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            ایزوله پروتئین پوشانی با  دستگاه گوارش با استفاده از ریزسازي شده

   سدیمسویا و آلژینات
 

 

، 2، ایمان شهابی قهفرخی1، سید علی مرتضوي1، فریده طباطبایی یزدي 1 مژده کریمی
  3جمشیدخان چمنی

  

  گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران- 1

   گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه زنجان، ایران- 2
   گروه بیوشیمی و بیوفیزیک، واحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلامی، مشهد، ایران- 3

  )19/08/98 :رشیپذ خیتار  98/ 13/06: افتیدر خیتار(
 

  چکیده
گابا یک ترکیب شناخته شده . یدآ، گیاهان و مهره داران بدست  میهایک اسید آمینه غیر پروتئینی است که از باکتري) GABA(گاما آمینو بوتیریک اسید 

 يگابا به صورت بیولوژیکی به وسیله. هاي عصبی، کاهش فشار خون، تکرر ادرار و ایجاد آرامش دارداست زیرا نقش فیزیولوژیکی مهمی در انتقال پیام
 پوشانی به  براي ریزهاي تولید کننده گابادر این مطالعه باکتري. شوندبه صورت گسترده در تخمیر غذاها استفاده میکه شود تولید می اهاباکتریاسید لاکتیک 

هاي پوشانی و میزان به دام افتادن باکتريراندمان ریز. زپوشانی شدندسازي ریلسیونوسیله ي ایزوله پورتئین سویا و آلژینات انتخاب شده و به روش امو
هاي تريتوانایی تولید گابا و زنده مانی باک. پروتئین سویا و آلژینات به کمک میکروسکوپ الکترونی روبشی تایید شدایزوله هاي تولیدکننده گابا در کپسول

هاي ایزوله شده از ترخینه هاي تولید کننده گابا، باکتريبراي شناسایی باکتري. رش انسان بررسی شد پوشانی شده در شرایط شبیه سازي شده دستگاه گواریز
راندمان تولید گابا به کمک کروماتوگرافی لایه نازك .  درصد مونوسدیم گلوتامات کشت شد1 حاوي MRSو هویج تخمیر شده روي محیط کشت 

)TLC(  و کروکاتوگرافی مایع )HPLC (لاکتوباسیلوس برویس ،بر اساس نتایج ثبت شده. بررسی شد PML1لاکتوباسیلوس   ایزوله شده از ترخینه و
  درجه سانتیگراد30 ساعت در 30 میلی گرم بر لیتر بعد از 2511 میلیگرم بر لیتر و 304از هویج تخمیر شده میزان تولید گابا را ایزوله شده  G42 برویس

 مناسب سلول بهبود یافته پوشانی با  ایزوله پروتئین سویا و آلژینات و به دلیل تولیدبه کمک ریزمانی و میزان تولید گابا نتایج نشان داد زنده . نشان دادند
  .دهدایجاد یک غذاي فراسودمند را نشان می هدف ابها همراه با افزایش راندمان تولید گابا  باکتري پوشانی این مطالعه پتانسیل ریز. است

  
  ن سویا، ایزوله پروتئیلاکتوباسیلوس برویسریک اسید، گاما آمینو بوت پوشانی، ریزغذاي فراسودمند،  : واژگانکلید

                                                             
 مسئول مکاتبات: tabatabaei@um.ac.ir 
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  مقدمه - 1
         یک اسید آمینه چهارکربنه و ) گابا(گاما آمینوبوتریک اسید 

          گابا در   . ]1[ رسان عصبی در مغز است ترین پیاممهم
مله ترشح هورمون رشد، هاي فیزیولوژیکی بدن از جعملکرد

       ،  فعالیت کلیه و کبد]3[، تنظیم فشار خون ]2[سنتز پروتئین 
 و ]8[ تیروئید هاي، تنظیم ترشح هورمون]7, 6[ایمنی    ]5, 4[

این ماده باعث بهبود خواب و سلامت .  نقش دارد]10, 9[تنفس 
 و ]13[، تقویت حافظه ]12[ ، بهبود عملکرد بینایی ]11[روان 

 ]8[  و مهار چاقی ]15[، مهار تومور ]14[همچنین مهار دیابت 
هاي هانتینگتون، گابا در درمان اختلالات عصبی، بیماري. شودمی

  .  نقش موثري دارد]16[پارکینسون، تشنج، آلزایمر و اسکیزوفرنی 
 گلوتامیک اسید به -گابا از طریق دکربوکسیلاسیون آمینواسید ال

 ناپذیر  به صورت برگشت1وسیله آنزیم گلوتامات دکربوکسیلاز
    مطالعات زیادي وجود این آنزیم را در . ]3[شود تولید می

هاي اسید  باکتري.]17[دهند هاي اسید لاکتیک گزارش میباکتري
هاي گرم مثبت هستند که به طور لاکتیک گروه مهمی از باکتري
وانات، انسان و در سبزیجات توزیع طبیعی در دستگاه گوارش حی

 سیستم گلوتامیک اسید کربوکسیلاز در . ]20- 18[اند شده
 به عنوان 2لاکتوباسیلوس برویسهاي اسید لاکتیک همانند باکتري

گابا . کندکننده براي مقاومت اسیدي  عمل مییک سیستم تعیین
بوکسیلاسیون اسید آمینه گلوتامیک اسید در محصول نهایی دکر

  لاکتوباسیلوس برویس. ]17[هاي اسید لاکتیک است باکتري
 لاکتوباسیلوس  ،]26, 25[ 3لاکتوکوکوس لاکتیس  ،]24- 21[

لاکتوباسیلوس دلبروکی زیرگونه بولگاریکوس   ،]27[4پاراکازئی
 6لاکتوباسیلوس پلانتاروم و ]28[ 5لاکتوباسیلوس بوچنري، ]26[
هاي  از جمله گونه]33[ 7لاکتوباسیلوس رامنوس و ]32- 29[

هاي اسید لاکتیک تولیدکننده گابا هستند و در بین آنها تريباک
. ]34[دهد  بیشترین تولید گابا را نشان میلاکتوباسیلوس برویس

ا از غذاهاي سنتی هاي تولیدکننده گابهاي باکتريتقریبا اکثر گونه
، ]38[، پنیرهاي سنتی ]37-35[تخمیري همانند کیمچی 

                                                             
1. Glutamate decarboxylase 
2. Lactobacillus brevis 
3. Lactococcus lactis 
4.  Lactobacillus paracasei  
5. Lactobacillus buchneri 
6. Lactobacillus plantarum 
7. Lactobacillus rhamnosus 

