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 چکیده

توان به مواد ساکاریدهای آن میوهسته خرما حاوی مقادیر بالایی فیبراست که با استخراج الیگ :مطالعاتی زمینه

هدف این تحقیق، استخراج زایلان از هسته خرما، تبدیل آنزیمی آن به  :هدف ها دست یافت. بیوتکاسودمندی مانند پریرف

 روشالیگوساکارید(است. وبیوتیک تجاری )فروکتبیوتیکی آنها در مقایسه با پریالیگوساکاریدها و بررسی قابلیت پریوزایل

جی و بیمنوپنتوپانزایلان هسته خرما )رقم کبکاب( استخراج و سپس با استفاده از دو آنزیم زایلاناز تجاری به نام  :کار
های حاصل، به وسیله کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا دالیگوساکاریوزایل آبکافت گردید. کمیت و کیفیت 191ورون

های حاصل از آبکافت، در دگوارشی، زایلوالیگوساکاری یریپذهضم تنیبرون. برای سنجش )تعویض یونی( تعیین گردید
همچنین اثر زایلوالیگوساکاریدهای حاصل، به عنوان های گوارشی قرار داده شد. معرض محلول های شیمیایی مشابه شیره

(، در مقایسه با کنترل منفی )محیط کشت بدون منبع  کربن( و PTCC1644) بیفیدوباکتریوم بیفیدوممنبع کربن، بر رشد 
عت محیط های کشت نیز در فواصل زمانی دو سا pH بیوتیک تجاری مورد ارزیابی قرار گرفت.کنترل مثبت ) گلوکز( و پری

بین مقاوم به هضم بودند.  نتایج نشان داد که الیگوساکاریدهای حاصل از آبکافت، :نتایج گیری شد.باراندازهیک

 24و دانسیته نوری بعد از  (maxµبیوتیک تجاری و گروههای کنترل، از نظر اثر بر سرعت رشد)زایلوالیگوساکاریدها، پری
(. اما بین دو زایلوالیگوساکارید حاصل از دوآنزیم مذکور، P≥ 05/0داری وجود داشت )(،  تفاوت معنی600ODساعت )

محیط های حاوی زایلوالگوساکارید در بین سایر محیط ها )نسبت   pH. کاهش<P) 05/0داری مشاهده نشد )تفاوت معنی

به دلیل هضم  :نهایی گیری نتیجهست. به نمونه  کنترل منفی( ، بیشترین بود که نشان دهنده تولید بیشتر اسیدهای آلی ا
بیفیدوباکتریوم آمده از آبکافت آنزیمی زایلان هسته خرما و اثر مثبت بر رشد دستناپذیری زایلوالیگوساکاریدهای به

 بیوتیکی به آنها نسبت داد.توان خاصیت بالقوه پری، می بیفیدوم
 

پذیریالیگوساکارید، هسته خرما، هضمپروبیوتیک، زایلو :واژگان کلیدی

قابل هضم ها به دو دسته قابل هضم و غیرکربوهیدرات    مقدمه
هضم آنهایی  قابلهای غیرتقسیم می شوند. کربوهیدرات
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دستگاه گوارش هضم نمی هستند که در قسمت بالایی 
روده نخورده به قسمت انتهایی شوند و به صورت دست

بعضی از و به مصرف  رگ )کولون( رسیدهبز
ساکن این منطقه می رسند  )میکروارگانیسم(اندامگان ریز

 است بیوتیکچنین خصوصیتی مشخصه ترکیبات پری
  (.1396؛ اروجی و همکاران 2014سینگ و همکاران )

ها عبارتند از ترکیبات غیر قابل هضم که بیوتیک پری
باعث تحریک اختصاصی رشد و یا فعالیت یکی یا تعداد 

های روده بزرگ شده و موجب محدودی از باکتری
چاپلا و همکاران، ) افزایش سلامتی میزبان می شوند

بیوتیک متعددی در تایید اثرات پری . گزارش های(2012
متابولیکی و قلبی  ها در پیشگیری از برخی بیماریهای

عروقی و برخی سرطان ها وجود دارد. از انواع پری 
، توان به فروکتوالیگوساکاریدهامیبیوتیک ها 

امروزه  و لاکتولوز اشاره کرد. هادالیگوساکاریوگالاکت
برای  به شکل شربت به عنوان یک غذا دارو لاکتولوز

 در کشورهای توسعه برخی بیماران تجویز می شود.

