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  فصلنامه 

  دانش ميكروب شناسي
   1388 ، بهار2، شماره اولسال 

  
  
 
  
  

  بيفيدوباكتر پرو بيوتيكيهواي خروجي اسپري دراير روي بقاء پودر  بررسي تاثير دماي
  
  
  

  1ي نوروزجميله، 2ي، محمد رضا فاضل *1يبهاره بيگدل

  داروسازي تهران، دانشكده پزشكي دانشگاه علوم -2  )ولئنويسنده مس(دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران شمال -1
 

  

  چكيده
با سرعت توليد بالا و هزينه اجراي  گ روش پيشنهادي براي نگهداري ميكروارگانيسم هااسپري درائين

. پايين است اما پودرهاي توليد شده در اين روش، كاهش قابل توجهي در تعداد باكتري زنده را نشان داده اند
 پروبيوتيكي رهايپود كاهش تعداد باكتري زنده بردماي هواي خروجي اسپري دراير، يكي از مهمترين عوامل 

تحقيق، بررسي تاثير دماي هواي خروجي اسپري دراير روي تعداد باكتري زنده  بنابراين هدف از اين. است
ميزان بقاء پودرهاي تيمار شده و تيمار . است پودرهاي پروبيوتيكي بيفيدوباكتر تيمار شده و تيمار نشده

 تيمار شده در پو درهاياثير قرار مي گيرد اما نشده در شرايط افزايش دماي هواي خروجي، به شدت تحت ت
به طور كلي، . را نشان داده اند مقايسه با پودرهاي تيمار نشده در شرايط مشابه، ميزان بقاء بهتري

بيفيدوباكتريوم انيماليس و بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس در شرايط افزايش دماي هواي خروجي، به ترتيب 
كاهش تعداد باكتري پودرهاي تيمار شده و تيمار نشده . ريها بودندمقاوم ترين و حساس ترين باكت

 واحد لگاريتمي 3/ 82 و 41/2بيفيدوباكتريوم انيماليس در شرايط افزايش دماي هواي خروجي، به ترتيب 
مقابل، كاهش تعداد باكتري پودرهاي تيمار شده و تيمار نشده بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس در شرايط  در. بود
همچنين خاصيت ضدباكتريايي .  واحد لگاريتمي است72/6 و 53/4يش دماي هواي خروجي، به ترتيب افزا

در روش لكه گذاري، . ايزوله هاي مقاوم و باكتري هاي تيمار نشده به روش لكه گذاري با هم مقايسه شد
ار نشده مشاهده  هاي مقاوم و باكتري هاي تيمسويهبين قطر هاله عدم رشد ) p>0.05(اختلاف معني داري 

بررسي تاثير دماي هواي خروجي اسپري دراير روي تعداد باكتري زنده پودر پروبيوتيكي بيفيدوباكتر، . نشد
پودرهاي .  گرددپروبيوتيك بهترين دماي هواي خروجي براي نگهداري باكتري هاي كسبمي تواند باعث 

  . مورد استفاده قرار گيرندغذايي يو مكملها داروييتوليد شده مي توانند در محصولات  بيفيدوباكتر مقاوم
  

  ، مكمل غذاييپروبيوتيك، بيفيدوباكتر، اسپري درائينگ : كليديواژگان
  

  

 قدمهم
 ها پروبيوتيك بهداشت جهاني، سازمان تعريف طبق

هاي زنده و  ميكروارگانيسمهاي غذايي حاوي  مكمل
 تعادل در فلور ميكروبي ايجادغيرپاتوژن هستند كه با 

. گذارند  ميتاثير خود ميزبان سلامتي يگوارش، رو تگاهدس
، باكتري هاي پروبيوتيك بايد در مكان تعريفبر طبق اين 

 در بدن ميزبان، زنده و غيربيماري زا باقي  يعنيهدف
 خود را نشان دهند پروبيوتيكيمانده و تمامي خصوصيات 

هاي  كه تعداد باكتريشده است  سوي ديگر پيشنهاد  از).1(
روبيوتيك در مكان هدف درون بدن ميزبان، بايد حداقل پ

پودر و يا هر  ميكروارگانيسم زنده و فعال در هر گرم 107
اين باكتري ها با توليد  ).3و2(ميلي ليتر مايع باشند 
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فاكتورهاي رشد باعث  تركيبات ضدميكروبي، مواد مغذي و

ها،  بيوتيك آنتي مصرف گوارش، كاهش يسلامتي مجار حفظ
ايمني  سيستم قدرت افزايش و ها ي از بروز بيماريگيرپيش

ها و   بيفيدوباكتريوم).5 و 4 و 1(شوند  ميزبان مي
 مورد استفاده يها از مهمترين پروبيوتيك ها لاكتوباسيلوس
 مي محسوب هاي دارويي  و فرآوردهيي غذايدر مكمل ها

هاي باكتري هاي پروبيوتيك به  با توجه به ويژگي. شوند
يفيدوباكتريوم ها در بهبود و حفظ سلامتي ميزبان، ويژه ب

 گسترش يافته يعلاقه به استفاده از آنها به طور روز افزون
انتخاب باكتري هاي پروبيوتيك مقاوم با توانايي . است

تحمل شرايط استرس در طول مراحل توليد بخصوص 
، يكي از مهمترين مراحل يفرآيند خشك كردن و نگهدار

ي هاي روش يكي از). 6(ها است  پروبيوتيكدر توليد صنعتي
 كشت ي محيط هايحفاظت و نگهدار يكه امروزه برا

كردن به   گيرد، خشكي مورد استفاده قرار ميپروبيوتيك
  اين روش از رايج ترين. روش اسپري درايينگ است

