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Abstract 

With the advancement of biotechnological approaches and the rapid growth of the food and pharmaceutical 

industries, along with the well-documented health benefits of probiotics, the role of these microorganisms in the 

development of functional foods and dietary supplements has attracted increasing attention in recent years. 

Nevertheless, maintaining probiotic viability throughout processing, particularly during freeze-drying and 

subsequent storage, remains one of the major challenges in the commercial production of probiotic-based 

products. Accordingly, the aim of the present study was to investigate the potential application of bitter vetch 

(Vicia ervilia) seed protein isolate as a cryoprotective agent at concentrations of 1, 5, and 10% on the viability of 

Lactobacillus acidophilus La-5 during freeze-drying and storage for 42 days at 4 °C, in comparison with skim 

milk as the control. The lyophilized samples were also structurally characterized using Fourier-transform infrared 

spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD), and scanning electron microscopy (SEM). The results 

demonstrated that the formulation containing 10% bitter vetch seed protein isolate exhibited a more compact and 

protective microstructure than skim milk for bacterial cells and significantly improved the survival of L. 

acidophilus La-5 even at the end of the storage period (4 × 10⁷ CFU/mL versus 9 × 10⁴ CFU/mL for the control) 

(p < 0.05). Overall, these findings indicate that bitter vetch seed protein isolate at a concentration of 10% can 

serve as an effective, natural, and biocompatible cryoprotectant, representing a promising alternative to 

conventional compounds commonly used in probiotic preservation formulations. 

Keywords: Vicia ervilia protein isolate; freeze-drying; skim milk; Lactobacillus acidophilus LA-5; 

cryoprotection 
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EXTENDED ABSTRACT  

Introduction 

Probiotic preservation during industrial-scale processing remains a major challenge in functional food 

development, especially when utilizing freeze-drying (lyophilization) for storage and delivery. Freeze-drying, 

while effective in prolonging shelf life, often causes substantial damage to probiotic cells due to ice crystal 

formation and dehydration stress. The use of cryoprotective agents is thus critical to ensure cellular integrity and 

viability. Traditionally, dairy-based protectants such as skimmed milk and whey protein have been used due to 

their high protein and sugar contents. However, growing interest in plant-based, cost-effective, and sustainable 

ingredients has prompted the exploration of novel natural cryoprotectants. Vicia ervilia (bitter vetch), a legume 

native to the Mediterranean basin, is rich in protein and bioactive compounds, and has recently garnered attention 

for its potential functional applications. This study investigates and compares the cryoprotective efficacy of 

Viciaervilia seed protein isolate (VSPI) and skimmed milk (SM) on the viability of Lactobacillus acidophilus 

LA5 during and after freeze-drying. 

Materials and Methods 

Vicia ervilia seeds were processed to extract protein using isoelectric precipitation, which was found to yield the 

highest extraction efficiency based on prior studies. Three concentrations of VSPI (1%, 5%, and 10% w/v) were 

prepared and used as cryoprotectants. Skimmed milk served as the control due to its industrial relevance. The 

probiotic strain L. acidophilus LA5 was mixed with each cryoprotectant, then subjected to freeze-drying. To 

analyze chemical functionality, Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) was conducted on the freeze-

dried powders. X-ray diffraction (XRD) was employed to assess crystalline or amorphous structure. Scanning 

electron microscopy (SEM) provided morphological observations of the protective matrix surrounding probiotic 

cells. Viability was measured at intervals (5, 21, and 42day) using plate counting and expressed as CFU/mL. 

Results 

FTIR analysis of VP revealed clear amide I (1654 cm⁻¹), amide II (1541 cm⁻¹), and amide III (1245 and 1169 

cm⁻¹) bands, indicating a well-maintained peptide structure. A broad peak at 3424 cm⁻¹ suggested active –OH and 

–NH₂ groups capable of hydrogen bonding. Similarly, SM exhibited functional groups relevant to cryoprotection, 

though the peaks were less intense. XRD patterns of VS PI showed broad peaks in the 2θ range of 15–35°, 

characteristic of amorphous or semi-crystalline matrices, whereas SM showed multiple sharp peaks, including at 

2θ ≈ 20°, indicative of a more crystalline phase. These structural differences suggest superior flexibility and 

mechanical protection in the VS PI matrix. SEM imaging supported these findings: VSPI-treated samples showed 

a smooth, dense surface without cracks, while SM-treated cells exhibited brittle, fragmented surfaces. 

Discussion 

Viability results indicated that VS PI had a concentration-dependent protective effect. At day 5, all samples had 

comparable viability (approx. 1 ×108 CFU/mL). However, by day 42, a clear divergence was observed: SM-treated 

samples declined to 13×106 CFU/mL, whereas 10% VSPI maintained 4×107 CFU/mL. These findings confirm 

that VS  PI at 10% concentration offers significantly greater cryoprotection. The improved performance is likely 

due to the protein's ability to form stable, flexible matrices that minimize mechanical damage, preserve membrane 

integrity, and suppress ice crystallization near cell membranes. The amorphous structure observed via XRD 

further supports this hypothesis, as it is known to provide superior protection under freeze-drying conditions 

compared to crystalline structures. Previous research with plant proteins such as soy, rice, and pea supports these 

outcomes, highlighting that molecular weight alone does not determine protective capacity rather, protein 

structure, functional groups, and matrix formation are crucial factors. 

