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 چكيده

 .اي اين محصولات، افزايش يافته است دليل افزايش آگاهي مردم و ارزش تغذيه به فراسودمند هاي اخير، مصرف غذاهاي در سال :سابقه و هدف
هـاي ميكروبـي،    هدف از اين پـژوهش، بررسـي ويژگـي    .توليد ماست سوياي پروبيوتيك پتانسيل فراسودمند بودن آن را دو چندان خواهد كرد

  .باشد مي بيوشيميايي و حسي ماست سوياي پروبيوتيك

با استفاده از بازسازي پودر شير بدون چربـي   )100:0، 25:75، 50:50، 75:25، 0:100(شيرسويا  هاي مختلف شيرگاو به نسبت: ها مواد و روش
همراه با  Bb-12بيفيدوباكتريوم لاكتيس  و LA-5 سلاكتوباسيلوس اسيدوفيلو كه حاوي( ABY2 و ABY1و دو نوع باكتري آغازگر  تهيه شدند

، قابليت ، اسيديته قابل تيتر، پتانسيل احيا، مقادير اسيد لاكتيك و اسيد استيكpHهاي  شاخص. ها تلقيح شد آن به )هاي معمولي ماست باكتري
  .ها بررسي شد نههاي پروبيوتيك و ارزيابي حسي نمو زيستي باكتري

بـالاترين  ). p>05/0(تـرين قابليـت زيسـتي را داشـتند      بيش ABY-1شيرسويا، كشت شده با باكتري آغازگر  نسبت مساوي شيرگاو به: هايافته
مسـاوي   پس از آن، تيمار حـاوي نسـبت  . بود ABY-1هايي با بالاترين نسبت شيرگاو و تلقيح شده با باكتري  تيمار  هاي حسي، مربوط به ويژگي

  ). p>05/0(سومين رتبه در پذيرش كلي داشت  )ABY-1-50:50(شيرسويا   شيرگاو به
شيرسويا بالاترين سرعت تغييرات بيوشيميايي را نشان داد و با افزايش ميزان شيرسويا، قابليت زيسـتي    نسبت مساوي شيرگاو به: گيري نتيجه

  .هاي آغازگر ماست، افزايش يافت و كاهش فعاليت پروتئوليتيكي باكتر ابيوتيكي سوي دليل حضور تركيبات پري ها به پروبيوتيك
  لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس، بيفيدباكتريوم لاكتيس، پروبيوتيك :يديكلواژگان

 
 مقدمه

هـاي پروبيوتيـك در    امروزه، مقبوليت و مصـرف فـراورده  
ا، ايـالات متحـده و ژاپـن رواج    ويـژه اروپ ـ  كشورهاي جهان به

بـاكتري و  (هـاي   ها ريز زنده پروبيوتيك. افته استگير يچشم
هاي مختلـف   باشند كه با استقرار در بخش مي اي زنده) مخمر
از طريق حفظ  اً، با عمل زيستي خود، عمدت)روده اًاساس(بدن 

و بهبود توازن ميكروبي روده، سـبب ايجـاد خـواص سـلامت     
ــان   ــراي ميزب ــش ب ــي بخ ــوند م ــه . ش ــيلوس گون لاكتوباس

ترين گونه لاكتوباسيلوس و  ترين و پرمصرف مهميلوس اسيدوف
تـرين ريززنـده پروبيوتيـك     هـا، مهـم   همراه بيفيدوباكتريوم به
 ماننـد هـاي سـلامت بخشـي     ويژگـي ). 1، 2(آيد  مي شمار به

زايـي، ضـد عفـونتي،     زايـي، ضـد جهـش    خواص ضد سـرطان 

، دهنـدگي كلسـترول سـرم    تحريك سيسـتم ايمنـي، كـاهش   
هـاي   درمان انواع اسهال، عفونـت  ،اي غذا ذيهافزايش ارزش تغ

هـا   ايـن ريززنـده    دستگاه گوارش و دستگاه ادراي تناسلي بـه 
ــراورده). 3(شــود  نســبت داده مــي هــاي غــذايي  در ميــان ف

هـاي   ويژه فراورده هاي لبني پروبيوتيك به پروبيوتيك، فراورده
. تخميري لبني از پذيرش و مصرف بيشتري برخوردار هستند

از كـل  % 25هاي تخميري پروبيوتيـك حـدود    زه فراوردهامرو
ماسـت پذيرفتـه   . شـوند  هاي تخميـري را شـامل مـي    فراورده

. ترين و پركاربردترين فراورده پروبيوتيك در جهان اسـت  شده
، » BV-ارزش زيسـتي  «هاي پروبيوتيـك،   در تمامي فراورده
هاي زنـده و فعـال پروبيوتيـك در گـرم يـا       يعني تعداد سلول
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. شـود  هـا محسـوب مـي    لي ليتر فراورده، ارزش اساسي آنمي
اندازه كافي بالا باشـد تـا پـس از مصـرف      بايد به BVشاخص 

منظـور   بـه . محـيط روده راه يابـد   تعداد كافي سلول زنـده بـه  
هـا، كمينـه ارزش    اثرات سلامت بخش پروبيوتيك دستيابي به

در فراورده نهـايي پيشـنهاد شـده اسـت      ml cfu/106دارويي 
دليل  هاي پروبيوتيك تخميري، ماست به در ميان فراورده). 2(

پــايين، محــيط مناســبي بــراي انتقــال  pHاســيديته بــالا و 
ويـژه در   ايـن موضـوع بـه   ). 5(بـدن نيسـت    ها بـه  پروبيوتيك

). 2(ها از اهميت ويژه برخوردار است  خصوص بيفيدوباكتريوم
ابليت زيستي ق بنابراين، يكي از مسائل اين تحقيق دستيابي به

لوبيـاي  . باشـد  مي ها در محصول نهايي قابل قبول پروبيوتيك
ــ ــه ه ســويا ب ــل خــواص ســلامت بخــش تغذي ارزش (اي  دلي

نظير كـاهش سـطح كلسـترول    (و دارويي ) پروتئيني و املاح
هـا، خـواص ضدسـرطاني،     سرم، كاهش ميزان تري گليسيريد

گيـري از عـوارض پـوكي     هـا، پـيش   بهبود متابوليسـم چربـي  
هــاي  چنــين ويژگــي و هــم) اســتخوان و اخــتلالات يائســگي

