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چکیده
اثر مثبت ریزپوشانى بر قابلیت تحمل شرایط شبیه سازى شده معده و روده توسط پروبیوتیک ها ثابت شده است. یکی از مهم ترین 
عوامل کاهش زنده مانی پروبیوتیک ها هنگام عبور از دستگاه گوارش، pH پایین معده و وجود پروتئازها و املاح صفراوي است. 
به منظور افزایش زنده مانی باکترى لاکتوباسیلوس کازئى PTCC 1608 در شرایط معده و روده انسان این باکترى به وسیله آلژینات 
آنالیز  نرم افزار  با استفادهاز  اندازه ریزپوشینه ها، میانگین اندازه  و با کیتوزان پوشش داده شد. براى تعیین  کلسیم ریزپوشانى 
تصویر محاسبه گردید. ریزپوشینه ها در شرایط شبیه سازى شده در بازه هاى زمانى صفر، 15 ،30، 60 و120 دقیقه در دماى 37 
درجه سانتى گراد قرار گرفتند ومیزان زنده مانی باکترى محاسبه گردید. نتایج نشان داد که ریزپوشانى با آلژینات کلسیم سبب 
ادامه شرایط شبیه سازى  (pH =2) و در  باکترى ها در شرایط شبیه سازى شده معده درحضور پپسین  کاهش میزان آسیب به 
آلژینات کلسیم و پوشش دهى  ریزپوشانى با  به نحوي که  pH) می شود   =7/5) پانکراتین و نمک صفراوى  شده روده درحضور 
آن با کیتوزان باعث شد جمعیت باکترى هاى فعال ریزپوشانى شده پس از طى کردن شرایط شبیه سازى شده معده و روده به

cfu/g 108 برسد درحالى که در باکترى هاى آزاد این تعداد به cfu/g 104 رسید (P< 0/05). هم چنین مقاومت حرارتى باکترى هاى 

آزاد و ریزپوشانى شده در دماى 50 درجه سانتى گراد تفاوت معنى دارى نداشته ولى در دماى 55 و60 درجه سانتى گراد حداکثر 
در مدت زمان کم تر از 15 دقیقه، ریزپوشانى مى تواند اثر محافظتى بر باکترى داشته باشد. از نظر تورم ذرات ریزپوشینه، ذرات 
خشک شده به روش انجمادي سرعت تورم بالاتري نسبت به ذرات خشک شده در معرض جریان هوا دارند و ذرات آلژینات نیز 

نسبت به ذرات آلژینات پوشش داده شده با کیتوزان به نسبت سرعت جذب آب و تورم بالاتري دارند.    
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1- مقدمه
به معنى حیات  یونانى پروبیوس2  واژه  از  پروبیوتیک1  کلمه 
بخش3 مشتق شده است. پروبیوتیک به ترکیبى گفته مى شود 
که توسط یک میکروارگانیسم تولید شده و موجب تقویت رشد 
میکروارگانیسم هاى دیگر شود. براساس تعریف سازمان بهداشت 
جهانى به میکرارگانیسم هاى زنده اى که بتوانند پس از خورده 
شدن به تعداد کافى برابر با cfu/g 107به روده کوچک رسیده 
را  خود  افزاى  سلامت  خصوصیات  و    شوند  مستقر  درآن جا  و 
بروز دهند، باکترى پروبیوتیک اطلاق مى شود[1]. اثرات مثبت 
اثر حفظ  انسان در  بر سلامتى  و سلامت بخش پروبیوتیک ها 
فلور طبیعى روده، کاهش کلسترول خون، خواص ضدسرطانى 
و تقویت سیستم ایمنى است[2، 3]. علاوه بر محصولات غذایى 
لبنى، پروبیوتیک ها در سایر غذاها مانند غذاهاى پودرى و غذاى 
کودك به کار گرفته مى شوند[4، 5]. در مواد غذایى پودرى که 
به  طور عمده بر پایه غلات اند، به  دلیل مغذى نبودن محیط و 
هم چنین عدم فعالیت تخمیرى و فعالیت آبى پایین، ریزپوشانى4  
تا حد زیادى مى تواند باعث افزایش ماندگارى پروبیوتیک ها در 
برابر عوامل نامساعد گردد[5، 6]. عوامل متعددى بر زنده مانی 
باکترى هاى پروبیوتیک تاثیر گذارند که مهم ترین آن ها، دماى 
 pH فرایند و انباردارى محصول، غلظت اسیدهاى آلى محیط و

ماده غذایى است [7-9].
بسیار  صفرا  به  مثبت  گرم  باکترى هاى  حساسیت  میزان 
بیش تر از باکترى هاى گرم منفى است. طبق تحقیقات مارتئو 
و همکاران مقاومت باکترى هاى مواجه شده با صفرا در محیط 
آزمایشگاه، محیط شبیه سازى شده گوارش و در بدن موجود 
زنده متفاوت است[10]. تنش هایى مثل سرما یا pH کم مى تواند 
میزان زنده مانی باکترى در مواجه با صفرا در روده کوچک را به  
طرز معنى دارى کاهش دهد[11]. البته  ماتریکس شبکه غذا 
در برخورد ناگهانى و مستقیم باکترى با صفرا و اثر ممانعتى آن 
از این برخورد نیز بر میزان اثر صفرا بر باکترى موثر است[12]. 
در اصل ریزپوشانى به معناى ایجاد یک مانع فیزیکى در اطراف 
ماده مورد نظر به  منظور اجتناب از انجام واکنش هاى شیمیایى 
و یا رهاسازى کنترل شده ماده تحت شرایط خاص مى باشد که 
1. probiotic
2. probios
3. for life
4. Microencapsulation

از این طریق ذراتى با قطر چند نانومتر تا یک میلى متر تولید 
مى شود [13-15].

