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Background and Objectives Synbiotic foods have beneficial effects on the health. This study aims to evalu-
ate the survival of Lactobacillus casei (L. casei) bacteria in the jelly containing sage seed mucilage and 
carrageenan.
Subjects and Methods In this study, after extracting the mucilage from wild sage seed, its 1% concentra-
tion and 2% sodium alginate (Carrageenan), as an encapsulating material, were used to protect L. casei 
bacteria. In this regard, five groups of jelly samples were prepared: Carrageenan alone, carrageenan + 
wild sage seed mucilage, carrageenan+wild sage mucilage+free L. casei, carrageenan+free L. casei, and 
carrageenan+carrageenan+encapsulated L. casei. The pH and acidity of the produced jelly samples were 
evaluated during 28 days of storage at 4°C.
Results During 28 days of storage, the log reduction of the logarithmic cycle in the carrageenan+wild sage 
seed mucilage+encapsulated L. casei group (1.9±0.01) was significantly lower than in the carrageenan + 
free L. casei group (4.08±0.1). The log number of remaining encapsulated L. casei group bacteria at the 
end of 28 days was higher than the standard limit (6.65±0.2). The presence of mucilage in the jelly led 
to an increase in the viability of free L. casei bacteria (3.09±0.21). In the samples containing free L. casei 
bacteria, acidity increased and pH decreased significantly during the storage period (P<0.05), while in 
samples containing encapsulated probiotics, changes in acidity and pH during storage were not signifi-
cant (P>0.05).
Conclusion Prebiotic bacteria can survive better in the encapsulated form. The addition of sage seed 
mucilage, can increases the survival of L. casei bacteria in the jelly during 28 days of storage.
Keywords Jelly, Lactobacillus casei, Sage seed mucilage, Encapsulation

A B S T R A C T 

Received: 11 Jul 2021

Accepted: 08 Sep 2021

Available Online: 22 Nov 2022

Citation Nasiri Reneh H, Golestan L, Shahidi SA, Darjani P. [Preparing a Synbiotic Jelly Product Using Wild Sage Seed Mucilage, Car-
rageenan, and Free and Encapsulated Lactobacillus Casei Bacteria (Persian)]. Jundishapur Scientific Medical Journal. 2022; 21(5):674-
687. https://doi.org/10.32598/JSMJ.21.5.2573

 : https://doi.org/10.32598/JSMJ.21.5.2573

Use your device to scan 
and read the article online

https://orcid.org/0000-0003-3890-7495
https://jsmj.ajums.ac.ir/?lang=en
https://doi.org/10.32598/JSMJ.21.5.2573
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.32598/JSMJ.21.5.2573
http://jsmj.ajums.ac.ir/?lang=en
http://jsmj.ajums.ac.ir/?lang=en


675

November & December 2022. Vol 21. No 5

Nasiri Reneh H, et al. Synbiotic Jelly Containing Wild Sage Seed Mucilage and Lactobacillus Casei. JSMJ. 2022; 21(5):674-687.

F
Extended Abstract

Introduction 

unctional food ingredients, including probiot-
ics, vitamins, and minerals, have beneficial 
effects on the health. Supplementation with 
probiotics has a role in the gut microbiota 
composition. Probiotic bacteria also protect the 

intestinal barrier function against pathogenic microorgan-
isms. The survival of probiotics during storage depends 
on several factors, including the probiotic strain, physi-
cochemical characteristics of the food matrix, oxygen 
content, acidity of the product, and storage conditions. 
Therefore, in order to ensure the known health benefits, 
foods must contain sufficient amounts of live probiotics 
at the time of consumption. To maintain the viability of 
the probiotics in food products, the microencapsulation 
technique has been proposed as a suitable method. In this 
method, a coating material formed around the probiotic 
bacteria acts a physical barrier against harmful storage 
conditions and thereby improve their survival.

In recent years, many studies have focused on expand-
ing the production of foods enriched with probiotics. 
Currently, Lactobacillus casei (L. casei) bacteria are 
successfully used in drink powders, fermented milk, ice 
creams, and fruit juices [4, 5, 10, 11]. However, none of 
these studies have evaluated the effect of combining sage 
seed mucilage with sodium alginate (carrageenan) on the 
survival of L. casei bacteria in jelly. This study thus aims 
to evaluate the potential of jelly as a food matrix for L. 
casei bacteria. Therefore, in the present study, a probiotic 
jelly was first produced. Then, the survival of free and 
encapsulated probiotics, as well as the pH and acidity of 
the jelly, were assessed.

Methods

Samples were prepared in three main stages. In the first 
stage, 40 g of sage seeds (purchased from the local mar-
kets in Mashhad, Iran) were immersed in water (25°C, pH 
5.5) for 20 minutes. The water-to-seed ratio was 51:1. A 
laboratory extractor (Model 412, Pars Khazar Co., Iran) 
was used to separate the mucilage from the seeds. The im-
purities in the collected crude mucilage were separated by 
centrifugation at 7200 rpm for 10 minutes. The mucilage 
was finally dried in a 70°C oven, milled, and kept in a des-
iccator (0% RH) at a temperature of 4°C until use. Next, 
L. casei bacteria (Nutrish® L. CASEI 431, Chr. Hansen, 
Horsholm, Denmark) were encapsulated in the presence 
of a 2% sodium alginate solution (Sigma-Aldrich Co., St. 
Louis, Missouri, USA) and 1% sage seed mucilage, and 
stored at 4°C. In the next step, according to Table 1, jel-
lies were prepared using a mixture of carrageenan (3%), 
sugar (16%), sodium citrate (2%), and citric acid (2%). 
L. casei was inoculated into the hot jellies before pre-
gelation in the following forms: free or non-encapsulated 
and encapsulated. Each group contained a final concen-
tration of 1011 CFU/g of jelly. The study samples were 
all incubated at 4°C for 28 days. The survival of probiotic 
bacteria, pH, and acidity of the samples were measured 
on days 7, 14, 21, and 28.

