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  در توليد ماست پروبيوتيك توسط شرايط تخمير شير  سه گانهبهينه سازي
  لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس

  
 aسيد ابوالحسن علوي ، a*مصطفي رفيعي مجد

 
 

a علوم و تحقيقات تهران ، دانشگاه آزاد اسلامي، واحدمهندسي شيمي گروه   
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  20/5/1390 :تاريخ پذيرش مقاله                                                                         12/3/1389: تاريخ دريافت مقاله

  
  هچكيد
افزايش تعداد باكتري هاي پروبيوتيك و طول عمر آن ها در ماست پروبيوتيك يكي از دغدغه هاي مهم توليد كنندگان اين نوع  : مقدمه

به اين منظور مطالعه حاضر با هدف بهينه  .تاثر از تعداد باكتري پروبيوتيك مي باشداز طرفي طعم ماست پروبيوتيك م. ماست ها مي باشد
  .باكتري پروبيوتيك  و طعم ماست پروبيوتيك انجام پذيرفت سازي ماست پروبيوتيك در سه محور تعداد باكتري پروبيوتيك، طول عمر

 كمك چهار فاكتور مستقل، تخمير دو مرحله اي باكتري در اين پژوهش بهينه سازي توليد ماست پروبيوتيك به: مواد و روش ها
و افزودن ) C 85° و 72 – 62(، تغيير دماي تيمار حرارتي شير %)16 و 14 ، 12(لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس، تغيير درصد ماده خشك 

ينه سازي تعداد باكتري هاي مرحله اول و دوم به ترتيب به منظور به.  مرحله و به مدت بيست روز انجام شد3اسيد آسكوربيك، در 
در مرحله سوم تعداد باكتري هاي مراحل پيشين بهمراه نتايج حاصل از ارزيابي حسي و شيميايي . پروبيوتيك در روزهاي اول و بيستم بود

  ط نرم افزارطراحي آزمايش ها به روش تاگوچي و بهينه سازي نتايج توس. محصول به منظور بهينه سازي سه گانه مورد بررسي قرار گرفت
Qualitek-4انجام گرفت .  

و ميزان اسيد آسكوربيك اضافه )  ساعت2(موثرترين فاكتورهاي بهينه ساز در  مراحل اول و دوم به ترتيب زمان تخمير باكتري  : يافته ها
، تيمار حرارتي )mg/l (يك در مرحله سوم يعني بهينه سازي سه گانه، اهميت فاكتورها بترتيب اسيد آسكورب. تعيين شد ) mg/l50 ( شده 

)°C 85(  زمان تخمير ، )بودند% ) 14( و ميزان درصد ماده خشك )  ساعت 2 .  
پس از بهينه سازي مشخص شد كه دستيابي همزمان به محصولي با تعداد باكتري بالا، طعم مناسـب و مانـدگاري طـولاني               : نتيجه گيري 

  .امكان پذير نمي باشد
  

  زي، پروبيوتيك، تخمير دومرحله اي، تيمار حرارتي، درصد ماده خشك، ماستبهينه سا :واژه هاي كليدي
  
   email: M_rmajd@yahoo.com                                                                                                               مكاتبات مسئول  نويسنده*
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  مقدمه
. چربي و انواع ويتامين ها استشير مملو از پروتئين، 

امروزه شير و فرآورده هاي آن در تغذيه انسان نقش مهمي 
مصرف شير و فرآورده هاي آن در جهان به . را ايفا مي كنند

يكي از مهمترين محصولات . سرعت رو به افزايش است
طبق تعريف ماست . بدست آمده از شير ماست مي باشد
ت كه حاوي دو باكتري فرآورده تخميري حاصل از شير اس

لاكتوباسيلوس بولگاريكوس و استرپتوكوكوس ترموفيلوس 
اين دو باكتري به عنوان  ). (Shrtt, 1999باشدمي

ويژگي هايي . شوندهاي آغازگر ماست شناخته ميباكتري
نظير اسيديته، ميزان اسيد چرب آزاد خواص حسي و تغذيه 

