباسیلوس 
در محیط حاوی اس��یدهای چرب غیر اش��باع، بیش��ترین مقادیر را از خود 

نشان دادند )نمودار 5(.
بحث

در این بررس��ي از باکتري لاکتوباس��یلوس رامن��وزوس به صورت مجزا 
و باکتري هاي بیفیدوباکتریوم ولاکتوباس��یلوس اس��یدوفیلوس تحت عنوان 
استارتر استفاده شد. انتخاب لاکتوباسیلوس رامنوزوس به جهت بررسي هاي 
بعدي در تغذیه طیورو باکتري هاي اس��تارتر به دلیل استفاده در تحقیقات 
بعدي و بررسي تاثیر غني سازي اسید چرب در مصارف انساني بود. بنابراین 
در تحقیق حاضر هدف اصلي بررسي تغییر قطبیت غشاء باکتری ها با افزودن 
اس��یدهاي چرب مختلف در محیط کش��ت بود که با جذب تعدادي از این 
اس��یدهاي چرب، خواص آبدوستي و آب گریزي و سایر خصوصیات تکنیکی 
باکتری در ش��رایط آزمایش��گاهي )ک��ه مطابق با تغییرخاصی��ت اتصال به 
سلول هاي اپي تلیال روده است( تغییر مي کرد. با توجه به این که مهمترین 
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نمودار 1- کروماتوگرام اسيدهاي چرب باکتري لاکتوباسيلوس رامنوزوس

نمودار 2- کروماتوگرام اسيدهاي چرب مخلوط باکتريايي استارتر )استارتر ABY1  که مخلوطي از گونه هاي لاکتوباسيلوس اسيدوفيلوس 
LA-5، بيفيدوباکتريوم BB/2، استرپتوکوکوس ترموفيلوس و لاکتوباسيلوس دلبروکئي زير گونه بولگاريکوس مي باشد(.

عامل جهت مؤثر بودن پروبیوتیک ها، اتصال آن ها به غش��اء روده مي باشد 
بنابراین با انجام این تحقیق افزایش کارآئي پروبیوتیک با افزودن اسید چرب 

مناسب محقق گردید.
در تحقیقی، مولر و همکاران )2011( نش��ان دادند که ترکیب غش��اء و 
مورفولوژی و خواص تکنیکی لاکتوباس��یلوس جانس��ونیNCC533، به طور 
قابل توجهی توس��ط غنی س��ازی با اولئیک، لینولئیک و لینولنیک اس��ید، 
تغییر کرد (Muller J. A  et al. 2011) زمانی که به محیط کشت  اسیدهای 
چرب غیر اش��باع )µg/ml 10( اضافه ش��د، نسبت اس��یدهای چرب اشباع 
به غیر اش��باع در غش��اء باکتریائ��ی تقریبا به می��زان دو برابر کاهش یافت. 
ب��ه این ترتیب تحمل اس��ید و حرارت این باکتری در حض��ور لینولئیک و 

لینولنیک اس��ید، نیز کاهش یافت)در مقایس��ه با رش��د در حضور اولئیک 
اس��ید(. مطالعات آنها نش��ان داد که خواص تکنیک��ی پروبیوتیک می تواند 
توس��ط ترکیب غذایی محیط کش��ت تحت تاثیر قرار گی��رد. در مطالعه ما، 
از خ��واص تکنیکی، تنها خاصیت اتصال به روده مورد بررس��ی قرار گرفت. 
ولی نتایج هماهنگی با تحقیقات ذکر ش��ده به دس��ت آم��د. در هر صورت 
تغییرات فیزیکو شیمیائی در غشاء پروبیوتیک منجر به تغییر عملکردی آن 
 Ana Paula ،ها  و ایجاد ش��رایط سودمند تر می گردد. در تحقیقی دیگر
و هم��کاران)2010( نش��ان دادند که افزودن مغز نیش��کر، س��بب افزایش 
محتویات اس��یدهای چرب غیر اش��باع پلی و مونو در پروبیوتیکهای ماست 
 B105بیفیدوباکتریوم انیمالیس زیرگونه لاکتیس، بیفیدو باکتریوم لانگوم(