از  حــرارت  برابر  در  پایدارى  افزایش  براى  کلى  به طور 
اضافه  مانند  روش هایى  مى شود.  استفاده  مختلفى  روش هاى 
پایین تر  اعمال حرارت هاى  کشت،  به  محافظ  ترکیبات  کردن 
از دز کشندگى قبل از تیمار حرارتى، اعمال تنش هاى اسمزى 
کشت  قراردادن  معرض  در  مانند  کشندگى  از  پایین تر  دز  در 
با نمک هاى صفراوى، نمک طعام و آب اکسیژنه و ریزپوشانى 
از  استفاده  با  ریزپوشانى   .[17 را دارند[16،  کاربرد  بیش ترین 
و  لیپیدها  مانند  ترکیباتى  به حرارت و  نسبت  عایق  ترکیبات 
ذوب  نقطه  و  کم  حرارت  انتقال  قابلیت  با  زیستى  پلیمرهاى 
بالا نیز مى تواند با ایجاد محیطى با رطوبت پایین و بى هوازى 
افزایش  را  حرارت  برابر  در  آن ها  پایدارى  پروبیوتیک ها،  براى 

دهد[18].
جنس  دو  به  مربوط  پروبیوتیک  جنس هاى  مهم ترین 
کازئى  لاکتوباسیلوس  است.  بیفیدوباکتریوم  و  لاکتوباسیلوس 
میله اى،  هتروفرمنتاتیو،  مثبت،  گرم  پروبیوتیک،  باکترى  یک 
L(+) لاکتیک  اسید  تولیدکننده  و  غیرمتحرك  غیراسپورزا، 

بوده[19] و از دیگر ویژگى هاى آن بهبود سیستم ایمنى بدن 
[20] و فعالیت ضدباکتریایى علیه اشرشیاکلى، سالمونلا تیفى 

موریوم و استافیلو کوکوس اورئوس است [21].
اثر  برابر  در  سلول  از  محافظت  شامل  ریزپوشانى  مزایاى 
بالاى  میزان  برابر  در  سلول  از  محافظت  اکسیژن،  کشنده 
اگزوپلى ساکاریدها، افزایش بقا در برابر انجماد و گرما، افزایش 
انبارمانى  دوره  طول  در  بقا  بهبود  و  باکتریوفاژها  برابر  در  بقا 

است [22، 23].
مواد غذایى  از آن ها در  استفاده  پروبیوتیک ها و  ریزپوشانى 
پایه  بر  محصولات  و  بستنى  شیر،  ماست،  مانند  مختلفى 
غلات صورت گرفته است[27-24]. پر کاربردترین ماده براى 
قهوه اى  جلبک هاى  از  که  است  کلسیم  آلژینات  ریزپوشانى 
L و  اسید  مانورونیک   D واحد  دو  داراى  و  شده  استخراج 

هم  به  گلیکوزیدى  پیوندهاى  با  که  است  اسید  گلوکورونیک 
سمى  پایین،  قیمت  شامل  آلژینات  مزایاى  شده اند.  متصل 
نبودن و سهولت کار با آن است [28].کیتوزان پلى ساکاریدى 
خطى است که از واحدهاى گلوکز آمین تشکیل شده ولى به 
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تنهایى براى ریزپوشانى کارایى ندارد و به طور معمول به عنوان 
پوشش براى ریزپوشینه ها به کار مى رود. ریزپوشانى آلژینات و 
کیتوزان باعث افزایش مقاومت ریزپوشینه ها در برابر اسید معده 

مى شود[29، 30].
کیتوزان  و  آلژینات  از  استفاده  با  پروبیوتیک ها  ریزپوشانى 
معده  اسید  مقابل  در  ریزپوشینه ها  مقاومت  افزایش  باعث 
با وزن مولکولی  تحقیقات نشان داده اند که کیتوزان  می شود. 
کم تر نسبت به نوع با وزن مولکولی بیش تر، در هنگام آزادسازي 
 .[30 هستند[29،  کارآمدتر  ریزپوشینه ها  از  پروبیوتیک ها 
آلژینات در محیط اسیدى به  صورت پوسته متخلخل نامحلول 
پلى آلژینیک اسید در مى آید که با افزایش pH این پوسته به 
یک لایه محلول تبدیل و این لایه در محیط خنثى و قلیایى 
توانایى  آلژینات  مى شود. مهم ترین خاصیت  خیلى سریع حل 
دو  یون هاى  نظیر  عواملى  با  معتدل  محیط  در  ژل  تشکیل 
ظرفیتى مانند کلسیم است. آلژینات در تماس با یون کلسیم 

یک شبکه سه بعدى تشکیل مى دهد[31].
در دهه اخیر بارها از روش کمپلکس کردن پلى الکترولیت، 
هیدروژل هاى آلژینات-کیتوزان براى رهایش دارو استفاده شده 
افزایش  موجب  کیتوزان  با  آلژینات  ذرات  پوشش دهى  است. 
بازدهى، چسبندگى زیستى ذرات و هم چنین توسعه رفتار تورم 

