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  چکیده
تـرین محـدودیت در تولیـد    چنین تحت تاثیر شرایط اسیدي معده، مهـم هاي پروبیوتیک در طول فرآوري، نگهداري و هممانی باکتريکاهش زنده

مـانی  اعث افزایش زندهتواند بها در برابر شرایط نامساعد محیطی، میآیند. فناوري ریزپوشانی با محافظت از باکتريشمار میهاي پروبیوتیک بهفرآورده
منحنـی رشـد    .استفاده شد روتريلاکتوباسیلوسهاي پوسته و هسته، حاوي  منظور تولید میکروکپسولآوري بستر شناور، بهگردد. در این تحقیق از فن

بررسی  باشند.لولی از محیط کشت، میساعت پس از تلقیح وارد فاز ثابت رشد شده و آماده جداسازي توده س 18تا  16ها آمده نشان داد که باکتريبدست
گراد و در نسبت درجه سانتی 37دماي (%) در  مانی نسبی باکترياثرات دماي هواي ورودي و نسبت باکتري به قندها در فرمولاسیون، نشان داد که زنده

قبل و پس  ،هاي جذب شده در ماتریس هستهباکتري نسبیمانی . زندهدهدمیافزایش نشان   (P≤0/05)داريطور معنی) به10-10برابر قند و باکتري (
حجمـی) و آلژینـات سـدیم در     درصـد (وزنـی/   18و  17 ،16هاي شلاك در سه غلظـت  دهنده بستر شناور با محلولدستگاه پوششدر دهی از پوشش

دهی شده با محلـول  بی باکتري (%) پوششمانی نسزنده .نشان نداد ، (P≤0/05) داريکاهش معنیحجمی)،  درصد (وزنی/ 5/1و  1، 5/0هاي غلظت
 داريطـور معنـی  ، بـه pH=2بـا   سـازي شـده معـده   ساعت در شرایط شبیه 1از طی دوره زمانی  پسحجمی)  درصد (وزنی/ 1آلژینات سدیم با غلظت 

(P≤0/05)  هاي دیگر افزایش نشان داد. نسبت به پوشش  
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    1 مقدمه
با افزایش سطح آگاهی جامعه نسـبت بـه نقـش تغذیـه در ارتقـا      

سـت.  ایافته  سلامت، تقاضا براي مصرف غذاهاي فراسودمند افزایش
، 2014در سـال   پروبیوتیـک هـاي  گردش مالی بازار جهانی فـرآورده 

نشـان   درصـد  7اي بـالغ بـر   شد سـالیانه رمیلیارد دلار بود که  6/32
اي هـاي زنـده  ها میکروارگانیسـم پروبیوتیک.  (Reid, 2015)دهدمی

اثـرات  ، هستند که در غلظت مناسب با تعـدیل فلـور میکروبـی روده   
ها، کنند. در بین پروبیوتیکبخشی را بر روي میزبان اعمال میسلامت
 لاکتوباسیلوس هايونهکننده لاکتیک اسید شامل گهاي تولیدباکتري

هـاي  بـاکتري . قـرار دارنـد   بیفیدوباکتر، بیش از همـه مـورد توجـه   و 
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صورت زنده و بخش خود، باید بهپروبیوتیک براي ایجاد اثرات سلامت
به روده انتقـال یابنـد کـه      CFU/gr( 610-710( فعال به تعداد کافی

معـده و در  هـا در هنگـام عبـور از    معمولا تعداد زیادي از این باکتري
هاي صـفراوي از بـین   مواجهه با شرایط اسیدي و غلظت بالاي نمک

، رهـایش منظـور کنتـرل   تـوان بـه  روند. از فناوري ریزپوشانی میمی
ها در حین عبـور از  چنین حفظ ساختار باکتريو هم مانیافزایش زنده

معده و قبل از انحلال در روده استفاده نمود. در روش رایج ریزپوشانی، 
از ترکیبات طبیعی همانند ماتریس هاي پروبیوتیک در یک ژلاکتريب

گردد. محـدودیت اصـلی ایـن    آلژینات، ژلان و کاراگینان محصور می
عـدم سـهولت بکـارگیري     چنینهمها و روش، پایداري پایین باکتري

هـاي  ویژه در ظرفیـت هاي غذایی بهها در فرمولاسیونمیکروکپسول
اي کـه بـا اسـتفاده از    هـاي شیشـه  مـاتریس باشـد.  بالاي تولید مـی 

بسـتر شـناور   یا کردن پاششی، انجمادي و هایی مانند خشکفناوري
هـا  مـاتریس تواننـد جـایگزین مناسـبی بـراي ژل    آیند، میبدست می

شل و   (Semyonov et al., 2010; Stephan et al., 2007).باشند
 ـ) از شلاك و پروتئین آب2014بیرمن ( راي ریزپوشـانی  پنیر شیرین ب

 ایع غذایی ایراننشریه پژوهشهاي علوم و صن
 844- 857، ص.1396دي  -، آذر5، شماره 13جلد 

Iranian Food Science and Technology 
Research Journal  

Vol. 13, No. 5, Dec- Jan 2018, p. 844-857 
 



  845     ... 1 در تهیه نان پروبیوتیک بخش روتريلاکتوباسیلوسبکارگیري 

دهنده بستر شناور استفاده و با استفاده از پوشش روتريلاکتوباسیلوس
نشان دادند که ریزپوشانی با ترکیبات مورداستفاده منجر بـه افـزایش   

گـردد.  سازي شده معده میها در شرایط شبیهمانی نسبی باکتريزنده
بار با یک را روتريلاکتوباسیلوس)، باکتري 2010استامر و همکاران (

محلول شلاك و گلیسرول و بار دیگر با محلـول شـلاك و آلژینـات    
دهنده درصد و با استفاده از دستگاه پوشش 5و  95هاي سدیم با نسبت

مانی نسبی باکتري پـس از طـی دوره   بستر شناور، ریزپوشانی و زنده
مانی نسبی کردند. زندهسازي شده معده، بررسیزمانی در شرایط شبیه

سازي شده اسید معده، تري پس از طی دوره زمانی در محیط شبیهباک
 41ترتیـب  آلژینات سدیم، به -گلیسرول و شلاك -با محلول شلاك

ــود. د 14/0درصــد و  ــدل و همکــاران (رصــد ب ــاکتري 2006مان )، ب
 4و 3، 2هاي مختلفـی از آلژینـات (  را در غلظت کازئیلاکتوباسیلوس

مانی باکتري را پـس از  شانی و زندهدرصد) به روش امولسیون، ریزپو
سـازي شـده معـده    سـاعت) در شـرایط شـبیه    3-1طی دوره زمانی (

کردند. نتایج بررسی نشان داد که افزایش غلظت آلژینات منجر بررسی
گـردد. لـی و هیـو    مانی باکتري ریزپوشانی شـده مـی  به افزایش زنده

ــاکتري 2000( ــدوباکتریوم)، ب ــا لانگــومبیفی ــا آلژین ــدیم در را ب ت س
کردند. نتایج درصد با روش امولسیون، ریزپوشانی 4و  3، 2هاي غلظت

این تحقیق نشان داد که با افزایش غلظت آلژینات سدیم و اندازه قطر 
مانی باکتري پس از طی دوره زمانی در شـرایط  ها، زندهمیکروکپسول

