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 چکیده
هاي پروبیوتیک در مواد غذایی لبنی کاربرد سویه. ها مانند سرطان هستندها عامل اصلی بسیاري از بیماري آسیب رساندن به سلولریق، از طهاي آزادرادیکال

لعه ف این مطااهداهاي پروبیوتیک، هاي آنتی اکسیدانی باکتريبا توجه به پتانسیل.  گسترش یافته است،تخمیري به دلیل اثرات ارتقاء سلامت مصرف کننده
مورد استفاده در مواد ) B. animalis subsp. lactis BB12 و L. acidophilus LA5(هاي مرسوم پروبیوتیک مقایسه فعالیت آنتی اکسیدانی گونه

آنها در محیط بر فعالیت آنتی اکسیدانی  ،، غلظت عصاره مخمر و غلظت لینولئیک اسیدتخمیر اولیه، زمان pH، گرمخانه گذاريدماي غذایی و بررسی اثرات 
 که اثر هستندنتایج نشان داد که زمان تخمیر، دماي گرمخانه گذاري و غلظت عصاره مخمر مهمترین فاکتورهایی  .کشت آب پنیر و پرمیات شیر غنی شده بود

 هیدروکسیل و DPPH آزاد هايکالفعالیت مهار رادی). >05/0p (دارند فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل و DPPHفعالیت مهار رادیکال آزاد معنی دار بر 
فعالیت . یافت افزایش ها،رشد باکتري مورد نیاز براي منبع نیتروژندماي بهینه و تأمین به ترتیب با غلظت عصاره مخمر و افزایش دماي گرمخانه گذاري با 

هاي پروبیوتیک و تأثیر آنها بر روي سوبسترا، یجه فعالیت کشتدر نت .ها بودمتناسب با رشد باکتري که افزایش یافت فرآیند  ساعت اول24آنتی اکسیدانی در 
.  به ترتیب افزایش و کاهش داشتDPPH و رادیکال آزاد فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل ساعت اول زمان تخمیر، 24با تخریب ساختارهاي پلیمري در 

فعالیت  ،آب پنیردر محیط کشت  B. animalis subsp. lactis BB12 و L. acidophilus LA5 زیست فرآیند تخمیر توسطنشان داد، این مطالعه 
   . داردیبالایآنتی اکسیدانی 

  
   و زیست فرآیند تخمیرفعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل، DPPHها، فعالیت مهار پروبیوتیک: کلید واژگان

  

                                                             
 مسئول مکاتبات: rmokarram@tabrizu.ac.ir  
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   مقدمه- 1
هـاي آزاد، ماننـد رادیکـال آنیـون سوپراکـسید و            تشکیل رادیکـال  

 غیر قابل اجتنـاب در موجـودات        فرآیندال هیدروکسیل، یک    رادیک
این رادیکال ها بسیار ناپایدار هـستند       . هوازي در طول تنفس است    

دهنـد و  ها و یا مواد در بدن واکـنش مـی         و به سرعت با سایر گروه     
بـدن  . شودمیهاي مختلف  و بیماري منجر به آسیب سلول یا بافت       

اسـت کـه از      هـاي آزاد  رادیکالر   در براب  ی دفاع داراي سیستم خود  
و همچنـین ترکیبـات آنتـی اکـسیدان غیـر        هاي آنتی اکسیدان  آنزیم

 ایـن   ولـی متاسـفانه  . کم تشکیل شده است  مولکول با وزن آنزیمی  
 از آسیب به اندازه کـافی       کامل هاي دفاعی براي جلوگیري   مکانیسم

هـایی بـا   رژیـم غـذایی حـاوي مولکـول    از ایـن رو،   . موثر نیـستند  
هاي انسان را کـاهش     تواند خطر بیماري  خواص آنتی اکسیدانی می   

ها ممکن است براي     غذایی حاوي آنتی اکسیدان    مواد بنابراین   .دهد
و پیـشگیري از  کمک به بدن انسان براي کاهش آسـیب اکـسیداتیو      

 يهـا آنتی اکسیدان .]3 و 2، 1[ ها ناشی از آن ها مفید باشدبیماري
بنـابراین   .]5 و   4[ تر هستند نتتیک مطلوب طبیعی نسبت به انواع س    

ــر مــواد غــذایی توســط   توســعه روش ــد تخمی ــد فرآین هــایی مانن
هـا  ها در فرآوري مواد غذایی که با تولیـد متابولیـت     میکروارگانیسم

شـوند، یکـی   باعث افزایش محتواي آنتی اکسیدانی مواد غذایی می      
  . ]6 و 2[ باشدهاي مفید میاز راه

 پروبیوتیـک در مـواد غـذایی بـا هـدف ارتقـاء              هـاي توسعه سـویه  
سلامت مصرف کننده، موضوع مورد توجه در زمینه بیوتکنولـوژي   

هـا  بطور کلی اساس تعاریف مختلف پروبیوتیک     .مواد غذایی است  
امـروزه   .]7[ها تاکیـد دارد  بر خواص سلامت بخشی این میکروب   

هـاي ضـد     اثر ضد فـشار خـون و فعالیـت         ،سترولکاهش سطح کل  
 که ناشـی از     هستندها  بخش پروبیوتیک  سرطانی، اثرات دیگر نوید   