و رهایش ذرات حامل مى گردد[32].
روش  پروبیوتیک ها  ریزپوشانى  براى  روش ها  پرکاربردترین 
امولسیون و روش اکستروژن است. در روش امولسیون به دلیل 
روش  و  است  بالا  عملیات  هزینه  خوراکى  روغن  از  استفاده 
اکستروژن نیز به دلیل ایجاد ریزپوشینه هاى درشت و تاثیر آن 

بر احساس دهانى کارایى بالایى ندارد[33].
در این تحقیق گونه لاکتوباسیلوس کازیى 1608PTCC براى 
ریزپوشانى و تدوین شرایط به کارگیرى آن به منظور استفاده در 
غذاهاى پودرى و خشک مانند غذاى کودك انتخاب گردید و 
براى ریزپوشانى نیز از پیستوله1 با ایجاد تغییراتى در ساختار 
آن استفاده شد که پیش از این، استفاده از آن براى ریزپوشانى 
گزارش نشده است. در ادامه تاثیر ریزپوشانى بر میزان قابلیت 
و  معده  شده  شبیه سازى  شرایط  در  پروبیوتیک ها  زنده مانی 
روده و مقایسه مقاومت حرارتى باکترى هاى آزاد و ریزپوشانى 
با  ایجاد شده  ریزپوشینه هاى  و شکل  اندازه  و هم چنین  شده 
1. Spray gun

آب  جذب  و  تورم  میزان  شد.  بررسى  پیستوله  از  استفاده 
ریزپوشینه هاى خشک شده به روش خشک کردن انجمادى و 
خشک کردن در معرض جریان  هواى محیط نیز مورد مقایسه 

قرار گرفت. 

2- مواد و روش ها
2-1- تعیین اندازه، مورفولوژى و پوشش ذرات

میکروسکوپ  از  با استفاده  ریزپوشینه هاى تهیه شده  اندازه 
نورى مدل Olampious-T-25Y 2- Japan تعیین شد. میانگین 
قطر ذرات ریزپوشینه نیز با استفاده از نرم افزار آنالیز تصویرى 
Leica Qwin 550 براى 120 ذره محاسبه گردید[34]. به منظور 

تعیین مورفولوژى و پوشش کیتوزان از میکروسکوپ الکترونى 
SEM استفاده شد. ذرات ریزپوشینه به وسیله چسب دو طرفه 

به مدت 2 دقیقه با طلا و پالادیوم پوشش داده  ثابت شده و 
وسپس با میکروسکوپ (LEO 1450 VP Germany) مشاهده 

صورت گرفت[35].

2-2- آماده سازى کشت میکروبى 
کازئى لاکتوباسیلوس  ــه  ــوی ازس تحقیق  ــن  ای در 
مرکز  از  که  شد  استفاده   Lctobacillus casei PTCC 1608

کلکسیون باکترى ها و قارچ هاى ایران-PTCC، واقع در سازمان 
تهیه  نمونه  گردید.  تهیه  ایران  صنعتى  و  علمى  پژوهش هاى 
در  و  تلقیح  مایع   MRS کشت  محیط  میلى لیتر   50 در  شده 
در  و  سانتى گراد  درجه   37 دماى  در  ساعت   24 زمان  مدت 
تهیه  به منظور  حاصل  بیومس  یافت.  تکثیر  هوازى  شرایط 
در کردن  سانتریفیوژ  با  فریزر  در  نگهدارى  قابل  استوك هاى 
g 3000 جداسازى شده و پس از دو بار شستشو با محلول 85/. 
درصد سدیم کلرید با 50 میلى لیتر محلول حاوى گلیسرول و 
شیر پس چرخ1 به نسبت وزنى 30 به 20 مخلوط و در ویال هاى 
اپندورف تقسیم و به طور سریع به فریزر 80- درجه سانتى گراد 

منتقل گردید.

2-3- محلول  آلژینات 
براى تهیه محلول آلژینات سدیم w/v 2% ابتدا مقدارى آب 
ارلن ریخته سپس آلژینات سدیم (Merck) را به  مقطر را در 
1. Skim milk
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آن اضافه کرده و محلول را به حجم مورد نظر مى رسانیم. سپس 
اثر حرارت  در  قرار داده تا  مغناطیسى  بر روى همزن  را  ارلن 
آلژینات به خوبى حل شود، بعد از این مرحله ارلن را به اتوکلاو 
تا  داده  انتقال  دقیقه   15 مدت  به  سانتى گراد  درجه   121/1

استریل گردد[33].

2-4- محلول کیتوزان
 %1 محلول  ابتدا   %1  w/v کیتوزان  محلول  تهیه  به منظور 
و  ریخته  ارلن  در  را  آن  از  مقدارى  و  تهیه  را  استیک  اسید 
کیتوزان سپس  شد  داده  قرار  مغناطیسى  همزن  روى  بر 
تا  کرده  اضافه  آن  به  آرامى  به  را   (Merck-low Molecular)

سود  ازمحلول  استفاده  با  و  شود  حل  به خوبى  حرارت  اثر  در 
1/. نرمال pH آن بر روى 6 تنظیم شد. سپس محلول حاصل 
به مدت 15 دقیقه در دماى 121/1 درجه سانتى گراد استریل 

گردید. [33، 36]

2-5- محلول شبیه سازى معده و روده
براى تهیه محلول شبیه سازى معده، محلول0/5 گرم برلیتر 
0/5درصد   w/v سالین  در   (SigmaAldrich P7000) پپسین 
شد.  تنظیم  روى2  بر  کلریدریک  اسید  با  آن   pH و  تهیه  را 
 0/1 محلول  نیز  روده  شرایط  شبیه سازى  محلول  تهیه  براى 
درصد پانکراتین (Sigma Aldrich P1500) و 0/8 درصد نمک 
 0/5 w/v را در سالین (Oxoid , Basingstoke , UK) صفراوى

تهیه و pH آن برروى 7/5 تنظیم شد[37].

