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  چکیده

مقادیر قابل توجهی  ،ارزش بیولوژیکی بالافرآیند تولید پنیر، آب خارج شده از آن در قالب نام آب پنیر داراي  که در با توجه به این
در آلودگی محیط زیست ایجاد  ورود آب پنیر به فاضلاب مشکلات زیاديو همچنین با د ده ز دست میویتامین و مواد معدنی ا

بنابراین در یک طرح جدید و نو . آورد ي را به بار میزیاد هاي آب پنیر هزینهتصفیه سیستم تصفیه فاضلاب براي  شد وخواهد 
اسانس هاي بومی را در این پژوهش فرمولاسیون و  1هاي نانولیپوزومه به همرا پنیر آب پایه بر ک انکپسولهپروبیوتی نوشیدنیتولید 

پس از تعیین . تواند در سطح کشور مطرح و اجرا گردد نماید، علاوه بر این مزایاي تولید این نوشیدنی می بهینه سازي می
هاي پروبیوتیک، تولید و تعیین  میکرویی باکتري  دهی  سازي و پوشش سازي، فعال پنیر مورد استفاده، آماده  آب هاي ویژگی
هاي آن مورد مطالعه قرار  سازي نوشیدنی پروبیوتیک براساس آب پنیر و ویژگی اسانس نعنا و آماده هاي هاي نانولیپوزوم ویژگی
فولوژي میکروانکپسوله شدن، تعیین اندازه ذره، مور سطوح متفاوت بازدهی هاي میکروپوششی در ها و باکتري نانولیپوزوم  ثرا. گرفت

اي در طول  روده- اي ط روده و معدهایشر رهاي پروبیوتیک و بقا د تعداد باکتري(و قابلیت بقا  2ها، پتانسیل زتا میکروکپسول
. یابی شد ی آزمایشی و روش سطح پاسخ ارزشبا استفاده از روش طراح )روز 60و  21، 14، 7ساعت،  24(سازي یخچالی  ذخیره

و  5/82، به ترتیب برابر BB-12-4انیمالیسو بیفیدوباکتریوم  La-5 3اسیدوفیلوسلاکتوباسیلوس بازدهی انکپسوله کردن براي 
هاي  درصد میکروکپسول 1/98و  BB -12-انیمالیس .Bهاي پرشده با  درصد میکروکپسول 7/99اندازه ذره  .درصد بود 33/83

هاي تولیدشده  نشان داد همه کپسول ها میکروکپسول SEMتصاویر . میکرومتر بود 10کمتر از  La-5اسیدوفیلوس . Lپرشده با 
در طول پروبیوتیک باکتري هاي بقاي . نانومتر بود 194نعنا  اسانسهاي  اندازه ذره نانولیپوزوممیانگین . شکل نامنظمی داشتند

  .نشان دادندپایداري خوبی سازي  نگهداري و ذخیره
  

بیفیدوباکتریو میکروانکپسوله ،  La-5اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس روانکپسوله میکنعنا،  اسانسهاي  نانولیپوزوم: کلیدي هايواژه
  5ژلاسیون داخلی/سازي امولسیونپنیر، تکنیک  شیدنی آب، نوBB -12-انیمالیس
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  مقدمه- 1 
غذایی با توجه به افزایش رشد  عاتیضادرباره  تحقیقات

جمعیت و نیاز بیشتر به غذاي سالم، افزایش حجم تولید، 
محیطی و محتواي مغذي بالاي محصولات  زیست مشکلات

ها استفاده  جانبی، امري ضروري است تا به شیوه مفید از آن
 رزردرنگ است که طی تولید پنی یآب پنیر مایع). 7(شود 

 حاوي مایع  این  که جایی  آن  از  .شود می  ریخته دور 1کازئین  یا
ا، لکتوز، ه ها، ویتامین سودمند از جمله نمک  مغذي   مواد 

غنی از آمینواسیدهاي ضروري است  هاي ها و پروتئین آنزیم
)β - ،لاکتوگلوبین  α - ،گاوي،  سرم  آلبومین  لاکتالبومین

، )9) (2ها، لاکتوفرین، سیستئین و متیونین ایمیونوگلوبین
. شود ها محسوب می مناسبی براي رشد میکروارگانیسم محیط
ندین مطالعه درباره چ. آن استآلودگی  ایجاد اساسی مشکل

پنیر به عنوان غذایی مناسب و تولید  استفاده مجدد از آب
چهار نوع اصلی نوشیدنی . مغذي انجام شده است نوشیدنی

) نشده شده یا فراوري فراوري(شامل مخلوط آب پنیر  پنیر آب
تخمیرشده یا (هاي کنسانتره  با میوه یا آب سبزي، نوشیدنی

هاي الکلی  ربناتی و نوشیدنیهاي ک ، نوشیدنی)تخمیرنشده
 یمبتن محصولات در ها کیوتیپروب از استفاده ). 30و11( است

 توسعه. دهد شیافزا را آن عملکرد است ممکن ریپن آب بر
 یاصل تمرکز کیوتیپروب يها يباکتر يحاو یلبن محصولات

 يها هیسو يحاو ییغذا مواد دیتول و است یصنعت بخش
 در را زنده يها سلول از یکاف غلظت که خاص کیوتیپروب
 چالش  کی  یکل  طور  به ،  کند یم  حفظ  دیمف  عمر  طول

 و  لاکتوباسیلوس  مثل   هاي باکتري  ).23( است   یکیتکنولوژ 
هاي باکتریایی هستند که به  گونه ترین رایج بیفیدوباکتریم از