هاي مفیـد  هاي مختلف تولیدي توسط این میکروارگانیسم  متابولیت
هـاي آنتـی     پتانـسیل  در مـورد  ،   ایـن  عـلاوه بـر   . ]8 و   7[ باشـد می

هـاي اسـید    بـاکتري ، از جملـه     پروبیوتیـک هـاي   اکسیدانی بـاکتري  
-گـزارش  هـا همچنین بیفیدوباکتریوم ها و   بویژه لاکتوباسیل  لاکتیک

 Chang و  Lin .]12 و   11،  10،  9،  7[ وجـود دارد  هاي متعددي   
 18را پـس از   پروبیوتیکاثر آنتی اکسیدانی باکتري   ،  2000در سال   

 درجـه  37 آگـار در دمـاي     MRS1ساعت کشت در محیط کشت      
داده و گـزارش کردنـد کـه ایـن دو     مورد بررسی قـرار    سانتی گراد   

. ]12[را دارنـد   DPPH2 هـاي آزاد وانایی مهـار رادیکـال   باکتري ت 
 اثـر کـشت خـالص کفیـر بـر فعالیـت آنتـی اکـسیدانی و              همچنین

         ترکیبــات فنلــی کفیــر حــاوي بــادام زمینــی گــزارش شــده اســت 
بـــراي ، 2006و همکـــاران در ســـال  Virtanen. ]14 و 13، 4[

اسـتارترهاي    آنتی اکسیدانی در طول تخمیر از      فعالت  تولید بررسی
لاکتیـک تخمیـر    اسـید   سویه باکتري25 شیر با .کردنداستفاده لبنی  

 .Leuconostoc mesenteroides ssp گونه هـاي  و گردید

Cremoris ،L. jensenii (ATCC 25258)و  L. 

acidophilus (ATCC 4356)ــت  بیــشترین آنتــی  فعالی
  در ســال Korie و Osuntoki .]3[ دادنــدنــشان را اکــسیدانی 

هشت جدایه لاکتوباسیلوس حاصل از پـنج غـذاي تخمیـر          ،  2010
نشان دهنده تمامی نمونه ها  .دادندمورد بررسی قرار   راشده بومی

 .L. brevis ،L پـنج جدایـه   . رادیکـال بـود  مهـار فعالیـت هـاي   

fermentum ،L. plantarum ،L. casei  وL. 

delbrueckii   6[  آنتـی اکـسیدانی را داشـتند        بیشترین فعالیـت[. 
شیر براي توانایی تولید  L. helveticus رتريگونه هاي غیر استا
 نتـایج . ارزیابی شـدند  پپتیدهاي آنتی اکسیدانی    از  تخمیر شده غنی    

 قـادر بـه   گـرا  عملکـشت  به عنوان یـک  L.helveticus نشان داد 
 .]15[ لبنیات استبرپایه  فراسودمندارتقاء سلامتی در غذاهاي 

 متمایل به سبزي است که پس از تشکیل و          آب پنیر مایع زرد رنگ    
 و پرمیـات مـایع   مانـد یند تولید پنیر باقی میآجدا شدن دلمه در فر    

اکـسیژن   .باقیمانده حاصل از اولترافیلتراسیون شیر یا آب پنیر است
 اکـــسیژن خـــواهی شـــیمیایی  و)3BOD(خـــواهی بیولوژیـــک 

)4COD(       ـ از ایـن رو  اسـت  بـالا  آب پنیر و پرمیـات  دة یـک آلاین

                                                             
1. de Man, Rogosa and Sharpe 
2. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
3. Biological Oxygen Demand (BOD) 
4. Chemical Oxygen Demand (COD) 
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از مشکلات صـنعت لبنـی       و دفع آن     محسوب شده محیطی بالقوه   
، زیرا قبل از دفع نیاز به پـیش تیمـار گـسترده دارد           شودشناخته می 

هاي عملیـاتی در کارخانـه لبنـی    که در نتیجه منجر به افزایش هزینه   
بــه طــور کلــی آب پنیــر و پرمیــات کاربردهــاي   .]16[گــردد مــی

هـاي پروتئینـی، لاکتـوز،      لید کنسانتره تو در   غالباًمحدودي دارند و    
-تغذیه دام مـورد اسـتفاده قـرار مـی      پودر آب پنیر و پرمیات و نیز        

ها به عنوان مـاده    استفاده از آن   در دهه اخیر   .]19 و   18،  17[گیرند  
یکـی  دار طعمهاي تخمیري و غیر تخمیري اولیه در تولید نوشیدنی 

براي مـصرف  و پرمیات    پنیرآب  هاي استفاده از    از جذاب ترین راه   
ــال Maleki .]20و  17[انــسان اســت  ، 2015 و همکــاران در س

و توانـایی شـلاته    5ء، توانـایی احیـا   DPPHفعالیت مهار رادیکـال 
. ]21[بررسـی کردنـد   را  عملکـرد فرآینـد تخمیـر    بـر  6کردن آهن
ــال Khamirian همچنـــین ــدا  ،2017 و همکـــاران در سـ ابتـ

بر پایـه پرمیـات را بهینـه نمـوده و       هاي  فرمولاسیون نوشیدنی میوه  
 بـا اسـتفاده از بـاکتري        ستوریزاسیون نوشیدنی بهینه آن را    پس از پا  

ــک ــی  L. acidophilus پروبیوتی ــیح کــرده و ویژگ هــاي تلق
 هفته نگهداري در    4فیزیکوشیمیایی، حسی و میکروبی را در طول        

