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 چکیده

 ،در این پژوهشاست ها  میوه آب تولید زمینه در اخیر اي پیشرفته ها از نظیر پروبیوتیک فراسودمند اجزاي با ها نوشیدنی سازي غنی :سابقه و هدف
ماءالشعیر  میکروبیولوژیک و بیوشیمیاییهاي بر ویژگی) 8/4و  3/4(اولیه نگهداري  pHپروبیوتیک و همچنین مقدار اثر متغیرهاي نوع کشت 

  .مورد بررسی قرار گرفت C°5روز نگهداري در  21طی پروبیوتیک 
هاي نوشیدنی مالت  به نمونه )پلنتاروم. لو  فرمنتوم. روتري، ل. ل، کازئی. ل، اسیدوفیلوس. ل(هاي پروبیوتیک میکروارگانیسم :هامواد و روش

، اسیدیته، پتانسیل احیا قابلیت  pHسپس. روز در دماي یخچال نگهداري شد 21و به مدت )  8/4و  3/4(هاي مختلف  pHاضافه و سپس در 
مقدار اسیدیته قابل تیتر، بوسیله . گیري شدندمتر اندازه pHتوسط دستگاه  pH. روز مورد ارزیابی قرار گرفت 7ها در  طی  زیستی پروبیوتیک
  .آگار انجام شد MRSها در محیط مارش پروبیوتیکش. نرمال محاسبه شد 1/0تیتراسیون با سود 

هاي پروبیوتیک دیگر، بیشترین تغییرات را در خواص بیوشیمیایی طی نسبت به گونه اسیدوفیلوس. ل وکازئی . لاولیه،  pHدر هر دو  :هایافته
اولیه، بیشترین تغییرات بیوشیمیایی را در محدوده  pHدر هر دو  پلنتاروم. لو  اسیدوفیلوس. ل. روز نگهداري یخچالی از خود نشان دادند 21
این ویژگی را  8/4اولیه  pHهاي پروبیوتیک تلقیح شده، فقط در این در حالی است که سایر گونه. روز نگهداري یخچالی از خود نشان دادند 0- 7

بیشتر از  3/4اولیه  pHن کاهش، در تیمارهاي با روز نگهداري یخچالی کاهش یافت ولی شدت ای 21ها طی قابلیت زیستی پروبیوتیک. داشتند
روز  21الشعیر طی ها در ماءکمترین ماندگاري را نسبت به سایر پروبیوتیکفرمنتوم . لو  اسیدوفیلوس. ل. بود 8/4اولیه  pHتیمارهاي با 

 در و روتري. ل به مربوط ،3/4 اولیه pH با تیمارهاي در یخچالی نگهداري روز 21 طی زیستی قابلیت بیشترین. نگهداري یخچالی داشتند
  .بود پلنتاروم. ل به مربوط ،8/4 اولیه pH با تیمارهاي

 ییراتدر مقدار تغ شده در نوشیدنی مالت، تلقیح پروبیوتیک گونه اولیه و همچنین نوع pHنتایج به دست آمده نشان داد که مقدار  :گیري نتیجه
  .ها باشد تواند گزینه مناسبی براي رشد پروبیوتیک می نوشیدنی مالت بنابراین .ندبود و قابلیت زیستی آن مؤثر یوشیمیاییب

  الکل بدون ماءالشعیر زیستی، قابلیت پروبیوتیک، بیوشیمیایی، :واژگان کلیدي

  مقدمه 
ی فراویـژه یعن ـ  غذایی موادامروزه گرایش زیادي به مصرف 

اي ویژه علاوه بـر خـواص    داراي ارزش دارویی و تغذیهغذاهاي 
ــه ــت    تغذی ــده اس ــود آم ــه وج ــه، ب ــک. اي پای ــا،  پروبیوتی ه

هـا و محصـولات غنـی شـده      هـا و سـین بیوتیـک    بیوتیک پري
 و غـذا  اداره .دهسـتن  اي، همگی از جمله این مواد غذایی تغذیه

 بهداشــت سـازمان  و )FAO( متحـد  ملــل سـازمان  کشـاورزي 
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 ٥٤

: کنــد مــی تعریـف  ایـن گونــه  را پروبیوتیــک) WHO( جهـانی 
 مصـرف  که هستند اي زنده هاي ارگانیسم میکرو ها پروبیوتیک«

 بـدن  در بخـش  سـلامت  اثـرات  شـدن  نمایان سبب نهاآ کافی
در نتیجۀ مصرف مـواد غـذایی فراویـژه،     ).1( »شود می میزبان

هاي ساکن روده از تعـادل بهتـري برخـوردار     جمعیت میکروب
را بـراي مصـرف    يشوند که به موجب آن سـلامت بیشـتر   می

هـاي پروبیوتیـک از    مصـرف فـرآورده  . کنندگان به دنبـال دارد 
 .هاي مناسب و مـؤثر تنظـیم فلـور میکروبـی روده اسـت      روش

 ضـد  زایی، سرطان ضد مانند خواص بخشی سلامت هاي ویژگی
 کـاهش  ایمنـی،  سیسـتم  عفـونتی، تحریـک   ضـد  زایی، جهش

 درمـان  ،غـذا  اي تغذیـه  ارزش سرم، افزایش کلسترول دهندگی
 ادراري دسـتگاه  و گـوارش  هـاي دسـتگاه   عفونـت  اسهال، انواع

