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 چکیده
ها نسبت به شرایط نامناسب محیطی چالش کلیدي حساسیت پروبیوتیک. ها در بدن میزبان اثرات سلامت بخش دارندپروبیوتیک :سابقه و هدف
و ریزپوشـانی بـر قابلیـت زنـده مـانی در برابـر        PTCC 1644بیفیـدوم   بیفیدوباکتریومهدف از این تحقیق بررسی فرآیند تثبیت . کاربرد آنهاست

  .باشدشرایط نگهداري سرد و معده می

 سپس با. دو حالت تثبیت شده بر روي فیبر گندم و آزاد تهیه شدند در PTCC 1644 بیفیدوم بیفیدوباکتریوم سوسپانسیون :هامواد و روش
 .به روش انجمادي خشک شدند پکتین ریزپوشانی و+ پروتئین آب پنیر  پروتئین آب پنیر، و ایزوله زیست بسپارهاي پکتین، ایزوله از استفاده

 و و نگهداري سرد، شبیه سازي شده معده شرایط برابر در(%) مانی  نرخ زنده ،(%) ریزپوشانی کارایی لحاظ به آمده به دست هايدانک
  .شدند بررسی روبشی الکترونی میکروسکوپ کمک به مورفولوژیکی خصوصیات

در برابر شرایط ) آزاد سلول(در مقایسه با نمونه کنترل  PTCC1644 بیفیدوم بیفیدوباکتریومفرآیند ریزپوشانی باعث افزایش مقاومت  :هایافته
پروتئین آب  بیشترین کارایی ریزپوشانی و قابلیت زنده مانی در برابر شرایط نگهداري سرد و معده در تیمار ایزوله. نگهداري سرد و معده گردید

ط فرایند تثبیت سلولی باعث کاهش کارایی ریزپوشانی و نرخ زنده مانی در برابر شرای. پکتین در مقایسه با سایر تیمارها مشاهده شد+ پنیر 
هاي به دست در قالب طرح کاملا تصادفی و به کمک آزمون داده .محیطی و معده در مقایسه با تیمارها مشابه و بدون فرایند تثبیت شد

  .تجزیه و تحلیل شدند% 5فاکتوریل در سطح 
ها ر مناسبی جهت تهیه و نگهداري سلولتواند راهکامی پکتین + پروتئین آب پنیر توسط ایزوله بیفیدوم بیفیدوباکتریومریزپوشانی  :گیري نتیجه
  .باشد

    پکتین صمغ ریزپوشانی، ایزوله پروتئین آب پنیر، پروبیوتیک، :واژگان کلیدي

  مقدمه 
 فراسـودمند  غـذاهاي  مصـرف  بـه  تمایل اخیر هايسال در
 هـا پروبیوتیـک . )1( اسـت یافتـه   گسترش هاپروبیوتیک حاوي
 بدن، ایمنی سیستم ارتقاء روده، طبیعی میکروفلور حفظ باعث
 سـطح  کـاهش  لاکتـوز،  تحمـل  عـدم  بـه  مبـتلا  بیماران بهبود

شـوند  میزبان مـی  در زاییسرطان خواص ضد خون و کلسترول
هـاي  ترین بـاکتري  از جمله مهم بیفیدوباکتریوم هاي سویه .)2(

که بـه طـور طبیعـی در فلـور روده بـزرگ       هستندپروبیوتیک 
ــی   ــده م ــان دی ــوند انس ــان. )3(ش ــدس محقق ــی ح ــدم  زنن

 باعـث مهـار  روده بزرگ میزبان  pH کاهش ها بابیفیدوباکتریوم

چـالش اساسـی بکـارگیري    . )4( شـوند زا مـی ترکیبات سرطان
پروبیوتیک حساسیت نسبت به شرایط محیطی و عبور زنـده از  

در ایـن خصـوص   . )5(شرایط اسـیدي دسـتگاه گـوارش اسـت     
به عنوان راه حل مؤثر موردتوجه قـرار   هاریزپوشانی پروبیوتیک

تـرین  ر از جمله رایجپنی ایزوله پروتئین آب .)1، 6(گرفته است 
-زیسـت بســپارها اســت کــه بـا دارا بــودن مقــادیر بــالاي بتــا  

ــولین  ــی ژل) ß-Lactoglobulin(لاکتوگلوبـ ــی و از ویژگـ دهـ
. دهی مناسـبی در فرآینـد ریزپوشـانی برخـوردار اسـت     پوشش

ــر     ــروتئین آب پنی ــدروژل پ ــیمیایی هی ــیات فیریکوش خصوص
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در اطـراف ذرات،  منحصر بفرد بوده و با ایجاد شبکه سه بعـدي  
 استفاده امروزه). 7(نقش مؤثري در رهاسازي کنترل شده دارد 