  .]18[  درجه سانتی گراد بررسی کردند4دماي 
هـاي آنتـی اکـسیدانی      می به بررسـی پتانـسیل      بسیار ک  هايگزارش

  شـایان ذکـر   .  پرداختـه اسـت    هـا ناشی از فرآیند تخمیر پروبیوتیک    
هاي آنتـی اکـسیدانی      در رابطه با فعالیت    ايهیچ مطالعه باشد که   می

 B. animalis subsp. lactisدر اثـر فرآینـد تخمیـري ناشـی     

BB12        صـورت   و همچنین استفاده از پرمیات بـراي ایـن منظـور
 عملکــرد آنتــی مقایــسهمطالعــه حاضــر بــا هــدف . نگرفتــه اســت

 .B   وL. acidophilus LA5  دو سویه پروبیوتیـک اکسیداتیو

animalis subsp. lactis BB12   در آب پنیر و پرمیات شـیر
و بررسـی   هاي کشت مدل شبیه سازي شـده شـیر          به عنوان محیط  

اتیو د آنتـی اکـسی  اثر شرایط محیطی و مواد مغذي بر میزان فعالیـت     
  . انجام شد تجاري پروبیوتیکباکتري دو این 

                                                             
5. Reducing Power 
6. ferrous-ion chelating ability 

   مواد و روش ها- 2
   مورد استفادهمواد -2-1

 هـــاي باکتریـــایی مـــورد اســـتفاده در پـــژوهش حاضـــر گونـــه
Lactobacillus acidophilus LA5  و 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 
-Christian Hansen, DK(محصول شرکت کریستن هانـسن  

2970 Hørsholm, Denmark (    از شـرکت پیـشگامان پخـش
.  در ایران، تهیـه گردیـد  Chr. Hansenصدیق، نمایندگی شرکت 

تولیـد کننـده    ی   لبنیـات  هاز کارخان و پرمیات شیر، به ترتیب      آب پنیر   
 واقـع در ارومیـه تهیـه    پنیر پیتزا و پنیر سفید ایرانی فراپالایش شده،    

 درجـه سـانتی گـراد بـه     4تولیـد در دمـاي    و بلافاصله پس از      شد
 آزمایشگاه منتقل شد تا جهـت تلقـیح کـشت آمـاده سـازي شـود                

هـاي آب پنیـر و پرمیــات شـیر مــورد    ، ویژگــی1جـدول شـماره   (
هاي کـشت میکروبـی پـودري بـه       محیط ).دهداستفاده را نشان می   

هـاي تولیـد کننـده در ایـران     شرح ذیـل کـه از نماینـدگی شـرکت        
 و پپتون واتـر  راث و آگار بRCA7 ،MRS .هد شد خریداري خوا 

 و) ، آلمان Merckشرکت   (A گاز پک    ).، آلمان Merck شرکت(
.  مورد استفاده قـرار گرفـت  )شرکت زلال، کرج، ایران(آب دیونیزه   

 ، آلمـان  Merckمورد اسـتفاده از     سایر مواد شیمیایی آزمایشگاهی     
  .بودند

Table 1 Characteristics of cheese whey and milk 
permeate 

 Cultivation 
medium pH 

Total 
sugars 

(mg/ml) 

Total 
Protein 

(%) 
Cheese whey 6.54±0.02 4.64±0.12 0.3 

Milk permeate 6.23±0.02 6.69±0.03 0.2 
  

  ها روش-2-2
  ها نمونهآماده سازي محیط کشت -2-2-1

ت هر دو محیط کشت آب پنیر و پرمیات به شرح زیر جهـت کـش               
                                                             
7. Reinforced Clostridial Agar 
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 5 با اسید هیدروکلرایـد      pH 5/4؛ پس از تنظیم     شدندآماده سازي   
 دقیقـه حـرارت   15گراد به مدت  درجه سانتی121نرمال، در دماي   

سـپس رسـوب حاصـله بـا        . ها دنـاتوره شـوند    داده شد تا پروتئین   
. دی ـگردجدا  )  دقیقه 15 به مدت    g×12000(استفاده از سانتریفیوژ    

 درجـه سـانتی   121لعـه تنظـیم و در    مورد مطاpHسوپرناتانت در  
 دقیقه استریل و به عنوان محـیط کـشت اسـتفاده            15گراد به مدت    

  .]23 و 22[د ش

  آماده سازي مایه تلقیح -2-2-2
ــن منظــور   ــراي ای ــاران de Lara Pedrosoاز روش ب  و همک

با کمی تغییـر اسـتفاده      ) 2012( و همکاران    Florenceو  ) 2012(
بـه    بـراث، MRS از تهیه محیط کـشت پس  به این ترتیب که. شد
مطابق دستورالعمل شرکت سازنده جهـت  ( 808توئین  درصد  1 آن

 .Lاضافه گردید، جهت کـشت  ) هاي پروبیوتیکرشد بهتر باکتري

acidophilus LA5   ولــی بــراي کــشت B. animalis 

subsp. lactis BB12درصد 05/0  به محیط کشت حاضر شده 
 15به مـدت   سپس ، اضافه شد  م کلرید  درصد لیتیو  1/0 و   سیستئین

 گـرم  1 سپس. گردیدگراد استریل  درجه سانتی  121دقیقه در دماي    
هاي باکتریایی آماده استفاده تولید شـده بـه روش خـشک            از سلول 