   .)2-6(شود  می داده نسبتها  ریززنده این به تناسلی
ــیش از     ــر ب ــال حاض ــوي    75در ح ــی محت ــرآورده لبن ف

شود و نیز تلاش بـراي   ها در سراسر جهان تولید می پروبیوتیک
آغـاز   هـا  کنار پروبیوتیـک  استفاده از ترکیبات پري بیوتیک در

ــراي  کننــده اخیــراً تقاضــاي مصــرف ).1، 2( اســت شــده هــا ب
افزایش یافتـه   ,محصولات پروبیوتیکی که برپایه لبنیات نباشند

تواننـد بـه عنـوان یـک محصـول       است و ایـن محصـولات مـی   
کننـدگانی کـه بـه     سلامتی بخش براي گیـاهخوران و مصـرف  

ات مطالع ـ). 3( محصولات لبنی آلـرژي دارنـد اسـتفاده گـردد    
هـاي پروبیوتیـک در    کارگیري بـاکتري  محدودي در رابطه با به

میوه جات در ایران صورت گرفته اسـت لکـن    فرمولاسیون آب
مشکلاتی نظیر وجود مقادیر قابـل توجـه چربـی و حساسـیت     

بـه تـدریج    ،طیف وسیعی از مردم به لاکتـوز موجـود در شـیر   
هـایی   ردهفـرآو  روي برزمینه را براي انجام آزمایشات گوناگون 

هـایی کـه    یکی از نوشیدنی. )3(غیر از لبنیات آماده کرده است
به دو صورت داراي الکل و فاقـد آن در سرتاسـر دنیـا مصـرف     

این نوشیدنی تاریخ . شود، ماءالشعیر و نوشیدنی مالت است می
النهـرین مـورد    چندهزار سـاله دارد و در مصـر باسـتان و بـین    

ترین شواهد شـیمیایی   قدیمی گرفته است، اما استفاده قرار می
سال قبل از میلاد از  3500موجود از نوشیدنی مالت، به حدود 

گدین تپه، واقع در سلسله جبال زاگرس در غرب ایران حکایت 
به تدریج این نوشیدنی الکلی در تمام دنیا رایج و در تمام . دارد

پیش از انقـلاب نـوع الکلـی ماءالشـعیر در     . ها تولید شد کشور
بعد از انقلاب تولید ماءالشعیر الکلـی قطـع   . شد ن تولید میایرا

هاي خود را تغییـر داده و بـه    هاي داخلی سیستم شد و شرکت
اولیــه  مــواد. تولیــد ماءالشــعیر و نوشــیدنی مالــت پرداختنــد

 .دهنـد  تشکیل می مخمر و رازك جو، مالت را متداول ماءالشعیر
چنـین   اي نوشـیدنی مالـت و هـم    با توجه به خصوصیات تغذیه

توانـد محـیط    مطالب ذکر شده در بـالا، نوشـیدنی مالـت مـی    
که در این مقاله  )3، 7( ها باشد مناسبی براي انتقال پروبیوتیک

هاي  سویه میکروبیولوژیک و بیوشیمیایی هايویژگی به بررسی
 نگهـداري  دوره طـی  مالـت  نوشـیدنی  در پروبیوتیـک  مختلـف 

 .پردازیم یخچالی می

  هامواد و روش  
راي کشـت  سازي پروبیوتیک آماده هـاي  پروبیوتیـک : ها بـ

مورد تحقیـق از دانشـکده داروسـازي دانشـگاه علـوم پزشـکی       
اي مـورب در پلیـت   ابتدا کشت چهار منطقه. تهران تهیه شدند

. آیدانجام گردید تا کلنی میکربی به دست  MRS-Agarحاوي 
، co2گراد داخل جـار حـاوي    درجه سانتی 37در شرایط دمایی 

ها را کشـت انبـوه داده و   ، تک کلنی لاکتوباسیلوسبراي گونه 
هـاي گـرم   آمیزي گرم کرده و بـه مشـاهده باسـیل    سپس رنگ

  .مثبت پرداخته شد
 ccارلن محیط کشت که هر ارلن حاوي 5ابتدا : ها کشت گونه

از . سـازي گردیـد   بود آمـاده  MRS-Brothمحیط کشت  100 
هرگونه باکتري به طور جداگانه در کنار شـعله بـه داخـل هـر     

سـاعت قـرار    24ارلن وارد کرده، در داخل انکوباتور بـه مـدت   
ساعت از  24پس از گذشت . ها رشد نمایندداده شد تا باکتري

هـم از طریـق مشـاهده بـا     , تلقیح اولیه و اطمینان از رشد آنها
که رسوب بـاکتري در داخـل محـیط کشـت      چشم غیر مسلح

آمیـزي و  نشانگر آن بود، جهت تأییـد خلـوص کشـت از رنـگ    
سـپس  . مشاهده لام توسط میکروسکوپ نوري استفاده گردیـد 

-MRS از محـــیط کشـــت  mL  10در شـــرایط اســـتریل

Broth  توسط پیپت استریل به فالکون استریل منتقل گردیـد و
سانتریفوژ براي هر  g  3500دقیقه با دور چرخش 10به مدت 

سـپس مـایع رویـی    . هاي مورد تحقیق انجام شد یک از سوش
محلـول  ) جسـم بـاکتري   ( شناور جدا گردید و بر روي رسوب 

  . رینگر استریل به منظور تهیه مایه تلقیح اضافه شد
سپس با دستگاه اسـپکتروفتور مقـداري کمـی از کـدورت     