)، 2007یابـد. گـراف و همکـاران (   سازي شده معده، افزایش میشبیه
 درصـد  2را با آلژینات سدیم با غلظت  بولارديساکارومایسسمخمر 
مانی حجمی) به روش امولسیون ریزپوشانی کردند. میزان زنده (وزنی/

سـاعت در شـرایط اسـیدي بـا      1باکتري پـس از طـی دوره زمـانی    
2/1=pH   2010سـابیخی و همکـاران (  درصـد بـود.    3/13برابر با ،(

 4را با آلژینات سدیم بـا غلظـت    یلوساسیدوفلاکتوباسیلوسباکتري 
 (وزنـی/  درصـد  2حجمی) و نشاسته ذرت بـا غلظـت    (وزنی/ درصد

مانی باکتري حجمی) به روش امولسیون ریزپوشانی کردند. میزان زنده
هاي سازي شده معده در نمونهپس از طی دوره زمانی در شرایط شبیه

سیکل  94/4هد سیکل لگاریتمی و در نمونه شا 71/1شده ریزپوشانی
ــاران (   ــلتانا و همک ــت. س ــاهش یاف ــاریتمی، ک ــاکتري 2000لگ )، ب

 درصـد  2را با آلژینات سـدیم بـا غلظـت     اسیدوفیلوسلاکتوباسیلوس
بیوتیـک) بـه   نشاسته ذرت (ترکیـب پـري   درصد 2حجمی) و  (وزنی/

مانی باکتري پس از طی کردند. میزان زندهروش امولسیون ریزپوشانی
سیکل لگاریتمی  pH  ،5=2عت در شرایط اسیدي با سا 3دوره زمانی 

 یافت. کاهش
ــق،   ــن تحقی ــام ای ــدف از انج ــنه ــابی ف ــانی آوريارزی       ریزپوش

 بـر دو پوشش آلژینات سـدیم و شـلاك،   پوسته با استفاده از  -هسته
سـازي شـده   در شرایط شـبیه  روتريلاکتوباسیلوسمانی باکتري زنده

  باشد.می ربه روش بسترشناو) pH= 2معده (
  

  هامواد و روش
 مــواد مــورد اســتفاده در ایــن تحقیــق شــامل مالتودکســترین  

(5n+1)O(10n+2)H6nC  6 سوربیتولوO14H6C )3=DE آلژینات سدیم ،(
7NaO9H6C   آلـدریچ (آلمـان)، کلریـد     -و پپسین از شـرکت سـیگما

چرخ از شرکت مرك (آلمان)، پس سدیم، اسید کلریدریک و پودر شیر
از شــرکت آکواگلــد (آلمــان)، میکروکریســتالین 11O50H30Cشــلاك 

سـی بیـوپلیمر   اماز شـرکت اف  )n)5O10H6(C )20-Avicel ph سلولز
آگار و براث از شـرکت تیتـان بیوتـک     MRS(بلژیک)، محیط کشت 

سرم رینگر و محلول کلرید سدیم از شـرکت داروسـازي   )، هندوستان(
) PTCC -1655( تــريرولاکتوباســیلوسثــامن (ایــران) و بــاکتري 

 هاي صـنعتی اي میکروارگانیسممرکز منطقهورت کشت زنده، از صبه
  دند. ش(ایران) تهیه 

 
  منحنی رشدتعیین 
، جـذب  روتريلاکتوباسیلوسمنظور رسم منحنی رشد باکتري به

نانومتر در طول مدت کشت در مقایسـه بـا    600نوري در طول موج 
 25رلنـد در اسـپکتروفتومتر  فامحیط کشت اولیه بر اساس جدول مک

UV/VIS) Prekin(کشـت زنـده    .خوانده شد ، ایالات متحده آمریکا
لیتر محیط کشت میلی 100گرم به  1به میزان  روتريلاکتوباسیلوس

MRS   درجـه   37سـاعت در دمـاي    24-18براث افزوده و به مـدت
هـاي  تکثیر سلولی با واکشـت سـلول   گذاري شد.گراد گرمخانهسانتی
 1000کـالچر در  لیتـر پـري  میلی 100درصد ( 10به میزان  شدهفعال
 48-36براث) انجام شد و به مدت   MRSلیتر محیط کشت تازه میلی

 Sinha et).گذاري شد گراد گرمخانهدرجه سانتی 37ساعت در دماي 
al., 2001) چرخ براي کاهش آسیب برودتـی بـه   از محلول شیر پس

چرخ بـه میـزان   شد. پودر شیر پس ستفادهها در مرحله انجماد، اسلول
دقیقه در  5حجمی) به آب مقطر افزوده و به مدت  درصد (وزنی/ 10

 Meng et).گراد، اسـتریل شـد  درجه سانتی 121اتوکلاو و در دماي 
al., 2007)   محیط کشت حاوي توده سلولی با استفاده از سانتریفوژ

دور در دقیقه  5000، آلمان) در سرعت (Beckman J2-21دار یخچال
نشـین شـده از محـیط    دقیقه سانتریفوژ و توده سلولی تـه  5به مدت 

محیط  شد. چرخ در شرایط استریل، به آن افزودهکشت جدا و شیر پس
درجـه   -18ساعت در فریـزر و در دمـاي    12ها به مدت حاوي سلول

 ،(Haube,300MWکـن انجمـادي   گراد منجمـد و در خشـک  سانتی
ساعت خشـک   48گراد و به مدت درجه سانتی -20ماي آلمان)، در د

  (Marinescu et al.,2012).شد 
  

  دهنده بستر شناورطراحی و ساخت دستگاه پوشش
مـدل ورســتر  دهنــده بسـتر شـناور بــا الهـام از    دسـتگاه پوشـش  

(Würster,1959) دهنده ستون عمودي پوشش .)1شد (شکل ساخته
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اي از جـنس  ي شیشـه الولـه باشـد، بخـش اول   شامل سه بخش مـی 
متر و ارتفاع بخش میلی 300متر و ارتفاع میلی 80کربنات به قطر پلی

 80باشد. بخش متصل به لوله اول داراي قطر متر میمیلی 150دوم، 
درجه بوده و  15متر بوده و سطح داخلی لوله داراي شیب ملایم میلی

ل بخـش  رسد. طومتر میمیلی 100عرض لوله در انتهاي این بخش، 
) در مسیر 19متر است که در انتهاي این بخش فیلتر (میلی 750سوم 

اي) اول (لوله شیشـه  گیرد. در بخشهواي خروجی از دستگاه قرار می
کنند و هنگامی کـه  ذرات با سرعت به سمت بالاي ستون حرکت می

رسند، سرعت جریان هوا کـاهش یافتـه و   به قسمت دوم دستگاه می
امه حرکت بالارونده خـود نبـوده و از نـواحی کنـاري     ذرات قادر به اد

کنند و به این ترتیب ذرات در سـتون  داخل ستون به پایین سقوط می
و قطر  150) به ارتفاع 8لوله میانی (). 9مانند (دستگاه، شناور باقی می

) در وسط استوانه، قرار گرفتـه  7متر در بالاي نازل پاششی (میلی 40

) قـرار گرفتـه   6اي مشبک (در کف ستون دستگاه، صفحه شده است.
گیرد. روي آن قرار می(میکروکریستالین سلولز)  MCCاست که پودر 

تـر  تـر و در اطـراف کوچـک   هاي صـفحه در مرکـز بـزرگ   قطر روزنه
) 1دهـی جریـان هـواي خروجـی از فـن (     باشد، که باعـث جهـت  می