در  الیگوساکاریدهافروکتوالیگوساکاریدها و گالاکتویافته 
استفاده می ترکیب غذای نوزادان و غذاهای فراسودمند 

  (.2012 گانزلشود )
که پژوهش در ترکیباتی هستند  1زایلوالیگوساکاریدها

شان در جریان بیوتیکی، منابع و فعالیت پریمورد تولید
زایلان  2توان از آبکافترا می   زایلوالیگوساکاریدها است.

ترین  مواد ه گستردهمواد لیگنوسلولزی ک. به دست آورد
از  خطی 3بسپاردر طبیعت هستند از سلولز ) زیستی

از واحدهای بسپاری لیگنین )، گلوکز( -4و1واحدهای بتا 
 سلولزهمی و  پروپان حاوی الکل های پیچیده ( -فنیل

تشکیل  ( متشکل از واحدهای قندی پنج کربنهبسپار )
(. انواع همی سلولز  2016سون و همکاران ) ندایافته

گلوکورونوزایلان، موجود در طبیعت شامل 
مانان، گلوکومانان، گالاکتومانان، آرابینوزایلان، 

گلوکان، زایلوگلوکان، و زایلان گالاکتوگلوکومانان، بتا
سلولز موجود در طبیعت است  زایلان بیشترین همی است.

                                                           
1 XOS 
2 Hydrolysis 
3 Polymer 
4 In vitro 

با پیوندهای  از واحدهای قند پنج کربنی زایلوزکه عموما 
و ایشورد تشکیل یافته است.  و گروههای جانبی 4و1بتا 

 همی سلولز هسته خرمامطالعه خود در   (2003) همکاران
را استخراج و واحدهای قندی تشکیل دهنده آن اپل رقم 

 نتایج این تحقیق نشان داد را تعیین کیفی و کمی نمودند.
عمدتا از واحدهای مذکور سلولز هسته خرما رقم که همی

 اتیتحقیقدر دهه اخیر  قندی زایلوز تشکیل یافته است.
از زایلان حاصل از   زایلوالیگوساکاریدها تهیه پیرامون

آنها بیوتیکی و خواص پریمنابع مختلف لیگنوسلولزی 
فاریار و ؛ 2016مونیز و همکاران ) انجام شده است

استخراج ولی تا کنون پژوهشی در مورد  (،2015همکاران 
و تولید زایلوالیگوساکارید از آن  از هسته خرما زایلان

در تحقیق حاضر، زایلان هسته  نگرفته است.صورت 
م دو آنزی ریاثتم کبکاب، استخراج و سپس تحت خرما رق

زایلوایگوساکاریدهای شد و  زایلاناز تجاری قرار داده
 با کارایی بالا کروماتوگرافی مایعتولید شده، توسط 

شدند. در مرحله  کمی و کیفی شناسایی )تعویض یونی(،
برون یلوالیگوساکاریدها در محیط زا پذیری هضمبعد 
سپس اثر محصولات  ،مورد آزمون قرار گرفت 4تنی

 بیوتیکحاصل از هر یک از آنزیم ها بر تکثیر باکتری پرو
یوتیک بپری مقایسه با در 5بیفیدوباکتریوم بیفیدوم

)محیط کشت حاوی  کنترل مثبت های ، گروهتجاری 
مطالعه  )محیط کشت بدون منبع  کربن(  و منفی گلوکز(
 گردید.

 

 واد و روش هام
، ()ایران هگزان از شرکت دکتر مجللی

  95Orafti Pبا نام تجاری ( 6FOS)الیگوساکارید فروکتو
، آلفا )آمریکا(7جیبیمنو بلژیک، آنزیم پنتوپان Beneoاز 

ای و پانکرآتین از (، پپسین معدهIX-Aآمیلاز بزاق )
از  1918ورون   ، آنزیم)آمریکا( شرکت سیگما آلدریچ

سیستئین هیدروکلراید -ال، )آلمان( AB enzymeشرکت 
(C-7755و ال )-آسکوربات سدیم هر دو از سیگما 