Results

The viability of probiotic bacteria after 28 days of stor-
age in the encapsulated form was higher than the mini-
mum recommended limit of 6 logs CFU/g. These results 
indicate that the micro-encapsulated wall (sage seed mu-
cilage and sodium alginate can effectively protect probi-
otic bacteria against adverse environmental factors. At the 
end of 28 days, the number of free live probiotic bacteria 
in the jelly containing mucilage was higher than in the 
jelly without mucilage. This suggests that the sage seed 

Table 1. Formula of jelly samples 

Sample code Carrageenan Sugar (%)  Citric acid (%) Sodium citrate (%) WSSM (%) L. casei (CFU/g)

C (Carrageenan) 3 16 0.2 0.2 0 0

CW (C+WSSM) 3 16 0.2 0.2 1 0

CWF (C+WSSM+Free Lactobacil-
lus Casei) 3 16 0.2 0.2 1 1011

CF (C+Free Lactobacillus Casei) 3 16 0.2 0.2 0 1011

CE (C+Encapsulated Lactobacillus 
Casei) 3 16 0.2 0.2 0 1011

WSSM: wild sage seed mucilage; C: carrageenan�
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Table 2. The viability of Lac.Casei (Log cfu/gr)

Sample

 Days

Mean±SD
Log reduction

1 7 14 21 28

CF 9.35±0.07a 8.45±0.05a 7.82±0.17a 6.65±0.21a 5.27±0.03a 4.08±0.1a

CWF 9.75±0.14a 8.77±0.1ab 8.25±0.06a 7.3±0.14ab 5.85±0.07b 3.9±0.21a

CE 8.55±0.21b 8.32±0.21b 8.17±0.03a 7.52±0.1b 6.65±0.2 1.9±0.01a

a-b Different letters in a column indicate a significant difference (P<0.05).
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Figure 1. pH changes during the storage period  
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mucilage acts as a prebiotic compound and promotes 
the growth and survival of probiotic bacteria. Wild sage 
seed mucilage (WSSM), which is a galactomannan with 
a rigid and rod-like shape, could be a suitable choice as a 
prebiotic (Table 2).

As shown in Figure 1 and Figure 2, the pH and acidity 
of the samples ranged from 5.00 to 5.641 and from 0.073 
to 0.032, respectively. Furthermore, in the samples con-
taining free L. casei bacteria, the pH decreased and the 
acidity increased significantly during storage (P<0.05), 
while non-significant changes in pH and acidity during 
storage were detected in samples containing encapsulated 
probiotics (P>0.05)

Conclusion

Logarithmic reduction in the jelly sample containing so-
dium alginate, sage mucilage, and encapsulated L. Casei 
was significantly less than the samples with free L. Casei. 
The combination of sage mucilage and sodium alginate 
provided a stable protective barrier around probiotic bac-
teria in adverse conditions. It also improved the survival 
and viability of probiotic bacteria up to a desired limit 
(CFU/mL 107-106). Addition of sage seed mucilage im-
proved the viability of non-encapsulated L. Casei during 
storage and created a beneficial combination of probiotics 
and prebiotics (synbiotic) in the jelly. In conclusion, the 
use of prebiotic compounds such as sage seed mucilage, 
in addition to having nutritional and health benefits, can 
increases the survival of probiotic bacteria in the jelly 
during storage. These findings demonstrate the potential 
of jelly as a food matrix for probiotic supplementation 
containing L. casei bacteria. The encapsulation method is 
suggested as a suitable approach for protecting probiotics 
in the jelly matrix during storage.
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مقاله پژوهشی

تولید ژله سین‌بیوتیک با استفاده از موسیلاژ دانه مرو و باکتری‌های لاکتوباسیلوس کازئی آزاد و 
کپسوله‌شده

زمینه و هدف غذاهاي فراسودمند، اثرات مفیدي بر سلامت میزبان دارند. هدف از این مطالعه ارزیابی پتانسیل ژله به‌عنوان یک ماتریکس 
غذایی برای باکتری لاکتوباسیلوس کازئی است.

روش بررسی در این مطالعه پس از استخراج موسیلاژ دانه مرو، غلظت 1 درصد آن در ترکیب با آلژینات 2 درصد، به‌عنوان یک ماده 
کپسوله‌کننده برای محافظت از باکتری‌های لاکتوباسیلوس کازئی استفاده شد. پس از آن تیمارهای مختلفی از ژله آماده بر پایه کاراگینان 
تولید و زنده‌مانی باکتری لاکتوباسیلوس کازئی به شکل کپسوله و یا به‌صورت آزاد همراه و بدون حضور موسیلاژ مرو و همچنین pH و 