ــا همــراه ســلولی بــر روي فیبرخــام روش تثبیــت از فرآینــد  ب
جهت افزایش کارایی ریزپوشـانی و مقاومـت سـلول     ریزپوشانی

. گرفتـه اسـت   قرار توجه در برابر شرایط نامساعد محیطی مورد
Shaharuddin  و Muhamad )8(   تأثیر فیبر باگاس نیشکر بـر

 Lactobacillus(لاکتوباسیلوس رامنوسوس فرآیند ریزپوشانی 

rhamnosus(   ــر در ــزودن فیب ــد اف را بررســی و گــزارش نمودن
باعــث افــزایش کــارایی  )آلژینــات ســدیم: فیبــر ( 1:1نســبت 

تأثیر فیبـر   )9(و همکاران   Chitprasert.استریزپوشانی شده 
آلومینیـوم  سـلولز متیـل ترکیب کربوکسی سبوس برنج همراه با

لاکتوباسـیلوس  را بـر کـارایی ریزپوشـانی    ) پلیمـر : ، فیبر 1:1(
بررســی و گـزارش نمودنــد   )Lactobacillus reuteri(روتـري  

-بررسـی  .فرایند تثبیت باعث کاهش راندمان کارایی شده است
دهد تـاکنون تحقیقـاتی در خصـوص    هاي انجام شده نشان می

 بیفیـــدیوم بیفیـــدیوباکتریوم تـــأثیر فرآینـــد تثبیـــت   

)Bifidobacterium bifidum (  بر روي فیبر انجام نشـده اسـت .
بیفیـدیوباکتریوم بیفیـدیوم   در این پژوهش هدف تهیـه دانـک   

پنیـر و نیـز تثبیـت    ایزوله پـروتئین آب  برپایه ترکیبات پکتین،
م است بطوري که کـه بتوانـد کـارایی    سلولی بر روي فیبر گند

 30(ریزپوشانی و قابلیت زنده مانی را در شرایط انبارداري سرد 
  . و معده را بهبود بخشد) گراد درجه سانتی 4روز، دماي 

  هامواد و روش  
ــواد  ــین، :م ــر  پکت ــروتئین آب پنی ــه پ ــد، 80 ایزول  ال درص

ــتئین ــد  سیسـ  L-Cysteine hydrochloride(هیدروکلرایـ

monohydrate( تیوگلیکـــــولات  ســـــدیم و)Sodium 

thioglycollate( گندم، رژیمی فیبر و آلدریچ سیگما شرکت از 
 تهیـه ) Tetrakim(تتـراکم   شـرکت  از 80 توئین و کتیرا صمغ
 ،)Calcium chloride dihydrate(آبه  دو کلسیم کلراید. شدند
 De Man, Rogosa and Sharpe( مـایع  MRS کشـت  محیط

agar(، و گلیسـرول  واتر، پپتون سدیم، کلرید کلریدریک، اسید 
 گـردان آفتاب روغن و آلمان مرك شرکت از سدیم هیدروکسید

 .گردیدند تهیه اویلا تجاري و با برند شهر سطح از
 بیفیـدوم  بیفیـدوباکتریوم  بـاکتري : و تکثیر باکتریایی گونه

PTCC 1644 میکربـی  کشت کلکسیون از لیوفیلیزه صورت به 
 بـراي . شد خریداري ایران صنعتی و علمی هايپژوهش سازمان
 ال+   MRS حـاوي  مــایع کشـت  محـیط  بــه بـاکتري  تکثیـر، 

 تیوگلیکـولات  سـدیم ) + درصـد  5/0( هیدروکلرایـد  سیستئین
 در و تلقـیح ) درصـد  1/0( آبه دو کلسیم کلراید) + درصد 2/0(

 37 سـاعت،  72( شـیکردار  انکوباتور داخل به هوازي بی شرایط

 100سـپس مقـدار   . شـد  منتقل) rpm 120گراد،  سانتی درجه
میکرولیتر از سوسپانسـیون میکربـی بـه محـیط کشـت جامـد       

 37 سـاعت،  72(ي الذکر منتقل و پـس از گرمخانـه گـذار   فوق
کلنی خالص به محیط کشت مایع منتقـل و  ) گراد سانتی درجه

گـراد،   درجـه سـانتی   37سـاعت،   24(گـذاري   مجددا گرمخانه
rpm 120 (لیتـر از  میلـی  5جهت تثبیـت سـلولی مقـدار    . شد

بسپار ( 1:1کشت به دست آمده به همراه فیبر گندم در نسبت 
لیتر محیط کشت اسـتریل اضـافه و مجـدداً    میلی 45به ) فیبر: 

) rpm 200گراد،  درجه سانتی 37ساعت،  24(گرمخانه گذاري 
در تیمارهاي بدون تثبیت سـلولی، از کشـت میکربـی    ). 8(شد 
 دسـتگاه  کمـک برداشـت سـلولی بـه    . ساعته استفاده شـد  24

