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  چكيده
گ با سرعت توليد بالا و هزينه اجراي پايين، يكي از معروفترين روشها در صنايع روش اسپري درائين

علاوه بر اين، اسپري درائينگ براي حفاظت و تغليظ ميكرو ارگانيسم ها مورد استفاده قرار مي . غذايي است
. اده اندگيرد اما پودرهاي توليد شده در اين روش، كاهش قابل توجهي در تعداد باكتري زنده را نشان د

تحقيق، بررسي تاثير تيمار هاي مختلف و پري بيوتيك مالتودكسترين بر روي بقاء پودر  هدف از اين.بنابراين 
كاهش تعداد باكتري زنده پودرهاي تيمار . پروبيوتيكي بيفيدوباكتر در طول اسپري درائينگ و نگهداري است

.  واحد لگاريتمي است4,28 تا 1,54و از  2,44 تا 0,4شده و تيمار نشده در طول اسپري درائينگ به ترتيب، از 
به طور كلي پودرهاي تيمار شده نسبت به تيمار نشده، ميزان ماندگاري بهتري را در شرايط اسپري درائينگ، 

همچنين، كاهش تعداد سلول زنده پودرهاي داراي پري بيوتيك مالتودكسترين و . از خود نشان مي دهند
 واحد لگاريتمي 3,98 تا 2,1و از  2,43 تا 0,55طول اسپري درائينگ به ترتيب، از بدون مالتودكسترين در 

 واحد 6,38 تا 3,98همچنين پودرهاي بدون مالتودكسترين، كاهش شديدي در تعداد باكتري زنده از . است
 د نشان ماه نگهداري نسبت به تعداد اوليه باكتري زنده قبل از اسپري درائينگ، از خو6لگاريتمي بعد از 

.  واحد لگاريتمي است3,59 تا 1,16مي دهند اما ميزان كاهش در پودرهاي با مالتودكسترين، از 
بيفيدوباكتريوم بيفيدوم و بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس داراي مالتودكسترين، به ترتيب مقاومترين و 

ودرهاي با مالتودكسترين به طور كلي پ. حساسترين باكتري ها در حين اسپري درائينگ و نگهداري بوده اند
نسبت به پودرهاي بدون مالتودكسترين ، ميزان ماندگاري بهتري را در شرايط اسپري درائينگ، از خود نشان 

بنابراين تيمار هاي مختلف و پري بيوتيك مالتودكسترين باعث بهينه سازي بقاء در پودرهاي تيمار . مي دهند
   . و نگهداري، شده استشده بيفيدوباكتريوم در طول اسپري درائينگ

  

  .پروبيوتيك، پودر بيفيدوباكتر، مالتودكسترين، پري بيوتيك، بقاء : كليديواژگان
  

  

 قدمهم
استفاده از باكتري هاي پروبيوتيك در فرآورده هاي 
دارويي و غذايي در سالهاي اخير به شدت گسترش يافته 

پروبيوتيك ها در حقيقت مكمل هاي غذايي حاوي . است
رگانيسم هاي زنده هستند كه با استفاده از ايجاد ميكروا

تعادل در فلور ميكروبي دستگاه گوارش، روي سلامتي 

درحقيقت اين ). 2، 1(ميزبان خود تاثير مي گذارند 
حل مناسبي براي بهبود و حفظ سلامتي  باكتري ها راه

 گوارش، پيشگيري از بروز بيماري ها، افزايش دستگاه
ز بين بردن عوامل پاتوژن، هستند قدرت سيستم ايمني و ا

 ها لاكتيك بويژه لاكتوباسيلوس هاي اسيد  باكترياز). 4، 3(

  و بيفيدوباكتريوم ها مي توان به عنوان مهترين
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پروبيوتيك هاي مورد استفاده در محصولات غذايي و 

بيفيدوباكتريوم ها، باكتري هاي گرم . دارويي، نام برد
مهمترين اعضاء فلور مثبت و بي هوازي هستند كه از 

طبيعي روده حيوانات خون گرم و انسان محسوب مي 
 به دليل مزاياي فوق، امروزه تهيه فرآورده هاي ).5(شوند 

از جنس  با استفادهپروبيوتيكي  دارويي و غذايي
از . گرفته است بيفيدوباكتريوم، به شدت مورد توجه قرار

سوي ديگر پيشنهاد شده است كه فرآورده هاي 
  خود را در زمان فعاليت متابوليكي و بقاءبايد بيوتيكپرو

 ميكروارگانيسم زنده و فعال 107حداقل در حدود مصرف 
 تادر هر گرم پودر و يا هر ميلي ليتر مايع حفظ نمايد، 
، 5 (بتوانند توانايي خود را به عنوان پروبيوتيك نشان دهند

ي براي رسيدن به اين هدف، بايد باكتري ها تواناي). 6
تحمل شرايط محيطي در طول مراحل صنعتي ساخت 

پروبيوتيكي و مرحله  غذايي فرآورده هاي دارويي و
يكي از روشهايي كه امروزه ). 7(نگهداري، را داشته باشند 

نگهداري محيط هاي كشت پروبيوتيكي مورد  براي
كردن به روش اسپري  استفاده قرار مي گيرد، خشك

ينگ براي توليد روش اسپري درائ .درايينگ است
. پودرهايي با تعداد بالاي باكتري زنده، استفاده مي شود

اين روش به علت سرعت بالاي توليد به نسبت هزينه 
پايين اجرا و توليد پودرهاي خشك، پايدار و با انتقالي 
ساده، پيشنهاد مي شود، اما پودرهاي توليد شده در اين 

ده را نشان روش، كاهش قابل توجهي در تعداد باكتري زن
 به علت دما و فشار بالا موجود در اين كاهش). 8(داده اند 

مراحل اسپري درائينگ به منظور خشك كردن است كه 
باعث ايجاد آسيبهاي جدي در فسفوليپيدهاي ديواره 

امر سبب از بين رفتن باكتري  اين. سلولي باكتري مي شود
مي بلافاصله بعد از خشك كردن و يا در مرحله نگهداري 

راهكار عمده براي  دو با توجه به مشكل مطرح شده، .گردد
بالا بردن مقاومت باكتري ها در طول فرآيند اسپري 