اسیدیته ژله تولیدشده، طی 28 روز ذخیره‌سازی در دمای 4 درجه سانتی‌گراد ارزیابی شد.
یافته‌ها طی 28 روز ذخیره‌سازی ژله، کاهش سیکل لگاریتمی لاکتوباسیلوس کازئی به شکل کپسوله )01/±1/9‌0( به‌طور معناداری 
کمتر از فرم آزاد بود )08/1±4/0(، تعداد لگاریتم باکتری کپسوله باقیمانده در پایان 28 روز بالاتر از حد استاندارد بود )6/0±65/2(. البته 
حضور موسیلاژ در ژله به افزایش زنده‌مانی باکتری به فرم آزاد منجر شد )09/21±3/0(. در نمونه‌های حاوی باکتری آزاد، اسیدیته به‌طور 
قابل‌توجهی در طول دوره ذخیره‌سازی افزایش و pH کاهش یافت )P<0/05(، درحالی‌که در نمونه‌های حاوی پروبیوتیک‌های کپسوله، 

 .(P>‌0/05) طی انبارمانی ناچیز بود pH تغییرات اسیدیته و
نتیجه‌گیری این نتایج حاکی از زنده‌مانی خوب پروبیوتیک‌ها در شکل ریز‌پوشانی است و افزودن موسیلاژ دانه مرو به ژله‌ها، بقای 

پروبیوتیک‌ها را طی 28 روز ذخیره‌سازی به‌طور قابل‌توجه بهبود می‌بخشد.
کلیدواژه‌ها ژله، لاکتوباسیلوس کازئی، موسیلاژ مرو، ریز‌پوشانی
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همدقم

غذایی  محصولات  دریافت  برای  فزاینده‌ای  تقاضای  امروزه، 
فراسودمند و سالم ازجمله فراورده‌های پروبیوتیک، افزایش یافته 
است ]1، 2[. شناخت هرچه بیشتر فناوری‌ها و ترکیبات غذایی، 
می‌تواند دریچه‌های بیشتری را در جهت تأمین نیازهای غذایی 
بگشاید و پاسخ مناسبی به تقاضای بازار دهد و موجب ارتقای 

سطح سلامتی جامعه شود ]3[.

 ،]5[ شریفان  و  طالب‌زاده  و   ]4[ کوستا  و  میراندا  گفته  به 
محصولات قنادی مانند ژله و آب‌نبات، ماتریس‌های غذایی هستند 
که به‌دلیل محبوبیت در بین مصرف‌کنندگان، برای افزودن مواد 
کاربردی مانند ویتامین‌ها، آنتی‌اکسیدان‌ها و پروبیوتیک‌ها مناسب 
هستند. پروبیوتیک‌ها به‌عنوان میکروارگانیسم‌های زنده تعریف 
می‌شوند که اگر در مقادیر کافی )106 تا 108( مصرف شوند، 

همراه با اثرات سلامت‌بخشی برای میزبان هستند ]6[.

از جنس  گونه‌هایی  غذایی،  مواد  در  پروبیوتیک‌ها  رایج‌ترین 
از خواص سلامت‌بخشی  بیفدوباکتر هستند.  و  لاکتوباسیلوس 
پروبيوت‌كيها، می‌توان به بهبود هضم لاكتوز، بهبود جذب كلسيم، 
سنتز ويتامين‌ها و پروتئين‌ها، تحركي و ارتقای سيستم ايمني 
بدن، كاهش سطح كلسترول سرم خون، كاهش علائم آلرژكي، 
جلوگيري از انواع سرطان به‌ویژه سرطان روده بزرگ، بهبود تعادل 
مكيروبي روده، جلوگيري از رشد و فعاليت مكيروب‌هاي بیماری‌زا، 

افزايش ارزش تغذيه‌اي اشاره كرد ]9-7[.

توليد  گسترش  در  روزافزونی  تحقیقات  اخیر،  سال‌های  در 
محصولات غذایی غنی‌شده با پروبیوتیک‌ها متمرکز شده است. 
در  موفقیت  با  کازئی  لاکتوباسیلوس  باکتری‌های  هم‌اکنون، 
پودرهای نوشیدنی ]10[، شیر تخمیر‌شده ]11[، بستنی‌ها ]12[ 
و آب‌میوه‌ها ]13-15[ مورد استفاده قرار می‌گیرند که نشان‌دهنده 
زنده‌مانی خوب آن‌ها در این ماده غذایی است. بااین‌حال، هیچ 
اطلاعاتی در‌مورد بقای باکتری‌های لاکتوباسیلوس کازئی در ژله‌ 

قابل‌دسترسی نیست.

گزارش شده است که تعداد زیادی از باکتری‌های اضافه‌شده 
به محصولات غذایی، طی دوره نگهداری آن‌ها، زنده نمی‌مانند 
و بنابراین نمی‌توانند مزایای سلامتی را برای مصرف‌کننده ایجاد 

کنند ]8[.

بیان   ]16[ گالاردو-ناوارو  و  ریورا-اسپینوزا  که  همان‌طور 
کردند، زنده ماندن پروبیوتیک در طول ذخیره‌سازی محصولات 
غذایی، به تعدادی از عوامل ازجمله سویه پروبیوتیک، ویژگی‌های 
فیزیکوشیمیایی ماتریکس غذا، مقدار اکسیژن، اسیدیته محصول 
برای  بنابراین،  دارد.  بستگی  ذخیره‌سازی  شرایط  همچنین  و 
زمان  در  باید  غذاها  سلامتی،  شناخته‌شده  فواید  از  اطمینان 

مصرف، حاوی تعداد کافی پروبیوتیک‌های زنده باشند ]17[.