 بـه  g3500 سـرعت  بـا ) آلمـان  ،Eppendorf 5810( سانتریفوژ
 محلـول  بـا  شستشـو  مرحلـه  دو سپس و انجام دقیقه 15 مدت

د منحنـی رش ـ . )10( انجام گردیـد  استریل) درصد 1/0( پپتون
پورپلیـت و جـذب    -جمعیت بـه روش رقیـق سـازي سـریالی     

نـانومتر بـه کمـک اسـپکتروفتومتر      620سنجی در طول مـوج  
)Cecilرسم شد) ، انگلستان.  

پنیر طبق محلول سازنده دانک ایزوله پروتئین آب: دانک هیته
بــا انــدکی   )Tellioglu Harsa )2015 ()11و  Çabukروش 

درصـد ایزولـه    9بدین منظور ابتدا محلـول  . تغییرات تهیه شد
پروتئین آب پنیر تهیه و جهت دناتوراسـیون پروتئینـی، بـراي    

گراد گـرم و پـس از    درجه سانتی 80دقیقه در دماي  30مدت 
جهت تهیه محلول سازنده جـداره  . آن تا دماي محیط سرد شد

آب مقطر استریل تهیه  درصد پکتین در 2پکتین، ابتدا محلول 
گـراد بـه    درجـه سـانتی   72در دماي (و پس از پاستوریزاسیون 

بـراي تهیـه    .)12(فورا در آب یخ سرد گردیـد  ) ثانیه 30مدت 
 + WPI(پکتین + محلول جداره حاوي ایزوله پروتئین آب پنیر 

Pec( ابتدا محلول پکتین ،)با محلول ایزوله پـروتئین  ) درصد 2
مخلـوط و سـپس بـه کمـک      1:1به نسبت ) درصد 9(آب پنیر 

بـراي مـدت    rpm 2000در سرعت  )آلمان ،Heidolph(همزن 
 /امولسیفیکاسـیون  تکنیـک  بـا  هـا دانـک . دقیقه همگن شد 30
  و همکـاران    Nualkaekulبا کمی تغییر طبـق روش   سازيژل

لیتـر از سوسپانسـیون   میلـی  1بدین منظـور   .)12(شدند  هیهت
بیفیـدوم   بیفیـدوباکتریوم ساعته  24سلولی تهیه شده از کشت 

PTCC 1644  حاويlog Cfu/g  108×5/1   لیتـر از  میلـی  9بـا
هاي سازنده دانک در شرایط استریل مخلـوط  هرکدام از محلول

)rpm 200 ،30 به سوسپانسیون به دست آمده، . شدند) دقیقه
 نسبت گردان به روغن آفتاب و) درصد 1( 80 توئین امولسیفایر

 به rpm2000( اضافه و مخلوط) روغن: سوسپانسیون ( 15/1:1
تشـکیل  ) w/o( یکنواخـت   شدند تا امولسیون) دقیقه 30 مدت
 محلـول  بـه  آرامـی  بـه  سپس به کمک سـرنگ اسـتریل   .گردد
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CaCl2 )1/0 سوسپانسیون بـه دسـت آمـده    . شد افزوده) مولار
 30 ، مـدت rpm 160(همـزده شـده    توسط همزن مغناطیسی

سپس مجـددا توسـط مخلـوط    . تا دیواره استحکام یابد) دقیقه
بـراي   rpm 1000  در سـرعت ) آلمان، Eppendorf 5810(کن 

 ساعت همگن 1براي مدت ) حمام یخ(در شرایط سرد  1مدت 
 g 300دور  بـا  سانتریفیوژ کمک به روغنی نیز فاز. )10( گردید

هـاي رسـوب   دانـک . )13( گردیـد  جداسازي دقیقه 5 مدت به
بـه   )14( اسـتریل  مقطـر  یافته پس از دو مرتبه شستشو با آب

و تا زمان انجـام   خشک) ، انگلستان Armfield( روش انجمادي
در هـاي پلاسـتیکی اسـتریل جداگانـه،     آزمایشات درون کیسه

 .نگهداري شدند) ساعت 24حداکثر (گراد  درجه سانتی 4دماي 
کــارایی ریزپوشــانی طبــق روش    : کــارایی ریزپوشــانی 

Sandoval-Castilla    بـدین  . )15(و همکاران محاسـبه گردیـد
، 1/0 مـولار (گرم دانک در محلول بافر فسـفات   1منظور مقدار 

2/7 pH= ( دقیقه در دماي محیط مخلـوط شـد  10براي مدت .
ها طبـق توضـیحات داده شـده در مرحلـه تکثیـر،      تعداد سلول
 محاسـبه  زیـر  فرمـول  کمـک  ریزپوشانی بـه  کاراییشمارش و 