ســاختار غــذا  هــاي آن بــه عملكــردي مناســبي كــه پــروتئين
همانند ژلاتينه شدن، امولسيون سازي، ايجاد كـف  (دهند  مي

شود توليد ماست بر پايه شير سـويا بـا    سبب مي) گيري و آب
خـاطر افـزايش    هاي پروبيوتيك، بـه  استفاده از ميكروارگانيسم

تانسيل فراويژه بودن آن، از جذابيت تكنولوژيـك و صـنعتي   پ
كـاهش   ماننـد مزايـاي ديگـري   ). 4(بالايي برخـوردار باشـد   

هـاي آزاد در   زاي سويا و افزايش مقدار ايزوفلاون قندهاي نفخ
مناسب  چنين ويژگي هايي نظير ، هم)5(سويا پس از تخمير 

ــراي رشــد و تكثيــر پروبيوتيــك  بــودن در هــا  سوبســترايي ب
حفـاظ بـودن مناسـب از نظـر     -محصول و قابليت پروبيوتيك

سـاختاري در برابـر عوامـل خطـرزاي محـيط يعنـي شـرايط        
چنـين صـفراي روده    پايين فراورده و معده و هم pHاسيدي، 

ماست پروبيوتيك تهيه شـده از شيرسـويا نسـبت داده     نيز به
هاي تخميري از جملـه   بنابراين توليد فراورده). 6( شده است

هـاي   ماست بر پايه شير سويا بـا اسـتفاده از ميكروارگانيسـم   
طعم لوبيايي ناشي از  پروبيوتيك، ضمن رفع نقايص مربوط به

هـاي   و نفخ ناشي از اليگوسـاكاريد  و پنتانال تركيبات هگزانال
گيـر   طور چشم غير قابل هضم، پتانسيل فراويژه بودن آن را به

ك ماده غـذايي سـلامت   عنوان ي تواند به دهد و مي افزايش مي
  ).7(كار رود  بخش در رژيم غذايي روزانه مردم به

شيرسـويا و   اهميت دو فاكتور نسبت شيرگاو به با توجه به
هاي پروبيوتيك در توليد ماست سوياي تخميري،  نوع باكتري

اين دو فاكتور بر زنده مـاني   تأثيربررسي اين مطالعه با هدف 

ضـمن  (ر فـراورده نهـايي   هـاي پروبيوتيـك د   مناسب ريززنده
  .طراحي و انجام شد )خواص حسي بهينه دستيابي به

  ها مواد و روش
هـاي   شامل باكتري DVSهاي منجمد شده تجاري  كشت

بيفيـدوباكتريوم  ، LA-5لاكتوباسـيلوس اسـيدوفيلوس  آغازگر 
ــيس ــاريكوس  ، Bb-12 لاكتـــ ــيلوس بولگـــ و لاكتوباســـ

هـاي تجـاري    باشد كه با نـام  مي استرپتوكوكوس ترموفيلوس
ABY-1  وABY-2   شــناخته شــده اســت و توســط شــركت

روش تهيـه  . كريستين هنسن از كشور دانمـارك فـراهم شـد   
  :باشد مي شرح زير ها به نمونه

تيمار بررسي شد، كـه هـر تيمـار در     10پژوهش  در اين
شـير سـويا    اثر پنج نسبت شـيرگاو بـه  . سه تكرار انجام گرفت

ــوع كشــت  )0:100، 25:75، 50:50، 75:25، 100:0( و دو ن
ــوط  ــازگر مخلــ ــيلوس ( ABY-2و  ABY-1آغــ لاكتوباســ

ــيدوفيلوس ــيس LA-5 اسـ ــدوباكتريم لاكتـ و  Bb-12، بيفيـ
ــاكتري ــت؛  بـ ــاي ماسـ ــوسهـ ــترپتوكوكوس ترموفيلـ و  اسـ

مورد بررسي قرار گرفـت، بـدين    )لاكتوباسيلوس بولگاريكوس
هاي گوناگون شير سويا و شير خشـك   ترتيب كه ابتدا نسبت

. ون چربي با باز سازي پودر شـير بـدون چربـي تهيـه شـد     بد
مـدت زمـان    بـه  C85°(سپس تيمارها تحت فرآيند گرمـايي  

min 30 (هـا تـا دمـاي     پس از سرد كردن نمونه. قرار گرفتند
هـــاي پروبيوتيـــك و  بـــاكتري(آغازگرهـــا ، )C41°(تلقـــيح 
مطابق بـا دسـتورالعمل شـركت سـازنده     ) هاي ماست باكتري

ــدند  ــيح ش ــه  .تلق ــه نمون ــاي   در ادام ــا در دم ــورد C40°ه م
خانـه   از گرمpH 5/4±02/0 گذاري قرار گرفتند و در خانه گرم

سـرعت تـا    ابتـدا بـه  : در دو مرحلـه (خارج شده و سرد شدند 
°C15   و سپس تـا°C5 .(   30هـا هـر    درحـين تخميـر، نمونـه 

و  pHاسـيديته،   نهايي از نظـر  pH بار تا رسيدن به  دقيقه يك
در پايان تخمير براي . يا مورد ارزيابي قرار گرفتندپتانسيل اح

هــا كشــت  هــا، از نمونــه تعيــين قابليــت زيســتي پروبيوتيــك
 . ميكروبي تهيه شد

  آزمون ميكروبي
ــده  :هــا شــمارش اختصاصــي پروبيوتيــك شــمارش زن

ــك ــا  پروبيوتيـ ــيدوفيلوس(هـ ــيلوس اسـ و  LA-5 لاكتوباسـ
حـيط كشـت   با اسـتفاده از م ) Bb-12لاكتيس بيفيدباكتريوم

MRS-bile  آگار)MRS  آگار وbile ترتيب ساخت شـركت   به
Merck   از كشور آلمان و شـركتSigma-Aldrich   از كشـور
انجـام   )2006(همكـاران  مطابق با روش مرتضويان و  )آمريكا

 )C37°(ها در شرايط هوازي و بي هوازي در دمـاي   پليت. شد
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. دندگـذاري ش ـ  خانـه  ساعت گـرم  72مدت زمان دست كم  به
 Aهوازي و گازپك تيپ  هوازي با استفاده از جار بي شرايط بي
  . ايجاد شد
در دمـاي اتـاق   : و پتانسيل احيا pH : هاي شيميايي آزمون

