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  چکیده
هاي پروبیوتیکی آماده براي ین روش تولید کشتبهترخشک کردن انجمادي 

ترین علت  روش وجود دارد. اصلیمانی در این تلقیح مستقیم است اما کاهش زنده
ها است که براي جلوگیري  هاي ناشی از انجماد بر سلول آسیب ،مانیکاهش زنده

 سازي محیط خشک شود. براي بهینه ها از مواد محافظ استفاده میاز این آسیب
از طرح  ،چرخ و ترهالوزاوي مواد محافظ نانوسلولز، شیر پسحکردن انجمادي 
براي تعیین اندازه  .استفاده شد(طرح مرکب مرکزي) ح پاسخ آماري روش سط

نانوسلولز تولید شده از لینتر پنبه از میکروسکوپ نیروي اتمی و  ،ذرات
میکروسکوپ الکترونی نگاره استفاده شد. طول نانوذرات تولیدي از حدود صد 

باکتري  نانومتر بود. 50تا  5ندین میکرومتر و قطر ذرات چنانومتر تا 
با آنالیز بومی آذربایجان به عنوان باکتري هدف انتخاب شد.  لاکتوباسیلوس برویس

-% شیر پس75/13نمودارهاي سطح پاسخ، غلظت بهینه مواد محافظ به صورت 
اثر محافظتی بالاي  % نانوسلولز به دست آمد.75/13% ترهالوز و 5/20چرخ، 

هاي یخ گیري از رشد کریستالتوان به توانایی آن در جذب آب، جلونانوسلولز را می
 RSMپژوهش نشان داد که  یجنتااي مربوط دانست. و در نتیجه ایجاد فاز شیشه

 اثر و یاصل يهایابیبه ارز ، قادرمحافظ ینه عواملبهغلظت  علاوه بر دستیابی
  .باشدها نیز میمانی سلولزندهمتقابل عوامل محافظ در 

  20/02/93 تاریخ دریافت:
  18/11/93 پذیرش:تاریخ 

  
  ي کلیدي ها  واژه

 يانجماد کردنخشک
  لاکتوباسیلوس برویس

  انجمادي محافظت کننده
  نانوسلولز

  
  
  
  

مقدمه
هاي ها به عنوان نگهدارندهباکترياسید لاکتیک 

 شوند.زیستی طبیعی در غذاهاي تخمیري استفاده می
-به آنتی یسبرو یلوسلاکتوباسحساسیت  بررسی
هاي صفراوي، مقاومت در برابر ها، تحمل نمکبیوتیک

pH  پایین، فعالیت اسیدي و فعالیت پروبیوتیکی نشان
تواند به عنوان یک کشت داده است که این باکتري می

پروبیوتیک در تولید محصولات غذایی و دارویی به کار 
افزایش تقاضا  .)Rushdy & Gomaa, 2013(برده شود 
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ها، صنعت را براي تولید مقادیر بالایی براي پروبیوتیک
 ش کشیده استهاي پروبیوتیک به چالاز کشت

)Charalampopoulos & Rastall, 2009; El-Nezami 
et al., 1998(.  

-گونه، نژاد، شکل و اندازه از جملهمتعددي  عوامل
سلول، سرعت و فاز رشد، ترکیب و محتواي لیپیدي 

ها مؤثرند. ارگانیسمافظت سرمایی میکروحبر م سلول
، ترکیب محیط فاکتورهاي تأثیرگذارترین یکی از مهم

ارگانیسم است میکرواستفاده شده براي انجماد 
)Hubalek, 2003(. چرخ به عنوان یک عامل شیر پس

ها داراي کاربرد تريمؤثر براي باک محافظ انجمادي
 Schwab et al., 2007, Otero et(اي است گسترده

al., 2007, Zayed & Roos, 2004, Palmfeldt et al., 
ز، وز، ترهالوهمچنین قندهایی از قبیل ساکار .)2003

 Foerst et al., 2012; Otero et(لاکتوز و سوربیتول 
al., 2007; Schoug et al., 2006; Zayed and Roos, 

2004; Palmfeldt et al., 2003(  بیوپلیمرها و و
مانی بالایی را توانند نرخ زندهالیگوساکاریدها نیز می

 طی فرآیند خشک کردن انجمادي فراهم کنند
)Tymczyszyn et al., 2012; Jagannath et al., 

2010; Schwab et al., 2007; Saarela et al., 2006; 
Capela et al., 2006(.   