فرآيند، اي تحت تاثير تركيبات شيميايي شير، شرايط 
افزودن طعم دهنده ها و فعاليت باكتري هاي آغازگر در 

 Hardi & Slacanc, 2000).( طي تخمير شير است
يكي از ويژگي هاي محصولات لبني، فراهم كردن بستر 

از . مورد نياز براي رشد بسياري از ميكروارگانيسم ها است
اين رو مي توان با افزودن يك يا چند باكتري مفيد به 

 Kneifel (ت لبني، ارزش غذايي آنها را بالا بردمحصولا
& Jaros ,1993(  بخشي از اين ميكروارگانيسم ها كه

هاي مي توانند در شير و ماست رشد پيدا كنند باكتري
بنا به تعريف، پروبيوتيك عبارت است از . پروبيوتيك هستند

هايي كه در پي مصرف خوراكي باعث بهبود ميكروارگانيسم
دستگاه گوارش ميزبان  يكروفلور طبيعيخصوصيات م

و اثرات مفيدي بر سلامت مصرف كننده به جا  شوندمي
ها بر فلور تاثير پروبيوتيك. Shrtt, 1990)(گذارد مي

ميكروبي دستگاه گوارش و ايفاي نقش درماني آن ها 
پريناز (بستگي به مقدار مصرف روزانه اين باكتري ها دارد 

. )Bonczar et al., 2002و  1385طاهري و همكاران، 
هاي بيشترين محدوده تعريف شده براي حضور باكتري

 مي باشد  CFU/ml 10 8 تا 10 6پروبيوتيك زنده از 
)IDF, 1998(. براي بدست آوردن ماست پروبيوتيك 

هاي آغازگر ماست، بايد باكتري بر باكتري علاوه
ود وج پروبيوتيك در حين فرآيند تخمير و در محصول نهايي

ها پروبيوتيك تواند رشدكشت آغازگر ماست مي. داشته باشد
يكي . را از طريق توليد مواد لازم براي رشد آنها تقويت كند
. باشداز انواع پروبيوتيك ها لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس مي

هاي پروبيوتيك و محيط كشت مورد هاي باكتريويژگي

 تغييراتي در توان بابنابراين مي. نياز آنها متفاوت است
سازي اين فرآيند سعي در شرايط تخمير شير يا بهينه

افزايش تعداد باكتري پروبيوتيك نمود و يا طول عمر آنها را 
  .در ماست افزايش داد

مشخص شده است كه افزايش در ميزان ماده جامد كل 
 درصد باعث دو برابر شدن ويسكوزيته 5شير به ميزان 
 ,Mehaia & El-Khadragy(شود محصول مي

1999; Ozer et al., 1998 (. از طرفي ميزان ماده 
 در حقيقت معرف )SNF:Solid Non Fat(  جامد كل

ميزان پروتئين يا اسيد آمينه هاي موجود در شير مي باشد 
هاي آغازگر و كه در حين فرآيند تخمير به مصرف باكتري

 SNFگذاري ميزان رسد كه اين مطلب تاثيرپروبيوتيك مي
تيمار حرارتي شير نيز .  بر روي تخمير شير نشان مي دهدرا

ها يكي ديگر از فاكتورهايي است كه بر رشد ميكروارگانيسم
تر نشان داد  بررسي هاي دقيق. در شير تاثير بسزايي دارد

در تيمار حرارتي   درجه سانتي گراد15-10كه تنها تفاوت 
غازگر شير مي تواند باعث رشد يا عدم رشد باكتري هاي آ

 ,Green & Jezeski( شوندماست در فرآيند تخمير شير 
 Daveافزودن اسيد آسكوربيك به شير نيز توسط .)1957

هاي پروبيوتيك بررسي رشد باكتري  به منظور Shahو
  تخمير دو  .انجام شد كه نتايج آن اميدوار كننده نبود

هايي است كه براي توليد و اي نيز يكي ديگر از روشمرحله
ثير باكتري هاي پروبيوتيك در حين فرآيند تخمير شير تك