اضافه‌شده،  پروبیوتیک‌های  ماندن  زنده  قابلیت  برای حفظ 
تکنیک ریز‌پوشانی به‌عنوان یک روش مناسب، برای محافظت 
مواد  روش،  این  در   .]16  ،12[ می‌شود  پیشنهاد  آن‌ها  از 
دیواره‌ای تشکیل‌شده در اطراف باکتری‌های پروبیوتیک، سد 
می‌کنند؛  ایجاد  مضر  ذخیره‌سازی  شرایط  برابر  در  فیزیکی 
بنابراین بقای آن‌ها را بهبود می‌بخشد ]8، 18[. آلژینات سدیم 
به‌دلیل کم‌هزینه بودن و غیر‌سمی بودن، متداول‌ترین ماده‌ای 
است که برای کپسوله‌سازی پروبیوتیک‌ها در محصولات غذایی 
استفاده می‌شود. بااین‌حال، پایداری کم آن، استفاده از آن را 
محدود کرده است ]3[. برای افزایش پایداری میکروکپسول‌های 
آلژینات سدیم و درنتیجه کاهش تلفات باکتری‌های پروبیوتیک 
محصورشده، ترکیب آلژینات سدیم را با سایر هیدروکلوئیدهای 

مناسب مطرح کردند.

همان‌طور که در مطالعه نصیری گزارش شده است، ترکیب 
آلژینات سدیم با موسیلاژ دانه مرو توانست بر ثبات آلژینات به‌عنوان 
ماده دیواره‌ای و بنابراین، بقای باکتری‌های لاکتوباسیلوس کازئی1 
به‌طور قابل‌توجهی مؤثر باشد. همان‌طور که نصیری و همکاران 
گزارش کرده‌اند، ترکیب آلژینات با موسیلاژ دانه مریم‌گلی وحشی2 
می‌تواند به‌طور مؤثر ثبات آلژینات را به‌عنوان ماده دیواری بهبود 
بخشد و بنابراین، بقای لاکتوباسیلوس کازئی را به‌طور قابل‌توجهی 
بهبود می‌بخشد. این موسیلاژ یک گالاکتو مانان است و پس از 

تورم در آب از دانه مرو استخراج می‌شود ]19[.

بااین‌حال تا به امروز، گزارشی در‌مورد ارزیابی اثر ترکیب موسیلاژ 
بقای  برای  دیواره‌ای،  مواد  به‌عنوان  سدیم  آلژینات  با  مرو  دانه 
پروبیوتیک‌های محصورشده، در ژله‌ها ارائه نشده است. باتوجه‌به 
دانش ما، هیچ تحقیقی در تلاش نبوده است که ترکیب کازئی را 
که با آلژینات و مریم‌گلی وحشی محصور شده است، به‌عنوان مواد 
دیواری در ژله‌ها ترکیب کند. بنابراین در مطالعه حاضر، در ابتدا 
محصول ژله‌ای پروبیوتیک تولید و سپس زنده‌مانی پروبیوتیک‌های 
آزاد و محصورشده و میزان pH، اسیدیته ژله در طی ذخیره‌سازی 

در 4 درجه سانتی‌گراد به‌مدت 28 روز بررسی شد.

روش بررسی

این مطالعه از نوع آزمایشگاهی است.

مواد شیمیایی و مواد مورداستفاده

باکتری‌های لاکتوباسیلوس کازئی لیوفیلیز3 مورد اافتسده در 
 (Horsholm, Denmark) هانسن  کریستین  از  ژپوشه،  اني 
خریداری شدند. دانه‌های مرو که به‌عنوان مواد خام برای استخراج 
موسیلاژ استفاده می‌شوند از بازار محلی مشهد، استان خراسان 

1. L. casei
2. Wild Sage Seed Mucilage (WSSM)
3. Nutrish® L. casei 431®
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رضوی، ایران تهیه شد. آلژینات سدیم از سیگما آلدریچ )سنت 
لوئیس، میسوری، ایالات ‌متحده آمریکا(، خریداری شدند. سایر 
مواد، مانند محیط کشت آگار 4‌MRS نمک صفراوی، آب پپتون، 
کاراگینان، روغن کانولا و امِولسیفایر تویین 80، کلسیم کلرید، 
سیترات،  سدیم  سدیم،  هیدروکسید  استیک،  اسید  گلاسیال 
کلرید سدیم، مونو پتاسیم فسفات (KH2PO4)، گلیسرول، اسید 
استیک، هیدروکسید سدیم و اسید هیدروکلریک، توسط شرکت 

مرک آلمان (Darmstadt,Germany) تهیه شدند.