تغيير قطبيت غشاء باکتری های پروبيوتيک در ... 
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نمودار3- نسبت جذب اتيل استات/ اکتان توسط دو نوع باکتری لاکتوباسيل و مخلوط استارتر در محيط های کشت مختلف

نمودار4- درصد جذب اکتان توسط دو نوع باکتری لاکتوباسيل و مخلوط استارتر در محيط های کشت مختلف

و لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس( گردید. این مطالعات نیز با تحقیق ما مطابق 
اس��ت. Shakirova و همکاران)2010( دریافتند که مقادیر هیدروفوبیسیته 
سطح س��لول لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس LA5 و بیفیدوباکتریوم لاکتیس 
Bb12 در پاس��خ به ش��رایط رش��دی مختل��ف، غلظت انواع منب��ع کربن و 
اس��یدهای چرب مختلف و حضور اکس��یژن، تغییر می کن��د. مطالعات آنها 
نش��ان داد که با کاهش کربوهیدراتها میزان هیدروفوبیسیته سطحی سلول 
افزایش می یابد. بنابراین میتوان با تغییر ش��رایط محیط خاصیت مورد نیاز 
را در باکت��ری پروبیوتیک، ایجاد نم��ود. Aro و همکاران)2013( در مطالعه 
ای نش��ان دادند که می توان از اس��یدهای چرب جهت اینکپسولاس��یون و 
محافظ��ت از پروبیوتیک هائ��ی مانند بیفیدوباکتریوم بروی اس��تفاده کرد و 

 Ly MH .ب��ه این ترتیب نیمه عم��ر محصولات پروبیوتیک��ی را افزایش داد
و هم��کاران )2006 ( و Jiménez-Flores R و هم��کاران )2008(، اتص��ال 
باکت��ری های پروبیوتیک به ذرات چربی ش��یر را گ��زارش کرده اند. آن ها 
عنوان کردند که مش��خصات س��طحی س��لول باکتری ها تحت تاثیر اتصال 
غش��اء به لیپیدها قرار می گیرد. به عنوان مثال هیدروفوبیسیته باکتری ها 
)و در نتیجه افزایش تمایل به اتصال( به میزان زیادی با اتصال به چربی ها 

.(Brisson G et al.2010) و اسیدهای چرب شیر مرتبط می باشد
 مطالع��ات دیگری نش��ان دادند که گونه هاي باکتریائي کش��ت ش��ده 
مي توانند به سطوح روده اي مختلف بچسبند و این اتصال به سطح روده به 

وسیله اسیدهاي چرب آزاد مختلف تحت تاثیر قرار مي گیرد.
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نمودار5- درصد جذب اتيل استات توسط دو نوع باکتری لاکتوباسيل و مخلوط استارتر در محيط های کشت مختلف

Kirjavainen, P. V.,et al .1998; Kankaanpää, P,et al.2004; Tuo-
mola, E. M.,et al.1998)) مرحل��ه اتص��ال میکروبي تح��ت تاثیر نیروهاي 
خارج��ي مثل نیروه��اي آب گریزي و اس��تریک و نیز س��اختارهاي خاص 
 مثل لیپوتکوئیک اس��ید، لکتین ها و پلیمرهاي خارج س��لولي قرار مي گیرد