 و بـه   میلی لیتر محلول فـوق حـل گردیـد        100کردن انجمادي در    
 .L، گـــراد درجـــه ســـانتی37 ســـاعت در دمـــاي 24مـــدت 

acidophilus LA5   در شـرایط هـوازي و  B. animalis 

subsp. lactis BB12  ،گرمخانـه گـذاري   در شرایط بی هوازي
 دقیقـه   8 بـه مـدت      g×2360 سلول ها با سانتریفوژ شـدن در      . شد

 درصــد  NaCl ) 85/0برداشــت شــده و دو بــار در محلــول   
توده باکتریاي در محلول نرمال سالین      .  شسته شدند  )حجمی/وزنی

 باکتري CFU.ml-1109-1010  تا حاوي حدود مجددا حل گردید
   .]25 و 24[زنده و فعال گردد 

   پروبیوتیک هاتلقیح و کشت ناپیوسته -2-2-3
 پس از آماده سـازي محـیط کـشت هـر نمونـه            مطابق طرح آماري  

                                                             
8. Tween 80 

 باکتري زنـده و فعـال   CFU.ml-1109-1010 در حدود  آزمایشی،
بـه محـیط کـشت       هـاي مـورد مطالعـه     به عنوان مایه تلقیح باکتري    

 25 میلی لیتر حـاوي  50کشت ناپیوسته در ارلن مایر  . اضافه گردید 
بر حسب درجـه سـانتی       فرآیندمیلی لیتر از محیط کشت در دماي        

سـاعت مطـابق   مورد مطالعه بـر حـسب       تخمیر  زمان  مدت  و  گراد  
   .]23[  انجام شدطرح آماري 

  شمارش سلولی -2-2-4
یوتیـک در ایـن مجموعـه       هـاي پروب  شمارش سلول هـاي بـاکتري     

رپلیت رقـت مناسـب در     هاي سلولی توسط کشت پو    سوسپانسیون
 .B آگـار، بـه ترتیـب بـراي     MRS   وRCAهاي کـشت  محیط

animalis subsp. lactis BB12 و L. acidophilus 

LA5   72گـراد بـه مـدت        درجـه سـانتی    37هـا در    ، انجام و پلیت 
 گرمخانه گـذاري  ،، به ترتیب در شرایط هوازي و بی هوازي  ساعت

  .]26[ شده و شمارش شدند
  اسیونقابل تیتر اسیدیته اندازه گیري -2-2-5

  مــولار1/0بــراي ایــن منظــور تیتراســیون بــا اســتفاده از محلــول  
NaOH                 انجام شد و بـه صـورت درصـد از اسـید لاکتیـک بیـان 

   .]27[گردید 

  DPPH  آزادرادیکالمهار  فعالیت اندازه گیري -2-2-6
 به دلیل سهولت در انجام آزمون به صورت DPPHزاد رادیکال آ

گسترده براي بررسی توانایی ترکیبات در مهار رادیکال آزاد یا 
در این روش، ترکیبات آنتی . دهنده هیدروژن استفاده می شود

 را احیا کرده و DPPHاکسیدان می توانند رادیکال هاي پایدار 
براي این . ]30 و 21، 15، 4[موجب تغییر رنگ به زرد شوند 

 8/0ابتدا . شودمنظور نمونه ها با اسپکتروفتومتر اندازه گیري می
لیتر محلول  میلی1لیتر از عصاره بدون باکتري با میلی

تازه تهیه شده، )  میلی مولار در متانولDPPH ) 2/0رادیکالی
 دقیقه 30به مدت درجه سانتی گراد  25 سپس در. دیگردمخلوط 

براي (  جذب در برابر متانول خالصشده و در تاریکی انکوبه
 نانومتر خوانده خواهد 517 در طول موج )کالیبره کرده دستگاه
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 با استفاده از معادله زیر DPPHدرصد فعالیت مهار رادیکال . شد
 جذب محلول حاوي نمونه با غلظت Asample (گردیدمحاسبه 

 بدون نمونه DPPH جذب محلول AReferenceخاص است و 
 : ]28[ )است

 
  اندازه گیري فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل  -2-2-7

 FeSO4  میلی لیتر2 با  نمونه میلی لیتر محلول1به طور خلاصه، 

 میلـی  8/1( میلـی لیتـر سالیـسیلیک اسـید     5/1، ) میلی مـولار 8/1(
) حجمـی / درصـد حجمـی  3/0( H2O2  میلـی لیتـر  5/1و ) مولار

 مخلوط شده و در دمـاي       پس از آن محلول به شدت     . مخلوط شد 
ــدت   ــه م ــاق ب ــداري شــد 30ات ــه نگه ــس از .  دقیق ــت، پ در نهای

، جـذب سـوپرناتانت در   ) دقیقه5 به مدت g × 4000( سانتریفیوژ
ــد  510 ــري ش ــدازه گی ــانومتر ان ــاي  .  ن ــت رادیکاله ــپس فعالی س

  :هیدروکسیل با استفاده از معادله زیر محاسبه گردید

  
نمونه از یک غلظـت خـاص       از آنجا که جذب محلول حاوي یک        

است، جذب محلول در جایگزینی اسید سالیسیلیک بـا آب مقطـر            
 به عنوان یک کنترل اسـت  H2O2 جذب محلول حاوي Ac .است

]29[:  