2-6- محیط کشت
شامل  و  ترکیبى  صورت  به   مصرفى   MRS کشت  محیط 
 ،(20  g/L) گلوکوز   ،(4  g/L)مخمر عصاره   ،(10  g/L) پپتون 
 ،(5 g/L) سدیم استات ،(2 g/L)دي پتاسیم هیدروژن فسفات
 ،(0/05 g/L) (g/L 2)، سولفات منگنز  تري آمونیوم سیترات 
منیزیم سولفات (g/L 0/2) و توئین80 (g/L 1) که با آب مقطر 
به حجم رسیده و سپس در اتوکلاو 121/1درجه سانتى گراد به 
مدت 15 دقیقه استریل شد. لازم به ذکر است که تمامى مواد 
براى تهیه محیط کشت  از برند Merck تهیه گردید.  مصرفى 
به محیط کشت اضافه و پس  آگار  به میزان 1/5درصد  جامد 

از حل شدن آن بر روى شعله عملیات استریلزاسیون انجام گرفت.

2-7- ریزپوشانى
 100 ابتدا  شد.  استفاده  پیستوله  از  ریزپوشانى  به منظور 
میلى لیتر از محلول 2 درصد آلژینات سدیم را با میکروارگانیسم 
 MRS حاصل از کشت باکترى در 50 میلى لیتر محیط کشت
محلول بر روى همزن مغناطیسى مخلوط و به میزان 1 درصد از 
حجم نهایى به آن شیر پس چرخ به عنوان ماده محافظت کننده 
پیستوله  به مخزن  افزوده شد. سوسپانسیون حاصل  از سرما1 
منتقل و پس از عبور از نازل پیستوله وکاهش اندازه در اثر فشار 
جریان هوا، وارد مخزن حاوى محلول کلرید کلسیم 2 درصد 
دقیقه   20 از  پس  و  شده  مغناطیسى  همزن  روى  بر  مستقر 
تماس با محلول کلرید کلسیم با فیلتر کاغذى واتمن از محلول 
جداسازى انجام گرفت. فاصله نازل از محلول کلریدکلسیم 10 
جریان  که  شد  تنظیم  گونه اى  به  همزن  سرعت  و  سانتى متر 
با  ریزپوشینه ها  سپس  گردید.  ایجاد  کلسیم  کلرید  از  آرامى 
محلول 0/85 درصد کلرید سدیم شستشو داده شد تا محلول 
کلرید کلسیم حذف شود. شکل شماره (1) مسیر جریان سیال 

و هوارا نشان مى دهد.

2-8- پوشش دهى
کلسیم،  آلژینات  ریزپوشینه هاى  پوشش دهى  به منظور 
با   5 به   1 وزنى  نسبت  به  را  کلسیم  آلژینات  ریزپوشینه هاى 
محلول کیتوزان یک درصد مخلوط کرده و پس از گذشت 30 
فرایند  مغناطیسى،  همزن  روى  بر  یکدیگر  با  مجاورت  دقیقه 
جداسازى و شستشو با محلول 85/. درصد کلرید سدیم انجام 

گرفت [38، 39].

2-9-خشک کردن ریزپوشینه ها
پوشش  آلژینات  و  آلژینات  شده  ریزپوشانى  نمونه هاى 
انجمادى2 از تهیه وارد خشک کن  با کیتوزان پس  داده شده 

(Leybold-Heraeus/Gt3) شده و بعد از 24 ساعت از خشک کن 
انجام گرفت. یک  بر روى آن ها  خارج و آزمون هاى مورد نظر 
جریان  معرض  در  نیز  گرفته  شکل  ریزپوشینه هاى  از  نمونه 
1. Cryprotectant
2. Freeze drying
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ملایمى از هواى محیط (25درجه سانتى گراد) قرار گرفت و بعد 
از 24 ساعت آزمون تورم بر روى آن انجام شد.

2-10- شمارش باکترى هاى فعال
یک گرم از ریزپوشینه هاى حاصل از خشک کردن انجمادى 
با 9 میلى لیتر از محلول بافرفسفات سدیم (pH =7) مخلوط و 
برروى انکوباتور شیکردار  قرار گرفت تا به طور کامل ریزپوشینه 
این  از  بعد  شوند.  آزاد  افتاده  دام  به  باکترى هاى  و  شده  حل 
محیط  بر روى  تهیه و  محلول  از  مناسب  مرحله سریال رقت 
درجه   37 دماى  در  و  هوازى  شرایط  در   MRS جامد  کشت 

سانتى گراد کشت داده و شمارش در 3 تکرار صورت پذیرفت.