روش هاي مورد استفاده در توليد مكمل هاي غذايي 
 در ).7( شود حجم كم محسوب مياشغال خشك پايدار با 

 درايينگ ي روش اسپري اخير به دليل مزايايسال ها
 فراواني يتر، تلاش ها هزينه كمتر و زمان كوتاه مانند 

 استفاده از روش اسپري درايينگ بجاي يبرا
ي و غذاي ي داروييتهيه فرآورده ها يليوفيليزاسيون برا

 اين مسئله بخصوص در.  صورت گرفته استيپروبيوتيك
ا توجه به كمبود امكانات ليوفيليزاسيون برجسته كشور ما ب

محاسن ذكر شده، در روش اسپري  با توجه به.  باشديتر م
درايينگ به علت وجود دما و فشار بالا، آسيب هاي زيادي 

  مي رسد كه ايني ديواره سلولي باكتريبه فسفوليپيدها
 بلافاصله بعد از خشك يامر باعث از بين رفتن باكتر

 با توجه به . شودي ميدر مرحله نگهداركردن و يا 
 مقاوم به شرايط سويه هايمشكلات مطرح شده، ايجاد 
  در طول مراحل ساختاسترس محيطي موجود 

امروزه .  حائز اهميت استيغذاي  وي داروييها فرآورده
   پروبيوتيك در برابري هاي حفاظت باكتريبرا

و   با استرسي سازگاري موجود، از روشهاياسترس ها
علاوه بر توليد ). 8  و2( شود يحفاظت متقاطع استفاده م

هاي مقاوم، تنظيم دماي هواي گرم ورودي كه باعث سويه 
  تغيير دماي هواي خروجي موجود در اسپري دراير

در دستگاه اسپري .  زيادي دارد نيز اهميتمي شود

درائينگ، جريان هواي گرم ورودي براي زمان كوتاه در 
 باكتري ها موجود در محيط كشت حدود چند ثانيه با

حامل تماس دارد، اما هواي گرم خروجي در تمام زمان 
خشك كردن در تماس با باكتري ها است و بر روي بقاء و 
تعداد باكتري هاي زنده بعد از خشك شدن و مرحله 

هدف در اين تحقيق . نگهداري تاثير زيادي مي گذارد
ير بر روي تاثير دماي هواي خروجي اسپري درابررسي 

 باكتريايي پودرهايزنده موجود در هاي تعداد باكتري 
 محيط درتيمار شده و تيمار نشده بعد از اسپري درائينگ 

  .بود مالتودكسترين پروبيوتيككشت حامل داراي 
  

  مواد و روش ها 
  ميكروارگانيسمهاي مورد استفاده

گونه هاي باكتريايي مورد استفاده بيفيدوباكتريوم 
، )Bifidobacterium animalis(انيماليس 

 Bifidobacterium(بيفيدوباكتريوم بيفيدوم 
bifidum( بيفيدوباكتريوم انگولاتوم ،

)Bifidobacterium angulatum( بيفيدوباكتريوم  و
، از )Bifidobacterium adelosentis(آدلوسنتيس 

علمي و صنعتي ايران به صورت  سازمان پژوهشهاي
محيط  اين باكتريها به. گرديدكپسول ليوفيليزه تهيه 

ال سيستئين %  05/0 غني شده با  MRSكشت مايع
 شده با ايجاد بي هوازي شرايطسپس در . تلقيح شدند

در و  (H2/CO2/N2; 10: 5: 85)انوكسومات  دستگاه
  . درجه سانتي گراد گرما گذاري شدند37 يدما

  
   دما تيمارهاي

 15 مدت  ها، بهي ساعته از هر يك از باكتر24كشت 
سپس محلول .  شدندسانتريفيوژ rpm 6000 با دور دقيقه

 دو بار با بافر باقيمانده و رسوب ريخته شدهرويي دور 
 باقي مانده محيط  كردن جدايبرا) PBS(فسفات سالين

 ه بيباكتر سرانجام سوسپانسيون. كشت شستشو شد
 Mann (MRS)  محيط كشت مايعدر% v/v (1( نسبت

Rogusa Sharp ال سيستئين تلقيح % 05/0 شده با غني
 دقيقه در بن 30ابتدا به مدت اين محيط كشت . ندشد

 و سپس همين محيط كشت به ºC40 ماري با دماي 
   دقيقه در دمايºC 50،90   دقيقه در دماي60مدت 

C  60، 120 دقيقه در دماي ºC70 در انتها به مدت  و
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آيند سپس فر. قرار داده شد ºC80 ي دقيقه در دما150

 ºC 40 ،90 دقيقه در بن ماري با دماي 60فوق به مدت 
، ºC60 دقيقه در دماي ºC 50 ،120دقيقه در دماي 

 ºC80 دقيقه در دماي 180 وºC70 دقيقه در دماي 150
 دقيقه در 150 (1 به تيمار دمايي بر روي سويه هاي مقاوم

 به منظور  حساس تيمار نشده،يو باكتريها) ºC80دماي 
زي بهينه تر به شرايط استرس دمايي، تكرار مقاوم سا

بعد از اين مرحله، سويه هاي مقاوم به تيمار . گرديد
و روي شده جدا ) ºC 80 دقيقه در دماي 180 (2دمايي

 روز در 4 تا 3 ي نرمال براpHمحيط كشت جامد با 
 .  گرما گذاري شدندي هوازيب شرايط
 

  تيمار اسيد
 و 2 تيمار دمايي  ساعته سويه هاي مقاوم به24كشت 

 دور  دقيقه با15 مدت  نشده، بهتيمار حساس يها باكتري
rpm6000 دور يسپس محلول روي.  شدندسانترفيوژ 