5 Bifidobacterium Bifidum 
6 Froctooligosaccharide 
7 Pentopan mono BG 
8 Veron 191 
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زایلوتترا اوز، ، زایلوز، زایلوبیوز،زایلوتریوز، )آمریکا(
و  اوز از شرکت مگازایم ایرلندززایلوپنتا اوز و زایلوهگ

کلریت، اسید استیک گلاسیال،  سدیم بقیه مواد شامل 
سدیم هیدروکسید، اتیل الکل،سدیم پتاسیم استات سدیم، 

تارتارات، سولفوریک اسید، فنل، کلرید پتاسیم، فسفات 
کلرید دی هیدروژن سدیم، کربنات هیدروژن سدیم، 

منیزیم، دی آمونیوم کربنات، کلرید کلسیم، پپتون کازئین، 
پتاسیم فات دیعصاره مخمر، عصاره گوشت، گلوکز، فس

دی نیتروسالیسیلیک اسید از  5و 3، 80ین توئهیدروژن، 
باکتری لیوفیلیزه شده خریداری شد.  )آلمان( مرکشرکت 

 مرکزاز  (PTCC1644)بیفیدوم  بیفیدوباکتریوم
وابسته  1ایران صنعتیقارچها و باکتری های کلکسیون 

 تهیه گردید. پژوهشهای علمی و صنعتی ایران سازمان به

    استخراج زایلان
شد.  یلبه پودر تبد ایتیغه آسیابخرما توسط  یها هسته
 ایشورد روش به خرما پودر سازیخالصفرآیند  سپس

 یمرحله شامل چرب ینا .شد انجام( 2003) همکاران و
 قند ،چهار ساعت( مدت به ºC40 ی)دما با هگزان ییزدا

و  چهار ساعت( مدت به ºC75) الکل اتیل با زدایی رنگ و
پنج  مدت به ºC75) ٪7/0 یمسد یتبا کلر ییزدا یگنینل

 ،(هلوسلولز) مرحله یناز ا یماندهباق مواد .دوب ساعت(
 نرمال 1/0 سود محلول معرض در تساع 3 به مدت ابتدا

 مواد ،(2011 همکاران و ن)چ گرفت قرار ºC80 یدما با
به  ،آب با ستشوش باردو از پس اخیر مرحله از حاصل
 درنرمال  25/2ساعت در معرض محلول سود  24مدت 
 و شد داده عبور صافی کاغذ از و ندگرفت قرار اتاق دمای

 خنثی 5/5 حدود  pH تا  یالگلاس یکاست یدتوسط اس
 دمایدر º95 یلیکالکل ات حجم سه با ی،خنث محلول .گردید

ºC4 10000 با ،شب یکو پس از گذشت   مخلوط شد 
 چندینرسوبات حاصل،  . گردید سانتریفوژ یقهدر دق دور

 یهوا یاندر جر انتها در و شدند شستشو آب با مرحله
ºC60 (.2012 ،همکاران سمنتا و) دندش خشک 

   زایلان آبکافت
 پنتوپانو 191 ورونآنزیم زایلاناز تجاری از دو 

 ،GH11و  GH10ترتیب متعلق به خانواده   جی بهبیمنو

                                                           
1  PTCC (Persian Type Culture Collection) 

 محلول .هسته خرمااستفاده شد زایلان کافتآب برای
 آماده شد یندر غلظت مع آنزیم دو از یک هر از آنزیمی

 رویی مایع از ،نمودن آن یفوژورتکس و سانتر و پس از
 دو یزن یلانزا از .گردید استفاده آبکافت یبرا یمآنز

استات  /یکاست یداس بافر در (ی/حجم وزنی) ٪3 محلول
 یکی از به. آماده شد (=5pH)میلی مولار 20 یمسد

 محلول به و ،ورون یمآنز ییرو یعما ،زایلان هایمحلول
 20 نسبت به کدام)هر    پنتوپان آنزیم رویی مایع  ،دیگر
 محلول افزوده شد. (زایلان گرم هر ازاء به آنزیم واحد

 2به مدت  C40° دمایدر   ،ورون یمآنز حاوی زایلان
 یحاو لانی( و محلول زا2013و همکاران  رانیساعت )کا