  .گردید
  (N/N0)×100= درصد زنده مانی  

N  :زنده در دانک هايسلول تعداد )log Cfu/g (، N0  : تعـداد 
  .در سوسپانسیون )log Cfu/g( زنده هايسلول

: معده شده سازي شبیه شرایط در هاسلول مانی نرخ زنده
 شـیره  لیتـر میلـی  10 بـه  هاي تهیه شدهدانک از گرم 1مقدار 
) + مـولار  08/0( کلریدریک اسید حاوي معده شده سازي شبیه
به کمـک همـزن    5/1 حدود pH در )درصد 2/0( سدیم کلرید

. شـد  مخلـوط ) گـراد  درجه سانتی 37دقیقه،  120(مغناطیسی 
ــان در ــاي زم ــاي   120 و 90 ،60 ،30 ،0 ه ــلول ه ــه، س دقیق

 45/0(میلی لیتر از سوسپانسیون به کمک فیلتـر   1موجود در 
جدا و پس از دو مرحله شستشو بـا محلـول پپتـون    ) میکرومتر

  ).10(مطابق توضیحات بخش تکثیر، شمارش گردیدند  1/0
 بـه منظـور   :ها در شرایط انبـارداري سلول مانی زنده نرخ

 PTCC بیفیدوم بیفیدوباکتریومهاي دانک مانیتعیین نرخ زنده

تعـداد   ،)گـراد  درجه سـانتی  4(روز نگهداري  30در طی  1644
هاي زنده طبق روش ذکر شده در مرحله تکثیر شـمارش  سلول

بر پایه تعداد سـلول زنـده اولیـه در    ها سلول مانی درصد زندهو 
  . محاسبه شد) زمان صفر(دانک 

ــین ــیات تعی ــوژي خصوص ــک مورفول ــیات: دان  خصوص
 الکترونـی روبشـی   میکروسـکوپ  کمـک  ها بهدانک مورفولوژي

)LEO1430VP اردبیلی محقق دانشگاه در) انگلستان -، آلمان 
 هــايدانــک از مقــداري منظـور  بــدین. گردیــد بــرداريتصـویر 

 دوطرفـه  چسـب  بر روي PTCC 1644 بیفیدوم بیفیدوباکتریوم
 بـا  را نمونـه  دور سپس. شد دفع اضافی ذرات سلولزي منتقل و

 بسـیار  لایـه  بـا  خـلاء  تحـت  و اي پوشانده نقره رساناي چسب
ــازکی ــاژ از ن ــالادیوم/طــلا آلی  آرگــونی پلاســماي محــیط در پ
  .)16(شد  تصویربرداري مختلف هايبخش از و دهیپوشش
در این تحقیق جنس جداره : اطلاعات تحلیل و تجزیه روش

 ،(Pec) پکتـین  ریزپوشانی بـا محلـول  سطح شامل  7دانک در 
، )Fib + Pec(تثبیت سـلولی و ریزپوشـانی بـا محلـول پکتـین      

تثبیت سـلولی    ،(WPI) ریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر
ــا محلــول پــروتئین آب پنیــر  ، )Fib + WPI(و ریزپوشــانی ب

ــین     ــر و پکتـ ــروتئین آب پنیـ ــول پـ ــا محلـ ــانی بـ   ریزپوشـ
(WPI + Pec)،  و تثبیت سلولی و ریزپوشانی با محلول پروتئین

بـاکتري  . انتخـاب شـد   (Fib + WPI + Pec)آب پنیر و پکتین 
آزاد خشـک شـده بـه     PTCC 1644 بیفیـدوم  بیفیـدوباکتریوم 

. روش انجمادي نیز به عنوان تیمار کنترل در نظـر گرفتـه شـد   
مانی در شرایط سرد و شرایط معـده  در آزمون ارزیابی نرخ زنده

 30و  20، 10، 0(سـطح   4به ترتیب مدت زمان نگهـداري در  
. انتخاب شدند) دقیقه 120و  90، 60، 30، 0(سطح  5و )  روز

 پایـه  بـر  داده هـا  آمـاري  لیزها سه بار تکـرار و آنـا  کلیه آزمون
 مقایسه و انجام تصادفی کاملاً طرح قالب در فاکتوریل آزمایش

 95 سـطح اطمینـان   در دانکن آزمون کمک به هامیانگین داده
  .صورت پذیرفت 1/9 نسخه SAS افزار نرم از استفاده با درصد