Conclusion 

The study demonstrates that VSPI particularly at 10% concentration, is a highly effective natural cryoprotectant 

for preserving L. acidophilus LA5 during freeze-drying and storage time. Its functional groups, amorphous matrix-

forming ability, and morphological properties enable it to outperform conventional dairy-based protectants such 

as deproteinized whey, especially in long-term storage. These findings suggest that VSPI  can be a promising 

plant-based alternative in the formulation of probiotic products, aligning with current trends toward clean-label 

and vegan-friendly functional foods. Future studies should investigate the scalability, sensory effects, and 

compatibility of VSPI in real food matrices.  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

m
fi

.ir
 o

n 
20

26
-0

9-
16

 ]
 

                             2 / 13

https://amfi.ir/article-1-202-fa.html


 

 74ا ت 63 صفحات(.................................. 2هشمار  – 12 )دوره ییغذا عیدر صنا یکاربرد ی ولوژیکروبیفصلنامه م

 

 65 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

 

 

مانی ( بر زندهVicia erviliaی کروشنه )ی پروتئین دانهاثرمحافظت انجمادی ایزوله 

 LA5لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
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 چکیده

ها بر سلامت ی پروبیوتیکهای زیستی و رشد صنایع غذایی و دارویی و همچنین اثرات سودمند به اثبات رسیدهبا پیشرفت فناوری

های دارویی مختلف، توجه روزافزونی را به خود  ها در تولید مواد غذایی و مکملهای اخیر، نقش این میکروارگانیسمانسان، در سال

کردن و نگهداری ها، به ویژه به روش خشک سازی پروبیوتیکمانی در طول فرآیند آمادهجلب کرده است. اما در این میان، حفظ زنده 

ی پروتئین سازی است. بنابراین، در پژوهش حاضر، بررسی امکان استفاده از ایزولههای اساسی تجاریها، همواره یکی از چالشآن

درصد در مقایسه با شیر پس چرخ )شاهد(،    10و    5،  1عنوان عامل محافظت انجمادی در مقادیر  به  (Vicia ervilia) ی کروشنهدانه

مورد  C 4روز دردمای  42کردن انجمادی و نگهداری به مدت طی فرآیند خشک LA5 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس مانی در زنده

،  (FTIR)سنجی مادون قرمز  های طیفهای ساختاری نیز با استفاده از روشهای خشک شده، از نظر ویژگی بررسی قرار گرفت. نمونه 

درصد   10ی حاوی  ارزیابی شدند. نتایج نشان داد که نمونه   (SEM)و میکروسکوپ الکترونی روبشی  (XRD) پراش اشعه ایکس  

ها دارد و حتی در پایان دوره نگهداری، چرخ جهت حفظ باکتریتری از شیر پسی کروشنه ساختار منسجمی پروتئین دانهایزوله

)به معناداری  پسCFU/mL  710  ×4طور  شیر  به  نسبت   )( زندهCFU/mL 410  ×9چرخ  در  بهتری  عملکرد  لاکتوباسیلوس  مانی  ( 
درصد،   10ی کروشنه در غلظت  دانهی پروتئین  . به طور کلی، نتایج این مطالعه  نشان داد که ایزوله(p<0.05)دارد  LA5 اسیدوفیلوس  

به می و زیست تواند  طبیعی  مؤثر،  انجمادی  محافظ  عامل  نگهداری عنوان یک  استفاده در  مورد  رایج  ترکیبات  سازگار، جایگزین 

 ها، مورد استفاده قرارگیرد.پروبیوتیک

، محافظت LA5لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسچرخ،  کردن انجمادی، شیر پسی کروشنه، خشکی پروتئین دانه ایزولهها:  کلید واژه

 انجمادی 
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 مقدمه 

سال میکروارگانیسمدر  نقش  اخیر،  بههای  مفید،  ویژه  های 

ها، در ارتقاء سلامت انسان توجه روزافزونی را به پروبیوتیک

خود جلب کرده است. طبق تعریف مشترک سازمان خواربار 

بهداشت سازمان  متحدو  ملل  کشاورزی  ، 1جهانی   و 

زندهمیکروارگانیسمها،  پروبیوتیک" در های  که  هستند  ای 

اثرات سودمند  برای میزبان  به میزان کافی،  صورت مصرف 

باکتری  (.1)"دارند میکروبی این  تعادل  تنظیم  طریق  از  ها 

و  مغذی  مواد  جذب  افزایش  ایمنی،  پاسخ  تقویت  روده، 

بیماری خطر  و کاهش  سرطان  دیابت،  نظیر  مزمن  های 

کنند اختلالات گوارشی نقش مؤثری در بدن میزبان ایفا می

از پروبیوتیک3،  2) به تخمیر  (. در گذشته، استفاده  بیشتر  ها 

های شد؛ اما با پیشرفت فناوریدر محصولات لبنی محدود می

فراسودمند، کاربرد آن به زیستی و رشد صنعت غذاهای  ها 

های دارویی نیز گسترش  های پزشکی، تغذیه و مکملحوزه 

( کرد  باکتری5،  4پیدا  میان،  این  در  لاکتیک، (.  اسید  های 

گونه به جنس  ویژه  بهلاکتوباسیلوسهای  ویژگی،  های دلیل 

اند. یکی از عملکردی خاص مورد توجه فراوانی قرار گرفته

شناختهسویه  زمینه،  های  این  در  لاکتوباسیلوس   شده 
به   LA52اسیدوفیلوس   که  ویژگی واسطهاست  نظیر ی  هایی 

نمک  و  معده  اسید  برابر  در  توانایی مقاومت  های صفراوی، 

به سلول اپیتلیال روده، تولید آنزیم لاکتاز و چسبندگی  های 

،  6فعالیت ضدمیکروبی، در صنعت لبنیات بسیار کاربرد دارد ) 