 4 مدت به C55°  یدر دما یجیبمنو پنتوپان  میآنز
 قرار کریشترمو در( 2012 همکاران و)اسکارنوت  ساعت

آن  دادن قرار با ها، زمان شدن سپری از پس ؛شد داده
 خاتمه داده شد. یمیبه واکنش آنز در آب جوش ها

در  دور 13000 با یمی،از آبکافت آنز حاصل یهامحلول
عبور داده   µm22/0از فیلتر  بعد از آنسانتریفوژ و یقهدق

الیگوساکاریدی حاصل وزایلآبکافته  ،به این ترتیب .ندشد
زایلوالیگوساکاریدی آبکافته و  (Vxos) از آنزیم ورون

. در ندبه دست آمد (Pxos) حاصل از آنزیم پنتوپان
تا ها  XOSPو  XOSVهای محلول بعد هر یک از  مرحله 

توسط  میلی گرم بر میلی لیتر 10اده خشک رسیدن به م
در شیشه های غیر قابل و   تغلیظتبخیر کننده تحت خلا 

هوای داخل شیشه ها با ) ذخیره شدندنفوذ به هوا 
 .(فرستادن گاز ازت به داخل آن ها، خارج شد

شناسایی کمی و کیفی زایلوالیگوساکاریدها به روش 

   کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا
زایلوالیگوساکاریدها و تشخیص حضور به منظور تایید 

مایع با کارایی بالا  روش کرماتوگرافی ،بسپارشدرجه 
به کار  2الکتروشیمیاییاز نوع تعویض یونی با آشکارساز 

مورد استفاده دارای پمپ با قابلیت سامانه  .گرفته شد
برنامه ریزی گرادیانی بوده و از ستون تعویض یونی 

PA1  برای جداسازی استفاده  میلی متر 6/4×250با ابعاد
 و همکارانبلاغی اساس برنامه جداسازی، روش  شد.

فاز متحرک شامل آب، سدیم هیدروکسید  .بود (2011)

2 HPAEC- PAD 
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میلی مولار بود که  500میلی مولار و سدیم استات  200
گیری شدند. دمای عملیات اهمگی توسط گاز ازت هو

ºC30  بود. برنامه جداسازی به صورت گرادیانی و کل
دقیقه  0-6دقیقه بود، به طوریکه در زمان های  46زمان 

میلی  42دقیقه سود  6-16میلی مولار،  50محلول سود 
دقیقه سود  16-26میلی مولار،  50مولار و سدیم استات 

 26-36، میلی مولار 100میلی مولار و سدیم استات  50
شستشوی ) مولارمیلی 200دقیقه سود 
 مولارمیلی 50دقیقه سود  36-46( و زایلوالیگوساکاریدها

برای تزریق بعدی( به ستون ) به تعادل رسیدن ستون 
                                                                                                                                                                                 شد. وارد

به منظور رسم منحنی استاندارد داخلی، استانداردهای 
زایلوتریوز، زایلوتتروز، زایلوپنتوز و ، زایلوز، زایلوبیوز

پی پی  10و 8، 6، 5، 4، 5/2، 1زایلوهگزوز در غلظت های 
 ام تهیه و به دستگاه تزریق گردید.

 یگوارش پذیری هضم یتنبرون گیری اندازه

 لوالیگوساکارید زای
روش  زایلوالیگوساکارید، بهپذیری گیری  هضماندازه

قند احیاء در این روش . شدانجام  (2018)شی و همکاران، 
ر هکل و قند احیاء بعد از  قند و هر تیمار هضم قبل از
گیری قند احیاء به هضم اندازه گرفته شد. اندازه تیمار

 Agilent)با اسپکتروفتومتر  روش اسپکتروفتومتری
با ماده دی  ساخت کشور آلمان( Carry 60مدل 

و  )کایرانبر حسب زایلوز  1نیتروسالیسیلیک اسید
اسید  -به روش فنل قند کل بود. (2013همکاران 

محلول  .تعیین گردید ( 1994سها و بریور )  سولفوریک
لیتر به میلی میلی گرم بر  10زایلوالیگوساکارید با غلظت 

از زایلوز به عنوان استاندارد داخلی برای و ر،این منظو
 HD)آبکافت درصد  .سم منحنی استاندارد استفاده شدر

