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مطالعه نقش حفاظتی دانک های دوپوشینه ای آلژینات کلسیم-کیتوزان- نانوذرات 
اودوراژیت  S100 حاصل از ریزپوشانی باکتری  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس به 

عنوان فلور غالب روده انسان و حیوانات

هادی پورجعفر   نگین نوری*  حسن گندمی نصرآبادی   افشین آخوندزاده بستی
 گروه بهداشت و کنترل کیفی مواد غذایی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران- ایران

  )  دریافت مقاله: ۲۲ فروردین ماه ۱395،   پذیرش نهایی: 30 خرداد ماه ۱395(     

 چکیده  
زمینه مطالعه: پروبیوتیک ها دارای اثرات ســودمند زیادی می باشــند و توانایی زنده مانی پایین آن ها در شــرایط دشــوار اسیدی صفراوی 
دستگاه گوارش و شرایط محصولات غذایی، محققین را همیشه به پیدا کردن راه های حل این مشکل تشویق کرده است. ریزپوشانی به عنوان یک 
روش کارا اثر قابل توجهی در این زمینه داشته است. هدف: این مطالعه با هدف بررسی نقش حفاظتی دانک های دوپوشینه ای آلژینات کلسیم-

کیتوزان- نانوذرات اودوراژیت S100 حاصل از ریزپوشــانی باکتری لاکتوباســیلوس اسیدوفیلوس بعنوان فلور غالب روده انسان و حیوانات انجام 
گرفت. روش کار: پس از فعال سازی باکتری استارتر ل. اسیدوفیلوس در محیط MRS broth، برای خالص سازی باکتری از سانتریفیوژ )سرعت
 h 10( استفاده شد. ریزپوشانی باکتری پروبیوتیک به روش اکستروژن انجام گرفت. بررسی استحکام دانک ها در طول min 5000 به مدت rpm
12 و بررسی میزان زنده مانی باکتری ها در طول min 120 در درون  اسیدهیدروکلریک، بافرفسفات و محلول پودر دایجستیو در دو حالت با و بدون 
تنش مکانیکی انجام گرفت. جهت کشت از محیط  MRS-Salicin-agar و روش کشت سطحی و گرمخانه گذاری در دمای oC 37 به مدت  
48 ساعت استفاده شد. داده ها بوسیله آزمون t-test مستقل مورد آنالیز قرار گرفتند. نتایج: شکل و اندازه دانک ها بوسیله میکروسکوپ نوری نشان 
داده شد. نتایج نشان دادند که میزان زنده مانی باکتری های ریزپوشانی-شده در شرایط فوق در دو حالت با و بدون تنش مکانیکی بطور معنی داری 
بیشتر از باکتری های آزاد می باشد )p>0/05(. نتیجه گیری نهایی: ریزپوشانی با آلژینات کلسیم-کیتوزان-اودوراژیت S100 نقش مهمی در ارتقای 

میزان زنده مانی پروبیوتیک ل. اسیدوفیلوس ایفا می کند.

واژه های کلیدی: اودوراژیتS100، آلژینات کلسیم، کیتوزان، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس، ریزپوشانی

مقدمه
مفهوم پروبیوتیک برای اولین بار در قرن بیستم توسط الی مچنیکف روسی 

ارائه و معروف شد. پروبیوتیک ها میکروب های زنده ای هستند که وقتی وارد 

دستگاه گوارش می شوند در یک شمار معینی یک یا چند اثر سلامت بخش 

روی میزبان می گذارند )6،13(. از جمله این اثرات سلامت بخش می توان به 

تقویت سیستم ایمنی بدن و بالا بردن مقاومت در برابر عفونت ها، خواص 

ضدسرطانی و کاهش کلســترول خون و غیره اشاره کرد )13،30،34،35(. 

همچنین پروبیوتیک ها به عنوان جایگزین مفید و مناسب آنتی بیوتیک ها 

برای مبارزه با پاتوژن ها در انسان و حیوانات معرفی می شوند )29(. بالا رفتن 

روز افزون هزینه های درمان و ســلامتی و همچنین افزایش استقبال مردم 

برای داشتن زندگی سالم و با انرژی، زمینه ساز مطالعه و تولید فرآورده های 

غذایــی فرآویژه به خصوص غذاهای پروبیوتیکی بوده اســت. برای اینکه 

میکروارگانیســم های پروبیوتیک بتوانند ویژگی های عملکردی و سلامت 

بخش خود را در بدن نشــان دهند، بایســتی به شکل زنده و فعال در داخل 

غذا تا زمان مصرف باقی مانده و نهایتا در داخل بدن انسان هم تا رسیدن به 

 107 cfu/g( ارگان هدف که عمدتا قولون می باشد به تعداد مناسب و معینی

یا بیشتر( حفظ شوند )6،7،34(. توانایی زیستی کم پروبیوتیک ها در شرایط 

سخت محصولات غذایی و به ویژه شرایط اسیدی و قلیایی لوله گوارشی، 

محققین را به پیدا کردن راه های بهبود این شــاخص تشــویق کرده است. 

