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 چكيده
. باشـد  ترين شاخص كيفي محصولات پروبيوتيك مـي  هاي پروبيوتيك در محصولات نهايي، به عنوان مهم قابليت زيستي باكتري :سابقه و هدف
اثـر دو گونـه    ،ايـن تحقيـق   در. رنـد هـاي لبنـي تخميـري دا    دهفراورها اغلب قابليت زيستي ضعيفي در محصولات تجاري به ويژه  اين ارگانيسم

 pH، بـا منشـا ايرانـي و دو    )PTCC1644بيفيـدوباكتريوم بيفيـدوم    وPTCC1631لاكتـيس   زيرگونهبيفيدوباكتريوم انيماليس ( بيفيدوباكتريوم
و حسـي دوغ پروبيوتيـك   هـاي بيوشـيميايي، ميكروبيولـوژي     بر ويژگـي ) قبل و بعد از فرآيند تخمير(و ترتيب تلقيح ) 2/4، 5/4(نهايي تخمير 

  .بررسي شد
از مجموعه ميكروبي دانشگاه تهـران  ) PTCC1644بيفيدوم . ب و PTCC 1631انيماليس . ب(بيفيدوباكتريوم هاي بومي  سويه: هامواد و روش
، pHتغييـرات  . شـد  تهيـه بيفيـدوباكتريوم  هاي بومي مراه سويهه به YF-3331 دوغ پروبيوتيك توسط تلقيح آغازگر سنتي ماست. انتخاب شدند

طي فرآيند تخمير و طي دوره نگهداري يخچالي  بيفيدوباكتريومهاي  گذاري و قابليت زيستي سويه زمان گرمخانه اسيديته، پتانسيل احيا، مدت
. ر توليـد شـدند  تكرا 3ها در  تمامي نمونه. هاي حسي دوغ پروبيوتيك در پايان تخمير ارزيابي شدويژگي. بررسي شدند) روز C5 ،21˚در دماي (

  .شدانجام  Minitabدر نرم افزار  ANOVAها با استفاده از آزمون تجزيه و تحليل داده
بيشـترين قابليـت   . مشـاهده شـد   2/4pHها تا رسيدن به بيشترين زمان تخمير در تيمارهاي با باكتري آغازگر ماست و بيفيدوباكتريوم: هايافته

 pH 5/4بـه همـراه آغـازگر ماسـت تـا       انيمـاليس . بكـه  ( BlY-40-4.5در تيمـار   ه پـس از تخميـر  بلافاصـل بيفيدوباكتريوم هاي  زيستي سويه
 انيمـاليس . بقابليـت زيسـتي بـاكتري    . بود PTCC1631 log cfu.mL-169/8انيماليس. بمشاهده شد جمعيت باكتري ) گذاري شدند گرمخانه
PTCC1631  بيفيدوم. بي از دار معنيدر تمامي تيمارها، به طورPTCC1644 در. بيشتر بود pH  2/4نسبت به  5/4نهايي تخمير pH  قابليـت ،

  .ي بيشتر بوددار معنيهابه طور  زيستي بيفيدوباكتريوم

 بيفيـدوباكتريوم هـاي   نهايي تخمير و ترتيب تلقـيح، بـر قابليـت زيسـتي سـويه      pHو  بيفيدوباكتريوممتغيرهاي نوع گونه باكتري: نتيجه گيري
در تمامي تيمارها در پايـان   بيفيدوباكتريومتعداد دو سويه . ي موثر بودنددار معنيير و طي دوره نگهداري يخچالي به طور بلافاصله پس از تخم

هـاي   هـا قابليـت زيسـتي بيشـتري نسـبت بـه سـويه        بنابراين، اين سويه. بود log cfu.mL-1 00/6تخمير و طي دوره نگهداري يخچالي بيش از 
 .پروبيوتيك تجاري داشتند

  زيستي بيفيدوباكتريوم انيماليس، بيفيدوباكتريوم بيفيدوم، پروبيوتيك، دوغ، قابليت: واژگان كليدي

  مقدمه
هاي تخميري محتـوي   طي سه دهه اخير، مصرف فراورده

در ). 1، 2(هاي پروبيوتيك مورد توجه واقع شده است  باكتري
اي ه ـ فرانسه، آلمان و سوئد، فـراورده  مانندكشورهاي اروپايي 

هاي تخميـري   از كل فراورده% 25تخميري پروبيوتيك حدود 

مصــرف محصــولات پروبيوتيــك در  ).3(شــوند را شــامل مــي
تنظيم جمعيت ميكروفلور روده،  اي، هاي روده آلودگي كنترل

بهبود يبوست، پيشگيري و درمان اسهال، كاهش علائم عـدم  
تحمل لاكتوز، كاهش كلسـترول خـون، پيشـگيري از ايجـاد     
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ان و جلوگيري از اثرات جنبي درمان بـا آنتـي بيوتيـك    سرط
  ). 4(مفيد است 

هــاي پروبيوتيــك  از مهمتــرين گونــه هــا بيفيــدوباكتريوم
هـاي وسـيعي در جهـت     شناخته شده هستند و امروزه تلاش

. ها در محصولات غـذايي در حـال انجـام اسـت     استفاده از آن
. نگـوم، ب لا. بيفيـدوم، ب . بشاملبيفيدوباكتريوم هاي  گونه

ــرو، ب. ادولــه ســنتيس، ب. ، ب)لاكتــيس. ب(انيمــاليس  . ب
هاي تخميري شيري پروبيوتيك  فراوردهبراي توليد  اينفنتيس

