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 چکیده

اي و درمانی، از موضوعات جدید در زمینۀ صنعت، تغذیه و پزشکی  محصولات غیر لبنی پروبیوتیک با خصوصیات ارزشمند تغذیه :سابقه و هدف
سازي طی فرآیند  پوشانی بر بقاء باکتري پروبیوتیک به روش امولسیون سنجی بررسی تأثیر درون هدف از این مطالعه، امکان. باشند می

  .پاستوریزاسیون حرارتی آب پرتقال است
هاي  باکتري. میوه پرتقال استفاده گردید به عنوان گونۀ پروبیوتیک در آب لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسدر این پژوهش از باکتري  :هامواد و روش

ریزپوشانی باکتري پروبیوتیک به روش . پروبیوتیک به چهار حالت آزاد، بدون پوشش، پوشش تک لایه و دولایه به آب پرتقال تلقیح شدند
  هاي پروبیوتیک به روش کشت مخلوط در محیط کشت يمانی باکتر شمارش زنده. سازي توسط آلژینات کلسیم انجام گرفت امولسیون

MRS Agar  تحت شرایط هوازي در دمايºC37  آزمایش فاکتوریل با استفاده از آنالیز آماري همچنین . ساعت صورت گرفت 72تا  48به مدت
  .درصد انجام گرفت 05/0در سطح احتمال تصادفی  طرح کاملاًدر قالب 

سیکل  00/5آزاد حدود   طی پاستوریزاسیون آب پرتقال در حالت لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسنتایج نشان داد که میزان کاهش باکتري  :هایافته
دار با یک و دو لایه آلژینات، این میزان بسیار کمتر و به ترتیب در  هاي حاوي باکتري بدون پوشش، پوشش لگاریتمی بود در حالی که در نمونه

  .سیکل لگاریتمی گزارش گردید 50/2و  90/2، 33/3حدود 
تواند به  بوده و می) محیط اسیدي( لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسنتایج نشان داد آب پرتقال ماده خام مناسبی جهت تأمین رشد  :گیري نتیجه

  .هاي پروبیوتیک به بدن انسان در نظر گرفته شود عنوان یک حامل، براي انتقال باکتري
  پوشانی آب پرتقال، پاستوریزاسیون، درون :واژگان کلیدي

  مقدمه 
هـا در   انـدك پروبیوتیـک  ) Viable count(زیسـتی   قابلیت

و ) دماي بالا، نور و اکسیژن(شرایط دشوار فرآوري مواد غذایی 
صفراوي دسـتگاه گـوارش، پژوهشـگران را    -نیز شرایط اسیدي

هـاي و   همواره به یافتن شیوه براي غلبه بر این دسته ناپایداري
زپوشانی امکان رهایش کنترل شده آنها ترغیب کرده است و ری

اي در  ها اثر قابل ملاحظه ترین این شیوه به عنوان یکی از نوین
ریزپوشانی کاربردهـاي زیـادي در   ). 1(این ارتباط داشته است 

محافظـت از مـواد   : صنایع غذایی دارد که برخی از آنها شـامل 
هسته در برابر شرایط نامطلوب محیط بیرونی، تنظیم رهـایش  

ر زمان خاص، پوشاندن طعم یـا  مواد هسته در طول زمان یا د
هـا،   بوي نامطلوب مـواد هسـته و همچنـین حفاظـت رنگدانـه     

برخی ترکیبات زیست فعال، ) Volatility(کاهش دادن فراریت 
بدین منظور از . اي حفاظت از ترکیبات غذا و حفظ ارزش تغذیه

پوشـانی مـواد    هاي مختلف، بسته به شـرایط جهـت ریـز    روش
ــذایی اســتفاده مــی   ــه شــامل شــود  غ   خشــک کــردن : ک

ــی   ــیال    )Spray-drying(پاشش ــتر س ــا بس ــش دادن ب ، پوش
)Fluidized bed coating(رانـــی  پوشـــانی بـــا روزن ، درون
)Extrusion( ــیون ــپري )Coacervation(، کواسرواســـ ، اســـ
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ــگ  ــروتئین)Spray chilling(چیلینــ ــیب پــ ــا  ، ترســ   هــ
)Protein precipitation(   ــوزوم ــداختن در لیپـ ــه دام انـ ، بـ
)Liposome entrapment(ســــــــازي  ، امولســــــــیون
)Emulsification(    بـــــه دام انـــــداختن در هیـــــدروژل ،  
)Hydrogel entrapment (پوشانی  درون و ژلاتیناسیون خارجی

ــده ــد  ش ــده  ). 2، 3(ان ــت زن ــظ قابلی ــت حف ــابر اهمی ــانی  بن م
هـاي پروبیـوتیکی در محصـولات فراسـودمند، فرآینـد       باکتري

هــاي پروبیــوتیکی مــورد توجــه اکثــر  ریزپوشــانی ریزســازواره
هایی کـه تـاکنون در    بیشتر فعالیت. محققین قرار گرفته است

مـانی   این زمینه انجام شـده اسـت، در خصـوص قابلیـت زنـده     
بدلیل . هاي لبنی بوده است هاي پروبیوتیکی در فرآورده باکتري

و اسیدیته و نیز مصرف بالاي  pHشرایط خاص مرکبات از نظر 
شان را به تولید این محصولات  مردم، محققان توجهآنها توسط 

اند، به تبع آن فرآیند ریزپوشانی  پروبیوتیکی نیز معطوف داشته
هـا گـزارش شـده     هاي پروبیوتیکی نیز در این فـرآورده  باکتري

اي،  روده-اي همچنین به دلیل شرایط خاص محیط معده. است
ا را در شرایط ه مانی این ریزسازواره برخی محققین قابلیت زنده

ــبیه ــده  ش ــده مع ــازي ش  Gastro-intestinal(اي  اي و روده س

conditions (انــد  ارزیــابی کــرده)4 .(Nualkaekul  و همکــاران
هـاي   دانک(دهنده مختلف  تأثیر ریزپوشانی با ترکیبات پوشش

