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  چکیده
، (اسید لاکتیک و اسید استیک) اسیدهاي آلیمقدار اثر افزودن گلوکز اکسیداز تثبیت شده بر روي نانوذرات مغناطیسی کیتوزان بر  هدف از این تحقیق بررسی

گلوکز کیلوگرم)  برگرم میلی 1000و 750، 500، 250، صفرمقادیر مختلف ( .بودهاي حسی ماست نوشیدنی پروبیوتیک و ویژگی هاي پروبیوتیکمانی باکتريزنده
. طی زمان نگهداري نگهداري شدنددرجه سلسیوس  4ها به مدت سه هفته در دماي نمونه شد. در ماست نوشیدنی پروبیوتیک استفادهو تثبیت شده  آزاد اکسیداز

داري اسید لاکتیک افزایش معنیقدار ی مداري کاهش یافت ولیطور معنبه بیفیدوباکتریوم لاکتیسو  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوساسید استیک، جمعیت  مقدار
مانی زندههاي تست در مقایسه با نمونه شاهد (فاقد آنزیم) شد. هاي پروبیوتیک در نمونهمانی باکتريافزودن آنزیم باعث افزایش زنده .)p>05/0( داشت

گرم میلی 500هاي حاوي نمونه. گرم بر کیلوگرم) کمتر از سایر سطوح بودمیلی 1000و  750هاي حاوي سطوح بالاي آنزیم (نمونهدر  بیفیدوباکتریوم لاکتیس
 ها بیشتر بوداسید استیک در این نمونه قدارو م را داشتند) log CFU/mL88/7( بیفیدوباکتریوم لاکتیستعداد بالاترین  کیلوگرم آنزیم آزاد و تثبیت شدهبر

افزودن گلوکزاکسیداز تثبیت شده بر روي نانو ذرات ها مشاهده نشد. بنابراین هاي حسی نمونهداري در ویژگیمعنیتفاوت . )g/L 87/0و  82/0ترتیب (به
حسی  پذیرش کلیپدید آورد و  در ماست نوشیدنی هاي پروبیوتیکباکتري بقايتري را براي کاهش فشار اکسیداتیو شرایط مطلوب با تواندمی مغناطیسی کیتوزان

  .از نظر اقتصادي نیز مقرون به صرفه است ضمن اینکه ظ نمایدحفمحصول را 
 

 ، ماست نوشیدنی پروبیوتیک، نانوذرات مغناطیسیتثبیت شدهکیتوزان، گلوکز اکسیداز هاي کلیدي:واژه
 

  1مقدمه
هـاي پروبیوتیـک در کشـورهاي جهـان     مصرف فـرآورده  امروزه

وتیک موجود یهاي پروبفرآوردهافزایش چشمگیري یافته است و اغلب 
ــرآورده  ــازار را ف ــی  در ب ــکیل م ــک تش ــی پروبیوتی ــاي لبن ــده  دهن

(Mohammadi et al., 2012)هـاي  ها میکروارگانیسـم . پروبیوتیک
اي هستند که پس از مصرف در روده اسـتقرار یافتـه و از طریـق    زنده

 ـ   بهبود فلور میکروبی روده، اثر جـا  هات مفیدي بـر سـلامتی انسـان ب
 در اسـتفاده  هـاي پروبیوتیـک مـورد   بـاکتري  تـرین رایـج گذارند. می
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ــولات ــی محص ــامل لبن ــه ش ــايگون ــنس ه ــیلوس ج  و لاکتوباس
  ).Hussain et al., 2009(باشند می بیفیدوباکتریوم

ــ ــده  فش ــم و زن ــراي متابولیس ــیژن ب ــه ار اکس ــانی گون ــاي م ه
. باشـد مـی هوازي آنهـا مضـر   ، به دلیل متابولیسم غیربیفیدوباکتریوم
ها همچنین ابل این فشار به حضور بعضی آنزیمها در مقتحمل باکتري

 Ruiz(ها مربوط است سلول  تغییرات مورفولوژي و ترکیباتی در سطح
et al.,2011( . سطح و افـزایش   تغییرات در آبگریزيبرخی محققین

را در  در مقــدار پـــروتئین در حضـــور افــزایش غلظـــت اکســـیژن  
. )Shakirova et al., 2010( نمودندمشاهده  بیفیدوباکتریوم لاکتیس

 سـاکاریدها در برخـی  زوپلـی تولیـد اگ موجب کـاهش  شرایط هوازي 
 شـود مـی  لانگـوم بیفیـدوباکتریوم  از جملـه   بیفیدوباکتریوم هايگونه

)Ninomiya et al., 2009( منظـور بـه حـداقل رسـاندن فشـار      . بـه
یداتیو در فرآوري ماست پروبیوتیک، پیشنهاداتی مطرح شده است اکس

 ـ از جمله اینکه رآوري ماسـت همزمـان بـا    افزودن نیتروژن در طی ف
تواند درجه سلسیوس می 37ب آن تخمیر در ها و متعاقافزودن کشت

 Horiuchi( در کاهش مقدار اکسیژن محلول در محصول موثر باشد
et al., 2009(.  منظور به حداقل رساندن افزدون ترکیباتی بههمچنین
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 Dave(کسیژن محلول مانند اسید آسکوربیک فشار اکسیژن ناشی از ا
and Shah, 1997, 1998(، جهـت  لایه لایهاستایرن استفاده از پلی 

ــت  ــا  ازممانع ــوذ گازه ــانی )Miller et al., 2003(نف  و ریزپوش
هـاي بـه   روش )Talwalkar et al., 2004( هاي پروبیوتیکباکتري

  حداقل رساندن فشار اکسیژن بودند. 
یک راهکار  عنوانبهگلوکز اکسیداز  ضافه کردناعلاوه براین 

هاي پروبیوتیک نظور افزایش قابلیت زیستی باکتريمتکنولوژیکی به
اکسیداز آنزیمی است که باعث کاتالیز  گلوکز .مطرح شده است

ونولاکتون توسط گلوک -دي گلوکز به مولکول دلتا -اکسیداسیون بتا
خودي ث هیدرولیز خودبهشود که متعاقب آن باعمولکول اکسیژن می

 ,.Hetch et al)گردد د گلوکونیک و پراکسید هیدروژن میآن به اسی
هاي مختلف گلوکز اکسیداز برخی محققین اثر افزودن غلظت. (1993

 پروبیوتیکهاي فیزیکوشیمیایی و میکروبیولوژي ماست را بر ویژگی
، افزایش آزاد گلوکز اکسیداز حاويهاي ماست نمونهدر بررسی کردند. 