  ).5، 6(شوند  استفاده مي
هاي سنتي ويـژه ايـران اسـت و حاصـل      دوغ از نوشيدني

رقيق  طريقتخمير لاكتيكي شير است، كه ماده خشك آن از 
پـيش از  (يـا شـير دوغ سـازي    )پس از تخميـر (كردن ماست 

در حال حاضر دوغ از مقبوليـت  . داستاندارد شده باش) تخمير
و مصرف بالا در ايران برخوردار بوده و ميزان مصرف سـرانه و  

هاي اخير رشد قابل توجهي داشـته   توليد صنعتي آن در سال
  ).7(است

مهمترين شاخص كيفي محصولات پروبيوتيـك، قابليـت   
هـاي   ها، يعني كمينه تعداد سلولدر آن ها زيستي پروبيوتيك

هـاي غـذايي در    از فـراورده  grيا   mlزنده پروبيوتيك در هر  
هـاي تخميـري،    در فـراورده . اسـت cfu/ml106لحظه مصرف 

هـاي زنـده در حـد كمينـه      تعـداد سـلول   يابي و حفـظ  دست
استاندارد مشكل است و اغلب طي دوره نگهداري افـت قابـل   

عوامـل  . )3( شـود  ت زيسـتي ايجـاد مـي   در قابلي ـ ايملاحظه
در  هاي آغازگر پروبيوتيـك گوناگوني بر قابليت زيستي كشت

پـايين و اسـيديته    pH.شيرهاي تخمير شده اثـر گـذار اسـت   
هاي پروبيوتيك تخميـري از مهمتـرين عوامـل     بالاي فراورده

در دوغ، . هـا اسـت   هـا در آن  كاهش قابليت بقاي پروبيوتيـك 
 ــ ــت پروبيوتي ــزان اف ــل   كمي ــه دلي ــا ب ــايين pHه  ،)5/4( پ

هاي بسياري براي افزايش رشـد و    بنابراين، تلاش. )8(بالاست
يرد گيها در محصولات لبني صورت م حفظ بقاي پروبيوتيك

هاي اخير جلب كـرده  و اين موضوع توجه محققان را در سال
در اين راستا اين پژوهش با هدف بررسي قابليت زيستي .است

  .ايراني در دوغ طراحي شد اءاكتريوم با منشبيفيدوب دو سويه
 

 هامواد و روش
در ايـن  : هاي بيفيـدوباكتريوم  انتخاب و گسترش سويه
ــويه ــژوهش، ســــ ــاي  پــــ ــدوباكتريومهــــ  .ب( بيفيــــ

از ) PTCC1644بيفيـــــدوم. بو PTCC1631انيمـــــاليس
مجموعه ميكروبي آزمايشگاه تحقيقـات پروبيوتيـك دانشـگاه    

ه ليـوفيليزه تهيـه گرديـد    تهران به صورت كپسول تك سـوي 

پس از خروج از حالت انجمـاد  بيفيدوباكتريوم هاي  سويه). 9(
مايع كشت داده شدند و تحت شرايط  MRSدر محيط كشت 

ــوازي ــي ه ــه مــدت  C˚37در انكوباتورهــاي  ب ســاعت  72ب
گـذاري،   پس از پايـان زمـان گرمخانـه   . گذاري شدند گرمخانه

ــيط  ــيون مح ــويه    سوسپانس ــاوي س ــت ح ــاي كش ــاي  ه ه
 min 15، بــه مــدتg 11000 را بــا ســرعت بيفيــدوباكتريوم

ته نشـين   بيفيدوباكتريومهاي  سويه سانتريفيوژ شده و سپس
 .شده با استفاده از محلول فسفات بافر سالين شستشو شـدند 

، مخلـوط فسـفات بـافر    بيفيدوباكتريومهاي  به سويه در پايان
ي را در سالين و گليسرين افزوده شد و سوسپانسـيون بـاكتر  

توسط سمپلر تحت شرايط  mL1 هاي استريل، به مقدار ويال
تا لحظه  -C˚80هاي  كاملاً استريل توزيع گرديد و در يخچال

  .مصرف نگهداري شد
در هـر   بيفيـدوباكتريوم هـاي   تعيين تعداد اوليه سويه

ليتـراز   ميلـي 1 :ميلي ليتر از سوسپانسيون مورد تلقـيح 
گذاري شـمارش   از روش پليت سويه مورد استفاده با استفاده

بـه صـورت مضـاعف     10و  9، 8، 7، 6، 5، 4هاي  از رقت.شد
اي كشت داده شد و در جار شيشه) براي كاهش ضريب خطا(

بـه   C˚37در انكوبـاتور  ) توسط گازپك(در شرايط بي هوازي 
گذاري شد و سپس توسط دستگاه پرگنه  گرمخانه h 72مدت

در هر پليت شمارش شد و هاي رشد نموده  تعداد كل باكتري
پس از تعيين ميانگين دو پليت از هر رقت، تعداد بـر حسـب   

cfu/ml هـا،  پس از چندين بار شـمارش آن . گزارش داده شد
. بو تعداد اوليـه   log cfu/ml 56/10لاكتيس. بتعداد اوليه 
  .بوده است log cfu/ml57/10انيماليس

نيـاز بـراي    در اين پژوهش شير مورد: ها آماده سازي نمونه
 %6(تهيه دوغ پروبيوتيك، از بازسازي پودر شير بدون چربـي  

سپس اين شير تحت فرآيند گرمـايي  . تهيه شد) ماده خشك
)˚C90  قرار گرفته و تا دماي تلقيح سرد ) دقيقه 15به مدت

 YF-333در اين پژوهش از كشت آغازگر سنتي ماسـت  . شد
و بـاكتري  متشـكل از د ) شركت كريستين هانسن، دانمارك(
هاي  سويه. استفاده شده استترموفيلوس . ا و بولگاريكوس. ل