کتوفتومتر ایجاد شده به طور جداگانه بـه سـل مخصـوص اسـپ    
وارد گردید و پس از قرار دادن سل در داخـل دسـتگاه میـزان    

کـه عمومـاً بـراي    (  nm 623در طول موج  )OD(جذب نوري 
هاي باکتري براي هر یک از گونه, )گردداستفاده میها  باکتري

  .گیري و ثبت گردید اندازه
براي این : هاي مورد تحقیق به نوشیدنی مالت تلقیح گونه

منظور در زیر هود لامینار و در کنـار شـعله در شـرایط کـاملاً     
هـاي مـورد    به تعداد سوش(عدد یورین باتل  20استریل تعداد 

که ) ها  هاي زمانی ارزیابی شاخص آزمون و در نظر گرفتن دوره
از قبل استریل شده بود قرار داده شد، سپس نوشـیدنی مالـت   
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به هـر یـک از    mL 100میزان  تهیه شده از شرکت بهنوش به
د، مایـه تلقـیح تهیـه    در مرحله بع. ها اضافه گردید یورین باتل

هاي حاوي  ها به هر یک از یورین باتل شده از هر یک از سوش
ها در  سپس یورین باتل. تلقیح شد% 7با نسبت نوشیدنی مالت 
درجه سلسیوس مورد نگهداري قرار گرفت تا  5دماي یخچالی 

ــانی مــورد نظــر  هــاي در دوره از نظــر ) 21، 14، 7، 0روز (زم
، اسیدیته قابل تیتر، پتانسـیل احیـا، قابلیـت    pH(هاي  شاخص

 .کـازئی، ل  .ل، اسـیدوفیلوس . لهـاي    زیستی میکروارگانیسم
. مـورد ارزیـابی قـرار گیـرد    )  پلنتاروم. رئوتري، ل. فرمنتوم، ل

هـاي مختلـف بـر اسـاس      هاي زنده در زمـان  نتایج کل باکتري
  . بررسی و ثبت گردید کشت مخلوطروش  
  ها گیري شاخص هاي اندازه روش

شـمارش  : هاي پروبیوتیـک  تعیین قابلیت زیستی باکتري
. اسیدوفیلوس، ل. لهاي پروبیوتیک  اختصاصی میکروارگانیسم

، بـا اسـتفاده از   رئـوتري . فرمنتـوم، ل . پلنتـاروم، ل . کازئی، ل
ــت   ــیط کش ــویان و    MRS-Agarمح ــا روش مرتض ــابق ب مط

  .انجام شدند) 4(همکاران
 طریـق  از هاپروبیوتیک) VPI( زیستی قابلیت نسبی ضریب

 :آمد به دست زیر رابطه
) / cfu/ml( نهـایی  جمعیـت = زیستی قابلیت نسبی ضریب

 )cfu/ml( اولیه جمعیت
 دهنده نشان باشد، تر نزدیک 1 به VPI مقدار هرچه بنابراین

 .بود خواهد هاپروبیوتیک جمعیت در کمتري تغییرات
  هاي شیمیایی شاخص

هـا طـی دوره نگهـداري یخچـالی بـا       نمونـه : pHگیري  اندازه
 سـرعت متوسـط افـت    . گیـري شـد   متر انـدازه   pHاستفاده از

pH 4(محاسبه شد طی دوره نگهداري از رابطه زیر:(  
  

pH نهایی– pHروز(زمان   سرعت متوسط افت) روز/واحد=(  اولیه(  

  
گیـري اسـیدیته    بـراي انـدازه  : سنجش اسیدیته قابل تیتـر 

آب مقطر مخلـوط و   20نمونه با  20ها بر اسید لاکتیک،  نمونه
. نرمال در حضور معـرف فنـل فتـالئین تیتـر شـد      1/0با سود 

مقدار این شاخص بـر حسـب درجـه دورنیـک از فرمـول زیـر       
  ): 4(محاسبه شد

 
اسیدیته قابل تیتر) درجه دورنیک= (حجم سود مصرفی ) لیتر میلی( ×9  

 
ها طی  سرعت متوسط افزایش اسیدیته قابل تیتر در نمونه

  :نگهداري یخچالی از رابطه زیر به دست آمد

  اسیدیته قابل تیتر نهایی –اسیدیته قابل تیتر اولیه 
  

  سرعت متوسط افزایش اسیدیته
  )روز(زمان   =  ))روز(زمان /درجه درنیک( 

  
متر  pHها با استفاده از  پتانسیل احیا در نمونه: پتانسیل احیا

  .گیري شد مجهز به الکترود بر حسب میلی ولت اندازه
هـا طـی دوره    سرعت متوسط افزایش پتانسیل احیـا در نمونـه  

  ):4(نگهداري از رابطه زیر محاسبه شد

  پتانسیل احیا پایانی –پتانسیل احیا اولیه 
  

  سرعت متوسط افزایش پتانسیل احیا
 )روز(زمان   =  )روز/ میلی ولت( 

  
این پژوهش بر اساس طرح فاکتوریـل کامـل   : ارزیابی آماري

ها در سه تکرار انجام شـد همچنـین    طراحی شد و کلیه آزمون
داري  در سطح معنـی (تحلیل واریانس دو طرفه و آزمون دانکن 

ها براي یـافتن تفـاوت    براي تجزیه و تحلیل آماري داده) 05/0
 SPSS16افـزار   ها با استفاده از نـرم  دار میان میانگین داده معنی