استفاده از تيمارهاي مختلف  درائينگ وجود دارد كه شامل
 و مكانيسم هاي حفاظت بر پايه سازگاري با استرس

ها  پري بيوتيك استفاده از. است بيوتيك ها،ي  پرمتقاطع و
ماتريكس هاي ساكاريدي از اقداماتي است كه در يا 

وسيع مورد توجه محققان صنعت  سالهاي اخير در مقياس
 توليد فرآورده هاي پروبيوتيكي قرار گرفته است، مانند

مونو، دي و پلي (استفاده از ماتريكس هاي ساكاريدي 

دكستروز، مالتودكسترين، ترهالوز  مانند پلي )ساكاريدي
اتصال  ر ايجاد فضاي ماتريكسي مناسب برايكه علاوه ب ...و

باكتري ها و مصون ماندن حين اسپري درايينگ، نقش 
 ).9(كنند  هاي پروبيوتيكي ايفا مي بسزائي در تهيه فرآورده

 در اين تحقيق با قرار دادن باكتري ها در شرايط تيمارهاي

دما، پراكسيد هيدروژن و نمك طعام، ايزوله هاي مقاوم به 
رها جدا شده و پس از چندين بار كشت، آنها به همه تيما

توسط دستگاه اسپري درائينگ  و محيط كشت حامل تلقيح
همچنين به منظور بررسي تاثير پري . خشك شدند

بيوتيك مالتودكسترين روي بقاء باكتري ها، محيط هاي 
كشت حامل به دو صورت با پري بيوتيك مالتودكسترين و 

رين، نيز تهيه و به صورت بدون پري بيوتيك مالتودكست
سپس . بالا با دستگاه اسپري درائينگ خشك شدند

 درجه سانتي گراد نگهداري 4پودرهاي حاصل در دماي 
شدند و تعداد باكتري زنده موجود در پودرهاي باكتريايي 
هر دو گروه تيمار شده و تيمار نشده و همچنين هر دو 

ين، پس از گروه داراي مالتودكسترين و بدون مالتودكستر
 ماه نگهداري، مورد بررسي 6اسپري درائينگ و در مدت 

سپس خاصيت ضد ميكروبي ايزوله هاي مقاوم . قرار گرفت
به همه تيمارهاي موجود در پودر و باكتري هاي تيمار 
نشده اوليه به وسيله روش چاهك تست بررسي و با هم 

هدف از اين تحقيق، بررسي تاثير تيمارهاي . .مقايسه شد
ختلف و پري بيوتيك مالتودكسترين روي بقاء باكتري ها م

بعد از خشك كردن بوسيله دستگاه اسپري درائينگ و در 
مرحله نگهداري و همچنين بررسي خاصيت ضد ميكروبي 

  . پودر حاصل بود
  

  مواد و روشها
  ميكروارگانيسمهاي مورد استفاده

گونه هاي باكتريايي مورد استفاده در اين تحقيق يعني 
، )Bifidobacterium animalis(انيماليس يفيدوباكتريومب

 ،)Bifidobacterium bifidum(بيفيدوباكتريوم بيفيدوم 
 )Bifidobacterium angulatum(بيفيدوباكتريوم انگولاتوم

 Bifidobacterium(و بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس 
adelosentis(علمي و صنعتي  ، از سازمان پژوهشهاي

اين سپس . كپسول ليوفيليزه تهيه گرديدايران به صورت 
اختصاصي كشت داده شدند محيط كشت  درباكتريها 

)10 .(  
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  تيمار دما 

تحت تاثير  ساعته از هر يك از باكتري ها، 24كشت 
بعد از اين مرحله، ). 10(تيمار دمايي قرار داده شدند 

   دقيقه در دماي150(ايزوله هاي مقاوم به تيمار دما 
ºC 80 ( روي محيط كشت جامد با جدا وpH نرمال براي 

  .  روز در شرايط بي هوازي گرمخانه گذاري شدند4 تا 3
  

 تيمار پر اكسيد هيدروژن
 ساعته، ايزوله هاي مقاوم به تيمار دما و 24كشت 

  دقيقه با دور15باكتريهاي حساس تيمار نشده، به مدت 
rpm 6000 سپس محلول رويي دور . سانتريفيوژ شد

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

 v/v%(1(سرانجام سوسپانسيون باكتري ها با نسبت . شد
 ال 0,05%  غني شده با  MRSبه محيط كشت مايع 
 مولار پر اكسيد هيدروژن 0,003سيستئين كه داراي 

 2هاي كشت به مدت سرانجام محيط  .است، تلقيح شدند
 درجه سانتي گراد گرمخانه گذاري 37ساعت در دماي 

بعد از اين مرحله ايزوله هاي مقاوم به تيمارهاي دما . شدند
و پر اكسيد هيدروژن جدا و روي محيط كشت جامد براي 

 روز در شرايط بي هوازي  گرمخانه گذاري 4 تا 3مدت 
   .)11(شدند 

  
  تيمار نمك طعام 

 ايزوله هاي مقاوم به تيمارهاي دما و  ساعته24كشت 
پر اكسيد هيدروژن و باكتريهاي حساس تيمار نشده، به 

سپس . سانتريفيوژ شد rpm 6000 دقيقه با دور 15مدت 
محلول رويي دور ريخته و رسوب باقيمانده، دو بار با بافر 

براي جداشدن باقي مانده محيط ) PBS(فسفات سالين 
سوسپانسيون باكتري ها با سرانجام . كشت، شستشو شد

 غني شده  MRS به محيط كشت مايع v/v( %1(نسبت 
 ال سيستئين بعلاوه نمك طعام با درصدهاي 0,05% با 

، تلقيح گرديد و به مدت 10 و 8، 6، 4، 0وزني حجمي 
 گرمخانه ºC 37 ساعت در شرايط بي هوازي در دماي 48

 48 سپس تعداد باكتري زنده مانده بعد از. گذاري شد
ساعت گرمخانه گذاري، با استفاده از روش رقت سازي 

بعد از اين مرحله ايزوله هاي مقاوم به . تعيين گرديد
  تيمارهاي دما و پر اكسيد هيدروژن و نمك طعام

