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نام نويسند گان مجله علمي پژوهشي د انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

سال نهم    شماره 4    صفحات  233  تا  240    زمستان 1390

مقاله
تحقيقاتي

بررسي ويژگي هاي ريخت شناسي و حفاظتي دانك هاي حاصل از ريزپوشاني پروبيوتيك 
لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس به عنوان فلور طبيعي و غالب روده انسان

*هادي پورجعفر1، حميد ميرزايي2، رضا قاسم نژاد3، عزيز همايوني راد4

چكيد ه
سابقه و هدف: لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس به عنوان يك پروبيوتيك داراي اثرات مفيد زيادي مي باشد و قابليت زيستي اندك اين 
باكتري و ساير پروبيوتيك ها در شرايط دشوار اسيدي- صفراوي دستگاه گوارش و نيز فرآورده هاي غذايي، پژوهشگران را همواره 
به يافتن شيوه هاي بهبود اين شاخص ترغيب كرده است. ريزپوشاني به عنوان يكي از تازه ترين شيوه ها، اثر قابل ملاحظه اي در 
اين ارتباط داشته است. هدف از اين مطالعه بررسي ويژگي هاي ريخت شناسي و حفاظتي دانك هاي هاي حاصل از ريزپوشاني 

پروبيوتيك لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس مي باشد.
مواد و روش ها: بعد از فعال سازي كشت آغازگر La5 درمحيطbroth MRS، جهت تخليص باكتري از دستگاه سانتريفوژ با سرعت 
10000rpm به مدت10دقيقه استفاده شد. ريزپوشاني به وسيله آلژينات كلسيم و نشاسته مقاوم و با روش اكستروژن انجام گرفت 

و ريخت شناسي دانك ها به وسيله ميكروسكوپ نوري مورد ارزيابي قرار گرفت. بررسي استحكام دانك ها در طي 12 ساعت و 
بررسي ميزان بقاي باكتري هاي ريزپوشاني شده در طي 120 دقيقه، در داخل محلول اسيد هيدروكلريك، بافر فسفات 0/1 مولار و 

محلول حاوي پودر دايجستيو انجام گرفتند.
يافته ها: ويژگي هاي ريخت شناسي دانك ها با ميكروسكوپ نوري نشان داده شد. نتايج نشان دادند كه ميزان استحكام دانك ها 
تحت تاثير محيط هاي مختلف، متفاوت بوده و تنش فيزيكي نقش مهمي در آن دارد. تحت شرايط نامساعد محيطي، ريزپوشاني با 
آلژينات كلسيم و نشاسته مقاوم، نقش بسيار مهمي در حفاظت از پروبيوتيك لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس ايفا مي كند و ميزان زنده 

.(p<0/05) ماني باكتري هاي ريزپوشاني شده در تمام شرايط، به طور معني داري بيشتر از باكتري هاي آزاد بود
بحث ونتيجه گيري: ويژگي هاي ريخت شناسي و استحكام دانك ها جهت بررسي عملكرد حفاظتي آن ها از باكتري هاي پروبيوتيك 
از اهميت ويژه اي برخوردار بوده و ريزپوشاني با آلژينات كلسيم و نشاسته مقاوم، نقش مهمي در افزايش زنده ماني پروبيوتيك 

لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس ايفا مي كند.
كلمات كليدي: ريزپوشاني، پروبيوتيك، لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس، فلور غالب روده

پژوهشگر، ايران، تهران، دانشگاه تهران، دانشكده دامپزشكي، گروه بهداشت و كنترل كيفي مواد غذايي (*نويسنده مسؤول) 1 ـ
drhpsglad@yahoo.com :تلفن: 9144082455             آدرس الكترونيك  

دانشيار، ايران، تبريز، دانشگاه آزاد اسلامي تبريز، دانشكده دامپزشكي، گروه بهداشت و كنترل كيفي مواد غذايي 2 ـ
پژوهشگر، ايران، تهران، دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات، دانشكده دامپزشكي، گروه بهداشت و كنترل كيفي مواد غذايي 3 ـ

استاديار، ايران، تبريز، دانشگاه علوم پزشكي تبريز، گروه علوم و صنايع غذايي دانشكده تغذيه 4 ـ

مقدمه
پروبيوتيك ها ميكروارگانيسم هاي زنده اي هستند كه در يك شمار 
مشخص وارد دستگاه گوارش شده و يك يا چند اثر مفيد روي 