ریزپوشانی به عنوان یکی از تازه  ترین این روش ها، اثر قابل توجهی در این 

رابطه داشته است )1،2،16،33،37(. باکتری لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 

به عنوان فلور غالب روده انسان و حیوانات می باشد و در درون محصولات 

تخمیری معمول نیز یافت می شــود و یکــی از مهمترین و پرمصرف ترین 

باکتری های پروبیوتیک معرفی شــده است )10،22،31(. در نتیجه ارزیابی 

و ارتقای میزان زنده مانی این باکتری با اســتفاده از ریزپوشــانی مناسب و 

قوی در درون فرآورده های غذایی و ایجاد امکان انتقال و رهاسازی مناسب 

آن در قسمت های مختلف دســتگاه گوارش به خصوص قولون از اهمیت 

به خصوصی برخوردار می باشــد و این موضــوع در مطالعات متعددی مورد 

پژوهش قرار گرفته است )22،25،32،35(.

در سال های اخیر مطالعات متعددی در زمینه ریزپوشانی باکتری های 

پروبیوتیک با اســتفاده از مواد مختلف )از قبیل آلژینات، نشاســته، زانتان-

ژلان، کاراگینان، کیتوزان، ژلاتین و غیره( و روش های مختلف )روزن رانی 

و امولســیون( انجام گرفته اســت که نتایج اکثر به اتفاق آن ها نشان دهنده 

نقش مؤثر ریزپوشانی در بالا بردن میزان زنده مانی این ریززنده ها در شرایط 

نامســاعد داخل محصولات مختلف و شــرایط معدی روده ای می باشــند  
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.)4،5،8،26،27،42،44(

آلژینات یک هتروپلی ساکارید خطی است که از D- مانورونیک اسید و 

L- گلورونیک اسید تشکیل شده و از جلبک های مختلف بدست می آید. از 

مهمترین مزایای این ماده که آن را بر دیگر مواد جهت ریزپوشانی ارجحیت 

می دهد می توان به غیرســمی بودن آن بر روی باکتری و ســلول های بدن 

مصرف کننده، شناخته شــدنش به عنوان افزودنی مجاز، سهولت استفاده 

آن و ارزان بودنش اشــاره کرد. از معایب آن نیز می توان به حساســیت و از 

هم پاشیدگی در شــرایط اسیدی، از هم پاشیدگی در حضور یون های تک 

ظرفیتی به دلیل رقابت با یون کلسیم، انتشار سریع رطوبت و سایر سیالات از 

آن اشاره کرد که این نقایص آلژینات را می توان با ایجاد یک پوشینه مقاوم 

روی آن و یا مخلوط کردن ســایر مواد در ســاختمان شیمیایی آن برطرف 

کرد )5،14،41،45(. از مواد پوشــینه ســاز مهم می توان نشاسته معمولی، 

نشاسته مقاوم، کیتوزان و کاراگینان را نام برد که در مطالعات متعددی مورد 

استفاده قرار گرفته اند )19،20،39،40،45(. کیتوزان پلی ساکارید خطی و با 

بار مثبت می باشــد که از کیتین بدســت می آید و به عنوان پوشــینه جهت 

مستحکم تر کردن ریزپوشانی، روی سایر ریزپوشاننده های با بار منفی مورد 

استفاده قرار می گیرد. این ماده همانند آلژینات ارزان و بی ضرر بوده و شبکه 

ژلی خوبی را ایجاد می کند اما در شــرایط اســیدی اســتحکام خوبی ندارد  

 .)11،15،18،20،39،45(

علاوه بر حفاظت مناســب باکتری های پروبیوتیک از عوامل نامساعد 

محیطی، چیزی که در این میان مهم بوده و در اکثر مطالعات به آن توجه 

کمی شــده اســت، آزادســازی هدفمند و قوی باکتری های پروبیوتیک در 

ارگان های مختلف به ویژه در داخل قولون می باشد تا بتوان تمام و یا اکثریت 

بار پروبیوتیکی مورد نظر را با یک استراتژی مطمئن دقیقا در داخل قولون 

که جایگاه اصلی و عملکردی این باکتری هاست رهاسازی کرد. اودوراژیت 

)Eudragit( یک کوپلیمر بر پایه مت آکریلیک اســید و متیل متآکریلات 

)با نسبت 1:2( می باشد. این ماده غیرمحلول در اسیدها و آب خالص است، 

در حالیکه در محلول با pH برابر 7 یا بالاتر حل می شــود. این ماده باعث 

آزادسازی دارو در محل قولون می شود. از این ماده می توان به عنوان پوشینه 

دوم یا ثانویه هم برای مستحکم کردن ریزپوشانی و هم آزادسازی هدفمند 

پروبیوتیک هــا و یا مواد دارویی در قولون )هدف اصلی( که جایگاه اصلی و 

عملکردی آن ها اســت استفاده نمود که این اثر در مطالعات مختلفی مثل 

مطالعه Badhana و همکاران در سالKhaleghi ،2013 در سال 2012 

و همچنین Hu و همکاران در سال 2012 نشان داده شده است )3،9،12(. 