 MA235 الكتـرود  مجهـز بـه   HANNAمتر  pHبا استفاده از 
 pHسرعت متوسط افت . گيري شد اندازهساخت كشور ايتاليا 

مرتضـويان  بر طبق روش و افزايش پتانسيل احيا طي تخمير 
  ).9(گيري شد  اندازه 2010و همكاران در سال 

ميلي ليتـر   10ميلي ليتر نمونه با  10: اسيديته قابل تيتر 
نرمال در حضور معـرف فنـل    1/0آب مقطر مخلوط و با سود 

 مقدار اين شاخص برحسب درجه دورنيـك . فتالئين تيتر شد
  ).9( شدتعيين 

درصـد اسـيد    :لاكتيـك مقادير اسيد اسـتيك و اسـيد   
مـدل   HPLCها توسط دستگاه  لاكتيك نمونه استيك و اسيد

Cecil, CE4200  9(گيري شد  اندازهساخت كشور آمريكا.(  
هاي حسي شامل طعم، بافت و ظاهر  ويژگي :ارزيابي حسي 
ايـن آزمـون   . مورد ارزيابي قرار گرفتند) رنگ و دو فاز شدن(

جهـت  رخانه مكسـوي  نفر ارزياب آموزش ديده كا 10توسط 
 5شيوه مقياس  امتيازدهي به. انجام گرفت تعيين تيمار بهينه

، قابـل  1= ، غيرقابل قبول0= غير قابل مصرف: اي شامل نقطه
بـراي   6ضـرايب  . انجـام شـد   4=و عالي 3=، مطلوب2= قبول

براي ظاهر هر يك از تيمارها در نظـر   2براي بافت و  3طعم، 
  .)10(شد  گرفته

بــراي بررســي آمــاري نتــايج از آزمــون  : ريارزيــابي آمــا
كليـه  فاكتوريل در غالب طرح كاملاً تصادفي اسـتفاده شـد و   

تجزيه وتحليـل آمـاري بـا     .ها در سه تكرار انجام شدند آزمون
و آزمون آماري دانكن انجـام   minitab 14استفاده از نرم افزار 

 )p>05/0. (رسم شـد  Excelكمك نرم افزار  نمودارها به. شد
دار بين تيمارهـا در نظـر گرفتـه     معني وجود اختلاف معني به

  . شد
   :باشد مي اختصارات اسامي تيمارها بدين شرح

T1  :100 % شير لبني تلقيح شده با آغازگرABY-1  
T2 :75 % شير سويا تلقيح شده بـا آغـازگر   % 25شير لبني و

ABY-1  
:T3 50 % شير سويا تلقيح شده بـا آغـازگر  % 50شير لبني و 

ABY-1  
T4 :25 % شير سويا تلقيح شده بـا آغـازگر   % 75شير لبني و

ABY-1  
:T5 100 % شير سويا تلقيح شده با آغازگرABY-1  
:T6 100 % شير لبني تلقيح شده با آغازگرABY-2  

 :T7 75 % شير سويا تلقيح شده با آغـازگر % 25شير لبني و 
ABY-2  

 :T850 % آغـازگر  شير سويا تلقـيح شـده بـا    % 50شير گاو و
ABY-2  

:T9 25 % شير سويا تلقيح شده بـا آغـازگر   % 75شير لبني و
ABY-2   

 :T10 100 % شير سويا تلقيح شده با آغازگرABY-2   
  
  ها يافته

 الف تا. 1 هاي گونه كه در شكل همان: تغييرات بيوشيميايي
هـا سـه مرحلـه مشـخص      شود، در همه تيمار مشاهده ميد .1

لگـاريتمي، لگـاريتمي و    -يا پيش هاي كمون نمايان است؛ فاز
ها در  اين نواحي با توجه به تغيير زياد شيب نمودار. ثابت رشد

 الـف .1بر اساس شكل . شود هاي ذكر شده مشخص مي شكل

) دقيقـه  150(ترين دوره ثابـت رشـد    داراي طولاني T1تيمار 
بين تمامي تيمارهاي مورد بررسي بوده و نشـان دهنـده ايـن    

هـاي آغـازگر    سـرعت بـراي بـاكتري    ط بـه نكته است كه محي
، pHدقيقــه اول ســرعت افــت  90در . نامســاعد شــده اســت

علـت   توانـد بـه   افزايش اسيديته اندك است كه از يك سو مي
هاي آغازگر در فاز كمون و موجـود نبـودن    گيري باكتري قرار

ميـزان   هاي پروتئينـاز و پپتيـداز بـه    هاي ساده، آنزيم پروتئين
ير لبني و از سوي ديگر بالا بـودن ظرفيـت   كافي در محيط ش

نقطه اوج كـاهش   T3پ در تيمار .1شكل  مطابق. بافري باشد
pH     از  60-90، افزايش اسـيديته و پتانسـيل احيـا در دقـايق

كـاهش   T1تيمـار   باشـد و نسـبت بـه    گذاري مي خانه آغاز گرم
دهد در اثر كاهش ميزان شير لبني و  يافته است كه نشان مي

رفيت بافري محيط نيـز كـاهش يافتـه كـه موجـب      كازئين ظ
ين زمـــان كمتـــر. شـــود مـــي pHافـــزايش ســـرعت افـــت 

مشـاهده شـد   ) دقيقـه  T3 )220گـذاري در تيمـار    خانـه  گرم
)05/0<p .(ايـن تيمـار   ترين فاز ثابت رشد نيز مربوط به كوتاه 

نقطـه اوج   T6ج در تيمار .1طبق شكل ). دقيقه 40(باشد  مي
ــايق، افــزايش اســpHكــاهش    يديته و پتانســيل احيــا در دق

تـرين   باشـد و طـولاني   گذاري مي خانه از آغاز گرم 270-240 
در ايــن تيمــار قابــل ) دقيقــه 390(گــذاري  خانــه زمــان گــرم

دقيقه اول سرعت افـت   120در ). p>05/0(باشد  مي مشاهده
pH  چنـين فــاز كمــون   ، افـزايش اســيديته انـدك اســت، هــم