)beads (لاکتوباسیلوس را روي بقاي باکتري ) آلژینات و پکتین
مقـدار اولیـه بـراي هـر دو     ( وم لانگومبیفیدوباکتریو  پلانتاریوم

ــدوداً  ــه حـ ــران) cfu/ml 108×3گونـ ــار و کـ ــري  در آب انـ بـ
)cranberry (  ــاي ــه  ºC4در طــی شــش هفتــه در دم را مطالع

هاي  سلول(هاي فاقد کپسول  نتایج نشان داد که سلول. نمودند
بیفیـدوباکتریوم  و  لاکتوباسیلوس پلانتـاریوم هاي  باکتري) آزاد

هفتـه انبارمـانی از بـین     1و  4به ترتیب در مدت زمان  لانگوم
بري در مـدت   هاي فوق در آب کران رفتند در حالی که باکتري

هاي پکتین پوشش یافته به صورت  دانک. یک هفته نابود شدند
کننـدگی را در میـان    مضاعف با ژلاتین بیشترین نقش حفاظت

هـایی  ها داشت، به طوري کـه بـه ترتیـب غلظـت ن     انواع دانک
 بیفیدوباکتریوم لانگومو  لاکتوباسیلوس پلانتاریومهاي  باکتري

  بــري بـه ترتیــب  هفتـه انبارمــانی بـراي آب انــار و کـران    6در 
 cfu/ml 108  وcfu/ml 106   در تحقیقـی   ).5(شمارش گردیـد

گونـه بـاکتري    8انجام شد، بقـاي   Ding and Shahکه توسط 
میـوه   پسـوله در آب پروبیوتیکی بـه دو صـورت آزاد و میکروانک  

هفتـه نگهـداري در یخچـال مـورد      6سیب و پرتقال در مـدت  
هـاي   میـوه  بررسی قرار گرفت و به این نتیجه رسـیدند کـه آب  
هـاي   میـوه  داراي باکتري میکروانکپسـوله بسـیار بیشـتر از آب   
تـر بودنـد    محتوي باکتري پروبیوتیکی به صورت آزاد، با ثبـات 

)6 .(Sheehan   ر نوع محیط پایـۀ اسـیدي   تأثیو همکاران) آب
را بـر روي  )) cranberry(پرتقال و آب آناناس و آب قـره قـاط   

هاي لاکتوباسیلوس و بیفیدو باکتریوم مطالعـه   مقاومت باکتري
هـاي مـورد    مـانی کلیـۀ گونـه    نتایج نشان داد که زنده. نمودند

مـانی   میـزان زنـده  (ماه انبارمانی در آب پرتقال  3مطالعه طی 
مـانی   میـزان زنـده  (و آب آناناس ) cfu/ml 107بالاتر از ها  گونه
. نسبت به قـره قـاط بیشـتر بـود    ) cfu/ml 106ها بالاتر از  گونه

هاي پروبیوتیکی به فرآیند حرارتی  همچنین میزان تحمل گونه
)oC76 /s 60  وoC90 /s 30 ( ــی ــالا در(و غیــر حرارت   فشــار ب

MPa  400 / s 300 (هاي مورد  نشان داد که هیچ یک از گونه
میـوه   مطالعه قادر به تحمل این تیمارها جهت دستیابی به آب

و  Yoon). 7(نبودنـد   cfu/ml 106مـانی بـالاتر از    با میزان زنده
مناسب بـودن آب گوجـه فرنگـی بـراي تولیـد یـک       همکاران 

لاکتوباسـیلوس  گونـه بـاکتري    محصول پروبیوتیـک بـا چهـار   
 7D دلبروکیو  3C پلانتاروم، 4A کازئی، 39LA وفیلوساسید

هاي لاکتیک اسـید   نتایج نشان داد که کشت. را مطالعه کردند
تـر کـاهش و    و همچنـین پـایین   1/4را تـا   pHمیـزان    باکتري

همچنـین  . درصـد افـزایش دادنـد    65/0میزان اسـیدیته را تـا   
دود ساعت تخمیر بـه ح ـ  72ها بعد از  مانی سلول شمارش زنده

ــا  9×109 ــر رســید عــدد در هــر میلــی 1×109ت شــمارش . لیت
ها در آب  هاي چهار گونۀ اسید لاکتیک باکتري مانی سلول زنده

درجـه   4هفتـه انبارمـانی در    4گوجه فرنگی تخمیري بعـد از  
  ).8(رسید  108تا  cfu/ml 106به  گراد سانتی

فرآیند سنتی پاستوریزاسیون آب پرتقال، جهت غیـر فعـال   
هاي  آنزیم پکتین متیل استراز و از بین بردن ریزسازواره کردن

از ایـن رو اگـر   ). 9(رشد یافتـه در آب پرتقـال ضـروري اسـت     
هـا ماننـد آب پرتقـال     ها به عنوان مکمل در آبمیوهپروبیوتیک

ــأثیر     ــا ت ــاتی در رابطــه ب ــد، اطلاع ــرار گیرن ــتفاده ق ــورد اس م
سـازي   نـد سـالم  ها در برابـر فرآی  پاستوریزاسیون و مقاومت آن

ها بوسیله ریزپوشـانی در   محافظت پروبیوتیک. مورد نیاز است
مـانی   هاي آلژینات یک روش بهبود بخشیدن بـه زنـده   کپسول

آلژینـات اغلـب بـه عنـوان مـاده      . آنها، در غذاهاي عملگراست
شود، زیرا مزایاي غیر سمی بـودن و در   ریزپوشانی استفاده می

ه از ریزپوشــانی بــه روش اســتفاد. دســترس بــودن را داراســت
سازي یک فرآیند آرام است که موجب زخمی شـدن   امولسیون

توانــد بــه آســانی در  شــود و مــی هــاي میکروبــی نمــی ســلول
لذا در این مطالعـه  . هاي بزرگ مورد استفاده قرار گیرد مقیاس

اي بر بقاي باکتري پروبیوتیکی بـه   پوشانی چند لایه تأثیر درون
فرآیند حرارتی آب پرتقـال بررسـی    سازي طی روش امولسیون