هــدف از مطالعه حاضــر تعیین نقــش حفاظتی دانک های دوپوشــینه ای 

آلژینات کلسیم-کیتوزان- نانوذرات اودوراژیت حاصل از ریزپوشانی باکتری  

لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوس به عنوان فلور غالب روده انسان و حیوانات 

می باشد. 

روش کار
فعال ســازی باکتری  پروبیوتیک: باکتری لیوفیلیزه   لاکتوباســیلوس 

اســیدوفیلوس )ATCC 4356(: 1643از ســازمان پژوهش هــای علمی و 

صنعتی ایران تهیه شــد. ســپس بســته  لیوفلیزه در شرایط اســتریل باز و 

 MRS broth )QUELAB, طبق دســتورالعمل موجود در بسته به محیط

Canada( منتقل و در دمای oC 37 به مدت h 24 گرمخانه گذاری شــد تا 

آغازگر با جذب آب از حالت کمون خارج شده و وارد مرحله رشد لگاریتمی 

شود )8،23(.

خالص ســازی توده باکتری: در این مطالعه محیط کشت مرحله قبل 

کاملاًً هم زده شــد و بعد از انتقال به درون لوله های ml 30 بوسیله دستگاه 

ســانتریفیوژ )R, Germany 5810 eppendorf, Centrifuge(  بــا 

ســرعت rpm 5000 بــه مدت min 10 ســانتریفیوژ شــد. از این رســوب 

باکتریایی جهت تلقیح مستقیم باکتری ها به مایع اسیدی، خنثی و قلیایی و 

نیز جهت استفاده در فرآیند ریزپوشانی استفاده گردید )8،23(.

تهیــه محلــول نانــوذرات اودوراژیــت S100: بــرای تبدیــل پــودر 

بــه   )Darmstadt, Germany  ,64275-Evonik, D( اودوراژیــت 

 Supercritical Antisolvent(رSAS از روش اودوراژیــت  نانــوذرات 

Technique( استفاده گردید. در این روش برای تولید نانوذرات اودوراژیت 

S100، ابتــدا پــودر اودوراژیت S100 موجود را که بــه طور آماده خریداری 

 Scharlau( 1-4 در داخل حلال اســتون mg/ml شــده بود را به میــزان

Chemie S.A, Spain( اضافه کردیم. سپس محلول حاصل را به وسیله 

سرنگ به آرامی به داخل سرم فیزیولوژی استریل حاوی ml 1 امولسی فایر 

توییــن Merk, Hohenbrunn, Germany( 80( که در زیر دســتگاه 

 )Wisetise, DAIHAN Scientific Co., Ltd, Korea( هوموژنیزاتور

با سرعت rpm 23000 و به مدت min 15 قرار گرفته بود، تزریق کردیم. 

ســپس محلول حاصل را در طول شــب در دمای oC  37 قرار دادیم تا فاز 

حلال)استون( تبخیر و از مایع جدا شود. برای بررسی اندازه نانوذرات تولید 

 Brookhaven(رLaser Particle Size Analyzer شــده از دســتگاه

Instruments Corporation, USA( استفاده شد )9(.

ریزپوشــانی باکتری هــای پروبیوتیک و پوشینه ســازی اولیه و ثانویه 

دانک هــای حاصل: در این مطالعه، ریزپوشــانی باکتری های پروبیوتیک با 

 S100 روش اکستروژن و با آلژینات کلسیم-کیتوزان و نانوذرات اودوراژیت

انجام گرفت. ابتدا g 4 آلژینات سدیم )Sigma, USA( به ml 100)4%( آب 

مقطر اضافه و سپس استریل شد. پس از آن محلول آلژینات به مدت یک 

شــب در یخچال قرار داده شــد تا ذرات آلژینات به خوبی آب جذب کنند. 

روز بعد محلول آلژینات از یخچال به محیط آزمایشــگاه منتقل شــد تا با 

محیط هم دما شود. بعد لوله های حاوی امولسیون باکتریایی تهیه شده در 

مرحله قبل داخل آلژینات تخلیه و حدود ml 1 تویین 80  نیز به آن اضافه 

گردید. سپس مخلوط حاصل  جهت تشکیل دانک ها به روش اکستروژن و 
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با اســتفاده از سرنگ انسولین )با قطر mm 0/2( وارد محلول کلریدکلسیم

Merk, Darmstadt, Germany( 0/1 mol(گردید و در مدت کوتاهی 

در اثر تماس آلژینات با یون های کلســیم، دیواره کپسول از جنس آلژینات 

کلســیم تشــکیل و قطرات به صــورت دانک هایی در قســمت ته محلول 

کلریدکلسیم رسوب کردند. دانک ها در داخل محلول کلریدکلسیم به مدت

min 30 نگهداری و ســپس محلول کلریدکلســیم زهکشی و جدا گردید. 