علـت ضـعف    باشـد كـه بـه    مـي  قهدقي120مدت تر و به طولاني
آغـازگر   نسـبت بـه  ( ABY-2هـاي ماسـت در آغـازگر     باكتري

ABY-1 (    ــتر ــاز بيش ــيط و ني ــذي مح ــواد مغ ــرف م در مص
تركيبات كمكي رشد كـه در شـير در دسـترس نيسـتند و      به
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بـر  . باشـد  مـي  چنين بالا بودن ظرفيت بافري شـير لبنـي   هم
 -240دقيقـه   در T7فاز لگاريتمي درتيمـار   چ.1اساس شكل 

باشـد   دقيقه مـي 150مدت  گذاري به خانه از آغاز زمان گرم 90
ترين فاز لگاريتمي بـين تمـامي تيمارهـاي مـورد      كه طولاني

تـر   آن دارد كه در اثر فعاليـت ضـعيف   بررسي است و اشاره به
سرعت توليـد اسـيد و    ABY-2هاي ماست در آغازگر  باكتري

اسـت در نتيجـه    كمتـر  ABY-1ها نسبت به آغازگر  متابوليت
  .    يابد فاز رشد براي مدت بيشتري ادامه مي

  

  
 طي تخمير T1در تيمار  ، اسيديته و پتانسيل احياpHتغييرات  - الف. 1شكل 

  
  طي تخمير T2، اسيديته و پتانسيل احيا در تيمار pHتغييرات  - ب. 1شكل 

  
  طي تخمير T3، اسيديته و پتانسيل احيا در تيمارpHتغييرات  -پ.1شكل 

  
  طي تخمير T4در تيمار  ، اسيديته و پتانسيل احياpHتغييرات  -ت.1شكل 

  
  طي تخمير T5، اسيديته و پتانسيل احيا در تيمار pHتغييرات  -ث.1شكل 

  
  طي تخمير T6، اسيديته و پتانسيل احيا در تيمار pHتغييرات  -ج.1شكل 
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  طي تخمير T7احيا در تيمار ، اسيديته و پتانسيل pHتغييرات  -چ.1شكل 

  
  طي تخمير T8، اسيديته و پتانسيل در تيمار pHتغييرات  -ح.1شكل 

  
  طي تخمير T9، اسيديته و پتانسيل احيا در تيمار pHتغييرات  -خ.1شكل 

  
  طي تخمير T10، اسيديته و پتانسيل در تيمار pHتغييرات  -د.1شكل 

  
  

، pHوسط افـت  نشان دهنده ميانگين سرعت مت 1جدول 
سرعت متوسط افزايش اسيديته قابل تيتـر و پتانسـيل احيـا،    

گذاري، اسيديته قابل تيتر نهايي و مقادير  خانه مدت زمان گرم
 تيمارها در پايان تخمير) درصد(اسيدهاي لاكتيك و استيك 

هاي نوع  و با مقايسه تمامي ويژگي 1براساس جدول  .باشد مي
شير لبني و شير سويا و اثـر آن  هاي مختلف  استارتر و نسبت
تـرين سـرعت    بيش T3هاي بيوشميايي، تيمار  بر روي ويژگي

. )p>05/0(هــا نشــان داد  را در بــين تمــامي تيمــار pHافــت 
تــرين سـرعت افــزايش اســيديته و پتانسـيل احيــا نيــز    بـيش 

باشـد كـه اخـتلاف     مي T3و  T2هاي  تيمار ترتيب مربوط به به
ين سـرعت  كمتر .)p>05/0(رها دارند با ساير تيماداري  معني
باشـد   مي T6تيمار  و افزايش پتانسيل احيا مربوط به pHافت 

)05/0<p .( تيمارT1 ترين ميزان اسيديته نهـايي   داراي بيش
مشـاهده شـد،    T4ين ميزان اسيديته نهايي در تيمـار  كمترو 

ار د معنـي اخـتلاف   T4, T9, T10هـاي   هرچند كه بين تيمـار 
دهد بـا افـزايش    نشان مي اين نتايج .)p<05/0(وجود نداشت 

نسبت سـويا در سوبسـترا از ميـزان اسـيديته نهـايي كاسـته       
بيشتري نسبت  تأثيرشود و ميزان شير سوياي اضافه شده  مي
هاي بيوشـيميايي طـي    نوع استارتر مورد استفاده در ويژگي به

 2007و همكاران نيز در سال  Farnwort. تخمير داشته است
هـا و پروبيوتيـك    ژوهش و بررسـي رشـد بيفيـدوباكتريوم   با پ

اين نتيجـه رسـيدند    همراه با آغازگر ماست در ماست سويا به
تر بودن ظرفيـت بـافري شـير سـويا نسـبت       نييدليل پا كه به

  ).11(كند  مي سريعتر افت pHشير گاو،  به
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گذاري، اسيديته نهايي و درصدهاي اسيد  خانه ا، زمان گرم، افزايش اسيديته و افزايش پتانسيل احيpHسرعت متوسط افت . 1جدول
  *لاكتيك و اسيد استيك در تيمارهاي مختلف در پايان تخمير

  شاخص ها    تيمارها
نسبت

شير گاو 
شير  به

  سويا

سرعت افت 
pH )دقيقه( 

سرعت افزايش
درجه (اسيد 

/ دورنيك
  )دقيقه

سرعت افزايش
 پتانسيل احيا

/ ميلي ولت(
  )دقيقه

زمان
 گذاري خانه گرم
  )دقيقه(

اسيديته نهايي 
  )درجه دورنيك(

زمان اوج 
  تخمير

  )دقيقه(

  درصد
اسيد  

  لاكتيك

درصد 
 اسيد
  استيك

T1 005/0e 23./0c 32/0e 360b 106a  120-150  9/0a  14/0e  
T2 008/0b 32/0a 49/0ab 240f 97b  120-150  81/0b  07/0g  
T3 009/0a  27/0b 52/0a 220g 3/86c  60-90  66/0c  22/0c  
T4 008/0b  21/0cd 51/0a 250e 3/72e  90-120  56/0d  26/0b  
T5 006/0d  19/0d 42/0c 300c 1/84cd  90-120  52/0e  30/0a  
T6 004/0f  20/0cd 28/0f 390a 100ab  240-270  87/0ab  12/0e  
T7 006/0d  23/0c 41/0cd 300c 89c  180-210  71/0c  17/0cd  
T8 007/0c  23/0c 42/0c 285d 86c  150-180  69/0c  15/0e  
T9 007/0c  20/0cd 44/0c 300c 5/72e  120-150  51/0e  19/0cd  