)BG.903.NMBگاه (لوله میانی) ، چین) و ذرات به سمت مرکز دست
شود. در اطراف ستون و با فاصله گرفتن از مرکز، سـرعت جریـان   می

یافته و امکان برگشت براي پودرهـاي شـناور در بـالاي     هوا کاهش
کننـد را  دستگاه که بر اثر کاهش فشار به سمت پـایین حرکـت مـی   

) با تعبیه یـک شـیر   14کند. دبی محلول پوششی ورودي (فراهم می
) در مسـیر  psi 6000 ) (شـیر اسـتیل فشـار قـوي،    16( انکنترل جری

، آلمـان) تنظـیم و بـه    Heidolph) (15خروجی پمـپ پریسـتالتیک (  
صبا، ایران)، فشار لازم بـراي   ()10کمک جریان هواي کمپرسور باد (

    ) فراهم گردید.17کردن محلول پوششی (اتمایزه

  
  وردهنده بستر شنانماي شماتیک دستگاه پوشش - 1شکل 

شیر کنترل  -11کمپرسور -10مسیر حرکت ذرات - 9لوله میانی دستگاه  -8نازل  -7صفحه پخش هواي ورودي  -6فشارسنج  -5ترمومتر دیجیتال  -4دیمر  - 3هیتر  - 2فن  - 1
     دمنده - 18یزه و محلول پوششی جریان هواي اتما-17شیر کنترل جریان  -16پمپ پریستالتیک  -15محلول پوششی  -14فشارسنج  -13خشک کن هواي خروجی  -12

  فیلتر هواي خروجی -19
 
 هسته کننده حرارتیمحافظت قندي محلول سازيآماده

گراد حرارت داده شد و پس از درجه سانتی 93سرم رینگر تا دماي 
و با نسبت برابر  DE= 3افزودن قندهاي سوربیتول و مالتودکسترین با 

ــی، در غلظــت ــاي م درهــاي تحــت بررس ــده و دم ــک ش حــیط خن
در شرایط استریل به آن افزوده شدند. محلول  شدههاي خشکباکتري

درجه  37اي درب بسته استریل و در انکوباتور با دماي در ظرف شیشه
  (Semyonove et al.,2014). گراد نگهداري شدسانتی

  MCC پودر روي بر باکتري جذب
هوا با فشار دهنده درجریان در بستر پوشش MCCگرم از پودر  5
لیتر از محلول حاوي باکتري و قنـد بـا   میلی 5بار شناور و میلی 150

حجمی)، پاشیده شد. پس از مرحلـه جـذب،    درصد (وزنی/ 20غلظت 
 Semyonove et).  (%) در پودر سنجیده شد مانی نسبی باکتريزنده

al.,2014)    
  
 

١١ 
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 پروبیوتیک محلول در زنده هايسلول شمارش
بـا  ) CFU/ml(زنـده در سوسپانسـیون اولیـه     يهاسلول شمارش

لیتر از محلول پروبیوتیک میلی 5/0روش کشت سطحی سنجیده شد. 
درصـد   9/0بار نمونه در سرم فیزیولـوژي   10و قند و باکتري برداشته
میکرولیتـر از   100د. مقدارشلیتر رقیق میلی 5/4کلریدسدیم به حجم 

سطح پلیـت حـاوي محـیط    و روي برداشته 10تا  7هاي سریال رقت
ساعت در دمـاي   48آگار در سه تکرار کشت و به مدت  MRSکشت 

تـا   20هـایی حـاوي   گذاري شد. نمونهگراد، گرمخانهدرجه سانتی 37
  Semyonove et al.,2014).(شد  شمارش )CFU/ml( کلونی 350

 
 محلول جذب از پس MCC پودر در زنده هايسلول شمارش

   باکتري
(پس از مرحله جذب)، در دماي محـیط و   MCCدر گرم از پو5/0

لیتـر محلـول اسـتریل    میلـی  5/4در شرایط استریل در فالکون حاوي 
دور در  450گیري و در شیکر بـا سـرعت   درصد، آب 9/0کلریدسدیم 

زنـده   هـاي سـلول  شـد. شـمارش   دقیقـه مخلـوط   60دقیقه به مدت 
)CFU/ml نسـبی  مـانی  ) به روش کشت سطحی، سنجیده شد. زنـده

هاي زنده در محلـول پروبیوتیـک   از نسبت تعداد سلول (%)ها باکتري
 پس از جذب بدست آمد MCCهاي زنده در پودر اولیه به تعداد سلول

.(Semyonove et al.,2014)  
  

 قـدرت  بـر  محلـول ورودي  در بـاکتري  اثرات غلظت بررسی
 باکتري مانیزنده

شـامل پـودر    حجمی)، درصد (وزنی/ 20محلول ورودي با غلظت
و نسـبت برابـر    روتـري  لاکتوباسیلوسخشک شده انجمادي باکتري 

هـاي  تهیه شد. نسـبت  DE=3 قندهاي سوربیتول و مالتودکسترین با
آورده شده است. هر محلـول   2تحت بررسی باکتري و قند در جدول 

لیتر بر دقیقه بر روي میلی 25/0صورت مجزا در سه تکرار با سرعت به
 150، شناور در بستر دستگاه با فشار هواي ورودي MCCگرم پودر  5

گراد پاشـیده شـد. آزمـون شـمارش     درجه سانتی 37بار و دماي میلی
هاي زنده در محلول پروبیوتیک اولیه، قبـل و پـس از جـذب    باکتري

  ، انجام شد.MCCروي پودر 
  

مـانی نسـبی   زنـده  بر دماي هواي شناورسازي بررسی اثرات
 باکتري

درصد باکتري و قند (با نسبت برابر) آماده و  20غلظت محلول با 
لیتـر از  میلـی  5گراد، هـر بـار   درجه سانتی 62و 47، 37در سه دماي 

گرم پودر  5لیتر بر دقیقه بر روي میلی 25/0محلول با سرعت جریان 
MCC  بار، میلی 150شناور در بستر دستگاه با فشار هواي شناورسازي

هاي زنده در محلول . آزمون شمارش باکتريدر سه تکرار پاشیده شد
شد. دماي جریان  پروبیوتیک اولیه، قبل و پس از مرحله جذب، انجام

(%) در پودر،  مانی نسبی باکتريهواي ورودي با بیشترین میزان زنده
سازي هاي بهینهعنوان دماي بهینه، انتخاب شد. بعد از انجام آزمونبه

ول پروبیوتیـک اولیـه، سـرعت جریـان     (غلظت باکتري و قند در محل
محلول ورودي، میزان فشـار هـواي خروجـی پمـپ و دمـاي هـواي       
شناورسازي در مرحله جذب محلـول بـاکتري و قنـد بـر روي پـودر      

MCC  محلول باکتري در شرایط بهینه، جذب پـودر ،(MCC   شـد و
  دهی بر روي این پودر انجام شد.مراحل پوشش

 
 ـاثرات ریزپوشانی بر زنـده   شـرایط  در انی نسـبی بـاکتري  م

 معده سازي شدهشبیه
در سـه  با محلول شـلاك   MCCشده بر روي جذب هايباکتري

در و آلژینـات سـدیم   حجمـی)   درصـد (وزنـی/   18و  17 ،16غلظت 
حجمـی) در شـرایط بهینـه     درصد (وزنـی/  5/1و  1، 5/0هاي غلظت
ي هـا دهی شدند. غلظت بـاکتري آمده در مرحله جذب، پوششبدست 