لیست گرس 7 فهرست  این سویه در  به  3(.  و  دارد  طور قرار 

ایمن شناخته و سابقهکلی  است  ای طولانی در مصرف  شده 

 (.8انسانی دارد )

سویه  بیشتر  بالای  مقاومت  وجود  زنده با  حفظ  مانی ها، 

دستگاه  پروبیوتیک و  نگهداری  تولید،  فرآیند  طول  در  ها 

 
1WHO/FAO 
2Lactobacillus acidophilus LA5 
3GRAS 

چالش از  یکی  تجاریگوارش،  اساسی  این  های  سازی 

زنده کاهش  زیرا  است؛  می محصولات  اثرات مانی  تواند 

(.  9تأثیر قرار دهد )ای و درمانی محصول نهایی را تحت تغذیه

المللی لبنیات، حداقل تعداد ی فدراسیون بینبر اساس توصیه

باکتری زنده برای اثرگذاری در محصولات غذایی باید بین  

CFU/mL810-610( با این حال، شرایط نامطلوب 10باشد .)

بقای آن از دستگاه گوارش،  عبور  و  تهدید نگهداری  را  ها 

فناوریمی از  استفاده  چالش،  این  بر  غلبه  برای  های کند. 

یکی از   4کردن انجمادیپایدارسازی ضروری است. خشک

سلولروش حفظ  در  رایج  بههای  پروبیوتیک  شمار های 

زده تحت رود. این فرآیند شامل تصعید آب از حالت یخ می

زیستی  و  فیزیکی  ساختارهای  حفظ  موجب  و  بوده  خلأ 

(. با این وجود، در طول این فرآیند ممکن  2شود )ها میسلول

هایی نیز به ساختار سلولی وارد گردد؛ از جمله است آسیب

های آزاد و تشکیل بلورهای یخ، فشار اسمزی، تولید رادیکال

توانند انتقال تغییر در سیالیت غشای سلولی؛ که این موارد می

را  RNA های متابولیک و پایداریمواد مغذی، فعالیت آنزیم

( کنند  به 11مختل  این آسیب(.  از منظور کاهش  استفاده  ها، 

انجمادی محافظ  با   5ترکیبات  ترکیبات  این  است.  ضروری 

اکسیداتیو،   استرس  یخ، کاهش  بلورهای  از تشکیل  ممانعت 

سلول زیستی  ساختار  حفظ  و  غشا  افزایش تثبیت  در  ها، 

طور کلی، این مواد ها، نقش کلیدی دارند. بهپایداری باکتری

قندها،  مانند  پایین  مولکولی  وزن  با  ترکیبات  گروه  دو  به 

های قندی و اسیدهای آمینه و ترکیبات با وزن مولکولی الکل

ها و پلیمرهای زیستی تقسیم ساکاریدها، پروتئینبالا مانند پلی

دارند، می طبیعی  منبع  بیشتر  که  دوم  گروه  ترکیبات  شوند. 

می  تقویت  را  اول  اثر حفاظتی گروه  انتخاب معمولاً  و  کنند 

 .(12ای دارد )کنندهها، نقش تعیینصحیح آن

که بومی مناطق خشک ایران    (Vicia ervilia)گیاه کروشنه  

های اخیر توجه بسیاری از محققان  و خاورمیانه است، در سال

دانه  است.  کرده  جلب  به را  گیاه  این  ترکیبات ی  دلیل 

4 Lyophilization/Freez-drying 
5 Cryoprotectants 
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پروتئینزیست جمله  از  ترکیبات فعال  آمینه،  اسیدهای  ها، 

هایی مانند جذب ها و همچنین قابلیتاکسیدانفنولی و آنتی

رطوبت، ایجاد ساختار ژلی مناسب، هزینه پایین و امکان تولید 

عنوان یک عامل محافظ انجمادی طبیعی (، به 14،  13محلی )

 تواند مورد توجه قرار گیرد.می

مطالعه هیچ  تاکنون  زمینهازآنجاکه  در  بررسی ای  ی 

زنده اثرایزوله  بر  کروشنه  دانه  پروتئین  مانی ی 

از   LA5لاکتوباسیلوساسیدوفیلوس هدف  است،  نشده  انجام 

تحقیق حاضر، بررسی کارایی ایزوله پروتئین دانه کروشنه در 

شیرپس با  مقایسه  در  باکتری  این  انجمادی  چرخ محافظت 

خشک طی  در  مدت )شاهد(  درطول  و  انجمادی  کردن 

 است.، بوده  C 4روز نگهداری در دمای 42زمان

 مواد و روش ها 

 مواد 

، به صورت پودر لیوفیلیزه،  LA5 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

شرکت  نمایندگی  صدیق،  پخش  پیشگامان  شرکت  از 

شیر پس چرخ )کاله( از   کریستن هانسن در ایران، تهیه شد.

فروشگاه  از  از یکی  دانه کروشنه  های محلی خریداری شد. 

های معتبر شهر زنجان )حاج نوروز عطار( تهیه یکی از عطاری

محیط  از گردید.  استفاده  مورد  شیمیایی  مواد  و  کشت  های 

 نمایندگان شرکت مرک و سیگما خریداری شدند.