  طرح و تحلیل آماري -2-3
طـرح پایـه کـاملاً تـصادفی بـه صـورت آرایـش               مطالعه از در این   

ت پـنج   بـراي بررسـی اثـرا   ، نقطه مرکزي 8 با   فاکتوریل دو سطحی  
، ) درجـه سـانتی گـراد   38 تا 30 ( تخمیر ي دما فاکتور عددي شامل  

pH سـاعت  48 تـا    12 (، زمان گرمخانه گـذاري    )7 الی   5 ( اولیه ( ،
  غلظت لینولئیک اسـید  و)  درصد 4صفر الی   ( غلظت عصاره مخمر  

 نـوع   به همراه دو فاکتور اسـمی شـامل     ،) میکرولیتر 400صفر الی   (
 B. animalisو  L. acidophilus LA5(باکتري پروبیوتیک 

subsp. lactis BB12 ( و نوع محیط کشت) آب پنیر و پرمیات
داري بررسی اثـر معنـی  . ر فعالیت آنتی اکسیدانی استفاده شد    ب) شیر

بـه روش   ها با استفاده از توزیع فیشر    هاي آن کنشفاکتورها و بر هم   
 .  مورد ارزیـابی قـرار گرفـت        α ≥ 05/0تجزیه واریانس در سطح     

طرح و تحلیـل آمـاري و همچنـین رسـم نمودارهـا بـا نـرم افـزار             
Design Expert v10.0.4.0  )Stat-Ease Int. Co., 

Minneapolis, MN, USA( انجام شد.  
  

   نتایج و بحث - 3
 فعالیت مهار اثر متغیرهاي مستقل بر - 3-1

  DPPHرادیکال آزاد 
 و 1کل  در شDPPHنمودار تغییرات  فعالیت مهار رادیکال آزاد 

اثر متقابل  گرددهمانطور که مشاهده می.  نشان داده شده است2
pH غلظت لینولئیک اسید، زمان گرمخانه گذاري و  با اولیه

همچنین زمان گرمخانه گذاري و نوع محیط کشت بر فعالیت مهار 
 با توجه ).>05/0p (بوده است معنی دار DPPHرادیکال آزاد 

افزایش زمان گرمخانه گذاري از  با ،)1( شکل d و c به نمودار
، این شود کاسته میDPPHمیزان فعالیت مهار رادیکال آزاد 

 داشتمعنی دار تفاوت کاهش در پرمیات بیشتر بوده و 
)05/0p<.( Shah که کردندگزارش  2016 و همکاران در سال 

بیوتیک حاوي عسل نوشیدنی سین DPPH فعالیت مهار رادیکال
 درصد کاهش یافت در 03/23 روز به 7  درصد بود که در43/28

بیوتیک بر پایه آب پنیر حاوي اینولین حالیکه براي نوشیدنی سین
کاهش ) روز هفتم( درصد 17/12تا ) روز صفر( درصد 85/26از 

بر اساس . کاهش داشتتا پایان دوره تخمیر، یافت و همچنان 
  ساعت24در حدود  DPPH فعالیت مهار رادیکال آزاد ،مطالعات

شود و به این دلیل با ادامه مدت اول گرمخانه گذاري ایجاد می
 و همکاران در Shah همچنین . روند کاهشی داردزمان تخمیر

 هر دو DPPH تفاوت در فعالیت هاي مهار رادیکال ،2016سال 
محصولات نوشیدنی تخمیري برپایه شیر و برپایه آب پنیر را به 

، که با نتایج نامداري و ]7[تفاوت در ترکیب آنها نسبت دادند 
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 و همکاران در سال Maleki. ]15[ی نیز مطابقت دارد اتنج
اثر معنی دار فرآیند تخمیر، دماي فرآیند و حجم مایه ، 2015

 در این . گزارش کردندDPPHتلقییح را بر مهار رادیکال 
پژوهش، دلیل افزایش فعالیت آنتی اکسیدانی با استفاده از آزمون 

، شیر حاوي فندق در حین تخمیر DPPHهاي مهار رادیکال
هاي آب پنیر داراي پروتئین. ]21[تجمع فنل و پروتئولیز بیان شد 

اکسیدانی هستند و هیدرولیز پروتئین آب پنیر به خواص آنتی
 .]30[گیرد هاي طبیعی مورد استفاده قرار میعنوان آنتی اکسیدان

، آب پنیر و DPPHولی در میزان فعالیت مهار رادیکال آزاد 
  احتمالاً، که)<05/0p(پرمیات تفاوت معنی داري باهم نداشتند 

 .باشدبه دلیل غنی سازي هر دو محیط کشت با عصاره مخمر می

 و غلظت لینولئیک 7 به 5 از  اولیهpHنتایج نشان داد که افزایش 
 میکرولیتر موجب افزایش فعالیت مهار 200از صفر به  اسید

تواند به دلیل موثرتر بودن گردد که می میDPPHرادیکال آزاد 
 در سیستم با ویژگی هیدروفوب بیشتر باشد DPPHآزمایش 

با توجه به اینکه عصاره مخمر یک منبع نیتروژنی پیچیده  .]15[
تواند یک سوبسترا منحصر به فرد هاي متنوع آن میاست، پروتئین

هاي باکتريبراي آزاد کردن پپتیدهاي زیست فعال با استفاده از 
در هنگام تخمیر توسط که ترکیبات بیولوژیکی . پروبیوتیک باشد