دهی شده و پس از طی دوره زمانی در شرایط زنده (%) در پودر پوشش
سازي شده معده، تعیین و غلظت بهینه در ریزپوشانی با شلاك و شبیه

و با هـم  مانی نسبی (%)  تعیینآلژینات سدیم بر اساس بیشترین زنده
  بدست آمد. مقایسه و در نهایت پوشش بهینه براي ریزپوشانی باکتري

 
     معده   ازي شرایط اسیدي سشبیه
بـه  درصد مخلـوط و  5/0گرم پپسین با محلول کلرید سدیم  2/3

شـد.   رسانیده 5/1 ±5/0آن به   pHمولار1/0وسیله اسید کلریدریک 
دقیقـه در   15محلول اسیدي به حجم یک لیتر رسـانیده و بـه مـدت    

   (Sanjay et al., 2007).گراد استریل شددرجه سانتی 121دماي 
 

سـازي شـده   شبیه شرایط در باکتري مقاومت میزان نجشس
 معده

شـده بـه شـرایط    هـاي ریزپوشـانی  براي ارزیابی مقاومت باکتري
 5/4ها در فـالکون اسـتریل حـاوي    گرم از میکروکپسول5/0اسیدي، 

 گـراد بـه  سانتیدرجه 37در دماي و ورلیتر محلول اسیدي، غوطهمیلی
هـا،  منظـور جداسـازي بـاکتري   شد. به گذاريساعت، گرمخانه2 مدت

دقیقـه، انجـام    10به مدت  دور در دقیقه 10000سانتریفوژ با سرعت 
لیتر از محلول رویی برداشته و پس از تهیه سریال رقت، میلی5/0شد. 

سـپس رسـوب    آگار انجام شـد.  MRSکشت سطحی بر روي محیط 
اي در له شیشهشده در پایین فالکون) توسط مینشینحاصل از پودر، (ته
 ور گشت، پس از آنزده و دوباره در محلول غوطهشرایط استریل، هم

سـاعت بـراي آزاد    1دور در دقیقه، به مـدت   450 با سرعتدر شیکر 
ها بـه روش ذکـر   سازي بیشتر باکتري قرار داده شد. شمارش باکتري

هـــاي زنـــده گرفـــت. شـــمارش کـــل بـــاکتري شـــده صـــورت
هاي شناور بر روي سطح محلول باکتري روتري شامل،لاکتوباسیلوس

ــده کــه از کپســولو بــاکتري ــد، مــیهــا آزاد شــدههــاي زن  باشــدان
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.(Semyonove et al.,2014)  
  

هـا بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ     مشاهده مورفولوژي باکتري
  الکترونی 

طرفه بـر روي صـفحه مخصـوص     وسیله چسب دوها بهکپسول
دهـی شـد.   وسـیله طـلا پوشـش   هدقیقه ب 2دستگاه تثبیت و به مدت 

،  (Mira,Tescanها بوسیله میکروسـکوپ الکترونـی  مشاهده کپسول
  پذیرفت. کیلوولت انجام 7، با تابش الکترونی )انگلستان

  
  شلاك پوشش
 18و  17، 16هـاي  لیتر محلول آبی شـلاك بـا غلظـت   میلی 15

درصـد   5درصد محلـول شـلاك و    95حجمی)، شامل  درصد (وزنی/
 300سایزر) آماده و با فشار هـواي خروجـی پمـپ    (پلاستیگلیسرول 

لیتـر بـر   میلـی  25/0گراد با سرعت درجه سانتی 37بار در دماي میلی
حامل باکتري) که  MCCهاي مرحله قبل (پودر دقیقه بر روي گرانول

شد. آزمایشات در هر یک  اند، پاشیدهبار شناور شدهمیلی 150با فشار 
صورت جداگانه و در سـه تکـرار انجـام    رسی بههاي تحت براز غلظت

) در پودر CFU/mlهاي زنده (شدند. پس از هر مرحله، غلظت باکتري
) پس از طی CFU/mlهاي زنده (دهی شده و  غلظت باکتريپوشش

شده معده، محاسـبه شـد و غلظـت    سازيدوره زمانی در شرایط شبیه
نی نسبی باکتري مابهینه براي پوشش شلاك بر اساس بیشترین زنده

سازي شده معده، تعیـین و  (%) پس از طی دوره زمانی درشرایط شبیه
با هم مقایسه شدند و در نهایت بهترین غلظت براي پوشش شـلاك  

   (Stummer et al.,2010).شدتعیین 
  

  سدیم آلژینات پوشش
و  1، 5/0هاي لیتر محلول آبی از آلژینات سدیم با غلظتمیلی 15

شد. ایـن محلـول بـا فشـار هـواي      حجمی) آماده  نی/درصد (وز 5/1
گراد بـا سـرعت   درجه سانتی 37بار در دماي میلی 300خروجی پمپ 

 MCCهاي مرحله قبل (پودر لیتر بر دقیقه بر روي گرانولمیلی 25/0
انـد، پاشـیده   بار شناور شدهمیلی 150حامل باکتري) که با فشار هواي

صـورت  هـاي تحـت بررسـی بـه    شد. آزمایشات در هر یک از غلظت
سـه تکـرار انجـام شـدند. بعـد از هـر مرحلـه، غلظـت          جداگانه و در

) و غلظـت  CFU/ml( دهـی شـده  هاي زنده در پودر پوشـش باکتري
) پـس از طـی دوره زمـانی در شـرایط     CFU/mlهاي زنـده ( باکتري

سازي شده معده، محاسبه شـد و غلظـت بهینـه بـراي پوشـش      شبیه
مانی نسبی باکتري (%) پس از ساس بیشترین زندهآلژینات سدیم بر ا

شـده معـده، تعیـین و بـا هـم       سازيطی دوره زمانی در شرایط شبیه
مقایسه شدند و در نهایت بهترین غلظت براي پوشش آلژینات سـدیم  

  et al., 2010) .(Michaelبدست آمد 
  

  هاتجزیه و تحلیل آماري داده
 وش تجزیـه واریـانس  ، بـه ر هـاي تحقیـق  یافتهتجزیه و تحلیل 

  SPSS افـزار ) و با اسـتفاده از نـرم   (One way ANOVAیکطرفه 
اي دانکن، انجام ها با آزمون چنددامنه) و مقایسه میانگین21(ویرایش

  شدند.
  