  .گردید
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  هامواد و روش  
ویـال کشـت   : مواد مورد استفاده در این پژوهش شـامل  :مواد

لاکتوباسـیلوس  بـاکتري پروبیـوتیکی   (باکتریایی پروبیـوتیکی  
 1643به صورت خشک شده انجمادي به شماره  اسیدوفیلوس

PTCC هـاي   هـا و بـاکتري   اي کلکسـیون قـارچ   از مرکز منطقه
زیر مجموعه سازمان پژوهشهاي علمـی  ) PTCC(صنعتی ایران 

و صنعتی ایران اسـت، خریـداري شـد و تحـت شـرایط دمـاي       
هـاي کشـت    ، محـیط )داري شـد  یخچال و اسـتریل شـده نگـه   

)MRS Agar ،MRS Broth  وPepton water Buffered( ،
امولسیفایر، روغن کلزاي لادن تولید شـده  به عنوان  80توئین 

در شــرکت صــنعتی بهشــهر، آلژینــات ســدیم بــا ویســکوزیته 
تمامی مواد (متوسط، کلرور کلسیم، سیترات سدیم، سود است 

هـاي   هاي کشـت مـورد اسـتفاده از شـرکت     شیمیایی و محیط
آب پرتقـال  ). سیگما آلدریچ آمریکا و مرك آلمان تهیه گردیـد 

ایچ  مواد نگهدارنده و شکر، تولیدي شرکت سنپاستوریزه بدون 
  .استفاده شد

سـازي بـاکتري    جهت آماده: سازي کشت پروبیوتیکی آماده
، ابتـدا ویـال   LA-5، لاکتوباسـیلوس اسـیوفیلوس  پروبیوتیکی 

 MRSپودر خشک شده انجمادي بـاکتري در محـیط کشـت    

Broth 24به مدت  گراد سانتیدرجه  37 تلقیح شد و در دماي 
ــا  ــه 48ت ــذاري  ســاعت گرمخان  ,Memmert, UFB 400(گ

Germany (1سپس محـیط کشـت داده شـدة فـوق تـا      . شد %
بعـد از  . گـذاري شـد   رقیق و در شرایط فـوق مجـدداً گرمخانـه   

هـاي پروبیـوتیکی    رسیدن به تعداد سـلول مـورد نیـاز، سـلول    
 g3000در ) Sigma, 2-16KC, USA(حاصل بعد از سانتریفوژ 

جداسـازي   گـراد  سـانتی درجـه   25دقیقه در دماي  5ه مدت ب
هاي جـدا شـده دوبـار بـا      سپس عمل شستشوي سلول. شدند 

واتـر تحـت شـرایط فـوق      درصد پپتون  1/0استفاده از محلول 
انجام شد و پس از آن جهت تلقیح مسـتقیم اسـتفاده گردیـد    

)10 ،7 ،6.(  
 ـ  پوشش: ریزپوشانی باکتري پروبیوتیکی اکتري دار کـردن ب

 External gelation(پروبیوتیکی به روش ژلاتیناسیون خارجی 

technique (گـرم آلژینـات سـدیم بـا      2ابتدا مقدار . انجام شد
لیتر آب مقطر بـا اسـتفاده از    میلی 100ویسکوزیته متوسط در 

سپس بـه  . حل شد) Raymand, HS 2000(همزن مغناطیسی 
 گـراد  نتیسـا درجـه   4مدت یک شب در یخچـال و در دمـاي   

سـپس بـه   . نگهداري شد تا آلژینات به خوبی آب جـذب کنـد  
بیرون از یخچال منتقل شد و مدتی در دماي آزمایشـگاه نگـه   

گرم از محلول آلژینـات   18. دما شود داشته شد تا با محیط هم
. گرم از سوسپانسیون باکتریایی مخلوط شد 1سدیم استریل با 

هسـته بـا اسـتفاده از    سوسپانسیون آلژینات و بـاکتري بطـور آ  
 g/l 5گرم روغن نباتی مایع کلزا حـاوي   100پیپت استریل در 

دور در  900زن مغناطیسـی در   که با استفاده از هـم  80توئین 
دقیقه  20دقیقه در حال بهم خوردن بود، اضافه شد و به مدت 

در مرحله بعـد بـا افـزودن    . به صورت یکنواخت پراکنده گردید
تهیـه شـده از   (یون حـاوي یـون کلسـیم    لیتر امولس ـ میلی 32

و  80تـویین   g/l 5گرم روغـن نبـاتی مـایع کلـزا،      60انحلال 
. عمل ژلاتیناسـیون آغـاز شـد   ) مولار کلرور کلسیم میلی 5/62

هـاي   دقیقـه، ادامـه یافتـه تـا دانـک      20زدن به مدت  عمل هم
دقیقه ادامـه   30آلژینات شکل بگیرد و سپس همزدن به مدت 

در نهایـت یـک سیسـتم دو    . ناسیون کامل شـود یافت تا ژلاتی
آید که فاز رویـی آن روغـن و فـاز پـایینی آن      فازي بدست می

هاي آلژینات سـدیم تـه نشـین شـده در محلـول کلریـد         دانک
در این حالـت فـاز روغنـی را جـدا کـرده و بـا       . کلسیم هستند

ــانتریفوژ در  ــتفاده از سـ ــاي  g 500اسـ ــه  25و در دمـ درجـ
عمــل . دقیقـه جداســازي گردیدنـد   5مـدت  بــه   گـراد  سـانتی 

پپتون واتر و % 1/0ها نیز با استفاده از محلول  شستشوي دانک
با استفاده از سانتریفوژ تحت شرایط فوق انجام شد و سپس در 

ساعت اجازه  10به مدت   گراد سانتیدرجه  4یخچال در دماي 
 هاي آلژینات دانک. ها به طور کامل سخت شود داده شد تا دانه

  ).6، 10(حاصل سپس جهت تلقیح مستقیم استفاده گردید 
اکتري پروبیـوتیکی    پوشش لاکتوباسـیلوس  : دار کـردن بـ

هـاي   ریزپوشانی شده بـا دانـه  ) L. acidophilus( اسیدوفیلوس
آلژینات طبق روش فوق الذکر آمـاده گردیـده در مرحلـه بعـد     