و  بیفیدوباکتریوم لانگومکمتر اکسیژن محلول، همراه با کاهش کمتر 
  .)Cruz et al.,2012( مشاهده شد لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

صورت  زیادى اهداف با مختلف بسترهاى برروى هاآنزیم تثبیت
 حرارتى آنزیم، پایدارى افزایش :ندازعبارت آنها مهمترین که گیردمى

 هاى آلى،محلول با تماس صورت در ساختارى رىپایدا افزایش
کاهش  آزمایش، انجام از پس آنزیم جداسازى یندآفر در تسهیل
 آنزیم در سازگارى افزایش محصولات، در آنزیم از ناشى هاىآلودگى
 ,Sheldon) محصول تولید راندمان و فعالیت افزایش زیستى، شرایط

بسترهاي آلی بر روي  تحقیقاتی جهت تثبیت گلوکز اکسیداز .(2007
مختلف توسط برخی محققین  صورت گرفته است  و معدنی

(Blandino et al., 2001; Vikartovská et al., 2007) .
توانند ذرات مغناطیسی میاند که نانو هاي اخیر نشان دادهپژوهش

ها جایگزین بسیار مناسبی براي بسترهاي آلی و معدنی در تثبیت آنزیم
 توان به موارد زیر اشاره نمودیاي این جایگزینی میاشند. از مزاب
)Kim et al., 2006; Liu et al., 2011:(  

آوري ساده، سریع و کم هزینه آنزیم از بافت امکان جمع -1
  .پیچیده با استفاده از یک میدان مغناطیسی خارجی

دلیل سطح ویژه زیاد نانو ظرفیت بالاي بارگذاري آنزیم به -2
   .ذرات
م ایجاد ها و متعاقب آن عداشتن محدودیت نفوذ در محلولند -3

  محدودیت در فعالیت آنزیم.
که از جمله  ان خواص فیزیکی و شیمیایی قابل توجهی داردزکیتو

 زیستی هايفعالیتو زیست تخریب پذیر بودن  توان بهمی
اشاره نمود  ، هموستاتیک و ضد تومور)ضدمیکروبیهاي (فعالیت

(Denkbas et al., 2002; Tang et al., 2010) .علاوه بر این 
. کیتوزان داراي بسیار مورد توجه استنیز  کیتوزان از لحاظ اقتصادي

توان به تثبیت آنزیم اشاره بردهاي متعددي است که از جمله میکار

تاکنون تحقیقی در خصوص  .(Ravi Kumar et al., 2000)نمود 
غناطیسی و کاربرد آنزیم تثبیت گلوکز اکسیداز بر روي نانوذرات م

هدف این تثبیت شده در محصولات غذایی صورت نگرفته است. 
تحقیق، بررسی اثر گلوکز اکسیداز تثبیت شده روي نانوذرات 

 ، مقدارهاي پروبیوتیکمانی باکتريیسی کیتوزان بر زندهمغناط
بوده ماست نوشیدنی پروبیوتیک حسی هاي گیو ویژ اسیدهاي آلی

  است.
  

 هاروشمواد و 
  تثبیت آنزیم

ــانوذرات مغناطیســی  ــق 4O3Feن ــاران  Ghadi روش طب و همک
لیتـر  میلی 50گرم از نانوذرات مغناطیسی در  02/0) تهیه شد. 2015(

لیتر محلول تري سدیم سیترات میلی 50آب دیونیزه حل گردید سپس 
 دقیقه 20به مدت وسیله سونیکاتور بهدست آمده هباضافه شد. محلول 

     گـرم کیتـوزان بـا وزن مولکـولی متوسـط و درجـه        3/0. شـد  همگن
لیتر محلـول اسـید اسـتیک حـل     میلی 100در  %85دي استیلاسیون 

درجـه   20دقیقه در دماي  25به مدت  rpm 1000گردید و سپس در 
بوسـیله   5تـا   pHشد و  همگنمحلول حاصله  زده شد.همسلسیوس 

م تنظیم گردیـد و سـپس   افزودن اسید کلریدریک یا هیدروکسید سدی
دهی کیتوزان بر روي نانوذرات میکرون). پوشش 2/0فیلتر شد (مش 

) 2015و همکـاران (  Ghadi بر اسـاس روش  مغناطیسی اکسید آهن
) 2012و همکـاران (  Liuتثبیت آنزیم بر اسـاس روش    انجام گردید.

میکرولیتـر گلوتارآلدئیـد    480 صورت گرفـت. همراه با برخی تغییرات 
)v/v 25% 2لیتر آب دوبـار تقطیـر شـده افـزوده شـد و      میلی 50) به 

زدن لیتر محلول نانوذرات مغناطیسی کیتوزان تحت شـرایط هـم  میلی
بار شستن با اسـتفاده از   5اضافی گلوتار آلدئید با  شدید اضافه گردید.