جدا و روي محيط ) ايزوله هاي مقاوم به همه تيمارها(
 روز در شرايط بي هوازي 4 تا 3كشت جامد براي مدت 

   .)1(ند گرمخانه گذاري شد
  

بررسي تاثير تيمارهاي مختلف و پري بيوتيك 
مالتودكسترين روي بقاء باكتري ها بعد از خشك 
كردن بوسيله دستگاه اسپري درائينگ و در مرحله 

   نگهداري
ايزوله هاي مقاوم به همه تيمارها تهيه شده در مرحله 

 درجه 37قبل و باكتريهاي تيمار نشده، مجددا در دماي 
 ساعت 24 در شرايط بي هوازي به مدت سانتي گراد

 ساعته باكتري ها به 24كشت . گرمخانه گذاري شدند
. )10 (محيط كشت حامل براي خشك كردن تلقيح شدند

سپس محيط هاي كشت حامل بوسيله دستگاه اسپري 
-Buchi mini spray dryer B(دراير آزمايشگاهي 

119; Switzerland (با دماي هواي ورودي ثابت  
ºC 110 و دماي هواي خروجي ºC 70 و با جريان 60 تا 

به منظور بررسي . خشك گرديدند) l/min5 (ورودي مايع 
تاثير پري بيوتيك مالتودكسترين روي بقاء باكتري ها، در 
اين مرحله به نيمي از محيط هاي كشت حامل پري 

 اضافه گرديد تا نتايج )w/v% 20(بيوتيك مالتودكسترين 
 بدون پري بيوتيك مالتودكسترين اين گروه با گروه

مقايسه شود و سپس محيط هاي كشت به صورت شرح 
سرانجام تعداد باكتري . داده شده در بالا، خشك شدند

زنده موجود در پودرهاي باكتريايي هر دو گروه تيمار شده 
و نشده و همچنين هر دو گروه داراي مالتودكسترين و 

 روي پليت يا بدون مالتودكسترين، با روش شمارش بر
. پورپليت قبل و بعد از اسپري درائينگ محاسبه گرديد

 درجه سانتي گراد 4سپس پودرهاي حاصل در دماي 
درون ظرف شيشه اي درون دسيكاتور براي حفاظت از 

 و 1در فواصل زماني .  ماه نگهداري شد6رطوبت، به مدت 
 ماه، از پودرها نمونه برداري انجام گرفت و تعداد 6 و 3
كتري زنده موجود در پودرهاي باكتريايي هر دو گروه با

تيمار شده و تيمار نشده و همچنين هر دو گروه داراي 
مالتودكسترين و بدون مالتودكسترين، محاسبه و مورد 

  .مقايسه قرار گرفت
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بررسي خاصيت ضد ميكروبي عليه باكتري هاي پاتوژن 

 )Well test(به روش چاهك تست 
ميكروبي باكتري هاي  جهت بررسي خاصيت ضد

ابتدا . بيفيدوباكتريوم از روش چاهك تست استفاده شد
 سلول در هر ميلي ليتر، 108-109سوسپانسيون سلولي با 

 1330(اشرشيا كلي (از باكتري هاي پاتوژن مورد نظر 
PTCC Escherishia coli(سودوموناس آئروجينوزا ، 

)1074PTCC  Pseudomonas aueroginosa( و 
 PTCC 1337(لوكوكوس اورئوس استافي

Staphylococcus aureus((سپس هر يك . ، تهيه شد
از باكتري هاي پاتوژن بر روي محيط كشت مولر هينتون 

 با سوآپ كشت سطحي داده شد و به (M.H.A) آگار 
، ºC37  ساعت در شرايط هوازي و دماي 24مدت 

  سپس يك چاهك در مركز. گرمخانه گذاري گرديد
وي باكتري هاي پاتوژن رشد يافته، ايجاد هاي حا پليت
 ساعته از ايزوله هاي مقاوم به 48از سوي ديگر كشت . شد

همه تيمارهاي موجود در پودر و باكتري هاي تيمار نشده 
 سانتريفيوژ شد و rpm 6000  دقيقه در15اوليه، به مدت 

   ماكروليتر محلول رويي هريك از باكتري ها، درون100
شت مولر هينتون آگار با پاتوژن هاي چاهك هاي محيط ك

 ساعت در 24مختلف، به كمك سمپلر ريخته شد و مدت 
. ، گرمخانه گذاري گرديدºC 37شرايط هوازي و دماي 

سپس نتايج به صورت قطر هاله عدم رشد، اندازه گيري و 
  .ثبت شد

  
  آناليز آماري 

محاسبات آماري براي تعيين اختلاف معني دار بين 
ي باكتريايي هر دو گروه تيمار شده و نشده و بقاء پودرها

همچنين هر دو گروه داراي مالتودكسترين و بدون 
بعد از اسپري درائينگ و در مرحله مالتودكسترين 

 -p ( جفت شده  t- test بوسيله تكنيك نگهداري،
value < 0.05 ( لازم به ذكر است كه . انجام گرفت

 بار 3آماري تمامي آزمايشات براي دقت در محاسبات 
  .تكرار شده است

  
  نتايج و بحث

با توجه به حساسيت ذاتي بيفيدوباكتريوم ها در 
شرايط استرس محيطي به ويژه استرس دما و فشار موجود 

در اسپري درائينگ و با توجه به لزوم حفظ تعداد و فعاليت 
متابوليسمي باكتري هاي زنده در طول مراحل توليد تا 

ايگزيني در ديواره روده، بر آن مصرف توسط ميزبان و ج
شديم تا با استفاده از تيمارهاي مختلف بر پايه مكانيسم 
هاي بر پايه سازگاري با استرس و حفاظت متقاطع، توانايي 
تحمل و مقاومت باكتري هاي پروبيوتيك را در برابر 

براي . شرايط استرس موجود در سر راهشان، افزايش دهيم
 باكتري هاي پروبيوتيك رسيدن به هدف بهبود بقاء

بيفيدوباكتريوم نسبت به شرايط استرس، از تيمارهاي دما، 
پر اكسيد هيدروژن، نمك طعام به ترتيب بر روي ايزوله 