 هایافته  
هـاي مختلـف بـر    نتـایج حاصـل از تـأثیر پوشـش     1شکل 

 PTCC بیفیـدوباکتریوم بیفیـدوم  کارآیی ریزپوشـانی بـاکتري   

  .دهد را نشان می 1644
بررسی کارآیی ریزپوشانی تیمارهاي مختلف نشـان دهنـده   

نشـان   1شکل  .)>05/0p(آنها با یکدیگر است  دار معنیتفاوت 
دهد استفاده ترکیبـی پکتـین و ایزولـه پـروتئین آب پنیـر       می

در مقایسه با کاربرد تنهایی ایزوله پروتئین %) 60/55 -01/52(
ــر  ــین %) 07/41 - 83/37(آب پنی ، %)96/34 - 51/30(و پکت

ــت  ــانی شــــده اســ ــارآیی ریزپوشــ ــزایش کــ   . باعــــث افــ
%) 60/55(ي طوري که بیشترین کارایی ریزپوشانی در تیمارها

WPI + Pec همچنین نتایج بـه دسـت آمـده نشـان     . دیده شد
دادند فرآیند تثبیت سلولی باعث کاهش کارآیی ریزپوشانی در 
مقایسه با تیمارهاي بدون تثبیت سلولی با فرمول یکسان شـد  

%) 51/30(به طوري که کمترین کـارایی ریزپوشـانی در تیمـار    
Pec+Fib  05/0(دیده شدp<(.   
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 ٦٤

  
فیبر و ریزپوشانی با  فرآیند تثبیت بر روي: Fib + Pecریزپوشانی با محلول پکتین، :  PTCC1644  .Pec بیفیدوباکتریوم بیفیدوم (%) کارایی ریزپوشانی .1شکل

: WPI + Pecفیبر و ریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر،  تثبیت بر رويفرآیند : Fib + WPIریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر، : WPIمحلول پکتین، 
حروف . پکتین+   فیبر و ریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر فرآیند تثبیت بر روي:  Fib + WPI + Pecپکتین، + ریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر 

  .است% 5طح متفاوت در بالاي هر ستون بیانگر اختلاف معنادار در س
  

هاي بـاکتري  هاي مربوط به نرخ زنده مانی دانکنتایج داده
سـازي  در شـرایط شـبیه   PTCC1644 بیفیدوباکتریوم بیفیدوم

ارزیـابی انجـام شـده    . آورده شـده اسـت   2شده معده در شکل
نشان داد در تمامی تیمارها باگذشـت زمـان نـرخ زنـده مـانی      

و  Fib + Pecهاي بیشترین کاهش در تیمار. یافته است کاهش
Pec ثانیـه تعـداد    30طوري کـه پـس از   ه و کنترل دیده شد ب

بـالاترین نـرخ زنـده     ).نتایج آورده نشدند(سلول زنده صفر بود 

%) 09/87( دقیقـه بـه ترتیـب در تیمارهـاي     120مانی پس از 
WPI + Pec ،)84.53 (%Fib + WPI + Pec  ،)79/69(%  

WPI 52/69(و (%Fib + WPI همچنین نتایج بـه  . مشاهده شد
هایی که در تهیه آنهـا از فرآینـد   دست آمده نشان دادند، دانک

تثبیت استفاده شده در مقایسه با ترکیبات مشابه بـدون فیبـر،   
  .نرخ زنده مانی پایین تري دارند

  

 
ریزپوشانی با محلول پکتین، :  5/1pH= . Pecسازي شده معده با در شرایط شبیهPTCC 1644  دانک هاي بیفیدوباکتریوم بیفیدوممانی نرخ زنده. 2شکل 

Fib + Pec :فیبر و ریزپوشانی با محلول پکتین،  فرآیند تثبیت بر رويWPI : ،ریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیرFib + WPI :فیبر  فرآیند تثبیت بر روي
فیبر و  فرآیند تثبیت بر روي: : Fib + WPI + Pec پکتین، + ریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر :  WPI + Pecو ریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر،  

  .است% 5حروف متفاوت در بالاي هر ستون بیانگر اختلاف معنادار در سطح . پکتین+  ریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر
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بیفیـدوباکتریوم بیفیـدوم   هـاي حـاوي   مانی دانک نرخ زنده
PTCC 1644 ــدت  در ــداري  30م ــاي (روز نگه درجــه  4دم

در تمــامی . نشــان داده شــده اســت 3در شــکل ) گــراد ســانتی
)  10در روزهاي صـفر و   WPI + Pecبه استثناء تیمار (تیمارها 

ي بر کاهش نرخ زنده مـانی  دار معنیمدت زمان نگهداري تأثیر 
بیشترین کاهش نرخ زنـده مـانی در نمونـه      .)>05/0p(داشت 
دیده شد به طـوري کـه در روز   ) باکتري بدون پوشش(کنترل 

ام ارزیابی، مقدار آن صفر بود که بیـانگر حساسـیت سـلول     10
نی در روز بیشترین نـرخ زنـدما  . نسبت به شرایط محیطی است