یکی از مشکلات . شوند عنوان پروبیوتیک در نظر گرفته می
 یمان زندهد و فراوري محصولات پروبیوتیک، تولی اصلی

هاي پروبیوتیک به دلیل حساسیت به  باکتري  کم )يبقا(
 اي شرایط نامناسب معده و غذایی محصولات  در  دشوار  شرایط
تکنولوژي میکروانکپسوله کردن یکی از  ).35( است اي روده
هاي پروبیوتیک در  باکتري بقاي هاي جدید افزایش روش

                                                
1.  Casein 
2.  β-lactoglobulin, α-lactalbumin,  Bovine Serum Albumin, 
Immunoglobulins, Lactoferrin, Cysteine, and Methionine 

غذایی و عبور از  تو نگهداري محصولا ريفراوطول 
 .)29(هاضمه تا انتقال ایمن به روده بزرگ است   سیستم

هاي  کپسول به شرایط اسیدي معده، آنزیم انتخاب جنس
از   پیش وچک  ك روده  در  صفرا  هاي نمک ، هیدرولیتیک

). 28(محصول بستگی دارد   نوع  و  روده بزرگ  رسیدن به
جاري متنوعی از جمله سلولز، آلژینیک ساکاریدهاي ت پلی

 به منظور 3اسید، صمغ عربی، دکستران، پکتین و کاراگینان
. اندرفته  به کار هاي پروبیوتیک کردن باکتري میکروانکپسوله

هاي اسید  گسترده، بویژه با باکتري کلسیم آلژینات به صورت
 هاي فراوان مزیت و دارايکار رفته  به به این منظورلاکتیک، 

ضرر بودن براي بدن انسان، قیمت  از جمله عدم سمیت و بی
امولسیون،  ).31و3(استفاده است  سهولت درمناسب آن و 

، خشک کردن انجمادي، 4اکستروژن، خشک کردن پاششی
 دهی به روش بستر سیال و جداسازي فاز پوشش ،5رسوبی هم

کردن به  انکپسوله به منظورکه  هایی هستند روشاز جمله 
 بقاي مستقیم بر توانند اثر ها می روش این از برخی. روند یمکار 

 طعم). 32(هاي پروبیوتیک انکپسوله داشته باشند  باکتري
از  ریدر آب پن یمواد معدن يبالا يمحتوا لینامناسب به دل

 یمبتن يها یدنینوش دیاست که در تول یجمله مشکلات اصل
خی اجزاي گیاهی بر). 11( میهسترو  به ها رو با آن ریآب پن بر

هاي  گی خود، ویژگی ههاي نگهدارند ویژگی  بر  علاوه
گیاهی چندساله با رایحه معطر قوي  نعنا. دهی نیز دارند طعم
نعنا به عنوان محرك هاضمه و معده شناخته شده و در . است

درمان سرماخوردگی و التهاب برونشیت در پزشکی سنتی 
اي به  وزه کاربرد گستردهنیز امر  آناسانس کاربرد دارد و  نیز

 پزي، در انواع غذاها، لوازم آرایشی، شیرینی دهنده طعم عنوان
با ). 10(دارد  آدامس جویدنی، خمیر دندان و صنایع دارویی

، استکربن غیراشباع   زنجیرهداراي از آنجایی که  این حال،
همچنین حلالیت ). 8(شود  گرما اکسید می به سادگی با نور و

را در سیالات بیولوژیکی   آب، کاربرد آن در  پایین آن
جلوگیري   آن جذب از شرایط این که جایی آن از .کند می محدود
روش). 36( می یابدکاهش  آن ، دسترسی فیزیکیمی کند

                                                
3 . Carrageenan  
4 . Spray Drying 
5.  Coacervation  
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ها  آروماتیک با حفاظت از آنکردن مواد میکروانکپسوله 
ها را کاهش  بر نور، گرما، اکسیژن، فراریت آندر برا

 .دارند متنوعی کاربردهاي ها لیپوزوم امروزه).24(دهد  می
و قابلیت انتقال ترکیبات آبدوست و  سازگاري  زیست 

ترین حاملین در  ها را به یکی از مطلوب دوست، آن چربی
کارایی به دام انداختن  .کرده است تبدیل مدرن هاي سیستم

ها یا به اصطلاح بارگیري داخل  آن ترکیبات فعال در
اندازه ذره و . ها اهمیت زیادي دارد ها در سنتز آن ملیپوزو

جمله  از محصورسازي توانایی و توزیع اندازه ذره، پایداري
 ).21و12( ها است هاي نانولیپوزوم ترین مشخصه مهم

 دیتول ریپن  از آب ياستفاده کاربرد قیهدف تحق نیمهمتر
  نیبنابرا . باشد یم  سودمند یبه شکل یلبن عیشده در صنا

 - یکیزیو ف یکیولوژیکروبیخواص م یبه بررس قیتحق
 که ریپن آب هیپا بر  کیوتیپروب فراسودمند یدنینوش ییایمیش
 دیاز تول پس ،معطر شده یفلفل نعنا اسانس يها پوزومینانولبا 
 قاتیتحق به توجه با. پردازد یم یخچالی ينگهدار یط درو 

پوشش  يبرا توسانیکو  ناتیآلژفراوان در استفاده از 
انتظار   نهیزم نیا درمطلوب   جیبدست آمدن نتا و ها يباکتر