از سوي . هاي مقاوم جدا شده از تيمار قبلي، استفاده شد
ديگر، تحقيقات اندكي در زمينه روش هاي سازگاري با 

تري هاي پروبيوتيك استرس و حفاظت متقاطع بر روي باك
). 1(بيفيدوباكتريوم، در سراسر دنيا انجام گرفته است 

سازگاري با استرس و تاكنون، شيوه اجراي روش هاي 
حفاظت متقاطع، بر پايه تاثير كوتاه مدت سلول هاي 

از بيفيدوباكتريوم تحت عوامل گوناگون استرس زا كمتر 
 حد كشنده مانند گرسنگي، حرارت، نمكهاي صفراوي،

 پايين بود كه باعث القاء تحمل نسبت به pHنمك طعام و 
در ). 1(شرايط استرس زاي كشنده بعدي، مي شد 

تحقيقات زيادي اين موضوع اثبات شده كه وقتي باكتري 
ها در معرض سطح پاييني از استرس قرار بگيرند، مقاومت 
آنها در برابر تاثيرات بعدي سطوح بالاتر استرس هاي 

ن تعدادي از استرس هاي متفاوت، توسعه مشابه و همچني
  .)13-12(پيدا مي كند 

  يكي از مهمترين فاكتورهاي موثر بر روي بقاء
باكتري هاي پروبيوتيك در طول فرآيند خشك كردن 
بوسيله اسپري درائينگ، توانايي باكتري ها در مقابل 

به منظور بهبود تحمل دمايي و . )10 (افزايش دما است
اكتريوم ها، باكتريها تحت تاثير استرس سازگاري بيفيدوب

، قبل از فرآيند خشك كردن )تيمار دما(دمايي غير كشنده 
قرار ) استرس كشنده بعدي(بوسيله اسپري درائينگ 

به ) تعداد باكتري زنده(در اين تيمار دمايي، بقاء . گرفتند
 در دماهاي مختلف تعيين گرديد log(CFU/ml)صورت 

با توجه به نتايج ). 1نمودار (د و به صورت منحني رسم ش
، بيفيدوباكتريوم انيماليس 1به دست آمده در نمودار 

نسبت به بقيه باكتري ها، مقاوم تر بوده و در طي افزايش 
 3 درجه سانتي گراد، كاهشي برابر با 80 به 40دما از 
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واحد لگاريتمي در تعداد باكتري زنده را از خود نشان داده 

يفيدوباكتريوم آدلوسنتيس حساس از سوي ديگر ب. است
 واحد لگاريتمي 5,92ترين باكتري بوده و كاهشي برابر با 

كاهش . در تعداد باكتري زنده را از خود نشان داده است
تعداد باكتري زنده بيفيدوباكتريوم ها در طي اين تيمار، به 
ترتيب بيفيدوباكتريوم انيماليس، بيفيدوباكتريوم بيفيدوم، 

وم آنگولاتوم و بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس با بيفيدوباكتري
 واحد لگاريتمي 5,92 و 5,1، 4,41، 3كاهش به ترتيب 

 1994 همچنين تكسيريا و همكارانش در سال. بوده است
، گزارش دادند كه سازگاري با دما به وسيله )14(

تيمارهاي دمايي باعث افزايش بقاء و زنده ماندن باكتري 
  كوس در طول استرس دمايي،لاكتوباسيلوس بولگاري

 . مي شودكه با نتايج ما در اين تحقيق مشابهت دارد
همچنين به منظور بهبود مقاومت باكتري ها به شرايط 

 دقيقه در 150(استرس، ايزوله هاي مقاوم به تيمار دما 
و باكتري هاي حساس تيمار نشده ، در ) ºC 80دماي 

ل  ا0,05%  غني شده با   MRSمحيط كشت مايع 
  مولار به مدت0,003سيستئين بعلاوه پر اكسيد هيدروژن 

 گرمخانه ºC 37 ساعت در شرايط بي هوازي در دماي 2
 ساعت گرمخانه 2گذاري شدند و ميزان بقاء آنها بعد از 

با توجه ) . 2نمودار (گذاري، بررسي و با هم مقايسه گرديد 
وله ، در همه موارد ايز2به نتايج به دست آمده در نمودار 

هاي مقاوم به تيمار دما نسبت به باكتري هاي تيمار نشده، 
افزايش بقاء از خود ) P<0.05(به صورت معني داري 

نشان دادند، به طوريكه تمامي ايزوله هاي مقاوم به تيمار 
 2,2 تا 1,93دما نسبت به باكتري هاي تيمار نشده، از 

است نكته جالب توجه اين . واحد لگاريتمي، بهبود يافتند
كه بيفيدوباكتريوم انيماليس مقاوم نسبت به باكتري 

 واحد لگاريتمي بهبود، 2,2حساس مشتق شده از آن با 
بيشترين بهبود را در بين باكتري ها از خود نشان داده 

همچنين، بيفيدوباكتريوم انيماليس مقاوم با كاهش . است
 واحد لگاريتمي و بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس 1,32

   واحد لگاريتمي، به ترتيب5,04كاهش حساس با 
. مقاوم ترين و حساس ترين باكتري اين آزمايش بوده اند

 بيان كردند كه) 4 (2002اما دزموند و همكارانش در سال 
القاء تحمل دمايي در باكتري لاكتوباسيلوس پارا كازئي 

338 NFBC به وسيله پيش تيمار با نمكهاي صفراوي و ،
تاثير است، اما سازگاري با نمك پر اكسيد هيدروژن بي 

طعام به صورت معني داري تحمل دمايي اين باكتري را 
اما نتايج به دست آمده ما در اين تحقيق در . افزايش داد

مورد تيمار پر اكسيد هيدروژن بر روي باكتري هاي 
) P<0.05(بيفيدوباكتريوم، نشاندهنده افزايش معني دار 

ي و افزايش تحمل دمايي بقاء آنها در شرايط استرس بعد
آنها در خشك كردن به وسيله اسپري درائينگ است كه 
با نتايج به دست آمده توسط دزموند و همكارانش در سال 