هاي روش كار بدين صورت است كه باكتري. رودبكار مي
پروبيوتيك را جداگانه به شير تلقيح كرده و پس از گذشت 

به آن اضافه  زمان يك يا دو ساعت باكتري هاي آغازگر را
 شود كه باكتري پروبيوتيك بتوانداين كار سبب مي. كنندمي

 ،)Sodin, 1998( بهتر با محيط رشد خود هماهنگ شود
  .البته تحقيقات در اين زمينه زياد نمي باشد

در اين پژوهش براي اولين بار تاثير چهار فاكتور فوق 
بر رشد باكتري پروبيوتيك جهت بدست آوردن ماست 

طرح آزمايش به روش تاگوچي و با . پروبيوتيك بررسي شد
باكتري لاكتوباسيلوس هدف حداكثر رشد و بقاي 

نتايج حاصل از اين تحقيقات براي . اسيدوفيلوس تعيين شد
بدست آوردن ماست پروبيوتيكي با ارزش غذايي بالاتر 

  .سودمند خواهد بود
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  مواد و روش ها
 مواد  -

   ش وـيميايي اين پژوهـياز آزمون هاي شـورد نـواد مـم
   متعلق به شركت مرك آلمان MRSمحيط كشت 

از شركت لبن پارس ) چربي % 5/0(شيرخشك . اشدبمي
  . قزوين خريداري شد

   و با نام تجاريDVSكشت آغازگر ماست از نوع 
x-11از شركت كريستن هانسن دانمارك خريداري شد  .

اين كشت شامل دو باكتري آغازگر ماست به نسبت يكسان 
همچنين . از اين كشت، يك كشت مادر تهيه شد. مي باشد

وتيك اين پژوهش يعني لاكتوباسيلوس سوش پروبي
اسيدوفيلوس از مركز كلكسيون باكتري و قارچ هاي ايران 

بصورت آمپول ليوفليز  PTTC 1643با شماره شناسه 
اين سوش را در زير هود ميكروبي و . خريداري گشت شده

 براث اضافه كرده و MRSشرايط استريل به محيط كشت 
  ساعت در72 تا 48 اين مجموعه را در شرايط بي هوازي

°C37 گرمخانه گذاري كرده و سپس از اين محيط كه 
حاوي باكتري هاي پروبيوتيك مي باشد بر روي پليت هاي 

 37 آگار كشت داده و بار ديگر پليت ها در  MRSحاوي
بدين ترتيب . گرمخانه گذاري شدند گراددرجه سانتي

ها تباكتري پروبيوتيك از حالت منجمد خارج و بر روي پلي
  منتقل شده و براي مصارف بعدي در يخچال نگهداري 

  . شوندمي
  
  
  
  

  طرح آزمايش -
مستقل فاكتور در اين پژوهش چگونگي تاثير چهار 

، تيمار حرارتي و افزايش اسيد  SNFتخمير دوگانه،(
 يباكتريهادر سه سطح بر رشد و بقاي ) آسكوربيك

. فت گرپروبيوتيك در ماست پروبيوتيك مورد بررسي قرار
در .  نشان داده شده اند1فاكتور ها و سطوح آنها در جدول 

هاي ممكن مورد بررسي قرار گيرد صورتي كه تمام آزمايش
براي كاهش اين تعداد .  آزمايش نياز خواهد بود81به 

آزمايش به تعداد معقولي از آزمايشات، از طرح عامل كسري 
از جداول با استفاده . و روش آماري تاگوچي استفاده شد

 9 تركيب متفاوت تعريف و در آرايه هاي متعامد 9تاگوچي، 
هر كدام از آرايه هاي .  چيده شد2گانه مطابق جدول 

ها مورد استفاده جدول با رعايت اصل تصادفي براي آزمايش
  .قرار گرفت و نتايج مربوط به آن اندازه گيري شد

  
  توليد ماست پروبيوتيك -

 پايه 9 ، 2يك برطبق جدول  براي توليد ماست پروبيوت
سپس . شامل سطوح مورد نظر براي هر آزمايش آماده شد