ــی ــاي  س ــب در تیماره ــه ترتی ، WPI + Pec%) 77/75(ام ب
)66/74 (%Fib + WPI + Pec ،)61/67 (% WPI و)53/66 (%

Fib + WPI  05/0(دیده شدp<(،     حال آنکه ایـن مقـدار بـراي
تصاویر  4شکل . صفر درصد بود Fib + Pecو   Pec   تیمارهاي

. دهـد  مـی هاي تهیه شـده را نشـان   میکروسکوپ روبشی دانک
هـا بطـور کامـل درون    شـود سـلول   طور که مشاهده مـی  همان

. پوشش قرار گرفته و اجزاء کـروي شـکلی را تشـکیل داده انـد    
 -4شکل (ریخت شناسی دانک هاي تهیه شده از بسپار پکتین 

دهد که در مقایسه با دانـک   ها و حفراتی را نشان میترك) الف
ــار  ــکل ( Fib + Pecتیم ــدار آن ک) ب -4ش ــت مق ــر اس . مت

شـکل  (همچنین در دانک تهیه شده با ایزوله پروتئین آب پنیر 
هاي منفـرد را بـه همـراه تـرك     تراکم بیشتري از سلول) ج -4

شود کـه در مقایسـه بـا     ها و حفرات کوچک دیده می خوردگی
  .باشدکمتر می Fib + Pecو  Pecتیمارهاي 

) ه-4شــکل ( WPI + Pecدانــک هــاي حاصــل از تیمــار 
، و با کمترین حفرات کوچک را و صافی املاً یکنواختپوشش ک
هـا بصـورت منفـرد در کنـار     دهـد کـه در آن سـلول    نشان می

شـکل  ( Fib + WPIحال آنکه در تیمارهاي . یکدیگر قرار دارند
پوشـش کامـل و    )و - 4شـکل  ( Fib + WPI + Pecو  )د - 4

  .  هاي تراکم یافته ایجاد شده استیکنواختی بر روي سلول

  
 
 

 
  

ریزپوشانی با : Pec).گراددرجه سانتی 4دماي (هاي مختلف نگهداري در طی زمان PTCC 1644بیفیدوباکتریوم بیفیدوم باکتري (%) مانی نرخ زنده. 3شکل
فرآیند تثبیت : Fib + WPIریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر، : WPIفیبر و ریزپوشانی با محلول پکتین ،  فرآیند تثبیت بر روي:  Fib + Pecمحلول پکتین، 

تثبیت بر  فرآیند: : Fib + WPI + Pec پکتین، + ریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر : WPI + Pecفیبر و ریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر،  بر روي
  .است% 5حروف متفاوت در بالاي هر ستون بیانگر اختلاف معنادار در سطح . پکتین+   شانی با محلول پروتئین آب پنیرفیبر و ریزپو روي
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 ٦٦

  
فرآیند تثبیت بر : :ب (Pec)  ریزپوشانی با محلول پکتین: الف. PTCC 1644 بیفیدوم بیفیدوباکتریوم هاي روبشی دانک الکترونی میکروسکوپ تصویر .4 شکل 

فیبر و ریزپوشانی با محلول  فرآیند تثبیت بر روي :د ،(WPI) ریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر: ج ، )Fib + Pec(و ریزپوشانی با محلول پکتین فیبر  روي
ریزپوشانی با محلول پروتئین فیبر و  فرآیند تثبیت بر روي :و ،(WPI + Pec) پکتین+ ریزپوشانی با محلول پروتئین آب پنیر : ، ه)Fib + WPI(  پروتئین آب پنیر

  .(Fib + WPI + Pec)پکتین +   آب پنیر
  
  
  بحث  

 بیفیـدوم  بیفیـدوباکتریوم در این مطالعه تأثیر فرآیند تثبیت 
PTCC 1644  بر روي فیبر گندم به همراه ریزپوشانی بر کارایی

مانی در برابر شرایط نگهداري سـرد و  ریزپوشانی و قابلیت زنده
نشان  کارایی ریزپوشانی. شبیه سازي شده معده بررسی گردید

-مـانی سـلول  دهنده تأثیر روش ریزپوشانی و ترکیبات بر زنده
  Muhamad و  Shaharuddin ).11(باشد هایی تلقیح شده می

ریزپوشـانی باعـث   بیان داشتند مرحلـه اکسـتروژن در فرآینـد    
هـا  مـانی سـلول   آسیب به بـاکتري و در نتیجـه کـاهش زنـده    

نتایج این پـژوهش نشـان داد نـوع پلیمـر مـورد      . )8(گردد  می

 Chavarri. ي بر کارایی ریزپوشـانی دارد دار معنیاستفاده تأثیر 
را درون  بیفیـدوباکتریوم بیفیـدوم  بـاکتري  ) 2010(و همکاران 