2-11- آزمون شرایط شبیه سازى شده معده و روده
به منظور مقایسه میزان مقاومت باکترى هاى آزاد و ریزپوشانى 
شده با آلژینات و آلژینات پوشش داده شده با کیتوزان نسبت 
به شرایط شبیه سازى شده معده و روده انسان، 1گرم کپسول 
خشک را با آب مقطر مخلوط و به مدت 15 دقیقه به آن زمان 
داده تا آب به خود جذب کند. ریز پوشینه هایى که آب جذب 
به 5 میلى لیتر محلول شبیه سازى شده  کرده و متورم شدند 
معده افزوده و محلول برروى انکوباتور شیکردار به مدت 2 ساعت 
قرار گرفت و بعد از 2 ساعت تماس باکترى و ریزپوشینه ها با 
محلول معده، 1 میلى لیتر از آن ها را با 9 میلى لیتر از محلول 
بافر فسفات به منظور فرایند آزادسازى از ریزپوشینه، مخلوط و 

بر روى شیکر قرار داده وبراى بررسى میزان آسیب به باکترى ها 
پس از رقت سازى، نمونه ها را بر روى محیط MRS جامد کشت 

و مدت 24 تا 48 ساعت در انکوباتور قرار داده شد[37].
محلول  با  معده  آزمون  مرحله  از  باقى مانده  میلى لیتر  چهار 
 0/1 محلول سود  با  آن   pH و  مخلوط  شبیه سازى شده روده 
میلى لیتر   10 به  نهایى  حجم  و  یافت  افزایش   7/5 به  نرمال 
مانند  انکوباتور شیکردار  داخل  را  نمونه ها  سپس  رسانده شد. 
مرحله شبیه سازى معده قرار داده، پس از گذشت 2و 4 ساعت، 
فسفات  بافر  محلول  میلى لیتر   9 وارد  را  نمونه  از  1میلى لیتر 
کرده تا ریز پوشینه آزاد گردد. بعد از این مرحله، نمونه ها براى 
بررسى میزان فعال ماندن برروى MRS جامد کشت داده شد و 

بعد از 24 تا 48 ساعت شمارش صورت گرفت[37].

2-12-آزمون مقاومت به حرارت
 یک گرم ریزپوشینه خشک شده به روش خشک کن انجمادى 
را با آب مقطر مخلوط و اجازه داده تا کاملا متورم گردد.سپس 
حجم موردنظر را با آب مقطر به 10میلى لیتر رسانده و تیمار 
حرارتى در دماهاى 50،55 و60 درجه سانتى گراد و در زمان هاى 
صفر، 5 ،10،20،30،60 و 120 دقیقه بررسى شد. پس از تیمار 
حرارتى 1 میلى لیتر از نمونه ها را وارد 9 میلى لیتر بافر فسفات 
کرده تا باکترى ها از ریزپوشینه رها شوند و بعد از رقیق سازى 
نمونه ها را بر روى MRS جامد کشت داده وبه مدت 24 تا 48 

ساعت در انکوباتورقرار گرفت[40].

شکل (1) دیاگرام spray gun، مسیر عبور جریان هوا (آبى) و مسیر جریان سیال (قرمز) به همراه شیرهاى کنترل کننده
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2-13-آزمون مقایسه میزان تورم ذرات خشک شده
نمونه هاى خشک شده ریزپوشینه آلژینات و آلژینات پوشش 
با کیتوزان را بر روى یک پلیت شیشه اى ریخته و  داده شده 
در زیر میکروسکوپ نورى قرار گرفت و اندازه آن ها ثبت شد. 
زمان  مدت  در  و  اضافه کرده  آب  ریزپوشینه ها  این  به  سپس 

صفر، 1، 5، 10 و 15  دقیقه میزان تورم آن ها ثبت گردید.
تجزیه وتحلیل آمارى داده ها با استفاده ازآزمایش فاکتوریل 
در قالب طرح کاملا تصادفى با 3 تکرار و با استفاده از نرم افزار
روش  به  تیمارها  میانگین  مقایسه  و   DESIGN-EXPERT7

آزمون هاى چند دامنه اى دانکن صورت پذیرفت.

3- نتایج و بحث
3-1- بررسى اندازه و شکل ریزپوشینه ها 

تصویر ریزپوشینه هاى شکل گرفته و اندازه آن ها در شکل (2) 
آمده است که اندازه آن ها بین 80 تا 150 میکرومتر است. شکل 
(3) نیز تصویر میکروسکوپ الکترونی است که پوشش کیتوزان 
بر روي ریزپوشینه آلژینات خشک شده در معرض جریان هوا را 
نشان می دهد. ریزپوشانى با استفاده از پیستوله موجب تشکیل 
ذراتى با قطر میانگین 98 میکرومتر شده که این عدد میانگین 
اندازه 120 ریزپوشینه بوده و مشاهده با میکروسکوپ الکترونى 
شکل  ذرات  قطر  مى دهد.  نشان  را  کروى  کپسول هاى  ایجاد 
گرفته در این روش در مقایسه با روش هاى دیگر مانند روش 

شکل (2) تصویرمیکروسکوپ نورى از کپسول هاى آلژینات کلسیم با بزرگنمایى×100

شکل (3) تصویر میکروسکوپ الکترونی A (آلژینات) B (آلژینات پوشش داده شده با کیتوزان)
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اکستروژن که ذراتى در حد میلى متر ایجاد مى کنند بسیار کم تر 
است[41]. در حالى که در مطالعه زنجانى و همکاران، میانگین 
اندازه ریزپوشینه هاى شکل گرفته با آلژینات-نشاسته و پوشش 
کیتوزان به روش امولسیون 123میکرومتر بوده است[42]. در 
بیان اهمیت اندازه ریزپوشینه ها باید گفت که اندازه ریزپوشینه 
بر بافت و احساس دهانى مصرف کننده محصول حاوى باکترى 
خیلى  اندازه  با  ریزپوشینه هاى  است.  موثر  شده  ریزپوشانى 
بزرگ باعث نامناسب شدن بافت فراورده هاى غذایى مى شود و 
به طور کل براى استفاده در فراورده هاى غذایى ریز پوشینه هاى 

با اندازه کم تر از 100 میکرومتر مناسب است [43، 44].