ريخته و رسوب باقيمانده، دو بار با بافر فسفات سالين 
)PBS (كشت شستشو محيط مانده باقي  كردن جدايبرا 

  v/v (1%( ها با نسبت يسرانجام سوسپانسيون باكتر. شد
ال % 05/0 غني شده با   MRSبه محيط كشت مايع 

 ساعت در شرايط 2  و به مدتتلقيح =pH 7 سيستئين با
سپس تمامي .  شدي گرما گذارºC 37 ي در دماي هوازيب

  قبلي با  كشت مايعي محيط هايمراحل قبل بر رو
7 pH=با قيمانده به مدت يرسوب ها  انجام گرفت و 
 1، به مدت =pH 6 اساعت درمحيط كشت مايع ب5/1

، به مدت =pH 4 ساعت با 1، به مدت =pH 5 ساعت با
   ساعت با1 به مدت انتها و در=pH 3 ساعت با 1
5/2 pH=بعد از اين مرحله .  شدندي تلقيح و گرما گذار

سويه هاي مقاوم به تيمارهاي دما و اسيد جدا و روي 
 روز در شرايط بي 4 تا 3مدت ي محيط كشت جامد برا

  .  گرما گذاري شدنديهواز
  

  تيمار نمك هاي صفراوي
 ساعته سويه هاي مقاوم به تيمارهاي دما و 24كشت 

 دقيقه 15 حساس تيمار نشده، به مدت ياسيد و باكتريها
سپس محلول رويي .  شدندسانتريفيوژ rpm6000 با دور
 و رسوب باقيمانده، دو بار با بافر فسفات ريخته شددور 

 باقي مانده محيط كشت  كردنبراي جدا) PBS(سالين 

سرانجام سوسپانسيون باكتري ها با نسبت . شستشو شد
)v/v (1 %به محيط كشت مايعMRS  غني شده با 

هاي صفراوي با  نمك ال سيستئين بعلاوه% 05/0
 تلقيح گرديد و به 3 و 2، 1، 5/0درصدهاي وزني حجمي، 

 ºC 37 ي در دماي ساعت در شرايط بي هواز48مدت 
 هاي زنده مانده يسپس تعداد باكتر.  شدنديذارگرما گ
، با استفاده از روش رقت ي ساعت گرما گذار48بعد از 

 هاي مقاوم به سويهبعد از اين مرحله .  تعيين گرديديساز
هاي سويه ( دما و اسيد و نمك هاي صفراوي تيمارهاي

 كشت جامد محيطجدا و روي ) مقاوم به همه تيمارها
 گرما گذاري ي هوازيز در شرايط ب رو4 تا 3 مدت يبرا

   .)1(شدند 
  

بررسي تاثير افزايش دماي هواي خروجي روي بقاء 
  پودرهاي باكتريايي تيمار شده و تيمار نشده 

سويه هاي مقاوم به همه تيمارها تهيه شده در مرحله 
 درجه 37هاي تيمار نشده، مجددا در دماي  قبل و باكتري

 ساعت گرما 24 به مدت سانتي گراد در شرايط بي هوازي
 ساعته باكتري ها به محيط كشت 24كشت . گذاري شدند

  ، قند%)w/v15( كردن شامل پرمĤت حامل براي خشك
-Dگلوكز)w/v 5 (% و عصاره تخمير شده ذرت)v/v 5 (%

 پري هاي كشت حامل اين مرحله به محيط در. اضافه شدند

سپس .  اضافه گرديد)w/v 20%(بيوتيك مالتودكسترين 
حامل بوسيله دستگاه اسپري دراير  محيط هاي كشت

 Buchi mini spray dryer(آزمايشگاهي با مشخصات 
B-119; Switzerland (با جريان ورودي مايع ثابت  

 ) ml/min5(  تا 65و با دماهاي متغير هواي خروجي از 
تعداد باكتري زنده . خشك شدند ، درجه سانتي گراد90

يي هر دو گروه تيمار شده و موجود در پودرهاي باكتريا
تيمار نشده، در دماهاي هواي خروجي مختلف با روش 

  . رقت سازي يا پورپليت محاسبه شد
  

 بيمـاريزا  ي ها يبررسي خاصيت ضد ميكروبي عليه باكتر     
  )Spot test (يبه روش لكه گذار

 ي هاي باكترميكروبي ضدخاصيت بررسيجهت 
 بدينده شد، بيفيدوباكتريوم از روش لكه گذاري استفا

 سلول در 108-109 كه ابتدا سوسپانسيون سلولي با ترتيب
ميلي ليتر از هر يك از سويه هاي مقاوم به همه  هر
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 نشده اوليه تيمار ي هاباكتريتيمارهاي موجود در پودر و 

 ماكروليتر در وسط 5  شد و با كمك سمپلر به اندازهتهيه
 -ال + MRS agar  كشتمحيط ي حاويپليت ها

يك قطره قرار داده شد ) كه قبلاً تهيه شده بود(تئين سيس
و سپس )  ميلي ليتر باشد7 قطر هاله ميانگينبه طوريكه (

   وي ساعت در شرايط بي هواز48پليت ها به مدت 
 ي هايسپس از باكتر. شدند گرما گذاري، ºC 37 يدما

 PTCC 1330(ر اشرشيا كلي يبيماريزاي مورد نظ
Escherishia coli(وموناس آئروجينوزا، سود  