اي ک، پائو]39[، خمیر ترش گندم ]39[هاي جلبک قرمز نوشیدنی
  جداسازي شده ]27[) غذاي سنتی ژاپنی(  ماهی تخمیري ]23[

علاوه بر این تمامی .  اسیدي استpHها اند که ویژگی مشترك آن
بنابراین . منابع جداسازي حاوي مقادیر بالایی گلوتامات بوده اند

ترین منابع مواد غذایی سنتی تخمیري و غنی از گلوتامات مهم
         کننده گاباهاي اسید لاکتیک تولیدگري باکتريبراي غربال

هاي اخیر جه به تأثیرات مفید گابا، در سالبا تو.  ]40[باشند می
سازي غذاهاي تخمیر شده با هاي بسیاري براي غنیتلاش

هاي اصلی گابا صورت گرفته ها بعنوان تولید کنندهپروبیوتیک
باید جهت افزایش محتواي گابا در محصول غذایی ). 31(است 
خاب انتگلوتامات دکربوکسیلاز آنزیم بالاي  با فعالیت  هايسویه
 همچنین غلظت مونوسدیم گلوتامات در ماده غذایی باید به .شود

می توان با ولی در غیر این صورت . اندازه کافی بالا باشد
گلوتامیک اسید خارجی، افزودن پروتئاز جهت هیدرولیز پروتئین 
و تولید گلوتامیک اسید و یا استفاده همزمان از سویه هیدرولیز 

کمبود گلوتامیک اسید در ماده یی کننده پروتئین در ماده غذا
  .]40[ غذایی را جبران کرد

ها یک زمینه در  پروبیوتیکسازيریزپوشانی یا کپسولهفناوري 
ها حال ظهور به منظور تثبیت طیف گسترده اي از میکروارگانیسم

ها است در مواد زیست سازگار با هدف رهایش کنترل شده سلول
ها کپسوله کردن باعث آزاد شدن کنترل شده ي پروبیوتیک. ]41[

شوند از زنده ماندن شود و زمانی که آنها در سیستم رها میمی
آنها در برابر نیروهاي مکانیکی هنگام فرایند کردن مواد غذایی و 
زنده ماندن سلول در مواجهه با اسید معده در هنگام هضم 

آلژینات به دلیل سهولت در استفاده، مقرون . ]42[ دهداطمینان می
به صرفه بودن، عدم سمیت، و زیست سازگاري یکی از متداول 

هاي پروبیوتیکی ترین مواد زیست توده براي کپسوله کردن سلول
   .است

یکی از موادي که جهت ریزپوشانی پروبیوتیک ها استفاده می 
 غیر قابل هاي پلی ساکارید هاآلژینات. شود آلژینات ها هستند

اثرات  فیبر رژیمی به عنوان یک و در بدن انسان هستند هضم 
فیزیولوژیکی مفیدي در دستگاه گوارش و سلامت روده بزرگ 

        انسان را تعدیلها اشتها و مصرف انرژي در آلژینات. دارند
 II کنترل دیابت نوع برروده در جذب مواد می کنند و با کاهش 

 .]43[ موثر استو چاقی 
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از این رو هاي آلژینات بسیار متخلخل و نفوذ پذیر هستند، دانه
محافظت هاي خشن هاي زنده در برابر محیطاز سلولمی توانند 

از  مواد  همزمان ممکن است باعث انتشارکنند ولی همین ویژگی
با اصلاح ساختار آلژینات با مسئله این . ]44[ شود این دانه ها

 آلژینات با  دهی دانه هاياستفاده از سایر بیوپلیمرها یا پوشش
  .]45[بیوپلیمرهاي کم تخلخل قابل پیشگیري است 

هاي فرایند پذیري و داراي ویژگی )SPI (یاپروتئین سو زولهیا
پروتئین سویا حاوي تمام آمینواسید  .ارزش غذایی مطلوب است

هاي ضروري مورد نیاز براي تحقق نیازهاي غذایی انسان در 
مطالعات بالینی . رشد، تعادل و مقابله با فشار هاي روانی است

نابع  سویا از نظر هضم با دیگر م پروتئیننشان داده اند که
پروتئینی مانند گوشت، شیر، ماهی و تخم مرغ قابل مقایسه 

کاهش کلسترول و جلوگیري از سرطان، دیابت و چاقی و . هستند
همچنین محافظت در برابر بیماري هاي روده و کلیه از اثرات 

به عنوان یک ماده  SPI .]46[ تغذیه اي پروتئین سویا است
به طور گسترده اي در مواد بسته بندي، صنایع  فراوان و ارزان،

همچنین نشان . گیردغذایی و مواد پزشکی مورد استفاده قرار می
داده شده است که یک نانو حامل نویدبخش در ترکیبات زیست 

 . ]48, 47[است  (API) فعال و ترکیبات دارویی فعال

 پروبیوتیک ساخته شده سیستم حامل) 2011(یو و همکاران 
 توسط پروتئین سویا کراسلینک شده با ترانس گلوتامیناز میکروبی

(MTG)مانند پوست موز، پالپ  متصل به پسماندهاي زراعی 
 هاي مبتنی برحامل .]49[موز و پوست پوملو را گزارش کرد 

SPI  توسعه یافته ساختار خود را در مایع شبیه سازي شده معده
حفظ کرده و تخریبی را نشان ندادند، در حالی که یک فروپاشی 
عمده ساختاري در مایع شبیه سازي شده روده نشان داده شد که 

 نتایج همچنین نشان .کندرهایش کنترل شده در روده را تایید می
توانند براي حاوي پسماندهاي زراعی می SPI هايلداد که حام

هاي زنده پروبیوتیک در طول معده و قبل از رهایش انتقال سلول
هاي بیوکامپوزیت سنتز شده توسط پوسته .در روده مفید باشند

 و انتروکوکوس فکالیس براي محصور کردن SPI آلژینات و
بر  .مورد استفاده قرار گرفتند ]51[ و ]50[  لاکتوباسیلوس برویس

اساس نتایج به دست آمده از توانایی بقا در مایع شبیه سازي شده 
 و محلول نمک صفراوي، و همچنین رفتار آزاد شدن  معده

روده نتیجه  هاي محصور شده در مایع شبیه سازي شدهسلول

ایزوله  گیري شد که کپسوله سازي با استفاده از کامپوزیت
ها ارائه محافظت مطلوبی را از باکتري آلژینات -پروتئین سویا

 .دهدمی
 اسید  توسط میکروارگانیسم ها،در بهینه سازي تولید گابا

 در بع کربن و نیتروژن و منpHگلوتامیک و یا نمک هاي آن، 
محیط کشت و عواملی که به خواص بیوشیمیایی آنزیم تولیدکننده 