سپس برای ایجاد پوشینه روی لایه اول، دانک ها به داخل محلول استریل 

0/8 % کیتوزان )Sigma, USA( که قبلا به آن محلول 0/1% اسید استیک 

)Merk, Darmstadt, Germany( اضافــه و pH آن در 5/8 تنظیــم 

شــده بود انتقال داده شــد. بعد از h 1 ســاعت دانک ها جمع آوری و سپس 

جهت تشکیل پوشینه ثانویه روی غلاف کیتوزان، دانک ها به داخل محلول 

نانوذرات اودوراژیت منتقل شــدند. در نهایت دانک های پوشینه دار حاصل 

جمع آوری و تا انجام مراحل بعدی نگهداری شدند. تمام مراحل فوق تحت 

شرایط استریل انجام گرفت )9،11،18،20،28،39،45(.  

بررسی و ارزیابی دانک  ها:  شکل و اندازه تقریبی دانک های تولید شده 

و نحوه جای گیری باکتری مورد نظر  در داخل دانک ها توسط میکروسکوپ 

نــوری )T. Japan-YS2 2-Nikon- Model Alphaphot( و رنــگ 

آمیــزی گرم دانک هــای برش داده شــده مورد ارزیابی قــرار گرفت. برای 

ایجاد برش در دانک ها، چند دانک   بزرگتر انتخاب و روی لام به وسیله تیغ 

میکرومتر از وسط برش داده شد و سپس روی سطح برش رنگ آمیزی گرم 

انجام گرفت تا باکتری ها در زیر میکروسکوپ تشخیص داده شوند )23،31(. 

رهاسازی باکتری  ها  از داخل دانک ها: جهت بررسی میزان بقای باکتری 

 pH  0/1 و با mol 9  بافر فسفات ml 1 از دانک همراه با g ،ریزپوشانی شده

برابر 7 در داخل کیسه استومکر ریخته شده و به مدت h 3 در داخل دستگاه 

اســتومکر )netech-laboratory, Bag Tech®( هم زده شد تا پوشینه 

و دیواره دانک ها تخریب و کاملًا حل گردد. سپس رقت های لازم با پپتون 

واتــر QUELAB, Canada( %0/1( تهیه و در محیط کشــت اختصاصی 

 MRS-Salicin-agar )MRS agar; لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوس

 37 oCدر دمــای )QUELAB, Canada and Salicin; Sigma, USA

به مدت 48 ساعت تحت شرایط  هوازی گرمخانه گذاری شدند )23،31،36(.

ارزیابی اســتحکام دانک ها: برای بررسی استحکام دانک ها، به میزان  

g 1 دانک تولید و در هر مرحله تحت تأثیر موارد زیر )الف، ب و ج( با و بدون 

تنــش مکانیکی در دمای oC 37 قرار گرفت و اســتحکام دانک  ها  و میزان 

زنده مانی باکتری های حاوی آن برحسب زمان از حداقل min 30  تا حداکثر 

h12 مطالعه شد )برای هر آزمایش تنش مکانیکی روی دستگاه هات پلیت 

 )staufen, KG, Germany 79219 IKA Labortechnik, Model(

به وسیله مگنت و با دور rpm 500  در دمای oC 37 انجام شد(:

،)pH=2( 9 محلول اسیدهیدروکلریک ml )الف

،)pH=7( 0/mol1 9 محلول بافر فسفات ml )ب

ج( ml 9 آب مقطر حاوی پودر دایجســتیو )شامل 4500 واحدآمیلاز، 

6000 واحدلیپــاز، ml 50 همــی ســلولز، ml 25 عصــاره صفــراوی گاو و 

.)pH=8/35

در این آزمایش زمانیکه دانک متلاشــی می شــد ml 1از محلولی که 

دانک در آن تخریب و حل شده بود به محیط کشت MRS broth منتقل 

و 18 ســاعت گرمخانه گذاری  شد تا به زنده  بودن باکتر ی های آزاد شده به 

محیــط پی ببریم، و زمانیکــه دانک  ها  در طول حداکثر زمان در نظر گرفته 

شــده )12h( تخریب نشده و ســالم باقی  ماندند، ابتدا باکتری ها از دانک ها 

آزاد و ســپس مانند مرحله قبل به محیط کشــت MRS broth منتقل و 

18 ســاعت گرمخانه گذاری  شــدند تا زنده بودن باکتریهای درون دانک ها 

مشخص شود )31(.