در . ، پس از رفع انجماد در شير تلقـيح شـدند  بيفيدوباكتريوم
هاي آغازگر ماست همـراه بـا هـر     مرحله اول تلقيح با باكتري

) انيمـاليس . بيفيـدوم، ب . ب( بيفيدوباكتريوميك از دو گونه 
ورت گرفـت و در داخـل   تلقـيح ص ـ  به طور مجـزا، در دمـاي  

 2/4و  pH  5/4 تـا رسـيدن بـه دو    C40˚انكوباتور در دماي 
، pHگـذاري مقـدار    در زمان گرمخانـه . گذاري شدند گرمخانه

سپس تـا  . گيري شد اسيديته قابل تيتر و پتانسيل احيا اندازه
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سرد شده و بـه مـدت    C5˚دماي نگهداري يخچالي در دماي 
هـاي آغـازگر    دوم بـاكتري  در مرحلـه .روز نگهداري شدند 21

ماست به تنهايي به شير تلقيح شدند و در داخل انكوباتور در 
 2/4pHو  5/4pHتارســـــيدن بـــــه دو    C45˚دمـــــاي 

، اسـيديته  pHدرطـي تخميـر مقـادير    . گذاري شدند گرمخانه
شـير تخميـر   . گيـري شـدند   قابل تيتر و پتانسيل احيا انـدازه 

ــاي    ــا دم ــله ت ــده، بلافاص ــده و  C15˚ش ــرد ش ــه  س دو گون
در ايـن دمـا بـه    ) انيماليس. بيفيدوم، ب. ب( بيفيدوباكتريوم

سـرد  C5˚طور مجزا اضافه شدند وتا دماي نگهداري يخچـالي 
در پايـان تخميـر و   . روز نگهداري شـدند  21شده و به مدت 

، pH(هـاي شـيميايي    طي دوره نگهـداري يخچـالي شـاخص   
بيولوژيك و شاخص ميكرو) پتانسيل احيااسيديته قابل تيتر و 

و ارزيـابي حسـي   21و  14، 7، 0در روزهاي ) قابليت زيستي(
  .درروز نخست مورد آزمون قرار گرفتند

  
  هاي شيميايي آزمون
ها طي تخمير وپس از پايان آن وطي  نمونه :pHگيري اندازه

پيش از . گيري شد متراندازهpHنگهداري يخچالي با استفاده از
و  pH 7(اي اسـتاندارد  متر توسط بافره ـpH ،pHگيري اندازه

4pH(كاليبره شد.  
هـا طـي    بـراي تيمـار   pHشاخص متوسط سـرعت افـت   

 ):10(تخمير از رابطه زير محاسبه شد

pH نهايي–pH  دقيقه(زمان  /اوليه=( سرعت متوسط افتpH ) واحدpH  /دقيقه(  

گيري اسيديته،  براي اندازه: گيري اسيديته قابل تيتر اندازه
ميلي ليتـر آب مقطـر    10نه را به همراه ميلي ليتر از نمو 10

نرمال در حضور معـرف   1/0در ارلن ماير ريخته شد و با سود 
مقدار اين شـاخص بـر حسـب درجـه     . فنل فتالئين تيتر شد
  ).11(درنيك محاسبه شد

  )درجه درنيك(اسيديته قابلتيتر =9× ) ليتر ميلي(حجم سود مصرفي 

هـا   در نمونـه  سرعت متوسط افزايش اسيديته قابـل تيتـر  
  ):11(آمد به دستطي تخمير از رابطه زير 

  =)دقيقه/ درجه درنيك( تيتر سرعت متوسط افزايش اسيديته قابل
  اسيديته قابل تيتر اوليه -اسيديته قابل تيتر نهايي  / )دقيقه(زمان 

 pHهـا بـا اسـتفاده از     پتانسيل احيا در نمونه: پتانسيل احيا
گيـري پتانسـيل احيـا بـه      اندازهمتر مجهز به الكترود پلاتين 

سرعت متوسط افـزايش پتانسـيل   . گيري شد ولت اندازه ميلي
  ):11(ها طي تخمير از رابطه زير محاسبه شد  احيا در نمونه

  =)دقيقه/ ميلي ولت(احيا  سرعت متوسط افزايش پتانسيل
  ) دقيقه(زمان / پتانسيل احيا اوليه - پتانسيل احيا نهايي

  
  هاي ميكروبي آزمون

قابليت زيسـتي  : هابيفيدوباكتريومتعيين قابليت زيستي 
پس از تخمير و طي دوره نگهداري يخچالي ها بيفيدوباكتريوم

بدين منظـور از روش  . تعيين شد 21و  14، 7، 0در روزهاي 
هـاي   بـاكتري  ههـاي زنـد   سـلول . پليت گذاري اسـتفاده شـد  

گار، ـ صفرا آ  MRSبا استفاده از محيط كشت  بيفيدوباكتريوم
بـه مـدت    C ˚37ها در پليت. صورت انتخابي شمارش شدند به

، شـرايط  گـذاري  هـوازي گرمخانـه  در شـرايط بـي  h 72زمـان 
  ).12(پك ايجاد شد -هوازي با استفاده از سامانه گاز بي

در ارزيـابي حسـي دوغ بـا اسـتفاده از روش     : ارزيابي حسي
ه هاي حسي دوغ مورد ارزيابي قـرار گرفت ـ  ويژگي امتيازبندي

هـاي حسـي دوغ    بر اساس استاندارد ملي ايران ويژگـي . است
لطافـت، يكنـواختي يـا    ( طعم، بافت، احسـاس دهـاني   شامل