استخراج موسیلاژ دانه مرو

موسیلاژ داهن رمو از دانه مرو با به‌کار بردن روش بستان و همکاران 
استخراج و آماده شد ]20[. در ابتدا دانه‌ها به‌صورت دستی تمیز 
شدند تا کلیه مواد خارجی مانند گردوغبار، دود و سنگ از آن 
پاک شود. سپس 40 گرم از داهن با آب 25 درجه سانتی‌گراد در 
pH=‌5‌/5 و تبسن آب هب داهن 1:51 )حجمی به وزنی( به‌مدت 20 
دقیقه مخلوط شدند. برای تنظیم درجه حرارت از یک حمام آب 
که دمای آن در 25 درجه ویسلسس تنظیم ‌شده بود، استفاده 
تنظیم  نرمال  کلریدریک 0/1  اسید  از‌طریق سود،  آن   pH شد. 
شد. سپ از 20 دهقیق، با عبور این مواد از دستگاه اکستراکتور 
آزمایشگاه )مدل 412، شرکت پارس خزر، ایران(، موسیلاژ جدا 
شد و سپس برای جمع‌آوری ناخالصی‌های موجود در صمغ خام از 
ویفیرتناسژ )7200 دور در دهقیق( دم‌هبت 10 دهقیق اافتسده شد. 
صمغ به‌دست‌آمده، سرانجام در کوره 70 درجه سانتی‌گراد خشک 
و آسیاب شد و تا زمان استفاده در دیسیکاتور )صفر درصد ‌RH( در 

دمای 4 درجه سانتی‌گراد نگهداری شد.

آماده‌سازی سوسپانسیون پروبیوتیک

لاکتوباسیلوس  باکتری‌های  سوسپانسیون  ساخت  برای 
کازئی، 100 میلی‌لیتر آبگوشت آگار MRS توسط 1 میلی‌لیتر 

4. Man, Rogosa, Sharpe

سوسپانسیون باکتریایی تلقیح و در شرایط هوازی در دماي 37 
درجه سانتی‌گراد به‌مدت 16 تا 18 ساعت )فاز لگاریتمی( انكوبه 
شد. پروبیوتیک‌ها با سانتریفیوژ )3000 دور در دقیقه( به‌مدت 5 
دقیقه برداشت ‌شد و سپس با محلول استریل پپتون )0/1 گرم در 

100 میلی‌لیتر( شست‌وشو شدند ]1[.

ریزپوشانی باکتری پروبیوتیک با آلژینات و موسیلاژ دانه مرو

میکروکپسولاسیون باکتری لاکتوباسیلوس کازئی بر‌اساس تکنیک 
امولسیون توصیف‌‌شده توسط شفیع‌زاده و همکاران انجام شد ]8[. 
قبل از شروع فرایند کپسول‌سازی، تمام ظروف و محلول‌های شیشه‌ای 
در دمای 121 درجه سانتی‌گراد  دقیقه  برای حدود 15  موردنیاز 
استریل شدند. سپس یک محلول 2 درصد آلژینات سدیم تهیه و 1 
درصد از باکتری‌های فعال‌شده با آن مخلوط شدند. سپس نمونه‌های 
حاوی 1 درصد موسیلاژ دانه مرو به‌صورت جداگانه به محلول‌های 
آماده آلژینات سدیم اضافه شد و در مرحله بعد مخلوط حاصل در 
روغن کانولا )200 میلی‌لیتر( حاوی 0/05 درصد امولسیفایر )توئین 
80( اضافه شد و تا ایجاد امولسیون‌های رنگ سفید به‌شدت هم زده 
و مخلوط شد. سپس 200 میلی‌لیتر محلول کلرید کلسیم 0/15 
مولار با استفاده از پیپت به کناره بشر به‌آرامی اضافه شد و حدود 
20 دقیقه با شدت هم زده شد تا اینکه امولسیون به 2 فاز جدا 
تبدیل شد )فاز سوسپانسیونی و امولسیون روغن و آب(. برای جدا 
کردن آلژینات کلسیم، محیط 30 دقیقه به حال خود گذاشته شد 
تا دانه‌های آلژینات کلسیم جدا شود و در بشر رسوب کنند. سپس 
فاز روغن رویی برداشته و فاز آبی به‌وسیله کاغذ صافی واتمن نمره 
42 جدا و جمع‌آوری شد. کپسول‌ها با استفاده از محلول سالین 0/9 

درصد شست‌وشو و در دمای 4 درجه سانتی‌گراد ذخیره شدند.

تهیه ژله

و  سدیم  سیترات  کاراگینان،  شکر،  گرانول  از  استفاده  با  ژله‌ها 
اسیدسیتریک موجود در مقادیر ارائه‌شده در جدول شماره 1 تهیه 
شدند. برای نمونه‌های حاوی موسیلاژ دانه مرو، 1 درصد از این صمغ 

جدول 1. فرمول نمونه‌های ژله

سیترات سدیم اسیدسیتریک(%)          شکر(%)کاراگینان(%) نمونهکد نمونه
(%)

WSSM (%)L. casei (CFU/g)

C3160/20/200کاراگینان

CW3160/20/210کاراگینان+موسیلاژ دانه مرو

CWF +کاراگینان+موسیلاژ دانه مرو
3160/20/211011لاکتوباسیلوس کازئی ؛آزاد

CF3160/20/201011کاراگینان+ لاکتوباسیلوس کازئیآزاد

CE کازئین+ لاکتوباسیلوس کازئی
3160/20/201011کپسوله شده
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به محلول کاراگینان اضافه شد. سپس مخلوط 20 تا 30 دقیقه تا 
دمای 80 تا 85 گرم شد. pH نهایی توسط اسیدسیتریک در حدود 
3 تا 4 تنظیم شد. برای نمونه‌های حاوی پروبیوتیک، باکتری‌های 
ژل  از  قبل  محصورشده(  و  آزاد  )به‌صورت  کازئی  لاکتوباسیلوس 
 شدن در ژله‌های داغ تلقیح شدند. این نمونه‌ها حاوی غلظت نهایی

1011 کلنی/ گرم5 بودند.