3-2- آزمون شبیه سازى شرایط روده ومعده
و روده در  آزمون شبیه سازى شرایط معده  از  نتایج حاصل 
تعداد سلول هاى  شکل(4) آمده و نشان دهنده کاهش شدید 
فعال در باکترى هاى بدون ریزپوشینه است. اثر ریزپوشانى  بر 
فعال باقى ماندن باکترى ها در هر دو نوع ریز پوشینه آلژینات 
و  بوده  توجه  قابل  کیتوزان  با  شده  داده  پوشش  آلژینات  و 
کازئى  لاکتوباسیلوس  سلول هاى  اولیه  تعداد  است.  معنى دار 

از  عبور  از  پس  حالى که  در  بوده   1012  cfu/g حدود  در  آزاد 
اول  ساعت   2 از  بعد  به108،  معده  شده  شبیه سازى  شرایط 
شرایط شبیه سازى شده روده به cfu/g 106و بعد از 2 ساعت 
 p< 0/05 104 رسید که در سطح cfu/g دوم روده این تعداد به
ریزپوشانى  در سلول هاى  مى دهد.  نشان  را  معنى دارى  تفاوت 
به   ابتدا  در   1012  cfu/g از   فعال  سلول هاى  آلژینات،  با  شده 
cfu/g 1011 در شرایط شبیه سازى شده معده، cfu/g1010 در 

2 ساعت اول روده و  cfu/g 109 در 2 ساعت دوم روده رسید. 
داده شده  پوشش  آلژینات-  با  ریزپوشانى شده  در سلول هاى 
به اولیه1012  تعداد  از  فعال  باکترى  جمعیت  نیز  کیتوزان  با 
cfu/g 1011در شرایط شبیه سازى شده معده،  cfu/g 1010 در2 

ساعت  اول روده و  cfu/g 1010 در2 ساعت دوم روده رسید. به 
عبارتى ریزپوشانى مى تواند در شرایط شبیه سازى شده معده و 
افزایش فعال ماندن باکترى ها گردد و در حالى که  روده باعث 
سلول هاى آزاد پس از عبور از شرایط شبیه سازى شده معده و 
روده 8 سیکل لگاریتمى کاهش یافتند، سلول هاى ریزپوشانى 
با  مى دهند.  نشان  را  کاهش  لگاریتمى  سیکل   2 حدود  شده 
روده  شده  شبیه سازى  شرایط  در  ریزپوشینه ها  گرفتن  قرار 

شکل log (4) زنده مانی باکترى لاکتوباسیلوس کازئى به صورت آزاد، ریزپوشانى شده با آلژینات و ریزپوشانى شده با آلژینات-پوشش داده شده با کیتوزان 
تاثیر نوع ریزپوشینه و حروف بزرگ اثر شرایط  براى  در شرایط مشابه معده 2 ساعت، روده 2 ساعت و روده4 ساعت (حروف کوچک تفاوت معنى دار 

(p<0/ 05 شبیه سازى شده معده و روده، حروف مشابه بیانگر عدم تفاوت معنى دار در سطح
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در  کازئى  لاکتوباسیلوس  زیستى  قابلیت  که  گردید  مشخص 
شرایط شبیه سازى شده معده و روده به صورت متوالى، پایین تر 
 pH مانند  عواملى  که  است  معده  شبیه سازى شده  شرایط  از 
روده، حضور سورفاکتانت ها و املاح صفراوى باعث این کاهش 
ریزپوشینه  و  آزاد  باکترى هاى  بین  مقایسه  با  مى گردد[45]. 
شده مشاهده شد ریزپوشانى مى تواند تا حد زیادى از باکترى ها 
در برابر عوامل نامساعد مانند شرایط شبیه سازى شده معده و 
یافته هاى  با  نتایج  این  کند.  محافظت  آنزیم ها  حضور  و  روده 
حاصل از تحقیقات منگژو مطابقت دارد[46]. مطالعات زنجانى 
و همکاران نیز اختلاف 5 سیکل لگاریتمى بین سلول هاى آزاد 
آلژینات،  به وسیله  کازئى  لاکتوباسیلوس  شده  ریزپوشانى  و 
اینولین و نشاسته مقاوم ذرت در برابر شرایط شبیه سازى شده 

معده و روده در مدت زمان دو ساعت را نشان مى دهد [47].

3-3- آزمون حرارت
شکل هاى 7-5 نتایج حاصل از آزمون مقاومت به حرارت را 
تخریبی به  اثر  50 درجه سانتی گراد  دماي  می دهد که  نشان 
60 درجه سانتی گراد  55 و  به دماهاي  نسبت  مراتب کم تري 
در  دهی  حرارت  دقیقه   120 از  پس  که  صورت  این  به  دارد 
دماى 50 درجه سانتى گراد تعداد باکتري هاى ریزپوشانى شده 

از 1012 به cfu/g 109 رسیده و این میزان در دماي 55 درجه 
و   108  cfu/g 1013به  از  آزاد  هاي  باکتري  براي  سانتی گراد 
 108 cfu/g براي باکتري هاي ریزپوشانی شده از1012 به حدود
مى باشد. در دماي 60 درجه سانتی گراد نیز باکتري هاي آزاد 
 105  cfu/g به   1012 ازحدود  ریزپوشینه ها  و   1013  cfu/g از 
است  کم  دقیقه   15 زمان  تا   55 دماى  تخریبی  اثر  رسیدند. 
در حالی که در زمان هاى بالاتر این اثر تشدید شده و در دماي