بعد از هر بـار شستشـو    دقیقه) خارج شد. g× 000/10 ،20سانتریفوژ (
براي با استفاده از اسپکتروفتومتر، نانومتر  280و  235جذب در میزان 

گـرم  میلـی  1گلوتار آلدئید خوانده شد. محلول در یخ قرار داده شـد و  
 pH 7لیتر بـافر فسـفات در   میلی 10) در Iu/g 25/1گلوکز اکسیداز (

دور در  1000زدن ثابت و تحت شرایط هم داده شد. یخ قرار درحل و 
نانو ذرات مغناطیسی کیتوزان به محلول  -لدئیددقیقه، محلول گلوتار آ

  صورت قطره قطره در طول یک دقیقه اضافه گردید.آنزیم به
  

  بررسی مرفولوژي آنزیم تثبیت شده
براي مطالعه مورفولوژي آنزیم گلوکز اکسـیداز بعـد از تثبیـت، از    

 FESEM-edax-map )TESCANمیکروسکوپ الکترونی روبشـی  
MIRA II, cZECHسب کربنـی  چ ايبر روي جانمونه ده شد.) استفا

سازي، نمونه منظور آمادهو یک تکه فویل آلومینیومی قرار داده شد. به
 1دقیقه سونیکیت شـدن   10با اتانول با خلوص بالا رقیق شد. بعد از 
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لیتر از نمونه روي فویل آلومینیومی قرار داده شد و بعد از خشک میلی
پوشش طلا ایجاد شـد. اتصـال    sputter coaterه داخل دستگا ،شدن

 اي ایجاد گردید.نمونهاالکتریکی بین نمونه و ج
  

 نوشیدنی پروبیوتیکماست  تولید
ــت  ــیدنیماس ــاس از روش   نوش ــا اقتب  Robinsonو Tamimeب

شیر خشک بدون  گردید. استفادهچربی  %5/1شیر  ) تولید شد.2007(
 85دمـاي   در شـیر شـد.   اضافه ) به شیرحجمی -وزنی %5/2چربی (

 سپس تـا دمـاي   دقیقه پاستوریزه گردید 15به مدت  درجه سلسیوس
پروبیوتیـک   DVS. در این دما استارتر درجه سلسیوس خنک شد 40

 )BB12بیفیدوباکتریوم لاکتـیس و  La5لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس(
ــیح گردیـ ـت ــاکتريلق ــداد   د. ب ــه تع ــدام ب ــک (هرک ــاي پروبیوتی        ه

CFU/mL 810همزمان با ( استارتر DVS ماستX11) -(YC فه اضا
 pH به تا رسیدندرجه سلسیوس  40گذاري در دماي گرمخانه شدند.

خنک درجه سلسیوس  10دماي  تا محصول. سپس صورت گرفت 6/4
گلوکز اکسیداز  شد.دقیقه شکسته  10ژل با همزدن به مدت  و گردید

آخـرین  عنـوان  زدن بـه به دلیل این که همزدن اضافه شد در طی هم
مقـادیر   .نمایدمرحله در فرآیند تولید ماست اکسیژن زیادي را وارد می

گرم بر کیلوگرم) گلوکز میلی  1000و 750، 500، 250، صفرمختلف (
 .و تثبیت شده در ماست نوشیدنی پروبیوتیک استفاده شدآزاد  اکسیداز

 رفوق الذکتیمار حاوي مقادیر  4تیمار تست ( 8در واقع تیمارها شامل 
تیمار حاوي مقادیر مذکور آنزیم تثبیت شده ) و  4علاوه هآنزیم آزاد ب
در هـاي ماسـت نوشـیدنی    نمونه. بودندشاهد (فاقد آنزیم)  یک تیمار

 21بندي و به مدت میلی لیتر بسته 100وپیلن به حجم پرظروف پلی
هـا از نظـر   نمونـه  .ندنگهداري گردیددرجه سلسیوس  4روز در دماي 

 مقادیر اسید لاکتیک و اسید استیک،، هاي پروبیوتیکتريشمارش باک
  بررسی شدند.حسی  هايو ویژگی

  
  هاي پروبیوتیکشمارش باکتري

ــاکتري   ــمارش ب ــراي ش ــت    ب ــیط کش ــک مح ــاي پروبیوتی ه
 37در دماي گذاري استفاده شد. گرمخانه agar MRS-bileاختصاصی

 هوازيیب هوازي وساعت در شرایط  72درجه سلسیوس و مدت زمان 
  .(Sabooni et al., 2018)صورت گرفت

 
  گیري اسیدهاي آلیاندازه

 HPLC (HPLC زبـا اسـتفاده ا   اسید لاکتیک و اسـید اسـتیک  
P680, Dionex, Sunnyvale, CA, USA)  گیـري شـدند.   انـدازه

. بـود  Aminex HPX-87H (300× 7-8 mm)مورد اسـتفاده  ستون 
 ـعنـوان  ) بـه mol/L005/0 وریک رقیق (فاسید سول از متحـرك بـا   ف

 mL 35 بهگرم از ماست  5اده شد. ف) استmL/min6/0 (جریان ثابت 
 4دقیقه در  10شد و به مدت  اضافه mol/L005/0 وریک فاسید سول

 د. مایع رویـی وژ گردیفدور بر دقیقه سانتری 5000در  سلسیوسدرجه 
 فصا میکرومتر 45/0کربنات شاء پلیغبا  یفقبل از آنالیز کروماتوگرا
سلسـیوس جـدا    65در دمـاي   mL/min6/0 شد. اسـیدهاي آلـی در   

   (Donkor et al., 2005; Serra et al., 2009).شدند
  

  ارزیابی حسی
بـا اسـتفاده از   نفر ارزیاب آموزش دیـده   10توسط  ارزیابی حسی

اي صورت پذیرفت. پارامترهاي طعم، بافـت و  نقطه 5روش هدونیک 
سسـه اسـتاندارد و تحقیقـات صـنعتی     موپذیرش کلی ارزیابی شدند (

  .)1387، ایران
  

  هادادهآماري  تجزیه و تحلیل
. تیمارها بـا سـه   قالب طرح کاملا تصادفی انجام شد آزمایش در

در سطح اطمینان ن تکرار بررسی شدند. از آنالیز واریانس و آزمون دانک
 SPSS افزار ها استفاده شد. نرمبراي تجزیه و تحلیل آماري داده 95%
  استفاده گردید. 22