 کیوتیپروب   يها يباکتر   يبرا   کردن انکپسوله یبازده  رود یم
 ومیدوباکتریفیب  و  ب La -5   لوسیدوفیاس  لوسیلاکتوباس( 
 ییبالا زانیم یدنینوش نیا رفته در بکار) BB -12- سیمالیان

با روش  اندازه ذره  عیتوز رود یم  رانتظا). 25( باشد داشته
 يدیتول  يها کپسول  يبرا کرومتریم 5 از کمتر يساز ونیامولس

و  نشده  انکپسوله کیوتیپروب يها باکتر  يبقا  ).28( باشد 
مورد  یخچالی يدوره نگهدار یط ها یدنینوشدر  انکپسوله
  يها يباکتر  يبقا  زانیم است مسلم چه آن و ردیگ یم قرار مطالعه

  يها نمک  و  معده شده  يساز هیشب  طیشرا  در  پوشش  يدارا
  ).19( باشد یم نشده انکپسوله يها يباکتراز  بالاتر  يوصفرا

 
  ها مواد و روش-2
  مواد- 2-1

و  La-5اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس (هاي پروبیوتیک  سویه

مقادیر (و آغازگر ماست ) BB -12-انیمالیس بیفیدوباکتریوم
و   )دوست  حرارت(  ترموفیلوس  استرپتوکوکوس  برابر

از شرکت  )Bulgaricusدلبروکی از جنس  لاکتوباسیلوس
کارخانه (خریداري شد؛ آب پنیر  1کریستن هانسن دانماکی
، )گل، ایران روغن سی( انگور دانه ، روغن)ایران قوچان، لبنیات
، )، ایران2سولاربیو(، کیتوسان )گل قطره، ایران(نعنا  اسانس

، 3کارگیل(درصد وزنی  2/0نمکی  وللیستن، پپسین و محل
، آگار )سم چرن، کره جنوبی 80توئین ( 80 4، توئین)فرانسه

M.R.S. )آلدریچ- سیگما(، پانکراتین )، ایتالیا5لیوفیلچم( ،
دهنده فنول فتالئین سدیم  ، واکنش8، 7، 4هاي بافر  محلول

نیترات،  هیدروکسید، سولفوریک اسید، آمیل الکل، نقره
ردیاب پتاسیم کرومات، سیستئین هیدروکلرید، نمک صفرا، 

، استیک اسید و 85، آلژینات، اسپن )pH  =8(بافر فسفات 
  .ندتهیه شد) مرك آلمان(پودر کلسیم کربنات 

  
  هاي پروبیوتیک سازي و فعالسازي باکتري آماده- 2-2

فعالسازي لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس با استفاده از محیط 
و فعالسازي بیوفیدوباکتریوم انیمالیس  MRS براث کشت

 5/0) + تحت شرایط هوازي( MRS براثدر محیط کشت 
در ) هوازي تحت شرایط بی(درصد سیستئین هیدروکلرید 

هاي  سلول. ساعت انجام شد 48درجه سانتیگراد طی  37 دماي
دور در  1500باکتریایی پس از سانتریفیوژ شدن در سرعت 

درجه سانتیگراد برداشت  4دقیقه در دماي  15دقیقه به مدت 
درصد استریل  1/0در دو گام با آب پپتون  نمونه ها شدند و

لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس و ). 33 و27( ندشسته شد
 MRS براثبیفیدوباکتریوم پس از فعالسازي، به ترتیب در 

درصد سیستئین  MRS  +5/0 براثو ) تحت شرایط هوازي(
درجه  37در دماي ) هوازي شرایط بی تحت(هیدروکلرید 

ها با محلول  نمونه. شدند انکوبهساعت  48سانتیگراد به مدت 
دقیقه  15و به مدت  شدهنمک فیزیولوژیک استریل شسته 

رسوب . دقیقه سانتریفیوژ شدند  در  دور 1500در سرعت 

                                                
1-  Christian Hansen 
2  - Solarbio 
3  - Cargill 
4-  Tween 
5-  Liofilchem 
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حاصله در محلول نمکی استریل به صورت سوسپانسیون در 
فارلند در غلظت  هاي استاندارد مک ز لولهآمد و با استفاده ا

1/2  ×109 CFU/ گرم تعدیل شده و براي انکپسوله کردن
  ).18(ندبه کار رفت

  
  سازي امولسیون روشمیکروانکپسوله کردن با - 2-3
 يدما در قهیدق 15 مدت به زاتیتجه و مواد همه ابتدا رد

 میکلس پودر گرم 5. شدند لیاستر گرادیسانت  درجه 120
از  تریل یلیم 5/3، اضافه مقطرآب  تریل یلیم 100 به ناتکرب

محلول  تریل یلیم 55به  جیکربنات به تدر میکلس ونیسوسپانس
دور بر  200( زدن  در حال هم) W/V  (درصد 2 ناتیآلژ

محلول همگن حاصله  تریل یلیم 10 .شد اضافه) دقیقه 30 دقیقه،
ور در د 350(شد بیترک یکروبیم ونیگرم سوسپانس 5با 
روغن دانه  تریل یلیم 35). محلول الف( )دقیقه 15 قه،یدق

،  قهیدور در دق 100(شد  بیترک 85 نیاسپگرم  5/0انگور با 
به محلول الف اضافه شد  جیحاصله به تدر محلول) دقیقه 5
 گرم یلیم 10). محلول ب( )قهیدق 15دور در دقیقه،  100(

مخلوط شد و  دیاس کیاست تریل یلیم 5/0روغن دانه انگور و 
 pHکه  یاضافه شد تا زمان Bبه محلول  يا قطرهبه صورت 