رنگ و (و ظاهر ) همگن بودن، گرانروي دهاني و دهان پوشي
اسـتاندارد ملـي ايـران شـماره     ( بررسـي شـدند  ) دو فاز شدن

ــاس  ). 4940 ــيوه مقي ــه ش ــازدهي ب ــامل  نقطــه 5امتي اي ش
، 2= ، قابــل قبــول1= ، غيــر قابــل قبــول0=مصــرف غيرقابــل
 5/5بـراي طعـم،    6ضـرايب  . بوده است 4= ، عالي3= مطلوب

براي ظاهر هر يك از تيمارها در نظـر  2براي احساس دهاني، 
  ).13(گرفته شد 

تكـرار توليـد شـده و     3هـا در   تمامي نمونـه : ارزيابي آماري
هـاي   هتجزيـه و تحليـل داد  . مورد آزمون قـرار گرفتـه اسـت   

) ميانگين تيمار ها دار معنييافتن اختلاف (مربوط به تيمارها 
انجـام   Minitabدر نـرم افـزار    ANOVAبا استفاده از آزمون 

 .رسم شدند Excelها با استفاده از نرم افزار نمودار. شد
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  ره نگهداري يخچالي، اسيديته قابل تيتر و پتانسيل احيا طي تخمير و طي دوpHتغييرات . 1شكل 

  
 ها يافته

، اسيديته قابل تيتر pHتغييرات : هاي بيوشيميايي شاخص
و پتانسيل احيا طي تخمير و طي دوره نگهداري يخچالي بـه  

ميـانگين   1جـدول  . نشان داده شده است 1  ترتيب در شكل
، ميانگين سرعت افزايش اسيديته قابل تيتر، pHسرعت افت 

تانســيل احيــا، زمــان تخميــر و ميــانگين ســرعت افــزايش پ
اسيديته نهايي در تيمارهاي مختلف طي تخميـر و در پايـان   

فـاز مشـخص در    3، 1بر طبق شـكل  . آن را نشان داده است
، افـزايش اسـيديته و پتانسـيل    pHنمودارهاي مربوط به افت 

احيا مشاهده شده است كه به نام فاز كمون، فاز لگـاريتمي و  

ي با توجه به نقاط گـردش موجـود   اين نواح. فاز ساكن است
كمتـرين  1بـر طبـق جـدول     .اندشده روي نمودارها مشخص

سرعت افزايش اسيديته، در تيمارهايي كه  و pHسرعت افت 
 2/4به همراه باكتري آغازگر ماست تا  بيفيدوباكتريومباكتري 

pH در تيمارهايي  .گذاري شدند، مشاهده شده استگرمخانه
گـذاري   ماسـت بـه تنهـايي گرمخانـه     آغازگرهاي  كه باكتري

، افـزايش اسـيديته و پتانسـيل    pHاند، نقطه اوج كاهش  شده
. از آغاز زمان گرمخانه گذاري است 120-150احيا در دقايق 

سـنتي ماسـت بـه همـراه     هـاي   كه باكتري اما در تيمارهايي
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نقطـه اوج   انـد،  كشـت شـده  -هم بيفيدوباكتريومهاي  باكتري
  ديته و پتانســيل احيــا در دقــايق، افــزايش اســيpHكــاهش 

تــرين زمــان فرآينــد تخميــر در طــولاني. اســت 180-150 
اسـت،   2/4نهايي  pHتيمارهايي مشاهده شده، كه دوغ داراي

ترين دوره تخمير در تيمارهايي ديده شـده  كه كوتاه حالي در
ها  نوع گونه بيفيدوباكتريوم. بوده است 5/4نهايي دوغ pH  كه

، اسيديته قابل تيتر و پتانسيل احيا طي pHدر روند تغييرات 
بـر ايـن اسـاس در    . دوره نگهداري يخچالي موثر نبوده اسـت 

، افزايش اسيديته و پتانسـيل احيـا   pHمقايسه روند تغييرات 
در طي دوره  Y-45-5/4-Bbو  Y-45-5/4-Blدر تيمارهاي 

هـاي   نگهداري يخچالي، كـه دوغ بـه عنـوان حامـل بـاكتري     
افـزوده  هـاي   بوده و نوع گونه بيفيـدوباكتريوم بيفيدوباكتريوم

اسيديته و پتانسـيل   ، pHشده متفاوت است، ميزان تغييرات 
  . احيا تقريبا يكسان است

بلافاصله پس  بيفيدوباكتريومهاي  قابليت زيستي سويه
، 2جــدول  :از تخميــر و طــي دوره نگهــداري يخچــالي

هــاي بيفيــدوباكتريوم در تيمارهــاي  قابليــت زيســتي ســويه
مختلف بلافاصله پس از تخمير و طي دوره نگهداري يخچالي 

ميـزان قابليـت زيسـتي     2با توجه به جـدول  . دهد مي نشان
كه دوغ بـه عنـوان   (چهار تيمار  در  بيفيدوباكتريومهاي  سويه

ــاكتري  ــل ب ــاي  حام ــوده ه ــك ب ــت )پروبيوتي   در روز نخس
log cfuml-163/7-61/7  ي نداشـت دار معنـي تفـاوت   بـود و. 