  
  و بحث نتایج
  رفولوژي آنزیم تثبیت شدهوم

مورفولوژي سطح نانو ذرات مغناطیسی کیتوزان بعد از تثبیت 
وسیله میکروسکوپ الکترونی روبشی مشاهده گردید گلوکز اکسیداز به

در این شکل مورفولوژي ذرات و توپوگرافی یکنواخت سطح  ).1(شکل 
شده است. براین اساس گلوکز اکسیداز به  ذرات به وضوح نشان داده

شکل یکنواخت بر روي سطح نانو ذرات مغناطیسی توزیع شده است. 
نتایج این بررسی در مقایسه با تصاویر میکروسکوپی پیش از تثبیت 

آمیز آنزیم بر روي نانو ذرات مغناطیسی آنزیم، حاکی از تثبیت موفقیت
و همکاران  Kaushikهاي یافته. نتایج این تحقیق با باشدکیتوزان می

  ) مطابقت دارد.2008(
  

  هاي پروبیوتیک مانی باکتريزنده
 در روز اول نگهداري مشخص گردید که 1با توجه به جدول

 شاهد و متعلق به نمونه لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسکمترین شمارش 
250FE  گلوکز اکسیداز آزاد)  گرم بر کیلوگرممیلی 250(نمونه حاوي

(نمونه حاوي  1000IE). logCFU/mL 94/7و  8/7ترتیب به(بود 
(نمونه حاوي  500IEآنزیم تثبیت شده) ، گرم بر کیلوگرممیلی 1000
(نمونه حاوي  750IEآنزیم تثبیت شده) و  گرم بر کیلوگرممیلی 500
آنزیم تثبیت شده) بیشترین جمعیت  گرم بر کیلوگرممیلی 750

، log CFU/mL 4/8 ترتیببهداشتند (را  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
کمترین شمارش  ام نگهداري11در روز . )36/8 و 37/8

د                متعلق به نمونه شاهد بو لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
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)log CFU/mL 97/6(  1000وIE  لاکتوباسیلوس بیشترین شمارش
 ام نگهداري21در روز  ).log CFU/mL40/8را داشت ( اسیدوفیلوس

متعلق به نمونه شاهد و  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسترین شمارش  کم
250FE ) و  95/5ترتیب بهبودlog CFU/mL 11/6 1000) وIE 

خود اختصاص داد را به لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسبیشترین تعداد 
)log CFU/mL33/8.(  با افزایش زمان نگهداري، تعداد

ري کاهش یافت داطور معنیهب لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
)05/0<p.(  

  

  
  براي گلوکز اکسیداز تثبیت شده بر نانو ذرات مغناطیسی کیتوزان  تصویر میکروسکوپ الکترونی روبشی - 1شکل 

 هاي ماست نوشیدنی طی نگهدارينمونهدر  (log CFU/mL) لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوستعداد  -1جدول
 تیمار  1وز ر  11 زرو 21روز 

5/95±0/15Cd 6/97±0/09Bh 7/80±0/08Ac Control 

6/11±0/08Ccd 7/40±0/09Bg 7/94±0/08Abc FE250 

7/68±0/09Bb 8/05±0/08Ac 8/04±0/07Ab FE500 

6/24±0/08Cc 7/94±0/09Ae 8/00±0/08Ab FE750 

6/29±0/10Cc 7/97±0/05Ad 8/05±0/12Ab FE1000 

6/28±0/07Cc 7/61±0/07Bf 8/02±0/11Ab IE250 

7/95±0/08Bb 8/35±0/07Ab 8/37±0/08Aa IE500 

7/98±0/10Bb 8/35±0/09Ab 8/36±0/10Aa IE750 

8/33±0/50Ba 8/40±0/08Aa 8/40±0/07Aa IE1000 
  ).p≥05/0دار در ستون است (دهنده تفاوت معنی)، حروف کوچک غیرمشابه نشانp≥05/0دار در سطر است (دهنده تفاوت معنیحروف بزرگ غیرمشابه نشان* 
250FE500گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 250: نمونه حاوي: FE  750 گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد،میلی 500نمونه حاويFE:  700نمونه حاوي 

گرم بر کیلوگرم میلی 250: نمونه حاوي 250IEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 1000: نمونه حاوي 1000FEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی
گرم بر کیلوگرم گلوکز میلی 750: نمونه حاوي 750IEشده، گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت میلی 500: نمونه حاوي 500IEگلوکز اکسیداز تثبیت شده، 

  : شاهد (بدون آنزیم). Controlگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، میلی 1000: نمونه حاوي 1000IEاکسیداز تثبیت شده، 
  

در روز اول، کمترین تعداد مشخص گردید که  2با توجه به جدول
ــیس  ــدوباکتریوم لاکتـ ــوط  بیفیـ ــه  مربـ ــه نمونـ ــاهدبـ ــود شـ        بـ

)logCFU/mL 50/7(، 500 وIE  500وFE ندبیشترین شمارش را داشت 

)logCFU/mL 88/7(   در روز یــــازدهم، کمتــــرین شــــمارش .
ــیس  ــدوباکتریوم لاکتـ ــه   بیفیـ ــه نمونـ ــوط بـ ــاهدمربـ ــود شـ        بـ

)logCFU/mL 90/6( 500 وIE ،500FE  750وIE  ــت ــترین جمعی بیش
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ــتند  ــاکتري را داش ــم،  )logCFU/mL 72/7( ب ــت و یک . در روز بیس
 مشـاهده شـد   شـاهد در نمونه  بیفیدوباکتریوم لاکتیسکمترین تعداد 

)logCFU/mL 21/6(  500و بیشترین تعداد این باکتري مربوط بهIE 

 بیفیـدوباکتریوم لاکتـیس  تعداد . )logCFU/mL 70/7( بود 500FEو 
 ).p≥05/0(داري کاهش یافت طور معنیطی دوره نگهداري به

 
  هاي ماست نوشیدنی طی نگهدارينمونهدر  (log CFU/mL) بیفیدوباکتریوم لاکتیستعداد  -2جدول