)PTCC aueruginosa 1074  Pseudomonas(و  
 PTCC 1337(استافيلوكوكوس اورئوس 

Staphylococcus aureus(  شدتهيهكشت تازه  .
 كشت عوامل بيماريزا، سوسپانسيوني يسپس از محيط ها

 سلول در هر ميلي ليتر تهيه گرديد و به 108-109 با
انه از هر باكتري  ميلي ليتر به صورت جداگ1ميزان 

 محيط كشت نيمه جامد ليتر ميلي 100بيماريزا به 
M.H.A+  75/0 كه قبلاً تهيه و اتوكلاو شده و ( آگار

  از، در ادامهگرديداضافه )  استºC 45- 40دماي آن بين 
   سطحي، روي باكتري جامد دارانيمهمحيط كشت 

 سيستئين كه -ال +  MRS agar كشتي هامحيط
 يباكتريوم در وسط آنها به صورت مركز بيفيدويباكتر

 سطح پليت را كاملاً بطوريكهرشد كرده است پخش شد، 
 كشت محيط و بستن دقيقهپس از گذشت چند . پوشاند

 48 بيماريزا، به مدت ي باكتري حاوينيمه جامد، پليت ها
 ي، گرما گذارºC 37 ي و دماي هوازشرايطساعت در 

 هاله ي عدم رشد  ساعت، قطر48بعد از گذشت . گرديد
 . و ثبت شدي گيرهبيفيدوباكتريوم ها انداز

  

  آناليز آماري 
محاسبات آماري براي تعيين اختلاف معني دار بين 
بقاء پودرهاي باكتريايي هر دو گروه تيمار شده و نشده بعد 
از اسپري درائينگ در دماهاي هواي خروجي مختلف، 

انجام  ) P < 0.05 ( جفت شده  t- testبوسيله تكنيك
لازم به ذكر است كه تمامي آزمايشات براي دقت . گرفت

 . بار تكرار شده است3در محاسبات آماري 
  

  نتايج و بحث 
 ي پروبيوتيك در اغلب روش هايهاي باكتر
 محصولات پروبيوتيك با شرايط استرس توليد يتكنولوژيك

 توان به ياز مهمترين آنها م.  شوندي مواجه مي زياديزا
 موجود در مرحله خشك كردن به روش ياسترس ها

، توزيع وانتقال محصول اشاره ياسپري درائينگ، نگهدار
 ها و يكرد كه منجر به كاهش ميزان زنده ماندن باكتر

از ميان ). 9( شود يكاهش تاثيرات پروبيوتيكي آنها، م
 بهبود بقاء يراي بروش هايپيشنهادات بسيار در زمينه 

شرايط نامساعد موجود در  پروبيوتيك در ي هايباكتر
 ي بر پايه سازگاري روش هاي تا مصرف،توليدطول مراحل 

 قابل يبا استرس و حفاظت متقاطع، از بهترين روش ها
 دانش ما در . شوندياستفاده در اين زمينه محسوب م

 با استرس و حفاظت متقاطع ي سازگاريمورد مكانيسم ها
ر اندك است  بيفيدوباكتريوم، هنوز بسياي هايدر باكتر

تعداد مطالعات كمي در زمينه پاسخ هاي استرس ). 10(
سازگار كننده و حفاظت متقاطع، در باكتري 

، بيفيدوباكتريوم )12و11(لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس 
بروه، بيفيدوباكتريوم لانگوم و بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس 

 استرس القاء كننده بهبود طي مراحل يو تيمارها) 13(
) 14( لاكتوباسيلوس پاراكازئي يدرائينگ در باكتر ياسپر

 ي هايبه منظور بهبود بقاء و مقاومت باكتر. وجود دارد
پروبيوتيك بيفيدوباكتريوم نسبت به شرايط استرس، از 

 بر ترتيب صفراوي به نمك هاي دما، اسيد و تيمارهاي
.  استفاده شدي سويه هاي مقاوم جدا شده از تيمار قبليرو

 بيان) 15( 2004رلا و همكارانش در سال همچنين سا
 كمتر از حد كشنده ي كوتاه مدت تيمارهاتاثيركردند كه 

 تواند ي گراد، مسانتي درجه 47 و pH = 5/3-4مانند 
 لاكتوباسيلوس در ي دار بقاء گونه هايباعث بهبود معن
شايان ذكر است كه .  شودي كشنده بعديمقابل تيمارها

   بيفيدوباكتريومي هاي در باكترالقاء توانايي تحمل بالا
 بهبود يمي توانند با استفاده از چندين روش مكمل برا

 آنها در برابر عوامل استرس صورت گيرد، اما ي كليپايدار
  ).10( امكان پذير است يانجام چنين تحقيقاتي به دشوار

 بيفيدوباكتريوم ها به صورت ي تحمل دماييبه طور كل
خشك كردن آنها بوسيله دستگاه  ي پايين بوده و برايذات

 كه يابد آنها بهبود ي تحمل دمايبايداسپري درائينگ ، 
مستلزم قرار گرفتن باكتري ها در دماي هواي بالا براي 

با   رسيدن به اين منظوريبرا. مدت زمان طولاني است
دادن آنها در شرايط استرس دمايي غير كشنده  قرار

 جدا كردن سويه قبل از خشك كردن و)  دماتيمارهاي(
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در . هاي مقاوم به دما، تحمل دمايي در آنها بهبود يافت

به صورت )  زندهيتعداد باكتر(، بقاء ياين تيمار دماي
log(CFU/ml)و به گرديد مختلف تعيين ي در دماها 

 به نتايجبا توجه به ). 1نمودار ( رسم شد يصورت منحن
 نسبت ، بيفيدوباكتريوم انيماليس1دست آمده در نمودار