T10 006/0d  18/0d 46/0ab 300c9/72e  150-180  55/0d  16/0d  
 .)>p 05/0(دار با يكديگر تفاوت دارند  اند، بطور معني هايي كه در هر ستون با حروف متفاوت نشان داده شده ميانگين*

هــاي مــورد بررسـي در ميــزان توليــد اســيد   بـين تيمــار  
بالاترين ميزان اسيد لاكتيك را دارا اسـت   T1لاكتيك، تيمار 

)05/0<p( ، لوس لاكتوباســيكــه در اثــر رشــد زيــاد بــاكتري
وجود لاكتـوز  (علت مهيا بودن شرايط زيستي ه ب بولگاريكوس

ين ميزان اسـيد  كمتر). 12(باشد  ها مي براي آن) ميزان زياد به
باشد، كه اختلاف  مي T5, T9تيمارهاي  لاكتيك هم مربوط به

علت آن افزايش ). p>05/0(اري با ساير تيمارها دارند د معني
حــيط از لحــاظ  ميــزان شــير ســويا و در نتيجــه فقــر م    

لاكتوباســـيلوس هـــاي قابـــل تخميـــر بـــراي  كربوهيـــدرات
بـين  . باشـد  مـي  عنوان عامل اصلي توليد اسيد به بولگاريكوس

تيمـار   ترين ميزان اسيد استيك مربوط به تمامي تيمارها بيش
T5 05/0(باشــد  مــي<p(ين ميــزان اســيد كمتــر ، در مقابــل

از . )p>05/0(شــود  مــي مشــاهده T2اســتيك در تيمــار  
كه اسيد استيك از محصـولات اصـلي تخميـر توسـط      آنجائي

دهـد بـا    باشد، نشـان مـي   مي Bb-12 بيفيدوباكتريوم لاكتيس
هـا   افزايش نسبت شير سويا، محيط براي رشد بيفيدوباكتريوم

مســاعدتر شــده و در نتيجــه ميــزان اســيد اســتيك افــزايش 
شرح داده شد شرايط  طور كه قبلاً همان T2در تيمار . يابد مي

هـا مسـاعد نبـوده و در نتيجـه در      براي رشد بيفيـدوباكتريوم 
هـا قـادر    ايـن ريززنـده   لاكتوباسـيلوس بولگـاريكوس  رقابت با 

هـا نيـز كـاهش     هاي آن رقابت نيستند و در نتيجه متابوليت به
  ).12(يابد  گير  مي چشم

بـالاترين   2بر اساس جـدول  :هاي ميكروبيولوژيك شاخص
-LA لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوسهاي  زيستي باكتري قابليت

ين قابليـت  كمتـر و  )p>05/0(مشـاهده شـد    T9در تيمار  5

كـه  ، )p>05/0( اسـت  T6هـاي   تيمـار  زيستي هم مربوط بـه 
تر بودن فعاليـت پروتئـوليتيكي    دليل ضعيفه دهد ب نشان مي
بنـا بـر مسـتندات    ( ABY-2هاي ماست آغازگرهـاي   باكتري

مـواد كمكـي رشـد     بـراي رشـد بـه   ) هنسنشركت كريستين 
بيشتري نياز دارند اما با افزايش نسبت شيرسويا و تامين مواد 

. يابـد  هـا افـزايش مـي    غذايي كمكي، رشد و بقـا پروبيوتيـك  
هـا مربـوط    ترين قابليـت زيسـتي بـراي بيفيـدوباكتريوم     بيش

اري د معنـي باشد كه اختلاف  مي T3و پس از آن  T9تيمار  به
علــت آن اســت كــه ، )p>05/0(مارهــا داشــتند بــا ســاير تي

هر دو نـوع   براي بقا و رشد به Bb-12بيفيدوباكتريوم لاكتيس
هـاي  ويتـامين (مواد كمكي رشـد شـير سـويا و شـير لبنـي      

ين قابليـت  كمتـر . در يك نسبت بهينه نيازمند است )Bگروه
تيمـار   مربوط به Bb-12 بيفيدوباكتريوم لاكتيسزيستي براي 

T6 هــا در  اكي از آن اســت كــه بيفيــدوباكتريومبــود، كــه حــ
مـواد مغـذي    ي دارند و نياز بهكمتررشد  ABY-2هاي  آغازگر

يابد، زيرا از يك سو بدليل رشـد كمتـر    ها افزايش مي رشد آن
، ABY-1 نسبت بـه  ABY 2هاي ماست در آغازگرهاي باكتري

هـاي ماسـت كاسـته شـده و      از خاصيت پروئتوليتيك باكتري
ر مـواد كمكـي رشـد و مـواد نيتروژنـي آزاد      محيط دچار فق ـ

هـا   كـه خـود باعـث كـاهش رشـد بيفيـدوباكتريوم      (شود  مي
تر شدن فاز  ازسوي ديگر همين دلايل سبب طولاني )شود مي

طولاني تر شدن فاز  و متعاقب آن شود كمون و ثابت رشد مي
هـا   مرگ بيشتر پروبيوتيـك   تواند منجر به ثابت رشد خود مي

 3در جدول  ابي حسي تيمارها در پايان تخميرارزي). 2(شود 
  .نشان داده شده است
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  *هاي پروبيوتيك شاخص نسبت رشد در تيمارهاي مختلف در پايان تخمير قابليت زيستي ريززنده. 2جدول
 جمعيت اوليه   تيمارها