رسم  Excelافزار  ها با استفاده از نرم تمامی نمودار. استفاده شد
  .شدند

 هایافته  
اولیـه بـر    pHاثرات نـوع کشـت پروبیوتیـک و مقـدار     

با توجـه  : هاي بیوشیمیایی طی نگهداري یخچالی شاخص
، در همــه تیمارهــا بــه جــز  1و جــدول  2، 1هــاي بــه شــکل

داري در  تغییـرات معنـی  ، )بدون پروبیوتیـک (تیمارهاي شاهد 
روز نگهـداري یخچـالی    21خواص بیوشیمیایی هر تیمار طـی  

مشاهده ) هاي بیوشیمیایی هر هفت روزگیري شاخصبا اندازه(
با روز صفر در هـر   21مقایسه خواص بیوشیمیایی در روز (شد 

، بیشترین میزان  2و  1هاي مطابق با شکل). >p 05/0) (تیمار
طور مشترك مربـوط بـه سـه     در بین همه تیمارها، به pHافت 

بـود و بیشـترین مقـدار افـزایش      P-8/4و A-8/4 ،C-8/4تیمار 
روز  21پتانسیل احیا و افزایش اسـیدیته قابـل تیتـر در پایـان     
 C-3/4نگهداري یخچالی، از بین همه تیمارها مربوط به تیمـار  

نگین افـت  ، بیشترین مقدار سرعت میا 1مطابق با جدول . بود
pH طور مشترك مربوط به سـه تیمـار    در بین همه تیمارها به
A-8/4 ،C-8/4 وP-8/4   داري بـین   بود و اخـتلاف کـاملاً معنـی

این سه تیمار با تیمارهاي دیگر وجود  pHسرعت میانگین افت 
بیشـترین مقـدار سـرعت میـانگین افـزایش      ). >05/0p(داشت 

یش پتانسیل احیـا در  اسیدیته قابل تیتر و سرعت میانگین افزا
بــود و اخــتلاف  C-4.3بـین همــه تیمارهــا مربــوط بــه تیمــار  

داري بین سرعت میانگین افزایش اسیدیته قابـل تیتـر و    معنی
سرعت میانگین افزایش پتانسیل احیا این تیمار بـا تیمارهـاي   
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، کمتـرین   1مطـابق بـا جـدول    ). >05/0p(دیگر وجود داشت 
طـور   در بین همه تیمارهـا، بـه   pHمقدار سرعت میانگین افت 

،  F-3/4مربوط به سـه تیمـار   ) دار بدون تفاوت معنی(مشترك 
R-3/4  وP-3/4 داري در مقایسه بـین   بود و تفاوت کاملاً معنی

). >05/0p(این سه تیمـار بـا تیمارهـاي دیگـر وجـود داشـت       
کمترین مقدار سرعت میانگین افزایش اسیدیته قابـل تیتـر در   

اخـتلاف کـاملاً   . بـود  A-8/4ها مربوط به تیمار بین همه تیمار
داري بین این تیمار با تیمارهاي دیگر به جـز تیمارهـاي    معنی

C-8/4 وP-8/4  05/0(وجود داشت p< .(    اخـتلاف بـین تیمـار
A-8/4  ــاي ــا تیماره ــاوت معنــی P-8/4و  C-8/4ب ــود تف . دار ب

کمترین مقدار سرعت میانگین افزایش پتانسیل احیـا در بـین   
بـود و تفـاوت کـاملاً     P-3/4مه تیمارهـا مربـوط بـه تیمـار      ه

داري بین این تیمـار بـا تیمارهـاي دیگـر وجـود داشـت        معنی
)05/0p< .( همچنــین مطــابق بــا ایــن جــدول، از نظــر مقــدار

 P-3/4و  C-3/4  ،R-3/4اسیدیته قابل تیتر نهایی، تیمارهـاي  
کمترین مقـدار را   R-3/4و  F-3/4بیشترین مقدار و تیمارهاي 

زمان اوج تخمیر در همه تیمارهـا بـه جـز    . از خود نشان دادند
ــار  ــه تیم ــدوده  R -3/4و  C -3/4  ،F -3/4س روز  0-7در مح

 C -3/4  ،F -3/4در حالی که زمان اوج تخمیر سه تیمـار  . بود
  .روز بود 7-14در محدوده  R -3/4و 

 

  
و تلقیح ) 3/4(اولیه طبیعی  pHدر تیمارهاي با ) C5°(روز نگهداري یخچالی  21، اسیدیته قابل تیتر و پتانسیل احیا طی pHتغییرات  .1شکل 

  )پلنتاروم. ل =Pو  روتري. ل=R، فرمنتوم. ل= F، کازئی. ل= C، اسیدوفیلوس. ل= A(هاي پروبیوتیک شده با سوش
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 )*C5°(هاي مختلف در طی نگهداري یخچالی  هاي بیوشیمیایی تیمارهاگیري شاخصمقایسه  اندازه. 1جدول 