سلامتي ميزبان مي گذارند. از جمله اين اثرات مفيد مي توان به افزايش 
هضم مواد غذايي، تقويت سيستم ايمني بدن و بالا بردن مقاومت در 
برابر عفونت ها، كاهش كلسترول خون و خواص ضد جهش زايي 
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و ضد سرطاني اشاره كرد (1). از طرف ديگر امروزه پروبيوتيك ها 
به عنوان جايگزين مناسب آنتي بيوتيك ها براي مقابله با عوامل 
پاتوژن در انسان و حيوانات معرفي مي شوند و مقبوليت و مصرف 
فرآورد هاي غذايي و داروهاي پروبيوتيكي رواج چشمگيري يافته 
است (2). غذاهايي كه حاوي اين باكتري ها هستند در كلاس غذاهاي 
عملگر يا فرآويژه قرار مي گيرند و بر طبق توصيه فدراسيون بين 
 107cfu/g اين غذاها بايستي حاوي ،(IDF) المللي فرآورده هاي لبني
باكتري پروبيوتيك باشند و مصرف كننده بايستي حداقل 100 گرم 
در روز از اين غذا را مصرف بكند تا اثرات مفيد اين دسته از غذاها 

را دريافت كند (1، 3).
اسيدي-  دشوار  شرايط  در  پروبيوتيك ها  اندك  زيستي  قابليت 
صفراوي دستگاه گوارش و نيز فرآورده هاي غذايي، پژوهشگران 
را همواره به يافتن شيوه هاي بهبود اين شاخص ترغيب كرده است. 
ريزپوشاني به عنوان يكي از تازه ترين شيوه ها، اثر قابل ملاحظه اي 
در اين ارتباط داشته است (3، 4). ريزپوشاني از ديدگاه ميكروب 
شناسي، پوشش دادن لايه اي از هيدركلوئيد در اطراف سلول هاي 
زنده مي باشد كه آن ها را از شرايط نامساعد محيط اطراف مصون 
داشته و ميزان بقا اين سلول ها را بالا مي برد (5). مواد مختلفي جهت 
ريزپوشاني باكتري هاي پروبيوتيك از جمله ژلاتين، كيتوزان و غيره 
مورد استفاده قرار گرفته اند ولي ريزپوشاني به وسيله آلژينات كلسيم 
به دليل داشتن مزيت هاي متعدد، مثل غير سمي بودن و بي ضرر بودن 
آن براي بدن انسان، قيمت مناسب و آساني كار با آن، به طور وسيعي 
براي اين منظور و به خصوص بر روي باكتري هاي اسيدلاكتيك انجام 
گرفته است (3، 4، 6). تركيب آلژينات با نشاسته به ويژه نشاسته 
مقاوم نتايج بهتري را نشان داده است، چرا كه منجر به تشكيل يك 
پوشينه اضافي در اطراف دانك ها شده و ميزان استحكام ديواره 
تشكيل شده و متعاقبا زنده ماني باكتري هاي درون آن را بالا مي برد 
(7). لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس جزو فلور طبيعي و غالب روده 
انسان و حيوانات مي باشد و در داخل فرآورده هاي معمول تخميري 
نيز وجود دارد و به عنوان مهمترين و پرمصرف ترين پروبيوتيك 
داراي بسياري از اثرات مفيد ذكر شده مي باشد (8)، بنابراين بررسي 
و بالا بردن ميزان بقا اين باكتري با ريزپوشاني مناسب و مستحكم 
در داخل محصولات غذايي و داروهاي پروبيوتيكي و ايجاد امكان 
انتقال و آزادسازي ايمن آن در نقاط مناسب دستگاه گوارش از 

اهميت ويژه اي برخوردار است و در اين رابطه نحوه انتقال و عبور 
انواع مختلفي از باكتري هاي پروبيوتيك ديگر  از جمله لاكتوباسيلوس 

كازيي نيز مورد مطالعه قرار گرفته است (9).
بررسي ريخت شناسي دانك هاي حاصل از ريزپوشاني از جمله 
شكل، اندازه، تعداد لايه هاي ديواره و پوشينه دانك ها كه به عنوان 
حائل بين باكتري ها و محيط بيرون قرار مي گيرند، چگونگي توزيع 
باكتري ها درون دانك، چگونگي تراكم ماده ماتريكس در اطراف 
باكتري ها و در نهايت چگونگي آزاد شدن باكتري ها از درون دانك، از 
يك طرف (7، 10، 11) و همچنين بررسي استحكام و قدرت حفاظتي 
دانك ها (بالا نگه داشتن ميزان زنده ماني باكتري هاي پروبيوتيك) در 
شرايط نامساعد دستگاه گوارش و محيط داخلي برخي محصولات 
غذايي مثل پنير و ماست، از طرف ديگر، از اهميت ويژه اي برخوردار 
بوده و در اين خصوص مطالعات متعددي صورت گرفته است (12، 
 U.V 13، 14). درحال حاضربه كارگيري اثر استحكام بخشي اشعه
جهت پايداري ذاتي خوب دانك ها مورد بررسي قرار گرفته است 
(15). هدف از مطالعه حاضر بررسي ويژگي هاي ريخت شناسي و 
حفاظتي دانك هاي حاصل از ريزپوشاني پروبيوتيك لاكتوباسيلوس 

اسيدوفيلوس به عنوان فلور طبيعي و غالب روده انسان مي باشد.