 دما افزايش ها، مقاوم تر بوده و در طي يبه بقيه باكتر
 واحد 3 برابر با كاهشي درجه سانتي گراد، 80 به 40از

. لگاريتمي در تعداد باكتري زنده را از خود نشان داده است
 ديگر بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس حساس ترين ياز سو
 در ي واحد لگاريتم92/5 برابر با كاهشي بوده و يباكتر

كاهش تعداد .  زنده را از خود نشان داده استيتعداد باكتر
 زنده بيفيدوباكتريوم ها در طي اين تيمار، به يباكتر

ترتيب بيفيدوباكتريوم انيماليس، بيفيدوباكتريوم بيفيدوم، 
بيفيدوباكتريوم آنگولاتوم و بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس با 

د لگاريتمي  واح92/5 و 1/5، 41/4، 3كاهش به ترتيب 
  . بوده است

 ي هايبه منظور بهبود تحمل دمايي و سازگاري باكتر
بيفيدوباكتريوم به مراحل خشك كردن به وسيله روش 

 1 دمايي تيمار به سويه هاي مقاوم درائينگ، روي ياسپر
و باكتريهاي حساس تيمار ) ºC 80 دقيقه در دماي 150(

 تيمار تاثير صورت گرفت و ي مجددينشده، تيمار دماي
 هاي مقاوم نسبت به باكتري هاي سويه ي بر رويقبل

حساس تيمار نشده به وسيله تعيين تفاوت بقاء آنها مورد 
 قرار گرفتن ي، زمانها2 يدر تيمار دماي. بررسي فرار گرفت

 ها تحمل سويه افزايش يافت تا يدر شرايط استرس دماي
با توجه به اينكه .  داشته باشندي بهتريدماي

باكتريوم ها در طول فرآيند خشك كردن بوسيله بيفيدو
 ي هواي ساعت در دما3 درائينگ، تقريبا به مدت ياسپر
   درجه سانتي گراد قرار90-70 در حدود يخروج

، باكتريها قبل 2 يمي گيرند، با افزايش زمان در تيمار دماي
از قرار گرفتن در فرآيند خشك كردن، در شرايط مشابه 

 هاي مقاوم در اين شرايط، براي هسوي قرار گرفته و از
توليد پودر پروبيوتيكي بيفيدوباكتريوم بهينه تر با تعداد 

، بقاء يدر اين تيمار دماي. باكتري زنده بيشتر استفاده شد
 در log(CFU/ml)به صورت )  زندهيتعداد باكتر(

دماهاي مختلف تعيين گرديد و به صورت منحني رسم 
تايج به دست آمده در نمودار با توجه به ن). 2نمودار (شد 

تمامي بيفيدوباكتريوم هاي ) تعداد باكتري زنده(، بقاء 2

 حساس يتيمار شده نسبت به بيفيدوباكتريوم ها مقاوم
) p<0.05 (يمشتق شده از آنها، به صورت معني دار

  هاي مقاومسويه يبهبود يافته است، به طوريكه تمام
 2نشده، بيش از  تيمار ي هايتيمار شده نسبت به باكتر

واحد لگاريتمي افزايش بقاء را نشان داده اند و نكته جالب 
تيمار  توجه اين است كه بيفيدوباكتريوم بيفيدوم مقاوم

 2,63 حساس مشتق شده از آن، با يشده نسبت به باكتر
واحد لگاريتمي، بيشترين بهبود را در بين باكتريها از خود 

 تريوم انيماليس مقاومهمچنين، بيفيدوباك. نشان داده است
 واحد لگاريتمي و بيفيدوباكتريوم 9/1تيمار شده با كاهش 

 واحد لگاريتمي، به 25/6آدلوسنتيس حساس با كاهش 
 اين آزمايش يترتيب مقاوم ترين و حساس ترين باكتر

 از تحقيقات ديگر نيز حساسيت ذاتي يدر تعداد. بوده اند
و مقاومت ه د شي پروبيوتيك به حرارت بررسي هايباكتر

 عوامل مهمترين از ي به عنوان يكيدر برابر استرس دماي
 ها در خشك كردن به روش يتعيين كننده بقاء باكتر

همچنين ). 17و 16 (ه است درائينگ مطرح شدياسپر
، گزارش دادند )13(1994 تكسيريا و همكارانش در سال

 باعث ي دمايي تيمارهاوسيلهبا دما به ي كه سازگار
 لاكتوباسيلوس ي بقاء و زنده ماندن باكترافزايش

در اين .  مي شوديبولگاريكوس در طول استرس دماي
، ي متوالي دماييتحقيق ثابت شد كه استفاده از تيمارها

باعث افزايش بقاء باكتري هاي بيفيدوباكتريوم در طول 
استرس دمايي بالاتر و شرايط دمايي خشك كردن به 

 كه با نتايج به دست آمده  درائينگ مي شوديوسيله اسپر
  . مطابقت دارد1994 توسط تكسيريا و همكارانش در سال
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B. angulatum R B. angulatum S B. animalis R B. animalis S
B. bifidum R B. bifidum S B. adelosentis R B. adelosentis S

 1 دمايي تيمار به ومسويه هاي مقا ي بر رو2يتيمار دماي. 2نمودار 
  . نشدهتيمار حساس باكتريهايو ) ºC 80 دقيقه در دماي 150(
R : دقيقه در دماي 150 (1 به تيمار دمايي سويه هاي مقاوم ºC 80.( : S 

 . نشدهتيمار بيفيدوباكتريوم حساس يباكتريها
: Log (CFU/ml)  در هر ميلي ي تشكيل دهنده كلنيلگاريتم واحدها 