  ها شاخص
 **تیمار

  سرعت میانگین
   pHافت 
 )روز/ 1(

سرعت میانگین افزایش 
درجه (اسیدیته قابل تیتر 

 )روز/ دورنیک

سرعت میانگین افزایش 
  پتانسیل احیا 

 )روز/ میلی ولت(

  زمان اوج تخمیر
 )روز( 

قابل تیتر اولیه اسیدیته 
  )درجه دورنیک(

 روز صفر

  اسیدیته قابل تیتر نهایی
  )درجه دورنیک( 

 21روز 
A -3/4   c005/0 b52/1 c47/0 7-0 b135 b167 
C-3/4   c006/0 a76/1 a57/1 14-7 b138 a175 
F -3/4   d002/0 e76/0 d38/0 14-7 b138 c154 
R-3/4   d002/0 cd09/1 b33/1 14-7 a152 a175 
P-3/4   d002/0 cd14/1 f14/0 7-0 a149 a173 
A -8/4 a016/0 f47/0 d33/0 7-0 c120 d130 
C-8/4 a018/0 ef61/0 d38/0 7-0 c122 d135 
F -8/4  b011/0 c19/1 e23/0 7-0 d100 e125 
R-8/4 b013/0 c23/1 e19/0 7-0 d100 e126 
P-8/4  a018/0 ef61/0 d33/0 7-0 c122 d135 

  ).p<0.05(دار با یکدیگر متفاوتند  اند، به طور معنیکه در یک ستون با حروف متفاوت نشان داده شدههایی میانگین* 
 **3/4 =pH  ،8/4اولیه طبیعی =pH  ،اولیه افزایش یافتهA =اسیدوفیلوس. ل ،C =کازئی. ل ،F =فرمنتوم. ل ،R =و  روتري. لP =پلنتاروم. ل  

  

    

  
  

  
و ) 8/4(اولیه افزایش یافته  pHدر تیمارهاي با ) C5°(روز نگهداري یخچالی  21، اسیدیته قابل تیتر و پتانسیل احیا طی pHتغییرات  .2شکل 

  )پلنتاروم. ل =Pو  روتري. ل= R، فرمنتوم. ل= F، کازئی. ل= C، اسیدوفیلوس. ل= A(هاي پروبیوتیک تلقیح شده با سوش
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 ٥٨

هـا طـی نگهـداري    ی قابلیت زیستی پروبیوتیـک بررس
، در همـه تیمارهـا   3و  2هـاي  بـا توجـه بـه جـدول    : یخچالی

 21هـا طـی    داري در قابلیت زیستی پروبیوتیـک  تغییرات معنی
) ها هر هفـت روز  با شمارش پروبیوتیک(روز نگهداري یخچالی 

، بـا مقایسـه همـه    2مطابق با جدول ). >p 05/0(مشاهده شد 
داري در قابلیت زیستی تیمارهـا در روز   اختلاف معنی تیمارها،

ــت   ــود نداش ــفر وج ــین  7در روز ). <p 05/0(ص  14و همچن
نگهداري یخچـالی، بیشـترین و کمتـرین قابلیـت زیسـتی بـه       

در  ).>05/0p(بـود   P-3/4و  R-8/4ترتیب مربوط به تیمارهاي 
بیشـترین و دو تیمـار    P8/4-نگهداري یخچالی تیمـار   21روز 

A-3/4  وF-3/4 دار بــدون تفــاوت معنــی(طــور مشــترك  بــه (
همچنین با توجه به جـدول  . کمترین قابلیت زیستی را داشتند

روز در این تیمارها، بیشترین ضـریب   7 هر VPIو با مقایسه  3
 14نسـبت بـه روز صـفر و همچنـین      7قابلیت زیستی در روز 

بیشـترین و  . بـود  R-8/4نسبت به روز صفر مربـوط بـه تیمـار    
، بـه  7نسبت به روز  14کمترین ضریب قابلیت زیستی در روز 

بیشـترین  . مشـاهده شـد   A-3/4و  C-8/4ترتیب در تیمارهاي 
 14نسبت به روزهاي صـفر و   21ضریب قابلیت زیستی در روز 

کمترین ضریب قابلیـت زیسـتی در   . بودP-8/4مربوط به تیمار 
  مشــترك در تیمارهــايطــور  نســبت بــه روز صــفر بــه 21روز 

 A-3/4 ،C-3/4  ،F -3/4  ،R-3/4  وP-3/4  ــد و ــاهده شـ مشـ
 14نسـبت بـه روز    21کمترین ضریب قابلیت زیسـتی در روز  

  .بود F-3/4مربوط به تیمار 

  
 *)C5°(نگهداري یخچالی روز  21هاي مختلف در طی  ها در تیمارهامقایسه  قابلیت زیستی پروبیوتیک .2جدول

 **تیمار
 (log cfu/mL)قابلیت زیستی 

 21روز  14روز  7روز  روز صفر
A-3/4   aA01/8 dB34/7 iC39/5 gD00/4 
C -3/4  aA00/8 fB71/6 hC95/5 fD00/5 
F-3/4  aA02/8 cB51/7 fC54/6 gD30/4 
R -3/4   aA03/8 cB53/7 gC36/6 eD92/5 
P -3/4  aA02/8 gB37/6 jC07/5 fC95/4 
A -8/4 aA00/8 dB38/7 dC14/7 dCD60/6 
C-8/4 aA01/8 cC50/7 cB72/7 cC49/7 
F -8/4 aA00/8 eB21/7 deC08/7 dD60/6 
R-8/4 aC00/8 aA32/8 aB14/8 bD62/7 
P -8/4 aAB01/8 bA06/8 bB96/7 aB94/7 

 .)>05/0p( ها و سطرها هستندها در ستوندار میان میانگین هاي معنیدهنده تفاوت به ترتیب نشانهایی که با حروف کوچک و بزرگ متفاوت نشان داده شده اند، میانگین* 
 **3/4 =pH  ،8/4اولیه طبیعی =pH  ،اولیه افزایش یافتهA =اسیدوفیلوس. ل ،C =کازئی. ل ،F =فرمنتوم. ل ،R =و  روتري. لP =پلنتاروم. ل  