.(Gusils, C., et al. 2002)
 J.L. Zhong و همکاران )2011(، تاثیر لینولئیک اسید کونژوگه موجود 
در محیط کش��ت را ب��ر روی باکتری های مختلف از نظر اتصال به س��لول 
های اپی تلیال روده، مورد بررس��ی قرار دادند. باکتری های مورد بررس��ی 
لاکتوباس��یلوس پاراکازئی، لاکتوباسیلوس اس��یدوفیلوس و لاکتوباسیلوس 
پلانتاروم بودند. لینولئیک اسید کونژوگه به محیط کشت MRS broth افزوده 
و نتایج مورد بررسی قرار گرفتند.گونه های مختلف باکتریائی مورد مطالعه، 
سطح بالای هیدروفوبیسیته و اتصال به سلول های اپی تلیال را نشان دادند. 
Shakirova L و هم��کاران )2013(، تغییر در هیدروفوبیس��یته پروبیوتیک 
های لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس La5 و بیفیدوباکتریوم لاکتیس Bb12 و 
زنده مانی آنها را در پاسخ به شرایط کشت مختلف و شرایط محیطی بررسی 
کردند. تغییرات در هیدروفوبیسیته با استفاده از روش های اسپکتروسکوپی 
و روش های بیوش��یمیایی معم��ول انجام گرفت. نتایج تحقیق آنها نش��ان 
داد ک��ه ارتباط زیادی بین هیدروفوبیس��یته غش��اء و تغییرات در پوش��ش 
س��لولی)پروتئین، لیپید و کربوهیدرات( این دو باکتری وجود داشت. علاوه 
بر این مش��خص ش��د که هیدروفوبیسیته پوشش س��لولی یک پارامتر مهم 
در اتصال س��لول باکتری به اپی تلیال روده و سایر خواص باکتری دارد. در 
مطالع��ه دیگر، وقتي که باکتري ها در محیط حاوي مکمل هاي اس��یدهاي 
چرب غیر اش��باع آزاد کشت داده ش��دند خاصیت آب گریزي کاهش یافت 
و همه گونه هاي باکتریائي بررس��ي ش��ده در این تحقیق )لاکتوباس��یلوس 
رامنوزوس، لاکتوباس��یلوس شیروتا و لاکتوباس��یلوس دلبروکئي( خاصیت 
پذیرندگي الکترون ضعیف داش��تند که نش��ان دهنده طبیعت غیر اسیدي 
آنه��ا بود. ای��ن محققان بر این عقیده بودند که لاکتوباس��یل هاي آب گریز 

 نسبت به آب دوست، اتصال بهتري به سلول هاي اپي تلیال روده اي دارند.
(Wadström, T.,et al.1987) با ایجاد تغییرات جزئي در خاصیت آب گریزي 
نمي توان اثرات اس��یدهاي چرب غیر اش��باع آزاد را روي اتصال باکتري به 
موکوس و سلول اپي تلیال نشان داد ولي مي توان گفت که تغییر در ترکیب 
اس��یدهاي چرب پروبیوتی��ک روي فاکتورهاي مرتبط ب��ا اتصال میکروبي 
تاثی��ر م��ي گذارد و این کار با تاثیر روي س��یالیت غش��اء- لیپوپپتید انجام 
مي ش��ود Polak .(2002.Gusils, C., et al)  و همکاران)2014(، در مطالعه 
ای ترکیبات پوش��ش سلولی و خواص س��طحی دو فنوتیپ لاکتوباسیلوس 
رامنوزوس )جداش��ده از ناحیه معدی- روده ای انسان(، توانائی این باکتری 
ها در اتصال به س��لول های روده انس��ان )در ش��رایط Invitro و Invivo( و 
قابلیت تجمع با س��ایر باکتریها در حضور اس��یدهای چرب را مورد بررسی 
قرار دادند. توانائی اتصال گونه های مورد بررس��ی در شرایط Invitro، روی 
لاین های سلولی آدنوکارسینومای انس��انی، بررسی شد. نتایج این بررسی، 
قابلیت اتصال و تجمع بس��یار بالای این باکتری های پروبیوتیک را به دلیل 
وجود اس��یدهای چرب اختصاصی و پروتئین های س��طحی، نشان داد. در 
تحقیق ما در ش��رایط Invitro، بررسی اتصال باکتری های مورد مطالعه در 
محیط های قطبی و غیر قطبی انجام شد و در نهایت از روی ایجاد خاصیت 
هیدروفوبیس��یته، جذب باکتری به سلول های روده ای بررسی گردید. ولی 
در تحقیق Polak، روی س��لول های لاین انس��انی انج��ام و در نهایت نتایج 