 .ليتر
 

 يبه صورت ذات جه به اينكه بيفيدوباكتريوم هابا تو
 ، دهندي را از خود نشان مضعيفي اسيدي تحمل توانايي

به منظور استفاده از مكانيسم هاي حفاظت متقاطع براي 
افزايش مقاومت باكتري ها در برابر استرس هاي محيطي 
موجود در روش اسپري درائينگ  از تيمار اسيدي استفاده 

  هبود مقاومت باكتري ها، بر رويبه منظور ب. شد
 دقيقه در دماي 180( 2 هاي مقاوم به تيمار دمايي سويه

ºC 80 (حساس تيمار نشده، تيمار اسيدي ي هايو باكتر 
 ،3 به دست آمده در نمودارنتايجبا توجه به . انجام گرفت

 2 هاي مقاوم به تيمار دمايي سويه ي بقاء تمامميزان
 ي داري نشده، به صورت معن تيماري هاينسبت به باكتر

)p<0.05 (يبهبود يافته است، به طوريكه تمام  
 نسبت به باكتري هاي 2 هاي مقاوم به تيمار دمايي سويه

افزايش بقاء را ي  واحد لگاريتم4/2تا 43/1تيمار نشده، از
نشان دادند و نكته جالب توجه اين است كه 

حساس  يبيفيدوباكتريوم انيماليس مقاوم نسبت به باكتر
 ، بيشترين بهبود ي واحد لگاريتم4/2مشتق شده از آن با 

همچنين . را در بين باكتر يها از خود نشان داده است
 واحد 63/2بيفيدوباكتريوم انيماليس مقاوم با كاهش 

لگاريتمي و بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس حساس با كاهش 
 ترين و حساس ترين واحد لگاريتمي به ترتيب مقاوم 05/6
پارك و همكارانش در سال .  اين آزمايش بوده انديكتربا

 ي باكترياثبات كردند كه سلول ها) 18 (1995
 باعث مقاومت آنها در pH = 2/5بيفيدوباكتريوم بروه در

 يمpH = 2-4 در سطوح ي كشنده بعدي اسيدpHمقابل 
 كردند بيان) 11( 2003مائوس و همكارانش در سال  .شود

 ي بيفيدوباكتريوم داراي هاير باكتيكه معمولا تمام
 اين كه در استثنايي هستند، تنها ضعيفي اسيديتحمل 

 خورد بيفيدوباكتريوم انيماليس است كه يم  به چشمبين
 نسبت به بقيه گونه هاي ي تواند در شرايط اسيديم

جايامان و . بيفيدوباكتريوم خيلي بهتر زنده بماند
 يكه باكترنشان دادند ) 19 (2006همكارانش در سال 

بيفيدوباكتريوم انيماليس، معمولا تنها گونه بيفيدوباكتريوم 
 به دست آمده در نتايج.  شده استتخمير شيرهايزنده در 

 ذكر شده توسط مائوس و همكارانش نتايج با تحقيق اين
در سال  و جايامان و همكارانش )11( 2003در سال 

د در  با توجه به نتايج موجو.مطابقت دارد) 19 (2006
سويه هاي مقاوم به تيمارهاي دما  ، در همه موارد4نمودار

و اسيد نسبت به باكتريهاي حساس تيمار نشده در غلظت 
هاي بالاي نمك صفراوي، به صورت معني داري 

)P<0.05 ( افزايش بقاء از خود نشان دادند، به طوريكه
تمامي سويه هاي مقاوم به تيمارهاي دما و اسيد نسبت به 

 واحد 16/3 تا 5/1اي حساس تيمار نشده، از باكتريه
لگاريتمي بهبود يافتند و نكته جالب توجه اين است كه 
بيفيدوباكتريوم انيماليس مقاوم به تيمارهاي دما و اسيد 

 واحد 16/3نسبت به باكتري حساس مشتق شده از آن با 
لگاريتمي، بيشترين بهبود را در بين باكتري ها از خود 

 بيفيدوباكتريوم انيماليس مقاوم همچنين .نشان داده است
 واحد لگاريتمي و 82/1 دما و اسيد با كاهش تيمارهايبه 

 واحد 03/6بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس حساس با كاهش 
لگاريتمي، به ترتيب مقاوم ترين و حساس ترين باكتري 

 2002دزموند و همكارانش در سال . اين آزمايش بوده اند
 ي در باكتريالقاء تحمل دماي بيان كردند كه) 1(

، به وسيله پيش NFBC 338لاكتوباسيلوس پارا كازئي 
 و پر اكسيد هيدروژن بي تاثير ي صفراويتيمار با نمكها

 ي داريبود، اما سازگاري با نمك طعام به صورت معن
اما نتايج به دست .  اين باكتري را افزايش داديتحمل دماي

 ير نمك صفراوي بر روآمده در اين تحقيق در مورد تيما
 دار يباكتري هاي بيفيدوباكتريوم نشاندهنده افزايش معن

)P<0.05 ( بقاء آنها در شرايط استرس بعدي و افزايش
تحمل دمايي آنها در خشك كردن به وسيله اسپري 
درائينگ است كه با نتايج به دست آمده توسط دزموند و 
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مالا به مطابقت ندارد كه احت) 1(2002همكارانش در سال 

 بين ي و بيوشيميايي و فيزيولوژيكي ساختاريعلت تفاوتها
 . لاكتوباسيلوس و بيفيدوباكتريوم استيجنسها

بقاء وكاهش تعداد باكتري زنده در اين بررسي ميزان 
در هر دو گروه پودرهاي تيمار شده و نشده با افزايش 
دماي هواي خروجي، بعد از اسپري درائينگ بررسي و با 