، اي تغذیهعلاوه بر ارزششوند، پروتئولیتیک تولید میفرآیند 
 .]31[نیز دارند  ی  آنتی اکسیدان فعالیت

  
Fig 1 Effects of incubation time and its interaction with initial pH and culture media on DPPH free radical 

scavenging activity 
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Fig 2 The effect of initial pH interaction with CLA concentration on DPPH free radical scavenging activity  

فعالیت مهار اثر متغیرهاي مستقل بر  - 3-2
 رادیکال هیدروکسیل

 را کـسیل فعالیـت مهـار رادیکـال هیدرو   نمودار تغییرات   ) 3(شکل  
اثر دماي گرمخانه گذاري و غلظت       این شکل مطابق  . دهدنشان می 

 معنـی دار بـود   فعالیت مهار رادیکال هیدروکـسیل عصاره مخمر بر   
شود با افـزایش    همانطور که در شکل مشاهد می     ). >05/0p(است  

فعالیـت مهـار    دماي گرمخانـه گـذاري و غلظـت عـصاره مخمـر،             
 امر مربوط به دمـاي    این دلیل. ابدی افزایش می  رادیکال هیدروکسیل 

 .B. animalis subsp و L. acidophilus LA5 بهینه رشد

lactis BB12   هـاي   است که با افزایش رشـد و تولیـد متابولیـت
.  شـدند فعالیت مهـار رادیکـال هیدروکـسیل     بیشتر موجب افزایش    

ر  نیازهـاي تغذیـه    از نظر هاي پروبیوتیک این باکتري  همچنین   اي پـ
، عصاره پپتون( هستند و محیط کشت غنی از اسیدهاي آمینه          9توقع

هـا و نیـز ترکیبـاتی ماننـد       و ویتـامین  )  گوشت گاو   و عصاره  مخمر

                                                             
9. Fastidious 

، اسـتات سـدیم و نمـک منیـزیم     )80توئین (مونواولئات سوربیتان  
ــی   ــا م ــد آنه ــک رش ــث تحری ــوندباع  و Hamdipour .]32[ ش

ــال  ــاران در س ــزایش 2014همک ــز اف ــار ر نی ــت مه ــال فعالی ادیک
 پـیش از ایـن   .]5[  در اثر افزایش دما را گزارش کردند هیدروکسیل

در طـول فراینـد تخمیـر    فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل  افزایش  
اثر متقابل زمان گرمخانـه گـذاري و         .]1 و   33[گزارش شده است    

 فعالیت مهـار رادیکـال هیدروکـسیل    غلظت عصاره مخمر بر میزان      
به دلیـل تـأمین شـدن دمـاي بهینـه و       که ،)>05/0p(معنی دار بود  

افـزایش تولیـد    . ]34[ ها است نیتروژن مورد نیاز براي رشد باکتري     
هاي موثر بـر ایـن مـواد در طـول مـدت زمـان گرمخانـه             متابولیت
 و Hamdipourدلیل ایـن افـزایش اسـت کـه بـا  نتـایج              گذاري  

 رونـد مـشابهی    .]35[نیـز مطابقـت دارد       2014در سـال    همکاران  
سط محققان در مقـالات منتـشر شـده گـزارش گردیـده اسـت،               تو

McCue و Shetty فعالیــت مهــار  گــزارش کردنــد کــه افــزایش
 در طی تولید ماست با استفاده از کشت کفیـر     رادیکال هیدروکسیل 

فعالیت مهار  در   افزایش   Jiangو   Bensmira .]33[ مشاهده شد 
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ردنـد، نتـایج    در اثر فرآیند تخمیـر مـشاهده ک    رادیکال هیدروکسیل 
 شـیرحاوي   فعالیـت مهـار رادیکـال هیدروکـسیل        آنها نشان داد که   

بادام زمینی با شیر حاوي بادام زمینی تخمیـر شـده از نظـر آمـاري              
 ،اي راایشان دلیل چنـین نتیجـه  .  بودکمترتفاوت معنی دار داشته و     

 هاي پلیمـري در طـی زیـست فرآینـد تخمیـر توسـط        فنلتشکیل  
علاوه بر این، پـس از       .]4[دانستند  پروبیوتیک  هاي  میکروارگانیسم

ی در مقایـسه بـا   فنل ـتخمیر سویا، غلظت قابل توجهی از محتـواي        
افـزایش معنـی دار     . ]2 و   1[ سویا تخمیر نشده گزارش شده است     

ــویاي    ــیر س ــل ش ــی ک ــات فنل ــواي ترکیب ــا   محت ــده ب ــر ش تخمی
Streptococcus thermophilus S10   در طول زمان تخمیر

 و همکـاران گـزارش     Leeته نسبت به نمونه شاهد توسط        ساع 24

، 2015مطابق نتایج مـالکی و همکـاران در سـال     .]28[شده است 
طـول  در  تخمیر شـده  محتواي کل ترکیبات فنلی شیر فندق مقدار
 48 بعـد از  ه ویافت ـ کاهش   فیردانه هاي ک  توسط  زمان تخمیر   مدت  

 بر  میلی گرم91/3 ± 71/75 به 42/130 ± 42/1ساعت تخمیر از 

متابولیـسم  آنهـا  .  کاهش یافت برحسب اسید گالیکمیلی لیتر 100
یـر را علـت ایـن       ف دانـه ک   هايترکیبات فنلی توسط میکروارگانیسم   