 4هاي تهیه شده با کاغـذ صـافی واتمـن شـماره      میکروکپسول
لیتـر محلـول    میلـی  100گرم از آن بـا   15فیلتر شده و سپس 

آلژینات با ویسـکوزیته متوسـط مخلـوط    ) حجمی/وزنی% (5/0
دقیقه هم زده  20ر دقیقه به مدت دور د 500شد، و با سرعت 

هـا   در مرحلـه بعـدي دانـک   . هـا پراکنـده شـدند    شد تا دانـک 
تـویین   g/l 5گرم روغن کلـزا حـاوي    75آوري شده و در  جمع

دقیقـه هـم    20میلی مولار به مـدت   5/65و کلرور کلسیم  80
یـون کلسـیم   ) cross-linking(زده شد تـا پیونـدهاي عرضـی    

بـراي شکسـتن   . لژینات تشکیل شـود خارجی با لایه محیطی آ
مولار کـه   05/0لیتر محلول کلرور کلسیم  میلی 45امولسیون، 

قبلاً آماده شده بود، اضافه شده و به یک قیف جداکننده انتقال 
تنیـدة بـا کلسـیم،     هـاي پوشـش داده و درهـم    دانک. داده شد

درجـه   4محلول پپتون در دماي % 1/0آوري و در محلول  جمع
بــراي . هــاي بعــدي نگهــداري شــد بــراي آزمــون گــراد ســانتی
ها روشی که در این بخش شـرح   دار کردن مجدد دانک پوشش

  ).6، 10(هاي تک لایه تکرار شد  داده شد، با دانک
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 ٩٦

جهـت  : کارایی فرآیند ریزپوشانی بـاکتري پروبیـوتیکی  
 1تعیین کارایی فرآیند ریزپوشانی باکتري پروبیوتیکی، مقـدار  

لیتـر از   میلـی  99دانـک تولیـد شـده را در    هـاي   گرم از نمونـه 
آن   pHسیترات سدیم استریل کـه ) حجمی/وزنی% (1محلول 

 10تنظیم شده اسـت پراکنـده کـرده و بـه مـدت       6در حدود 
. زن مغناطیسی، مخلوط گردیـد  دقیقه در دماي اتاق توسط هم
هاي آلژینـات تخریـب شـده و     در طی این فرآیند دیواره دانک

بعد از این مرحلـه  . شوند ایی به بیرون رها میهاي باکتری سلول
 MRS Agarسازي انجام شده و با استفاده از محیط  عمل رقت

 48به مدت  گراد سانتیدرجه  37در شرایط هوازي و در دماي 
در نهایـت تعـداد   . ساعت کشت میکروبی انجـام گردیـد   72تا 

ایـن شـمارش در دو تکـرار صـورت     . ها شمارش گردید باکتري
ــت  ــانی  ). 10(گرف   )Encapsulation yield(کــارایی ریزپوش

  :توسط معادله زیر محاسبه گردید
)1                                                            (

 100
o

NEY
N

   

تعداد  N، )درصد(پوشانی  کارایی درون EYدر این معادله، 
) cfu/ml(هاي محبوس شده زندة رها شده از میکروسفر  سلول

طـی   پلیمـر هاي آزاد اضافه شده به مخلـوط   تعداد سلول Noو 
  .است) cfu/ml(تولید میکروسفر 

: هـا  هاي به دام افتـاده در دانـک   شمارش تعداد باکتري
هاي آلژینات سدیم حـاوي بیـومس پروبیـوتیکی بـه آب      دانک

. تلقـیح شـدند  ) حجمـی /حجمـی (درصد  10 پرتقال به میزان
سپس عمل شمارش تعداد سـلول پروبیـوتیکی قبـل و بعـد از     

لیتر  میلی 10بدین ترتیب که مقدار . پاستوریزاسیون انجام شد
 /حجمـی % 1لیتر از بافر سیترات سدیم  میلی 100از نمونه در 

دقیقه در دماي اتاق  10حجمی پراکنده شده و سپس به مدت 
لیتـر   میلی 1سپس . زده شد از همزن مغناطیسی هم با استفاده

از محلول فوق به داخـل پلیـت منتقـل شـده و بـا اسـتفاده از       
ــت   ــیط کش ــوط    MRS Agarمح ــت مخل ــرار کش   در دو تک

)pure plate (ساعت  72تا  48ها به مدت  همه نمونه. داده شد
ــاي  ــه  37در دم ــانتیدرج ــراد س ــرایط   گ ــت ش ــوازي  تح ه

یانگین همه نتایج بدست آمده به عنـوان  م. گذاري شد گرمخانه
لیتــر از نمونــه  در هــر میلــی) cfu(گیــري کلنــی  واحــد شــکل

)cfu/ml (هاي آزاد  میوه محتوي باکتري هاي آب نمونه. بیان شد
درصـد بـا    1/0جـایگزینی پپتـون واتـر    (نیز در شرایط مشـابه  

بـه منظـور حفـظ شـرایط     ) حجمـی /وزنـی % 1سیترات سدیم 
در ایــن تحقیــق بــراي . ط داده شــدندیکســان، کشــت مخلــو

 ـ گراد سانتیدرجه  70پاستوریزاسیون نمونه از دماي  مـدت  ه ب

ــه اســتفاده شــد 30 ــه. ثانی ــین نمون ــوه در  هــاي آب همچن می
روز بعد از پاستوریزاسیون به  60، 30، 15هاي نگهداري،  زمان

  ).6، 7(روش فوق مورد شمارش قرار گرفت 
هاي انجام شده روي  مونآز :هاي فیزیکی و شیمیایی آزمون

ــامل   ــدي ش ــول تولی ــل   pH: محص ــیدیتۀ قاب ــریکس و اس ، ب
و بــریکس بــه ترتیــب از  pHجهــت تعیــین . تیتراســیون بــود

ــتگاه ــاي  دسـ ــر pHهـ و ) Metrohm ،780 pH Meter(متـ
  ).6، 11(استفاده گردید ) RX-500 ،ATAGO(رفراکتومتر 