  
  )C5°(روز نگهداري یخچالی  21ها در تیمارهاي مختلف در  طی پروبیوتیک) VPI(مقایسه ضریب نسبی قابلیت زیستی . 3جدول

 7VPI 14VPI   21VPI *تیمار
 14روز  روز صفر    7روز  روز صفر

A-3/4   21/0 00/0 01/0   00/0 04/0 
C -3/4  05/0 00/0 17/0   00/0 11/0 
F-3/4  30/0 03/0 10/0   00/0 00/0 
R -3/4   31/0 02/0 06/0   00/0 36/0 
P -3/4  02/0 00/0 05/0   00/0 75/0 
A -8/4 24/0 13/0 57/0   04/0 28/0 
C-8/4 30/0 51/0 66/1   30/0 58/0 
F -8/4 16/0 12/0  74/0   04/0 33/0 
R-8/4 09/2 38/1 66/0   41/0 30/0 
P -8/4 12/1 89/0 79/0   85/0 95/0 

 *3/4 =pH  ،8/4اولیه طبیعی =pH  ،اولیه افزایش یافتهA =اسیدوفیلوس. ل ،C =کازئی. ل ،F =فرمنتوم. ل ،R =و  روتري. لP =پلنتاروم. ل  
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  بحث  
وع کشـت پروبیوتیـک و مقـدار      ر    pHاثرات نـ اولیـه بـ

مطابق با : هاي بیوشیمیایی طی نگهداري یخچالی شاخص
داري در خــواص  ، در همــه تیمارهــا تغییــرات معنــی 1شــکل 

روز نگهداري یخچـالی مشـاهده    21بیوشیمیایی هر تیمار طی 
با روز صفر در هـر   21مقایسه خواص بیوشیمیایی در روز (شد 

بـدون  (این در حالی است که نمونه شـاهد  ). >p 05/0) (تیمار
ــزودن پروبیوتیــک ــیچ) اف ــري در  ه ــه تغیی ــاي شــاخصگون ه

 ).انـد ها نشـان داده نشـده  داده(بیوشیمیایی از خود نشان نداد 
الشـعیر  بنابراین تنها عامل ایجاد تغییرات بیوشـیمیایی در مـاء  

روز نگهــداري یخچــالی، تخمیــر توســط  21پروبیوتیــک طــی 
گونـه   هاي پروبیوتیک تلقیح شده بـوده و هـیچ  میکروارگانیسم

آلـودگی حاصـل از اسـید    عنـوان مثـال    بـه (آلودگی میکروبـی  
. باعـث ایجـاد ایـن تغییـرات نبـوده اسـت      ) هالاکتیک باکتري

ــین ــاران  Wzorek همچن ــیمیایی  ) 5(و همک ــرات بیوش تغیی
 هفتـه در  8هاي اسید لاکتیک پروبیوتیک را بـه مـدت    باکتري

در نوشیدنی مالت بررسی کرده و اعلام کردنـد کـه    C 6°دماي
و مقـدار اسـیدیته از    46/3 به 97/3از  pHمقدار  C6°در دماي 

را به تخمیر  pHرسید و این کاهش،  g/100 ml 27/0به  14/0
همچنـین بعضـی از   . ها در نوشـیدنی مالـت نسـبت دادنـد     قند

طی نگهـداري یخچـالی    pHاند که افت محققین پیشنهاد داده
هایی است که به وسیله استارترها طی تخمیـر  در نتیجه آنزیم

را بـه پـس اسـید سـازي طـی       pHاهش این ک. شوندتولید می
نگهداري یخچالی در نتیجه آنزیم بتاگالاکتوزیداز که در دمـاي  

C°5-0 در این مطالعـه   . )6( .است نیز فعال است، نسبت داده
روز نگهـداري یخچـالی،    21طـی   pHامکان دارد علت کاهش 
ها  هاي از پیش کشته شده پروبیوتیک خودکافت برخی از سلول

این در حالی اسـت کـه   . نامناسب محیط باشد به سبب شرایط
گــزارش کردنــد کــه ایــن ) 1391(ونــدي و همکــاران ســهراب

ها  هاي پروبیوتیک سبب متلاشی شدن سلول خودکافت باکتري
هـا در محـیط    ها و پروتئین و آزاد سازي اسیدهاي آمینه، پپتید
  ).7(شود می pHشده که در نهایت منجر به افزایش 

اسید لاکتیـک تولیـد شـده توسـط اسـید      تفاوت در مقدار 
هـا در توانـایی تخمیـر قنـد     هـا بـه تفـاوت آن    لاکتیک باکتري

هـاي  بستگی دارد که ایـن توانـایی تخمیـر، نـه تنهـا در گونـه      
هاي مختلف یک گونه نیـز بـا یکـدیگر    مختلف، بلکه در سوش

. لگزارش کردند کـه  ) Libudzis  )8و Moneta. متفاوت است
درصـد اسـید    6/0سـاعت تخمیـر    24طی  Ch-5اسیدوفیلوس 
درصد  3/2در همین مدت،  A92 اسیدوفیلوس. للاکتیک ولی 

. لثابــت شــده اســت کــه . کننــداســید لاکتیــک تولیــد مــی
هـاي پـایین    pHتواند در دماي یخچـالی و در  می اسیدوفیلوس