 هاروش

 ی کروشنه استخراج پروتئین از دانه

تلخی فرایند  انجام  منظور  به  ترکیباتی ابتدا،  حذف  و  زدایی 

به عنوان یک روش   1ها از روش خیساندن در آب نظیر تانن

خسیاندن در دمای محیط   h  72 ( استفاده شد. پس از15رایج )

ها با استفاده  درصد، دانه 10و خشک کردن تا میزان رطوبت 

به الک با مش   به پودر   70از آسیاب صنعتی مجهز  ، کاملا 

به   1هگزان به نسبت    سپس از حلال  .یکنواخت تبدیل شدند

چربی   5 برای  غرقابی  روش  به  و  از )وزنی/حجمی(  زدایی 

چربی  پودر  شد.  استفاده  نسبت  زداییپودر  با    5به    1شده 

آن با استفاده   pH )وزنی/حجمی( با آب مقطر مخلوط شد و

رسانیده شد. این محلول   11نرمال به   2از سدیم هیدروکسید  

 
1 Maceration 

زده شد تا حلالیت روی همزن مغناطیسی هم min90به مدت 

لولهپروتئین در  محلول  ادامه،  در  کند.  پیدا  افزایش  های ها 

 rpmبا سرعت    min  15تقسیم و به مدت    mL50سانتریفیوژ  

سانتریفیوژ شد. مایع رویی، با استفاده    C  15در دمای    7500

اسیدی شد   5/2معادل   pH نرمال تا  1/0از کلریدریک اسید  

به طور  به مدت یک ساعت در دمای محیط روی همزن  و 

به مدت    minکامل مخلوط شد. پس از آن، محلول دوباره 

سانتریفیوژ شد. مایع رویی جدا شد   rpm  7500در سرعت    15

 pH آمده از مرحله قبل مخلوط شد و  دستو با مایع رویی به

)نقطه ایزوالکتریک   5/4نرمال به    1آن با سدیم هیدروکسید  

مدت   ایزوله به  مخلوط  شد.  رسانده  کروشنه(  دانه  پروتئین 

min20  در دمایC 4  و با نیروی rpm5570  سانتریفیوژ شد

خلوص،  افزایش  برای  شود.  تشکیل  پروتئینی  رسوب  تا 

رسوب پروتئینی طی دو مرحله مجزا با آب مقطر شسته شد و 

مدت   به  مرحله،  هر  از  نیروی    min  5پس    rpm  5570با 

 (. 16سانتریفیوژ شد )

 لیوفیلیزه  کردن باکتریفعال 

فعال سویهبرای  ابتدا  باکتری،  محیط کردن  در  لیوفیلیزه  ی 

  Cدر دمای  h  48براث تلقیح شد و به مدت   MRS کشت

بی   37 جار  گرمخانه در  با هوازی  باکتری  رشد  گذاری شد. 

های حاوی دادن لولهمشاهده حرکات دودی در هنگام تکان

کلنی شمارش  برای  سپس  شد.  تأیید  کشت  ها، محیط 

ها، تهیه شد و از های متوالی از سوسپانسیون فعال باکتریرقت

ها آگار کشت داده شد. نمونه  MRS ها روی محیط کشتآن

دمای بی  h  72مدت  به  C  37در  شرایط  هوازی در 

کلنی گذاریگرمخانه  سپس  سفید شد.  رنگ، -های  کرم 

، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسهای ی باکتریعنوان مشخصه به

 (.17شمارش شدند )

 ی سلولی جداسازی توده

مدت براث بهMRS های باکتریایی فعال شده در محیطکشت

min  5    با نیروی rpm  5570    شدند. سپس، رسوب سانتریفیوژ

توده حاوی  باکتریحاصل  سلولی  جدا ی  رویی  مایع  از  ها، 

 شده و در ادامه مورد استفاده قرار گرفت.
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 68 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

توده غلظت  شمارش استانداردسازی  و  سلولی  ی 

 ها کلنی

ی سلولی از روش کدورت برای استانداردسازی غلظت توده

استفاده شد. در این روش،  1فارلند مکسنجی با استاندارد نیم

به  سلولی  رسوب  استریل به  فیزیولوژی  سرم  محلول  تدریج 

طول  در  سوسپانسیون  این  نوری  جذب  میزان  تا  افزوده شد 

به حدود    nm  625موج   اسپکتروفتومتر  برسد   0/ 118توسط 

 CFU/mLطور تقریبی معادل با  که غلظت میکروارگانیسم به
می 1/ 5×  810 )برآورده  صحت 18شود  از  اطمینان  برای   .)

به قرائت خالص  فیزیولوژی  سرم  محلول  جذب،  عنوان  های 

به نمونه  همچنین،  گرفت.  قرار  استفاده  مورد  شاهد  منظور ی 

تعداد راستی واقعی  انطباق  از  اطمینان  و  آزمایی 

محیطمیکروارگانیسم روی  کشت  برآوردی،  غلظت  با   ها 

MRS گذاری در دمای  آگار انجام شد و پس از گرمخانهC 

 هوازی، با نتایج جذب، تطابق داده شد. در شرایط بی  37

محافظت آماده تیمارهای  از  استفاده  و  سازی 

 انجمادی در فرایند خشک کردن

محافظت به مختلف  تیمارهای  اثربخشی  بررسی  منظور 

گرم از   1و    0/ 5،  1/0مانی، به مقادیر  انجمادی بر میزان زنده 

در  غلظت کروشنه  دانه  پروتئین  مختلف  سرم   mL10های 

)کلرید سدیم   استریل  تا    85/0فیزیولوژی  شد  حل  درصد( 

دست آید. سپس به درصد به  10و    5،  1هایی با  سوسپانسیون

  100ی سلولی،  میکرولیتر از سوسپانسیون حاوی توده  100هر  

انجمادی و در میکرولیتر از هر تیمار از محلول های محافظ 

ها به روش  چرخ اضافه شد. تمامی نمونهتیمار شاهد، شیر پس

 خشک کردن انجمادی، کاملا خشک شدند. 