 نتایج و بحث

 روتريلاکتوباسیلوس باکتري رشد منحنی
ها در زمان ورود به فاز ثابت (پایان مرحله رشد لگاریتمی)، باکتري

هــاي محیطــی بــوده کــه داراي بــالاترین مقاومــت در برابــر تــنش
باشد ترین زمان براي جداسازي توده سلولی از محیط کشت میمناسب

Meng et al., 2007) روتـري  لاکتوباسـیلوس ). منحنی رشد باکتري
ساعت اولیه در فاز  4داد که باکتري در  )، نشان2(شکل بدست آمده 

ساعت پنجم شروع به رشـد لگـاریتمی    تاخیري بوده (بخش اول)، از
وارد فاز ثابـت رشـد (بخـش     18 -16کرده (بخش دوم) و از ساعت 

ساعت پس از تلقـیح   18تا  16شود که بر این اساس، زمان سوم) می
کردن انجمـادي  براي جداسازي توده سلولی از محیط کشت و خشک

 وتري رلاکتوباسیلوس)، منحنی رشد باکتري 2008بدست آمد. بایان (
(DPC16)  در محیط کشت راMRS گـذاري  آگار در دماي گرمخانه

داد که باکتري بـه  گراد، تعیین نمود. نتایج وي نشاندرجه سانتی 37
ساعت اولیه در فاز تاخیري بوده و سپس وارد فـاز رشـد    10-8مدت 

شود. ولفگنک و ساعت، وارد فاز ثابت رشد می 16-14شده و پس از 
ــاران ( ــاکتري  )، 2000همک ــی رشــد ب ــیلوسمنحن ــري لاکتوباس روت
(SD2112) را در محیط کشتMRS  گذاري آگار در دماي گرمخانه

 18-16گراد، تعیین و نشان دادند که باکتري، پس از درجه سانتی 35
)، منحنی 2012شود. واگنر و همکاران (ساعت وارد فاز ثابت رشد می

 MRSر محیط کشترا د )RC-14( روتريلاکتوباسیلوسرشد باکتري 
 گراد، تعیین و نشاندرجه سانتی 37گذاري آگار و در دماي گرمخانه 

شود. ساعت، وارد فاز ثابت رشد می 16تا  14دادند که باکتري، پس از 
نتایج بدست آمده در تحقیقات پیشین، با نتایج این تحقیق همخوانی 

ی و شود مربوط به شـرایط محیط ـ دارد، تفاوت اندکی که مشاهده می
باشد که بر سـرعت  بودن نوع سویه باکتري مورد آزمایش میمتفاوت

  .)Kahm, 2010رشد تاثیرگذار هستند (
  

 نسـبی  مـانی زنده بر باکتري و قند مختلف هاينسبت بررسی
  MCC پودر روي بر جذب از پس باکتري (%)

هدف از این بخش از آزمایشات تعیین نسبت بهینه قند (مالتودکسترین 
بیشـترین  اي کـه  گونـه به) 1یتول) و باکتري در محلول اولیه (جدول و سورب

طور مانی نسبی (%) پس از جذب بر روي پودر، حاصل شود. همانمیزان زنده
مانی نسبی باکتري (%) پس از جـذب  شود، زندهمشاهده می 3که در شکل 
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      در محلول پروبیوتیک اولیـه بـا نسـبت برابـر قنـد و بـاکتري       MCCروي 
دو نسبت دیگر افزایش در مقایسه با  (P≤0/05) داري طور معنیه) ب10-10(

)، بـه علـت ایجـاد    6– 14نشان داد. محلول با نسبت بالاتر قند به باکتري (
 دارفشار اسمزي بالاتر در محلول پروبیوتیک اولیه، منجر به کـاهش معنـی  

(P≤0/05)  هاي زنـده ( در غلظت باکتريCFU/ml  ر ) پـس از جـذب، د
       تـر قنـد بـه بـاکتري    مقایسه با دو نسبت دیگر شد. محلول با نسبت پـایین 

در مقایسه به محلول پروبیوتیک با نسبت مساوي قند و بـاکتري  )، 12 –8(
پـس از جـذب   ) CFU/mlهاي زنده (در غلظت باکتريداري کاهش معنی

قنـد قـدرت    درصـد  8نشان داد. که این امر بیانگر ایـن اسـت کـه غلظـت     
کنندگی مناسبی براي باکتري پروبیوتیک در مرحله جـذب فـراهم   حافظتم

در نسبت برابر قند و ) CFU/mlهاي زنده (غلظت باکتريکند. بیشینه نمی
عنـوان غلظـت بهینـه قنـد و بـاکتري در      ) بدست آمد و به10-10باکتري (

 )، اثرات نسبت2014سمیونو و همکاران ( محلول پروبیوتیک اولیه تعیین شد.
) 12 -8و  6 -14قند (مالتودکسترین وتره هالوز با نسبت برابر) به باکتري (

دهنده بستر با دستگاه پوشش پاراکازئیلاکتوباسیلوسدر ریزپوشانی باکتري 
در  MCCمانی نسبی باکتري پـس از جـذب بـر روي پـودر     شناور، بر زنده

در   (P≤0/05) داريگراد بررسی نمودند. تفاوت معنیدرجه سانتی 47دماي 
هاي تحـت بررسـی در   مانی باکتري در محلول ورودي در نسبتمیزان زنده

مانی باکتري بعد دقیقه، مشاهده نشد. ولی میزان زنده 40دهی زمان پوشش
)، 12 -8و در نسبت ( درصد 25)، 6 -14دهی در نسبت (دقیقه پوشش 90از 
تر قند به بـاکتري،  بود. نتایج این تحقیق نشان داد که نسبت بالا درصد 35

آمـده در ایـن تحقیـق    شود که با نتایج بدستمانی میمنجر به کاهش زنده
 بیفیدومبیفیدوباکتریوم)، باکتري 2012همخوانی داشت. کارلیس و همکاران (

کن پاششی، در چرخ، اینولین و الیگو فروکتوز با دستگاه خشکرا با شیر پس
گراد ریزپوشانی نمودند. ه سانتیدرج 55 ±3و خروجی 150± 2دماي ورودي 

مانی باکتري داري در میزان زندهدر نسبت برابر قند به باکتري، کاهش معنی
گراد دیده نشد. نتـایج  درجه سانتی 4روز در دماي  180طی دوره نگهداري 

این تحقیق نشان داد کـه نسـبت برابـر قنـد بـه بـاکتري بیشـترین تـاثیر         
 ـ محافظت هـاي مختلـف   )، اثـرات نسـبت  2011ک (کننـدگی را دارد. کارتی

ــاکتري   ــانی بــ ــاکتري در ریزپوشــ ــه بــ ــترین بــ ــايمالتودکســ             هــ
 بـه روش خشـک   رامنوسـوس لاکتوباسـیلوس و  اسیدوفیلوسلاکتوباسیلوس

مـانی  کردند. زنـده ها (%) را بررسیمانی نسبی باکتريکردن پاششی بر زنده
در نسـبت  درصد،  65/53)، 1 -2ها در نسبت قند به باکتري (نسبی باکتري

شـد. نتـایج ایـن     حاصل درصد 84و در نسبت برابر،  درصد 39/70)، 2 -3(
مانی نسـبی  ) قند و باکتري، بالاترین زنده1 -1داد که نسبت (تحقیق نشان

نمایـد. سـان تریوارانگـا و همکـاران     هاي تحت بررسی را تامین میباکتري
 لاکتوباسیلوس هلوتیکوسلول باکتري )، اثر افزودن سوربیتول به مح 2007(

کردن تحت خلا را با نمونه شـاهد،  مانی نسبی باکتري پس از خشکبر زنده
سوربیتول نسـبت   درصد 1مانی نسبی باکتري، همراه با مقایسه نمودند. زنده

)، اثـرات   2014داري نشان داد. شل و بیرمن (به نمونه شاهد، افزایش معنی
ــوربیتو  ــدهاي س ــزودن قن ــاکتري  اف ــانی ب ــترین در ریزپوش ل و مالتودکس

مانی نسبی دهنده بستر شناور بر زندهبا دستگاه پوشش روتريلاکتوباسیلوس
مـانی نســبی بـاکتري در هنگــام افــزودن   بـاکتري، بررســی نمودنـد. زنــده  