 338در مورد باكتري لاكتوباسيلوس پارا كازئي) 4 (2002
NFBC مطابقت ندارد كه احتمالا به علت تفاوتهاي ،

جنسهاي ساختاري و فيزيولوژيكي و بيوشيميايي بين 
  .لاكتوباسيلوس و بيفيدوباكتريوم، است
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نشان دهنده لگاريتم : Log (CFU/ml). حساس تيمار نشده
  .واحدهاي تشكيل دهنده كلني در هر ميلي ليتر، است
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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

باکتريها

تعداد اوليه H2O2 0.003M  
وم به تيمار پر اكسيد هيدروژن بر روي ايزوله هاي مقا. 2نمودار 

و باكتريهاي تيمار ) ºC 80 دقيقه در دماي 180 (2تيمار دمايي 
 2نشان دهنده ايزوله هاي مقاوم به تيمار دمايي : R. نشده

نشان دهنده  :S  . است،) ºC 80 دقيقه در دماي 180(
 Log : .باكتريهاي بيفيدوباكتريوم تيمار نشده، است

(CFU/ml)  دهنده نشان دهنده لگاريتم واحدهاي تشكيل
  .كلني در هر ميلي ليتر، است
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با توجه به مكانيسم هاي حفاظت متقاطع كه بيان مي 
كند ايجاد مقاومت در برابر يك استرس، باعث ايجاد 
مقاومت در برابر استرس هاي ديگر مي شود، ايزوله هاي 

هاي  مقاوم به تيمارهاي دما و پر اكسيد هيدروژن و باكتري
هاي بالاي نمك طعام به حساس تيمار نشده، در غلظت 

 ºC 37 ساعت در شرايط بي هوازي در دماي 48مدت 
سپس توانايي رشد و ميزان بقاء . گرمخانه گذاري شدند

آنها بعد از رشد در غلظت هاي متفاوت نمك طعام بررسي 
با توجه به نتايج به ). 3نمودار (و با هم مقايسه گرديد 

وله هاي مقاوم ، در همه موارد ايز3دست آمده در نمودار 
  پر اكسيد هيدروژن نسبت به تيمارهاي دما و به

هاي حساس تيمار نشده در غلظت هاي بالاي  باكتري
افزايش ) P <0.05(نمك طعام، به صورت معني داري 

بقاء از خود نشان دادند، به طوريكه تمامي ايزوله هاي 
مقاوم به تيمارهاي دما و پر اكسيد هيدروژن نسبت به 

 واحد 2,3 تا 1,71ي حساس تيمار نشده، از باكتري ها
  .لگاريتمي، بهبود يافتند

نكته جالب توجه اين است كه بيفيدوباكتريوم 
انيماليس مقاوم به تيمارهاي دما و پر اكسيد هيدروژن 

 واحد 2,3باكتري حساس مشتق شده از آن، با  نسبت به
بيشترين بهبود را در بين باكتري ها از خود  لگاريتمي،

همچنين، بيفيدوباكتريوم انيماليس مقاوم . ن داده استنشا
 2,26به تيمارهاي دما و پر اكسيد هيدروژن با كاهش 

واحد لگاريتمي و بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس حساس با 
 واحد لگاريتمي، به ترتيب مقاوم ترين و 5,94كاهش 

همچنين، كيم . حساس ترين باكتري اين آزمايش بوده اند
   بيان كردند كه)15( 2001ر سال و همكارانش د

هاي لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس كه در معرض  سلول
تيمار نمك طعام قرار گرفتند، نسبت به باكتري هاي 
كنترل تيمار نشده به طور معني داري مقاومت بيشتري را 

همچنين دزموند و همكارانش در . از خود نشان داده است
ي لاكتوباسيلوس  باكتراثبات كردند كه) 16 (2001سال 

 كه بوسيله قرار گرفتن در نمك NFBC 338پارا كازئي 
 مولار سازگاري يافته بود، به صورت معني داري 0,3طعام 

نسبت به باكتري هاي كنترل غير سازگار در مقابل 
، ) دقيقه30 درجه سانتي گراد براي 60(استرس دمايي 

ج موجود در بنابر اين نتاي. مقاومت بيشتري نشان دادند
كيم و همكارانش  اين تحقيق با نتايج به دست آمده توسط

در مورد باكتري لاكتوباسيلوس  )15( 2001در سال 
) 16 (2001اسيدوفيلوس و دزموند و همكارانش در سال 

، NFBC 338 باكتري لاكتوباسيلوس پارا كازئي در مورد
  .مشابهت دارد
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NaCl 0%( W/V) NaCl 4%( W/V) NaCl 6%( W/V) NaCl 8%( W/V) NaCl 10%( W/V)

  فاوت بر رويتيمار نمك طعام با غلظتهاي مت. 3نمودار 
ايزوله هاي مقاوم به تيمارهاي دما و پر اكسيد هيدروژن و 

نشان دهنده ايزوله هاي مقاوم به  :R. باكتري هاي تيمار نشده
نشان دهنده   :S.تيمارهاي دما و پر اكسيد هيدروژن، است

  .باكتري هاي بيفيدوباكتريوم حساس تيمار نشده، است
:Log (CFU/ml)  واحدهاي تشكيل نشان دهنده لگاريتم

  .دهنده كلني در هر ميلي ليتر، است
  

روش اسپري درائينگ روش اقتصادي براي توليد 
از ). 17(ميكروارگانيسم هاي زنده در ابعاد صنعتي است 

اين روش براي نگهداري گسترده گونه هاي لاكتوباسيلوس 
) 22-21(و گونه هاي بيفيدوباكتريوم ) 11-18-19-20(

د توجه و علاقه قرار گرفته اند، استفاده كه اخيرا بسيار مور
با توجه به مزاياي زياد روش اسپري درائينگ، . شده است

باكتري ها در اين روش  دما و فشار بالا براي خشك كردن
باعث از بين رفتن باكتري بلافاصله بعد از اسپري درائينگ 

بنابراين استفاده از . )23(و يا در مرحله نگهداري، مي شود 
باكتري هاي پروبيوتيك تعدادي سپري درائينگ روش ا