ها هایی از میکروفیبریلفیبرهاي سلولز دسته
هاي سلولز به صورت طولی که در آن مولکول هستند

هاي توسط پیوندهاي هیدروژنی بین گروه
-اند. میکروفیبریلهیدروکسیلی خود به هم وصل شده

که به  هستندها شامل نواحی تک کریستالی سلولز 
نانومتر  5-10اند. هر فیبریل نواحی آمورف متصل شده

قطر و طولی در حدود چند صد نانومتر تا چندین 
اعمال شده بر  یمارنانوسلولز و ت أمنش. میکرومتر دارد

مده مانند ضخامت آمحصول بدست  یفیتنوع و ک
نسبت به  یرينفوذپذ ،نهاآ یتراکم یتهدانس یافال

 یمقتمس یرثأب تآجذب  یزانو م یسکوزیتهو یژن،اکس
 ,Aulin et al., 2009; Labet & Thielemans( دارد

2011; Peng et al., 2011; Missoum et al., 2013(. 
ها در حین هیدرولیز اسیدي سلولز، میکروفیبریل

متحمل شکستگی در نواحی آمورف شده و سلولز 
 ,.Oksman et al(د وشرها می (نانوسلولز) کریستالی

2006(.   
-یپل گریرسد که نانوسلولز مانند دینظر م به
جذب  سمیارگانکرویتواند در سطح میم دهاساکاری

با  هیلا نیدهد. ا لیچسبناك تشک هیلا کیشده و 
 يهاستالیمحلول مانع از رشد کر تهیسکوزیو شیافزا

از  ياشهیساختار ش در شرایط انجماد زیو ن شودیم خی
 ,Hubalek(دارد یسلول نگه م یکیرا در نزد آب

به ایفاي بهتر تواند یم ي سلولزابعاد نانومتر .)2003
 یشافزاکنندگی کمک کرده و با محافظت نقش

 هايیستالکر یلو تشک ییزامانع از هسته یسکوزیتهو
 .)Syverud et al., 2011( شود یخ

سازي محیط محافظ انجمادي بهینهدر این تحقیق 
چرخ و ترهالوز به منظور پس نانوسلولز، شیرحاوي 

هاي مانی سلولدستیابی به بالاترین زنده
مرکب طرح با استفاده از  لاکتوباسیلوس برویس

حذف عوامل ناشناخته منظور به انجام شد و 1مرکزي
 یدو مرحله تول أاز منش یناش یاحتمال یخارج

 یااثر مثبت  مانینانوسلولز که ممکن است بر زنده
و  نشد ادهاستف ياز نوع تجار داشته باشند یمنف

و  یمیاییشیق فرآیند تلفنانوسلولز با استفاده از 
  یکی از لینتر پنبه تولید شد.مکان

 هامواد و روش
 یدرولیزه یقابتدا نانوسلولز از طر یقتحق یندر ا

یمیایی با اسید سولفوریک و تیمار مکانیکی با ش
-و با روش شد یهته پنبه ینتراز ل توراکس و فراصوت

. هاي میکروسکوپی ابعاد ذرات تولید شده معین گردید
 یشده توسط طراح یینتع يهامواد محافظ در نسبت

-شدند. تیمارهاي حاوي غلظت مخلوط RSM یشآزما
-(شامل شیر پس هاي مختلف مواد محافظ انجمادي

اضافه شدند  یسلول تودهبه چرخ، ترهالوز و نانوسلولز) 
انجام شد.  يخشک کردن انجمادسپس و انجماد و 

از انجماد و  یشدر دو مرحله پ یشمارش سلول یینتع
ی کشت سطح به روش يپس از خشک کردن انجماد

  .یدگرد یینتع آگار MRSدر 
  

  تولید سوسپانسیون نانوسلولز
 اسید سولفوریک و استفاده از با اسیدي هیدرولیز

 نانو معمول تهیه روش خردکردن مکانیکی، سپس
 Beck-Candanedo et al., 2005; Araki(است  سلولز

et al., 1999; Favier et al., 1995(. پژوهش، این در 

                                                
1- Central Composite Design (CCD) 
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 تیمارهاي شیمیایی و مکانیکی با استفاده از نانوسلولز
گرم لینتر پنبه ریز  10شد. بدین منظور ابتدا  تهیه

% 2شده به منظور افزایش درجه خلوص، در محلول 
ساعت در دماي  12وزنی هیدروکسید سدیم به مدت 

شو با آب مقطر تا  واتاق همزنی شد. سپس شست
-ي با بیسازسازي لینتر انجام شد. نقطه خنثیخنثی

فتالئین تعیین گردید. الیاف خنثی فنل رنگ شدن
گیري شده و براي هیدرولیز اسیدي آماده شده آب

برابر  17گردیدند. به منظور اعمال تیمار شیمیایی 
% وزنی افزوده 64جرم الیاف پنبه، اسید سولفوریک 

تحت سانتیگراد درجه 50ساعت در دماي  2شد و 
ز اتمام زمان هیدرولیز، هیدرولیز قرار گرفت. بعد ا

حدود دو برابر حجم اسید، آب مقطر براي اتمام 
سپانسیون اضافه شد. جهت حذف اسید، واکنش به سو