آزمون ارزیابی حسـی بـه وسـیلۀ یـک گـروه      : ارزیابی حسی
بـه روش امتیازبنـدي هـدونیک    رزیاب حسـی آمـوزش دیـده    ا
)Hedonic (اي پنج نقطه) مربوط به نمونـه بـا کمتـرین     1عدد

مربـوط بـه نمونـه بـا بیشـترین امتیـاز        5امتیاز حسی و عـدد  
هایی تهیـه و   بدین ترتیب که پرسشنامه. صورت گرفت) حسی

گزینه به عنوان  5براي هر سؤال  .بین تیم ارزیاب توزیع گردید
طعم و : سؤالات مطرح شده عبارتند از. پاسخ در نظر گرفته شد

  .کلی مزه، رایحه، بافت، رنگ، پذیرش
آنالیز آماري بـا اسـتفاده از آزمـایش    : تجزیه و تحلیل آماري

فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی و مقایسه میـانگین داده  
درصد انجـام   05/0در سطح احتمال  LSDبا استفاده از آزمون 

 8نسـخه   Statistixجهـت آنـالیز آمـاري از نـرم افـزار      . گرفت
تیمارهاي مورد مطالعه در این پژوهش شـامل  . استفاده گردید

کشت پروبیوتیکی در چهار حالت آزاد، بدون پوشش، با پوشش 
همچنین از . یک لایه و با پوشش دو لایه به محصول تلقیح شد

توریزاسیون به عنوان یک تیمار در دو سطح قبـل و  فرآیند پاس
محصـول تهیـه شـده در    . بعد از پاستوریزاسیون اسـتفاده شـد  

درجــه  4بنــدي و در دمــاي  داخــل ظــروف مخصــوص بســته 
و  30، 15، 0هـاي   در مدت زمـان ) شرایط یخچال( گراد سانتی

روز بعد از پاستوریزاسیون انبارمـانی و مـورد ارزیـابی قـرار      60
مقایسه میـانگین دادة آزمـون ارزیـابی    همچنین جهت . گرفت

درصــد  05/0در ســطح احتمــال  LSDحســی نیــز از آزمــون 
  .استفاده گردید

  هایافته  
در این بررسی از آب پرتقال حاوي باکتري پروبیوتیکی بـه  
صورت آزاد، بدون پوشش، با پوشش تک لایه و بـا پوشـش دو   

هاي بدسـت آمـده، مشـاهده     با توجه به داده. لایه استفاده شد
دار کـردن و فرآینـد پاستوریزاسـیون حرارتـی،      شد که پوشش

ه طوري ب) p>05/0(آب پرتقال داشت  pHداري بر  تأثیر معنی
در نمونـۀ آب پرتقـال حـاوي بـاکتري       pHکه کمترین مقـدار 

و قبـــل از ) فاقـــد پوشـــش(پروبیوتیـــک بـــه صـــورت آزاد 
] پاستوریزاسیون و بیشترین مقدار مربوط به آب پرتقال حـاوي  
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ــه صــورت   ــاکتري پروبیوتیــک ب ــهب ــک لای بعــد از  پوشــش ت
دار کـردن و   همچنـین پوشـش  . پاستوریزاسیون مشـاهده شـد  

داري بـر اسـیدیته    استوریزاسیون حرارتی، تأثیر معنـی فرآیند پ
و کمتــرین مقــدار ) 1جــدول ) (p>05/0(آب پرتقــال داشــت 

اسیدیته در نمونه آب پرتقال پاستوریزه شـده حـاوي بـاکتري    
بررسی تأثیر . پوشش دو لایه مشاهده شد پروبیوتیک به صورت

و دار کردن و فرآیند پاستوریزاسیون حرارتی بر بریکس  پوشش
ــده ــک  زن ــاکتري پروبیوتی ــانی ب ــی م ــال معن ــود  آب پرتق دار ب

)05/0<p .(هاي تولیـدي پاسـتوریزه نشـده حـاوي      آب پرتقال

بوده بریکس باکتري پروبیوتیک به صورت آزاد، داراي بیشترین 
البتـه در  (که تفاوت آماري چشمگیري با نمونه بدون پوشـش  

کـاهش   فرآیند پاستوریزاسیون سـبب . ، نداشت)شرایط مشابه
در دو حالت قبل و بعد از . مانی باکتري پروبیوتیک گردید زنده

ــزان    ــترین می ــی، بیش ــیون حرارت ــد پاستوریزاس ــال فرآین اعم
مانی باکتري پروبیوتیک در حالت اسـتفاده از پوشـش دو    زنده

دار  لایه مشاهده شد که این امـر بـر نقـش محـافظتی پوشـش     
  .هاي پروبیوتیک تأکید دارد کردن باکتري

  
  بر روي خصوصیات فیزیکوشیمیایی پوشانی درونتأثیر فرآیند پاستوریزاسیون حرارتی و ) اثر متقابل(برهمکنش  .1جدول 

  و زندمانی باکتري پروبیوتیک 

  
میـوه پرتقـال    مانی باکتري پروبیوتیک در آب تغییرات زنده

روز  60با گذشـت  . ارائه شده است 1پاستوریزه شده در شکل 
، بقاء باکتري پروبیوتیک گراد سانتیدرجه  4انبارمانی در دماي 

در آب پرتقال حاوي این باکتري؛  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
در حالت آزاد، بدون پوشش، پوشش تک لایه و پوشش دو لایه 
کاهش یافت که میزان این کاهش براي چهار حالت آزاد، بدون 

، %83/45پوشش، پوشش تک لایه و پوشش دو لایه به ترتیب 
همچنـین در ایـن   . گزارش گردید% 18/9و % 85/16، 60/25%

روز نگهداري، تعـداد سـلول    60تحقیق مشخص شد که بعد از 
لاکتوباســـیلوس باکتریـــایی قابـــل زیســـت بـــراي بـــاکتري 

دار نسـبت بـه نـوع آزاد، تقریبـاً بـالاتر از       پوشش اسیدوفیلوس
ml/log cfu 6 این سطح تقریباً معـادل سـطح    شمارش شد که