 تولید گابا کننده و تعیین از عوامل اصلی مرتبط هستندگابا 
در دهه گذشته، بهینه  هم چنین. ]52, 40[. محسوب می شوند

هاي مختلف جدید از از طریق تکنیک گابا سازي و بهبود تولید
، و ]54[ ]53[ روش هاي مهندسی ژنتیک و بیان ژن کاربردجمله

فناوري  .]55[ ،یا به کارگیري همزمان کشت هاي تولید کننده
          تثبیت سلولی یا فناوري کپسوله سازي گزارش شده است

تولیدکننده گابا جدا  هايدر این مطالعه، لاکتوباسیلوس .]57, 56[
انی شناسایی شد و شده از برخی انواع غذاهاي تخمیر شده ایر

آلژینات بر بقاي آنها در -کپسولاسیون سویاسپس، اثر میکرو
 معده و روده و تولید گابا به شکل میکرو ي شدهشرایط شبیه ساز

  .کپسوله شده بررسی شد
 

  مواد و روش  - 2
   میکروارگانیسم ها- 2-1

       هاي جدا شده از ترخینه در این مطالعه از لاکتوباسیلوس
و ) G39, G42, G160(و هویج تخمیري )  16-1کدهاي (

، ATCC 8014 لاکتوباسیلوس پلانتارومهاي استاندارد سویه
لاکتوباسیلوس ، ATCC 14917 لاکتوباسیلوس پلانتاروم

 ATCC 14931 فرمنتوملوسلاکتوباسی  و La5 اسیدوفیلوس
هاي استاندارد و تجاري براي بررسی پتانسیل تولید به عنوان سویه

ها در به منظور فعال سازي، ابتدا هر یک از سویه. گابا استفاده شد
پلیت ها به .  آگار  به شکل خطی کشت داده شدندMRSمحیط 
 درجه سانتی گراد تا ظهور کلونی 37 ساعت در دماي 48مدت 
  . گذاري شدندرایط میکروآئروفیل گرم خانهدر ش

  محیط و شرایط کشت - 2-2
ها، مطابق با روش لی براي بررسی تولید گابا توسط سویه در ابتدا

 درصد 1 مایع حاوي MRS محیط  ،)2010(و همکاران 
پس از . از نمک مونوسدیم گلوتامات تهیه شد) حجمی/وزنی(
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 درجه سانتی گراد 121 دقیقه در 20 به مدت 4/5 در pHتنظیم 
یک کلونی از هر سویه به صورت جداگانه در . استریل شد

 میلی لیتر محیط کشت مذکور تلقیح  و به 5هاي حاوي فالکون
گراد گرمخانه گذاري  درجه سانتی30 ساعت در دماي 30مدت 

  . شد
ارزیابی کیفی تولید گابا به وسیله  - 2-3

   (TLC)کروماتوگرافی لایه نازك 
 پس از گذشت TLCهیه نمونه براي نشان گذاري بر روي براي ت

دور در  ( 10000 ساعت از تخمیر، مایع کشت با دوري معادل 30
 دقیقه 10گراد و به مدت زمان  درجه سانتی4در دماي ) دقیقه

هاي احتمالی، آنگاه براي حذف میکروارگانیسم. سانتریفیوژ شد
براي . ]58[لتر شد  میکرومتر فی2/0فاز رویی به وسیله فیلتر 

فعال با ابعاد  ) F254 60(  ارزیابی تولید گابا از پلیت سیلیکاژل
  .   استفاده شد20  ×20

ابتدا پلیت از یک جهت و  ) 2010( بر طبق روش لی و همکاران 
 سانتی متر از پایین به طور افقی با مداد خط کشی و با 2به فاصله 

 وسیله سپس به. فواصل به طول یک سانتی متر نقطه گذاري شد
لوله موئینه مقداري از هر نمونه سانتریفوژ و فیلتر شده بر روي 

گابا، % 1در این آزمون از محلول هاي . پلیت لکه گذاري گردید
 به طور مجزا MRSمونو سدیم گلوتامات و محیط کشت مایع 

آنگاه از محلولی متشکل از . به عنوان استاندارد استفاده شد
به عنوان فاز ) 5:2:2(مقطر به نسبت بوتانول، استیک اسید و آب 

سپس به فاز متحرك اجازه داده .  استفاده شدTLCمتحرك در 
آنگاه .  حرکت کندTLCسانتی متري صفحه 13شد تا ارتفاع 

سطح صفحه با . صفحه از تانک خارج و زیر هود خشک شد
 80 دقیقه در آون 10هیدرین اسپري و به مدت  ناین% 2محلول 

 . ]29[ قرار داده شد درجه سانتی گراد

هاي ارزیابی کیفی تولید گابا در غلظت - 2-4
  مختلف مونوسدیم گلوتامات 

ها تولید کننده گابا، براي بررسی اثر میزان پس از شناسایی سویه
         هاي منتخب در مونوسدیم گلوتامات بر تولید گابا، سویه

 مایع حاوي مقادیر مختلف مونوسدیم MRS هاي محیط

 ساعت در 30 به مدت pH 4/5با  %) 7 و 5، 3، 1(گلوتامات 
  .گراد گرمخانه گذاري شدند درجه سانتی30دماي 

ارزیابی کمی تولید گابا به وسیله  - 2-5
   )HPLC(کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

 بر اساس HPLCمیزان گابا در محیط کشت به وسیله دستگاه 
در مرحله اول . گیري شداندازه) 2007(روش چو و همکاران 

ز سانتریفیوژ کردن محیط کشت، فاز رویی با استفاده از پس ا
 با روش تان و همکاران (PITC)معرف فنیل ایزوتیوسیانات 

 میکرولیتر از مشتق حاصل 20سپس . مشتق سازي شد) 2006(
 میلی لیتري منتقل و تحت خلا 5/1هاي فیلتر شده به میکروتیوپ

 به باقیمانده سپس. با استفاده از سانتریفیوژ تحت خلا خشک شد
 سدیم - میکرولیتر از مخلوط متانول10خشک داخل میکروتیوب 

) حجمی/حجمی/حجمی (2:2:1 تري اتیل آمین - مولار1استات 
پس از حل شدن باقیمانده خشک و مجدد حلال . اضافه شد

 میکرولیتر از معرف فنیل 50. اضافه شده تحت خلا خشک شد
 1:6:1:1:1 آب -اتیل آمین تري - اتانول- متانول-ایزوتیوسیانات