افزايش دماي هواي ). 1جدول (ه گرديد هم مقايس
خروجي بر روي تعداد باكتري زنده هر دو گروه پودرهاي 

تيمار نشده، به شدت تاثير گذار است، اما  تيمار شده و
ميزان اين تاثير بر روي پودرهاي تيمار نشده نسبت به 

  .پودرهاي تيمار شده خيلي زيادتر است
  

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

7.2 6 5 4 3 2.5
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B. bifidum R B. bifidum S B. adelosentis R B. adelosentis S

 2هاي مقاوم به تيمار دمايي  سويه ي بر رويتيمار اسيد. 3ارنمود
.:  حساس تيمار نشدهيو باكتريها) ºC80 دقيقه در دماي 180(

  ).ºC80 دقيقه در دماي 180 (2سويه هاي مقاوم به تيمار دمايي 
S :باكتريهاي بيفيدوباكتريوم حساس تيمار نشده. R: Log 

(CFU/ml)ي  تشكيل دهنده كلني درهرميلي لگاريتم واحدها
  .ليتر
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Bile Salt 0%( W/V) Bile Salt 0.5%( W/V) Bile Salt 1%( W/V) Bile Salt 2%( W/V) Bile Salt 3%( W/V)

  هاي صفراوي با غلظت هاي متفاوت روي تيمار نمك. 4ار نمود
و باكتريهاي حساس  سويه هاي مقاوم به تيمارهاي دما و اسيد

   .سويه هاي مقاوم به تيمارهاي دما واسيد. تيمار نشده
 : Sباكتريهاي بيفيدوباكتريوم حساس تيمار نشده.   

: Log (CFU/ml)لگاريتم واحدهاي تشكيل دهنده كلني در هر  
  . ليتريميل

تقريبا در همه موارد بين تعداد باكتري زنده پودرهاي 
تيمار شده و تيمار نشده با افزايش دماي هواي خروجي از 

 P) درجه سانتي گراد به صورت معني داري 90 تا 65
به طوركلي بيفيدوباكتريوم .  اختلاف وجود دارد(0.05>

فزايش انيماليس و بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس در شرايط ا
دماي هواي خروجي، به ترتيب بيشترين و كمترين 

باكتري بيفيدوباكتريوم . مقاومت را از خود نشان دادند
 واحد لگاريتمي كاهش كلي، 41/2انيماليس تيمارشده با 

 درجه سانتي گراد نسبت به 90در دماي هواي خروجي 
تعداد باكتري زنده قبل از اسپري درائينگ، بهترين باكتري 

از سوي ديگر باكتري . قيق شناخته شداين تح
 واحد 72/6بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس تيمار نشده با 

 درجه 90لگاريتمي كاهش كلي، در دماي هواي خروجي 
سانتي گراد نسبت به تعداد باكتري زنده قبل از اسپري 

اما پودر . درائينگ، حساس ترين باكتري محسوب شد
آدلوسنتيس در همين تيمار شده باكتري بيفيدوباكتريوم 

 واحد لگاريتمي كاهش را نشان 53/4شرايط به طور كلي 
با .  واحد لگاريتمي بهبود يافته است2داد كه در حدود 

پيشنهاد مي شود كه با  1توجه به نتايج موجود در جدول 
 درجه سانتي 115 تا 105تنظيم دماي هواي ورودي بين 

جه سانتي  در75 تا 65گراد به دماي هواي خروجي بين 
گراد رسيده شود كه با توجه به نتايج بيفيدوباكتريوم ها در 
اين محدوده دماي هواي خروجي، كمترين آسيب و 

بنابراين احتمالا با تنظيم . كاهش بقاء را نشان مي دهند
 درجه سانتي گراد، 115 تا 105دماي هواي ورودي بين 

ء  بيفيدوباكتريوم خشك با ميزان بقاپرو بيوتيكيپودر 
  .بهينه تر بدست مي آيد

0

10

20

30

40

50

60

B. angulatum R (S.D)

initial B. angulatum 

B. animalis R (S.D)

initial B. animalis

B. bifidum R (S.D)

initial B.bifidum

B. adelosentis R (S.D)

initial B. aselosentis

باکتريها

ѧѧتر 
ѧی م

ѧѧѧميل

E. coli S. aureus P.aueroginosa  
  

 سويه  هاي مقاوم به ميكروبي  ضدخاصيت يبررس. 5نمودار 
 تيمار نشده اوليه ي هاي موجود در پودر و باكترتيمارهايهمه 
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 يباكتر: Spot test( .S.D(با استفاده از روش لكه گذاري 
: R . درائينگي اسپروسيلهموجود در پودر خشك شده به 

: Initial .  موجود در پودريهمه تيمارهاسويه هاي مقاوم به 
  . نشده اوليهتيمار بيفيدوباكتريوم ي هايباكتر

  

ميكروبي   به منظور بررسي خاصيت ضددر اين تحقيق
 موجود در پودر و ي هاي مقاوم به همه تيمارهاسويه

 تيمار نشده اوليه، از روش لكه گذاري استفاده يباكتريها
، تفاوت 5آمده در نمودار به دست نتايج با توجه به .شد

ميان قطر هاله عدم رشد ايجاد ) P>0.05 (يمعني دار
 موجود ي هاي مقاوم به همه تيمارهاسويهشده به وسيله 

 تيمار نشده اوليه مشاهده نشد و در يدر پودر و باكتريها
سويه هاي مقاوم   موارد افزايش قطر هاله عدم رشديبعض