 تیمار  1روز   11روز  21روز 
6/21±0/09hC 6/90±0/08fB 7/50±0/07gA Control 

7/45±0/07cB 7/61±0/09bA 7/70±0/08cA FE250 

7/70±0/09aC 7/72±0/07aB 7/88±0/05aA FE500 

6/52±0/08eB 7/61±0/11bA 7/63±0/08dA FE750 

6/51±0/07fB 7/22±0/09cA 7/41±0/12hA FE1000 

6/21±0/07gB 6/93±0/10eB 7/51±0/10fA IE250 

7/70±0/10aB 7/72±0/11aB 7/87±0/11aA IE500 

7/69±0/09bB 7/72±0/07aA 7/79±0/09bA IE750 

6/64±0/19dC 7/11±0/08dB 7/52±0/09eA IE1000 
  ).p≥05/0دار در ستون است (دهنده تفاوت معنی)، حروف کوچک غیرمشابه نشانp≥05/0دار در سطر است (دهنده تفاوت معنیحروف بزرگ غیرمشابه نشان *

250FE500گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد ، میلی 250: نمونه حاوي:FE  750 گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد،میلی 500نمونه حاويFE 700:نمونه حاوي 
گرم بر کیلوگرم میلی 250: نمونه حاوي 250IEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 1000: نمونه حاوي 1000FEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی

گرم بر کیلوگرم گلوکز میلی 750: نمونه حاوي 750IEده، گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شمیلی 500: نمونه حاوي 500IEگلوکز اکسیداز تثبیت شده، 
 : شاهد (بدون آنزیم). Controlگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، میلی 1000: نمونه حاوي 1000IEاکسیداز تثبیت شده، 

نتایج این تحقیق نشان داد افزودن گلوکز اکسیداز اثر مثبتـی در  
ــزایش   ــول و اف ــیژن محل ــاهش اکس ــدهک ــانی زن ــیلوس م لاکتوباس

در ماست نوشیدنی پروبیوتیک  بیفیدوباکتریوم لاکتیسو  اسیدوفیلوس
. )Cruz et al., 2012( دارد که بـا تحقیقـات پیشـین مطابقـت دارد    

تواند مورد افزودن گلوکز اکسیداز یک روش زیست فناوري است و می
از مواد  قبول صنایع غذایی مدرن باشد که نظر منفی نسبت به استفاده

 Behrens et al., 2010; Cruz et(شیمیایی در مواد غـذایی دارنـد   
al., 2012; Shim et al., 2011 .(   

 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسمانی رسد بالاتر بودن زندهنظر میبه
) IE250IE ,500هاي با سطوح کم و متوسط آنزیم تثبیت شده (در نمونه

 pHش فعالیت آنزیم تثبیت شده در نسبت به آنزیم آزاد به دلیل افزای
اثـر کیتـوزان    )IE750IE ,1000(هـاي بـالاتر   ماسـت باشـد. در غلظـت   

تر خواهد بود چرا که سوبستراي لازم بـراي فعالیـت آنـزیم    محسوس
هـاي بـالاتر کیتـوزان نقـش     در غلظترسد نظر میمحدود بوده و به

قـادر   کیبیوتعنوان پريبا آنزیم داشته است. کیتوزان به سینرژیستی
ارباب سلیمانی شود (هاي پروبیوتیک باکتري است سبب تحریک رشد

  ).1395و همکاران، 
افزودن گلوکز اکسیداز تثبیت شده بر روي نانو ذرات مغناطیسـی  
کیتوزان اثر مثبـت بیشـتري در کـاهش فشـار اکسـیداتیو در ماسـت       

م آزاد هاي با آنـزی نوشیدنی پروبیوتیک نسبت به نمونه شاهد و نمونه

ــه در نتیجــه شــرایط مطلــوب     ــعه   داشــت ک ــري را بــراي توس ت
هاي پروبیوتیـک پدیـد آورد کـه ذاتـا غیرهـوازي یـا       میکروارگانیسم

  میکروآئروفیل هستند.
  

 اسیدهاي آلی
 در روز اول نگهـداري  مشـخص گردیـد کـه    3 با توجه به جدول

 (نمونه حاوي 500FE هاينمونهاسیدلاکتیک متعلق به  قدارم کمترین
(نمونه حاوي  1000FE گلوکز اکسیداز آزاد) وگرم بر کیلوگرم میلی 500

و  19/8ترتیب (به بودگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد) میلی 1000
g/L 29/8(. 750FE  نمونه حاوي)گلـوکز  گرم بر کیلـوگرم  میلی 750

در  .)g/L 49/8( داشـت را  اسـیدلاکتیک  مقدار اکسیداز آزاد) بیشترین
(نمونه حاوي  250IEکمترین اسیدلاکتیک مربوط به ام نگهداري11روز

 .)g/L 32/8و  28/8ترتیـب  (بـه  بود 500FE آنزیم تثبیت شده) و 250
ترتیـب  (بـه  داشـتند را بیشترین اسـیدلاکتیک   1000FE نمونه شاهد و

ــداري 21 در روز). g/L 12/9و  10/9 ــرین  ام نگهــ ــدارمکمتــ  قــ
آنزیم تثبیـت شـده)    750نمونه حاوي ( 750IEاسیدلاکتیک متعلق به 

ــود ــاهد .)g/L 92/8( ب ــه ش ــترین  750FEو 1000FE ،نمون ــدارمبیش  ق
طـی   .)g/L 13/9و  16/9،  14/9ترتیـب  (بـه  داشتندرا  اسیدلاکتیک

 ـ هـا نمونهدر اسیدلاکتیک  زمان نگهداري، مقدار داري ر معنـی طـو هب
  ).p≥05/0افزایش یافت (
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  هاي ماست نوشیدنی طی نگهدارينمونهدر  (g/L) کدیر اسید لاکتیمقا -3جدول
 تیمار  1روز   11ز رو 21روز 