به تیوپ افزوده و به ) حجمی/حجمی/حجمی/حجمی/حجمی(
گابا در – دقیقه به جهت تشکیل فنیل ایزوتیوسیانات 20مدت 

در نهایت مابقی معرف به وسیله خلا . دماي اتاق نگهداري شد
  . ]59[جدا شد 

 1000 و 500، 125هاي هم چنین استانداردهاي گابا در غلظت
.   مشتق سازي شدPITCگرم بر لیتر آماده شد و با معرف میلی

 300هاي استاندارد در مشتق حاصل از نمونه ها و نمونه
 درصد حل و براي تزریق به دستگاه 60میکرولیتر استونیتریل 

آنالیز با . ه تزریق شد نمونه به دستگاlμ 20در هر بار . آماده شد
 × (mm, 5 µm 250 مجهز به ستون  HPLCاستفاده از 
C18 (4.6فاز متحرك شامل دو فاز .  انجام شد A)  سدیم

و ) تري اتیل آمین % 1/0استونیتریل و % 6 میلی مولار، 1/0استات
 100 تا 1که با گرادیانت خطی از %) 60استونیتریل  ( Bفاز 

فاز متحرك با سرعت جریانی . ددرصد با هم مخلوط شده ان
ml/min 1براي شناسایی مواد خروجی از .  به ستون تزریق شد

.  نانومتر استفاده شد254 در طول موج UVستون از آشکارساز 
]35[ .  
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  ریزپوشانی باکتري تولید کننده گابا - 2-6
 مایع کشت می شود پس MRSسویه تولیدکننده گابا در محیط 
 درجه 37 ساعت و در دماي 24از گرم خانه گذاري به مدت 
 دقیقه در دماي 3 به مدت 7000gسانتی گراد مایع کشت با دور 

 ها جدا و شسته  درجه سانتی گراد سانتریفیوژ شده و سلول4
به حالت  %) 9/0( سپس در محلول آب نمک استریل شود ومی

 با CFU/ml 1010 -109ها تعداد سلول. آمدسوسپانسیون در 
  . تنظیم شدOD625اندازه گیري غلظت در 

تغییرات انجام کمی ریزپوشانی با روش  زنجانی و همکاران با 
سویا به طور / هاي آلژیناتبراي تهیه ریزکپسول. ]60[گرفت 

 میلی لیتر آب مقطر 40 گرم از پروتئین سویا در  2خلاصه 
 دقیقه در 30استریل اضافه و به منظور پاستوریزه شدن به مدت 

سپس محلول سدیم .  درجه سانتی گراد حرارت داده شد85دماي 
گراد در  درجه سانتی 121تهیه و در دماي )  %0/1(آلژینات 

با یکدیگر مخلوط شده و محلول اینولین . اتوکلاو استریل شد
 میلی 1 میلی لیتر، 10به ازاي هر . اضافه و خوبی همزده شد%) 1(

لیتر از سوسپانسون باکتریایی به محلول تشکیل دهنده دیواره 
و سدیم آلژینات اضافه و ) مشخصات(شامل ایزوله پروتئین سویا 
 میلی لیتر روغن گیاهی 500ه به  مخلوط نهایی قطره قطر

 که با استفاده از 80توئین  % 2/0حاوي ) آفتابگردان، ورامین(
 در حال مخلوط شدن rpm 350همزن مغناطیسی با سرعت 

 میلی لیتر کلسیم 200ها با افزودن کپسول. گردیداست اضافه 
 مولار به مخلوط شکل گرفت و سپس جداسازي فازها 1/0کلرید 

پس از . روغن به مدت در بشر اتفاق می افتد/ ون آباز امولسی
 دقیقه به حال خود 30 دقیقه محلول به قیف دکانتور منتقل و 30

فاز . گذاشته شده تا در نهایت یک سیستم دوفازي بدست آمد
ها با زیرین از روغن جدا شده و پس از شست و شوي دانک

گهداري ها را تا زمان مصرف در دماي یخچال ن، آنpsمحلول 
  . شد
هاي ریزپوشانی شده و شمارش باکتري - 2-7

  تعیین بازده ریزپوشانی
جهت تعیین کارایی فرایند ریزپوشانی باکتري براساس مطالعه 

ها داخل  گرم از ریزپوشینه1 ، )2009(ایی مکرم و همکاران رض
حجمی سیترات سدیم استریل / درصد وزنی1 میلی لیتر محلول 9

 تنظیم 6هیدروکلریدریک اسید، در حدود  آن به وسیله pHکه 
 دقیقه در دماي اتاق توسط 10شده است، پراکنده شده و به مدت 

در طی این . کندهم زن مغناطیسی عمل همزدن ادامه پیدا می
هاي هاي آلژینات تخریب شده و سلولفرایند دیواره دانک

       پس از این مرحله عمل. شوندباکتریایی به بیرون رها می
سازي و کشت میکروبی به صورت سطحی با استفاده از رقت

 درجه 37هوازي و در دماي  در شرایط  MRSمحیط آگار 
ها شمارش  ساعت انجام و تعداد باکتري48گراد به مدت سانتی
  . ]61[ این آزمایش در سه تکرار صورت پذیرفت. شدند

  :شودبازده ریزپوشانی با روش زیر محاسبه می
  
  
  

Xt :ها و هاي پروبیوتیک محصور شده در میکروکپسولسلول
Xi :مقدار اولیه سلول هاي پروبیوتیک در فرایند کپسول سازي  
بررسی مورفولوژي و اندازه دانک هاي  - 2-8

  تشکیل شده
 Olympus BX41(ها با میکروسکوپ نوري میکروکپسول

Microscope (نرم افزار . مورد بررسی قرار گرفتندImageJ 
به منظور اندازه ) موسسات ملی سلامت، ایالات متحده آمریکا(

میانگین قطر .  استفاده از تصاویر به کار رفت باگیري
، Zaeim(عدد 100  از ها به صورت میانگینمیکروکپسول

Sarabi-Jamab ،Ghorani ،Kadhodaee ،& Tromp ،
 ساختار میکروسکوپی شکل و .دگزارش ش) 2017

) 1450VPلئو (ها با میکروسکوپ الکترونی اسکن میکروکپسول
ها با طلا در آبگرمکن اسپري نمونه. مورد بررسی قرار گرفت

)SC7620 ( میلی آمپر تحت اتمسفر 5 ثانیه در 180به مدت 
  .آرگون پوشش داده شده است

هاي آزاد و بررسی مقاومت باکتري - 2-9
نی شده به محیط شبیه سازي شده معده ریزپوشا
  و روده