مساله نيز به همراه دارد كه از آنها مي توان به لزوم حفظ 
بقاء و زنده ماندن باكتري هاي پروبيوتيك، اشاره كرد 

در اين تحقيق براي بهينه سازي شرايط استرس ). 16-24(
محيطي در توليد پودر پروبيوتيكي بيفيدوباكتريوم به روش 

  :رائينگ، از راهكارهايي زير استفاده شداسپري د
استفاده از تيمارهاي مختلف بر پايه مكانيسم هاي  •

سازگاري با استرس و حفاظت متقاطع به منظور افزايش 
  مقاومت بيفيدوباكتريوم ها
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استفاده از پري بيوتيك مالتودكسترين در محيط  •

كشت حامل به منظور ايجاد فضاي ماتريكسي مناسب 
اكتري ها و مصون ماندن آنها درحين فرآيند براي اتصال ب

  خشك كردن به روش اسپري درائينگ 
بقاء و ميزان كاهش تعداد باكتري زنده در هر دو گروه 
باكتري هاي تيمار شده و نشده، بعد از اسپري درائينگ و 
در فواصل زماني نگهداري بررسي و با هم مقايسه گرديد 

، 1ود در جدول با توجه به داده هاي موج). 1جدول (
تمامي بيفيدوباكتريوم هاي تيمار نشده بعد از اسپري 

 ميزان .درائينگ كاهش شديدي را از خود نشان دادند
كاهش تعداد باكتري زنده باكتري هاي تيمار نشده از 

 واحد لگاريتمي و ايزوله هاي مقاوم به همه 4,28 تا 1,54
سپري  واحد لگاريتمي بعد از ا2,44 تا 0,4تيمارها از 

لازم به ذكر است كه تمامي ايزوله . درائينگ بوده است
هاي مقاوم به همه تيمارها نسبت به باكتري هاي تيمار 

، كاهش تعداد (P < 0.05)نشده به صورت  معني دار 
به طور كلي . باكتري زنده كمتري را از خود نشان دادند

بيفيدوباكتريوم انيماليس و بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس در 
طي مراحل اسپري درائينگ، به ترتيب بيشترين و كمترين 

همچنين باكتري هاي تيمار . مقاومت را از خود نشان داند
 تا 1,35 ماه نگهداري، با كاهش شديدي از 6نشده در طي 

اما اين كاهش در .  واحد لگاريتمي مواجه شدند2,53
ايزوله هاي مقاوم به همه تيمارها خيلي كمتر در حدود 

شايان ذكر است كه در .  واحد لگاريتمي بود1,23ا  ت0,46
 ماهه، اختلاف معني 6 و 3 و 1تمامي نمونه گيريهاي 

، بين دو (P < 0.05)داري در كاهش تعداد باكتري زنده 
  . گروه تيمار شده و نشده مشاهده گرديد

نكته جالب توجه اين است كه باكتري بيفيدوباكتريوم 
 واحد لگاريتمي 0,86ها با انيماليس مقاوم به همه تيمار

كاهش كلي نسبت به تعداد باكتري زنده قبل از اسپري 
از سوي . درائينگ، بهترين باكتري اين تحقيق شناخته شد

ديگر باكتري بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس تيمار نشده با 
 واحد لگاريتمي كاهش كلي تسبت به تعداد قبل از 6,81

اما . حسوب شداسپري درائينگ، حساسترين باكتري م
ايزوله مقاوم به همه تيمارهاي همين باكتري به طور كلي 

 3 واحد لگاريتمي كاهش را نشان داد كه در حدود 3,67
همچنين گاردينر و . بهبود يافته است واحد لگاريتمي

دريافتند كه توانايي ) 25 (2002همكارانش در سال 

طول روش اسپري درائينگ در  تحمل دما و پايداري در
 با NFBC338اكتري لاكتوباسيلوس پاراكازئي گونه ب

استفاده از سازگاري در مقابل استرس هاي ديگر، به طور 
قابل ملاحظه اي افزايش مي يابد كه با نتايج بدست آمده 
در اين تحقيق در مورد ايزوله هاي مقاوم به همه تيمارها، 

  .مطابقت دارد
 دو گروه بقاء و ميزان كاهش تعداد باكتري زنده در هر

داراي مالتودكسترين و بدون مالتودكسترين، بعد از خشك 
كردن به وسيله اسپري درائينگ و در فواصل زماني 

با ). 2جدول ( نگهداري بررسي و با هم مقايسه گرديد
، تمامي پودرهاي 2توجه به نتايج موجود در جدول 

بيفيدوباكتريوم بدون مالتودكسترين بعد از اسپري 
 ميزان . شديدي  را از خود نشان دادنددرائينگ كاهش

كاهش تعداد باكتري زنده پودرهاي بيفيدوباكتريوم بدون 
 واحد لگاريتمي و پودرهاي 3,98 تا 2,1مالتودكسترين از 

 2,43 تا 0,55بيفيدوباكتريوم داراي مالتودكسترين از 
لازم به ذكر . واحد لگاريتمي بعد از اسپري درائينگ بود

درهاي داري مالتودكسترين نسبت به است كه تمامي پو
  پودرهاي بدون مالتودكسترين به صورت معني داري

(P < 0.05) كاهش تعداد باكتري زنده كمتري را از ،
به طور كلي پودرهاي حاوي . خود نشان دادند

بيفيدوباكتريوم بيفيدوم و بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس 
گ، به داراي مالتودكسترين در طي مراحل اسپري درائين

. ترتيب بيشترين و كمترين مقاومت را از خود نشان داند
 ماه 6همچنين پودرهاي بدون مالتودكسترين در طي 

 واحد 2,4 تا 1,69نگهداري ، با كاهش شديدي از 
اما اين كاهش در پودرهاي داراي . لگاريتمي مواجه شدند

 واحد 1,16 تا 0,61مالتودكسترين خيلي كمتر در حدود 
شايان ذكر است كه در تمامي نمونه . ودلگاريتمي ب

 ماهه، اختلاف معني داري در كاهش 6 و 3 و 1گيريهاي 
، بين دو گروه داراي (P < 0.05)تعداد باكتري زنده 