در زایلوالیگوساکارید  به عبارتی درصد هضمیا ( %
  محاسبه گردید:زیر های هضم با بکارگیری معادله تیمار

HD% =
Rs−Ro

Ts−Ro
× 100   

SR  وST  به ترتیب عبارتند از مقدار قند احیاء و قند کل
ست از مقدار قند احیاء ا عبارت OR و بعد از تیمار هضم

 ل از تیمار در محیط شبیه گوارشیقب

                                                           
1 DNS 

  دهانی پذیریهضم 
محیط در در مرحله دهانی  Pxosو  Vxosپذیری هضم 
( pH=  0/7بزاق بررسی گردید. این محیط )سازی شبیه 
، KCl ،4PO2KH ، 3NaHCO ،MgCl ترکیبات حاوی

3CO 2)4(NH ،2CaCl  وAmylase–α  به ترتیب با
 ومیلی مولار  50/1، 06/0، 15/0، 6/13، 7/3، 1/15غلظت 

میلی لیتر از محیط  5مقدار  بود.  U/ml150 آلفا آمیلاز
و   Vxos  ی میلی لیتر از هر یک از محلول ها 5 فوق به
Pxos  در حمام آب شد و  افزودهºC37   .بعد  قرار گرفت

جوشانده شد تا آلفا آمیلاز بزاقی  دقیقه، 5سپری شدن  از
 .( 2018شی و همکاران )  غیر فعال شود

                     یمعده ا یریپذ هضم

حله معده با استفاده از در مر Pxosو  Vxosپذیری هضم
حاوی  بررسی گردید. این محیط معدهسازی محیط شبیه 

KCl ،4PO2KH  ،3NaHCO، MgCl ، 2)4(NHترکیبات 

3CO ،2CaCl ،NaCl های  و پپسین به ترتیب با غلظت
 و میلی مولار 2/47، 15/0، 50/0، 10/0، 0/25، 9/0، 9/6

استفاده از محلول فوق با . بود U/ml4000 پپسین
 5 رسانده شد. pH=3به نرمال 001/0 اسیدکلریدریک

و  Vxos  یمحلول ها میلی لیتر از 5 میلی لیتر از آن به
Pxos  در حمام آب افزوده شد وºC37 گرفت. بعد  قرار

جوشانده شد تا پپسین غیر فعال ، ساعت 2از سپری شدن 
  .( 2018همکاران شی و )  شود

    کوچک روده یریپذ هضم 
با  در مرحله روده کوچک Pxosو  Vxosپذیری هضم

بررسی گردید. این  روده سازی تفاده از محیط شبیهاس
،  KCl ، 4PO2KH ،3NaHCO، محیط حاوی ترکیبات

2CaCl ،NaCl  80/6و  تریپسین به ترتیب با غلظت های ،
 تریپسین و میلی مولار 4/38، 6/0، 33/0، 0/85، 80/0

U/ml100  بود. محلول فوق با استفاده از اسیدکلریدریک
میلی  5 میلی لیتر از آن به 5رسانده شد.  pH= 0/7به 

و در حمام  افزوده شد  Pxosو  Vxos های محلولازلیتر 
، ساعت 2سپری شدن  قرار داده شد. بعد از  ºC37آب 
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)شی و همکاران  جوشانده شد تا تریپسین غیر فعال شود
2018).         

  های زایلوالیگوساکارید بر رشدولتعیین اثر محل 

  مبیفیدوباکتریوباکتری 

  باکتری و تهیه سوسپانسیونسازی فعال
 بیفیدوباکتریوم برای فعالسازی و تهیه سوسپانسیون

 ه شده توسط مرکز وش و محیط کشت توصیاز ر بیفیدوم
( PTCC) ایران یصنعت یها یقارچها و باکتر کلکسیون

عصاره استفاده شد. کازئین پپتون، عصاره مخمر، 
و  80ین ئوگوشت، گلوکز، فسفات هیدروژن دی پتاسیم، ت

 0/3، 0/10، 0/5، 0/5، 0/10 به مقداربه ترتیب  مقطر آب
توسط  pHلیتر با هم مخلوط و 1لیتر و  میلی 0/1گرم، 

. به رسانده شد 8/6به نرمال  001/0اسید کلریدریک 
، در گرمخانهدر  آنسترون سازی محلول فوق پس از 