بررســی میزان زنده مانی باکتری های ریزپوشانی شــده تحت شرایط 

محلول اســید هیدروکلریک، محلول بافر فســفات و محلــول حاوی پودر 

دایجســتیو، با و بدون تنش مکانیکی: برای رســیدن به این هدف از یک 

ســو g 1 از باکتری های ریزپوشانی شده به صورت دانک دوپوشینه ای و از 

ســوی دیگر ml 1 باکتری آزاد )از رســوب باکتری که با ســرم فیزیولوژی 

بصورت امولســیون درآمده( در شــرایط کاملاًً یکســان به ترتیب به داخل

ml 10 محلول اسید هیدروکلریک با pH=2،اml 10 محلول بافر فسفات

mol 0/1 با pH=7 واml 10 محلول حاوی پودر دایجســتیو )شامل 4500 

واحدآمیلاز، 6000 واحدلیپاز،ml 50 همی سلولز،ml 25 عصاره صفراوی 

گاو وpH=8/35( که قبلًا در اتوکلاو )oC 121 بمدتmin 15( استریل شده 

بود افزوده شــدند و در دمــای oC 37 در دو حالت با و بدون تنش  مکانیکی 

گرمخانه گذاری شدند. سپس به منظور بررسی میزان زنده مانی سلول های 

ریزپوشانی شــده در زمان های صفــر،30، 60، 90، 120 دقیقه، هر کدام از 

محیط ها بوسیله پپتون واتر 0/1 % رقیق سازی شده و در محیط اختصاصی  

MRS-Salicin-agar برای لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس بصورت کشت 

ســطحی و بمدت 48 ســاعت در دمایoC  37 گرمخانه گذاری شدند )31(. 

برای مقایسه میزان زنده مانی باکتری های زنده در هر برهه زمانی از آزمون 

تی مستقل در سطح α= 0/05 استفاده گردید.

نتایج
برای بررســی اندازه نانوذرات اودوراژیت تولید شــده به روش SAS از 

دســتگاه Laser Particle size analyzer استفاده شد و اندازه متوسط 

ذرات nm 100 بدست آمد. اندازه متوسط و شکل دانک های تولید شده با 

اســتفاده از میکروسکوپ نوری در تصویر 1 نشــان داده شده است. در کل 

شــکل دانک ها کروی تا بیضی شکل بود و اندازه متوسط آن ها، به صورت 

میانگیــن حاصل از اندازه 40 دانک متفــاوت که بصورت تصادفی انتخاب 

شــده بودند بدســت آمد که در حدود µm 200-80 بود )تصویر1(. پراکنش 

باکتری های پروبیوتیک در درون ماتریکس آلژینات در تصویر 2 مشــاهده 
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می شود. 

در بررســی اســتحکام دانک ها در درون محلول اســید هیدروکلریک 

)نمودار1(؛ ســاختمان دانک، بدون تنش مکانیکی تا 12 ساعت سالم باقی 

ماند و باکتری های داخل آن پس از آزادســازی و منتقل شــدن به محیط 

تصویر1. عکس میکروسکوپ نوری از دانک های دوپوشینه ای با بزرگنمایی 10× )قطر 
.)80-200 µm :دانک

نمودار1. میزان اســتحکام دانک در داخل اســیدهیدروکلریک، بافرفسفات و محلول 
پودر دایجستیو با و بدون تنش مکانیکی.

نمودار 3. زنده مانی باکتری های آزاد و ریزپوشانی شده در محلول اسیدهیدروکلریک 
با تنش مکانیکی )محور افقی: زمان -دقیقه؛ محور عمودی: Log تعداد باکتری های 

.)cfu/g -زنده

تصویــر2. نمــای داخلــی دانک هــا ، و پراکنــش باکتری هــا در داخــل دانک هــا بــا 
بزرگنمایی40×.

نمودار 2. زنده مانی باکتری های آزاد و ریزپوشانی شده در اسیدهیدروکلریک بدون 
تنــش مکانیکی )محور افقی: زمان -دقیقه؛ محــور عمودی: Log تعداد باکتری های 

.)cfu/g -زنده

 نمودار 4. زنده مانی باکتری های آزاد و ریزپوشانی شده در محلول بافرفسفات بدون 
تنــش مکانیکی )محور افقی: زمان -دقیقه؛ محــور عمودی: Log تعداد باکتری های 

.)cfu/g -زنده
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کشــت توانایی رشد را داشــتند، و با تنش مکانیکی ساختمان دانک بعد از 

10  ساعت متلاشی و بلافاصله بعد از آن باکتری ها توانایی رشد در محیط 

کشت را داشتند.

در بررســی استحکام دانک ها در درون محلول بافر فسفات )نمودار1(؛ 

ســاختمان دانک، بدون تنش مکانیکی تا 10 ســاعت حفظ و باکتری های 

داخل آن پس از آزادســازی و منتقل شــدن به محیط کشــت توانایی رشد 

را داشــتند، و با تنش مکانیکی ساختمان دانک بعد از 3 ساعت متلاشی و 

بلافاصله بعد از آن باکتری ها توانایی رشد در محیط کشت را داشتند.