پس از تخمير، در تيمارهـايي كـه   ها  جمعيت بيفيدوباكتريوم
ماسـت  هـاي   بيفيـدوباكتريوم همـراه بـا بـاكتري    هاي  باكتري
. اند، حدود يك لگـاريتم افـزايش داشـت    گذاري شده گرمخانه

 ها در پايـان تخميـر،   بيشترين قابليت زيستي بيفيدوباكتريوم
. بي مشاهده شده كـه در آن بـاكتر   BlY-40-5/4در تيمار 
 pHهاي آغازگر ماست تا رسيدن به  همراه با باكتري لاكتيس

 log cfu/ml69/8 و ميزان آن  گذاري شدهگرمخانه5/4نهايي 
لاكتـيس،  . ب( هاي بيفيـدوباكتريوم  قابليت زيستي سويه .بود
در تمامي تيمارها طي دوره نگهـداري يخچـالي   ) بيفيدوم. ب

بنـابراين در تمـامي   متغير بود،  log cfu/ml 78/8-00/6 بين
ها طي تخميـر و طـي دوره نگهـداري يخچـالي قابليـت       پايه

ها در حد بهينه بـراي ايجـاد حـداقل     زيستي بيفيدوباكتريوم
  .اثرات سلامت بخش بود

نتايج ارزيابي حسـي در روز   3جدول  :نتايج ارزيابي حسي
هاي دوغ از نظر طعم، بافـت،   ويژگي. دهد مي نخست را نشان
لطافت، يكنواختي يا همگن بودن، گرانـروي  ( احساس دهاني

بررسـي  ) رنگ و دو فاز شـدن (و ظاهر ) دهاني و دهان پوشي
بيشترين قابليت پـذيرش طعـم و ظـاهر و احسـاس     . اند شده

ــه   ــايي ك ــاني در تيماره ــدوباكتريومده ــا بيفي ــا   ه ــراه ب هم
انـد، ديـده   گـذاري شـده  هاي آغازگر ماست گرمخانـه  باكتري

داراي بيشـترين قابليـت پـذيرش     BlY-40 -5/4تيمـار  .شد
  .نخست است  طعم، ظاهر، بافت و احساس دهاني در روز

  
گذاري و  ، افزايش اسيديته قابل تيتر، پتانسيل احيا، زمان اوج تخمير، مدت زمان گرمخانهpHميانگين سرعت افت . 1جدول

  *اسيديته نهايي طي تخمير
  شاخص ها

 اسيديتهنهايي **تيمارها
انه زمان گرمخ
 گذاري

زمان اوج 
 تخمير

سرعت متوسط 
 افزايشپتانسيل احيا

سرعت متوسط 
 افزايش اسيديته

 pHسرعت متوسط افت 

4/41b 240cd 150-120 54/0a 13/0c 0087/0 b Y-45 -5/4 - Bl 
4/41b 240cd 150-120 54/0a 13/0c 0087/0 b Y-45 -5/4- Bb  
6/48 a 270ab 150-120 50/0b 15/0a 0085/0 d Y-45 -2/4-Bl  
6/48 a 270ab 150-120 50/0b 15/0a 0085/0 d Y-45 -2/4- Bb 
2/43b 245c 180-150  51/0b 14/0b 0088/0a BlY-40 -5/4  
5/49a 275a 180-150 50/0b 15/0a 0086/0c BlY-40 -2/4  

3/42b 250c 180-150 49/0b 14/0b 0085/0d BbY-40 -5/4  
6/48a 280a 180-150 47/0bc 14/0b 0083/0e BbY-40 -2/4  

  .ها هستند ها در ستون ميانگين) p> 05/0(حروف كوچك نشانگر اختلاف معنادار *
**Y=4/4و  2/4دماي انكوباسيون، =  45/40، )بولگاريكوس. لو ترموفيلوس . ا(هاي آغازگر سنتي ماست كشت =pH ،نهايي تخميرH = ،فرآيند گرماييBl=انيمـاليس . ب ،Bb =
  بيفيدوم. ب
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و ميزان شاخص ضريب نسبت رشد در تيمارهاي مختلف بلافاصله پس از تخمير  بيفيدوباكتريومهاي  يهقابليت زيستي سو .2جدول 
  *و طي دوره نگهداري يخچالي

 0روز 7روز  14روز   21روز  **تيمارها  )روز(زمان نگهداري يخچالي 
eB39/7  fgD11/7  eBC32/7 eA61/7 Y-45 -5/4 - Bl 

gBC07/7  hiD69/6  fB17/7 eA63/7 Y-45 -5/4-Bb  
gB00/7  iC60/6  fgBC84/6 eA62/7 Y-45 -2/4-Bl  
hB60/6  jc00/6  jC00/6 eA63/7 Y-45 -2/4-Bb 
aC67/8  aA 76/8  aA78/8 aB69/8 BlY-40 -5/4  
cC84/7  cAB30/8  cA40/8 cAB30/8 BlY-40 -2/4  
bC40/8  bA54/8  bA58/8 bB51/8 BbY -40 -5/4  
dC60/7  dA25/8  dA28/8 dB20/8 BbY -40 -2/4  

  .ها هستند ها و رديف ها در ستون ميانگين) p> 05/0(حروف كوچك و بزرگ به ترتيب نشانگر اختلاف معنادار *
**Y=5/4و  2/4دماي انكوباسيون، =  45/40، )بولگاريكوس. لو ترموفيلوس . ا(هاي آغازگر سنتي ماست  كشت =pH   ،نهايي تخميـرH =   ،فرآينـد گرمـاييBl =انيمـاليس . ب ،
Bb =دومبيفي. ب  

  
  *هاي دوغ پروبيوتيك در روز نخست نتايج ارزيابي حسي نمونه .3جدول 

 ها شاخص
 طعم  بافت و احساس دهاني ظاهر امتياز كل **تيمارها

ef3/28  c1/5 bc5/8 bc6/14 Y-45 -5/4-Bl 
e8/30  c5/5 b3/9 b0/16 Y-45 -5/4- Bb 
f8/27  c5/5 bc9/8 c3/13 Y-45 -2/4-Bl 
d3/33  b4/6 b8/10  b0/16 Y-45 -2/4- Bb 
b4/38  a3/7 a4/12  ab6/18 BlY-40-5/4 
a8/40  a1/7 a4/12  a3/21 BlY-40-2/4 
c6/36  a1/7 b8/10  ab6/18 BbY -40-5/4 
a9/40  a7/7 a2/13  a0/20 BbY -40-2/4 

  .ها هستند ها در ستون ميانگين) p> 05/0(حروف كوچك نشانگر اختلاف معنادار *
**Y=5/4و  2/4دماي انكوباسيون، =  45/40، )بولگاريكوس. لو ترموفيلوس . ا(ماست  هاي آغازگر سنتي كشت =p ،فرآينـدگرمايي،  = نهايي تخميرBl =انيمـاليس . ب،Bb =ب .