دقیقه انجام  10به مدت  g1500سانتریفوژ کردن در 
شد. سپس مایع بالایی تخلیه شد و با آب مقطر 
جایگزین گردید. سانتریفوژ کردن در همان شرایط به 

انجام  7سوسپانسیون به  pHسیدن تا ر صورت متوالی
شد. جهت اعمال تیمار مکانیکی شدید براي خردتر 

توراکس کردن ذرات، سوسپانسیون خنثی شده، توسط 
rpm 18000 مدت یک ساعت هموژن شد. با توجه  به

که اندازه ذرات به دست آمده تا این مرحله به این
طیف وسیعی دارد و همچنین به جهت جداسازي 

 ,AS ONE(فراصوت آوري با کلوخه شده، عمل ذرات

USD 4R, Japan(  در توان Kw40  15به مدت 
 ,.Morais et al., 2013; Li et al(دقیقه انجام شد 

سوسپانسیون حاصله حداقل به مدت یک هفته  .)2012
  پایدار بود. سانتیگراد درجه 4در دماي 

  
  ذرات سلولز تعیین اندازه

: جهت تعیین اندازه ذرات 1ریزنگاره نیروي اتمی
هاي نیروي اتمی با نانوسلولز به دست آمده، ریزنگاره

در   Nanonavi E-sweepاستفاده از میکروسکوپ
% 45-55و رطوبت نسبی درجه سانتیگراد  25دماي 

 Si-DF20 (SII Nanoاز نوع  Siتهیه شد. پروب 

technology, Inc,. Japan)   نیوتن  18با ثابت نوسان
  بود.کیلو هرتز  138و فرکانس بر متر 

                                                
1- Atomic Force Microscope (AFM)  

: در این پژوهش براي 2میکروسکوپ الکترونی نگاره
بررسی ریزساختار و مرفولوژي سطحی، نانوذرات 

 -خشک شدند و با پلاتینوم سلولزي تحت خلأ
کوپ الکترونی پالادیوم پوشش داده شدند و با میکروس

 3فاصله کاريکیلوولت و  5/1ولتاژ  )، باFESEMنگاره (
  اسکن گردیدند. میلی متر 6/6معادل 
 

  کردن توده سلولیاعمال تیمارها و خشک
 برویسلاکتوباسیلوس باکتري پروبیوتیک 

)JN368471.1 از کلکسیون میکروبی پژوهشکده (
غرب و غرب کشور تهیه  بیوتکنولوژي کشاورزي شمال

-حجمی %2با تلقیح  لیتر کشت مایعمیلی 500شد.
منجمد شده با لاکتوباسیلوس برویس حجمی از سویه 

 ,MRS-broth (Merckگلیسرول در محیط کشت

Germany(  تهیه شد. محیط کشت حاوي توده سلولی
و آغاز  یتمیفاز لگار يدر انتهاساعت ( 24بعد از 

با درجه سانتیگراد  37گذاري در ) گرمخانهسکون
در   (Allerga, X-22R)داراستفاده از سانتریفوژ یخچال

g1500  درجه سانتیگراد  4و در دقیقه  25به مدت
سانتریفوژ گردید و سپس طی دو مرحله با استفاده از 
سرم فیزیولوژیک در همان شرایط توسط سانتریفوژ 

صد . به هر )Otero et al., 2007(شو گردید  وشست
لیتر از توده سلولی حاصله یکی از تیمارهاي میکرو

طراحی شده اعمال شد و درصدهاي تعیین شده از 
مواد محافظ انجمادي از جمله سوسپانسیون نانوسلولز، 

) به عنوان 2و  1جدول شیر پس چرخ و ترهالوز (
ها هاي حاوي سلولمحیط محافظ افزوده شد. محیط

درجه  -80ریزر بعد از دو ساعت قرارگیري در ف
کن انجمادي انتقال یافتند. فشار به خشکسانتیگراد 

بار بود. مرحله اول خشک  02/0کن معادل خشک
 درجه 18ساعت در دماي  40کردن به مدت 

 25 ساعت در دماي 8و مرحله دوم به مدت  سانتیگراد
مانی انجام شد. جهت محاسبه زندهدرجه سانتیگراد 

از انجماد در سه تکرار از ها قبل و بعد شمارش سلول
 ,.Schoug et al( استفاده شد MRSکشت سطحی در 

2006( .  