 تاثیر دماي مختلف تخمیر بـر روي   در این پژوهش  . کاهش دانستند 
بـا دانـه   محتواي کل ترکیبات فنلیک شیر فندق تخمیر شـده  مقادیر  
 در فنل کل این نوشـیدنی کاهش مقادیر    دار بوده و     فیر معنی هاي ک 

  .]21[رخ داد  مورد مطالعه هايتمام درجه حرارت

 

 
Fig 3 The effects of independent variables on Hydroxyl radicals scavenging activity 

زنده مانی اثر متغیرهاي مستقل بر  - 3-3
  پروبیوتیک ها

 زمان گرمخانه گذاري، غلظت عصاره مخمر و نوع نتایج نشان داد

ها تأثیر معنی دار داشتند باکتري بر زنده مانی پروبیوتیک
)05/0p< .( همچنین اثر متقابل دماي گرمخانه گذاري و غلظت

عصاره مخمر و نوع محیط کشت و نیز نوع محیط عصاره مخمر، 
). >05/0p( کشت با نوع باکتري از نظر آماري معنی دار بود
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با افزایش مشخص است ) 4(شکل نمودارهاي همانطور که در 
هاي پروبیوتیک  درصد، باکتري4درصد عصاره مخمر از صفر به 

رشد داشته و اثر متقابل دماي گرمخانه گذاري و غلظت عصاره 
 با افزایش درصد همچنین. مخمر این رشد را تشدید کرده است

ها ثابت باقیمانده تیکعصاره مخمر در پرمیات، زنده مانی پروبیو
ولی در آب پنیر پروبیوتیک ها رشد داشتند که ناشی از منابع 

ها را نیتروژنی موجود در آب پنیر می باشد که رشد پروبیوتیک
 .Lزنده مانی ، )5(هاي شکل نمودارمطابق با  .تحریک کرده است

acidophilus LA5 در هردو محیط کشت ثابت بود ولی زنده 
 در پرمیات نسبت B. animalis subsp. lactis BB12مانی 

هاي یکی از عوامل مهم که بر بقاي سویه. به آب پنیر کمتر بود
 است، pHگذارد، باکتري پروبیوتیک در مواد غذایی تأثیر می

کاهش در  .]36[ هاي پایین، محدود است pHبطوري که بقاء در 
  در پرمیاتB. animalis subsp. lactis BB12زنده مانی 

به دلیل محتواي لاکتوز بالاتر پرمیات نسبت به آب پنیر است که 
 pHدر اثر فرآیند تخمیر باعث افزایش اسیدیته و کاهش بیشتر 

 و همکاران در Marhamatizadeh. گرددنسبت به آب پنیر می
، در مطالعه خود در مورد تاثیر پرمیات بر رشد و زنده 2012سال 

در تولید نوشیدنی  B. bifidum و  L. acidophilusماندن 
آنها گزارش . هاي غذایی پروبیوتیک، به نتایج مشابه دست یافتند

 B. bifidum پایین براي pHکردند اثر ضد باکتري و مهار کننده 
رسد که در طول  است و به نظر میL. acidophilusقوي تر از 

 موجب pHزمان ذخیره سازي و فرآیند افزایش تخمیر، کاهش 
در تحقیقی که  .]36[ می شود B. bifidum کاهش رشد

Jayalalitha  انجام دادند، نتایج 2012 و همکاران در سال 
 در محیط معده بیشتر از L. acidophilusمشابه بود و مقاومت 

. ]37[ گزارش شد B. bifidumها از جمله سایر گونه
ها اغلب زنده مانی ضعیفی محصولات لبنی تخمیري پروبیوتیک
هاي پروبیوتیک و بقاي مانی باکتري دهد، کاهش زندهنشان می

هاي ضعیف آن در طی زمان نگهداري و نیز کاهش در اثر آسیب
ناشی از افزایش اسیدي توسط محققان گزارش شده است 

]38-41[ .  

 
Fig 4 The effect of temperature interaction with yeast extract concentration on viability of L. acidophilus and B. 

lactis  
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Fig 5 Effects of independent variables on viability of L. acidophilus and B. lactis  

 
اسیدیته قابل اثر متغیرهاي مستقل بر  - 3-4

  اسیونتیتر
افزایش اسیدیته پارامتري است که نشان دهنده عملکرد تخمیر یک 

مخانه گذاري، مدت زمان دماي گر .]15[کشت میکروبی است 
گرمخانه گذاري، غلظت عصاره مخمر، نوع محیط کشت و نوع 
باکتري پروبیوتیک بر اسیدیته قابل تیتراسیون تأثیر معنی دار 

 با افزایش دما و 7 و 6 شکل هايابق نمودارطم). >05/0p(داشتند 
زمان گرمخانه گذاري و نیز غلظت عصاره مخمر، اسیدیته قابل 

میزان اسیدیته قابل تیتراسیون در محیط . بایدفزایش میتیتراسیون ا
منابع نیتروژنی به دلیل وجود . کشت آب پنیر بیشتر از پرمیات بود

هاي مورد استفاده  در آب پنیر، میزان رشد و فعالیت باکتريزیاد
بیشتر بوده و در نتیجه موجب افزایش اسیدیته قابل تیتراسیون 

 2015 و همکاران در سال Pereiraنتایج مشابهی توسط . شدند

هاي کفیر و بر روي تولید نوشیدنی تخمیري با تلقیح دانه
ات یمو پرهاي تجاري کنسانتره پروتئین آب پنیر مایع پروبیوتیک