محصولات لبنی تخمیري، با سـرعت بسـیار بیشـتري از سـایر     
هاي آلی ها و تولید اسیدتخمیر قندهاي پروبیوتیک باعث گونه

ــود   ــیط ش ــین ). 9، 10(در مح ) Lara )11و  Gillilandهمچن
ــد در دمــاي یخچــالی حتــی ســوش هــایی از   . لاعــلام کردن

کـه قـادر بـه تشـکیل کلنـی در محـیط کشـت        اسیدوفیلوس 
شمارش نبودند، هنوز فعالیت بتاگالاکتوزیدازي خـود را حفـظ   

، در مقالات متعددي بـر قـدرت   کازئی. لدر مورد . کرده بودند
، 13(بالاي تخمیر این گونه در دماي یخچالی اشاره شده است 

ضمن این که خاصیت پروتئولیتیک این گونه، باعث  .)10، 12
هـاي   رشد و بقـاي بیشـتر ایـن گونـه نسـبت بـه سـایر گونـه        

). 14، 15(شود ها می پروبیوتیک و در پی آن تخمیر بیشتر قند
 داراي محـیط  هـا، پروبیوتیک اکثر براي مساعد یطشرا جمله از

ــایین مولکــولی اکســیژن ــات   .باشــدمــی پ ــر اســاس تحقیق ب
Champagne  هاي اثـر اکسـیژن   ، یکی از روش)16(و همکاران

بدین صورت که . ها اثر مستقیم بر سلول است روي پروبیوتیک
هاي پروبیوتیک به اکسیژن بسیار حسـاس هسـتند و در    کشت

یابد و احتمـال  ها کاهش مین، قابلیت زیستی آنحضور اکسیژ
همچنـین  . تولید پراکسید هیدروژن داخل سـلولی وجـود دارد  

نگهداري، باعـث   7ها در اکثر تیمارها تا روز تخمیر پروبیوتیک
ــاهش  ــاي   pHک ــیل احی ــزایش پتانس ــیدیته و اف ــزایش اس ، اف

که خود در نهایت عاملی نامطلوب ) 2و  1شکل (محصول شده 
هـا در ادامـه   زدارنده براي فعالیت بیوشـیمیایی پروبیوتیـک  و با

گـزارش کردنـد   ) 17(و همکاران  Luckow. دوره نگهداري شد
هـا خنثـی شـده بـود، هـیچ اثـر       آن pHهایی کـه   که آب میوه
هــاي آغــازگر   اي روي رشــد و فعالیــت بــاکتري  بازدارنــده

 .ها نداشتند اسیدلاکتیک و پروبیوتیک

اولیه بر قابلیت  pHوتیک و مقدار اثرات نوع کشت پروبی
مطـابق بـا   : ها طی نگهداري یخچـالی زیستی پروبیوتیک

، قابلیت زیستی همه تیمارها در روز صفر با تیمارهاي 2جدول 
که همین موضـوع، تأییـدي   . داري نداشتند دیگر اختلاف معنی
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هـا طـی   بر قابل مقایسـه بـودن ایـن شـاخص در همـه تیمـار      
داري  در همه تیمارها تغییـرات معنـی  . نگهداري یخچالی است

روز نگهـداري یخچـالی    21در قابلیت زیستی هـر تیمـار طـی    
روز نگهـداري   21مقایسه قابلیـت زیسـتی طـی    (مشاهده شد 

-به طوري که جمعیت نهایی پروبیوتیک). یخچالی در هر تیمار
طـور   ها در پایان دوره نگهداري یخچالی در تمامی تیمارها بـه 

با توجه به جدول ). >p 05/0(از روز صفر بود  داري کمتر معنی
نسبت بـه روز   21روز ) VPI(، ضریب نسبی قابلیت زیستی  3

کـه   ، صفر بود درحـالی 3/4اولیه  pHصفر در همه تیمارهاي با 
VPI  ــا ، کمتــر از یــک و بیشــتر از 8/4اولیــه  pHتیمارهــاي ب

ــا  ــود 3/4اولیــه  pHتیمارهــاي ب بنــابراین قابلیــت زیســتی . ب
طـور کلـی طـی دوره     الشـعیر بـه  ها در محـیط مـاء  وبیوتیکپر

نگهداري یخچالی کاهش یافـت ولـی شـدت ایـن کـاهش، در      
 8/4اولیـه   pHبیشتر از تیمارهاي با  3/4اولیه  pHتیمارهاي با 

طـی نگهـداري    pHاولیه، مقدار سرعت افـت   pHعلاوه بر . بود
ها وتیکنهایی نیز بر قابلیت زیستی پروبی pHیخچالی و مقدار 

، کمترین 3و  2هاي به طوري که با توجه به جدول. مؤثر است
 pHروز نگهـداري یخچـالی در هـر دو     21قابلیت زیستی طی 

. لو  اسـیدوفیلوس . لطـور مشـترك در    بـه ) 8/4و  3/4(اولیه 
بنــابراین ایــن دو گونــه پروبیوتیــک، . مشــاهده شــد فرمنتــوم

الشعیر ها در ماءیککمترین ماندگاري را نسبت به سایر پروبیوت
ها حساسیت پروبیوتیک. روز نگهداري یخچالی داشتند 21طی 

الشـعیر، تـاکنون در مطالعـات    به عوامل نامساعد محیطی مـاء 
 pHمطالعات نشان داده است که . زیادي به اثبات رسیده است

ترین عوامـل مـؤثر در افـت     هاي تخمیري از مهم پایین فرآورده
الشـعیر داراي  مـاء ). 18، 4(ها اسـت   کقابلیت زیستی پروبیوتی