. مالتودكسترين و بدون مالتودكسترين مشاهده گرديد
نكته جالب توجه اين است كه باكتري بيفيدوباكتريوم 

 واحد لگاريتمي 1,16ا بيفيدوم داراي مالتودكسترين ب
كاهش كلي نسبت به قبل از اسپري درائينگ بهترين 

از سوي ديگر باكتري . باكتري اين تحقيق شناخته شد
 6,38بيفيدوباكتريوم آدلوسنتيس بدون مالتودكسترين با 

واحد لگاريتمي كاهش كلي تسبت به تعداد قبل از اسپري 
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ر داراي اما پود. درائينگ، حساسترين باكتري محسوب شد

 واحد 3,59مالتودكسترين همين باكتري به طور كلي 
 واحد 3لگاريتمي كاهش را نشان داد كه در حدود 

  .لگاريتمي بهبود يافته است
نشان دادند ) 26 (2002كامينگز و همكارانش در سال 

كه استفاده از پري بيوتيك، موجب تحريك انتخابي 
 درون باكتري هاي بيفيدوباكتريوم و لاكتوباسيلوس

دستگاه گوارش مي شود كه اين امر باعث افزايش مقاومت 
طبيعي بدن ميزبان در مقابل باكتري هاي پاتوژن كشنده، 

و ) 4 (2002همچنين دزموند و همكارانش در سال . است
  از پري) 27 (2002لاين و همكارانش در سال 

هايي مانند صمغ آكاسيا و نشاسته محلول در روش  بيوتيك
دزموند و همكارانش در . ينگ استفاده كردنداسپري درائ

  بيان كردند كه اسپري درائينگ) 4 (2002سال 
باكتري هاي پروبيوتيك لاكتوباسيلوس همراه با تركيب 
صمغ آكاسيا و نشاسته محلول، باعث افزايش بقاء باكتري 

 در طول مراحل NFBC338لاكتوباسيلوس پاراكازئي 

 30 و 15و دماي خشك كردن و نگهداري پودر در هر د
. درجه سانتي گراد در مقايسه با كنترل، شده است

همانطور كه بيان شد در تحقيقات قبلي از صمغ آكاسيا و 
نشاسته محلول به عنوان پري بيوتيك استفاده شده است، 
اما ما در اين تحقيق از مالتو دكسترين به عنوان پري 

ث افزايش بيوتيك استفاده كرديم كه با توجه به نتايج، باع
بقاء باكتري هاي بيفيدوباكتريوم در حين خشك كردن به 

با توجه . روش اسپري درائينگ و در مرحله نگهداري شد
آسيب هاي جدي وارده به فسفوليپيدهاي ديواره سلولي به 

باكتري هاي پروبيوتيك به علت دما و فشار بالاي موجود 
تلف و در مراحل اسپري درائينگ، استفاده از تيمارهاي مخ

 دكستروز، ماتريكسهاي ساكاريدي مانند پلي
  ، نقش بسزائي در تهيه... مالتودكسترين، ترهالوز و

اميد است كه با . پروبيوتيكي ايفا مي كند فرآورده هاي
  استفاده از ايزوله هاي مقاوم در مكملهاي غذايي و
فرآورده هاي دارويي، سلامت جامعه بيش از پيش تامين 

  .گرد
  

 .تاثير تيمارهاي دما، پر اكسيد هيدروژن  و نمك طعام بر روي بقاء باكتريها بعد از اسپري درائينگ و در مرحله نگهداري  . 1جدول

قبلا  تحت تاثير تيمارهاي دما، پر اكسيد هيدروژن و نمك طعام، قرار ) مه تيمارهاايزوله هاي مقاوم به ه(باكتري هاي تيمار شده  تمامي
لگاريتم واحد تشكيل دهنده  نشان دهنده *.  محاسبه شده است(*.log cfu ml-1; mean ± S.D)تعداد باكتري بر حسب . گرفته اند

ايزوله (با پرانتز نشان دهنده لگاريتم بقاي باكتري هاي تيمار شده  اعداد پوشيده شده :#. معيار انحراف ± ميانگين ;كلني در هر ميلي ليتر
 نشان دهنده وجود   :¤.  است،است و اعداد بدون پرانتز نشان دهنده لگاريتم بقاي باكتري هاي تيمار نشده) هاي مقاوم به همه تيمارها

  .نشده، است شده و تيمار بين دو گروه داده مربوط به باكتري هاي تيمار (p < 0.05) اختلاف معني دار
  

  
  باكتريها

تعداد باكتري زنده 
قبل از اسپري 

 درائينگ

تعداد باكتري زنده 
بعد از اسپري 

 درئينگ

ماه بعد از يك 
 اسپري درائينگ

ماه بعد از اسپري سه 
 درائينگ

  ماه بعد از اسپريشش
 درائينگ

بيفيدوباكتريوم 
  آنگولاتوم

 

0,04   ±  8,89 
(8,14 0,06)  #   

5,91± 0,13¤  

(6,94  ± 0,06) 
  5.27  ± 0,13¤ 

(6,72 ± 0,16) 
4,36  ± 0,15¤ 

(6,41 ± 0,21) 
  3,64  ± 0,22¤ 

(5,88 ± 0,25) 

بيفيدوباكتريوم 
  انيماليس

 

9,27  ± 0,13 
(9,39 ± 0,11) 

7,71 ± 0,25 ¤ 

(8,99 ± 0,15) 
7,50  ± 0,06¤ 

(8,86 ± 0,10) 
  6,98  ± 0,19¤ 

(8,77± 0,30) 
  6,36  ± 0,15¤ 
(8,53 ± 0,15) 

بيفيدوباكتريوم 
  بيفيدوم

 

9,07  ± 0,11 
(8,74 ± 0,22) 

  6,99 ± 0,19 ¤ 

 (7,92 ± 0,11) 
 6,14  ± 0,10¤ 

 (7,74 ± 0,41) 
5,76  ± 0,25¤ 
   (7,68± 0,11) 

   5,36 ± 0,10¤      
    (7,07 ± 0,16) 

بيفيدوباكتريوم 
 آدلوسنتيس

8,95  ± 0,05 
(8,87 ± 0,08) 