  بيفيدوم
  

  بحث
در كليه تيمارها كمترين سرعت : هاي بيوشيميايي شاخص

و همچنــين كمتــرين ســرعت افــزايش اســيديته و  pHافــت 
ه ابتدايي تخمير ديده شد كه به جهت پتانسيل احيا در مرحل

قرارگيري در فاز كمـون يـا در ابتـداي فـاز لگـاريتمي رشـد       
اين مشاهدات بـا سـاير تحقيقـات كـه توسـط      . ها بود باكتري

و شـفيعي و همكـاران در    2011حيدري و همكاران در سال 
كشت -در تيمارهايي هم. )14، 15(مطابق است  2010سال 

سرعت و pHسرعت افت  تري دارند، نهايي پايين pHشده كه 
ترين زمان فرآيند تخمير طولاني. افزايش اسيديته كمتر است

 نهـايي كمتـر   pHدر تيمارهايي مشاهده شده كه دوغ داراي 

گـزارش كردنـد    2011كربكندي و همكـاران در سـال   . است

 ،هاي پروبيوتيك در مقايسه با باكتري آغـازگر ماسـت   باكتري
بنابراين ). 6(دسازي طي تخمير دارند توانايي كمتري در اسي

هاي پروبيوتيك بـه همـراه بـاكتري     كشت كردن باكتري-هم
آغازگر ماست منجر به كـاهش سـرعت اسيدسـازي در طـي     

هاي  به جهت بقاي باكتري( در اين تيمارها. تخمير شده است
است كـه منجـر بـه     C40˚گذاري دماي گرمخانه) پروبيوتيك

دمـاي  ( C45˚ايسه با دمـاي  كاهش سرعت اسيدسازي در مق
 pHبه علاوه . شود مي) هاي آغازگر ماست اپتيمم رشد باكتري

سبب كـاهش سـرعت اسيدسـازي در مقايسـه بـا       2/4نهايي 
5/4pH اين پديده گزارش شده اسـت كـه   تأييد در . شود مي

هاي آغـازگر سـنتي    طي تخمير دوغ با كشت تركيبي باكتري
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، )لاكتــيس. بو  لوساســيدوفي. ل(هــا  ماســت و پروبيوتيــك
هـا از   يابد، بـاكتري  كاهش مي 2/4به  5/4از  pHهنگامي كه 

ي دار معنـي به طور يافته و فاز لگاريتمي به فاز سكون انتقال 
منجر به كاهش سرعت اسيدسـازي و افـزايش زمـان تخميـر     

  ).16(شود  مي
بلافاصله پـس   بيفيدوباكتريومهاي  قابليت زيستي سويه
ميـزان قابليـت   : نگهـداري يخچـالي   از تخمير و طي دوره
كـه  ( ها در روز نخست، در چهـار تيمـار   زيستي بيفيدوباكتريوم

تفـاوت   )هـاي پروبيوتيـك بـود    دوغ به عنـوان حامـل بـاكتري   
هـاي بيفيـدوباكتريوم بـه     ي نداشته است، زيرا باكتريدار معني

مقدار مشخص در پايان تخميـر قبـل از بسـته بنـدي بـه دوغ      
كشـت شـده در پايـان     -ا در تيمارهـاي هـم  ام ـ. افزوده شـدند 

ــاكتري ــه ميــزان   تخميــر، ب ســيكل  1هــاي بيفيــدوباكتريوم ب
اين پديده . اندلگاريتمي افزون بر ميزان تلقيح شده، رشد نموده

ها در فرآينـد   تواند به جهت حضور و شركت بيفيدوباكتريوم مي
بـا محـيط    هـا  تخمير باشد كه امكـان سـازگاري ايـن بـاكتري    

را در حـين   ، اسيديته و پتانسـيل احيـا  pHه و تغييرات فراورد
ــت   ــوده اس ــراهم نم ــر ف ــاي  . تخمي ــارگيري دم ــمن بك در ض

در اين )ها بيفيدوباكتريومبه جهت بقاي ( C˚40گذاري  گرمخانه
هاي آغـازگر ماسـت كـه     تيمارها، امكان رشد و فعاليت باكتري

در . اسـت، را كـاهش داده اسـت    C˚45 دماي بهينه رشدشـان 
بيان كردنـد  1993و همكاران در سال  Klaverاين نتايج يد تأي

هـاي   هاي آغازگر ماست با باكتري كشت كردن باكتري -كه هم
ــد     ــاز رش ــورد ني ــات م ــاد تركيب ــور ايج ــه منظ ــك ب پروبيوتي

ها نوعي رابطه هميـاري   ميان آن گرفته و ها صورت  پروبيوتيك
ــي  ــرار م ــتي برق ــود  زيس ــه   ). 4(ش ــوع گون ــر ن ــي اث در بررس