و در نمونـه شـاهد،    درصـد  98/11، سوربیتول درصد 66/16مالتودکسترین 

  .بود درصد 36/9
  

 بـر  شناورسـازي  هـواي  تحـت بررسـی   اهايدم اثر بررسی
 MCC پودر روي جذب از پس باکتري (%) مانی نسبیزنده

تحت  دماهاي اثرات بررسیهدف از انجام این بخش از آزمایشات 
جذب  از پس باکتري (%) مانی نسبیزنده بر شناورسازي بررسی هواي

ه طور که ملاحظهمانباشد. و تعیین دماي بهینه می MCCپودر  روي
پس از جذب  )CFU/mlهاي زنده (غلظت باکتري)، 4شود (شکل می

 37در محلول پروبیوتیـک اولیـه در دمـاي ورودي     MCCروي پودر 
داري نسبت به دو دماي دیگـر افـزایش   طور معنیگراد بهدرجه سانتی

 ـ  می نشان درجـه   37دسـت آمـده، دمـاي    هدهد. با توجه بـه نتـایج ب
مناسب براي شناورسازي تعیـین و عوامـل   عنوان دماي گراد بهسانتی

دیگر شامل فشار هواي خروجی پمپ و سرعت جریان محلول ورودي، 
شدن پودر انتخاب شـد.  متناسب با این دما جهت جلوگیري از آگلومره

 لاکتوباسـیلوس گراد، دماي بهینه رشد باکتري درجه سانتی 37دماي 
یب حرارتـی،  دهی، خطـر آس ـ باشد و در طول زمان پوششمی روتري

)، تاثیر دو دماي  2014سمیونو و همکاران (کند. باکتري را تهدید نمی
مانی نسـبی  گراد) را بر زندهدرجه سانتی 62و  47هواي شناورسازي (

در  MCCپـس از جـذب بـر روي پـودر      پارکازئیلاکتوباسیلوس(%) 
 Pharma Systems) ،1Niroدهنـده بسـتر شـناور    دستگاه پوشـش 

Starea-(درجـه   15، بررسی کردند. با افزایش دما به میزان ، سوییس
مـانی نسـبی   گـراد، میـزان زنـده   درجه سانتی 62به  47گراد از سانتی

مـانی  برابر کاهش یافت. در این تحقیق نیز میزان زنـده  250باکتري 
 62/1گراد به درجه سانتی 47درصد در دماي  6/20نسبی باکتري از 
کـوك   گـراد، کـاهش یافـت. پیـار و    سانتی درجه 62درصد در دماي 

ــاکتري  2014( )، اثــرات دمــاي هــواي شناورســازي در ریزپوشــانی ب
دهنده بسـتر شـناور بـا    با دستگاه پوشش اسیدوفیلوسلاکتوباسیلوس

مانی شدن و زنده، آلمان) بر میزان آگلومرهUni,Glattپاشش فوقانی (
گراد رجه سانتید 60-50دهی در دماي نسبی، بررسی نمودند. پوشش

    دهـی در دمـاي  مانی بـاکتري گردیـد. پوشـش   منجر به کاهش زنده
    شـدن ذرات شـد. دمـاي   گراد منجر بـه آگلـومره  درجه سانتی 28-30
دهـی انتخـاب   عنوان دماي بهینه پوششگراد بهدرجه سانتی 38 -36

شـدن ذرات رخ نـداده و بیشـترین میـزان     شد که در این دما آگلومره
آمده در ایـن تحقیـق   نی باکتري حاصل شد که با نتایج بدستمازنده

 37)، اثرات دو دماي هواي شناورسازي 2008همخوانی دارد. استفان (
گراد بر آگلومره شدن ذرات در ریزپوشانی بـاکتري  درجه سانتی 45و 

دهنده با استفاده از دستگاه پوشش پلانتاروملاکتوباسیلوسپروبیوتیک 
)، بررسی ، استرالیاAMMAGپري تحتانی دو نازله (بستر شناور با اس

گراد، آگلومره شدن ذرات رخ نداد و درجه سانتی 37نمودند. در دماي 
  .سازي انتخاب شدعنوان دماي بهینه براي شناورهمین دلیل نیز بهبه
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  روتريلاکتوباسیلوسرشد باکتري  منحنی - 2شکل 

 
  MCCمانی نسبی باکتري (%) پس از جذب بر روي پودر هاي تحت بررسی قند و باکتري بر زندهتاثیر نسبت :3شکل 
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   )co( دهی پوشش دماي 
   MCCمانی نسبی باکتري (%) پس از جذب روي پودر بررسی هواي شناورسازي بر روي زنده تاثیر دماهاي تحت - 4شکل 

  باشد)می 05/0 دار در سطحدهنده اختلاف معنیحروف مختلف نشان(اعداد نمودار بیانگر میانگین سه تکرار آزمایش هستند و
  

 رفته در آزمایشکارهاي مختلف قند و باکتري بهنسبت - 1جدول 
  ندها مجموع ق

  )gلیتر محلول پروبیوتیک (میلی 10وزن مجموع قندها در
  پودر باکتري 
  )gوزن باکتري (

  درصد 8
)g (8/0 )g4/0  سوربیتول وg4/0 3 مالتودکسترین باDE=            (

  درصد 12
)g(2/1  

درصد 14  
)g (4)  / g7/0 سوربیتول و g7/03 مالتودکسترین باDE= ( 

  درصد 6
)g (6/0  

ددرص 10  
)g (1 ) g5/0و  سوربیتولg 5/03 مالتودکسترین باDE=                                                                        (

  درصد 10
)g (1  

  
 محلول و سدیم تحت بررسی آلژینات هايغلظت اثر مقایسه
طی دوره زمـانی   از پس باکتري (%) نسبی مانیزنده بر شلاك

  معده سازي شدهبیهش شرایط در
هـاي ریزپوشـانی شـده بـا     مانی نسبی بـاکتري ، زنده5در شکل 

 سازيآلژینات سدیم و شلاك پس از طی دوره زمانی در شرایط شبیه
مانی شود، زندهطور که ملاحظه میشده معده مقایسه شده است. همان
دهی شده با محلول آلژینات سدیم نسبی باکتري (%)، در پودر پوشش

  (P≤0/05)داري طـور معنـی  حجمـی) بـه   درصد (وزنی/ 1لظت با غ
داري تفاوت معنیدهد.  هاي دیگر افزایش نشان مینسبت به پوشش

(P≤0/05)  دهی هاي پوششمانی نسبی باکتري (%) در نمونهدر زنده
درصد در مقایسه بـا نمونـه    5/1و  5/0شده با محلول آلژینات سدیم 

سـازي شـده معـده،    در شـرایط شـبیه  شاهد پس از طی دوره زمـانی  
باشد که تنها بدون پوشش می MCCنمونه شاهد، پودر  .مشاهده نشد

محلول حاوي باکتري و قنـد (مالتودکسـترین و سـوربیتول) روي آن    
     مـانی نسـبی  نتـایج بررسـی نشـان داد کـه زنـده      اسـت.  جذب شده

معـده  سازي شده (%) پس از طی دوره زمانی در شرایط شبیه باکتري
درصد نسبت بـه نمونـه شـاهد     5/0با پوشش محلول آلژینات سدیم 

درصـد ایـن    1افزایش یافته و با افزایش غلظت محلول پوششـی تـا   
داري نسبت به نمونه شاهد، رسیده است. ولی با افزایش به سطح معنی