. )دقیقه 30، قهیدق در دور 200 ( دیرس 5/3محلول حاصله به 
فسفات  بافر یحاصله با استفاده از محلول نمک محلول

)PBS(،  قهیدور در دق 1000با سرعت  قهیدق 5به مدت 
در . ا شودشد تا روغن آزاد از محصول جد وژیفیسانتر
به ) W/V(درصد  4/0 توسانیکمحلول  تریل یلیم 15 ت،ینها

 800با سرعت  يا قهیدق 30هم زدن  نیح يا قطرهصورت 
 کی همزدن به مدت. به محلول اضافه شد قه،یدور در دق

. شدن انجام شود کروانکپسولهیمتا  ادامه یافتساعت 
 3000به سرعت  وژیفیبا سانتر کروانکپسولهیم يها يباکتر

 با سپس ند،شد يآور جمع قهیدق 15به مدت  قهیدور در دق
آب  ریشسته شده و به منظور تخم يولوژیزیف نمک محلول

 درجه 4 يدما در) W/V(درصد  1/0 پپتوندر محلول  ریپن
  ).34( شد ينگهدار گرادیسانت

  
  
  

  بازدهی میکروانکپسوله شدن - 2-4
محلول سدیم  لیتر میلی 99در  سولهپمیکروانک  گرم نمونه یک

شد  کخش pH 2/7در ) W/V(درصد وزنی  یکسیترات 
ها  میکروانکپسوله. دماي اتاق هم زده شد در دقیقه 20 مدت به و

آزاد  افتاده دام هاي به به صورت کامل حل شدند و باکتري
لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس با استفاده از محیط ). 10(شدند 

درجه  37 ساعت در دماي 72به مدت  MRSکشت آگار 
 MRS براثکشت  محیط در بیفیدوباکتریوم و) 33( سانتیگراد

ساعت در  48به مدت درصد سیستئین هیدروکلرید  5/0+ 
 انکوبه) 27) (هوازي براي شرایط بی( سانتیگراد درجه 37 دماي
بازدهی میکروانکپسوله . شمرده شد ها باکتري تعداد سپس و شد

آزادشده از  هاي يتعداد باکتر( برابرست با) MY(کردن 
فرمول   به  شده  اضافه  هاي باکتري  تعداد( )/ها میکروکپسول

  .100× ) میکروانکپسوله کردن
  
  تعیین اندازه ذره-2-5 

) ، آلمانFRITSCH(زري یل شنپراک ذره اندازه توزیع تحلیل
تولیدي به کار  ذراتتعیین اندازه و توزیع اندازه  به منظور

یونیزه مقطر پخش  له در آب ديهاي حاص میکرورشته. رفت
  ).22(تعیین شد افزار میانگین ذره با استفاده از نرمقطرشدند و 

  
  ها مورفولوژي میکروکپسول- 2-6

    مشاهده مورفولوژي  براي  )SEM(  الکترونی  اسکن  میکروسکوپ
ها با چسب  میکروکپسول به این منظور،. ذرات به کار رفت

 2ه ثابت شدند و به مدت روي قسمت برجست بردوطرفه 
 دهنده شتاب ولتاژ در مشاهدات .شدند پوشانده  Au-Pd  با  دقیقه

  .) ، ژاپنJSM 6400-Jeol( ندشد بررسیکیلوولت  13/17 
 
  نعنا اسانسهاي  تولید نانولیپوزوم- 2-7
گرم آب مقطر مخلوط  38در  80 توئین گرم 2 و  سسیتین گرم 2

-HA30(زانده شد ساعت لر 5به مدت  1شد و با شیکر
 اسانسگرم  4 در مرحله بعدي). محلول الف) (میکلانژ، ایتالیا

 300نعنا به محلول الف اضافه شد و کل مخلوط به مدت 
شرکت تکنولوژي تحقیقات ایرانیان (کیلوهرتز  40 در  ثانیه

                                                
1  -  Shaker 
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). ثانیه خاموش 1ثانیه روشن و  1(شد  آوادهی) نصیر، ایران
هاي استریل  زمان استفاده در بطري تولیدي تا هاي نانولیپوزوم

  ).20( ندشد هداريدر تاریکی نگ
  
  ها توزیع اندازه ذره نانولیپوزوم- 2-8

تعیین  به منظور) آلمان ،FRITSCH(پراش لیزر دینامیک 
محلول . کار رفت به هاي تولیدي توزیع اندازه ذره نانولیپوزوم

در ) V/V( 100به  1ها براي این کار با نسبت  حاوي لیپوزوم
سپس اندازه میانگین ذره براساس . آب مقطر پراکنده شد

  ).16و20(قطر حجمی میانگین، تعیین گردید 
  
  تهیه ماست  -2-9

چربی به شیر  فاقد میزان ماده خشک شیر با افزودن پودر شیر 
میزان براساس که این درجه سانتیگراد تعیین شد،  50 دماي در

شیر . درصد بود 9 با رابرایران ب 1753استاندارد ملی شماره 
درجه سانتیگراد پاستوریزه  90دقیقه در دماي  10به مدت 
 5/3تا  3به مدت . درجه سانتیگراد سرد گردید 45شد و تا 

درصد  5/2درجه سانتیگراد با آغازگر  44ساعت در دماي 
)W/V (گردید تا به  انکوبهpH 6/4 ها به مدت  نمونه. رسید