(log cfu/mL)
 cfu/mL) (log GPI يجمعيت نهاي 

  pH A** B A+B A B  A+B  A  B  A+B  شير سويا نسبت شير گاو به
T1 5/4 47/7 84/7 00/8 17/8bB 31/8bA  a61/8  09/1  07/1  07/1  
T2 5/4 47/7 84/7 00/8 29/7deB 14/8cdA  d19/8  97/0  04/1  02/1  
T3 5/4 47/7 84/7 00/8 56/7cB 36/8abA  c37/8  01/1  06/1  04/1  
T4 5/4 47/7 84/7 00/8 39/7dB 20/8cA  cd26/8  98/0  02/1  03/1  
T5  5/4 47/7 84/7 00/8 56/7cB 14/8cdA  d24/8  01/1  04/1  03/1  
T6  5/4 47/7 84/7 00/8 00/7fB 54/7fA  e65/7  93/0  96/0  95/0  
T7  5/4 47/7 84/7 00/8 21/8abB 31/8bA  a59/8  09/1  06/1  07/1  
T8  5/4 47/7 84/7 00/8 17/8cA 17/8cA  cd26/8  00/1  04/1  03/1  
T9  5/4 47/7 84/7 00/8 39/8 aA 39/8aA  a62 /8  11/1  07/1  07/1  
T10  5/4 47/7 84/7 00/8 00/8eA 00/8eA  a50/8  11/1  02/1  06/1  

  .با يكديگر متفاوتند) >p 05/0(اند بطور معنادار  هايي كه با حروف كوچك و بزرگ انگليسي نشان داده شده ميانگين*
**)A :لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوسLA-5( ،)B :كتيسبيفيدوباكتريوم لاBb-12( ،)GPI :ضريب رشد(  

 
 *ارزيابي حسي تيمارها در پايان تخمير. 3جدول

  شاخص ها تيمار ها
 امتياز نهايي طعم و مزه بافت ظاهر شير سويانسبت شير گاو به

T1 8/8a 2/13a 5/28a  8/56a  
T2 8/6b 8/10b 4/14c  32d  
T3 8ab 8/10b 18b  8/36c  
T4 4/4d 6/6de 4/8f  4/19h  
T5 4bc 4/8d 8/10e  2/25fg  
T6 2/7ab 12ab 8/28a  4/48b  
T7 4/6b 6/9c 6/15bc  6/31d  
T8 4/6b 2/10bc 6/15e  4/27f  
T9 2/5c 8/7d 8/10ef  4/21h  

T10 1/7b 8/10b 4/8cd  30de  
  )>p 0 /05. (ددار با يكديگر تفاوت دارن طور معني اند، به هايي كه در هر ستون با حروف متفاوت نشان داده شده ميانگين*

  
  بحث

Chou  دريافتند كه اضـافه   2000و همكاران نيز در سال
ايزومالتواليگوسـاكاريدها، گلـوگز و    ماننـد كردن مكمل هايي 

گــالاكتوز، و اليگوســاكاريدهاي ســويا ســبب افــزايش تعــداد  
ــدوباكتريوم ــي  بيفي ــا م ــود  ه ــي ). 13(ش و  Wangدر پژوهش

شـير سـويا قـادر     گزارش كردند كـه  2003همكاران در سال 
هــا و  اســت همزمــان شــرايط را بــراي رشــد بيفيــدوباكتريوم

ــم ــين  ه ــوسچن ــترپتوكوكوس ترموفيل ــيلوس و  اس لاكتوباس
در ســال  Shahچنــين  هــم). 14(فــراهم كنــد  اســيدوفيلوس

ها در مقايسه با زماني  گزارش كرد كه شمار پروبيوتيك 2005
انـدازه دو   كه همراه با آغازگرهاي ماست كشت شده باشند بـه 

ــت    ــالاتر اس ــاريتمي ب ــيكل لگ ــوع   ).15(س ــاظ مجم از لح
 T9 تيمـار  ترين قابليت زيستي مربـوط بـه   ها، بيش پروبيوتيك

دهد كه وجود مواد  ها نشان مي اين يافته. )p>05/0(باشد  مي
هـا   بيوتيكي در شير سويا موجب تقويت رشد پروبيوتيـك  پري
هـا در   وتيـك ين قابليت زيسـتي مجمـوع پروبي  كمتر. شود مي

، كـه نشـان از كمبـود    )p>05/0(شـود   مي مشاهده T6تيمار 
و  ABY-2هـاي   مواد كمكي رشد در دسـترس بـراي بـاكتري   

مواد مغذي شير لبني و توانـايي كمتـر    چنين نياز بالاتر به هم
رو با افزايش مواد  باشد، از اين ها در استفاده از اين مواد مي آن

بالا بودن بقا . يابد افزايش مي كمكي رشد شير سويا ميزان بقا
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نشـان از سـازگاري بهتـر     T1ها در تيمـار   و شمار پروبيوتيك
ه طور كلي به ب. باشد با محيط شير لبني مي ABY-1باكتري 

چنين مغذي بودن محـيط   ها و هم دليل فعاليت بالاي باكتري
ها در محدوده نرمـال بـوده و    در تمامي تيمارها، شمار باكتري

ايي كه بطور كامل از شـير لبنـي توليـد شـده انـد      ه در تيمار
بيشـتر اسـت كـه نشـان      LA-5اسيدوفيلوس  .ل ميزان بقاي

شرايط اسيدي محيط حتـي در   دهد اين باكتري نسبت به مي
 لاكتـيس  .بهاي بالا هم مقاومت بيشتري نسبت به  اسيديته
Bb-12 با افزايش ميزان شير سويا در سوبسـترا ضـريب   . دارد

يابـد كـه از يـك سـو      ها افزايش مي بيفيدوباكتريومرشد و بقا 
مـواد كمكـي    دهد نياز و توانايي بيفيـدوباكتريوم بـه   نشان مي

و ) رافينوز، استاكيوز(گالاكتوزيدازي -αاز جمله قندهاي  رشد
باشد، از سوي ديگر يكي  مي استفاده از آن در سوبسترا بيشتر

 سـيد اسـتيك  هـا ا  از محصولات جانبي تخمير بيفيدوباكتريوم
يابـد كـه اثـر     باشد كه ميـزان آن در محـيط افـزايش مـي     مي

ها  اين يافته .ها دارد معكوسي بر قابليت زيستي لاكتوباسيلوس
). 16(مطابقت داشـتند   1997در سال  Shahبا نتايج تحقيق 

دريافتنـد قابليـت    1997در سـال   Dave and Shahهمچنين
واد مغــذي، در دســترس بــودن مــ هــا بــه زيســتي پروبيوتيــك

فشـار  (هـا، غلظـت مـواد محلـول      فاكتورهاي رشد، بازدارنـده 
گذاري، زمـان تخميـر و    خانه ، حجم تلقيح، دماي گرم)اسمزي