9/14±0/01Aa 9/10±0/02Ba 8/32±0/02Cb Control 

9/09±0/02Ab 8/87±0/02Bc 8/29±0/03Cb FE250 

8/98±0/03Ad 8/32±0/02Bf 8/19±0/02Cd FE500 

9/13±0/02Aa 8/97±0/02Bb 8/49±0/03Ca FE750 

9/16±0/01Aa 9/12±0/01Ba 8/22±0/03Bcd FE1000 

9/05±0/00Ac 8/28±0/13Bf 8/24±0/00Cc IE250 

9/04±0/02Ac 8/47±0/01Be 8/29±0/01Cb IE500 

8/92±0/01Ae 8/49±0/01Be 8/31±0/01Cb IE750 

9/04±0/00Ac 8/59±0/02Bd 8/29±0/00Cb IE1000 
  ).p≥05/0دار در ستون است (دهنده تفاوت معنی)، حروف کوچک غیرمشابه نشانp≥05/0در سطر است (دار دهنده تفاوت معنیحروف بزرگ غیرمشابه نشان* 
250FE500گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 250: نمونه حاوي: FE  750گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 500نمونه حاويFE  700:نمونه حاوي 

گرم بر کیلوگرم میلی 250: نمونه حاوي 250IEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 1000: نمونه حاوي 1000FEوکز اکسیداز آزاد، گرم بر کیلوگرم گلمیلی
م گلوکز گرم بر کیلوگرمیلی 750: نمونه حاوي 750IEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، میلی 500: نمونه حاوي 500IEگلوکز اکسیداز تثبیت شده، 

  : شاهد (بدون آنزیم). Controlگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، میلی 1000: نمونه حاوي 1000IEاکسیداز تثبیت شده، 
 

عطر و طعم و رایحه  هاياي در ویژگیاسید لاکتیک نقش ویژه
 لاکتوز موجود %40-20کند. در طی تولید ماست حدود ماست ایفا می

شود و مقدار اسید لاکتیک حدود لاکتیک تبدیل می در شیر به اسید
است. در طول نگهداري کاهش غلظت لاکتوز، با افزایش  % 9/0

ماده خشک  %14غلظت اسید لاکتیک همراه است. زمانی که شیر تا 
گرم لاکتوز در  4- 5شود ماست بعد از تخمیر حاوي می استاندارد

برخی  ).Tamime and Robinson, 2007(لیتر است میلی 100
ماست پروبیوتیک بررسی و افزودن گلوکز اکسیداز را در  اثرمحققان 

افزایش اسیدهاي چرب چند غیراشباعی و مقادیر مشابه اسید لاکتیک 
 (Batista et al., 2015)را گزارش کردند 

 در روز اول نگهداري مشخص گردید که 4با توجه به جدول
 250(نمونه حاوي  250IEاسید استیک متعلق به  قدارم کمترین

 500IE و) g/L 71/0(آنزیم تثبیت شده) بود گرم بر کیلوگرم میلی
 تثبیت شده) بیشترینآنزیم گرم بر کیلوگرم میلی 500(نمونه حاوي 

ام نگهداري 11در روز  .)g/L 87/0( داشتاسید استیک را  قدارم
که )g/L 65/0(اسید استیک متعلق به تیمار شاهد بود  قدارم کمترین

. )p≥05/0( داشت داراختلاف معنی 750IE و 500IE ،250FE ،500FEبا 
   خود اختصاص داد اسید استیک را به قدارمبیشترین  500EIر تیما

)g/L 91/0( 250با نمونه شاهد، ه کIE  750وFE دار اختلاف معنی
اسید استیک  مقدارکمترین  ام نگهداري21در روز). p≥05/0داشت (

که با )g/L 54/0و  53/0ترتیب (بهبود  250IEو  ر شاهدمتعلق به تیما
500IE  750وIE 05/0داشت ( داراختلاف معنی≤p .(750IE  نمونه)

(نمونه  500IEو آنزیم تثبیت شده) گرم بر کیلوگرم میلی 750حاوي 
 قدارم بیشترینآنزیم تثبیت شده) گرم بر کیلوگرم میلی 500حاوي 

که  )g/L 76/0و  77/0ترتیب (بهص داد خود اختصااسید استیک را به
طی زمان  ).p≥05/0دار داشت (تلاف معنیاخ 250IEو  با نمونه شاهد

داري کاهش طور معنیهب هادر نمونه اسید استیک قدارم ،نگهداري
  ).p≥05/0یافت (

، یعنی باکتریوم لاکتیسبیفیدوبالاتر  تعداد داراي هايدر نمونه
گرم آنزیم تثبیت میلی 750و  500هاي شده با غلظتهاي تهیه نمونه
) 500FEگرم آنزیم آزاد (میلی 500غلظت نیز ) و 750IEو  500IEشده (

 هايیافتهمطابق با  نتایج تحقیق حاضر .بیشتر بوداستیک اسید  قدارم
مقادیر بالاي استیک اسید  که گزارش نمودند باشدمی محققین دیگر

تروفرمانتاتیو لاکتوز، توسط مسیر هدر ماست عموما از طریق 
. (Venica et al., 2014) شودایجاد می بیفیدوباکتریومهاي گونه

در  رااستیک  اسید قداربرخی محققان نیز افزایش مشخص در م
هاي پروبیوتیک تخمیري و ماست با افزودن باکتري شیرهاي

اکتریوم بیفیدوب، بیفیدوباکتریوم بیفیدوم، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس(
 ,.La Torre et al() گزارش کردند بیفیدوباکتریوم ایفانتیسو  لانگوم
استیک در  قیاس اسیدنیز سطوح قابل  اي از محققینعده ).2003

 بیفیدوباکتریوم انیمالیسماست سنتی و ماست تهیه شده با افزودن 
 را طی دوره نگهداري نشان دادند BB12 لاکتیسزیرگونه 