مواد و روش ها
روي  مي باشد كه بر  آزمايشگاهي  از نوع تجربي  حاضر  تحقيق 
دانك هاي حاصل از ريزپوشاني باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس 
و ميزان زنده ماني اين باكتري در دو حالت آزاد و ريزپوشاني شده 

انجام گرفته است.

فعال سازي باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس
كشت آغازگر اغلب به صورت خشك شده انجمادي به بازار عرضه 
مي شود. پس از تهيه آغازگر مورد نظر لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس 
La5  (CHR-Hansen, Horsholm, Denmark)، بسته حامل با دقت در 

شرايط استريل باز شده و يك گرم از آغازگر در 100 ميلي ليتر 
محيطMRS broth (de Man- Rogasa-Sharpe)  به صورت يكنواخت 
مخلوط گرديده و در دماي37 درجه سانتي گراد به مدت24ساعت 
گرمخانه گذاري شد تا آغازگر با جذب آب از حالت كمون خارج 
شده و وارد مرحله رشد لگاريتمي شود. روز بعد يك ميلي ليتر 
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از كشت حاصل، دوباره با 99 ميلي ليتر محيط كشت تازه (يك 
درصد) رقيق گرديده و در گرمخانه 37 درجه سانتي گراد قرار داده 
شد. در طول هفته، كشت مذكور سه بار به محيط كشت تازه انتقال 
داده شده و در پايان 24ساعت گرمخانه گذاري، در يخچال 4 درجه 
سانتي گراد نگهداري گرديد. هدف از اين كار، دسترسي دائم به 

باكتري هاي پروبيوتيك در فاز رشد لگاريتمي بود (7).

خالص سازي باكتري
در اين پژوهش، حدود 2 ميلي ليتر از محيط كشت تهيه شده در 
مرحله فعال سازي كشت آغازگر كه در يخچال نگهداري مي شد را 
به حدود 200 ميلي ليتر محيط كشت تازه انتقال داده و در دماي 37 
درجه سانتي گراد به مدت 18ساعت گرمخانه گذاري شد. سپس 
ازآن جهت تخليص باكتري مورد نظراستفاده شد. براي اين منظور 
محيط كشت مذكور كامل هم زده شد تا به حالت همگن درآيد، 
 (Centurion centrifuge, Model 2010، سپس توسط دستگاه سانتريفوژ
(West Sussex, BNI8OHY,U.K با سرعت 10000rpm به مدت10دقيقه 

سانتريفوژ شد. بعد از سانتريفوژ مايع رويي بيرون ريخته شد و رسوب 
باكتري ته ميكروتيوب ها دو بار ديگر نيز توسط سرم فيزيولوژي 0/9 
درصد سانتريفوژ شد تا كاملا مورد شستشو قرار گيرد (16). از اين 
امولسيون باكتريايي براي انجام فرآيند ريزپوشاني استفاده گرديد.

ريزپوشاني باكتري
به وسيله  نظر  مورد  پروبيوتيك  ريزپوشاني  پژوهش،  اين  در 
آلژينات كلسيم و نشاسته مقاوم با روش اكستروژن و با دستگاه 
ميكرواينكپسولاتور روزن ران چند نازلي (17) انجام گرفت. بدين 
منظور مخلوطي از آلژينات سديم (Sigma, USA) و نشاسته مقاوم 
ذرت Hi-maize (Merk, Darmstadt, Germany) با درجه خلوص 99/9 
درصد و مقدار قابل توجهي باكتري مورد نظر بعد از تخليص از 

محيط كشت در داخل آب مقطر استريل تهيه شد.
ابتدا 20 گرم آلژينات سديم به 200 ميلي ليتر آب مقطر اضافه گشت 
و سپس استريل شد. پس از آن محلول آلژينات به مدت يك شب 
در يخچال قرار داده شد تا ذرات آلژينات به خوبي آب جذب كنند. 
روز بعد محلول آلژينات از يخچال به محيط آزمايشگاه منتقل شد 
تا با محيط هم دما شود. در همين موقع 20 گرم نشاسته مقاوم به 

آرامي به داخل محلول آلژينات در حالي كه روي دستگاه هات 
پليت (IKA Labortechnik, Model 79219 staufen, KG, Germany) به 
وسيله مگنت و با دور منظم هم زده مي شد، اضافه گشت و بعد 
10عدد از ميكروتويوب هاي حاوي امولسيون باكتريايي تهيه شده در 
مرحله قبل در كل به ميزان 10 ميلي ليتر به مخلوط آلژينات/ نشاسته 
 (Merk, Hohenbrunn, 80 تخليه شدند و حدود 0/5 ميلي ليتر تويين
(Germany به آن اضافه شد. سپس مخلوط حاصل آرام وارد مخزن 

دستگاه ميكرواينكپسولاتور شد تا پروسه ريزپوشاني انجام شود. 
بعد از تزريق مخلوط حاصل به درون محلول كلريد كلسيم 0/1 
مولار، در اثر تماس آلژينات با يون هاي كلسيم، ديواره كپسول كامل 
شكل گرفت و دانك ها به صورت قطراتي ريز در محلول كلريد 
كلسيم ته نشين شدند (7، 16، 18). در نهايت دانك هاي حاصل، 

از مخزن خروجي دستگاه جمع آوري شدند.