. هركدام از آزمايش ها مطابق دستور آزمايش انجام شد
   در دماي7 و4 ،1براي مثال تيمار حرارتي آزمايش هاي 

°C85در دماي 8  و5 ،2هاي آزمايش  و°C 72 و   
موارد . ذيرفت انجام پC 62° در دماي9  و6 ،3هاي آزمايش

تخمير دو مرحله اي و اضافه كردن اسيد آسكوربيك نيز به 
   .طور مشابه انجام پذيرفت

  
   فاكتورها و سطوح آنها–1جدول 

  

  زمان تلقيح پروبيوتيك  سطح

)h(  

  تيمار حرارتي

)C°(  

SNF 

(%)  

 مقداراسيدآسكوربيك

mg/l)(  

1  0  62  12 0 

2 1 72 14 50 

3 2 85 16 100 
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   آزمايش ها و آرايه هاي مربوط به آن– 2جدول 
  

No. تيمار حرارتي  زمان تلقيح پروبيوتيك  SNF  مقداراسيدآسكوربيك  

1 1  1  1  1  

2 1  2  2  2  

3 1  3  3  3  

4 2  1  2  3  

5 2  2  3  1  

6 2  3  1  2  

7 3  1  3  2  

8 3  2  1  3  

9 3  3  2  1  

  آزمون ميكروبي -
وبي براي شمارش ميكر. هر آزمايش سه بار تكرار شد

تعداد باكتري هاي پروبيوتيك، از روش رقت هاي متوالي 
 10 -8 از نمونه، تا رقت ml 1بنابراين از . استفاده شد
CFU/mlاز هركدام از اين رقت ها بر .  رقت تهيه شد

 كشت MRS-bileروي پليت ها و با استفاده از محيط 
 ساعت 48تعداد كلوني هاي بوجود آمده بعد از . انجام شد

 بر اساس استاندارد شماره C° 37نه گذاري در دمايگرمخا
 استاندارد ملي  ايران شمارش شد كه نتايج آن براي 7714

  .  مي باشد4 و 3روزهاي اول و بيستم مطابق جداول 
  

    pHاندازه گيري -
  تفاده ـ متر اسpH نمونه ها، از دستگاه pHبراي تعيين 

 از بافرهاي قبل از اين كار كاليبراسيون با استفاده. شد
در اين تحقيق .  انجام پذيرفت) =4pH و =7pH(استاندارد 

pHاندازه گيري شد كه  نمونه ها در روز اول و روز بيستم 
  . با يكديگر مقايسه شده است1 نموداردر 

  
  

  آزمون ارزيابي حسي -
براي ارزيابي حسي ماست پروبيوتيك بدست آمده از 

طبق .  استاندارد ملي ايران استفاده شد695د شماره استاندار
 و حداقل آن 50اين استاندارد حداكثر امتياز حاصل شده 

 نشان داده شده 5نتايج حاصل در جدول . صفر مي باشد
  .است

  
  بهينه سازي -

 همانطور كه اشاره شد برنامه آماري تاگوچي در آرايه
l9ري افزا، اساس طراحي آزمايشات و برنامه نرم

Qualitek-4  در . نيز براي تحليل داده ها استفاده شد
صورتي كه شرايط بهينه بدست آمده از نرم افزار در 

 گانه انجام شده نباشد، مي بايست يك بار 9هاي آزمايش
نمونه با شرايط پيشنهادي نرم افزار تهيه شود و سپس  ديگر

سقم شرايط  با شمارش باكتري هاي موجود در آن صحت و
از آنجا كه سه هدف متفاوت . نه بدست آمده بررسي شودبهي

سازي انجام پذيرفت مد نظر اين تحقيق بود، سه دفعه بهينه
  .كه به ترتيب بررسي مي شود
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    تعداد باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس در روز اول - 3جدول 
    

I H  G  F  E D C B A 107cfu/ml  

5/2  9/2  12  4/2  2/2  6/2  26/0  4/2  27/0  Sample1 

4/2  8/2  12  3/2  1/2  5/2  26/0  4/2  28/0  Sample2 

5/2  7/2  11  2/2  2/2  7/2  26/0  5/2  27/0  Sample3 

    
  تعداد باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس در روز بيستم -4جدول 