پروتئین دانه کروشنه در   تعیین بهترین غلظت ایزوله

 هامانی باکتریمیزان زنده

اثر حفاظتی تیمارهای مورد استفاده، میزان  به منظور ارزیابی 

باکتریزنده با استفاده از روش  ها پس از خشک مانی  کردن 

و همچنین با شمارش    nm  625موج  سنجی در طول کدورت

محیط کلنی روی  سطحی  کشت  روش  به  رشد  قابل  های 

 (. 18آگار بررسی شد ) MRSکشت 

 
10.5 McFarland standard 
2Fourier-Transform Infrared 

ویژگی  ایزوله مقایسه  ساختاری  دانه   های  پروتئین 

 چرخکروشنه و شیر پس 

 2قرمز  مادون سنجیطیف

و پیوندهای شیمیایی موجود های عاملی  برای شناسایی گروه 

  4000طیفی   یدربازه FT-IR سنجطیف در نمونه پروتئینی، از

 (. 17شد ) استفاده cm⁻¹500تا 

 3پراش اشعه ایکس  

ویژگی  بررسی  نمونه جهت  بلورینگی  و  ساختاری  های 

پراش  تابش  ازدستگاه  به  مجهز  ایکس   = Cu Kα (λاشعه 

0.15406 nm)  ای ی زاویهدرمحدودهθ2  درجه، با  80تا  5از

اسکن    mA  30وجریان    Kv  40ولتاژ   نرخ  در  درجه   2، 

 (.18دردقیقه استفاده شد )

 4میکروسکوپ الکترونی روبشی

ازمیکروسکوپ الکترونی ها  برای بررسی مورفولوژی پوشش

باکتری نمونه پودر  های محافظت شده،  روبشی استفاده شد. 

( ازطلا  سپس nm  11-6،s 40باپوششی  شد.  پوشانده   )

دهنده الکترون و با توسط شتاب  Kv  15تصاویر، تحت ولتاژ  

 ثبت شدند. 5/9تا  mm 5/7فاصله طولی 

 ها تجزیه و تحلیل داده

در قالب  تکرار  های حاصل از سه تجزیه و تحلیل نتایج داده 

با  طرفهیک  واریانس آنالیز از استفاده طرح کامل تصادفی 

(One-way ANOVA)  استفاده و  SPSS افزار  نرم  از با 

 قرارگرفت و به آماری تحلیل و تجزیه ( مورد16ی  )نسخه

تعیین   شد. معیار،گزارش انحراف  ±میانگین   صورت برای 

ای دانکن  ها از آزمون چند دامنهاختلاف آماری میانگین داده

 استفاده شد.  (p < 0.05)درصد  95در سطح اطمینان 

 نتایج 

ی کروشنه و  ی پروتئین دانهبررسی اثربخشی ایزوله

پس  زندهشیر  حفظ  در  لاکتوباسیلوس مانی  چرخ 

 در طول مدت زمان نگهداری  LA5اسیدوفیلوس

زنده اسیدوفیلوسمانی  بررسی  در  LA5 لاکتوباسیلوس 

ایزولهحضور غلظت  ی کروشنه ی پروتئین دانههای مختلف 

3X-ray diffraction 
4Scanning Electron Microscopy (SEM) 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

m
fi

.ir
 o

n 
20

26
-0

9-
16

 ]
 

                             6 / 13

https://amfi.ir/article-1-202-fa.html


 

 LA5لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسمانی ( بر زندهVicia erviliaی کروشنه ) ی پروتئین دانهاثرمحافظت انجمادی ایزوله  

 

 

 69 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

پس   10و    5،  1) شیر  و  جدول  درصد(  در  )شاهد(    1چرخ 

 آورده شده است.
و   5، 1کروشنه ) ی پروتئین دانههای مختلف ایزولهدر حضور غلظت LA5 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسمانی بررسی زنده - 1جدول 

 چرخدرصد( و شیر پس10

 (CFU/mL)های زنده در مدت زمان نگهداریتعداد سلول  نمونه

پروتئین دانه کروشنه   ایزوله

 )درصد(
1 21 42 

1 Aa  4/0±810 ×1 Bb8 /0±710×8 Bc9 /0±710×1 

5 Aa  5/0±810 ×1 Ab7/0±710 ×9 Ac8 /0±710×4 

10 Aa  8/0±810 ×1 Aa6 /0±710×9 Ab9/0±710 ×4 

 Aa  8/0±810 ×1 Cb9 /0±710×4 Cc8 /0±410×9 )شاهد/ شیر پس چرخ(  0

ای مختلف در یک زمان( و سطر )طول مدت زمان نمونه حروف متفاوت بزرگ و کوچک انگلیسی به ترتیب در هر ستون )بین 

 (p<0.05)درصد هستند  5نگهداری( بیانگر اختلاف آماری معنادار در سطح اطمینان  

، هر دو ماده محافظ انجمادی در حفظ 1مطابق نتایج جدول  

ها موثر بودند؛ اما در فواصل زمانی مختلف مانی باکتریزنده

لاکتوباسیلوس مانی کارایی متفاوتی نشان دادند. بررسی زنده
غلظت  LA5 اسیدوفیلوس حضور  ایزوله در  مختلف  های 

دانه )پروتئین  کروشنه  با 10و    5،  1ی  دادکه  نشان  درصد(، 

ی پروتئین در کل مدت زمان نگهداری، افزایش غلظت ایزوله

سلول بقای  بهمیزان  معناداریها  پیدا طور  کند می افزایش 

(p<0.05)  . 