قرار داده و کارایی ریزپوشـانی را   هایی از پوشش کیتوزاندانک
و همکـــاران، بـــاکتري  Zou .)17( گـــزارش نمودنـــد%  2/40

را با استفاده از پوشش آلژینـات   F-35 بیفیدوباکتریوم بیفیدوم
در پـژوهش  . )18(را بیان داشـتند  % 1/70ریزپوشانی و کارایی 

متغیـر  % 01/52تا  51/30حاضر کارایی ریزپوشانی در محدوده 
تواند به دلیل تفاوت در استرین، سـن  تفاوت گزارشات می. بود

همچنین نتایج . باکتري، نوع بسپار و همینطور روش تهیه باشد
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تحقیق حاضر نشان داد فرآیند تثبیـت سـلولی باعـث کـاهش     
کارایی ریزپوشانی در مقایسه با تیمار بدون فرایند تثبیـت و بـا   

 گسـترده  سطح گزارش شده فیبر با ایجاد. دانک یکسان گردید
 تثبیـت  هـاي پروبیوتیـک  انبـوه  سازنده دانک، محلول داخل در

 از آب هــايباعـث خــروج مولکـول   و انداختـه  تلــه بـه  را شـده 
شده و نهایتاً کاهش کارایی ریزپوشـانی را   ریزپوشانی ماتریکس

  ).9(بدنبال دارد 
نشـان   Fib + Pecو  Pecبررسی نتایج حاصل از تیمارهـاي  

تواننـد روش مناسـبی بـراي افـزایش     دهد این تیمارها نمی می
در شـرایط   PTCC 1644 بیفیـدوباکتریوم بیفیـدوم  زنده مـانی  

ــرد  ــداري س ــده ) روز 20(نگه ــندو مع ــاران و  Jung. باش همک
هـاي تهیـه شـده از صـمغ     گزارش کردند خشک کـردن دانـک  

بـر  پکتین به روش انجمادي باعث کاهش مقاومت سـلول در برا 
کـن  خشـک گـزارش شـده   ). 19(شرایط محیطی شـده اسـت   

هـاي پکتینـات   تواند موجب فروپاشی دیواره دانک انجمادي می
هایی در دیواره دانک ایجـاد  کلسیم شده و بدنبال آن شکستگی

، که با نتایج به دست آمده در این تحقیـق تطبیـق   )20(نماید 
دلایلـی   هـا از جملـه  وجود روزنه و شکاف در سطح دانک. دارد

تواند تفاوت قابلیت زنده مانی دانـک هـاي   است که احتمالا می
تیمارهاي مختلف را در برابر شرایط محیطی و معده را توجیـه  

تخلخل و شکاف در دیواره باعث نفوذ گزارش شده وجود . نماید
اسید به بخش درونی دانک شده و احتمالاً مرگ سـلولی را بـه   

در  WPIهـاي حاصـل از تیمـار    تصاویر دانک .)21(دنبال دارد 
ساختار یکنواخـت تـر بـا حفـرات      Fib + Pecو  Pecمقایسه با 

 بـه  وجـود حفـرات کوچـک احتمـالاً    . دهد کوچکی را نشان می
 اسـت کـه پـس از تبخیـر     مـاتریکس  از ذرات یخ تصعید دلیل

ــی   ــاد م ــی را ایج ــد  حفرات و  De Castro-Cislaghi. )22(کن
هاي آب پنیر تحت دماي بـالا  همکاران گزارش نمودند پروتئین

 اسـت  ژل داده و از قابلیت مناسبی جهت تهیه دانک برخـوردار 
دهـد بسـپار ایزولـه     نتایج پژوهش حاضر نیـز نشـان مـی   . )23(

تـري را  پروتئین آب پنیر در مقایسه با پکتین، دانک هاي مقاوم
. در برابر شرایط نگهـداري سـرد و معـده فـراهم نمـوده اسـت      

میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی بخـوبی نشـان دادنـد       تصاویر 
هـا را در تیمارهـاي   فرآیند تثبیت سلولی تراکم بالایی از سلول

Fib + WPI  وFib + WPI + Pec   ًبـه  ایجاد نموده که احتمـالا
هـا بـه تثبیـت    دلیل نقش فیبر در تثبیت سلولی و تمایل دانک

اره این خصوصیت به جنس دیـو . )24(باشد  در سطح جامد می
 - 4شـکل  ( Fib + Pecدانک بستگی دارد طوري که در تیمـار  

پایین تر بـودن نـرخ زنـده    . کمترین مقدار تراکم دیده شد) ب
مانی تیمارهاي داراي فراینـد ثبیـت در مقایسـه بـا تیمارهـاي      
بدون تثبیت و با جداره یکسان، در برابر شرایط نگهداري سـرد  