طبـق اسـتاندارد ملـی ایـران بـه      (غذا است  پیشنهادي صنعت
، بــه ترتیــب قابلیــت 14683و  11325، 11324هــاي  شــماره

هاي پروبیوتیک بـه کـار رفتـه در دوغ،     زیستی هر یک از سویه
ماست و بستنی پروبیوتیک تا پایان تاریخ انقضاي مصرف نباید 

ــد g/cfu 106و  g/cfu 105 ،g/cfu 106از  ــر باش ــن ). کمت در ای
تحقیق مشخص شد که تعداد بالاي سلول باکتریایی ابتـدایی،  

. تواند مقدار توصیه شده در محصول نهایی را فـراهم نمایـد   می
هاي پروبیوتیک ریزپوشانی  همچنین نتایج نشان داد که باکتري

، در )بـه صـورت آزاد  (هاي فاقد پوشـش   شده نسبت به باکتري
هفته  6ل بهتر حفاظت شدند و بعد از محیط اسیدي آب پرتقا

سـیکل   5ها بیشتر از  نگهداري مقدار شمارش شده این باکتري
ــاریتمی  ــا (لگ ــد ) <ml/cfu 105ی ــزارش ش ــدول . گ  2در ج

هاي پژوهش حاضر با سایر موارد مشابه مورد مقایسه قرار  یافته
شود نتایج پـژوهش حاضـر بـا     همانطور که مشاهده می. گرفت

  .ققان همخوانی داردنتایج سایر مح

 میانگین
  پوشانی درونکارایی  شرایط فرآیند نوع ریزکپسول

 (%) 
  ی مانی سلول زنده

)Log cfu/ml( 
   بریکس

 )درجه(
   اسیدیته

  pH )اسید لاکتیک(

      
 قبل از پاستوریزاسیون

- a 14/0± 20/12 a 07/0± 55/13 a 007/0± 765/0 e 07/0± 05/4 آزاد  
02/0± 93/94 b 11/0± 63/11 a 07/0± 45/13 a 007/0± 755/0 d 07/0± 25/4 بدون پوشش  
07/0± 73/96 b 08/0± 85/11 b 07/0± 15/13 b 00/0± 740/0 cd 00/0± 30/4 پوشش تک لایه 

 
01/0± 18/99 a 07/0± 15/12 bc 07/0± 05/13 b 00/0± 740/0 bc 00/0± 40/4 پوشش دو لایه   

 از پاستوریزاسیون بعد      

- f 03/0± 25/7 cd 07/0± 95/12 bc 007/0± 735/0 bc 00/0± 40/4 آزاد  
- e 14/0± 30/8 d 00/0± 80/12 b 00/0± 740/0 ab 07/0± 45/4 بدون پوشش 

 
- d 07/0± 95/8 e 07/0± 55/12 c 007/0± 725/0 a 07/0± 55/4 پوشش تک لایه 

 
- c 21/0± 65/9 e 07/0± 45/12 c 007/0± 725/0 ab 00/0± 50/4 پوشش دو لایه  

 .دار ندارند هاي داراي بالانویس مشابه اختلاف آماري معنی در هر ستون میانگین: نتایج *
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  مانی باکتري پروبیوتیک مقایسه تأثیر شرایط ریزپوشانی، نوع گونۀ پروبیوتیک و شرایط نگهداري محصول بر روي زنده .2جدول 
  کاهش گونۀ پروبیوتیکی طی  مرجع

 (%)دورة انبارمانی  
  اولیهتلقیح   نوع پوشش  شرایط نگهداري محصول

 )log cfu/ml( 
  محصول/گونۀ پروبیوتیک

12  81/10  oC4  /21 دوغ/لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس  60/8  -  روز 
11  00/30  oC4  /75 آب گوجه فرنگی/لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس  0/10  آلژینات کلسیم  روز 

13  50/37  oC4  /30 آب هلو/لاکتوباسیلوس پلانتاریوم 00/8  -  روز 

 آب هلو/لاکتوباسیلوس کازئی 00/8  -  روز oC4  /30  شناسایی نشد 13

13 22/22  oC4  /30 آب هلو/لاکتوباسیلوس دلبروکی 00/9  -  روز 

6  90/36~  oC4  /45 آب پرتقال/لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 40/8  آلژینات سدیم  روز 

6  29/35~  oC4  /45 آب سیب/لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 50/8  آلژینات سدیم  روز 

5  86/16~  oC4  /45 آب انار/لاکتوباسیلوس پلانتاریوم 60/8  کیتوزان/آلژینات  روز 

5  60/17~  oC4  /45 آب انار/بیفیدوباکتریوم لانگوم 60/8  کیتوزان/آلژینات  روز 

 آب پرتقال/لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس  2/7-8/9  آلژینات سدیم  روز oC4  /60  18/9-83/45 پژوهش حاضر

  

  
در چهار حالت آزاد، بدون پوشش، با پوشش تک لایه و با پوشش دو لایه آلژینات در آب پرتقال  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوستغییرات سلول باکتري  .1شکل 

  گراد سانتیدرجه  4روز نگهداري در دماي  60طی 
  

ــه ــاوي   در نمونـ ــال حـ ــاي آب پرتقـ ــیلوس هـ لاکتوباسـ
ســیکل لگــاریتمی  00/5در حالــت آزاد حــدود  اســیدوفیلوس

در طی پاستوریزاسیون حرارتی ) درصد کاهش 81/40(کاهش 
هـاي آب پرتقـال    امـا در مـورد نمونـه   ). 1جدول (مشاهده شد 

دار بـا یـک و دو    حاوي باکتري به شکل بدون پوشش، پوشـش 
لایه آلژینات، این میزان بسـیار کمتـر و بـه ترتیـب در حـدود      

، 63/28به ترتیـب  (سیکل لگاریتمی بود  50/2و  90/2، 33/3
درصد کاهش در تعـداد بـاکتري پروبیوتیـک     57/20و  47/24

تـوان بـه    که آن را می) نسبت به حالت قبل از پاستوریزاسیون
نقش حفاظتی پوشش آلژینـات در بقـاي بـاکتري پروبیوتیـک     