 ایشان بیان کردند در .گزارش شده استمطالعه کرده بودند، 
هاي تخمیري با پرمیات اولترافیلتراسیون تغلیظ شده، نوشیدنی

 اسیدیته بسیار کمتري نسبت به کنسانتره پروتئین مایع آب داراي
 در مقایسه با B. bifidum اسیدیته قابل تیتراسیون .پنیر هستند

L. acidophilusزیرا . ]27[  بیشتر بودB. bifidum اسید 
 نماید ولیمی تولید 2: 3 در نسبت مولی را استیک و اسید لاکتیک

L. acidophilusه و فقط اسید لاکتیک تولید اتیو بود هموفرمنت
 pH اثر متقابل ، نتایج نشان داد شایان ذکر است.]34[کند می

ي، دماي اولیه و غلظت لینولئیک اسید، دما و زمان گرمخانه گذار
 کشت و نیز دماي گرمخانه گذاري گرمخانه گذاري و نوع محیط

  ). >05/0p(و نوع باکتري پروبیوتیک از نظر آماري معنی دار بود 
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Fig 6 The effect of temperature interaction with incubation time on titratable acidity 

  

 
Fig 7 Effects of independent variables on titratable acidity 
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  نتیجه گیري - 4
 B. animalis و L. acidophilus LA5بـر اسـاس نتـایج،    

subsp. lactis BB12 محیط کـشت آب  در  فرآیند تخمیر طی
باعث افزایش فعالیت ضد اکسیدانی     پنیر غنی شده با عصاره مخمر       

زمــان گرمخانــه گــذاري بــر فعالیــت مهــار رادیکــال آزاد   .شــدند
DPPH  و نیز اثر متقابـل  داشت اثر معنی دار pH   اولیـه و غلظـت 

لینولئیک اسید، دماي گرمخانـه گـذاري و غلظـت عـصاره مخمـر،       
ي و نوع محیط کشت بر فعالیت مهار        همچنین زمان گرمخانه گذار   

بـا افـزایش   ). >05/0p( معنی دار بوده است DPPHرادیکال آزاد  
 DPPHزمان گرمخانه گذاري از میزان فعالیت مهار رادیکـال آزاد        

کاسته شد که این کاهش در پرمیات بیشتر بوده و تفاوت معنـی دار       
ر و  زمان گرمخانه گذاري، غلظت عـصاره مخم ـ      . با آب پنیر داشت   

 نوع باکتري بر زنده مانی پروبیوتیک ها تـأثیر معنـی دار داشـتند و   

همچنین اثر متقابل دماي گرمخانه گذاري و غلظت عصاره مخمـر،          
عصاره مخمر و نوع محیط کشت و نیز نوع محیط کـشت بـا نـوع        

بـا افـزایش درصـد    ). >05/0p(باکتري از نظر آماري معنی دار بود   
صد، باکتري هـاي پروبیوتیـک رشـد       در 4عصاره مخمر از صفر به      

داشته و اثر متقابل دماي گرمخانه گذاري و غلظت عـصاره مخمـر              
نتـایج ایـن پـژوهش نـشان داد کـه زمـان         . این رشد را تشدید کرد    

تخمیر، دماي گرمخانه گذاري و غلظـت عـصاره مخمـر مهمتـرین          
 DPPH آزاد   هـاي  فعالیت مهار رادیکـال   فاکتورهاي تأثیر گذار بر     

ــسیلهیدرو  ــدوک ــاکتري   .  بودن ــه دو ب ــشان داد ک ــه ن ــن مطالع ای
 .B. animalis subsp و L. acidophilus LA5پروبیوتیک 

lactis BB12  فعالیت آنتی اکسیدانی با کـشت  توانایی بالایی در
  .در آب پنیر به عنوان محیط کشت را دارند
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Free radicals are a major cause of many diseases, such as cancer, by damage to the cells. The use of 
probiotic strains in fermented dairy foods has expanded due to the health-promotion effects of the 
consumer. Regarding antioxidant potentials of probiotic bacteria, the aims of this study were compared the 
antioxidant activity of probiotic species L. acidophilus LA5 and B. animalis subsp. lactis BB12 used in 
foods and investigate effects of incubation temperature, Initial pH, fermentation time, yeast extract 
concentration and linoleic acid concentration on their antioxidant activity in enriched cheese whey and 
milk permeate. The results showed that fermentation time, incubation temperature and concentration of 
yeast extract were the most important factors that had a significant effect on both DPPH free radical 
inhibitory activity and hydroxyl radical scavenging activity (p <0.05). DPPH free radical inhibitory 
activity and hydroxyl radical scavenging activity increased with increasing incubation temperature and 
yeast extract concentration, respectively. Antioxidant activity was observed in the first 24 hours of 
fermentation process, which was proportional to bacterial growth. Hydroxyl radical scavenging activity 
and DPPH free radical scavenging activity, as a result of the probiotic culture activity and their effect on 
the substrate, increased and decreased, respectively, in the first 24 hours of fermentation time, by 
destruction the polymers. This study showed that the fermentation bioprocess by L. acidophilus LA5 and 
B. animalis subsp. lactis BB12 in the cheese whey as a medium had high antioxidant activity. 
 
Keywords: Probiotics, DPPH· scavenging activity, Hydroxyl radical scavenging activity and 
Fermentation bioprocess  
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