مشابهی با تحقیق ما به دست آمد.
ما در این تحقیق بررسي کردیم که آیا با افزودن اسیدهای چرب مختلف 
خواص فیزیکي باکتري تغییر مي کند؟ با مقایس��ه خصوصیات آب دوستي 
وآب گریزي گونه هاي باکتري استارتر و لاکتوباسیلوس، با توجه به گرایش 
آن ها به حلال غیرقطبي )جدول 1(، مش��خص ش��دکه افزودن اس��یدهای 
چرب تاثیر زیادي بر ش��اخص قطبیت غش��اء )نسبت اتیل استات به اکتان( 
دارند. به این ترتیب مشاهده شد که لاکتوباسیلوس رامنوزوس در هر چهار 
محی��ط مورد آزمایش خواص غیر قطبي )در نتیجه تمایل بیش��تر به اتصال 

تغيير قطبيت غشاء باکتری های پروبيوتيک در ... 
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با موکوس روده( را از خود نش��ان داد. در حالي که باکتري هاي استارتر در 
محیط مخلوط)حاوي اس��یدهاي چرب اشباع و غیر اشباع( خاصیت قطبي 
بالائي را نش��ان دادند ولي در س��ایر محیط ها خواص غیر قطبي داش��تند 

)جدول 1 و 2( )نمودار 3(.
تمایل و کش��ش باکتري هاي استارتر به اتیل استات در محیط مخلوط، 
نش��ان دهنده گرای��ش کل به این حلال ب��ازي دهنده الکترون مي باش��د 
)نم��ودار 5(. لاکتوباس��یلوس و اس��تارتر تقریبا به یک می��زان خصوصیات 
اس��یدي و گیرندگي الکترون را در محیط هاي س��اده، اش��باع و غیر اشباع 
را نش��ان مي دهند. ام��ا در محیط مخلوط خصوصیات اس��یدي و الکترون 
گیرندگي اس��تارتر کاهش مي یابددر حالي که براي لاکتوباسیلوس در این 
محی��ط افزای��ش مي یابد )نم��ودار 4(. با گرایش ضعیف لاکتوباس��یلوس و 
اس��تارتر نس��بت به حلال الکترون دهنده )اتیل استات( در مقایسه با حلال 
غی��ر قطبي)اکت��ان(، خصوصیت الکت��رون گیرندگي ضعی��ف باکتري هاي 
 م��ورد مطالعه را نش��ان مي دهد. این حقیقت یعني کش��ش و تمایل کمتر 
باکتري ها به اتیل استات نسبت به اکتان با توجه به نسبت هاي پائین اتیل 

استات به اکتان مشخص مي شود.
ب��ا توجه به این که اس��یدهاي چرب آزاد خاصیت ض��د باکتري دارند 
(Kankaanpää, P. E, et al.2001)، ج��ذب اس��یدهاي چ��رب می تواند به 
 عن��وان یک مکانیس��م دفع مس��مومیت توس��ط باکت��ري ها تلقی ش��ود.

(Jiang, J. et al.1998) در نتیجه محیط حاوي اس��ید چرب در داخل روده 
و مش��تقات التهاب زای  اس��یدهاي چرب دوباره به وسیله میکروفلور روده 
متعادل می شوند. پروبیوتیک ها  دارای قابلیت ضد التهابي بوده  و هر یک 
از پروبیوتیک ها ممکن اس��ت با مکانیسم هائي التهاب روده را در اثر آتوپي، 

آلرژي غذائي و بیماري هاي التهابي شکمي کاهش دهد. 

پاورقی ها
1- Functional food 
2- Globule Leukocytes 
3- Affinity

تشکر و قدردانی
بر خود وظیفه می دانم تا از راهنمائی ها، تلاش های صمیمانه و حمایت های 
ارزنده آقایان: محمد حس��ین ش��کوه زنگنه، سیروس امیري نیا، سید احمد 
میرهادي، محمد حس��ین بنابازي، سعید اس��ماعیل خانیان، محمد بابائي و 

سرکار خانم مرجان براز جاني سپاسگزاری و قدردانی نمایم. 
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