)Settachaimongkon et al., 2014.(  
  

  هاي حسیویژگی
هاي تست و شاهد از نظر طعم تفاوت ، نمونه5طبق جدول 

ها کلیه نمونه طعمطی زمان نگهداري، امتیاز  داري نداشتند.معنی
  .)p≥05/0(داري کاهش یافت طور معنی(تست و شاهد) به
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نشان داده شده  6دول جدر  افتبارزیابی حسی پارامتر  جنتای
هاي تست و شاهد از نظر پارامتر داري بین نمونهت معنیاوفاست. ت
 21با افزایش زمان ماندگاري از روز اول تا مشاهده نشد.  افتبحسی 

ها (تست و شاهد) کلیه نمونه بافتام نگهداري ، میانگین امتیازات 
  .)p≥05/0(داري کاهش یافت طور معنیبه

  

 هاي ماست نوشیدنی طی نگهداري نمونهدر  (g/L) دیر اسید استیکمقا - 4ل جدو
 تیمار  1وز ر  11 زرو 21روز 

0/53±0/06bC 0/65±0/06cB 0/75±0/06abA Control 

0/66±0/06abB 0/83±0/10abA 0/79±0/07abA FE250 

0/62±0/11abB 0/89±0/04abA 0/82±0/09abA FE500 

0/65±0/13abB 0/75±0/06bcA 0/74±0/06abA FE750 

0/63±0/04abB 0/79±0/10abcA 0/77±0/07abA FE1000 

0/54±0/04bB 0/75±0/08bcA 0/71±0/05bA IE250 

0/76±0/06aB 0/91±0/06aA 0/87±0/08aA IE500 

0/77±0/06aB 0/84±0/10abA 0/84±0/10abA IE750 

0/63±0/07abB 0/77±0/07abcA 0/73±0/07abA IE1000 
  ).p≥05/0دار در ستون است (دهنده تفاوت معنیمشابه نشان)، حروف کوچک غیرp≥05/0ر در سطر است (دادهنده تفاوت معنیحروف بزرگ غیرمشابه نشان* 

250FE500، گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزادمیلی 250: نمونه حاويFE:  750گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 500نمونه حاويFE:  700نمونه حاوي 
گرم بر کیلوگرم میلی 250: نمونه حاوي 250IEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 1000: نمونه حاوي 1000FEگرم گلوکز اکسیداز آزاد، گرم بر کیلومیلی

کیلوگرم گلوکز  گرم برمیلی 750: نمونه حاوي 750IEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، میلی 500: نمونه حاوي 500IEگلوکز اکسیداز تثبیت شده، 
  : شاهد (بدون آنزیم). Controlگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، میلی 1000: نمونه حاوي 1000IEاکسیداز تثبیت شده، 

  
  هاي ماست نوشیدنی طی نگهدارينمونهطعم  امتیاز - 5ل جدو

21روز  11 زرو  1وز ر   تیمار 
3/50±1/35aC 3/70±1/05aB 4/50±1/08aA Control 

3/30±1/33aC 3/50±1/08aB 4/30±1/16aA FE250 

3/30±1/05aB 3/30±1/16aB 4/10±0/73aA FE500 

3/30±0/82aB 3/30±1/16aB 4/00±1/15aA FE750 

3/10±1/19aC 3/20±1/03aB 3/90±1/10aA FE1000 

3/30±1/16aB 3/30±1/05aB 4/10±1/28aA IE250 

3/40±1/07aC 3/50±1/17aB 4/00±1/63aA IE500 

3/30±0/67aC 3/40±0/84aB 3/80±0/91aA IE750 

3/10±1/10aC 3/20±1/47aB 3/80±0/91aA IE1000 
  ).p≥05/0دار در ستون است (دهنده تفاوت معنیمشابه نشان)، حروف کوچک غیرp≥05/0دار در سطر است (دهنده تفاوت معنیحروف بزرگ غیرمشابه نشان* 

250FE500، گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزادمیلی 250: نمونه حاويFE:  750 گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد،میلی 500نمونه حاويFE  700:نمونه حاوي 
م بر کیلوگرم گرمیلی 250: نمونه حاوي 250IEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 1000: نمونه حاوي 1000FEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی

گرم بر کیلوگرم گلوکز میلی 750: نمونه حاوي 750IEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، میلی 500: نمونه حاوي 500IEگلوکز اکسیداز تثبیت شده، 
  (بدون آنزیم).: شاهد  Controlگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، میلی 1000: نمونه حاوي 1000IEاکسیداز تثبیت شده، 

 
 ي تست و شاهدهاداري بین نمونهاوت معنیف، ت7مطابق با جدول 

با افزایش زمان نگهداري از روز اول  از نظر پذیرش کلی مشاهده نشد.
طور هب ها (تست و شاهد)کلیه نمونه پذیرش کلیامتیاز  ام، 21تا روز 

زودن فنشان داد که ا جاینت .)p≥05/0(داري کاهش یافت معنی
 اثري حسی ماست نوشیدنی پروبیوتیک کلی پذیرشکزاکسیداز بر گلو

به  .)Cruz et al., 2011( نداشت که مطابق با تحقیقات پیشین بود
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روي بر گلوکز اکسیداز آزاد و تثبیت شده  حاويماست  عبارتی
 هايتري از نظر ویژگیمقبولیت پاییننانوذرات مغناطیسی کیتوزان 

 زودنفا شایان ذکر است که. ندادحسی نسبت به نمونه شاهد نشان 
ی بر فنباید اثر من ،یی مانند ماستذاغهاي پروبیوتیک به مواد کشت

برخی هاي تهفیا. )Cruz et al., 2010(حسی آنها داشته باشد  کیفیت
هاي حسی ماست کیفیتکه کرد تاییدرا  مسئلهاین  محققین

آنهاست  معمولیمشابه و یا حتی بهتر از انواع بیوتیک پروبیوتیک/ پري
)(Allgeyer et al., 2010; Gonzalez-Gonzalez et al., 2011  