برینکو و  بر اساس روش  معده و رودهمحیط شبیه سازي شده
محلول شبیه سازي شده . ]62[  تهیه شد2011 در سال همکاران
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        معده با حل کردن پپسین در محلول سدیم کلرید استریل
 گرم بر لیتر 3و رسیدن  به غلظت ) حجمی/  درصد وزنی5/0(

.  به وسیله هیدروکلریدریک اسید تنظیم شدpH 5/1. تهیه شد
شربت روده شبیه سازي شده با حل کردن پانکراتین و نمک 

 درصد و رسیدن به غلظت 5/0م کلرید صفراوي  در محلول سدی
 محلول به وسیله pH.   درصد تهیه شد5/4 گرم بر لیتر و 1

هاي یک گرم از نمونه باکتري.  تنظیم شد8سدیم هیدروکسید 
        کپسوله شده  و یا یک میلی لیتر از سوسپانسیون سلولی

  میلی لیتر از هر محیط مایع افزوده و در10به ) زاد آسلول هاي(
 120 و 90 ، 60، 30 درجه سانتی گراد به مدت هاي 37دماي 

 MRSباکتري ها بر سطح محیط . دقیقه گرم خانه گذاري شدند
  . اگار جامد شمارش شدند

هاي ارزیابی تولید گابا به وسیله سلول - 2-10
  ریزپوشانی شده
 میلی لیتر سوسپانسیون 1هاي باکتري و یا یک گرم از کپسول

 میلی لیتر محیط مایع حاوي و فاقد 10به ) ي آزادهاسلول(سلولی 
MSG درجه سانتی گراد 37 و پپتون واتر اضافه شد و در 

، 24ها پس از قابلیت تولید گابا به وسیله  کپسول. انکوباتور شدند
هاي آزاد مورد  ساعت در مقایسه با سلول120 و 96، 72، 48

اساس روش  برTLCتولید گابا به وسیله . بررسی قرار گرفت
 HPLCشرح داده شده، بررسی شد و مقدار گابا با استفاده از 

  .مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت
 تحلیل آماري -2-11

معنی % 5در سطح   Minitab 15 از نرم افزارداده ها با استفاده 
داري مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند و رسم نمودارها با کمک 

Microsoft Office Excel 2007 شد انجام .   
 

  نتایج و بحث - 3
غربال سازي اولیه با کروماتوگرافی لایه  - 3-1

  نازك
در این مطالعه از روش کروماتوگرافی لایه نازك براي غربال 

همان طور که . هاي تولید کننده گابا استفاده شدسازي اولیه سویه
 نشان داده شده )1شکل  (در صفحات کروماتوگرافی لایه نازك

 سویه لاکتوباسیلوس جدا شده از 20بین بیش از در بررسی 
. قابلیت تولید گابا را داشتندبا محصولات تخمیري، دو سویه 

 جدا شده از ترخینه و  PML1پتانسیل تولید گابا  متعلق به سویه 
G42شماره دسترسی براي این .  جدا شده از هویج تخمیري بود

 در JX966418.1 و  KF307784.1دو باکتري به ترتیب  
بانک ژنومی مرکز ملی اطلاعات بیوتکنولوژي ثبت شده است و 

  . باشند میلاکتوباسیلوس برویسهر دو سویه متعلق به گونه 
هاي هاي متعددي براي تشخیص اولیه تولید گابا در عصارهروش

ها، ها آنالیز اسید آمینهاز جمله این روش.  بیولوژیک وجود دارد
وفورز، کروماتوگرافی مایع با کارایی کروماتوگرافی گازي، الکتر

با این . باشدهاي طیف سنجی و اسپکتروفتومتري میبالا، روش
هاي ذکر شده نیاز به مراحل آماده سازي متعدد نمونه حال روش

گري هاي غربالاز این رو روش. بر هستنددارد و پر هزینه و زمان
کروماتوگرافی کاغذي، یا .مطلوبی محسوب نمی شوند

قیمت ندارد و وماتوگرافی لایه نازك  نیاز به تجهیزات گرانکر
ها مناسب براي تجزیه و تحلیل همزمان تعداد زیادي از نمونه

گري سریع و راحت تعداد زیادي از است و در نتیجه براي غربال
با کمک کروماتوگرافی لایه . شودهاي مولد گابا پیشنهاد میسویه

ان کوتاهی انجام پذیرفت، گاما نازك ضمن اینکه آنالیز در زم
  . شودآمینو بوتریک اسید با وضوح خوب و حساسیت بالا جدا می

  بسیاري از محققان روش کروماتوگرافی لایه نازك را براي
چو و همکاران . اندسازي اولیه مورد استفاده قرار دادهغربال

، با روش کروماتوگرافی لایه نازك موفق به جداسازي )2007(
لی و . ]35[ از کیمچی شدند MS باسیلوس بوچنريلاکتو

 جدایه از  پائوکاي را 1000 جدایه از بین 23، )2008(همکاران 
از نظر تولید گابا براساس این روش غربال کردند و در نهایت 

 به عنوان تولید کننده گابا NCL912 لاکتوباسیلوس برویس
با استفاده از ) 2010( همکاران لی و.  ]23[معرفی شد 

لاکتوباسیلوس کروماتوگرافی لایه نازك تولید گابا را توسط 
 سویه جداسازي شده از کیمچی 22 را از بین BJ20 برویس

 استفاده از ، با)2013(راتانابور و همکاران . ]58[گزارش دادند 
کننده گابا را از بین هاي اسید لاکتیک تولید باکتري4این روش 

 جدایه از مواد غذایی تخمیري سنتی تایلند شناسایی کردند 149
با روش کروماتوگرافی لایه نازك ) 2015(داس و همکاران . ]63[

 جدا DM5 لاکتوباسیلوس پلانتارومتوانایی تولید گابا توسط 
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. ]29[هاي تخمیري سنتی را گزارش دادند شده از نوشیدنی
 سویه جداشده از 130 سویه لاکتوباسیلوس از 12همچنین 

محصولات تخمیري دریایی با غربال گري اولیه با روش 
کروماتوگرافی لایه نازك شناسایی و در نهایت با آنالیز 

به ) 2007(کیم و همکاران . ]64[ سویه تائید شد 4آمینواسیدها  
 جدا شده از BH2 لاکتوباسیلوس برویسین روش وسیله ا

  .]65[کیمچی را به عنوان تولید کننده معرفی کردند 

  
Fig 1 TLCs used in the qualitative assessment of 

GABA production by (a) lactobacillus isolated from 
Tarkhineh, (b) Lactobacillus isolated from fermented 

carrot (c) standard lactobacilli. Lane 1) GABA 
Standard, Lane 2) Monosodium Glutamate, Lane 3) 