  4,67 ± 0,10¤ 

(6,43 ± 0,08) 
 3,92  ± 0,11¤ 
(5,96 ± 0,11) 

  3,38 ± 0,05 ¤ 

(5,87 ± 0,21) 
2,14  ± 0,08¤ 

 (5,20± 0,49) 
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  . تاثير پري بيوتيك مالتودكسترين بر روي بقاء باكتري ها بعد از اسپري درائينگ و در مرحله نگهداري.2جدول

  
  باكتريها          

  
  تعداد باكتري زنده قبل 

  از اسپري درائينگ

  
  تعداد باكتري زنده بعد 
 از اسپري  درائينگ

  
  ماه بعد ازيك  

 گ اسپري درائين

   
   ماه بعد ازسه

  اسپري درائينگ

  
   ماه بعد از شش

   اسپري درائينگ

بيفيدوباكتريوم 
  نگولاتوما

 

    8,95   ±  0,04  
(8,74 ± 0,06) # 

5,83 ± 0,12¤ 
(7,11  ± 0,06) 

5,49  ± 0,13¤ 

 (6,92  ± 0,16) 
4,62  ± 0,15¤ 

(6,67± 0,21) 
3,82  ± 0,22¤ 

(6,04 ± 0,25) 

بيفيدوباكتريوم 
 يماليسان

9,07  ± 0,13 
(9,27 ± 0,11) 

6,65 ± 0,25 ¤ 

(8,41 ± 0,15) 
5,96  ± 0,06¤ 

(8,07 ± 0,10) 
5,64  ±0,19¤ 

(7,91 ± 0,30) 
 

4,96 ± 0,15¤ 
(7,73 ± 0,15) 

بيفيدوباكتريوم 
  بيفيدوم

  
 

8,87± 0,11 
(8,14± 0,22) 

6,77 ± 0,19 ¤ 

(7,59 ± 0,11) 
  6,43  ± 0,10¤ 

(7,46 ± 0,41) 
5,74 ± 0,25¤   

 (7,23 ± 0,11) 
4,89 ± 0,10¤ 

  (6,98 ± 0,16) 

بيفيدوباكتريوم 
 آدلوسنتيس

8,89  ± 0,05 
 (9,39 ± 0,08) 

  4,91 ± 0,10 ¤ 

(6,96 ± 0,08) 
4,36  ± 0,11¤ 
(6,86 ± 0,11) 

3,79 ± 0,05 ¤ 

(6,39 ± 0,21) 
2,51  ± 0,08¤ 
 (5,80  ± 0,49) 

  
مقاوم به همه تيمارها هستند كه قبلا  تحت تاثير تيمارهاي دما، پر اكسيد هيدروژن و نمك طعام، قرار باكتري ها، ايزوله هاي  تمامي
 لگاريتم واحد تشكيل دهنده  نشان دهنده *.     محاسبه شده است(*.log cfu ml-1; mean ± S.D)تعداد باكتري بر حسب . گرفته اند

 اعداد پوشيده شده با پرانتز نشان دهنده لگاريتم بقاي پودرهاي داراي پري بيوتيك  #  . انحراف عيار± ميانگين ;كلني در هر ميلي ليتر
نشان دهنده   ¤. درهاي بدون پري بيوتيك مالتودكسترين استپومالتودكسترين است و اعداد بدون پرانتز نشان دهنده لگاريتم بقاي 

  مالتودكسترين،است يك مالتودكسترين و بدون بين دو گروه داراي پري بيوت(P < 0.05)وجود اختلاف معني دار 
 

ميكروبي ايزوله هاي  به منظور بررسي خاصيت ضد
مقاوم به همه تيمارهاي موجود در پودر و باكتري هاي 
تيمار نشده اوليه، از روش چاهك تست استفاده شد و بعد 

 ساعت گرمخانه گذاري در شرايط هوازي و 24از گذشت 
 عدم رشد ايجاد شده به ، قطر هاله هايºC 37دماي 

وسيله ايزوله هاي مقاوم به همه تيمارها و باكتري هاي 
با ). 4نمودار(تيمار نشده اوليه، اندازه گيري و ثبت شد 

، تفاوت معني 4توجه به نتايج به دست آمده در نمودار 
ميان قطر هاله عدم رشد ايجاد شده به ) P>0.05(داري 

يمارهاي موجود در پودر وسيله ايزوله هاي مقاوم به همه ت
و باكتريهاي حساس تيمار نشده اوليه، مشاهده نشد و در 

افزايش (بعضي موارد شاهد افزايش قطر هاله عدم رشد 
ايزوله هاي مقاوم به همه تيمارهاي ) خاصيت ضد ميكروبي

موجود در پودر نسبت به باكتريهاي تيمار نشده اوليه، 

باكتريوم آنگولاتوم بر طبق نتايج، باكتري بيفيدو. بوديم
را بر ) خاصيت ضد ميكروبي(بيشترين قطر هاله عدم رشد 

روي باكتري هاي پاتوژن اشرشيا كلي و سودوموناس 
آئروجينوزا داشته است، اما باكتري بيفيدوباكتريوم 

خاصيت ضد (آدلوسنتيس بيشترين قطر هاله عدم رشد 
را بر روي باكتري پاتوژن استافيلوكوكوس ) ميكروبي

  .رئوس داشته استاو
  

 سپاسگزاری
نويسندگان از زحمات بي دريغ مسئولان آزمايشگاه 
تحقيقات پروبيوتيك و آزمايشگاه داروسازي صنعتي 
دانشكده داروسازي دانشگاه علوم پزشكي تهران، صميمانه 

  .تشكر و قدرداني مي كنند
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اي موجود در پودر و باكتري هاي تيمار نشده اوليه بااستفاده از بررسي خاصيت ضدميكروبي ايزوله هاي مقاوم به همه تيماره. 4نمودار
نشان  : R .نشان دهنده باكتري موجود در پودر خشك شده به وسيله اسپري درائينگ، است : Well test.( S.D(روش چاهك تست 

 هاي بيفيدوباكتريوم تيمار نشده اوليه، نشان دهنده باكتري: initial  .دهنده ايزوله هاي مقاوم به همه تيمارهاي موجود در پودر، است
  .است
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