60 درجه سانتی گراد در مدت زمان هاي کم تر از 15 دقیقه نیز 
اثر تخریبی زیادي ایجاد مى شود. در بین دو نوع ریزپوشینه در 
از  ندارد. داشتن پوشش چه  تفاوتى وجود  مقاومت به حرارت 
نوع آلژینات و چه از نوع آلژینات پوشش داده شده با کیتوزان 
اثر  حدودي  تا  می تواند  دقیقه   15 زیر  زمان هاي  در  حداکثر 
حرارت  ادامه  در  باشد.  داشته  حرارت  برابر  در  محافظتی 
اثر  ریزپوشینه،  به لایه هاي عمقی  نفوذ حرارت  به دلیل  دهی 
با  بابو  گوویند  مطالعه  در  می رود[48].  بین  از  آن  محافظتی 
حرارت دهی لاکتوباسیلوس کازیی ریزپوشانی شده با آل ژینات،  
اینولین و نشاسته مقاوم ذرت در دماي 60 درجه سانتی گراد 
فعال  هاي  سلول  از  لگاریتمی  سیکل   5 ساعت،   1 مدت  به 
در مطالعه مندل و همکاران، ریزپوشانى  یافته[40] و  کاهش 
به  باکترى  مقاومت  آلژینات،  به وسیله  کازئى  لاکتوباسیلوس 

شکلlog (5) زنده مانی باکترى لاکتوباسیلوس کازئى به صورت آزاد، ریزپوشانى شده با آلژینات و ریزپوشانى شده با آلژینات- پوشش داده شده با کیتوزان 
در دماى 50 درجه سانتى گراد و بازه زمانى 0 تا 120 دقیقه (حروف کوچک تفاوت معنى دار براى تاثیر نوع ریزپوشینه و حروف بزرگ اثر زمان حرارت دهى 

(p<0/ 05 را نشان مى دهد، حروف مشابه بیانگر عدم تفاوت معنى دار در سطح
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20 دقیقه  حرارت در دماى 55 درجه سانتى گراد را به مدت 
افزایش داده است[49]. لذا از آن جایی که به طور معمول تهیه 
غذاهاي نیمه آماده و پودري و مرحله مخلوط کردن آن ها با آب 
در مدت زمان هاي کوتاه (کم تر از 15 دقیقه) انجام می گیرد، 
می توان نتیجه گرفت استفاده از آب با دماي حداکثر 55 درجه 
فعال  میزان  بر  کمی  تخریبی  اثر  غذایی،  ماده  در  سانتی گراد 
لگاریتمى  سیکل  یک  حداکثر  و  دارد  باکتري ها  ماندن  باقی 

کاهش در جمعیت باکترى هاى فعال ایجاد مى گردد.

3-4- آزمون تورم ذرات
را در مدت  ریز پوشینه  نتایج آزمون تورم ذرات   (8) شکل 
نشان  میکروسکوپ  زیر  در  رطوبت  با  تماس  دقیقه   15 زمان 
انجمادى  به روش  ریزپوشینه خشک شده  ذرات  مى دهد. که 
به مراتب سرعت تورم بالاترى نسبت به ذرات خشک شده به 

شکل(6) زنده مانی باکترى لاکتوباسیلوس کازئى به صورت آزاد، ریزپوشانى شده با آلژینات و ریزپوشانى شده با آلژینات-پوشش داده شده با کیتوزان در 
دماى 55 درجه سانتى گراد و بازه زمانى 0 تا 120 دقیقه (حروف کوچک تفاوت معنى دار براى تاثیر نوع ریزپوشینه و حروف بزرگ اثر زمان حرارت دهى 

(p< 0/ 05 را نشان مى دهد، حروف مشابه بیانگر عدم تفاوت معنى دار در سطح

شکل (7) زنده مانی باکترى لاکتوباسیلوس کازئى به صورت آزاد، ریزپوشانى شده با آلژینات و ریزپوشانى شده با آلژینات-پوشش داده شده با کیتوزان در 
دماى 60 درجه سانتى گراد و بازه زمانى 0 تا 120 دقیقه (حروف کوچک تفاوت معنى دار براى تاثیر نوع ریزپوشینه و حروف بزرگ اثر زمان حرارت دهى 

(p< 0/ 05 را نشان مى دهد، حروف مشابه بیانگر عدم تفاوت معنى دار در سطح
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روش تماس با هوا دارند. میزان تورم ذرات خشک شده به روش 
و  بوده  بیش تر  در هوا1  ذرات خشک شده  به  نسبت  انجمادى 
میزان  در  اندکى  بسیار  کاهش  موجب  کیتوزان  با  پوشش دهى 
تورم ذرات شده است. ذرات خشک شده به روش انجمادى سریع 
تر از ذرات خشک شده در هوا متورم شدند. در مقایسه ذرات 
خشک شده در معرض هوا، ذرات پوشش دار با کیتوزان سرعت 
و درجه تورم کم ترى نسبت به ذرات آلژینات دارند و در حالى که 
در ریزپوشینه هاى خشک شده به روش انجمادى حداکثر تورم 
در 15 دقیقه پس از مرطوب شدن براى آلژینات رخ مى دهد، در 
آلژینات پوشش داده شده با کیتوزان تا زمان 20 دقیقه تورم ادامه 
داشته و براى ریز پوشینه هاى خشک شده در هوا حتى این زمان 
به بیش از 40 دقیقه مى رسد. میانگین بیشینه تورم در ذرات، 
به ترتیب براى ذرات آلژینات خشک شده به روش انجمادى، ذرات 
به روش  و خشک شده  با کیتوزان  داده شده  پوشش  آلژینات 
انجمادى، ذرات آلژینات خشک شده در هوا و در نهایت ذرات 
آلژینات پوشش داده شده با کیتوزان و خشک شده در هوا است. 
تورم سریع تر دانه هاى خشک شده به روش انجمادى به ساختار 
متخلخل آن ها نسبت داده شده که این ساختار به مولکول هاى 
آب یا سیال زیستى اجازه نفوذ به شبکه ریزپوشینه را مى دهد. 
بین ریزپوشینه هاى پوشش دار و فاقد پوشش، پیوند یونى بین 
گروه هاى آمین یونیزه شده کیتوزان و کربوکسیلات در آلژینات 
موجب شکل گرفتن غشاى پلى الکترولیت بر روى سطح ذرات 
1. Air driyng