هـا بلافاصـله پـس از     ها بـر قابليـت زيسـتي آن    يفيدوباكتريومب
. بتخمير و طـي دوره نگهـداري يخچـالي مشـاهده شـد كـه       

قابليت زيستي بالاتري داشـته   بيفيدوم. بنسبت به  انيماليس
ها بـر   نوع گونه بيفيدوباكتريوم تأثيرنشان دهنده  اين امر .است

. گذاري استانهها طي تخمير و گرمخ ميزان فعاليت و رشد آن
. ببيـان نمـود كـه     2005نتايج بالا، تمـيم در سـال   تأييد در 

قابليـت   هاي بيفيـدوباكتريوم در مقايسه با ساير گونه انيماليس
هاي پروبيوتيك در محصـولات   بقا باكتري. زيستي بالاتري دارد

از مهمتـرين   .)17(ها وابسـته اسـت    تخميري به نوع سويه آن
هـا   قابليـت زيسـتي بيفيـدوباكتريوم   عواملي كه باعـث كـاهش   

شود، حضور اكسيژن مولكـولي و آسـيب اكسـيداتيو ماننـد      مي
. يـا يـون پراكسـيد اسـت     H2O2اكسيژن فعال مانند هاي  گونه

فاقــد آنــزيم كاتــالاز و يــون سوپراكســيد هــا  بييفيــدوباكتريوم

 NADHهـاي   ديسموتاز هستند و از طريق فعـال شـدن آنـزيم   
هـاي   عث كاهش آسـيب تا حد خاصي باها  اكسيداز و پراكسداز

. ببيفيـدوباكتريوم،  هـاي   شود كه در بين گونه مي اكسيداتيو 
يو اكسـيدات هـاي   داراي بيشترين مقاومت بـه آسـيب  انيماليس 

اكسيداتيو هاي  پاسخ به استرس تحقيقات اخير نشان داد. دارند
مصرف ( اكسيداز NADHاز طريق فعال شدن انيماليس . بدر 

H2O2( ، اكســـيداز  - 3كوپروپورفرينـــوژن) حـــذف اكســـيژن
مشـاهده شـد   ). 18(شود  مي انجام F1F0ATP aseو ) مولكولي

ميزان بقا و فعاليـت  ، تر باشدنهايي تخميرپايين pHكه هر چه 
رسـد   به نظر مـي . هاي بيفيدوباكتريوم كاهش يافته است سويه

هـاي   pH اين پديده به جهت اثر كشندگي اسـيدهاي آلـي در   
هـاي بيفيـدوباكتريوم    منجر به كاهش بقـا سـويه   بوده وايين پ

با توجه به نتايج قابليت زيستي، در تيمارهـايي كـه   . شده است
هاي آغازگر ماست  هاي بيفيدوباكتريوم به همراه باكتري باكتري
گذاري شدند، طي دوره نگهداري يخچـالي بـر ميـزان    گرمخانه

هفـتم افـزوده شـده و     ها تـا روز  قابليت زيستي بيفيدوباكتريوم
اين افزايش جمعيـت طـي دوره   . سپس به تدريج كاهش يافت

ــين    ــه جهــت اثــر هــم يــاري زيســتي ب نگهــداري يخچــالي ب
و مقـاوم شـدن    هـا  هاي آغازگر ماست و بيفيدوباكتريوم باكتري

و  Saxelin. باشـد  ها نسبت به شـرايط محـيط فـراورده مـي     آن
ــال   ــاران در س ــ1999همك ــاك  يكاهش ــداد ب ــاي  تريدر تع ه

هاي پروبيوتيك و باكتري  پروبيوتيك در كشت تركيبي باكتري
سنتي ماست مشاهده نكردند، كه اين اهميـت انتخـاب كشـت    

هـاي پروبيوتيـك طـي     پشتيبان مطلوب در بقاي خوب باكتري
در ايـن پـژوهش   ). 19(دوره نگهداري يخچالي محصول اسـت  

ا ايرانـي در  هاي بيفيدوباكتريوم با منش قابليت زيستي دو سويه
تمامي تيمارها بلافاصله پس از تخميـر و طـي دوره نگهـداري    

است، كه از ميـزان حـداقل    log cfuml-100/6يخچالي بيش از
استاندارد ملي دوغ پروبيوتيك بيشتر بوده است و در مقايسه با 

هــاي تجــاري، تحــت شــرايط اســيدي دوغ و طــي دوره  ســويه
ــا بيشــتري داشــته اســت  در مقايســه . نگهــداري يخچــالي بق

Mortazavian   ــال ــاران در س ــتي   2008و همك ــت زيس قابلي
را در  )لاكتـيس . بو اسيدوفيلوس . ل(هاي پروبيوتيك  باكتري

. دوغ پروبيوتيك طي دوره نگهداري يخچـالي بررسـي نمودنـد   
لگاريتم  2در حدود لاكتيس. بها يافتند كه قابليت زيستي  آن

ي يخچـالي كـاهش   يا بيشتر در طي بيست و يك روز نگهـدار 
 2009و همكاران در سال  Christopherهمچنين ). 20(يافت 

از ابتـداي زمـان   بيفيـدوم   .ببيان نمودند كه قابليت زيسـتي  
. يابـد  لگاريتم كاهش مي 2نگهداري تا روز بيست و يكم حدود 
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روز نگهـداري يخچـالي،    21كه در اين پژوهش طـي   حالي در
اكتريوم تقريبـا كمتـر يـا    هـاي بيفيـدوب   قابليت زيستي باكتري

  ).21(حدود يك لگاريتم كاهش يافت 
هاي  كشت شده كه باكتري-در تيمارهاي هم: ارزيابي حسي