نمونه ساختار  ایزوله  10های حاوی  بررسی   درصد 

 پروتئین دانه کروشنه و شیر پس چرخ 

 سنجی مادون قرمز طیف

- 1سنجی مادون قرمز )شکل بر اساس نتایج حاصل از طیف 

،  cm⁻¹ 68 /1654 در 1لف( حضور باندهای مشخص آمیدی ا

و   49/1245در    3وآمید  cm⁻¹ 39/1541 در  2آمید  

cm⁻¹31/1169 ی ساختار پپتیدی سالم و دهندهوضوح نشانبه

گروه  از  نمونه غنی  در  فعال  عاملی  حاویهای  درصد   10ی 

دانه ایزوله پروتئین  )ی  است  کروشنه،  طیف16ی   .) FTIR 

پس )شکل  شیر  نشان-1چرخ  نیز  ساختار دهندهب(  ی 

گروه  نظر  از  بالا  پایداری  و  مشخص  عاملی پروتئینی  های 

 است. 
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 چرخ )ب(ی کروشنه )الف( و شیرپسپروتئین دانه درصدایزوله  10شده باهای تهیه سنجی مادون قرمز نمونهطیف -1شکل 

 

 پراش اشعه ایکس   الگوی

حاوینمونه  XRD الگوی ایزوله   10ی  پروتئین  درصد  ی 

)شکل  دانه کروشنه  نشان-2ی  نسبتاً  الف(،  پراش  دهنده 

  35°تا  15°بین    θ2ی  های عریض در محدودهضعیف و پیک

 مشخص  پیک  یک  ،22  °تا    20°زاویه  حدود  در.  باشدمی

 1یبتا  صفحات  الگوی  به  معمولاً  شودکهمی  مشاهده

(. کاهش شدت 19شود )های گیاهی نسبت داده میپروتئین

 وجود  و  محدود  نظم  بر  نیزگواه  40°پراش در زوایای بالای  

 عدم.  است  پروتئین  مولکولی  ساختار  در  نامنظم  نواحی

 هایوجودپیک و الگو در باریک و تیز هایپیک  حضور

 
1 β-sheet 

نیمه  2پهن یا  آمورف  ساختار  از  پروتئین  بلورینحاکی 

شیر   ینمونه  ایکس اشعه پراش الگوی  . شده استاستخراج  

در-2)شکل   چرخپس زاویهبازه ب(،    80°  تا  5  °ای  ی 

پراش ساختاری دهندهنشان  پیک چندین و مشخص  با 

-21 حدود در اصلی  است. پیک مختلف زوایای در برجسته

به که شودمی مشاهده بالا شدت با  19°  فازهای معمولاً 

مرتبط و  لاکتآلبومین- αازجمله شیر هایپروتئین با بلورین 

β-همچنین،می داده نسبت لاکتوگلوبولین  هایپیک شود. 

  55 °و 45 ° ،30°حدود θ2 نواحی در متوسط شدت با فرعی

یا می  دیده جزئی  بلوری  فازهای  وجود  بیانگر  شوند؛که 

 (.  20های معدنی احتمالی است )ماندهباقی

2 Broad Peaks 
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 (ب)  چرخپس شیر و ( الف) کروشنه یدانه پروتئین درصدایزوله  10با شده تهیه هاینمونه ایکس اشعه پراش الگوی –2شکل 

 

 میکروسکوپ الکترونی روبشی 

ابزاری کارآمد برای تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی 

محافظ  ترکیبات  سطحی  مورفولوژی  و  ریزساختار  ارزیابی 

کردن  های پروبیوتیکی پس از فرآیندخشکانجمادی و سلول 

شمارمی به  سطحی انجمادی  ساختار  مطالعه،  این  در  آیند. 

حاوینمونه  ایزوله  10ی  دانهدرصد  پروتئین  کروشنه، ی  ی 

تکهبه حالت  بدون  و  یکنواخت  متراکم،  بودند صورت  تکه 

الکترونی -3)شکل   تصویرمیکروسکوپ  درمقابل،  الف(. 

چرخ )شکل های تیمار شده با شیر پسروبشی مربوط به نمونه 

دهنده ساختاری نسبتاً ناهمگون، همراه با سطوح ب(، نشان-3

تکه شده بود؛ این وضعیت ناشی از عدم ایجاد شکننده و تکه

سلو اطراف  در  محافظ  فشرده  پروبیوتیکی لماتریس  های 

 (. 2است )

 
  چرخپس شیر و(  الف) کروشنه یدانه پروتئین درصدایزوله 10با شده تهیه هاینمونه روبشی الکترونی میکروسکوپ تصاویر –3شکل

 (ب)

 

 بحث

اسیدوفیلوسمانی  زنده در    LA5لاکتوباسیلوس 

 طول مدت زمان نگهداری 

زنده اسیدوفیلوسمانی  افزایش  با  LA5 لاکتوباسیلوس 

ی کروشنه احتمالاً ناشی از ایزوله پروتئین دانه  افزایش غلظت

ایزوله ماتریسی  ساختار  دانهتقویت  پروتئین  کروشنه ی  ی 

های باکتریایی است که نقش عایق حرارتی و پیرامون سلول 
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شده  های تشکیلمکانیکی ایفا کرده و مانع تماس مستقیم یخ

می سلولی  ساختار  ویژگی با  همچنین  های شود. 