MRS broth media. 
هاي استاندارد سویه.  مشخص است1همان طور که در شکل 
لاکتوباسیلوس ، ATCC 8014 لاکتوباسیلوس پلانتاروم

  La5 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس، ATCC 14917 پلانتاروم
 قادر به تولید گابا ATCC 14931 فرمنتوملاکتوباسیلوسو 

ها مذکور فاقد آنزیم گلوتامات دکربوکسیلاز ین سویهبنابرا. نیستند
ها بیان نشده است هستند یا ژن مسئول تولید این آنزیم در آن

]29[ .  
هاي ارزیابی کیفی تولید گابا در غلظت - 3-2

  م گلوتامات مختلف مونوسدی
هاي اسید لاکتیک به وسیله آنزیم ساخت گابا در باکتري

هاي شود و تولید گابا به ویژگیگلوتامات دکربوکسیلاز کاتالیز می
تولید آنزیم گلوتامات . بیوشیمیایی این آنزیم وابسته است

هاي اسید دکربوکسیلاز در پاسخ به شرایط اسیدي در باکتري
ها بر روي گلوتامات به عنوان سوبسترا شود و تنلاکتیک القا می

دهد و در طی این فرآیند آن را به گابا و دي واکنش انجام می
گلوتامات به عنوان سوبستراي . ]25[کند اکسید کربن تبدیل می

. آنزیم، پارامتر اصلی موثر بر تولید گابا در طول تخمیر است
بنابراین افزودن گلوتامات به محیط تخمیر تولید گابا را در 

  . ]66[دهد هاي مولد گابا افزایش میباکتري
 در G42 و PML1در مقایسه توانایی تولید گابا توسط دو سویه 

هاي مختلف مونو سدیم گلوتامات، همان طور که حضور غلظت
در هر دو سویه با افزایش . نشان داده شده است 2 شکل در

غلظت مونوسدیم گلوتامات در محیط تخمیر شدت لکه مربوط 
لیت آنزیم این نتایج موئید فعا. به گابا افزایش یافته است

 شده از ترخینه يگلوتامات دکربوکسیلاز در هر دو سویه جداساز
هاي ، اثر غلظت)2015(وو و همکاران  .و هویچ تخمیري است

 درصد از مونوسدیم گلوتامات بر تولید گابا توسط 7 و 5، 3، 1
 جدا شده ازکیمچی را بررسی لاکتوباسیلوس برویسهاي سویه

 چند نرخ تبدیل مونوسدیم کردند و مشاهده کردند که هر
گلوتامات به گابا با افزایش غلظت کاهش یافت اما همچنان تولید 

این نتایج در مطالعه  .]67[یابد نهایی با افزایش غلظت افزایش می
افزایش . ]68[همچنان مشاهد شد ) 2012(ژانگ و همکاران 

تولید گابا در اثر افزایش غلظت سدیم گلوتامات در 
 لاکتوباسیلوس برویس و ]27[ لاکتوباسیلوس پاراکازئی

NCL912 ]69[نیز مشاهده شده است  .  
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مشخص است تولید گابا توسط سویه  2شکل همان طور که در 
 PML1 لاکتوباسیلوس برویس از G42 لاکتوباسیلوس برویس

گلوتامات دکربوکسیلاز از . در شرایط یکسان کشت بیشتر است
 62 تا 54زیرواحدهاي یکسان با جرم مولکولی در محدوده از 

هاي اسیدآمینه کاتالیزوري آن شود که رشتهکیلو دالتون تولید می
با اینکه . امل یک ریشه لیزین و بسیار حفاظت شده استش

  واکنش کربوکسیلاسیون براي گلوتامات دکربوکسیلاز در
هاي اسید لاکتیک مشابه است اما ساختار اولیه در باکتري
هاي ترمینال آنزیم در سویه- Cترمینال و مناطق -Nنواحی

ن اختلاف در ای. مختلف به میزان قابل توجهی متفاومت است
تواند در توانایی آنزیم و باکتري در تولید ساختار اولیه آنزیم می

  . ]70[گابا تاثیر بگذارد 

  
Fig 2  The TLC plates used in GABA quality evaluation by (a) Lactobacillus brevis PML1 and (b) Lactobacillus 

brevis G42 at 1% concentrations (Lane 2), 3% (Lane 3), 5% (Lane 4) and 7% (Lane 5) of monosodium glutamate in 
a liquid MRS medium, GABA standard (Lane 1) 

ارزیابی کمی تولید گابا به وسیله  - 3-3
  )HPLC(کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

نشان داده شده است؛ با توجه به تزریق  3شکل همان طور که در 
              استاندارد داخلی گابا متوسط زمان بازداري براي گابا

  .   دقیقه بود02/30 ± 02/0

  
Fig 3 Monitoring the GABA production by HPLC Chromatograms. (a) The blank sample, (b) GABA standard 

solution (1000 mg/l), (c) fermented culture broth in the presence the strain PML1, (d) fermented culture broth in the 
presence the strain G42. 
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ها تعدادي پیک نامشخص وجود دارد که به سایر درکروماتوگرام
-ترکیبات مورد استفاده در مرحله مشتق سازي نمونه مربوط می

هاي پس از تعیین پیک مربوط به گابا و با استفاده از غلظت. باشند
مختلف گابا منحنی استاندارد و به تبع از آن معادله رگرسیون 

    با ضریب تشخیصy = 2.6278x - 30.146خطی 
0.9997 R2>تعیین شد  .  

 مشخص است مقدار تولید گابا توسط 3همان گونه که در شکل 
 به طور چشمگیري بیشتر از G42 لاکتوباسیلوس برویسباکتري 

به این ترتیب مقدار .  بوده استPML1 لاکتوباسیلوس برویس
 و G42 سلاکتوباسیلوس برویگابا تولید شده به وسیله 

 درصد 1 حاوي MRS در محیط PML1 لاکتوباسیلوس برویس
 30 ساعت تخمیر در دماي 30مونوسدیم گلوتامات پس از   

گرم بر لیتر تخمین  میلی304 و 2511درجه سانتی گراد به ترتیب 

این نتایج موئید ارزیابی هاي کیفی تولید گابا هستند . زده شد
  ).3شکل (

هاي ادیر تولید شده گابا از سویههایی از مق نمونه1جدول 
شود مقدار همان طور که نشاده داده می. دهدمختلف را نشان می

گابا تولیدي به شدت تحت تأثیر محیط جداسازي و محیط کشت 
 به طوري که در جداسازي باکتري هاي تولید کننده . قرار دارد

گابا گزارش هایی در خصوص توانایی بیشتر تولید گابا توسط 
یه هاي جداسازي شده از پنیر حاصل از شیر گوسفند و بز سو