ها در  بررسي اثر نسبت). 17(دماي نگهداري نيز بستگي دارد 
دهـد، بـين تيمارهـاي     مي ها نشان قابليت زيستي پروبيوتيك

T1,T2  اســـيدوفيلوس. لدر تعـــداد LA-5  لاكتـــيس .بو  
 Bb-12 ار وجــود د معنــيهــا اخــتلاف  و مجمــوع پروبيوتيــك

در اثر مغذي بودن محـيط در   آز آن جا كه، )>05/0p(داشت 
دليـل حضـور مـواد كمكـي رشـد شـير سـويا و         بـه  T2تيمار 

) ويـژه لاكتـوز   بـه (چنين وجود كربوهيدرات قابـل تخميـر    هم
سـرعت   هـاي ماسـت بـا    ميزان كافي در شير لبني بـاكتري  به

تـر بـودن زمـان     دليل كوتـاه  رو به از اين. كنند بالايي رشد مي
ه ها وجود ندارد، ب زمان كافي براي رشد پروبيوتيك T2تخمير 
تـازگي   هـاي پروبيوتيـك بـه    كه در شرايطي كه باكتري طوري

سرعت توليد  هاي ماست به باكتري ،اند وارد فاز لگاريتمي شده
ضريب  با توجه به. دهند يمحيط را كاهش م pHاسيد كرده و 

ــ( LA-5اســيدوفيلوس .لميــزان بقــاي  GPIرشــد  علــت ه ب
 )اسيدهاي آلي و شـرايط نامسـاعد محيطـي    مقاومت بيشتر به

و همكـاران در سـال    Mortazavianكه با مطالعه بوده بيشتر 
  ).18(هماهنگ است  2006

تـرين ميـزان پـذيرش     داراي بـيش  T1تيمار : ارزيابي حسي
قـرار دارد كـه اخـتلاف     T6و بعـد از آن تيمـار    باشد مي كلي

ــد   معنــي ــا ســاير تيمارهــا دارن  T4تيمــار ). p>05/0(داري ب
ــر ــت    كمت ــا دارا اس ــامي تيماره ــين تم ــذيرش را در ب ين پ

)05/0<p .( بين تيمارهايT2,T7    در ظاهر، طعـم و پـذيرش
اما از نظر بافت ) p<05/0(ار وجود ندارد د معنيكلي اختلاف 

بافت  ABY-1و آغازگر ) p>05/0(باشد  مي ارد معنياختلاف 
در ظـاهر، مـزه و    T3,T8بـين تيمـار    .كند مي بهتري را ايجاد
اري وجود نداشـت، امـا ميـزان پـذيرش     د معنيبافت اختلاف 
در بافـت   T4,T9بين تيمارهاي  .است بالاتر T3كلي در تيمار

ن دليل كاهش ميزا  به T9ار مشاهده نشد، اما د معنياختلاف 
دهـد كـه    بافت بهتـري ايجـاد كـرد و نشـان مـي      ،آب اندازي

ABY-2 هـاي بـالاي شيرسـويا قـادر اسـت در اثـر        در نسبت
افزوده شدن ماده خشك در سوبسترا بافت و ظاهر بهتـري بـا   

در طعـم محصـول اخـتلاف    . را ايجـاد كنـد   كمترآب اندازي 
اري وجود داشت كه نشان دهنده اين نكته اسـت كـه   د معني

 ABY-1هـاي آغـازگر   هاي بالاي شيرسـويا بـاكتري   تدر نسب
هاي ماست  تر بودن باكتري به علت فعال(علت توانايي بالاتر  به

اسيد بيشتري توليد كرده كه باعث كاهش طعـم  ) اين آغازگر
) آيـد  مـي  در اثر اختلاط شير سويا و شير لبني بوجود(گسي 

ار د معنـي در ظـاهر اخـتلاف    T5,T10بين تيمار  ).2(شود  مي
اندازي در تيمارهـاي بـا    دليل كاهش آب مشاهده نشد، ولي به

ــازگر  ــار  ABY-2آغ ــد   T10در تيم ــاد ش ــري ايج ــت بهت باف
)05/0<p .(دار  طور معنيه استفاده از شير سويا و شير لبني ب

هـم  ). >05/0p(باعث افزايش پذيرش كلـي محصـول شـدند    
هـاي   يشير لبني روي ويژگ هاي شير سويا به استارتر و نسبت

هـاي حسـي و قابليـت     بيوشيميايي طي دوره تخمير و ويژگي
موثر بوده و اثر  زيستي در پايان تخمير و دوره نگهداري كاملاً

ها بيشتر  شير لبني بر روي اين ويژگي هاي شير سويا به نسبت
  ). 19، 20(است 

با توجه به پژوهش انجام شده هـر دو متغيـر نـوع كشـت     
هاي  شير گاو بر روي ويژگي  يا بهپروبيوتيك و نسبت شير سو

گيـري   ار داشـته ولـي بـا توجـه انـدازه     د معنيبيوشيمايي اثر 
ها از نـوع اسـتارتر بيشـتر     گذاري نسبتتأثيرها ميزان  شاخص

  .است
  سپاسگزاري

پزشـكي    نامه دانشجويي دانشـگاه علـوم   اين مقاله از پايان
ي  از كميتـه بدينوسـيله  . اسـت  شهيد بهشتي اسـتخراج شـده  

 .شود هاي مالي تشكر مي تحقيقات دانشجويي به دليل حمايت

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

sf
t.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

21
 ]

 

                             8 / 10

http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-997-en.html


 157                                                                1391 زمستان نامه ويژه ،5، شماره هفتممجله علوم تغذيه و صنايع غذايي ايران، سال 

  
  

References

1. Wang HA, Murphy P. Mass balance study of 
isoflavones during soybean processing. J Agri Food 
Chem 1996; 44: 2377-83. 

2. Mortazavian AM, Sohrabvandi S. Probiotics and 
food probiotic products; based on dairy  Probiotic 
products; Eta Publication: Tehran, Iran 2006; p.54-
155. [In Persian]. 

3. Champagne CP, Gurdner H. Effect of storage in fruit 
drink on subsequent survival of probiotic lactobacilli to 
gastro-intestinal stresses. Food Res Int 2008; 41: 539-
543. 