  ).17( ندشدداري انتیگراد نگهدرجه س 4روز در دماي  28
  
  تخمیر آب پنیر  - 2-10

درجه سانتیگراد  90دقیقه در دماي  10به مدت  پنیرآب  ابتدا
درجه سانتیگراد خنک گردید  25 يپاستوریزه شد و تا دما

هاي پروبیوتیک  ساعت با باکتري 24به مدت . تا تخمیر شود

 نکوبهادرجه سانتیگراد  37در دماي ) V/V(درصد  2 پوششی
سپس آب پنیر تخمیرشده تا زمان مصرف در دماي . گردید

درجه سانتیگراد نگهداري شد تا عملیات تخمیر متوقف  4
  .)13(شود

  
  ماريآتحلیل  - 2-11

ها با استفاده از روش سطح پاسخ  شرایط بهینه تولید نوشیدنی
)RSM (افزار  نرم. تعیین شدDesign-Expert ) 11نسخه (
آزمون ترتیب . به کار رفت آماري محاسبات و طراحی منظور به
. افزار به صورت تصادفی در نظر گرفته شد در این نرم ها

 )Random number generator( تصادفی عدد تولیدکننده
تحلیل واریانس . کند را تعیین می تصادفی آزمون هاترتیب 

ها انجام شد و معناداري  روي دادهبر  )ANOVA(طرفه  یک
هاي  متغیرهاي مستقل و ویژگی. تعیین شد  <p 05/0  در آماري
  .آمده است 1، در جدول )ها پاسخ(شده  مطالعه

  
  تهیه نوشیدنی پروبیوتیک براساس آب پنیر-1- 2-11

ابتدا ماست تخمیرشده و آب پنیر  ،تهیه نوشیدنی به منظور
هاي  با نانولیپوزوم )هاي پروبیوتیک یک از باکتري هر حاوي(

آمده ترکیب و  1هایی که در جدول  بتنعنا با نس اسانس
سپس . دست شد یک ساز بار توسط همگن 50تحت فشار 

 هگرفتاي استریل قرار  هاي شیشه محصولات نهایی در بطري
نگهداري گراد  درجه سانتی 4در دماي  آزمون هاو تا انجام 

 .شدند

  
  شده در این مطالعه متغیرهاي مستقل ارزیابی - 1جدول 

  سطح پایین  سطح متوسط  سطح بالا  نوع متغیرها  متغیرهاي مستقل
  20  30  40  عددي  ماست
  40  50  60  عددي  آب پنیر

 L. acidophilus La-5   B. animalis-BB-12  کیفی  هاي پروبیوتیک باکتري
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  سنجش پتانسیل زتا -2- 2-11
لیتر آب پراکنده  میلی 50 در شده تهیه هاي نمونه از لیتر میلی یک

سنج زتا اضافه شد  سلول نمونه پتانسیلشده و سپس به 
 25دماي  پتانسیل زتا در). ، مالورن، بریتانیاZAPزتاسیز نانو (

  .گیري شد وات اندازه 149درجه سانتیگراد و 
 
  هاي میکروانکپسوله باکتري بقايارزشیابی  -3- 2-11

لیتر  میلی 9در  کامل به طورگرم نمونه میکروانکپسوله  یک
و ) W/V(درصد  1استریل با غلظت  محلول سدیم سیترات

pH 2/7، دقیقه  20سپس محلول حاصله به مدت . حل شد
هاي نوشیدنی به صورت  نمونه. دماي اتاق هم زده شد در

هاي  بقاي باکتري  تا  ندشد  رقیق  پپتون  آب  در  متناوب
هاي  باکتري. شود بررسی یخچالی نگهداري طول در پروبیوتیک

کشت  محیط در 1پور پلیته از روش پذیر با استفاد زیست
ساعت در  72ها به مدت  پلیت. شمرده شدند MRSآگار 

لاکتوباسیلوس . ندشد انکوبهدرجه سانتیگراد  37دماي 
 هوازي و بیفیدوباکتریوم بیمحیط در  La-5 اسیدوفیلوس

). 33( ندشد انکوبههوازي  بی محیطدر  BB -12-انیمالیس
  .ندانجام شد هاي سه تایی در نمونههاي سلولی  همه آزمایش

  
هاي پروبیوتیک آزاد و انکپسوله  باکتري بقاي-4- 2-11

  شده سازي روده شبیه-در روده و مجراي معده
 NaCl 2/0با انحلال پپسین در 2شده سازي شیره معده شبیه

لیتر /گرم 3/0آماده شد تا غلظت نهایی آن به  )w/v( درصد
 .تنظیم شد 2 رابر بابا هیدروکلریک اسید غلیظ ب pH برسد و

شیره روده و معده ). 4(سپس محلول حاصله استریل گردید 
هم .استفاده در همان روز به صورت تازه آماده شد به منظور

 10  به  شده محبوس  پروبیوتیک  باکتري  لیتر  میلی  10  ،چنین
درجه  37( شده  ملایم  شده  سازي شبیه  معده  شیره   لیتر میلی

هاي پروبیوتیک انکپسوله  تا بقاي باکتري شد اضافه )سانتیگراد
درجه  37 در دماي ه دقیق 60 سپس به مدت. شود  ارزیابی

سپس محلول حاصله . گردید انکوبهزدن ملایم  هم با سانتیگراد
اضافه شد و به مدت شده  سازي شیره روده شبیهلیتر  میلی 10 به

                                                
1 - Pour plate 
2 - Stimulated Gastric juice (SGJ) 

 انکوبه ملایم درجه سانتیگراد با هم زدن 37 دمايدردقیقه60
مانده  هاي زنده باکتري شد، توصیف تر قبل که طور همان.گردید