  .نسبت داد
ارائـه   2 نتایج ارزیابی حسی آب پرتقال تولیـدي در شـکل  

نتایج نشان داد که تأثیر نوع باکتري کپسوله شـده  . شده است
در حـالی کـه   ) p<05/0(دار  بر روي رایحۀ آب میوه غیرمعنـی 

در مورد ). p>05/0(دار بود  روي سایر خصوصیات حسی معنی
خصوصیات حسی طعم و مزه و پـذیرش کلـی، نمونـه کنتـرل     

حسـی بافـت    در مورد شـاخص . بیشترین امتیاز را کسب نمود
هاي کنترل و نمونۀ حاوي باکتري آزاد هیج اختلاف  بین نمونه

همچنــین بــین رنــگ آب . داري مشــاهده نشــد آمــاري معنــی
هاي کنترل، حاوي باکتري آزاد، بدون پوشش و پوشش  پرتقال

هـا کسـب    داري توسط ارزیاب دولایه هیچ اختلاف آماري معنی
رتقـال کنتـرل،   به طور کلـی بـین فرمولاسـیون آب پ   . نگردید

حاوي باکتري آزاد، بدون پوشش و تک لایـه اخـتلاف آمـاري    
تـوان از   داري از لحاظ پذیرش کلی مشاهده نشـده و مـی   معنی

هـاي کپسـوله شـده بـا توجـه بـه سـایر         هر یک از این نمونـه 
، جهـت  )مانی بـاکتري، اسـیدیته و غیـره    میزان زنده(فاکتورها 

  .تولید این محصول اقدام نمود
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  ) بدون کپسول و باکتري پروبیوتیک(با نمونه کنترل ) در روز اول تولید(میوة کپسوله شده   مقایسه میانگین خصوصیات حسی آب .2شکل 

  ).باشد میپاستوریزه شده نهایی  ةمیو نتایج ارائه شده مربوط به ارزیابی حسی آب(
  
  

  بحث  
در این مطالعه تأثیر فرآیند پاستوریزاسیون حرارتی بر بقاء 

ــک   ــاکتري پروبیوتی ــیدوفیلوس (ب ــیلوس اس در آب ) لاکتوباس
دلیل گزینش این بـاکتري بـه   . پرتقال مورد بررسی قرار گرفت

در . دلیل مقاومت بالاي باکتري نسبت به شرایط اسـیدي بـود  
هـاي   مانی هشت گونه مختلف پروبیوتیک با نام پژوهشی، زنده

ــوس  ــدوباکتریوم  ،)L. rhamnosus(لاکتوباســیلوس رامن بیفی
ــوم  ــال ، )B. longum(لانگــ ــیلوس ســ   یواروس لاکتوباســ

)L. salivarius( ، لاکتوباسیلوس پلانتـاریوم )L. plantarum( ،
لاکتوباسیلوس ، )L. acidophilus( لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

 Bi-04 لاکتـیس بیفیـدوباکتریوم  ، )L. paracasei( پاراکـازئی 
)B. lactis ( 07 لاکتیسبیفیدوباکتریوم و-Bi  به صورت آزاد و

پوشش یافته با آلژینات کلسیم، در تولید آب پرتقـال و سـیب   
نتایج نشان داد که تعـداد  . پروبیوتیک مورد مطالعه قرار گرفت

در درجـۀ اول  ( لاکتوباسـیلوس اسـیدوفیلوس  هاي زنـدة   سلول
نسبت ) در درجۀ دوم اهمیت( بیفیدوباکتریوم لانگومو ) اهمیت

شمارش گردید که این حالت بـه دلیـل   ها بیشتر  به سایر گونه
ــید   ــل اس ــت تحم ــن  ) Tolerance to acids(قابلی ــالاي ای ب

  . ها بوده است ریزسازواره
آب پرتقال پروبیوتیـک تولیـدي تحـت تـأثیر      pHشاخص 

ایـن نتـایج   . فرآیند پاستوریزاسیون و ریزپوشـانی قـرار گرفـت   
هــاي پروبیوتیــک تثبیــت شــده  دهــد کــه بــاکتري نشــان مــی

)Immobilized (   ،در ریزکپسول نسبت به حالت فاقـد کپسـول

 Ding and Shah. باشـند  نسبت به شرایط محیطی پایدارتر می
پروبیوتیـک تثبیـت نشـده در    هـاي   بیان نمودنـد کـه بـاکتري   

ــول  ــول (ریزکپس ــد کپس ــا فاق ــتفاده از  ) آزاد ی ــل اس ــه دلی ب
 به دلیل خصوصیت ساکارولیتیکی، این باکتري(ها  کربوهیدرات

و تولیـد مقـادیر   ) پروبیوتیک قادر به متابولیسم قندها هسـتند 
فـرآوردة تولیـدي    pHهاي آلـی، سـبب کـاهش     اندك از اسید

بــه عــلاوه، آنهــا بیــان نمودنــد کــه مقــادیري از  . گردنــد مــی
هاي پروبیوتیک فاقد کپسول کـه در طـی نگهـداري از     باکتري
اننـد  تو هـاي پروبیوتیـک مـردة آنهـا مـی      روند، سـلول  بین می

میوه رها کنند که، این  هایی جهت هیدرولیز قندها در آب آنزیم
همچنـین لازم بـه ذکـر    ). 6(مؤثر است  pHامر نیز در کاهش 

فـرآوردة تولیـدي بعـد از فرآینـد      pHاست کـه مقـادیر بـالاتر    
هــاي  تـوان بــه کـاهش تعـداد بـاکتري     پاستوریزاسـیون را مـی  

و   King.داد پروبیوتیک طـی فرآینـد پاستوریزاسـیون نسـبت    
تثبیـت شـدة     همکاران تخمیر آب گوجه فرنگی توسط سـلول 

 pHتغییـرات  . را بررسـی نمودنـد   لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
همچنـین ایـن   . نمونـه طـی تخمیـر کاهشـی گـزارش گردیـد      