                                                
2- Field Emission Scanning 

ElectronMicroscope (FESEM) 
3- Working Distance (WD) 
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  هاآزمایش آماري طرح
 18با  مرکب مرکزيدر این تحقیق از طرح 

مرکزي است،  آزمایش در نقطه 4آزمایش که شامل 
توجیه در  قابلاستفاده گردید. اثرات تغییرپذیري غیر

خارجی، به  هايلپاسخ مشاهده شده، به علت عام
ها کاهش داده وسیله تصادفی کردن ترتیب آزمایش

سطح شامل  پنجمستقل طرح در  هايشد. متغیر
)، حجمی - ، درصد جرمی1X( چرخغلطت شیر پس

غلظت ) و حجمی-، درصد جرمی2X( غلظت ترهالوز
متغیر وابسته  و) حجمی-، درصد جرمی3X(نانوسلولز 

)Y ( زندهمیزان) واحد مانی بعد از اعمال فرآیند
  ).1جدول ( ) بودندلیتردهنده کلنی بر میلیتشکیل

  
 پاسخ زانیم نییتع جهت سطح پنج در یاصل يرهایمتغ - 1جدول 

  سطوح متغیر  واحد  نوع متغیر
  - 68/1  - 1  0  +1  +68/1    دارمتغیرهاي کد 

  55/1  5/6  75/13  21  26 حجمی -درصد جرمی  )1Xچرخ (غلظت شیر پس
  15/1  9  5/20  32  40  حجمی -درصد جرمی  )2Xغلظت ترهالوز (
  55/1  5/6  75/13  21  26  حجمی -درصد جرمی  )3Xغلظت نانوسلولز (

 

 يهابراي تجزیه و تحلیل داده SAS 9.1نرم افزار 
آزمایشی با  يهاآماري مورد استفاده قرار گرفت. داده

درجه دوم تطبیق داده شد و  ايمعادله چند جمله
 ايضریب همبستگی محاسبه شد. معادله چند جمله

درجه دوم استفاده شده در تجزیه و تحلیل به صورت 
 زیر است:

  )1معادله (
  Y = 	 β + 	∑ β	 X + 	∑ β X 	+

	∑ ∑ β X X    

به  ijβ و 0β ، iβ ،iiβمتغیر وابسته،  Yکه در این فرمول 
امل ضریب ثابت وترتیب ضرایب رگرسیون براي ع

(عرض از مبدأ)، ضریب اثر خطی، ضریب اثر درجه 
 Xjو  Xiو  باشندمیدوم و ضریب اثر متقابل 

-Statisticaمستقل هستند. نرم افزار آماري هايمتغیر

براي ایجاد سطوح پاسخ در حالی مورد استفاده  10
 ايقرار گرفت که یک متغیر در معادله چند جمله

  .ه بودداشته شد درجه دوم ثابت نگه

 نتایج و بحث
  نتایج بررسی مشخصات نانوفیبر سلولز تولید شده

قبل از تیمار اسیدي و مکانیکی در ذرات سلولزي 
شوند و به دلیل اندازه بزرگ ذرات، رسوب آب حل نمی

کنند. پس از تیمار با اسید سولفوریک می
هاي سلولزي به دست سوسپانسیون میکروکریستال

آمد. سپس تیمار مکانیکی توسط هموژنایزر فشار بالا و 
اولتراسوند اعمال شد و سوسپانسیون تبدیل به یک 

لوئید شد. این کلوئید ظاهر سفید رنگی داشت که ک
 ریتصوداراي خاصیت کدورت (پخش نور) بود. 

 نگاره زیر توسط شده هیتهمرفولوژي ذرات نانوسلولز 
نشان داده شده است. تیمار  1ی در شکل اتم يروین

فیبر شیمیایی و مکانیکی کرك پنبه باعث تولید نانو
و طول صد نانومتر  نانومتر 50تا  5سلولز با قطر بین 

  تا چند میکرومتر شد. 
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 یاتم يروین نگاره زیر توسط از نانوسلولز شده هیته ریتصو - 1شکل 

 

در تصویر تهیه شده توسط میکروسکوپ الکترونی 
 یافتوده متخلخل با ال) نانوسلولز یک 2نگاره (شکل 

  . عرض صاف و نرم مشاهده شد یو سطح یدهدر هم تن

نانومتر و طول آنها بین صد نانومتر  50ذرات کمتر از 
  تا چندین میکرومتر بود. 

  
  

  نگاره یالکترون کروسکوپیم توسطاز نانوسلولز  شده هیته ریتصو -2شکل 

نانومتر و  50عرض ذرات نانوسلولز تولیدي کمتر از 
طول آنها بین صد نانومتر تا چندین میکرومتر بود که 

مشابهت هاي موجود در منابع تحقیقاتی با گزارش
-داشت. شکل متخلخل مساحت سطح را افزایش می

پذیري بیشتري نسبت دهد و بنابراین نانوسلولز واکنش
به فیبر پنبه معمول خواهد داشت. شکل صاف سطح 

شود که براي سبب افزایش سطح مخصوص می
 ,.Cao et al( هاي شیمیایی مطلوب خواهد بودواکنش

2013; Sczostak, 2009(.  
  