فاصله زمانی معین با شمارش پور پلیت در آگار  از هر پس
MRS  سانتیگراد شمارش   درجه  37 دماي در ساعت  72  مدت  به
  .)14(شدند

 
  ایج و بحثنت-3
  ها بازدهی انکپسوله شدن میکروکپسول- 3-1

 تعداد مجموعه ارزشیابی براي راه بهترین کردن ولهانکپس بازدهی
ها در  تعداد باکتري. است ها ها در میکروکپسول  باکتري کل

آزادسازي  و کپسول گرم از هر نمونه پس از انحلال کامل 1
به  با توجهانکپسوله  روش بازدهی. شد شمارشها  باکتري

ان نتایج نش. هاي انکپسوله محاسبه شد غلظت اولیه باکتري
 سازي روش امولسیون  با  هدف هاي باکتري کردن داد انکپسوله

ها  فعالیت بالاي پروبیوتیک يبه شیوه موثر ژلاسیون داخلی/
  هاي میکروکپسول سازي آماده دهد می نشان نتایج این .کرد حفظ را
B. انیمالیس-BB -12  وL . اسیدوفیلوسLa-5 ) با بازدهی
 طورسازي به  یونبا روش امولس )درصد 33/83 و 5/82

 یمشابه جینتا.  کند می حفظ را پروبیوتیک بالاي فعالیت يموثر
 ،بدست آمد 2020محمود و همکاران در سال  موناتوسط 
  کروانکپسولهیم پلانتاروم لوسیلاکتوباس کردن انکپسوله یبازده

  ).25و15(درصد به دست آوردند  98- 94 نیرا ب ناتیآلژبا 
 
  ها ذره میکروکپسول تحلیل توزیع اندازه- 3-2

هاي پرشده با  نتایج سنجش توزیع اندازه ذره میکروکپسول
B. انیمالیس-BB -12  وL . اسیدوفیلوسLa-5  به ترتیب در

شده نشان  مقایسه نمودارهاي ارائه. ارائه شده است 1تصویر 
 La-5اسیدوفیلوس . Lهاي پرشده با  دهد میکروکپسول می

-BB-انیمالیس. Bرشده با هاي پ در مقایسه با میکروکپسول
در حالی که . بودند میانگین ايتوزیع اندازه ذره داراي  12

 BB -12-انیمالیس. Bهاي پرشده با  اندازه ذره میکروکپسول
 .Lتر از  کوچک) میکرومتر 10درصد با قطر کمتر از  7/99(

،  بود )میکرومتر 10درصد با قطر کمتر از  1/98( اسیدوفیلوس
اندازه ذره کمتر از  شده، ارائه یکروسکوپیم ریتصاو نیهمچن

 پراسانا ،کردند دییتا يدیتول يها کپسول يرا برا کرومتریم 5
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 نیدر ا یمشابه جیبه نتا 2018در سال  چرالامپوپولوسو 
ذرات کوچک منجر به   اندازه  عیتوز . افتندی  دست  نهیزم

  .)28(گردد یحاصله م یدنیشدن نوش کنواختی

 

  L. acidophilus La-5و  B. animalis-BB-12هاي پرشده با  زیع اندازه ذره میکروکپسولتو - 1تصویر 
  
  ها هاي مورفولوژي میکروکپسول ویژگی - 3-3

 BB -12- انیمالیس. B با پرشده هاي میکروکپسول SEM تصاویر
ب نشان داد 2 الف و2در تصاویر  La-5اسیدوفیلوس . Lو 

و  بودند اهموارن داراي سطوح هاي تولیدي همه کپسول
میکرومتر 5کمتر از  اندازه شده،  میکروسکوپی ارائه تصاویر

 همچنین،   .کردند  تایید  تولیدي  هاي کپسول  براي  را 
ها را  شده به خوبی توانستند باکتري تهیه  هاي سولپمیکروک

 نیشیپ توسط گزارش نیا مشابه .در محیط به دام بیندازند
  .)28(بدست آمد زین 2018در سال  چارالامپوپولوس و پراسانا

b  
  
  

a  

 L. acidophilus La-5) ب(و  B. animalis-BB-12) الف(میکروگراف اسکن الکترونی  - 2تصویر

 
  ها تحلیل توزیع اندازه ذره نانولیپوزوم- 3-4

نعنا با استفاده از پراش  اسانسهاي  توزیع اندازه ذره لیپوزوم
درصد  9/0 براساس این نتایج،. انجام شد نامیکاشعه لیزر دی

 بودندنانومتر  194اندازه ذره میانگین  دارايذرات لیپوزومی 
، 220: درصد 8/41نانومتر،  200: درصد 7/17 ،همچنین(

 پوزومهایل نانو ).نانومتر 295: درصد 2/8 ، و255: درصد 5/31
 لیدل به که باشندیم يشتریب يداریپا يدارا کوچکتر اندازه با

 یبرآون حرکت واسطه به ثقل يروین به نسبت بالاتر مقاومت
به 1397و همکاران در سال  رینشاسته گ نیمحمد حس. است
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 شیکردند که با افزا انیو ب افتندیدست  یمشابه جینتا 
 شیافزا زیآنها ن زیها سا پوزومیساختار نانول در دیپیغلظت ل

  .)2(افتی
 
  کیهاي الکتری تحلیل ویژگی- 3-5

هاي پروبیوتیک انکپسوله منفی بود که  پتانسیل زتاي باکتري
 . .طی زمان کاهش یافت و نشانگر افت پایداري ذره است