آزمون دانك ها
اندازه و شكل دانك هاي حاصل ازريزپوشاني سلول هاي ميكروبي 
و طرز قرارگيري باكتري ها درون دانك ها به وسيله ميكروسكوپ 
 (Nikon- Model Alphaphot-2 YS2-T. Japan) نوري مجهز به ميكرومتر
و پاشيدن لوگول روي دانك  ها  و همچنين رنگ آميزي گرم دانك هاي 
شكاف داده شده مورد ارزيابي قرار گرفت. جهت شكاف دادن 
دانك ها، ابتدا دانك هاي درشت تر انتخاب و سپس روي لام به وسيله 
تيغ جراحي از وسط برش داده شد و بلافاصله روي سطح برش 
رنگ آميزي گرم انجام گرفت. دراين روش ها ساختمان كروي و 
يا بيضي دانك هاي حاصل و پوشينه نشاسته اطراف آنها و همچنين 
باكتري هاي باسيلي شكل درون دانك  ها  به طور كامل روشن زير 

ميكروسكوپ مشاهده مي شد.

آزاد سازي باكتري از دانك
براي آزاد سازي باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس از دانك ها، 
 pH يك گرم از دانك ها در 9 ميلي ليتر بافر فسفات 0/1 مولار و با
 (IKA- Model Janke & Kunkel GMBH.  برابر 7 روي شيكر گيره دار
(Typ VX5-Germany به مدت 30 دقيقه همزده شد تا دانك ها حل و 

به صورت همگن درآيند (7، 16).
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ارزيابي استحكام دانك ها
در اين پژوهش، استحكام دانك هاي حاصل از ريزپوشاني مورد 
ارزيابي قرار گرفت. جهت بررسي استحكام دانك ها به ميزان 1گرم 
دانك با قطر تقريبي200 –50 ميكرون توليد و در هر مرحله تحت 

تاثير:
نه ميلي ليتر محلول اسيدهيدروكلريك (pH=2) با و بدون تنش   -1
مكانيكي (تنش مكانيكي توسط مگنت و با دور rpm 400 براي 

هر آزمايش انجام گرفت)،
نه ميلي ليتر محلول بافر فسفات0/1 مولار (pH=7) با و بدون   -2

تنش مكانيكي، 
(شامل 4500  دايجستيو  پودر  حاوي  مقطر  ليترآب  ميلي  نه   -3
واحدآميلاز، 6000 واحدليپاز، 50 ميلي ليتر همي سلولز، 25ميلي 
ليتر عصاره صفراوي گاو و pH= 8/30) با و بدون تنش مكانيكي، 
دردماي C°37 قرارگرفتند و استحكام دانك  ها  و زنده ماندن 
باكتري هاي حاوي آن تحت تاثير شرايط فوق برحسب زمان 
(از حداقل30 دقيقه تا حداكثر 12ساعت) مورد بررسي قرار 
گرفت. در صورتي كه دانك تخريب مي شد 1 ميلي ليتر از 
محلولي كه دانك در آن حل شده بود برداشت شده و به محيط 
گرم خانه  ساعت  و24  شده  منتقل  برات  ام-آر-اس-  كشت 
گذاري مي شد تا به زنده ماني باكتري هاي آزاد شده به محيط 
پي ببريم، و در صورتي كه دانك  ها  در طي حداكثر زمان مورد 
نظر (12ساعت) حفظ مي شد، ابتدا باكتري ها آزاد و سپس 
همانند مرحله قبل به محيط كشت ام-آر-اس- برات منتقل 
شده و24ساعت گرمخانه گذاري مي شد تا به رشد و يا عدم 

رشد باكتري هاي درون دانك ها پي برده شود.

محلول  در  شده  ريزپوشاني  باكتري هاي  بقاي  ميزان  بررسي 
حاوي  محلول  و  فسفات  بافر  محلول  كلريك،  هيدرو  اسيد 