و  آب  جذب  ظرفیت  مانند  پروتئین  این  فیزیکوشیمیایی 

اکسیدانی و قابلیت تشکیل ژل ویسکوز، روغن، خواص آنتی

سلول برای  پایدارتر  محیطی  ایجاد  در  طول احتمالاً  در  ها 

داشتهفرآیند خشک نقش  انجمادی  یافتهکردن  این  با اند.  ها 

سایر  گزارش  حفاظتی  عملکرد  خصوص  در  پیشین  های 

راستا هستند های گیاهی مانند ایزوله نخود و برنج هم پروتئین

پروتئین دانه   ای میان دو تیمار ایزوله(. در بررسی مقایسه5،  4)

اول،   10کروشنه   درروز  که  شد  مشخص  شاهد،  و  درصد 

باکتریهزند بود  مانی  مشابه  مورد  دو  هر  در    (CFU/mLها 
این 1× 810 با  کاهش (.  نگهداری،  زمان  مدت  طول  در  حال 

ها به ویژه در مورد شیر  در تعداد باکتری (p<0.05)معناداری 

پس شیر  اولیه  شد.کارایی  مشاهده  چرخ،  در پس  چرخ 

توان به حضور اجزای های پروبیوتیکی را می حفاظت از سلول

هفته   3(. در زمان  2پروتئینی و قندی در ساختار آن نسبت داد )

خشک از  زندهبعد  انجمادی،  باکتریکردن  شیر  مانی  در  ها 

که در کاهش یافت در حالی  CFU/mL 710  ×4چرخ بهپس

کروشنه    ایزوله دانه  به   10پروتئین  از درصد،  موثری  طور 

های ناشی از انجماد محافظت شده  ها در برابر آسیبباکتری

باکتری تعداد  و  معناداری بود  تغییر  اول  روز  به  نسبت  ها 

>0.05)p(  ( نداشتCFU/mL  710×9  در نهایت .)روز بعد   42

زندهاز خشک انجمادی،  چرخ مانی در گروه شیرپسکردن 

حالی  CFU/mL 410×9به   در  یافت  گروه  کاهش  در  که 

مانی درصد، زنده  10ی کروشنه  ی پروتئین دانهحاوی ایزوله

دهنده عملکرد بهتر  رسید که باز هم نشان  CFU/mL  710×1به  

پس شیر  به  نسبت  پروتئین  زندهاین  حفظ  در  مانی چرخ 

مشابه با اثراتی هستند که در برخی   این ویژگی   ها بود.باکتری

اند.  های طبیعی در مطالعات گذشته گزارش شدهاز پروتئین

سال   کاونوپارات2023در  و  کاویاد  محافظت (،  21)  1، 

در طی انجماد و در طول   2لاکتوباسیلوس فرمنتوم انجمادی از  

با  مقایسه  در  را  سویا  پودر  توسط  نگهداری  زمان  مدت 

ماه نگهداری در دو دمای   5شیرخشک بدون چربی، در طی 

 
1 Kaewiad and Kaewnopparat 
2 Lactobacillus fermentum SK54 

C  4    مورد بررسی قرار دادند کردند. نتایج نشان داد که   25و

خشک  زمان  در  مشابهی  اثرات  خشک  شیر  و  سویا  پودر 

داشتند و   C  4ماه اولیه نگهداری به ویژه در دمای    4کردن و  

ماه   در  اثر    5اما  داری  معنی  طور  به  سویا  پودر  نگهداری، 

محافظتی بیشتری نشان داد. اثر محافظتی هر دو ماده به حضور 

کربوهیدرات و  پروتئینی  ملکول  درشت  های ترکیبات 

می  داده  نسبت  لایه نامحلول  سلولی  غشای  اطراف  که  شود 

می تشکیل  سلولویسکوز  از  و  شرایط دهند  برابر  در  ها 

کند. حضور اسیدهای آمینه و نامساعد محیطی محافظت می

است.  شده  شناخته  موثر  نیز  کلسیم  ویژه  به  معدنی  مواد 

(، گزارش 22و همکاران )  3، هوانگ 2017همچنین در سال  

پروتئین که  پلیکردند  و  مانند ها  گیاهی  ساکاریدهای 

پایداری نشاسته موارد،  برخی  در  سویا  و  اینولین  ها، 

بهپروبیوتیک را  دورهها  در  طولانیویژه  نگهداری  تر،  های 

 اند.چرخ حفظ کرده بهتر از شیر پس
FTIR 

شکل   حاوی  1مطابق  نمونه  در  دانه  10،  پروتئین  ی درصد 

باندهای آمیدی   ، مؤید حفظ ساختار 2و    1کروشنه حضور 

ساختارهای  تثبیت  در  را  آن  قابلیت  و  بوده  پروتئین  ثانویه 

دهد. همچنین،  زیستی در شرایط استرس سرمایی افزایش می

مشاهده پهن  در    باند  به   cm⁻¹ 69/3424 شده  مربوط  که 

گروه هیدروژنی  باشد، می  NH₂– و  OH– های  پیوندهای 

پیوندهای نشان برقراری  بالای این ترکیب در  دهنده توانایی 

میکروارگانیسم سلولی  دیواره  با  استغیرکووالانسی   .ها 

های عاملی فعال، امکان پایدارسازی ساختار وجود این گروه 

بلورهای غشای سلولی، کاهش تنش از تشکیل  های حاصل 

پروتئین ساختار  حفظ  و  می یخ  فراهم  را  بنابراین،  ها  سازد. 