  
  هاي ماست نوشیدنی طی نگهداري نمونه بافت امتیاز - 6 جدول

21روز  11 زرو  1وز ر   تیمار 

3/80±1/61aC 4/50±0/85aB 4/80±0/63aA Control 

3/80±1/93aB 4/60±0/69aA 4/60±0/84aA FE250 

3/80±1/75aC 4/60±1/26aB 4/50±1/26aA FE500 

3/80±1/47aB 4/60±0/84aA 4/70±0/94aA FE750 

3/80±1/54aC 4/50±1/08aB 4/70±0/67aA FE1000 

3/90±0/99aB 4/60±1/26aA 4/60±0/84aA IE250 

3/90±0/87aC 4/50±1/26aB 4/70±0/67aA IE500 

3/90±0/99aB 4/60±0/96aA 4/50±0/85aA IE750 

3/90±1/37aB 4/60±0/69aA 4/50±0/70aA IE1000 
  ).p≥05/0دار در ستون است (دهنده تفاوت معنیمشابه نشان)، حروف کوچک غیرp≥05/0دار در سطر است (دهنده تفاوت معنیانحروف بزرگ غیرمشابه نش* 

250FE500گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد ، میلی 250: نمونه حاوي: FE  750گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد،  میلی 500نمونه حاويFE ي :نمونه حاو
گرم بر میلی 250: نمونه حاوي 250IEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 1000نمونه حاوي  1000FEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 700

گرم بر کیلوگرم میلی 750ه حاوي : نمون750IEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، میلی 500: نمونه حاوي 500IEکیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، 
  : شاهد (بدون آنزیم). Controlگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، میلی 1000: نمونه حاوي 1000IEگلوکز اکسیداز تثبیت شده، 

  
  هاي ماست نوشیدنی طی نگهداري نمونه پذیرش کلیامتیاز  - 7 جدول

21روز  11 زرو  1وز ر   تیمار 

3/80±1/61aC 3/90±1/44aB 4/00±1/05aA C 

3/30±1/41aC 3/80±1/31aB 4/20±1/31aA FE250 

3/60±1/83aB 3/60±1/17aB 4/00±1/33aA FE500 

3/30±1/05aC 3/50±1/05aB 3/80±1/13aA FE750 

3/60±1/50aC 3/50±1/26aB 3/70±0/94aA FE1000 

3/40±1/17aC 3/80±0/91aB 4/20±1/13aA IE250 

3/40±1/35aB 4/00±0/81aA 4/00±0/66aA IE500 

3/60±1/17aB 3/60±0/84aB 3/90±0/99aA IE750 

3/40±1/07aC 3/60±1/07aB 3/90±0/99aA IE1000 
  ).p≥05/0دار در ستون است (دهنده تفاوت معنیمشابه نشان)، حروف کوچک غیرp≥05/0دار در سطر است (دهنده تفاوت معنیحروف بزرگ غیرمشابه نشان* 
025FE500گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد ، میلی 250: نمونه حاوي: FE  750 گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد،میلی 500نمونه حاويFE  نمونه حاوي:

گرم بر میلی 250نمونه حاوي :  250IEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 1000: نمونه حاوي 1000FEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز آزاد، میلی 700
گرم بر کیلوگرم میلی 750: نمونه حاوي 750IEگرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، میلی 500: نمونه حاوي 500IEکیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیت شده، 

  : شاهد (بدون آنزیم). Controlت شده، گرم بر کیلوگرم گلوکز اکسیداز تثبیمیلی 1000: نمونه حاوي 1000IEگلوکز اکسیداز تثبیت شده، 
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  گیريهجنتی
استفاده از گلوکز اکسیداز تثبیت شده بر توان نتیجه گرفت که می

اشـی از  روي نانوذرات مغناطیسی کیتوزان با کاهش فشار اکسیداتیو ن
ــوب   ــرایط مطلـ ــول شـ ــیژن محلـ ــعه  اکسـ ــراي توسـ ــري را بـ تـ

پدیـد   ماست نوشیدنی پروبیوتیـک هاي پروبیوتیک در میکروارگانیسم

این روش  را کاهش دهد.محصول مقبولیت حسی آورد بدون آنکه می
تواند در ماسـت نوشـیدنی پروبیوتیـک    (افزودن آنزیم تثبیت شده) می

 کاربردي باشد زیرا بازیابی آنزیم سریع و آسان است ضمن اینکه این
  باشد.روش ایمن بوده و از نظر اقتصادي نیز مقرون به صرفه می
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2Introduction: The aim of this study was to investigate the effect of immobilized glucose oxidase on 

magnetic chitosan nanoparticles on the content of organic acids (lactic acid and acetic acid), viability of probiotic 
bacteria and sensory properties of probiotic drinking yogurt. 

 
Materials and methods: Different concentrations (0, 250, 500, 750 and 1000 mg/kg) of free and 

immobilized glucose oxidase were used in probiotic drinking yogurt. The samples were stored at 4˚C for three 
weeks.  

 
Results and discussion: During storage, the content of acetic acid, counts of Lactobacillus acidophilus and 

Bifidobacterium lactis decreased and the content of lactic acid increased significantly (p<0.05). Addition of 
enzyme increased the viability of probiotic bacteria in test samples as compared to control sample (without 
enzyme). The viability of Bifidobacterium lactis in the samples containing high levels of enzyme (750 and 1000 
mg/kg) was higher than other levels. The samples containing 500 mg/kg of free and immobilized enzyme had the 
highest count of Bifidobacterium lactis (7.88 log CFU/mL) and the amount of acetic acid in these samples (0.82 
and 0.87 g/L, respectively) was more than other samples. There was no significant difference between the 
samples in regards to sensory properties. Therefore, addition of glucose oxidase immobilized on magnetic 
chitosan nanoparticles can decrease oxidative pressure and create suitable condition for the viability of probiotic 
bacteria in drinking yogurt and maintain overall acceptability. Moreover, it is economically feasible.  

 
Keywords: Chitosan, Immobilized glucose oxidase, Magnetic nanoparticles, Probiotic drinking yogurt  
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