پودر دايجستيو، با و بدون تنش مكانيكي
براي اين منظور از يك طرف 1 گرم باكتري ريزپوشاني شده به 
صورت دانك و از طرف ديگر 1 سي سي باكتري آزاد (يكي از 
تيوب هاي حاوي رسوب باكتري كه با سرم فيزيولوژي به صورت 
امولسيون درآمده) تحت شرايط مشابه به ترتيب به داخل 10 ميلي ليتر 
محلول اسيد هيدرو كلريك با pH=2، 10 ميلي ليتر محلول بافر فسفات 
0/1 مولار با pH=7 و 10 ميلي ليتر محلول حاوي پودر دايجستيو 
(شامل: 4500 واحدآميلاز، 6000 واحدليپاز، 50 ميلي ليتر همي 
سلولز، 25ميلي ليترعصاره صفراوي گاو و pH=8/30) كه همگي از 
قبل در داخل اتوكلاو (C°121 به مدت 15 دقيقه) استريل شده بود 
افزوده شدند و در دماي C°37 در دو شرايط با و بدون تنش مكانيكي 
گرمخانه گذاري شدند. سپس به منظور ارزيابي ميزان بقاي سلول هاي 
ريزپوشاني شده در زمان هاي صفر، 30، 60، 90، 120 دقيقه، هر كدام 
از محيط ها به وسيله پپتون واتر 0/1 درصد رقيق سازي شده و در 
محيط MRS-Salicin-agar به صورت كشت مخلوط و به مدت 72 
ساعت در دماي C°37 گرمخانه گذاري شدند (19). براي مقايسه 
تعداد سلول هاي زنده باكتري در هر كدام از مقاطع زماني مطرح 

شده از آزمون تي مستقل در سطح  α=0/05 استفاده شد.

يافته ها
شكل و اندازه تقريبي دانك هاي حاصل از پروسه ريزپوشاني به 
وسيله ميكروسكوپ نوري در شكل 1 نشان داده شده است. شكل 
دانك هاي حاصل كروي شكل بود و اندازه تقريبي دانك ها، به 
صورت ميانگين حاصل از اندازه 40 دانك متفاوت كه به صورت 

شكل 1- شكل دانك هاي حاصله از ريزپوشاني باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس La5 با آلژينات كلسيم و نشاسته مقاوم با قطر تقريبي 200-50 ميكرون 
بعد از پاشيدن لوگول و با بزرگنمايي10×
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تصادفي انتخاب شده بودند به دست آمد كه در حدود 50-200 
ميكرون بود. پراكنش باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس La5 در 
داخل دانك ها در شكل 2 نشان داده شده است كه باكتري ها به 
صورت چوب كبريتي شكل در داخل ماتريكس آلژينات مشاهده 
مي شوند. ديواره آلژينات كلسيم و پوشينه نشاسته مقاوم در شكل 
3 نشان داده شده است كه به شكل يك ديواره ضخيم و تيره رنگ 

در محيط خارجي دانك ها مشاهده مي شود.
در ارزيابي استحكام دانك ها در داخل محلول اسيد هيدروكلريك 
(نمودار1)؛ ساختمان دانك، بدون تنش مكانيكي تا 12 ساعت 
حفظ و باكتري هاي درون آن بعد از رها سازي و انتقال به محيط 

كشت قادر به رشد بودند و با تنش مكانيكي ساختمان دانك بعد 
از 3 ساعت به طور كامل حل شده و بلافاصله بعد از آن باكتري ها 

قادر به رشد در محيط كشت بودند.
در ارزيابي استحكام دانك ها در داخل محلول بافر فسفات (نمودار1)؛ 
ساختمان دانك، بدون تنش مكانيكي تا 12 ساعت حفظ و باكتري هاي 
درون آن بعد از رها سازي و انتقال به محيط كشت قادر به رشد 
بودند و با تنش مكانيكي ساختمان دانك بعد از 1 ساعت به طور 

كامل حل شده و باكتري ها قادر به رشد در محيط كشت بودند.
دايجستيو  پودر  محلول  داخل  در  دانك ها  استحكام  ارزيابي  در 
(نمودار1)؛ ساختمان دانك، بدون تنش مكانيكي بعد از10 ساعت 
به طور كامل حل و باكتري هاي درون آن بعد از رها سازي و انتقال 
به محيط كشت قادر به رشد بودند و با تنش مكانيكي ساختمان 
دانك بعد از30 دقيقه به طور كامل حل شده و باكتري ها قادر به 

رشد در محيط كشت بودند.
لاكتوباسيلوس  شده  ريزپوشاني  و  آزاد  سلول هاي  بقاي  ميزان 
اسيد  محلول  در  گرمخانه گذاري  از  بعد   La5 اسيدوفيلوس 
هيدروكلريك، محلول بافر فسفات و محلول حاوي پودر دايجستيو 
در طي 2 ساعت در 37ºc با و بدون تنش مكانيكي به ترتيب در 
تعداد  مقايسه  براي  است.  شده  داده  نشان   3 جدول هاي 1، 2، 
سلول هاي زنده باكتري در هر كدام از مقاطع زماني مطرح شده از 
آزمون تي مستقل در سطح  α=0/05 استفاده شد. در همه شرايط، 
تعداد سلول هاي باكتري زنده ريزپوشاني شده به طور معني داري 
بيشتر از سلول هاي آزاد بود (p<0/05). همچنين تعداد سلول هاي 
زنده آزاد و ريزپوشاني شده در شرايط بدون تنش مكانيكي به طور 
معني داري بيشتر از تعداد اين سلول ها در شرايط با تنش مكانيكي 