مانی نسـبی بـاکتري (%) در   درصد، زنده 5/1افزایش بیشتر غلظت تا 
تـوان  دهـد. مـی  داري نشان نمیهد، افزایش معنیمقایسه با نمونه شا

درصد باعث شده است که  5/1نتیجه گرفت، افزایش غلظت در سطح 
محلول غلیظ در برخورد با جریان هواي خروجی پمپ نتواند به ذرات 
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مانـدل و  ریز تبدیل شده و اتمایزه محلول به درستی صورت نگیـرد.  
را بـا آلژینـات در    زئیکـا لاکتوباسـیلوس )، بـاکتري  2006همکاران (

ــه روش امولســیون، ریزپوشــانی و  4و  3، 2هــاي غلظــت درصــد، ب
) ساعت در شـرایط  3-1مانی باکتري را پس از طی دوره زمانی (زنده
کردنـد. نتـایج بررسـی نشـان داد کـه       سازي شده معده بررسیشبیه

مانی باکتري ریزپوشانی افزایش غلظت آلژینات منجر به افزایش زنده
را بـا   لانگومبیفیدوباکتریوم)، باکتري 2000گردد. لی و هیو (میشده 

درصـد بـا روش امولسـیون،     4و  3، 2هـاي  آلژینات سدیم در غلظت
کردند. نتایج این تحقیق نشان داد که بـا افـزایش غلظـت    ریزپوشانی

مانی بـاکتري پـس از   آلژینات سدیم و اندازه قطر میکروکپسول، زنده
یابـد.  شده معده، افـزایش مـی   سازيرایط شبیهطی دوره زمانی در ش

)، پـنج نـوع مختلـف از بـاکتري     2006موتوکاماراسامی و همکـاران ( 
صورت جداگانه بـا آلژینـات سـدیم بـه دو     را به روتريلاکتوباسیلوس

ــتروژن و امولســیون ریزپوشــانی    ــان دادنــد کــه    وروش اکس نش
بیشتري از هاي تولید شده به روش اکستروژن محافظت میکروکپسول

باکتري در برابر شرایط اسیدي معده نسبت به روش امولسیون ایجـاد  
را با  بولارديساکارومایسس)، مخمر 2007کردند. گراف و همکاران (

حجمی) به روش امولسـیون   درصد (وزنی/ 2آلژینات سدیم با غلظت 
 1مانی باکتري پس از طی دوره زمـانی  ریزپوشانی کردند. میزان زنده

سـابیخی و  درصـد بـود.    3/13برابر با  ر شرایط اسیدي معدهساعت د
را بـا آلژینـات    اسیدوفیلوسلاکتوباسیلوس)، باکتري 2010همکاران (

 2حجمی) و نشاسته ذرت با غلظـت   درصد (وزنی/ 4سدیم با غلظت 
حجمی) به روش امولسیون ریزپوشانی کردنـد. میـزان    درصد (وزنی/

سازي شـده  زمانی در شرایط شبیه مانی باکتري پس از طی دورهزنده
سیکل لگاریتمی و در نمونه  71/1شده  هاي ریزپوشانیمعده در نمونه

ســیکل لگــاریتمی، کـاهش یافــت. ســلتانا و همکــاران   94/4شـاهد  
را با آلژینـات سـدیم بـا     اسیدوفیلوسلاکتوباسیلوس)، باکتري 2000(

 ـ   2حجمـی) و   درصد (وزنی/ 2غلظت  ب درصـد نشاسـته ذرت (ترکی
مـانی  بیوتیک) به روش امولسیون ریزپوشانی کردند. میزان زنـده پري

سیکل  5ساعت در شرایط اسیدي،  3باکتري پس از طی دوره زمانی 
 مـانی شـود، زنـده  طور که ملاحظه مـی همانلگاریتمی کاهش یافت. 

دهی شـده بـا محلـول شـلاك بـا      در پودر پوشش باکتري (%) نسبی
  (P≤0/05)داري طـور معنـی  بـه  وزنـی)  درصد (حجمـی/  18غلظت 

دیگرتحت بررسی محلول شلاك افزایش نشان  هايغلظتنسبت به 
دهی شده با هاي پوششمانی نسبی باکتري (%) در نمونهزنده دهد.می

  (P≤0/05)داريمحلول شلاك نسبت به نمونه شاهد افزایش معنـی 
ــدهنشــان مــی مــانی نســبی (%) در دهــد. نتــایج نشــان داد کــه، زن

درصـد پـس از آزمـون     17دهی شده با شلاك یکروکپسول پوششم

درصـد   18و  16دهـی شـده بـا    هاي پوششمقاومت اسیدي با نمونه
ندارد. با افزایش غلظـت    (P≤0/05)داريمحلول شلاك تفاوت معنی

طی دوره زمانی در مانی نسبی باکتري (%) پس از محلول شلاك، زنده
یابد. افزایش غلظت تا حدي ش میافزای شده معده، سازيشرایط شبیه

دهنـده بسـتر   پذیر است که بتوان محلول را در دستگاه پوشـش امکان
درصـد محلـول    18شناور، اتمایزه نمود که براي غلظت هاي بـالاي  

درصد  25)، از پوشش شلاك 2014شل و بیرمن (شلاك مقدور نبود. 
ــی/ ــروتئین آب (وزن ــی) و پ ــانی  حجم ــراي ریزپوش ــیرین ب ــر ش پنی

دهنده بسـتر شـناور اسـتفاده کردنـد،     با پوشش روتريکتوباسیلوسلا
سازي مانی نسبی باکتري پس از طی دوره زمانی در محیط شبیهزنده

درصد که در مقایسه با نمونه شاهد،  74/76± 36/24شده اسید معده 
شـد.   شاهدهم  (P≤0/05)داريدرصد، افزایش معنی ±74/17 51/10
ان دادند که که با افزایش غلظـت محلـول   )، نش2014و بیرمن ( شل

پـس از   لاکتوباسـیلوس روتـري  باکتري  مانی نسبی (%)شلاك، زنده
اسـتامر و  یابد. شده معده افزایش میسازيدوره زمانی در شرایط شبیه

بار با محلـول  را یک روتريلاکتوباسیلوس)، باکتري 2010همکاران (
ك و آلژینات سـدیم بـا   شلاك و گلیسرول و بار دیگر با محلول شلا

دهنده بسـتر  درصد و با استفاده از دستگاه پوشش 5و  95هاي نسبت
مانی نسبی باکتري پس از طی دوره زمانی در شناور، ریزپوشانی و زنده

مانی نسبی بـاکتري  کردند. زندهسازي شده معده، بررسیشرایط شبیه
، بـا  سـازي شـده اسـید معـده    پس از طی دوره زمانی در محیط شبیه

 41ترتیـب  آلژینات سـدیم، بـه   -گلیسرول و شلاك -محلول شلاك
ــد و  ــود.   14/0درص ــد ب ــاران ( درص ــاد و همک ــر 2012حام )، مخم

کن پاششی با استفاده را با خشک سرویزیهساکارومایسسپروبیوتیکی 
از محلول شلاك ریزپوشانی و واکنش سلول مخمر را در مواجهـه بـا   

ولار هیدروکلریک اسـید بـا انجـام    درصد م 1محیط اسیدي با غلظت 
سنجی فلورسنت بررسی نمودند. نتایج بررسی نشـان داد  آزمون رنگ