  
  
  

  محیط محافظ انجمادي سازينتایج بهینه
هاي اي از تکنیک) مجموعهRSM( 1روش سطح پاسخ

سازي و تجزیه و ریاضی و آماري بوده که براي مدل
گیرد که در آن  تحلیل مسائلی مورد استفاده قرار می

سازي پاسخ، تحت تأثیر پاسخ مورد نظر، با هدف بهینه
هدف از روش سطح پاسخ  چندین متغیر مختلف است.

)RSMیافتن به عبارت دیگر هدف ،ي استسازنهی)، به 
به  دنیرس يمجموعه از سطوح عامل برا نیبهتر
 روش ایـن .باشد هاي خاص میویژگی یبعض

 براساس ریاضی و آماري هاي تکنیک از اي مجموعه
 هـاي داده بـا اي جملـه چند تلامعاد انطباق

 با را ها داده مجموعه رفتار باید که است آزمایشـی
                                                
1- Response Surface Methodology (RSM) 
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 ,.Bezerra et al( دهد توضیح آماري بینی پیش هدف

سازي سازي، بهبود و بهینهاین روش براي مدل. )2008
نیز علوم زیستی  يهاشرایط در انواع مختلف پروسه

   .)Khuri, 2006( مناسب است
مانی زندهبر روي  مواد محافظ با توجه به اثر

یکی از هاي باکتریایی در طول فرآیند انجماد، سلول
ها را تحت مانی سلولزنده تواندی که میهایفاکتور

غلظت مواد محافظت کننده مورد ، تأثیر قرار دهد
یمارهاي ت نتایج آزمایش. استفاده قبل از انجماد است

ترهالوز و ، چرخهاي مختلف شیر پسغلظت حاوي
 لاکتوباسیلوس برویسمانی زندهروي میزان  نانوسلولز

جدول در کن انجمادي بعد از خشک شدن در خشک
کمترین و بیشترین  آورده شده است. با توجه به 2

واحد  54/1×  109 و 34/0×  109 مانیزندهمیزان 
به ترتیب در نمونه لیتر تشکیل دهنده کلنی در میلی

ترهالوز ، %75/13چرخ (غلظت شیر پس 1شماره 
 18و در نمونه شماره  %75/13% و نانوسلولز 15/1

% و 5/20ترهالوز ، %75/13چرخ (غلظت شیر پس
که با توجه به این ) مشاهده شد.%75/13نانوسلولز 

لاکتوباسیلوس هاي زنده شمارش شده تعداد سلول
دهنده واحد تشکیل 9/2×109قبل از انجماد  برویس

مانی با استفاده از بود، درصد زنده لیترکلنی بر میلی
  تعیین شد. )2(معادله 

   )2معادله (

درصد	زنده	مانی =
تعداد	سلول	هاي	شمارش	شده	قبل	از	اعمال	فرآیند

تعداد	سلول	هاي	زنده	مانده	بعد	از	اعمال	فرآیند
× 	100 

 

خشک شده به روش  لاکتوباسیلوس برویسمانی زنده زانیم يرو بر چرخ، ترهالوز و نانوسلولزغلظت شیر پس ریتأث -2جدول 
 انجمادي

  شماره
  تیمار

  چرخپس شیر
 -یجرم درصد(

  )یحجم

  ترهالوز
 -یجرم درصد(

  )یحجم

  نانوسلولز
 -یجرم درصد(

  )یحجم

 یکلن دهندهیلواحد تشک× 109( *مانیزنده
  )لیتریلیبر م

 مانیزنده
  (درصد)

1  5/6 9 5/6 02/0± 34/0  72/11  
2  5/6 9 21 02/0± 87/0  30  
3  5/6 32 5/6 05/0± 15/1  65/39  
4  5/6 32 21 05/0± 04/1  86/35  
5  21 9 5/6 05/0± 55/0  96/18  
6  21 9 21 10/0± 50/1  72/51  
7  21 32 5/6 03/0± 26/1  44/43  
8  21 32 21 13/0± 50/1  72/51  
9  55/1 5/20 75/13 04/0± 91/0  37/31  
10  26 5/20 75/13 05/0± 03/1  51/35  
11  75/13  15/1 75/13 03/0± 78/0  55/26  
12  75/13 40 75/13 03/0± 25/1  10/43  
13  75/13 5/20 55/1 03/0± 71/0  48/24  
14  75/13 5/20 26 04/0± 20/1  37/41  
15  75/13 5/20 75/13 05/0± 45/1  50  
16  75/13 5/20 75/13 05/0± 60/1  17/55  
17  75/13 5/20 75/13 05/0± 34/1  20/46  
18  75/13 5/20 75/13 07/0± 54/1  10/53  

  انحراف استاندارد آورده شده است. ±اعداد به صورت میانگین  *
 

غلظت بینی تأثیر مدل به دست آمده براي پیش
غلظت ) و 2X( غلظت ترهالوز)، 1X( چرخشیر پس