شکل (8) میزان تورم ریزپوشینه آلژینات و آلژینات- پوشش داده شده با کیتوزان به دو روش خشک کردن انجمادى (f.d) وخشک کردن در معرض 
جریان هوا (air) (حروف کوچک تفاوت معنى دار براى تاثیر زمان و حروف بزرگ اثر نوع ریزپوشینه و روش خشک کردن را نشان مى دهد، حروف مشابه 

مى شود. این غشا مانند سدى در برابر نفوذ آب عمل مى کند. از 
طرفى پیوند هاى هیدروژنى بین آمین کیتوزان و هیدروکسیل 
آلژینات از تورم ذرات جلوگیرى مى کند [46]. ریزپوشینه هاى 
خشک شده به روش انجمادى از این نظر که در هنگام تهیه غذا و 
افزودن آب به پودر غذا، سریع تر آب جذب کرده و به حداکثر تورم 
خود مى رسند، در ادامه و با قرار گرفتن در شرایط شبیه سازى 
شده معده و روده به میزان کم ترى از شیره هاى معده و املاح و 
ترکیبات صفراوى به خود جذب کرده، در نتیجه این ترکیبات اثر 
کم ترى بر فعال باقى ماندن باکترى هاى ریزپوشانى شده مى گذارند.

3-5- اثر پوشش دهى ریزپوشینه ها
افزایش  باعث  هرچند  کیتوزان  با  ریزپوشینه ها  پوشش دهى 
و  معده  شده  شبیه سازى  شرایط  به  نسبت  باکترى ها  مقاومت 
روده مى گردد، ولى این میزان افزایش معنى دار نیست. در آزمون 
بر  اثرى  هیچ گونه  کیتوزان  با  پوشش دهى  حرارت  به  مقاومت 
مقاومت حرارتى باکترى ها ندارد و در آزمون سرعت تورم، ریز 
در  دارند.  کم ترى  تورم  سرعت  شده  داده  پوشش  پوشینه هاى 
مجموع پوشش دهى در شرایط شبیه سازى شده دستگاه گوارش 
اثر مثبتى بر فعالیت باکترى ندارد ولى طبق تحقیقات حاجیى 
پوشش کیتوزان باعث افزایش قابلیت چسبندگى ریزپوشینه به 
دیواره روده مى گردد که مى تواند باعث بهبود فعالیت باکترى در 

دستگاه گوارش انسان گردد[32].
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4- نتیجه گیرى
بین سلول هاى ریزپوشانى شده و آزاد،زنده مانی وتحمل شرایط 
بحرانى در باکترى هاى ریزپوشانى شده به مراتب بالاتر بوده و 
در بین دو نوع ریزپوشینه آلژینات وآلژینات پوشش داده شده با 
کیتوزان، آلژینات پوشش داده شده با کیتوزان نسبت به شرایط 
میزان  این  ولى  است،  مقاوم تر  ومعده  روده  شده  شبیه سازى 
معنى دارنیست. در حالى که بین دو نوع ریزپوشینه اختلافى از 
نظر مقاومت به حرارت وجود ندارد. در مورد میزان تورم ذرات 
نیز، ریزپوشینه هاى خشک شده به روش خشک کن انجمادى 
سریع تر متورم مى شوندو در بین دو نوع ریز پوشینه پوشش دار 
و فاقد پوشش کیتوزان، ریزپوشینه هاى فاقد پوشش کیتوزان

رشد و جذب آب سریع ترى دارند. از نظر اندازه ریزپوشینه ها نیز، 
بین 150-80 میکرومتر  اندازه  با  از پیستوله ذرات  با استفاده 
ایجاد مى شود که در مقایسه با روش هایى مانند امولسیون که 
ایجاد ذراتى در همین رنج مى کند، به مراتب ساده تر وسهل تر 
است. ضمن این که این روش قابلیت عملیاتى شدن در حجم 
بالا و هزینه بسیار کم تر از روش هاى معمول مانند امولسیون و 
اکستروژن را به راحتى دارد. ریزپوشینه هاى شکل گرفته قابلیت 
پودرى  غذایى  مواد  در  به خصوص  و  غذایى  صنایع  در  کاربرد 
وخشک که به صورت نیمه آماده به بازار عرضه مى شوند را دارا 
باکترى هاى پروبیوتیک به  تا حد زیادى مى تواند از  هستند و 
دام افتاده در آن در برابر عوامل نامساعد محافظت به عمل آورد.
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