سرانجام نمونه‌ها با حرارت حدود 60 درجه سانتی‌گراد درون 
شیشه‌های بهداشتی پر شدند و به‌مدت 4 هفته در دمای 4 درجه 
سانتی‌گراد نگهداری شدند. برای نمونه‌های حاوی پروبیوتیک، 
لاکتوباسیلوس کازئی )به‌صورت آزاد و محصورشده( قبل از ژل 
شدن در ژله‌های داغ تلقیح شد. زنده‌مانی پروبیوتیک‌های آزاد 

و محصورشده، میزان pH و اسیدیته ژله بررسی شدند ]5، 19[.

ارزیابی زنده‌مانی باکتری‌های لاکتوباسیلوس کازئی

تعداد باکتری‌های لاکتوباسیلوس کازئی در روزهای 1، 7، 14، 
21 و 28 ذخیره‌سازی ژله، تعیین شد. برای این منظور، 25 گرم 
از هر نمونه ژله در 225 میلی‌لیتر آب پپتون استریل 0/1 درصد 
حل شد و با همان رقیق‌کننده در رقت‌های سریال قرار گرفت. 
عمل رقت‌سازی با افزودن 1 سی‌سی از هر رقت به 9 سی‌سی 
گرفت. جهت کشت سطحی، 0/1  استریل صورت  پپتونه  آب 
سی‌سی از هر رقت بر روی محیط کشت آگار MRS تلقیح شد 
و از‌طریق اسید استیک گلاسیال، pH آن به 5/4 رسید و سپس 
به‌صورت هوازی در دمای 37 درجه سانتی‌گراد به‌مدت 72 ساعت 
انکوبه شد. سپس پلیت‌های حاوی 300 پرگنه از‌طریق پور پلیت 

شمارش و اندازه‌گیری‌ها در 3 مرتبه انجام شد ]21[.

بررسی pH دسر ژله‌ای

 pH .متر استفاده شد pH نمونه‌ها، از دستگاه pH برای تعیین
 pH‌=‌7 و pH‌=‌4 متر قبل از استفاده با محلول‌های بافر استاندارد با
کالیبره شد. pH ژله‌ها در روزهای 1، 7، 14، 21 و 28 اندازه‌گیری 
شد )دستگاه pH متر مدل jenway 3505 ساخت انگلستان( ]21[.

5. CFU/g

اندازه‌گیری اسیدیته دسر ژله‌ای

اسیدیته با استفاده از تیتراسیون با محلول 0/1 نرمال سود با 
به‌کار بردن روش والنسیا و سالاگادو ]21[ بر‌اساس اسید لاکتیک 

تعیین شد.

تحلیل آماری

داده‌ها  انجام شدند.  تصادفی  کاملاً  یک طرح  در  آزمایش‌ها 
بر‌اساس تجزیه‌وتحلیل واریانس یک‌طرفه6 )آنووا( با استفاده از 
گرفتند.  قرار  تجزیه‌وتحلیل  مورد  نسخه 19  مینی‌تب  نرم‌افزار 
میانگین‌ها با استفاده از آزمون توکی7 در سطح معنا‌داری 5 درصد 

مقایسه شدند.

یافته‌ها

کازئی  لاکتوباسیلوس  باکتری‌های  تعداد   ،2 شماره  جدول 
آزاد و انکپسوله‌شده را در ژله نشان می‌دهد. با مقایسه زنده‌مانی 
لاکتوباسیلوس کازئی آزاد و انکپسوله شده نقش و تأثیر ریزپوشانی 
در طی 28 روز نگهداری قابل‌ملاحظه است )P<0/05(. با‌توجه‌به 
یافته‌ها، پروبیوتیک‌های انکپسوله‌شده، زنده‌مانی بیشتری را در 

مقایسه با حالت آزاد نشان داده‌اند.

تعداد باکتری‌های پروبیوتیک زنده پس از 28 روز ذخیره‌سازی 
 (6 logs از حداقل حد مجاز توصیه‌شده انکپسوله‌شده  در ژله 
دیواره  که  است  آن  از  حاکی  نتایج  این  بود.  بیشتر   CFU/g)
ریزپوشانی )موسیلاژ دانه مرو و آلژینات سدیم( می‌توانند به‌خوبی از 
باکتری‌های پروبیوتیک در برابر عوامل محیطی نامساعد محافظت 
کنند. در پایان 28 روز، تعداد باکتری‌های آزاد پروبیوتیک زنده در 
ژله حاوی موسیلاژ8 بیشتر از ژله بدون موسیلاژ9 بود که این امر 
نشان می‌دهد که موسیلاژ دانه مرو به‌عنوان ترکیب پریبیوتیک در 

رشد و زنده‌مانی باکتری‌های پروبیوتیک نقش دارد.