لاکتوباسیلوس مانی زنده) بر روي میزان 3X( نانوسلولز
با  انجمادي ) بعد از خشک شدن به روشY( برویس
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دار به صورت زیر به دست میحذف عوامل غیر معنی
   :آید

Y = 5/1414–  +  87/84 X1+  5/95 X2+  1/129 X3-  
1/3 X1X –1   13/1 X2X –2   03/2 X2X –3   2/3 X3X3 

) و براي عدم تطابق P>01/0براي مدل ( Pمقادیر 
) تأییدي بر تطابق خوب مدل با 34/0ها با مدل (داده
اجزاي مدل  و دارددست آمده  بهآزمایشی  يهاداده

)05/0P< 1X) ،(01/0P< 2X) ،(01/0P< 3X ،(
)01/0P< 1

2X) ،(01/0P< 2
2X) ،(01/0P< 3X2X و (

)01/0P< 3
2Xدار بودند.) معنی  
میزان  که دهد می نشان مدل P مقادیر و ضرایب

بعد از خشک شدن  لاکتوباسیلوس برویسمانی زنده
به غلظت ترهالوز و نانوسلولز  زیادي طور به انجمادي
 درجه دوم متغیرها اثر .)>01/0P( داشت بستگی

درجه دوم غلظت شیر  افزایش با که دهد می نشان
مانی چرخ، ترهالوز و نانوسلولز، میزان زندهپس

 لاکتوباسیلوس برویس بعد از خشک شدن انجمادي
همچنین اثر متقابل  )،>01/0P( یابدمی افزایش
متقابل غلظت  افزایش با که دهد می نشان متغیرها

مانی ترهالوز و نانوسلولز، میزان میزان زنده
 بعد از خشک شدن انجمادي لاکتوباسیلوس برویس

  ).>01/0P( یابدمی افزایش
R2 مقدار عددي ضریب تبیین 

adj براي مدل
-% بود. بنابراین می46/74رگرسیونی به دست آمده 

نتیجه گرفت که مدل رگرسیونی توانسته رابطه  توان
چرخ، ترهالوز غلظت شیر پسمستقل ( هايبین متغیر

مانی میزان زنده) و متغیر وابسته (و نانوسلولز
) بعد از خشک شدن انجمادي لاکتوباسیلوس برویس

  را نشان دهد و پیش بینی کند.
مانی میزان زندهتعیین نمودار تغییرات  جهت

بعد از خشک شدن به روش  برویس لاکتوباسیلوس
با تغییر متغیرهاي مستقل، سه منحنی سطح انجمادي 

که در آن متغیر وابسته  رسم شدند پاسخ سه بعدي
بعد از خشک  لاکتوباسیلوس برویسمانی میزان زنده(

در مقابل هر دو متغیر  Z) بر محور شدن انجمادي
-مستقل، در حالی که سایر متغیرها در مقادیر بهینه

  ترسیم شدند. ،ته شوندداش شان نگه

چرخ و شیر پستأثیر سطوح مختلف  3شکل 
مانی میزان زندهرا روي میانگین  ترهالوز

بعد از خشک شدن به روش  لاکتوباسیلوس برویس
-دهنده کلنی بر میلیواحد تشکیل ×109(انجمادي 

که با افزایش نتایج نشان دادند . دهدنشان می )لیتر
چرخ و ترهالوز تا مقادیر متوسط، غلظت شیر پس

هاي لاکتوباسیلوس برویس مانی سلولمیزان زنده
خشک شده به روش انجمادي به طور پیوسته افزایش 
یافت، اما فراتر از این غلظت به آرامی کاهش یافته 

، بیشترین شودمشاهده می شکلطور که در  همان
در  خشک کردن انجمادي مانی بعد اززندهمیزان 
-یـل مـاصـحچرخ و ترهالوز متوسط شیر پسمقادیر 

 همکاران و Abadias هايآزمایش نتایج. شـود
با افزایش غلظت ترهالوز نشان داده است که ) 2011(

بعد از  1کاندیداسیکمانی درصد، زنده 10تا  1از 
              ً        این امر احتمالا  به این  یابد.خشک کردن افزایش می

چرخ و دلیل است که با افزایش غلطت شیر پس
ترهالوز لایه محافظت کنندگی بهتري بر روي غشاي 

شود ولی بعد از عبور از هاي باکتریایی ایجاد میسلول
یک غلظت بهینه، به دلیل افزایش بیش از حد فشار 
اسمزي در محیط بین سلولی، آب سلول به خارج 

-د و باعث پلاسمولیز و مرگ سلولی میکننشت می
  .شود

Otero  تحقیقی را براي بهینه  )2007(و همکاران
باسیلوس لاکتوکردن محیط خشک کردن انجمادي 

انجام دادند.  لاکتوباسیلوس دلبروکیو  گاسري
مقاومت بسیار  1421CRL گاسري لاکتوباسیلوس