 نانو پایداري درتعیین مهم فاکتورهاي از یکی زتا پتانسیل
 بار  باشد، شتریب ذرات يزتا لیپتانس هرچه .ذرات است

 کیستاتالکتروا دافعه جهینت در و شتریب نانوذرات یسطح
و محلول حاصل  دهیچسب گریکدی کمتربه ذرات و بالاتر

 نانو نییپا يزتا لیانسو بالعکس پت بود خواهد تر  کنواختی

 یط ذرات یدگیچسب هم به و يداریپا کاهش سبب ذرات
 در یسطح بار بودن یمنف یاصل لیدل شود یم  ينگهدار

 یونیآن ریفایامولس کی عنوان به نیلست وجود پوزومها،یل نانو
 ریفایامولس  85 نیآسپ ر د لیدروکسیه گروه اما. باشد یم
 آنها در یبارمنف جادیا باعث يحدود تا تواندیم زین یونیریغ

   .شود
  
 در نوشیدنی پروبیوتیک انکپسوله هاي باکتري بقاي - 3-6

  )روز 60و  21، 14، 7ساعت،  24(نگهداري یخچالی  طی
هاي  وه شامل باکتريدو گر .ندشد انتخاب نوشیدنی گروه چهار

نوشیدنی . هاي انکپسوله باکتري حاوي گروه دو و نشده انکپسوله

درصد ماست  20درصد آب پنیر،  60اولیه حاوي ترکیبی از 
شمارش . بود نعنا و آب اسانسهاي  درصد نانولیوزوم 3 و

 انکپسوله ١٢- BB-انیمالیس .B با پرشده هاي نمونه یاییباکتر
 CFUلگاریتم  58/6و  70/4، 18/2، 40/1نشده به اندازه 

. L   با  شده پر  هاي نمونه  براي  کاهش  این  .یافت  کاهش
، 20/2، 44/1نشده به اندازه   انکپسوله La-5 اسیدوفیلوس

. Bبا  هاي پرشده نمونه براي ،CFUلگاریتم  63/6و  71/4
و  18/1، 40/0، 22/0 برابر با انکپسوله BB -12-انیمالیس

اسیدفیلوس . L  پرشده با هاي نمونه براي و CFU لگاریتم 65/4
La-5  لگاریتم  66/4و  20/1، 40/0، 22/0اندازه  بهانکپسوله
CFU  60و  21، 14، 7به ترتیب در طول نگهداري یخچالی 
ها  بقاي باکتري میزاناین نتایج نشان داد . کاهش یافتروزه 

تا  هاي انکپسوله یابد و مقاومت باکتري طی زمان کاهش می
بهبود یافت   نشده،  هاي انکپسوله حد زیادي نسبت به باکتري

 یقیتحق در 1393 سالزمردي  و شیخ قاسمی  ).3تصویر (
 اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس مانیکردن بر زنده  کپسوله تاثیر
. )1(افتندی دست یمشابه جینتا بهر داده و قرا یمورد بررس را

تر در حال گسترش  دیجد يبا روش ها نهیزم نیا در قاتیتحق
 دهیگزارشات حاصل گرد نیاست، و آنچه که از مجموعه ا

 کرویها در محلول در اثر ميباکتر شتریب ياست، ماندگار
 .)9و6( باشد یمو محصور کردن آنها کردن  انکپسوله

 

  روز 60و  21، 14، 7پس از  L. acidophilus La-5و  B. animalis-BB-12پذیر  ش باکتري زیستشمار - 3تصویر



  105..   انکپسوله در سطوح متفاوت میکرو پوششی هاي میکرو ها و باکتري نانو لیپوزوم تاثیر بررسی          همکاران  ثانی و محمدي علی
  

 
 

  
 شرایط هاي پروبیوتیک انکپسوله در باکتري بقاي  - 3-7

  شده سازي روده شبیه-روده و معده
هاي پروبیوتیک آزاد و محبوس به صورت جداگانه  باکتري 

دقیقه در  60سپس به مدت  .ور شدند غوطه SIJو  SGJ در
 ی آن هاسلول بقاي شده و انکوبهدرجه سانتیگراد  37 دماي

، شود می  شاهدهم  4  تصویر   که  طور  همان  .شد  ارزیابی
هاي  باکتري بقاي منجر به تقویت کردن میکروانکپسوله

 همهبراي پذیر  زیست هاي شمارش سلول. شدپروبیوتیک 
 La-5 اسیدوفیلوس. Lو  BB -12-انیمالیس .B هاي نمونه

. B بقاي .اولیه کاهش یافت  شمارش  به  نسبت  انکپسوله
روز اول  آزاد در La-5اسیدوفیلوس. Lو  BB -12-انیمالیس

اسیدوفیلوس. Lو SGJدر  CFUلگاریتم 57/4و 49/4 اندازه به

 La -5  لگاریتم 26/0و 0/ 28 اندازه  بهCFU  در SIJ  کاهش 
هاي پروبیوتیک  باکتري با پرشده هاي نمونه بقاي یننهمچ .یافت

 60و  21، 14، 7( نگهداري یخچالی دورهانکپسوله پس از 
 5تصویر(ارزیابی شد  SIJو  SGJ در هجداگان صورت به )روز
هاي  باکتريبقاي  کردن، انکپسوله داد نشان نتایج این) ب 5. الف

معده و نمک صفرا تقویت  پروبیوتیک را پس از آسیب اسید
و همکاران در  یج يرو قیتحق جیهمراستا با نتا که کند می