  

I H  G  F  E D C B A 106cfu/ml  

14/0  2  14  8/1  7/1  2/2  9/1  6/1  14/0  Sample1 

13/0  1/2  12  9/1  6/1  3/2  8/1  7/1  15/0  Sample2 

14/0  1/2  13  9/1  7/1  2/2  9/1  6/1  15/0  Sample3 
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   نمونه ها در روز اول و بيستمpH – 1نمودار 
  

   ميانگين نتايج ارزيابي حسي در اولين و آخرين روز- 5جدول 
  

9 8 7  6 5 4 3 2 1  Time / Samples  

46  5/37  5/37  5/38  46  5/39  5/39  5/41  48  First day 

28  0  5/23  0  5/31  5/23  0  28  5/38  Last day  
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  يافته ها
 هدف از اين بهينه سازي بدست آوردن بيشترين )الف

  باكتري پروبيوتيك در ماست توليد شده در روز اول 
.  آورده شده است6نتيجه بهينه سازي در جدول . مي باشد

اكتورها در اين بهينه سازي در همچنين درصد اهميت ف
ميزان باكتري پيشنهاد شده .  نشان داده شده است2نمودار 

CFU/ml 108از بهينه سازي  افزار پس توسط نرم
  ×88/1 

  كه پس از انجام آزمايش تاييدي مقدارباشد مي
CFU/ml 108 × 75/1كه درصد اختلاف  بدست مي آيد 

ر اين بهينه د. مي باشد كه قابل اغماض است% 6تنها 
سازي مشخص شد كه تخمير دو مرحله اي بيشترين تاثير 

  .را دارا مي باشد
هدف از اين بهينه سازي بدست آوردن بيشترين  )ب

  باكتري پروبيوتيك در ماست توليد شده در روز بيستم 
  .  آورده شده است6نتيجه بهينه سازي در جدول . باشدمي

بهينه سازي در همچنين درصد اهميت فاكتورها در اين 
 نتيجه بدست آمده حاكي از . نشان داده شده است3نمودار 

آن است كه براي شرايط بهينه، مي بايست از سطح دوم در 
  اول و از سطح دوم در فاكتور دوم و از سطحفاكتور 

  سوم در فاكتور سوم و از سطح دوم در فاكتور چهارم 
ابر  در ضمن مقدار بهينه سازي شده بر .استفاده نمود

CFU/ml 107 × 7/1با توجه به اينكه شرايط فوق .  است
، يك آزمايش وجود نداشتهاي انجام شده در ميان آزمايش

 كه نتيجه آن  شود بر اساس شرايط فوق انجام مييديگر
 اختلاف كمي با نتيجه بدست آمده از نرم افزار 8/1 × 107

  . درصد داراي خطا مي باشد5دارد و تنها در حدود 
ير افزودن اسيد آسكوربيك در زنده ماندن باكتري تاث

پروبيوتيك قابل توجه مي باشد كه با توجه به غير هوازي 
بودن اختياري باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس توجيه 

  .مي شود
  

مرحله ٢تخمير 
٣٨%

افزودن اسيد 
آسکوربيک

٣٥%

SNF
14%

تيمار 
حرارتی

١٣%

  
  

   اولزر تعداد باكتري پروبيوتيك در روبمقايسه تاثير درصد فاكتور ها  -2نمودار 
 

  
  

  بيستم ر تعداد باكتري پروبيوتيك در روزبمقايسه تاثير درصد فاكتور ها  -3نمودار 
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 و همكار مصطفي رفيعي مجد
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   درصد اهميت فاكتورها در بهينه سازي نهايي-4 نمودار
  

هدف از بهينه سازي كلي اين است كه شرايطي  )ج
 كه در آن ماست بدست آمده داراي بدست آورده مي شود

د باكتري در ابتدا و انتها و شرايط بهينه همزمان تعدا
براي اين كار از نرم . همچنين بهترين ارزيابي حسي باشد