در بررسی استحکام دانک ها در درون محلول پودر دایجستیو )نمودار1(؛ 

ســاختمان دانک، بدون تنش مکانیکی تا 12 ســاعت حفظ و باکتری های 

داخل آن پس از آزادســازی و منتقل شــدن به محیط کشــت توانایی رشد 

را داشــتند، و با تنش مکانیکی ســاختمان دانک بعد 5 ســاعت متلاشی و 

بلافاصله بعد از آن باکتری ها توانایی رشد در محیط کشت را داشتند.

میزان زنده   مانی باکتری های آزاد و ریزپوشانی شــده لاکتوباســیلوس 

اسیدوفیلوس پس از گرمخانه گذاری در محلول اسید هیدروکلریک، محلول 

 37 oC بافر فسفات و محلول حاوی پودر دایجستیو در طی 2 ساعت در دمای

با و بدون تنش مکانیکی به ترتیب در نمودارهای 2 تا 7 نشــان داده شــده 

است. برای مقایسه میزان زنده مانی باکتری های زنده در هر برهه زمانی از 

آزمون تی مستقل در سطح α= 0/05  استفاده گردید. در تمام شرایط موجود، 

شمار باکتری های ریزپوشانی شده به طور معنی داری بیشتر از باکتری های 

آزاد بود )p>0/05(. همچنین شــمار باکتری های آزاد و ریزپوشانی شده در 

شرایط بدون تنش مکانیکی بطور معنی داری بیشتر از تعداد این باکتری ها 

 .)p>0/05( در شرایط با تنش مکانیکی بود

بحث
با توجه به پژوهش های گســترده ای که در رابطــه با میزان زنده مانی 

باکتری پروبیوتیک لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس صورت گرفته اند می توان 

به اهمیت بالای این باکتری به عنوان فلور طبیعی و غالب لوله گوارشــی 

انســان و نیز بعنوان یک پروبیوتیک پرمصرف در درون اغلب محصولات 

غذایی تخمیری پی برد. همانطور که ذکر شد، ریزپوشانی یکی از نوین ترین 

شــیوه های ارتقای میزان بقای باکتری های پروبیوتیک محسوب می شود. 

در پژوهش حاضر، خصوصیات ریخت شناســی و اســتحکامی دانک های 

دوپوشــینه ای حاصل از ریزپوشانی باکتری لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس با 

استفاده از آلژینات کلســیم-کیتوزان-اودوراژیت و روش اکستروژن نشان 

داده شد. در پژوهش-های متعددی، خصوصیات ریخت شناسی دانک های 

حاصل از ریزپوشانی باکتری های پروبیوتیک با به کارگیری مواد و روش های 

مختلف و با اســتفاده از میکروســکوپ نوری و الکترونی مورد بررسی قرار 

گرفته انــد )14،31،32،35(. نتایج حاصل از مطالعه حاضر نشــان دادند که 

میزان استحکام دانک ها، در شرایط محیطی مختلف متفاوت بوده و تنش 

فیزیکی نقش پراهمیتی در آن دارد. تحقیقات نشان داده اند که کلرید کلسیم 

 2Ca+ ســبب بالا رفتن استحکام ژل آلژینات می شود و هر چه قدر میزان

 S100 ریزپوشانی با آلژینات کلسیم- کیتوزان- اودوراژیت

نمودار 5. زنده مانی باکتری های آزاد و ریزپوشــانی شــده در محلول بافرفســفات با 
تنــش مکانیکی )محور افقی: زمان -دقیقه؛ محــور عمودی: Log تعداد باکتری های 

.)cfu/g -زنده

نمــودار 7. زنده مانــی باکتری های آزاد و ریزپوشــانی شــده در محلول دایجســتیو با 
تنــش مکانیکی )محور افقی: زمان -دقیقه؛ محــور عمودی: Log تعداد باکتری های 

.)cfu/g -زنده

نمودار 6. زنده مانی باکتری های آزاد و ریزپوشــانی شده در محلول دایجستیو بدون 
تنــش مکانیکی )محور افقی: زمان -دقیقه؛ محــور عمودی: Log تعداد باکتری های 

.)cfu/g -زنده
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بیشتر باشد میزان ضخامت پوشینه و در نتیجه استحکام آن بیشتر می شود 