و همکاران در  ئونگی قیتحق جیاست اما با نتا 2019سال 
 يبرا توسانیک و پوشش اکستروژنکه از روش  2016سال 

. تفاوت داشت کردند استفاده 1لونگوم .Bکردن  انکپسوله
معده و  يدیاس طیدر شرا يادیآن ها مقاومت ز جینتا

  ).26و19،5(صفرا نشان نداد  يها نمک

                                                
1- B Longum 

  
  SIJو  SGJهاي پروبیوتیک انکپسوله آزاد در  بقاي باکتري - 4تصویر

  
  گذر زمان در) ب( SIJو ) الف( SGJهاي پروبیوتیک انکپسوله در  يبقاي باکتر - 5تصویر 
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  گیري نتیجه-4
لاکتوباسیلوس (پروبیوتیک  هاي باکتري کردن میکروانکپسوله
در ) BB -12-و بیفیدوباکتریوم انیمالیس La-5 اسیدوفیلوس

ژلاسیون داخلی تهیه /سازي این تحقیق با تکنیک امولسیون
. ها به کار رفتند کیتوسان براي پوشش باکتريآلژینات و. شد

اسیدوفیلوس انکپسوله کردن براي لاکتوباسیلوسبازدهی
La-5  درصد و براي بیفیدوباکتریوم  5/82برابر با

خوبی درصد بود که میزان 33/83رابر با ب BB -12انیمالیس
، SEMتصاویر براساستولیديهاي کپسول.شود میمحسوب

شده،  سطح ناهمواري داشتند و تصاویر میکروسکوپی ارائه
هاي تولیدي  میکرومتر را براي کپسول 5اندازه ذره کمتر از 

نشده و  هاي پروبیوتیک انکپسوله ي بقاي باکتر. کردندتایید
ها طی دوره نگهداري یخچالی مطالعه  ه در نوشیدنیانکپسول
هاي داراي پوشش در  نتایج نشان داد بقاي باکتري. گردید
بالاتر از   صفرا  هاي نمک  و  معده  شده   سازي شبیه  شرایط
شده اثر حفاظتی  پوشش تهیه. نشده بود  هاي انکپسوله باکتري

در بخش مخرب داشت بر اساس نتایج مشاهده شده  عوامل بر
که با گذر زمان  کمتر از روز اول بود چرا 60 قبلی، بقا در روز

 pHدهد و در نتیجه  تخمیر بیش از حد در نوشیدنی رخ می
هاي  بنابراین مقاومت پوشش باکتري. یابد می کاهش نوشیدنی

و  SGJ تر شده و زمانی که در معرض پروبیوتیک نیز کم
SIJ  روش  . یابد می  اهشک  ها آن  بقاي  گیرند، می  قرار

هایی دارد، از جمله  سازي و ژلاسیون داخلی مزیت امولسیون
هاي آن را  توان ویژگی سازي آن ساده بوده، می که آماده این

توان آن را به سادگی به غذا اضافه کرد  کرد، می گیري اندازه
کنندگان  و نیازي به نگهداري یخچالی ندارد بنابراین مصرف

هرچند این روش معایبی . کنند ستفاده میبه راحتی از آن ا
روغن گیاهی مورد استفاده براي تهیه امولسیون به . نیز دارد

  .شود و به فاسد شدن حساس است  سادگی استریل نمی
  
  سپاسگزاري -5

کانیار  کارخانه لبنیات ها از حمایت مالی و معنوي نویسنده
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Abstract 
Given that in cheese production, the water extracted from it in the form of a whey name with 
high biological value loses significant amounts of vitamins and minerals. With the entry of 
whey into the wastewater, many problems will be created in environmental pollution. The 
wastewater treatment system for whey treatment costs a lot. Therefore, in a new and 
innovative design, the encapsulated probiotic beverage based on whey with native essential 
oils nanoliposyme formulates and optimizes in this research. Moreover, the benefits of 
producing this beverage can be discussed and implemented in the country. Dairy beverages, 
especially whey, have a high nutritional value, and since adding proper nutrients and flavors 
can be turned into a worthwhile beverage. After determining the properties of used whey, 
preparation, activation, and micro coating of probiotic bacteria, production and determination 
of properties of mint essential oil nanoliposomes, preparation of probiotic beverage based on 
whey and its quality characteristics have been studied. Using experimental design method 
and response surface method, the effect of nanoliposomes and micro coated bacteria at 
different levels on microencapsulation yield, particle size determination, the morphology of 
microcapsules, zeta potential, and survivability (number of probiotic bacteria and that 
survival in intestinal and gastro-intestinal conditions during refrigerated storage (24 hours, 7, 
14, 21 and 60 days ) was evaluated. Encapsulation yield (%) for Lactobacillus acidophilus 
La-5 and Bifidobacterium animals-BB-12 were 82.5 and 83.33, respectively. The particle size 
of 99.7% of microcapsules loaded with B. animals-BB-12 and 98.1% of microcapsules 
loaded with L. acidophilus La-5 were less than 10 μm. The microcapsules' SEM images 
indicated that all the produced capsules were irregular in shape. The particle size distribution 
of mint essential oil nanoliposomes has an average particle size of 194 nm. The viability 
probiotic showed good stability during storage. 
 
Keywords: Mint Essential Oil Nanoliposomes, Microencapsulated  Lactobacillus 
Acidophilus La-5, Microencapsulated Bifidobacterium Animals-BB-12, whey Beverage, 
Emulsification/internal Gelation Technique. 
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