 لاکتوباسیلوسداشت.  1412CRL بالاتري نسبت به
چرخ مقاومت تلقیح شده در شیر پس 1421 گاسري

بالاتري را نسبت به تلقیح در آب نشان داد. لاکتوز و 
مانی را پس از لیوفیلیزه کردن، به طور ساکارز زنده

  .داري افزایش ندادندمعنی

                                                
1-Candida sake 
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 بعد برویس لوسیلاکتوباس مانیزنده زانیم يرو بر )TH( ترهالوز و )SM( چرخپس ریش غلظت ریتأث پاسخ سطح نمودار - 3شکل 
) لیتردهنده کلنی بر میلیواحد تشکیل ×109(زنده شمارش شده  هايي. پاسخ به صورت میانگین سلولانجماد کردن خشک

  .آورده شده است

چرخ و شیر پستأثیر سطوح مختلف  4شکل 
مانی میزان زندهرا روي میانگین  نانوسلولز

بعد از خشک شدن به روش  لاکتوباسیلوس برویس
-کلنی بر میلیدهنده واحد تشکیل ×109(انجمادي 

مشاهده  شکلطور که در  . هماندهدنشان می )لیتر
متوسط در مقادیر  مانیزنده، بیشترین میزان شودمی

این نتایج با  .شودحاصل میچرخ و نانوسلولز شیر پس
مطابقت دارد ) 2006(و همکاران  Huangهاي یافته

چرخ تا مقدار افزایش غلظت شیر پس که نشان دادند
-پس یرششد.  %3/44مانی تا افزایش زنده بهینه باعث

-چرخ به دلیل اثر محافظت کنندگی انجمادي مناسب
کردن انجمادي ترین محیط براي انجماد و خشک

خشک در  چرخپس یرمثبت ش اثر ها است.سلول
 يبرا آن یتظرف هتوان بیرا م اهیکروارگانیسممکردن 

 یک یجادو ا یسلول يغشا یباتثبات در ترک یجادا
شده مربوط ساختار متخلخل در محصولات خشک 

است  هاییینپروتئ يحاو یرش ین،بر ا دانست. علاوه
 خشک شدن طیها سلول يپوشش محافظ برا یککه 

رسد ینظر م به .)Huang et al., 2006(کند ایجاد می
تواند در یم دهاساکارییپل گرینانوسلولز مانند دکه 

چسبناك  هیلا کیجذب شده و  سمیارگانکرویسطح م
محلول و  تهیسکوزیو شیبا افزا هیلا نیدهد. ا لیتشک

-ستالیها مانع از رشد کراز آب از سلول یانتشار بخش
را در  خیاز  ياشهیساختار ش زیو ن شودیم خی يها

ابعاد  .)Hubalek, 2003(دارد یسلول نگه م یکینزد
 نقشبه ایفاي بهتر تواند یم سلولزي نانونانومتر

-کنندگی کمک کرده و با تجمع روي هستهمحافظت
  آنها جلوگیري کند. هاي کریستالی از رشد

 برویس لوسیلاکتوباس مانیزنده زانیم يرو بر )NC( نانوسلولز و )SMچرخ (پس ریش غلظت ریتأث پاسخ سطح نمودار -4شکل 
 )لیتردهنده کلنی بر میلیواحد تشکیل ×109(هاي زنده شمارش شده ي. پاسخ به صورت میانگین سلولانجماد کردن خشک بعد

  آورده شده است.
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را  ترهالوز و نانوسلولز تأثیر سطوح مختلف 5شکل 
 برویسلاکتوباسیلوس مانی میزان زندهروي میانگین 

واحد  ×109(بعد از خشک شدن به روش انجمادي 
. دهدنشان می) لیتردهنده کلنی بر میلیتشکیل

، بیشترین شودمشاهده می شکلهمانطور که در 
متوسط ترهالوز و نانوسلولز در مقادیر مانی زندهمیزان 

اثر  )2009(و همکاران  Nakamura .شودحاصل می
هاي مانی سلولتواي ترهالوز را بر زندهمح

بررسی کردند. در فاز رشد  ساکارومایسس سرویزیه
ها در مانی سلولثابت، ترهالوز موجب افزایش زنده

که در انجماد اعمال  طول انجماد طولانی شد در حالی
شده به مدت زمان کوتاه ترهالوز تأثیري در افزایش 

نداشت. در فاز هاي منجمد شده مانی سلولزنده
-هاي یخ در زندهبندي کریستاللگاریتمی دماي هسته

  ها، مؤثرتر از حضور ترهالوز بود.مانی سلول

 

از  بعد برویس لوسیلاکتوباس مانیزنده زانیم يرو بر )NC( نانوسلولز و )TH( ترهالوز غلظت ریتأث پاسخ سطح نمودار -5شکل 
) لیتردهنده کلنی بر میلیواحد تشکیل ×109(هاي زنده شمارش شده ي. پاسخ به صورت میانگین سلولانجماد کردن خشک