.(p<0/05) بود

شكل 2- مشاهده باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس La5 در برش عرضي 
دانك با بزرگ نمايي 100×

شكل3- مشاهده ديواره آلژينات كلسيم و پوشينه نشاسته مقاوم با بزرگ 
نمايي 10×

نمودار1- مقايسه استحكام دانك در داخل اسيدهيدروكلريك (pH = 2)، بافر 
 ،(pH = 8/30) و محلول حاوي پودر دايجستيو (pH = 7) فسفات 0/1 مولار

در دو وضعيت با و بدون تنش مكانيكي
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بحث و نتيجه گيري
مطالعات متعددي كه بر روي ماندگاري باكتري لاكتوباسيلوس 
اسيدوفيلوس انجام گرفته است نشان از اهميت ويژه اين باكتري 
به عنوان فلور طبيعي و مهم روده انسان و همچنين به عنوان باكتري 
مهم داخل اغلب فرآورده هاي تخميري مي باشد (20 ، 21، 22، 23). 
همانطور كه گفته شد، ريزپوشاني يكي از جديدترين روش هاي 
در  مي آيد.  شمار  به  پروبيوتيك  باكتري هاي  ماني  زنده  افزايش 

مطالعه حاضر، ويژگي هاي ريخت شناسي دانك هاي حاصل از 
ريزپوشاني پروبيوتيك لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس، با استفاده از 
داده  نشان  اكستروژن  روش  و  مقاوم  نشاسته  و  كلسيم  آلژينات 
شد. در مطالعات متعددي، ويژ گي هاي ريخت شناسي دانك هاي 
حاصل از ريزپوشاني باكتري هاي پروبيوتيك با استفاده از مواد و 
روش هاي مختلف و با بكارگيري ميكروسكوپ نوري و الكتروني 
مورد بررسي قرار گرفته اند (6، 10، 11، 24). در مطاله حاضر نتايج 

جدول 1- ميزان بقاي سلول هاي آزاد و ريزپوشاني شده لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس La5 بعد از گرمخانه گذاري در محلول اسيد هيدروكلريك، در طي 2 
ساعت در C°37 با و بدون تنش مكانيكي

.(p<0/05) در هر ستون تعداد سلول هاي زنده ريزپوشاني شده به طور معني داري بيشتر از سلول هاي آزاد مي باشد*
.(p<0/05) در هر ستون تعداد سلول هاي زنده آزاد تحت شرايط بدون تنش مكانيكي بطور معني داري بيشتر از تعداد سلول هاي زنده آزاد تحت شرايط با تنش مكانيكي مي باشد †

.(p<0/05) در هر ستون تعداد سلول هاي زنده ريز پوشاني شده تحت شرايط بدون تنش مكانيكي به طور معني داري بيشتر از تعداد سلول هاي زنده ريز پوشاني شده تحت شرايط با تنش مكانيكي مي باشد φ

120   90   60   30 0     
†103×2/0±0/1 †105×3/0±4/3 †106×1/1±6/1 †108×2/0±2/1  †1010×3/0±1/4  )  cfu/gr(    

  *105 ×6/0±2/3 *106×3/1±3/5 *108×9/0±5/1 *109×4/0±5/5 *1010×1/0±1/7 )   cfu/gr( 
102×9/0±2/4 103×2/0±1/1 105×6/1±8/1 107×5/0±9/7 1010×2/0±0/2 )  cfu/gr( 

   *104×4/1±2/2 *105×5/1±1/2 *107×1/0±8/9 *108×8/1±3/7 *1010×7/0±1/1  )  cfu/gr( 

جدول 2- ميزان بقاي سلول هاي آزاد و ريزپوشاني شده لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس La5 بعد از گرمخانه گذاري
در محلول بافر فسفات 0/1 مولار، در طي 2 ساعت در C°37 با و بدون تنش مكانيكي

.(p<0/05) در هر ستون تعداد سلول هاي زنده ريزپوشاني شده به طور معني داري بيشتر از سلول هاي آزاد مي باشد*
.(p<0/05) در هر ستون تعداد سلول هاي زنده آزاد تحت شرايط بدون تنش مكانيكي به طور معني داري بيشتر از تعداد سلول هاي زنده آزاد تحت شرايط با تنش مكانيكي مي باشد †

.(p<0/05) در هر ستون تعداد سلول هاي زنده ريز پوشاني شده تحت شرايط بدون تنش مكانيكي به طور معني داري بيشتر از تعداد سلول هاي زنده ريز پوشاني شده تحت شرايط با تنش مكانيكي مي باشد φ

120   90   60   30 0    
†109×6/1±2/1 †109×5/0±5/2  †1010×2/0±1/2 †1010×1/1±1/6 †1011×5/0±0/5  )  cfu/gr(    