4. Coward LB. Genistein, daidzein, and their diets. J 
Agri Food Chem 1993; 41: 1961-1967. 

5. Donkor ON, Henrikson A, Shah NP. α-galactosidase and 
proteolitic activities of selected probiotic and dairy 
cultured in fermented soymilk. Food Chem 2007; 104: 
10-20. 

6. Lee SY, Morr CV, Seo A. Comparison of milk-based 
and soymilk-based yogurt. J Food Sci 1990; 55: 
532-36. 

7. Shah NP. Probiotic bacteria: Selective enumeration 
and survival in dairy foods. J of Dairy Sci 2000; 83: 
849-907. 

8. Mortazavian AM, Ehsani MR, Mousavi SM, 
Sohrabvandi S, Reinheimer J. Effect of refrigerated 
storage temperature on the viability of probiotic 
microorganism in yogurt. Int J Dairy Techol 2007; 
17: 123-127. 

9. Mortazavian AM, Khosrokhavar R, Rastgar H. Effect of 
dry matter standardization order on biochemical and 
microbiological characteristics of Doogh (Iranian 
fermented milk drink). Ital J Food Sci 2010; 22: 99-103. 

10. Institute of Standards and Industrial Research of 
Iran, Milk and milk products; Types of flavoured 
yoghurt. ISIRI no 4046. First revision, Karaj: ISIRI; 
1997. [In Persian]. 

11. Farnworth E, mainville I, Desjardinsa P, 
Champagne B. Growth of probiotic bacteria and 

bifidobacteria in soy yoghurt formulation. Int J 
Food Microbiol 2007; 53: 174-181. 

12. Liu JR, Lin CW. Production of kefir from soymilk 
with or without added glucose, lactose, or sucrose. J 
Food Sci 2000; 65: 716-719. 

13. Chou CC, Hou JW. Growth of bifidobacteria in 
soymilk and their survival in the fermented soymilk 
drink during storage. Food Chem 2000; 56: 113-
121. 

14. Wang YC, Yu RC, Chou CC. Suger and acid 
contents in soymilk fermented with lactic acid 
bacteria alone or simultaneously with 
bifidobacteria. Food Microbiol 2003; 20: 333-338. 

15. Shah NP. B-glucosidase and hydrolysis of 
isoflavone phytoestrogens by Lactobacillus 
acidophilus, Bifidobacterium lactis and 
Lactobacillus casei in soymilk. Int J Food Sci 2005; 
44: 66-75. 

16. Shah NP. Bifidobacteria: characteristics and potential 
for application in fermented milk products. 
Milchwissenschaft 1997; 52: 16-21. 

17. Dave RI, Shah NP. Viability of yogurt and probiotic 
bacteria in yogurts made from commercial starter 
cultures. Int Dairy J 1997; 7: 31-4. 

18. Mortazavian AM, Sohrabvandi S, Mousavi SM, 
Reinheimer JA. Combined effects of temperature-
related variables on the variables on the viability of 
probiotics in yogurt. Aust J Dairy Technol 2006; 61: 
248-52. 

19. Olubamiva AO, Kolapo AL. Production of yoghurt 
from cow and soy composite milk using starter 
cultuer from diffrent sources. J applied Biosci 2008; 
6: 158-63. 

20. Ostlie HM, Helland MH, Narvhus JA. Growth and 
metabolism of selected strains of probiotic bacteria 
in milk. Int J Food Microbiol 2003; 87: 17– 27. 

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

sf
t.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

21
 ]

 

                             9 / 10

http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-997-en.html


Iranian Journal of  Nutrition Sciences & Food  Technology 
Vol. 7, No. 5, Winter 2013 

 

158

Study of microbiological, biochemical and organoleptic properties in the probiotic 
soy yoghurt 

Mohammadi R1, Rouzitalab A2, Shahabbaspour Z3, Mortazavian AM*4 
 

1- Students’ Research Committee, National Nutrition and Food Technology Research Institute, Faculty ofNutrition Sciences and 
Food Technology, Shahid Beheshti University of Medical Sciences,Tehran,Iran. 

2- MSc in Food Science and Technology,  Faculty of Agriculture and Natural Resources, Science and Research Branch, Islamic 
Azad University, Varamin, Iran.  

3- Instructor of Food Science and Technology, Rudaki Institute, Tonekabon, Iran. 

4- *Corresponding author: Associate prof, Dept. of Food Science and Technology, National Nutrition and Food Technology 
Research Institute, Faculty of Nutrition and Food Technology, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran. 
Email: mortazvn@sbmu.ac.ir    

 

Abstract 
 
Background and Objectives: Worldwide, the demand for consumption of functional foods is growing 
rapidly due to the increased awareness of the consumers from the impact of food on healthProduction of 
soy based probiotic yoghurt will improve the functional potential. The aim of this study was to assess the 
effect of cow’s milk to soymilk proportion and type of probiotic starins on qualitative aspects of soy based 
probiotic yoghurt. 
 
Materials and Methods: proportions of cow's milk to soymilk (100:0, 75:25, 50:50, 75:25, 0:100) were 
prepared using reconstituted skim milk powder, and two type of mix starter culture (ABY-1 and ABY-2 
that contains Lactobacillus acidophilus LA-5 and bifidobacterium Lactis Bb-12 and traditional yoghurt 
starter culture) were inoculated. pH, titratable acidity and redox potential parameters, amounts of lactic 
acid and acetic acid and viability of probiotics and sensory attributes of samples were analysed. 
Results: probiotic bacteria in starter culture ABY-1 in proportion of (50:50) had the highest viability 
(p<0.05). The greatest sensory properties were related to the treatments which had the highest proportion 
of cow's milk and then it was treatment of cultured with starter culture ABY-1 and proportion of 50% of 
cow's milk to 50% of soymilk (50:50-ABY-1) which was set in third grade in total acceptance manner 
(p<0.05). 

Conclusion: The equal proportion of cow's milk to soymilk represented the highest biochemical changes, and with 
adding amount of soymilk, viability of probiotics increased probably due to the presence of prebiotics ingredients of 
soy and proteolitic activity decline of yoghurt starter cultures. 

Keywords: Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Probiotic 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

sf
t.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

21
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-997-en.html
http://www.tcpdf.org