6. ANOVA
7. Tukey
8. CWF
9. CF

جدول 2. میزان زنده‌مانی باکتری‌ها (Log cfu /ml) در نمونه‌های ژله  CF ،CWFو CE طی دوره نگهداری در یخچال C°4 در روزهای 1، 7، 14، 21 و 28 

میانگین±انحراف‌معیار روز
کاهش سیکل نمونه 28 21 14 7 1

0/10±4/08a 0/03±5/27a 0/21±6/65a 0/17±7/82a 8/0±45/05 a  9/0±35/07 a CF

0/21±3/9a 0/07±5/85b 0/14±7/3ab 0/06±8/25a 0/10±8/77ab 0/14±9/75 a CWF

0/01±1/9 a 0/20±6/65 0/10±7/52b 0/03±8/17a 0/02±8/32b 8/0±۵۵/21 b CE

(P<0/05) حروف متفاوت در یک ستون نشان‌دهنده تفاوت معنادارa-b 
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pH و اسیدیته

مقادیر  انحراف‌معیار  و  میانگین  تحقیق،  این  نتایج  بر‌اساس 
نگهداری  دوره  پروبیوتیک طی  ژله  نمونه‌های  اسیدیته  و   pH
تولید در  از  در یخچال در روزهای 1، 7، 14، 21 و 28 پس 
نتایج  با‌توجه‌به  است.  شده  داده  نشان   2 و   1 شماره  تصاویر 
پژوهش حاضر، pH و میزان اسیدیته نمونه‌ها به‌ترتیب بین5/00 
تا 6/41 و 0/073 تا 0/032 بود. علاوه‌بر‌این، در نمونه‌های حاوی 
باکتری‌های لاکتوباسیلوس کازئی آزاد، مقدار pH کاهش ‌یافته 
و میزان اسیدیته به‌طور قابل‌توجهی در طول دوره ذخیره‌سازی 
افزایش یافته است )P>0/05(، درحالی‌که در نمونه‌های حاوی 

پروبیوتیک‌های محصورشده، تغییرات pH و اسیدیته در طول 
.)P>‌0/05( ذخیره‌سازی ناچیز تشخیص داده شد

بحث

با هدف  ادامه تحقیقات سال‌های اخیر و  تحقیق حاضر، در 
ارزیابی محصول سلامت بخش، مطابق با ذائقه ایرانی طراحی و 
انجام شد. در‌نهایت سعی بر آن بود که ژله‌ای عمل‌گرا با خواص 
کیفی مطلوب تولید شود. بهبود بقای باکتری‌های پروبیوتیک 
انکپسوله‌شده با مواد دیواره‌ای موسیلاژ دانه مرو و آلژینات سدیم 
در مقایسه با حالت آزاد در طی 28 روز نگهداری در دمای 4 

تصویرpH .1 در نمونه‌های ژله C ، CW ،CF، CWF و CE طی دوره نگهداری در یخچال C°4 در روزهای 1، 7، 14، 21 و 28
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تصویر 2. اسیدیته در نمونه‌های ژله  CW C CF، CWFو CE طی دوره نگهداری در یخچال C°4 در روزهای 1، 7، 14، 21 و 28
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درجه سانتی‌گراد را می‌توان به‌دلیل اثر تحریکی موسیلاژ دانه مرو 
در رشد باکتری‌های لاکتوباسیلوس کازئی دانست. همان‌طورکه 
توسط بستان و همکاران ]20[ گزارش شد، موسیلاژ دانه مرو 
عمدتاً حاوی کربوهیدرات‌ها، لیپیدها، خاکستر، پروتئین‌ها و فیبر 
خام است که می‌تواند به‌عنوان منابع کربن برای پروبیوتیک‌ها 

عمل کند و دوام آن‌ها را بهبود بخشد.

 نتایج حاصله از این بررسی با مطالعات متعددی هم‌خوانی 
دارد. دوکوهکی و سخاوتی‌زاده ]22[ گزارش کردند که ریزپوشانی 
موسیلاژ  از  استفاده  با  رامنوس  لاکتوباسیلوس  باکتری‌های 
زنده‌مانی  افزایش  موجب  دیواره‌ای،  مواد  به‌عنوان  گلابی  دانه 
باکتری‌های مزبور در دسر لبنی شد و جمعیت پروبیوتیک‌ها در 
طی 21 روز ذخیره‌سازی در 4 درجه سانتی‌گراد بیش‌ازحد مجاز 

 (log CFU/g 6) بود.

اثر مثبت کربوهیدرات‌های طبیعی مانند موسیلاژ بذر کتان ]2، 
23[، اینولین ]1[، آرابینوکسیلان ]24[، صمغ گوار ]20[ بر زنده 

ماندن پروبیوتیک‌های مختلف نیز قبلًا گزارش شده است.

 pH اسماعیل و همکاران ]23[ گزارش کردند پروبیوتیک‌ها در
و دمای پایین، دچار آسیب می‌شوند و استفاده بهینه آن‌ها از مواد 
مغذی محدود می‌شود. این مطالعه با اتخاذ رویکرد استفاده از 
صمغ آلژینات-زانتان پوشش داده‌شده با کیتوزان باعث افزایش 
باکتری‌های لاکتوباسیلوس پلانتروم (LAB12) در 4  زنده‌مانی 

درجه سانتی‌گراد شد.

مانی لوپز و جیمنز-هرناندز ]25[ مقادیر 4/3 تا pH 4/44را برای 
دسرهای ژلاتین انبه غنی‌شده با میکرو‌کپسول‌های لاکتوباسیلوس 
حاوی  نمونه‌های  اسیدیته  افزایش  کردند.  گزارش  فرمنتوم 
پروبیوتیک آزاد را می‌توان با توانایی تولید اسید توسط باکتری‌های 
لاکتوباسیلوس کازئی توضیح داد. سایر محققان نیز کاهش pH را 
هنگام افزودن باکتری‌های پروبیوتیک لاکتوباسیلوس به دسرهای 
حاوی هیدروکلوئید مشاهده کردند. کوره و کاسترو ]26[ از‌طریق 
نارگیل اضافه‌شده به سلول‌های لاکتوباسیلوس پارا کازئی در طی 
28 روز کاهش قابل‌توجهی )P‌>0/05( در pH مشاهده کردند. 
آن‌ها این کاهش pH را به فعالیت متابولیکی لاکتوباسیلوس پارا 
کازئی نسبت دادند. کاهش معنا‌دار pH برای پودینگ‌های کاکائو 
اضافه‌شده به سلول‌های آزاد لاکتوباسیلوس کازئی در طی 25 روز 

ذخیره‌سازی گزارش شد ]27[.