  *1010×5/1±1/3 *1010×2/0±8/9 *1011×6/1±0/1 *1011×7/0±2/3 *1011×4/0±4/8 )    cfu/gr( 
108×1/0±2/9 109×1/1±3/1 109×2/1±1/8 1010×6/0±0/6 1011×1/1±1/3 )  cfu/gr(   

  *1010×2/0±0/1 *1010×1/0±9/1 *1010×8/1±7/2 *1011×9/0±1/2 *1011×6/0±8/7  )  cfu/gr( 

جدول 3- ميزان بقاي سلول هاي آزاد و ريزپوشاني شده لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس La5 بعد از گرمخانه گذاري
در محلول حاوي پودر دايجستيو، در طي 2 ساعت در C°37 با و بدون تنش مكانيكي

.(p<0/05) در هر ستون تعداد سلول هاي زنده ريزپوشاني شده به طور معني داري بيشتر از سلول هاي آزاد مي باشد*
.(p<0/05) در هر ستون تعداد سلول هاي زنده آزاد تحت شرايط بدون تنش مكانيكي به طور معني داري بيشتر از تعداد سلول هاي زنده آزاد تحت شرايط با تنش مكانيكي مي باشد †

.(p<0/05) در هر ستون تعداد سلول هاي زنده ريز پوشاني شده تحت شرايط بدون تنش مكانيكي به طور معني داري بيشتر از تعداد سلول هاي زنده ريز پوشاني شده تحت شرايط با تنش مكانيكي مي باشد φ

120   90   60   30 0     
†103×6/1±1/1 †104×3/0±2/7 †105×5/0±0/4 †108×2/1±1/8  †1010×4/0±7/2  )  cfu/gr(    

  *105 ×7/1±6/4 *106×9/0±6/1 *108×1/1±7/3 *1010×1/0±5/1 *1010×6/0±2/5 )    cfu/gr( 
102×7/0±9/1 103×7/1±3/3 104×4/0±1/8 108×8/0±1/1 1010×2/1±4/1 )  cfu/gr( 

   *104×9/0±7/2 *105×5/1±5/4 *107×0/1±7/1 *109×2/1±5/6 *1010×2/0±0/3  )  cfu/gr( 
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محيط هاي  تاثير  تحت  دانك ها،  استحكام  ميزان  كه  دادند  نشان 
مختلف، متفاوت بوده و تنش فيزيكي نقش مهمي در آن دارد. 
در مطالعه اي كه توسط Simpson و همكاران در سال 2004 انجام 
گرفته است اين نتيجه حاصل شد كه كلريد كلسيم باعث افزايش 
استحكام ژل آلژينات مي شود و هر چه قدر ميزانca+2 بيشتر باشد 
ميزان ضخامت پوشينه و در نتيجه استحكام آن بيشتر مي شود (25). 
Anselmi و همكاران در سال 2002 استفاده از تكنولوژي جديد در 

بهبود ويژگي هاي ريزپوشاني، با به كارگيري اثر استحكام بخشي 
اشعه U.V، پايداري ذاتي خوب دانك ها، سم زايي پايين و توانايي 
مقامت بهتر و فرمولاسيون ساده و ارزان كه از اهداف مهم اين 

تكنولوژي مي باشند را مورد بحث و بررسي قرار داده اند (15).
در مطالعه حاضر، يافته هاي حاصل از شمارش باكتريايي در زمان هاي 
صفر، 30، 60، 90، 120 دقيقه گرمخانه گذاري در دماي 37 درجه 
سانتي گراد تحت شرايط محلول اسيد هيدروكلريك، محلول بافر 
فسفات و محلول حاوي پودر دايجستيو با و بدون تنش مكانيكي، 
نشان داد كه ريزپوشاني با آلژينات كلسيم و نشاسته مقاوم، نقش 
بسيار مهمي در حفاظت از پروبيوتيك لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس 
ايفا مي كند و ميزان زنده ماني باكتري هاي ريزپوشاني شده در تمام 
شرايط، بطور معني داري بيشتر از باكتري هاي آزاد بود. اين بدان معني 
است كه ريزپوشاني باكتري به مانند حايلي تأثير سوء شرايط نامساعد 
محيطي روي باكتري  را كاهش داده و باعث افزايش ماندگاري آنها 
مي شود. اين نتيجه با يافته هاي Krasaekoopt و همكاران در سال 
2004 همخواني دارد (10). همچنين Sultana و همكاران در سال 
2000 ريزپوشاني باكتري پروبيوتيك با آلژينات – نشاسته را انجام 
داده و بقاي اين باكتري را در شرايط مشابه مايع معدي-روده اي و 
در داخل ماست، مورد بررسي قرار داده اند. براساس نتايج حاصل از 
اين پژوهش به كارگيري نشاسته با آميلوز بالا يا Hi- maize (به عنوان 
پري بيوتيك)، كپسول سازي باكتري زنده را در مقايسه با مورد 
بدون نشاسته بهبود مي بخشد و بقاپذيري باكتري هاي لاكتوباسيلوس 
اسيدوفيلوس و سويه هاي مختلف بيفيدوباكتر كپسول دار شده در طي 
8 هفته نگهداري در ماست به اندازه 0/5 لگاريتم و در سلول هاي 