در این مورد توانایی تولید گابا . ]71[نسبت به شیر گاو وجود دارد
ممکن است به محیط سنتی تولید، نوع فلور میکروبی حیوان و 
منابع مختلف دریافت آن از جمله پستان، هوا، آب شستشو، 

ولی در هر حال کارکنان و تجهیزات شیردوشی  مرتبط باشد 
تولید ي گاباي بیشترهاي جدا شده از سبزیجات تخمیري باکتري
 .می کنندبالایی 

Table 1 Production of GABA by different strains of Lactobacillus brevis isolated from different sources 

Microorganism Isolation 
source Culture medium 

GABA 
Production 

(mg/l) 
References 

Lactobacillus brevis PM17 Cheeses Sodium acetate buffer 15 [26] 
Lactobacillus brevis  12005  20% wheat flour dissolution 85.6 [71] 

Lactobacillus brevis CECT 8183 Cheeses 20% wheat flour dissolution 100 [71] 
Lactobacillus brevis CECT 8181 Cheeses 20% wheat flour dissolution 97 [71] 
Lactobacillus brevis CECT8182 Cheeses 20% wheat flour dissolution 102 [71] 

Lactobacillus brevis TCCC13007  MRS broth containing 7% of MSG 38000 [68] 

Lactobacillus brevis K203 Kimchi 

6 % L-glutamic acid, 4 % maltose, 2 % 
yeast extract, 1 % NaCl, 1 % CaCl2, 

2 g Tween 80/l, and 0.02 mM pyridoxal 
50-phosphate 

44400 [21] 

Lactobacillus brevis BH2 Kimchi MRS broth containing 5% of MSG 20005 [65] 
Lactobacillus brevis NCL912 Paocai Nutrient medium 35662 [69] 
Lactobacillus brevis NCL912 Paocai Nutrient medium 103719.1 [34]   

 و مورفولوژي ریزپوشانیبازده  - 3-4
  هاوکپسولمیکر

 درصد محاسبه شده است 15/91میانگین عملکرد کپسوله سازي 
که نشان دهنده موفقیت روش استفاده شده براي 

 .است  G42 لاکتوباسیلوس برویس میکروکپسولاسیون سویه
  ایزوله پروتئین  هاي میکروکپسول) 2017(و همکاران هادزیوا 

 حداکثر خشک کردن پاششی باروش را با  آلژینات و ویاس
همچنین، لی و . ]51[  تولید کردند٪64عملکرد کپسوله سازي 

  میکروکپسولاسیون براي نشان دادند که عملکرد ) 2016(همکاران 
  

  
براي   کراسلینک شده با ترانس گلوتامیناز ایزوله پروتئین سویا

 .]72[  درصد است4/67 لاکتوباسیلوس رامنوس باکتري
ها را از میکروکپسول OM و تصاویر SEM میکروگراف 4شکل 

   .دهدنشان می
دهند که به طور ها ذرات کروي یکنواخت را نشان میمیکروگراف
ها عامل  اندازه میکروکپسول.ها را محاصره کرده اندمؤثر باکتري

  تحت تأثیر فرایندهاي ریزپوشانید آنهاست ومهمی براي کاربر
 در روش کواسرواسیون و جداسازي فازي، اندازه .گیردقرار می

 مطابق شکل، میانگین . میکرومتر است5000 -5تقریبی ذرات 
 . میکرومتر برآورد شده است06/78ها قطر میکروکپسول
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Fig 4 (a) OM (×40) and (b) SEM micrographs of the capsules surrounding the strain L. brevis G42. 

 

هاي آزاد و میکرو کپسوله بقاي باکتري - 3-5
  شده در شیره شبیه سازي شده معده و روده

 آزاد و محصور G42 لاکتوباسیلوس برویس زنده مانی 5شکل 
 دقیقه تماس در شیره شبیه سازي شده معده را 120شده در طول 

 آزاد میزان بقاي کمتري در شیره معده هاي باکتري.دهدمی نشان 
دهند و با افزایش زمان تماس کاهش بیشتري را نشان نشان می

در   G42 لاکتوباسیلوس برویس هاي آزاد بقاي سلول.دادند
باکتري در هر میلی لیتر   2/1× 106 دقیقه   120زمان تماس 

 با این . درصد است17اندازه گیري شد، که درصد زنده ماندن آن 
 دقیقه  120میکروکپسوله شده پس از   G42 حال، سلول هاي

 درصد ٪45باکتري در هر میلی لیتر محاسبه شد که    2/6× 106
  .دهدزنده ماندنی را نشان می

 P) بدیهی است که میکروکپسوله سازي بطور قابل توجهی

ها در شیره شبیه سازي شده معده را افزایش بقاي سلول (0.05>
 مطابق با مطالعات قبلی است که بهبود بقاي  نتایج.دهدمی

لاکتوباسیلوس   و ]HZNU P2 ]50 انتروکوکوس فکالیس
شبیه سازي شده معده پس از کپسوله شدن  در شیره ]51[ کازئی
 در اینجا، افزایش تعداد .را نشان دادند ایزوله پروتئین سویا توسط
هاي زنده می تواند به دلیل افزودن اینولین، به عنوان یک باکتري

ها یا الیگوساکاریدها به  آلژینات و پري بیوتیک.پریبیوتیک باشد
هاي ژل تشکیل دهند که کنند تا شبکهصورت هم افزایی کار می

  .]75-73[ هاي باکتریایی شودباعث بهبود و نگهداري سلول
هاي  سلولمانیبر روي زندهسازي شده روده شبیهتأثیر شیره 

  .ارائه شده است 6میکروپسوله شده و آزاد در شکل 
 
 

 
Fig 5 Survival of the free and microencapsulated 
Lactobacillus brevis G42 in the simulated gastric 

juice 
  

-شود، با افزایش زمان تماس تعداد سلولمی همانطور که مشاهده
همانند شیره معده، سلول  .یابدهاي آزاد و محصور کاهش می

محصور شده در مقایسه با سلول هاي آزاد زنده ماندن بسیار 
 لاکتوباسیلوس برویس هايتعداد سلول .ان دادندبالاتري را نش

G42   باکتري در هر میلی لیتر  1 ×106 دقیقه  120آزاد پس از 

 درصد بود، در حالی که براي سلول هاي 26و درصد زنده مانی 
 . درصد محاسبه شد 41میکرو کپسوله شده، درصد زنده ماندن 

در  ژیناتآل- ایزوله پروتئین سویا این نشان دهنده اثربخشی
شبیه سازي شده روده هاي باکتریایی در شیره محافظت از سلول