طالب‌زاده و شریفان ]5[ گزارش کردند باکتری‌های پروبیوتیک 
آزاد قادر به مصرف کربوهیدرات و تولید اسیدهای آلی هستند.

بنابراین در هنگام ذخیره‌سازی، pH کاهش می‌یابد. این پدیده 
به‌دلیل آنزیم‌های ترشح‌شده از سلول‌های پروبیوتیک مرده است و 
به‌تدریج تشدید می‌شود. ازاین‌رو میکروکپسولاسیون باکتری‌های 
پروبیوتیک می‌تواند فعالیت متابولیکی آن‌ها را کاهش دهد و با 
گذشت زمان از محصولات با ثبات بیشتری محافظت کند. این 

نتیجه قبلًا توسط شوجی و اولیویرا ]28[ پشتیبانی شد كه در 
آن لاکتوباسیلوس‌های اسیدوفیلوس كپسوله‌شده توسط پكتین و 
كازئین در مقایسه با باکتری‌های آزاد موجب تولید اسیدیته كمتر 

در ماست شدند.

حاوی  نمونه‌های  می‌دهد  نشان   2 شماره  تصویر  داده‌های 
و  نمونه‌های شاهد  با  مقایسه  آزاد در  کاراگینان+موسیلاژ+باکتری 
کاراگینان+موسیلاژ به‌طور قابل‌توجهی دارای مقدار اسیدیته بالاتری 
 .(P‌<‌0/05) بودند  آزاد(  باکتری‌های  توسط  اسید  تولید  )به‌دلیل 
با‌توجه‌به اینکه تغییرات pH معنا‌دار نبود، این امر می‌تواند مربوط 
به ظرفیت بافری موسیلاژ دانه مرو باشد. از طرفی گزارش شد که 
پروتئین‌ها می‌توانند مقدار کمی از اسید اضافه‌شده را خنثی کنند 
و pH محصول را پایدار نگه ‌دارند. همان‌طور که در مقاله نصیری 
گزارش شد ]19[، موسیلاژ دانه مرو مورد استفاده در این مطالعه 
حاوی ‌1/07±‌11/7 درصد )وزنی/وزنی( پروتئین است که می‌تواند 
به‌عنوان یک ترکیب بافر در ژله عمل کند. قبلًا خاصیت بافر شدن 
بیوپلیمرهای دیگر مانند کربوکسی متیل سلولز ]29[، کازئین ]30[ 

و پروتئین‌های آب‌پنیر ]31[ نیز گزارش شده است.

نتیجه‌گیری

جياتن لصاح از اني ژپوشه اشنن داد در ژله فراسودمند، تکنیک 
ریز‌پوشانی با موسیلاژ مرو، باعث افزایش پایداری میکروانکپسولاسیون 
آلژینات در شرایط نامساعد می‌شود و بقا و زنده‎‎مانی باکتری‌های 
برای  لیتر10(  میلی  )107-106 کلنی/  مجاز  حد  تا  را  پروبیوتیک 
بهبود می‌بخشد. ترکیب مفید  اثرات سلامتی‌بخش در بدن  بروز 
و سودمندی از هم‌افزایی پروبیوتیک و پریبیوتیک )سینبیوتیک( 
ایجاد شد. در نتيجه‌گيري نهايي می‌توان گفت به‌کارگیری تريكبات 
و  تغذيه‌اي  خواص  علاوه‌بر  مرو،  دانه  موسیلاژ  مانند  پريبيوتكي 
فناوری  و  تكنولوژكيي  ویژگی‌های  بهبود  موجب  سلامتي‌بخشی، 
دانش‌بنیان و افزايش بقای باكتري‌هاي پروبيوتكي در ژله در طول 
دوره نگهداري شد. این یافته‌ها پتانسیل ژله را به‌عنوان یک ماتریکس 
غذایی برای مکمل پروبیوتیک )باکتری‌های لاکتوباسیلوس کازئی( 
نشان می‌دهد و همچنین روش کپسوله‌سازی را به‌عنوان یک روش 
مناسب برای محافظت از پروبیوتیک‌ها در ماتریکس ژله در حین 

ذخیره‌سازی اثبات می‌کند.

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

نویسندگان در رابطه با انتشار مقاله ارائه‌شده به‌طور كامل از 
اخلاق نشر تبعیت كرده‌اند. از موارد سوء‌اخلاق همانند سرقت 
ادبی، سوء‌رفتار، جعل داده‌ها و یا ارسال و انتشار دوگانه، پرهیز 

کرده‌اند.

10. cfu/ml
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حامي مالي

دولتی،  سازمانی‌های  از  مالی  کمک  هیچ‌گونه  پژوهش  این 
خصوصی و غیرانتفاعی دریافت نکرده است.

مشارکت نویسندگان

تمام نویسندگان در آماده‌سازی این مقاله مشارکت داشتند..

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان این مقاله تعارض منافع ندارد.
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