 كه چند پاسخ همزمان را  شودافزار به گونه اي استفاده مي
 براي هر ،براي اين كار طبق دستور نرم افزار. بررسي كند

  ها درصد اهميت و نوع پاسخ مشخص كدام از پاسخ
د باكتري پروبيوتيك هدف اصلي به دليل آنكه تعدا. شودمي

 اين پروژه مي باشد درصد اهميت بيشتري به تعداد باكتري
ارزيابي حسي درصد اهميت . %)50( شوداختصاص داده مي

تيجه بهينه ن%). 25( نيز يكسان در نظر گرفته شد  pHو
اهميت درصد فاكتور ها نيز .  آمده است6سازي در جدول 

    .ست نشان داده شده ا4در نمودار 
  

  بحث
 همان طور كه مشاهده شد، در اين پروژه بهينه سازي 

در بهينه سازي . شدسه بار و براي اهداف متفاوتي انجام 
اول، هدف از بهينه سازي بدست آوردن تعداد بيشتري از 
باكتري پروبيوتيك در ابتداي توليد محصول بود كه نتايج 

 سازي آن حاكي از آن بود كه عنصر اصلي در اين بهينه
ترتيب تلقيح باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس در شير 

  باشد و كم اثرترين فاكتور نيز دماي تيمار حرارتيمي
   .باشدمي

در بهينه سازي دوم هدف از بهينه سازي، تعداد باكتري 
بود كه در اين بهينه ) بيستم( زنده پروبيوتيك در روز آخر

ثير را در مقدار سازي فاكتور اسيد اسكوربيك مهمترين تا
در سومين بهينه سازي كه يك بهينه . بهينه دارا مي باشد

سازي كلي بود، مقدار باكتري در ابتدا و انتها و همچنين 
 كه نتايج آن با شدشرايط شيميايي و فيزيكي بهينه سازي 

در اين بهينه سازي . دو بهينه سازي قبلي تفاوت داشت
ر شناخته شد اما اگرچه اسيد اسكوربيك موثرترين فاكتو

تيمار حرارتي نيز داراي اهميت بسزايي در نتيجه نهايي 
 خشك  كمترين مادهباشد و برعكس مورد دوم، درصد مي

  .تاثير را دارا مي باشد
  

  نتيجه گيري
از سه بهينه سازي فوق مي توان نتيجه گرفت كه براي 

 خوب و pHآنكه بتوان ماستي توليد كرد كه داراي طعم و 
 از افزايش تعداد باكتري صرف نظر كرد بايدباشد، مناسبي 

هدف دستيابي به ميزان بالاي باكتري و در صورتي كه 
        ).5نمودار (مناسب نخواهد بود ، مزه و طعم باشد

  

   بهينه سازي انجام شده3 سطوح بهينه هر فاكتور در - 6جدول 

Optimization Aim Fermentation 
(h) 

SNF  
)%(  

Thermal 
care(°C) 

Ascorbic 
acid (mg/l) 

 50 72 14 2 تعداد باكتري پروبيوتيك در روز اول 1

 50 72 16 1 تعداد باكتري پروبيوتيك در روز بيستم 2

 0 85 14 2 بهينه سازي كلي 3
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   سه هدف بهينه شده و اشتراك آنها با يكديگر- 5نمودار 

  
 پيشنهاد براي ادامه كار و استفاده از نتايج اين تحقيق،

مي شود كه ضمن استفاده از ساير سوش هاي پروبيوتيك و 
هاي محصول، از افزودني ديگري بررسي بقا و ويژگي

ها استفاده شود تا تاثيرات نامطلوب اسيد همانند قند
آسكوربيك را بر طعم بهبود ببخشد و علاوه برآن به عنوان 
 يك ماده غذايي مناسب براي باكتري هاي پروبيوتيك به

  .حساب آيد
  

  سپاسگزاري
از مسئولان مجتمع آزمايشگاهي دانشگاه آزاد اسلامي 
واحد علوم و تحقيقات كه شرايط انجام آزمايش ها را فراهم 
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