این نتایج مطابق با نتایج گزارش شده توسط ژانگ و  .است
هاي همکاران است که نشان دهنده افزایش بقاي باکتري

پروبیوتیک محاصره شدن با آلژینات سویا در محیط معده و روده 
 .]50[ است
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Fig 6 Survival of the free and microencapsulated 

Lactobacillus brevis G42 in the simulated intestinal 
juice 

  تولید گابا پس از ریزپوشانی - 3-6
 توسط گابا کروماتوگرام فرآیند تولید 9-7 هايشکل

همانطور که . دهدرا نشان می  G42 لاکتوباسیلوس برویس
  شدنبه دلیل ریزپوشانیگابا  شود، تولیدمشاهده می

            به طور قابل توجهی افزایش  G42 لاکتوباسیلوس برویس
               روند افزایشی را نشان گابا علاوه بر این، تولید .یابدمی
 .گیرددهد که به طور قابل توجهی با افزایش زمان اوج میمی

 
Fig 7TLC chromatogram showing GABA producing 

ability of L.brevis G42 in MRS medium. Lane 1: 
GABA standard (1 mg/ml), Lane 2 and Lane 3:  

Filter sterilized cell-free supernatant of L.brevis G42 
and soy-alginate microencapsulated L.brevis G42 in 
MRS broth. Lane 4 and Lane 5:  Filter sterilized cell-

free supernatant of L.brevis G42 and 
microencapsulated L.brevis G42 respectively in MRS 

broth containing of 1% MSG. 

 
Fig 8  TLC chromatogram showing GABA 

producing ability of microencapsulated L.brevis G42 
at different times (h) in MRS broth. 

در مدت زمان  شده میکروکوپسوله   G42 لاکتوباسیلوس برویس
گرم در لیتر گابا تولید کرد، در حالی  میلی32416,9 ساعت 120

ي تولید شده گابادر مدت زمان مشابه،  MRS در محیط که
 . میلی گرم در لیتر اندازه گیري شد8/2411هاي آزاد توسط سلول

شده هاي تثبیت هوانگ و همکاران گزارش دادند که سلول
براي  کلسیم آلژینات هاي ژلانهدر د لاکتوباسیلوس برویس

، یک سیستم همچنین . ]57[ پایدار و کارآمد بودند گابا بیوسنتز
لژینات حاوي ساخته شده از آنیمه پیوسته تثبیت سلول 

 توسط چوي و همکاران تولید شد  057لاکتوباسیلوس برویس
پس  MSG  میلی مول534در حضور  گابا  میلی مول223که تا 

تواند به دلیل افزایش تولید گابا می.  کند ساعت تولید می48از 
به آلژینات باشد که منجر به هاي اینولین اضافه شدن پریبیوتیک

تثبیت شده و افزایش   لاکتوباسیلوس برویس افزایش پایداري
 .]56[ بهره وري گابا شود

 
Fig 9 Production of GABA by encapsulated 

Lactobacillus brevis G42 in different forms growth in 
MRS broth 
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  نتیجه گیري - 4
جدا شده  هايلاکتوباسیلوس در این پژوهش توانایی تولید گابا از

 HPLC  و TLC از غذاهاي تخمیر شده توسط کروماتوگرافی

 جدا PML1 لاکتوباسیلوس برویس .مورد بررسی قرار گرفت
 جدا شده از هویج  G42 لاکتوباسیلوس برویسشده ازترخینه و 

 تولید غلظت بالايتخمیر شده در شرایط تخمیر غیر بهینه، باعث 
 میلی گرم در لیتر 2511 میلی گرم در لیتر و 304به ترتیب  گابا
 براي کپسوله  آلژینات- علاوه بر این، ایزوله پروتئین سویا.شد

مورد استفاده قرار گرفت و  G42 کردن لاکتوباسیلوس برویس
مورد بررسی قرار  گابا ها از نظر توانایی تولیدمیکروکپسول

  می رسد که ریزپشانی در محافظت از به نظر.گرفت

 در برابر شرایط شبیه سازي شده  G42 لاکتوباسیلوس برویس
معده و روده بسیار مؤثر است به طوري که بقاي سلول به طور 

ها بطور قابل از سلول گابا قابل توجهی بالا رفت و متعاقباً تولید
ایزوله دهد که ریزپوشانی  نتایج ما نشان می.توجهی بهبود یافت

هاي آلژینات حامل مفیدي براي انتقال مولکول-پروتئین سویا 
ها ها و خود پروبیوتیکفعال زیستی تولید شده توسط پروبیوتیک

  .از طریق دستگاه گوارش و تحویل آنها به روده کوچک هستند
  

   تشکر و قدردانی- 5
 دانشگاه فردوسی"از حمایت هاي مالی بر خود لازم می دانیم 

براي انجام  "شرکت داروسازي ثامن" کمک هاي فنی  و"مشهد
  .این تحقیق تشکر نمائیم
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Gamma-aminobutyric acid (GABA) is a non-protein amino acid existing in bacteria, plants, and 
vertebrates. GABA is especially well-known because of its physiological role in the neurotransmission, 
induction of hypotension, diuresis, and tranquility. GABA is biologically synthesized by GABA-
producing lactic acid bacteria (GLAB) which are widely used as starters in the fermented foods. In this 
study, GABA-producing strain were chosen to be microencapsulated by soy protein isolate (SPI)-alginate 
using emulsion method. Encapsulation efficiency and entrapment of GLAB into soy protein-alginate 
microcapsules (SAE) was confirmed by scanning electron microscope. The GABA-producing ability and 
survivability of the microencapsulated GLABs were investigated in the human gastro-intestinal simulant. 
For screening of GLAB strains, the isolates from Tarkhineh and fermented carrot were separately 
cultivated in MRS broth supplemented with 1% (w/v) monosodium glutamate (MSG). The GABA 
production efficiency was studied by thin layer chromatography (TLC) and High performance liquid 
chromatography (HPLC). According to the recorded chromatograms, Lactobacillus brevis PML1 isolated 
from Tarkhineh and Lactobacillus brevis G42 from fermented carrot showed GABA producing ability of 
304 mg/L and 2511 mg/L, after 30 h at 30 °C, respectively. The results indicated that survival and GABA 
production improved upon microencapsulating the bacteria due to the good cell protection provided by 
soy protein isolate-alginate coating. In long with previous reports, this study proves the potential of 
microencapsulation toward increased efficiency of GABA production in functional foods. 
 
Keywords: Functional food, Microencapsulation, γ-Aminobutyric Acid (GABA), Lactobacillus brevis, 
Soy protein isolate 
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