و ایجـاد سـاختار    و معده، احتمـالاً بـه غیرفعـال شـدن سـلول     
و همکاران گـزارش   Kourkoutas. گردد ها باز میمتراکم سلول

توانـد نفوذپـذیري غشـاء،    نمودند، فرآینـد تثبیـت سـلولی مـی    
مورفولوژي سلولی، قابلیت دسترسـی سـلول بـه مـواد غـذایی،      
کشش سطحی و تعادل اسمتیک اطراف سـلول را تغیـر داده و   

بــر عوامــل نامســاعد در نتیجـه باعــث حساســیت سـلول در برا  
در برابـر شـرایط   مـانی  بیشترین نرخ زنـده ). 25(محیطی شود 

هاي تهیه شـده بـا پوشـش حـاوي     محیطی و گوارشی در دانک
وجود ساختمان یکنواخت . پروتئین آب پنیر و پکتین دیده شد

ایزوله پـروتئین  + هایی با جنس دیواره پکتین و صاف در دانک
-هـاي  الکترواستاتیک میـان گـروه  آب پنیر به دلیل کمپلکس 

NH3
). 26( باشـد پکتـین مـی   -COOH-و  پروتئین آب پنیـر   +

Gerez    ــک ــد دان ــزارش نمودن ــاران گ ــیلوس و همک لاکتوباس
+ پوشش داده شـده بـا ایزولـه پـروتئین آب پنیـر       رامنوسوس

دقیقه قرارگیـري در شـیرابه شـبیه سـازي      120پکتین، بعد از 
درصـدي را   95حـدود  ه مـانی  نرخ زنـد ) pH=2/1(شده معده 
 WPI + Pec) %09/87(که در مقایسه با تیمـار   )27(نشان داد 

کـه احتمـالاً بـه     اسـت پژوهش حاضر، نرخ زنده مانی بـالاتري  
سازي شـده  شیرابه شبیه pHدلیل تفاوت در سویه باکتریایی و 

  . باشد
نتیجه گیري کلی این که فرآیند ریزپوشانی نقـش مـؤثري   

 PTCC بیفیـدوباکتریوم بیفیـدوم  مـانی بـاکتري   در حفظ زنده

درجــه  4(در برابــر شــرایط گوارشــی و نگهــداري ســرد  1644
این خصوصیت تابع نـوع پوشـش بکـار رفتـه     . دارد) گراد سانتی
ــت ــک    . اس ــد دان ــان دادن ــده نش ــت آم ــه دس ــایج ب ــاي نت ه

تهیـه شـده بـا پوشـش      PTCC 1644 بیفیدوباکتریوم بیفیدوم
پکتین بـالاترین نـرخ زنـده مـانی در     + رایزوله پروتئین آب پنی

شرایط نگهداري سرد و شبیه سازي شده معده را نشان داد که 
تواند به عنوان روش مؤثري در نگهـداري و انتقـال بـاکتري    می

  .پروبیوتیک به سیستم گوارش میزبان مورد استفاده قرار گیرد
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Background and Objectives: Probiotics have beneficial effects on the health of consumers. The susceptibility of 
probiotics to refrigerated conditions is a key challenge for their application. The purpose of this study was to examine 
the process of stabilizing Bifidobacterium bifidum PTCC 1644 and its microencapsulation on the viability of this 
bacterium under refrigerated and simulated gastrointestinal conditions. 

 Materials & Methods: Suspensions of bifidobacterium bifidum PTCC 1644 were prepared and stabilized on wheat 
fiber and in free form. Then, using pectin, isolated whey protein and isolated whey protein + pectin biopolymers the 
cells were microencapsulated and dried by freeze-drier. The microcapsules were evaluated in terms of 
microencapsulation efficiency (%), viability versus simulated gastrointestinal conditions (%), survival rate during 
storage (30 days at 4 °C), and morphological characteristics by scanning electron microscopy. Statistical analysis was 
performed by factorial arrangement based on a completely randomized design (CRD) (P<0.05). 

Results: The microencapsulation process increased the resistance of Bifidobacterium bifidum PTCC1644 compared to 
the control sample (free Bifidobacterium bifidum PTCC1644 without microencapsulation) against chilled and 
gastrointestinal conditions. The highest yield of microencapsulation and viability versus cold and simulated 
gastrointestinal conditions were observed by treating the samples with isolated whey protein + pectin. The process of 
cell immobilization on the fiber reduced microencapsulation efficiency (%) and viability versus refrigerated and 
gastrointestinal conditions were compared to similar treatments without stabilization. 

Conclusion: icroencapsulation of Bifidobacterium bifidum by “isolating whey protein + pectin” can be a good solution 
for maximizing the production and maintenance of probiotics. 

Keywords: Probiotic, Microcapsulation, Whey protein isolated, Pectin Gum 
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