انواع ترکیبات گوناگون با خواص ضد باکتري همچون ترکیبات 
کـه  ) 19(فنلی، مشتقات رازك و انـواع اسـیدهاي آلـی اسـت     

هـا   ممکن است سبب افزایش افت قابلیت زیسـتی پروبیوتیـک  
دلیـل دیگـر بـراي کـاهش بـارز      . طی نگهداري یخچالی شوند

توانـد  الشعیر مـی هاي پروبیوتیک در ماء يقابلیت زیستی باکتر
ها با شرایط خطر زاي محیط پـس   مجاور سازي ناگهانی سلول

ها  از تلقیح باشد که احتمالاً باعث وارد آمدن شوك تنش به آن
پـایین   pHمشخص شده است که در شیر تخمیري با . شودمی

هاي پروبیوتیک که پیش از  ، قابلیت زیستی سلول)0/4یا  2/4(
اي طور قابـل ملاحظـه   شوند بهخمیر به محیط شیر افزوده میت

ها پس از اتمـام تخمیـر    بیشتر از شرایطی است که این باکتري
ــه در شــرایط نخســت،  . شــوندتلقــیح مــی علــت آن اســت ک
ها از قابلیـت بیشـتر در سـازگار شـدن بـه محـیط        پروبیوتیک

  ).20(شوند تخمیري برخوردار می
مطالعه نشان داد که در همـه تیمارهـا   به طور کلی، نتایج این 

 21داري در خواص بیوشیمیایی هر تیمـار طـی    تغییرات معنی
مقایســه خـــواص  (روز نگهــداري یخچــالی مشــاهده شــد     

). >p 05/0) (با روز صفر در هـر تیمـار   21بیوشیمیایی در روز 
) بدون افزودن پروبیوتیـک (این در حالی است که نمونه شاهد 

هاي بیوشـیمیایی از خـود نشـان    شاخص گونه تغییري در هیچ
-بنابراین تنها عامل ایجاد تغییـرات بیوشـیمیایی در مـاء    .نداد

روز نگهـداري یخچـالی، تخمیـر     21الشعیر پروبیوتیـک طـی   
هـاي پروبیوتیـک تلقـیح شـده بـوده و      توسط میکروارگانیسـم 

عنوان مثـال آلـودگی حاصـل از     به(گونه آلودگی میکروبی  هیچ
 .باعث ایجاد این تغییرات نبوده اسـت ) هااکترياسید لاکتیک ب

اولیه و همچنین نوع گونه پروبیوتیک تلقـیح شـده،    pHمقدار 
هاي مختلف پروبیوتیـک  به دلیل تفاوت در قدرت تخمیر گونه

 .در دماي یخچالی، در مقدار تغییرات بیوشیمیایی مؤثر بودنـد 
 فیلوساسـیدو . ل وکازئی . لاولیه،  pHبه طوري که در هر دو 

هاي پروبیوتیک دیگر، بیشـترین تغییـرات را در   نسبت به گونه
روز نگهـداري یخچـالی از خـود     21خواص بیوشـیمیایی طـی   

بخـش  با درنظر گرفتن حـداقل جمعیـت رضـایت   . نشان دادند
 P-8/4و  C-8/4 ،R-8/4، تیمارهاي )cfu/ml107(ها پروبیوتیک
روز نگهـداري در دمـاي یخچـالی بـراي مصـرف       21تا پایـان  

همچنین . هاي پروبیوتیک، مناسب بودند عنوان حامل باکتري به
، A-3/4روز و تیمارهاي  14فقط تا  F-8/4و  A-8/4تیمارهاي 

F-3/4  وR-3/4    روز قابلیـت نگهـداري یخچــالی را    7فقـط تـا
  .داشتند
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Background and Objectives: In this research, the effects of addition of different probiotic strains (L. acidophilus, L. 
casei, L. reuteri, L. fermentum or L. plantarum) as well as initial pH values (4.3 or 4.8) on the biochemical and 
microbiological characteristics of non-alcoholic beer drink were studied during 21 days in the refrigerated storage 
(5°C).  

Materials and Methods: Probiotics identification and incubation were done with gram staining and MRS-broth 
medium, respectively. pH and redox potential values were measured by pH-meter. Titrable acidity value was 
determined by titration with 0.1 N NaOH. Probiotic bacteria were enumerated using MRS-agar medium. 

Results: The highest biochemical changes were observed in treatments with L. casei and L. acidophilus.  The second 7-
day interval showed the highest amount of biochemical changes in the treatments with initial pH of 4.3 along with L. 
casei, L. fermentum and L. reuteri throughout the 21 days of storage; however, other species showed such 
characteristics only at pH=4.8. The viability of probiotic strains in all treatments, especially in those with initial pH of 
4.3, decreased dramatically during the refrigerated storage. L. acidophilus and L. fermentum showed the lowest viability 
during refrigerated storage. While the highest viability belonged to L. reueri in the treatments with initial pH of 4.3 and 
to L. plantarum in those with pH=4.8. 

Conclusion: The results showed that different initial pH values as well as different types of inoculated probiotic strains 
in non-alcoholic beer drink had effects on the amount of the biochemical changes and the viability of probiotic strains in 
non-alcoholic beer drink; therefore, non-alcoholic beer drink can be a good choice for growth of probiotic. 

Keywords: Biochemical, Non-alcoholic beer, Probiotic, Viability  
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