ــاكتري   ــراه ب ــه هم ــدوباكتريوم ب ــاي  بيفي ــت  ه ــازگر ماس آغ
گذاري شده اند، بيشترين قابليت پذيرش طعم، ظاهر  گرمخانه

در ايـن تيمارهـا دوغ پــس از   .و احسـاس دهـاني، ديـده شــد   
 آيند تخمير تحت هيچ فرآيند فيزيكـي قـرار نگرفـت كـه    فر

منجر به افزايش قوام و گرانروي دوغ و احساس دهاني بهتر و 
ايـن نتـايج،   تأييد در .لطافت بيشتر بافت در دهان شده است

Korbekandi  گزارش كردنـد كـه    2011و همكاران در سال
تــرين شــيوه بهبــود خــواص حســي  تــرين و مرســوم مناســب
ــراورده ــ ف ــم ه ــك، ه ــري پروبيوتي ــردن  -اي تخمي ــت ك كش
در ايـن   ).6(هـا اسـت   هاي سنتي ماست و پروبيوتيك باكتري

هـا   پژوهش با مقايسه تيمارهايي كه نوع گونه بيفيدوباكتريوم
ي ميـان قابليـت   دار معنـي ها متفـاوت اسـت، اخـتلاف     در آن

پذيرش طعم، ظاهر، بافت و احساس دهاني در ايـن تيمارهـا   

تواند بـه دليـل قـدرت     كه اين پديده مي. تمشاهده نشده اس
مغـاير بـا نتـايج ايـن     . اسيدسازي مشابه اين دو گونـه باشـد  

بيـان كردنـد كـه     1990پژوهش رابينسون و تميم در سـال  
بيفيـدوباكتريوم  هاي  نسبت به ساير گونه بيفيدوم. بباكتري 

با توجه بـه نتـايج   . كنند طعم دلپذيرتري در ماست ايجاد مي
ها،  سي، در ميان سه متغير نوع گونه بيفيدوباكتريومارزيابي ح

pH   نهــايي تخميــر و ترتيــب تلقــيح، متغيــر ترتيــب تلقــيح
را در كيفيـت حسـي و قابليـت پـذيرش دوغ      تأثيربيشترين 

بنـابراين، اسـتفاده از ايـن دو    ). 22(پروبيوتيك داشته اسـت  
هاي تخميري  سويه براي كاربردهاي صنعتي در توليد فراورده

هـاي   وبيوتيك به عنوان كشت آغـازگر بـه همـراه بـاكتري    پر
  .رسد سنتي ماست رضايت بخش به نظر مي

  سپاسگزاري
از . است ي دانشجويي استخراج شده نامه اين مقاله از پايان

دانشكده تغذيه و صنايع غذايي دانشگاه علوم پزشكي شـهيد  
فـراهم   دليـل بهشتي و دانشكده داروسازي دانشگاه تهران به 

  .شود ميدن امكان اين پژوهش قدرداني آور
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Abstract 
 
Backgrounds and Objective:Viability of probioticmicroorganisms in the final product is the most important 
qualitative parameter. These organisms show poor viability incommercial products especially in fermented dairy 
products.The aim of this study was to assess the interactive effects of two Iranian native strains of Bifidobacterium 
(Bifidobacteriumanimlis spp. lactisPTCC 1631 and Bifidobacteriumbifidum PTCC 1644), sequential inoculation 
(inoculation of probiotics before or after fermentation) and final pH of fermentation (pH4.5or 4.2) on biochemical, 
microbiological, and sensory characteristics of Doogh. 

Materials and methods:The Bifidobacterium strains used in the study included Bifidobacteriumanimlis spp. 
lactisPTCC1631 (Persian Type Culture Collection-Iran) and Bifidobacteriumbifidum PTCC 1644obtained from 
microbial culture stock of ‘Department of Drug and Food Control’ (Tehran University Culture Collection Center, 
Tehran, Iran).Doogh was prepared with yogurt starter culture (YF-3331)andBifidobacterium strains.pH, titrable 
acidity, redox potential, fermentation time, and viability of probiotic organisms were analyzed during fermentation 
and over the refrigerated storage period (21 days at 5°C).Also, the sensory attributes of treatments were determined 
at the end of fermentation.Experiments were performed in triplicate and the comparison of the means was done using 
ANOVA test in significance level of 0.05 (p<0.05) from Minitab software. 

Results:The longest fermentation time was observed in treatmentsthat bifidobacteria was cultured with yogurt starter 
bacteria and incubated at 40°C until final pH4.2. The greatest survival of Bifidobacterium strains was determined in 
BlY-40-4.5 treatment (whenB.animlis spp.LactisPTCC 1631 strain was co-cultured with traditional yogurt starter 
bacteria at incubation temperature of 40°C and final pH4.5)in which B. animalis spp. lactis PTCC 1631 survived 
8.69 log cfumL-1. The viability of B. animalis spp. lactis PTCC 1631 was significantly more than B. bifidum PTCC 
1644. Alsofinal pH 4.5 rather than to pH 4.2 led toincrease the viability of bifidobacteria strainsin similar probiotic 
organisms. 

Conclusion:The variables including the type of bifidobacterium species, final pH, and sequence of probiotic 
inoculation significantly affected viability ofbifidobacterium species at the end of fermentation and during 
refrigerated storage.In general, the count of two species of Iranian native bifidobacteria in all treatments at the end of 
fermentation and throughout the storage time was more than 6.00 log cfu mL-1 per milliliter of Doogh. Therefore, the 
survival of this strain considerably was higher than the commercial probiotic starter cultures. 
Keywords:Bifidobacteriumanimalis, Bifidobacteriumbifidum, Probiotic, Doogh, Viability 
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