هاي حساس بـه محـیط   که پوشش شلاك براي محافظت از باکتري
  باشد.اسیدي مناسب می

مانی نسـبی بـاکتري   با توجه به نتایج بدست آمده، بیشترین زنده
سازي شده معده با پوشش (%) پس از طی دوره زمانی در شرایط شبیه

تصـویر   درصـد مشـاهده شـد. مقایسـه     1آلژینات سـدیم بـا غلظـت    
 18دهی شده با محلول شلاك میکروسکوپ الکترونی کپسول پوشش

دهی شده با محلول آلژینات ) با تصویر کپسول پوشش6درصد (شکل 
در  %1دهد که محلول آلژینات سـدیم  ) نشان می7(شکل  %1سدیم 

تر و بـا  تر، یکنواخت، پوششی یکدست %18لول شلاك با محمقایسه 
  شد. عنوان پوشش مناسب انتخاببه تخلخل کمتر ایجاد کرده است و
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نی در مانی نسبی باکتري (%) پس از طی دوره زمابر زنده مختلفهاي هاي آلژینات سدیم و محلول شلاك در غلظتمقایسه تاثیر پوشش - 5شکل 

  سازي شده معدهشرایط شبیه
  باشد)می 05/0 دار در سطح دهنده اختلاف معنیحروف مختلف نشانبیانگر میانگین سه تکرار آزمایش هستند و  نمودار (اعداد 

 

 
  %18دهی شده با محلول شلاك باکتري پوشش - 6شکل 
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 %1دهی شده با محلول آلژینات سدیم باکتري پوشش - 7شکل 

  
  گیرينتیجه

نتایج حاصل از این پژوهش نشان دادند که فناوري بستر شـناور  
ــده   ــزایش زن ــراي اف ــب ب ــی مناس ــول روش ــانی میکروکپس ــاي م         ه

سازي شده معـده  در شرایط شبیه روتريلاکتوباسیلوسهسته  -پوسته
دهی شـامل نسـبت   باشد. تعیین و بکارگیري شرایط بهینه پوششمی

و جریان هواي شناورسـازي  کتري، دماي ترکیبات قندي به غلظت با

توانـد منجـر بـه بهبـود     دهـی، مـی  نوع ترکیبات بکاررفته در پوشش
سـازي  ها قبل و پس از قرارگیري در شـرایط شـبیه  مانی باکتريزنده

هـاي پروبیوتیـک بـا فنـاوري     اسیدي معده، شود. ریزپوشانی باکتري
ها در برابر باکتريتواند با بهبود مقاومت بسترشناور روشی است که می

شرایط نامساعد محیطی مانند شرایط اسـیدي معـده، بـه گسـترش و     
  هاي پروبیوتیک کمک نماید.توسعه فرآورده
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Intoduction: Probiotics are defined as essential live microorganisms that, when administered in adequate 
amounts, confer a health benefit on the host. The range of beneficial properties reaches from lowering 
cholesterol to preventing cancer. The most important probiotic microorganisms belong to the group of lactic acid 
bacteria. Lactobacillus reuteri which naturally occurs in the human intestine possess probiotic properties with 
good colonization potential. The development of probiotic foods presents many challenges, particularly with 
respect to the stability of the bioactive compounds during processing, storage and passage through acidic gastric 
environment. Therefore, it is a great challenge to bring the probiotics into a stable form, which guarantees, that 
the microorganisms reach their target location, the human intestine, in an adequate amount. Microencapsulation 
helps improve survival probiotic bacteria from environmental stresses. In most studies, probiotic bacteria are 
entrapped in a gel matrix of natural biological materials such as alginate, or gellan. The core and wall solutions 
are turned into drops of the desired size by employing an emulsion method. The main problem in the probiotic 
entrapment approach is that gel bead entrapment technologies generally stabilize the bacteria in liquid products 
and are difficult to scale up. In order to extend the shelf life of encapsulated probiotics, a glassy state form of the 
embedding matrix is required. This can be achieved by employing such as air-suspension fluidized-bed coating. 
In the present research, an air-suspension fluidized-bed technique for generation of core and shell microcapsules 
containing probiotic Lactobacillus reuteri cells and the efficacy of shellac and sodium alginate at different 
concentrations on viability of capsules in simulated gastrointestinal conditions was evaluated.  

 
Materials and methods: Pure freeze-dried Lactobacillus reuteri PT-1655 were obtained from Persian Type 

Culture Collection (Tehran, Iran) and were activated by inoculation in the MRS broth at 37°C for 36-48 h. The 
air-suspension process was performed in a Wurster coater system with a bottomspraying atomizer. The growth 
curve of lactobacillus reuteri were determined by measuring the optical density (turbidity) at 600 nm to estimate 
the time when the growth curve enters a stationary phase in which bacteria develop a general stress resistance 
and are thus more resistant to various types of stresses. In various pretests the fluidization pressure, the 
atomization pressure and the spraying rate of the microencapsulation process were varied to examine their 
influence on process conditions, especially on the particle development. Several different solutions of 
Lactobacillus reuteri were prepared and evaluated for percentage survival during the coating. The solution 
containing Lactobacillus reuteri (6–12 g/100 g solution), maltodextrin (4–7 g/100 g solution) and sorbitol (4–7 
g/100 g solution) concentrations was spray-coated at three inlet temperatures: 37, 47 and 62°C onto and 
absorbed by the inert carrier microcrystalline cellulose to produce nonagglomerating dry coated. For the coating 
processes an aqueous shellac solution at 3 concentrations (16, 17 and 18% (w/v)), containing plasticizers in the 
ratios of 95 + 5 and an aqueous sodium alginate solution at 3 concentrations (0.5, 1 and 1.5% (w/v)), were used. 
Simulated gastric juice was prepared fresh daily containing 3.2 mg of pepsin, 1 ml of NaCl solution (0.5%) and 
acidified with HCl (1.2 M) to pH 1.5 ± 0.5. Tolerance to gastric juice was examined by placing freshly prepared 
cells in a tube containing sterile simulated gastric juice for 1 h and incubated at 37°C for 2 h. To characterize the 
morphology of the MCC particles coated with the different matrix formulations, SEM images were taken. 
Experimental data have been represented as the mean with standard deviation (SD) of different independent 
determinations. The significance of differences was evaluated by analysis of variance (ANOVA). Differences 
were considered statistically significant at p <0.05. 
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Results and discussion: The obtained growth curve showed that over the first 4 hours after inoculation 
bacteria are in lag phase, the colony entering the log phase of growth after 5–16 hours and from 16 to 18 hours 
after inoculation, bacteria come into the stationary phase and the biomass was ready to removal from growth 
media. Inlet air temperature, was shown to play an important role in the survival of bacteria; a 15°C increase in 
inlet air temperature led to a 12.7-fold decrease in survival percentage. The investigation of effect of inlet air 
temperature and ratio of bacteria to sugars in formulation on cell viability shows that at temperature of 37°C and 
ratio of 10: 10 the cell viability was significantly higher. There was a nonsignificant decrease in relative survival 
of bacteria absorbed into the matrix before and after coating with shellac at 3 concentrations (16, 17 and 18% 
w/v) and sodium alginate at 3 concentrations (0.5, 1 and 1.5% w/v). The relative survival (%) of bacteria coated 
with sodium alginate at concentration of 1% (w/v) was significantly higher compared to other solutions under 
simulated gastro-intestinal conditions (pH 2.0, for 1h).  

 
Keywords: Lactobacillus reuteri, microencapsulation, fluidized bed coater, simulated gastrointestinal 
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