آزاد 1 لگاريتم كاهش داشت. در اين مطالعه نيز نقش توأم آلژينات 
– نشاسته در افزايش بقاي باكتري پروبيوتيك در شرايط نامساعد 

با مطالعه حاضر مطابقت دارد (24).
باكتري  ريزپوشاني   2002 سال  در  همكاران  و   Kailasapathy

ماندگاري  افزايش  و  پروبيوتيكي  محصولات  توليد  پروبيوتيك، 
اين ارگانيسم ها در داخل محصولات و به خصوص داخل دستگاه 
معدي- روده اي انسان را مورد بررسي قرار داده اند. در اين پژوهش 
اعلام شده است كه ريزپوشاني با هدف فراهم آوردن يك سد فيزيكي 
براي حفاظت پروبيوتيك ها در مقابل شرايط نامساعد محيطي موجود 
و بي حركت نگه داشتن باكتري هاي پروبيوتيكي در بيوتكنولوژي 
انجام مي گيرد. روش هاي مختلف ميكرواينكپسولاسيون نيز مورد 
بحث در اين مطالعه مي باشد و آمده است كه بيشترين موارد اين 
فن آوري آلژينات كلسيم مي باشد و اين نشان دهنده اهميت اين 
ماده است. مواد ديگر كه بعد از آلژينات بيشترين استفاده را دارند 
كاراگينان، صمغ ژلان، ژلاتين و نشاسته معرفي شده اند.  كاپا – 
نيازهاي تحقيقاتي در اين زمينه شامل طراحي دانك ها در سايزهاي 
كوچك و با مقاومت بالا در حد ميكرو و نانو مي باشند كه كاربردهاي 
تجاري زيادي دارد. حامل هاي غذايي گزارش شده، شامل: ماست، 

پنير، بستني و سس مايونز مي باشد (6).
در مجموع نتايج اين تحقيق نشان مي دهد كه ريزپوشاني پروبيوتيك 
لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس كه به عنوان فلور مهم روده انسان و 
داخل فرآورده هاي تخميري شناخته شده مي باشد، از اهميت ويژه اي 
برخوردار است و باعث افزايش معني داري در بقاي اين باكتري در 
شرايط دشوار محيطي مي شود. نيازهاي تحقيقاتي در اين زمينه، 
بررسي ميزان بقاي ساير باكتري هاي پروبيوتيك ريزپوشاني شده 
موجود در دستگاه گوارش انسان در شرايط دشوار محيطي و همچنين 
بررسي ويژگي هاي ريخت شناسي دانك هاي حاصل با استفاده از 
ميكروسكوپ الكتروني مي باشد. همچنين پيشنهاد مي شود تا ساير 
مواد ريزپوشاننده مثل ژلاتين، كيتوزان و پلي- ال- ليزين، جهت 
ريزپوشاني باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس و ساير باكتري هاي 

مفيد روده مورد مطالعه قرار بگيرند.
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Abstract

Background: lactobacillus acidophilus as a probiotic has more useful effects and low viability of this 

bacterium and other probiotics under hard acidic-bile conditions of digestive system and food products, have 

encouraged researchers to find methods to solve this problem. Microencapsulation as one of the newest 

methods has noticeable effects in this field. The aim of this study was to evaluate the morphological and 

protective characteristics of beads obtained from microencapsulation of Lactobacillus acidophilus. 

Materials and methods:  After activation of starter culture of la5 in MRS-broth medium, in order to 

purification bacteria was used centrifuge device with speed of 10000rpm for 10 minutes. Microencapsulation 

was done by calcium alginate and resistant starch with extrusion method. Morphology of beads was 

evaluated by optical microscope. The study of beads stability was done for 12 hours and the study of survival 

microencapsulated bacteria was done for 120 minutes within hydrochloric acid, phosphate buffer (0.1 mol) 

and digestive powder inclusion solution. 

Results: A morphological characteristics of beads was indicated by optical microscope. These results 

showed that the strength of beads in various environments is different and in this regard physical tension is 

very important. Under unfavorable environmental conditions, microencapsulation with calcium alginate and 

resistant starch was played an important role in the protection of lactobacillus acidophilus. The survival rate 

of microencapsulated bacteria in all conditions was significantly higher than free bacteria (P <0/05).

Conclusion: Morphological characteristics and strength of beads had great importance in theirs protective 

function of probiotic bacteria. Microencapsulation with calcium alginate and resistant starch plays an important 

role in increasing the rate of lactobacillus acidophilus survival.
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