پروتئین دانه کروشنه از نظر دارا بودن   ساختار شیمیایی ایزوله

نشان مؤثر،  عملکردی  برای دهندهباندهای  بالا  پتانسیل  ی 

عنوان یک محافظ انجمادی طبیعی و مؤثر در ایفای نقش به

.  (23،  2ها است )فرآیند خشک کردن انجمادی پروبیوتیک

ناحیه در  پهن  باند  وجود  شاهد  نمونه  در    cm⁻¹69 /3415اما 

های هیدروکسیل و آمینی با توانایی ایجاد بیانگر حضور گروه 

3 Huang 
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می  سلولی  غشای  اجزای  با  هیدروژنی  همچنین  پیوند  باشد. 

مشاهده   نواحی  باندهای  در  و   cm⁻¹  17/1403شده 

ارتعاشات28/1034 به  باقی C–O مربوط  قندی، ماندهو  های 

بلورهای یخ و  نقش بسزایی در حفظ رطوبت، مهار تشکیل 

دهند که کنند. این نتایج نشان میتعامل با سطح سلولی ایفا می

پس و شیر  مولکولی  ساختار  شیمیایی،  ترکیب  نظر  از  چرخ 

فعال، گزینهگروه  عاملی  بههای  استفاده  برای  مؤثر  عنوان  ای 

پروبیوتیک فرمولاسیون  در  انجمادی  بهمحافظ  شمار ها 

 (.23، 2رود )می
XRD  

انجمادی 2)شکل    XRDساختار   محافظت  عملکرد  برای   )

دانه بهپروتئین  کروشنه،  خشک ی  در  انجمادی، ویژه  کردن 

می ارزیابی  تمایل مطلوب  آمورف  ساختارهای  زیرا  شود؛ 

های خوردگی و شکنندگی دارند و از سلولکمتری به ترک 

پروبیوتیک در برابر فشارهای اسمزی و تغییرات حرارتی بهتر  

الگوی پراش شیر پس چرخ نیز    .(24،  7کنند )محافظت می

هایی طوریکه بخش باشد؛ بهبلورین آن میبیانگر ساختار نیمه

درکنار  و  هستند  مشخص  مولکولی  نظم  دارای  ازساختار 

بی  یا  آمورف  متعادل نواحی  ماتریس  یک  تشکیل  نظم، 

شودکه ترکیب مورد نظر  دهند. چنین ساختاری موجب میمی

دیگر،   ازسوی  و  بالا  فیزیکی  پایداری  سودارای  یک  از 

عنوان یک پذیری عملکردی مناسب برای استفاده به  انعطاف

 (.20کردن باشد )ی محافظ انجمادی در فرآیند خشکماده

دارای  پروتئین،  دو  هر  آمده،  دست  به  نتایج  اساس  بر 

های عاملی کلیدی هستند و پپتیدی پایدار و گروهساختارهای  

به استفاده  قابلیت  شیمیایی  و  فیزیکی  ساختار  نظر  عنوان  از 

ها را دارند. با این  محافظ انجمادی در فرمولاسیون پروبیوتیک

پس شیر  پروتئین  به حال،  سابقهچرخ  داشتن  مصرف  دلیل  ی 

منظم ساختار  برهمصنعتی،  و  غشای کنشتر  با  بهتر  های 

شناخته عملکرد  ایزوله شدهباکتری،  مقابل،  در  دارد.  ی تری 

دانه با پروتئین  مناسب  بسیار  ساختاری  نیز  کروشنه  ی 

گونه دارد که آن را به یک های فعال و رفتار آمورفگروه 

کم طبیعی،  زیست گزینه  و  تبدیل هزینه  جایگزین  سازگار 

 .کندمی
SEM 

توسط   داده شده  نشان  منسجم  در 3)شکل    SEMساختار   )

ازماهیت   ایزوله ناشی  احتمالا ً  کروشنه  دانه  پروتئین 

شبکهآمفی ایجاد  در  آن  توانایی  و  پروتئین  این  های فیلیک 

انجماد و خشک  پایدار طی فرآیند  این  پلیمری  کردن است. 

گزارش  پوششنتایج  مقاوم  ساختار  درباره  پیشین  های های 

در  (.6، 4های برنج و نخود مشابهت دارد )حاصل از پروتئین

چرخ مانند لاکتوز هرچند ترکیبات موجود در شیر پس  مقابل

میوکازئین داشته ها  آسیب  کاهش  در  نسبی  نقش  توانند 

آن  توانایی  اما  ساختار باشند؛  و  مکانیکی  سد  ایجاد  در  ها 

به بازهمنسجم،  در  طولانی، ویژه  نگهداری  زمانی  های 

 باشد.محدودتر از پروتئین دانه کروشنه می

 گیری نتیجه

دانه  پروتئین  داد که  نشان  پژوهش  این  در نتایج  ی کروشنه، 

عنوان یک ترکیب گیاهی مؤثر، قادر است درصد به  10غلظت

مانی بالاتری از تر، پایداری و زندهدر فواصل زمانی طولانی 

روز   42ی  در دوره   LA5لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس باکتری  

دمای   در  تحلیل  C  4نگهداری  آورد.  های فراهم 

الگوی FTIR سنجیطیف حضور   XRDو  از  حاکی 

های عاملی فعال و ظرفیت بالای ساختارهای آمورف، گروه

ایزوله کنشبرهم  ساختار  در  غیرکووالانسی  پروتئین  های  ی 

ها در کنار ساختار متراکم و ی کروشنه بود. این ویژگی دانه

مشاهده   ترک  تصاویر  بدون  در  توانایی SEMشده  بیانگر   ،

ها بالای این پروتئین در حفاظت از ساختار سلولی پروبیوتیک

ی کردن انجمادی است. در مجموع، ایزوله طی فرآیند خشک

دانه به پروتئین  کروشنه  ویژگیی  ساختاری، دلیل  های 

می  بودن،  گیاهی  و  بهعملکردی  جایگزینی تواند  عنوان 

اقتصادی و زیست برای پروتئینطبیعی،  های متداول سازگار 

.های پروبیوتیکی مورد استفاده قرار گیردلبنی در فرمولاسیون
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