ــاهش   ــل کـ ــین دلیـ ــط    pHمحققـ ــد توسـ ــرف قنـ را مصـ
و همکـاران  Pakbin ). 11(هـا عنـوان نمودنـد     میکروارگانیسـم 

لاکتوباسـیلوس  ب هلو پروبیوتیک را توسط سه باکتري تولید آ
ــی  ــاریوم  ، )L. delbruckii(دلبروکـ ــیلوس پلانتـ   لاکتوباسـ

)L. plantarum (  لاکتوباسیلوس کـازئی  و)L. casei (  مطالعـه
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 ١٠٠

ها براي هر سـه بـاکتري طـی     نمونه pHروند تغییرات . نمودند
همچنین نتایج مشابه در مـورد  ). 13(دورة تخمیر کاهشی بود 

مشاهده  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسآب چغندر توسط باکتري 
  ).14(شد 

در مـورد اسـیدیته آب پرتقـال پروبیوتیـک تولیـدي، ایــن      
فاکتور نیز تحت تأثیر فرآیند پاستوریزاسیون و ریزپوشانی قرار 

) Malic acid(میـزان اسـید مالیـک     Ding and Shah .تگرف ـ
تولیـــد شـــده در آب پرتقـــال و آب ســـیب را توســـط روش 

. گیري نمودند اندازه) HPLC(کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 
هاي پروبیوتیـک ریزپوشـانی شـده،     نتایج نشان داد که باکتري

هـاي فاقـد    کمترین میزان اسید مالیـک را نسـبت بـه بـاکتري    
همچنــین نتــایج مشــابه توســط ). 6(کپســول تولیــد نمودنــد 

Pakbin.   و همکاران در مورد تولید آب هلو پروبیوتیک توسـط
لاکتوباسیلوس پلانتاریوم ، وکیلاکتوباسیلوس دلبرسه باکتري 

نتایج حاکی از آن بود که میزان . مشاهده شد لاکتوباسیلوسو 
اسیدیته آب هلو بر حسب اسید لاکتیک طی تخمیـر افزایشـی   

ــود  ــاران  Yoon). 13(ب ــط  و همک ــدر را توس ــر آب چغن تخمی
مطالعه نمودند و بیان نمودند کـه   لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

  ).14(طی دورة تخمیر افزایش یافت اسیدیته آب چغندر 
تغییرات بریکس آب پرتقال پروبیوتیک تولیدي طی فرآیند 
. پاستوریزاسیون حرارتی و ریزپوشانی قبلاً به تفصیل آورده شد

در مـورد  Ding and Shah هـاي   نتایج ایـن پـژوهش بـا یافتـه    
آنها گزارش نمودند که . میوه سیب و پرتقال همخوانی دارد آب

میـوه پروبیوتیـک فاقـد     آب) بریکس(مواد جامد محلول میزان 
میوه ریزپوشانی شده  بالاتر از نمونه آب) به صورت آزاد(کپسول 

دهـد کـه    اختلاف در میزان مواد جامد محلول نشان می. است
هاي پروبیوتیک فاقد کپسول نسبت به انواع ریزپوشانی  باکتري

. اسـتفاده نماینـد   میـوه  توانند در آب تر  قندها را می شده آسان
آنها گزارش نمودند که کمتـرین میـزان تغییـرات مـواد جامـد      

میزان تغییر (محلول در آب سیب فاقد باکتري پروبیوتیک بود 
  ).6%) (9/11تا % 12از 

به طـور کلـی در ایـن تحقیـق مشـخص شـد کـه فرآینـد         
لاکتوباســـیلوس دار کـــردن بـــاکتري پروبیـــوتیکی  پوشـــش

عنـوان یـک عامـل مـؤثر در افـزایش      تواند به  می اسیدوفیلوس
همچنین اسـتفاده از آلژینـات   . مانی سلول باکتریایی باشد زنده

دهنده مناسـب بـراي ایـن منظـور      سدیم به عنوان یک پوشش
هـاي حاصـل از ایـن     از یافتـه . داراي کارایی بالایی بوده اسـت 

توان نتیجه گرفت که آب پرتقال ماده خام مناسبی  مطالعه می
ــأمین ر ــت ت ــد جه ــیدوفیلوسش ــیط ( لاکتوباســیلوس اس مح

تواند بـه عنـوان یـک حامـل، بـراي انتقـال        بوده و می) اسیدي
از . هاي پروبیوتیک به بدن انسان در نظر گرفته شود ریزسازواره
تواند به صورت یک نوشیدنی سـالم بـراي بهبـودي     این رو می

اخــتلالات گوارشــی بــه خصــوص در افــرادي کــه نســبت بــه  
وبیوتیک لبنی آلرژي دارند مورد اسـتفاده قـرار   هاي پر فرآورده

  .گیرد
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Background and Objectives: The non-dairy probiotic products with valuable nutritional and therapeutic properties are 
novel issues in the field of industry, nutrition and medicine. The aim of this study is investigation of the effects of 
encapsulation on the survival of probiotic bacteria by emulsification method during heat the pasteurization process of 
orange juice.  

Materials and Methods: In this research, L. acidophilus bacterium was used as probiotic genus in the orange juice. 
The probiotic bacteria were inoculated into orange juice in four forms: free, uncoated, monolayer coating and multilayer 
coating. Encapsulation of the probiotic bacteria was carried out by emulsification method by calcium alginate. The 
enumeration of probiotic microorganisms were carried out as pure plate in the culture medium of MRS Agar under the 
aerobic conditions at 37oC for 48-72h. Statistical analysis was performed by factorial arrangement based on completely 
randomized design (CRD) in 0.05% confidence level. 

Results: The results indicated that the viability loss of L. acidophilus bacteria undergoing pasteurization process was 
about 5 logarithmic cycles in free form whereas in the orange juice contained uncoated, monolayer and multilayer 
bacteria, this value was much lower (reported as about 3.33, 2.90 and 2.50 logarithmic cycles, respectively). 

Conclusion: Orange juice is an appropriate raw material to provide the growth of L. acidophilus bacteria, and could be 
considered as a carrier for transferring the probiotic bacterium to the host body. 

Keywords: Orange juice, Pasteurization, Encapsulation  
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