)Krasakoopt .)1،14،15،18،21 و همکاران در ســال 2004 اثرات مواد 

پوشینه ســاز بر روی ویژگی های استحکامی و حفاظتی دانک های آلژینات 

و میزان زنده مانی باکتری های پروبیوتیک ریزپوشانی شده را مورد ارزیابی 

قرار دادند، در این پژوهش میزان بقای لاکتوباســیلوس اسیدوفیلوس 547 

و بیفیدوباکتریوم بیفیدوم و لاکتوباســیلوس کازئی 01 در درون دانک های 

آلژینات کلسیم فاقد پوشش و در مقابل با دانک های پوشش دار با سه ماده 

کیتوزان، آلژینات سدیم و پلی- ال- لیزین مورد مقایسه قرار گرفتند. نتایج 

این تحقیق نشــان دادند که با تشــکیل پوشــینه ضخامت دیواره دانک ها 

افزایش یافت و دانک های آلژینات با پوشــینه کیتوزان بهترین حفاظت را 

برای باکتری های ل. اسیدوفیلوس و ل. کازئی فراهم کرد )14(.

نتایج حاصل از مطالعه حاضر نشان دادند که ریزپوشانی و پوشینه سازی 

با آلژینات کلسیم- کیتوزان -اودوراژیت نقش مؤثری در حفاظت از باکتری 

لاکتوباســیلوس اسیدوفیلوس تحت شــرایط محلول اسید هیدروکلریک، 

محلول بافر فسفات و محلول حاوی پودر دایجستیو با و بدون تنش مکانیکی 

ایفا می کند و میزان بقای باکتری های ریزپوشــانی شــده در تمام شرایط، 

بطور معنی داری بالاتر از باکتری های آزاد بود. این به این معنی اســت که 

ریزپوشانی باکتری به صورت حایلی اثرات نامساعد محیطی را روی باکتری  

 Pourjafar .کاهش داده و ســبب افزایش میزان زنده مانی آن ها می گردد

و همکاران در سال 2011 ویژگی های ریخت شناسی و حفاظتی دانک های 

حاصل از ریزپوشــانی باکتری لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس را با استفاده از 

آلژینات کلسیم- نشاسته مقاوم را مورد بررسی قرار دادند. در این مطالعه؛ در 

محیط HCl، دانک ها تحت شرایط بدون تنش مکانیکی بعد از 12 ساعت 

و با تنش مکانیکی بعد از 3 ساعت متلاشی شدند، و در محیط بافرفسفات، 

دانک ها تحت شرایط بدون تنش بعد از 12 ساعت و با تنش بعد از 1 ساعت 

متلاشی شدند، و نهایتاً در محیط محلول پودر دایجستیو دانک ها در شرایط 

بــدون تنش بعد از 10 ســاعت و با تنش بعد از min 30 رهاســازی کامل 

را انجام دادند. این نتایج بدســت آمده و همچنین نتایج مربوط به بررســی 

میزان زنده مانی پروبیوتیک لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس در مطالعه مذکور 

بــا نتایج مطالعه حاضر همخوانی دارند )31(. این محققین در ســال 2010 

تأثیر ریزپوشــانی با آلژینات کلســیم و نشاســته مقاوم بر میزان زنده مانی 

لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس تحت شرایط مشــابه مایع معدی-روده ای را 

مورد بررســی قرار داده و نقش حفاظتی ریزپوشــانی در بقای باکتری ها در 

شرایط دشــوار معدی-روده ای را نشان دادند )22(. همچنین نتایج مطالعه 

حاضــر بــا یافته هــای Krasaekoopt  و همــکاران در ســال 2004 نیز 

همخوانی دارد )14(. 

Badhana و همــکاران در ســال 2013 داروی mesalamine را با 

استفاده از کیتوزان- اودوراژیت S100 ریزپوشانی کرده و رهاسازی هدفمند 

داروی مورد نظر در ناحیه قولون و نقش حفاظتی ریزپوشانی در معده و روده 

کوچک را مورد بررســی قرار دادند. نتایج نشــان دادند که رهاسازی دارو از 

دانک های کیتوزان- ادوراژیت وابســته به pH می باشد. نشان داده شد که 

دانک های کیتوزان پوشــیده شــده با اودوراژیت S100 رهاسازی در شرایط 

مشــابه مایع معدی نداشــت، به میزان ناچیزی رهاسازی در شرایط مشابه 

مایع روده ای داشت و بیشترین رهاسازی در محیط قولون انجام گرفت )3(. 

 Silibin در سال 2012، با نانوکپسولاسیون داروی Khaleghi همچنین

با اســتفاده از Eudragit RL، رهاســازی هدفمند در ناحیه قولون را نشان 

داد )12(. 

با توجه به نتایج بدســت آمده در این مطالعه و مطالعات مشــابه انجام 

گرفته این مطلب روشــن است که ریزپوشــانی با آلژینات کلسیم و سپس 

اســتفاده از موادی مثل کیتوزان برای پوشینه سازی آن می تواند استحکام 

نســبتاً مناســبی را برای حفاظت از محتویات داخلی دانک ها )باکتری های 

پروبیوتیــک، داروهــا، ترکیبات ضدمیکروبی مختلف، اســانس ها و غیره( 

می باشــند فراهم آورد )18،19،20،21،39(. همچنین می توان با استفاده از 

مــواد ویژه ای مثل اودوراژیت )انواع مختلــف اودوراژیت( علاوه بر افزایش 

و بهبود اثر حفاظتی بر روی محتویات درون دانک، رهاسازی هدفمند این 

محتویات را در منطقه خاصی از بدن و لوله گوارشی فراهم آورد )17،24،43(. 