 .آورده شده است

شرایط عملکرد بهینه حاصل از شکل درجه دوم 
مانی میزان زندهبراي بیشترین  RSMمدل 

-غلظت شیر پس، بعد از انجماد لاکتوباسیلوس برویس
و غلظت % 5/20 ، غلظت ترهالوز%75/13 چرخ

  تعیین شد. %75/13 نانوسلولز
  

 مانیزنده یزانمبینی پیش اعتبارسنجی مدل
  يبعد خشک کردن انجماد برویس یلوسلاکتوباس
 همبستگی معادله و آماري مدل اعتبار تعیین براي

 اعمال تیمارهاي مواد محافظ انجمادي در شده، ایجاد
چرخ، ترهالوز پس متغیرهاي غلظت شیر بهینه شرایط

 %75/13و  %5/20، %75/13و نانوسلولز به ترتیب 
 این مانی بعد از فرآیند درمیزان زنده و شده انجام

 بهینه بدست آمده، شرایط تحت. شد تعیین شرایط
 آزمایشی مقدار و شده بینیپیش مانیمیزان زنده

به ترتیب  لاکتوباسیلوس برویسشده براي  مشاهده

واحد  85/1 ±28/0 ×109 و 05/0±93/1 ×109
 این. به دست آمد لیتردهنده کلنی بر میلیتشکیل

 که دادند نشان  و کرده تایید را مدل اعتبار نتایج
 شده بینیپیش مقادیر به نزدیک آزمایشی مقادیر
محاسبه انحراف از میانگین با استفاده از معادله  .بودند

 به دست آمد. 04/0) انجام شد و مقدار 3(

)3معادله (
 

  
1

12

X
XXD 

  

D :انحراف از میانگین ،X1 :بینی پیش مانیزنده یزانم
  مانی حاصل از آزمایشمیزان زنده:  X2، شده

  
  گیرينتیجه

-میزان زنده که داد نشان مدل P مقادیر و ضرایب
بعد از خشک شدن به  برویسلاکتوباسیلوس مانی 

به غلظت نانوسلولز  زیادي طور به روش انجمادي
نیز  درجه دوم متغیرها اثر .)>01/0P( دارد بستگی
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-درجه دوم غلظت شیر پس افزایش با که داد شانن
 لاکتوباسیلوس برویسمانی چرخ و ترهالوز میزان زنده

پژوهش نشان داد  یجنتایافت.  افزایش بعد از انجماد
 ینه عواملغلظت به علاوه بر دستیابی به RSMکه 

 لاکتوباسیلوس یمانبالاترین زندهمحافظ به منظور 
 یاصل يهایابیبه ارز ، قادرخشک شدن طیدر  برویس

ها نیز مانی سلولزندهمتقابل عوامل محافظ در  اثر و
  .باشدمی

  

  منابع
1-Abadias, M., Benabarre, A., Teixido, N., Usall, J., & Vinas, I. 2001. Effect of freeze drying and 

protectants on viability of the biocontrol yeast Candida sake. International Journal of Food 
Microbiology, 65: 173-182. 

2-Araki, J., Wada, M., Kuga, S., & Okano, T. 1999. Influence of surface charge on viscosity behavior of 
cellulose microcrystal suspension. Journal of Wood Science, 45 (3): 258-261. 

3-Aulin, C., Ahola, S., Josefsson, P., Nishino, T., Hirose, Y., Österberg, M., & Wagberg, L. 2009. 
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Abstract 

Freeze drying in particular is the preferred method for transporting and storing vast culture 
collections of micro-organism strain types. The main disadvantage of this method is cell damage 
induced through freezing. The usage of cryoprotectants due to the formation of glassy state would 
decrease cell damages through this stage. In this study, optimization of freezing media containing 
protective agents of nanocellulose, skim milk and trehalose was done using statistical design of 
response surface methodology (Central Composite Design). To determine the size of nanocellulose 
particles produced from cotton linter, atomic force microscopy and scanning electron microscopy 
were used. Nanocellulose particles had a width of less than 50 nm and length of hundreds of 
nanometers to several micrometers. Indigenous Lactobacillus brevis isolated from traditional dairy 
products were selected as target cells. By solving the regression equation, and analyzing the 
response surface plots, the optimal concentrations of the agents to maximize cell viability were 
determined as: Nanocellulose 13.75%, trehalose 20.5% and skim milk 13.75%. It seems that 
nanocellulose can be adsorbed on the surface of micro-organisms and form a viscous layer, 
preventing the growth of ice crystals by increasing the viscosity of the solution, and also keeps 
glass structure of ice near the cells. The results showed that RSM could effectively assess the main 
and interaction effects of protective factors on cell viability. 

Keywords: Cryoprotectant, Freeze drying, Lactobacillus brevis, Nanocellulose 

 