 يت به باكتريها موجود در پودر نسبيبه همه تيمارها
 يبر طبق نتايج باكتر. تيمار نشده اوليه مشاهده گرديد

بيفيدوباكتريوم آنگولاتوم بيشترين قطر هاله عدم رشد را 
 پاتوژن اشرشيا كلي و سودوموناس ي هاي باكتريبر رو

 بيفيدوباكتريوم يآئروجينوزا داشته است، اما باكتر
روي آدلوسنتيس بيشترين قطر هاله عدم رشد را بر 

  . استافيلوكوكوس اورئوس داشته استيباكتر
در اين تحقيق براي بهينه سازي شرايط استرس 
محيطي در توليد پودر پروبيوتيكي بيفيدوباكتريوم از 
راهكار تيمارهاي مختلف بر پايه مكانيسمهاي سازگاري با 
استرس و حفاظت متقاطع به منظور افزايش مقاومت 

 ير شرايط دما و فشار بالاباكتري هاي بيفيدوباكتريوم د
موجود در طي خشك كردن به روش اسپري درائينگ 

 تاثير افزايش دماي هواي خروجي بر روي  واستفاده شد
بقاء پودرهاي باكتريايي تيمار شده و نشده بعد از اسپري 

امروزه استفاده از پودر  .درائينگ مورد بررسي قرار گرفت
  ت دارويي وپروبيوتيكي بيفيدوباكتريوم در محصولا

هاي غذايي براي مصرف انسانها به شدت رو به  مكمل
  .)20 (افزايش است

با توجه به حساسيت باكتري هاي جنس 
بيفيدوباكتريوم به مراحل موجود در دستگاه اسپري 
درائينگ و تاثير دماي هواي خروجي بر روي تعداد باكتري 

مارهاي ها با استفاده از تي زنده، نياز به مقاوم سازيباكتري
هاي صفراوي غير  كمدمايي مشابه و تيمار اسيد و ن

مشابه با استرس هاي موجود در دستگاه خشك كن، به 
همچنين دست يابي . )22 و21 (وضوح احساس مي شود

به بهترين شرايط تنظيم دستگاه اسپري درائينگ به 
منظور كمترين تاثير بر روي بقاء پودر بيفيدوباكتريوم حائز 

  اميد است كه با استفاده از. )24 و23 (اهميت است
ايزوله هاي پروبيوتيك مقاوم در مكمل هاي غذايي و 
  فرآورده هاي دارويي و شرايط بهينه خشك كردن
باكتري هاي پروبيوتيك سلامت جامعه بيش از پيش 

  .تامين گردد

  
ايزوله هاي (باكتري هاي تيمار شده  . از اسپري درائينگتاثير دماي هواي خروجي دستگاه اسپري دراير بر روي بقاء باكتري ها بعد:  1جدول

 ;log cfu ml-1)تعداد باكتري بر حسب . قبلا  تحت تاثير تيمارهاي دمايي و اسيدي، قرار گرفته اند) مقاوم به تيمارهاي دمايي و اسيدي
mean ± S.D.*)محاسبه شده است .  

اسپري قبل از   بعد از خشك كردن بوسيله دستگاه اسپري دراير 
  درائينگ

  

دماي هواي 
  Cº 90خروجي 

دماي هواي 
  Cº 85خروجي 

دماي هواي 
  Cº 80خروجي 

دماي هواي 
  Cº 75خروجي 

دماي هواي 
  Cº 70خروجي 

دماي هواي 
  Cº 65خروجي 

    

 

2.43 ± 0.12¤ 
(4.94±0.06) 

 

3.36  ±0.13¤ 

(5.83±0.16) 

 

4.66  ±0.04¤ 
(6.53±0.06) 

 

5.90 ± 0.12¤ 
(7.14±0.06) 

 

7.17 ±0.13¤ 

(7.83±0.16) 

 

  ± 0.158 

(8.32±0.21) 

 

  ± 8.95 0.04 
(8.74 ±0.06) # 

بيفيدوباكتريوم 
 نگولاتوما

 

5.25 ±0.25 ¤ 

(6.86±0.15) 

 

5.96  ±0.06¤ 

(7.55±0.10) 

 

6.86  ±0.13¤ 
(7.97±0.11) 

 

7.69 ±0.25 ¤ 
(8.5 ±0.15) 

 

8.23  0.06¤ 

(8.85±0.10) 

  

8.73 ±0.19¤ 

(9.11±0.30)  

 

9.07  ± 0.13 
(9.27 ± 0.11) 

بيفيدوباكتريوم 
 انيماليس

 

4.80 ±0.19 ¤ 
(5.86±0.11) 

 

5.39  ±0.10¤ 

(6.55±0.41) 

 

6.38  ±0.11¤ 
(7.17±0.22) 

 

7.14 ±0.19 ¤ 

(7.80±0.11) 

 

7.85 ±0.10¤ 

(8.38±0.41) 

 

8.41 ± 0.25   
(8.69±0.11) 

 

8.87  ± 0.11 
(8.97 ± 0.22) 

بيفيدوباكتريوم 
 يدومبيف

 

2.17 ±0.10 ¤ 

(4.86±0.08) 

 

3.69  ±0.11¤ 
(5.7 ±0.11) 

 

4.79  ±0.05¤ 
(6.36±0.08) 

 

5.89 ±0.10 ¤ 

(7.23±0.08) 

 

6.99 ±0.11¤ 
(8.17±0.11) 

 

8.07 ±0.05 ¤ 

(8.91±0.21) 

 

8.89  ± 0.05 
(9.39 ± 0.08) 

بيفيدوباكتريوم 
 آدلوسنتيس
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