در این مطالعه، مکانیســم نقش حفاظتی دانک ها چنین اســت که با ایجاد 

دیواره آلژینات کلسیم یک حائل اولیه ضعیف، بین باکتری های درون دانک 

و محیط نامساعد بیرونی ایجاد می شود که برای افزایش استحکام این لایه 

اولیه، یک پوشینه بیرونی از جنس کیتوزان روی این حائل کشیده می شود. 

با در نظر گرفتن اینکه کیتوزان در  شرایط اسیدی و pHهای پایین حل شده 

و کم کم از روی دیواره آلژینات-کلسیم ریزش می نماید لذا برای جلوگیری 

از این حالت و بهبود هرچه بیشــتر اســتحکام لایه کیتوزان کاتیونی، یک 

پوشینه ثانویه از نانوذرات اودوراژیت آنیونی )با ایجاد پیوند الکترواستاتیک 

بین بارهای مثبت و منفی( به دور این لایه کشیده می شود که بدون افزایش 

 pH محســوس اندازه دانک ها نسبت به شرایط اسیدی مقاوم بوده ولی در

مشابه قولون باعث آزادسازی هدفمند محتویات دانک ها می-شود. همانطور 

که در این تحقیق نشان داده شد، نانوذرات EU S100 با ایجاد یک پوشینه 

ثانویه نازک بر روی پوشــینه کیتوزان، در مقایسه با سلول های آزاد، باعث 

حفاظت بهینه باکتری های پروبیوتیک در شــرایط نامســاعد شده و شمار 

مناسب و قابل قبولی از این باکتری ها را در داخل دانک ها حفظ نمود. 

تشکر و قدردانی
نویسندگان این مقاله بر خود لازم می دانند که از کارشناسان آزمایشگاه 

بهداشــت و کنترل موادغذایی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران خانم ها 

مهندس قدمی و مهندس طیار و همچنین دانشجوی دکترای قارچ شناسی 

دانشگاه تهران دکتر حســن قربانی به خاطر همکاری در انجام آزمایشات 

تشکر و قدرانی نمایند.
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Abstract:
BACKGROUND: Probiotics have more functional effects and less survival  under hard 

acidic-bile circumstances of digestive system, and foodstuff products situation has per-
suaded investigators to find techniques to resolve this problem. Microencapsulation as a 
useful method has a perceptible effect in this regard. OBJECTIVES: The aim of this study 
was to assess the protective role of double coated beads of calcium alginate-chitosan-eu-
dragit S100 achieved from microencapsulation of Lactobacillus acidophilus as a predomi-
nant flora of human and animals gut. METHODS: Following activation of starter culture of 
L.acidophilus in MRS-broth medium,  centrifuge (at aspeed of 5000 rpm for 10 minutes) 
was used to purify bacteria. Extrusion technique was used for Microencapsulation of pro-
biotic bacterium. The survey of beads solidity was carried out for 12 hours and the study of 
survival of microencapsulated bacteria was done for 120 minutes inside hydrochloric acid, 
phosphate buffer and digestive powder solution.  MRS-Salicin-agar and pour plate method 
and incubation at 37oC for 48 h was done for cultivation. Data were analyzed by means of 
an independent t-test. RESULTS: Shape and size of beads were shown by optical micro-
scope. The consequences demonstrated that survivability of microencapsulated bacteria 
in the mentioned conditions, in both situation with and without mechanical tensions, is 
significantly more than free bacteria (p<0/05). CONCLUSIONS: Microencapsulation with 
calcium alginate- chitosan-eudragit S100 plays a significant role  in increasing the rate of 
L. acidophilus viability.
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. Optical microscope image of double coated beads at 10 magnification.

Figure 2. Internal appearance of beads, and dispersion of bacteria into beads at 40 magnification.

Graph 1. Bead’s strength into HCl, phosphate buffer and digestive powder solution.

Graph 2. Survival of free and encapsulated bacteria into HCl solution without mechanical tension.

Graph 3. Survival of free and encapsulated bacteria into HCl solution with mechanical tension.

Graph 4. Survival of free and encapsulated bacteria into phosphate buffer without mechanical tension.

Graph 5. Survival of free and encapsulated bacteria into phosphate buffer with mechanical tension.

Graph 6. Survival of free and encapsulated bacteria into digestive solution without mechanical tension.

Graph 7. Survival of free and encapsulated bacteria into digestive solution with mechanical tension.