 آسکوربات سدیم مقادیری از دو محلولسترون  شرایط
و سیستئین هیدروکلراید افزوده شد به طوریکه غلظت 

برای تهیه  رسید. %05/0و  %1نهایی این دو به ترتیب به 
محاسبه  محلول سیستئین هیدروکلراید، ابتدا مقدار

به حجم معین رسانده شد و و  آب حل ای از آن درشده
 با فیلتر گردید سپس  میکرونی سترون 22/0فیلتر با 

ا نمک باقی مانده روی تشسته شد  همان حجم آب
. برای گرددگذر بخش صافیفیلترشسته شده و وارد 

  آسکوربات هم به همین شیوه عمل شد.
به صورت آمپول  بیفیدوباکتریوم بیفیدومباکتری 

لیوفیلیزه به آزمایشگاه منتقل شد. طبق دستورالعمل 
 ابتدا سوسپانسیونی از باکتری در داخل آمپول ،کلکسیون
فالکون میلی لیتر از محیط مایع فوق به یک  20. تهیه شد
منتقل شد و هوای سر لوله با جریان گاز ازت استریل 

بلافاصله  و منتقلفالکون کل سوسپانسیون به گرفته شد. 
در دمای  محیط کشت تلقیح شده . بسته شد درب آن

ºC37 دی اکسید سیلندر گاز به  )متصل گرمخانه در داخل
 قرار داده شد. جهت برقراری شرایط بی هوازی(کربن 

 48بعد از  تنظیم گردید. %5در سطح  2COمقدار گاز 
 که نشان ی مشاهده شد ساعت، توده میکروبی شناور

  .بودآن باکتری و تکثیر  دهنده فعال شدن

  مختلف کربنی منابع با کشتها محیط سازی آماده

همان روش  از هامحیط کشت سازیبرای آماده
پنج نوع محیط کشت  ین جادر ا استفاده شد.فعالسازی 

و در سه  لوله( 8) از هر کدام  در لوله های در پیچ دار
شماره  کشت آماده شد. در محیط لوله( 120) جمعا  تکرار

)نمونه  هیچ قندی به عنوان منبع کربن استفاده نشد 1
 از قند گلوکز 2شماره کشت در محیط  کنترل منفی(،
، در Pxosاز  3شماره کشت ، در محیط )کنترل مثبت(

شماره  کشتو در محیط  Vxosاز  4شماره کشت محیط 
 0/10با غلظت  و انرژی  به عنوان منبع کربن FOSاز  5

 .(2002کریتندن و همکاران ) گرم در لیتر استفاده شد

     شده سازیهای آمادهبیفیدوم در محیط تلقیح باکتری
، سترونها تحت شرایط از لوله به هر کدام

وده از سوسپانسیون فعال باکتری افزحجمی/حجمی 1%
قرار داده  ºC 37با دمایگرمخانه  در  شد سپس لوله ها

  شدند.

های سرعت رشد باکتری در محیط و کدورت تعیین

  کشت
یایی از روش تعیین دانسیته برای تعیین میزان رشد باکتر

پکتروفتومتر  بوسیله اسنانومتر  600 درنوری )کدورت( 
وانگ و همکاران ؛ 2007اران )مورا و همکاستفاده شد 

و 12، 10، 8، 6، 4، 2، 0 زمان های پایان در (.2010
و پس از  خارج از گرمخانهه ها نمونهر یک از  ،ساعت24

ها به کووت انتقال و دانسیته ورتکس نمودن، محتویات آن
دانسیته نوری مربوط به  .آنها اندازه گیری شد نوری

زمان صفر هر یک از قندها به عنوان بلانک آن قند منظور 
  شد. 

    در طی رشد باکتریاییpH  بررسی روند تغییرات
pH 10 ،8، 6، 4، 2 ،0های در زمان ها نمونه هر یک از ،
 ºC20و در دمای  متر pHساعت بوسیله  24و 12

و  7. از دو بافر (2010)وانگ و همکاران  گیری شداندازه
 برای کالیبره نمودن دستگاه استفاده گردید. 4

 تجزیه وتحلیل آماری
 آزمایشی طرحودر قالب  تکرار سه در در آزمونها تمام

، 21)نسخه  SPSSنرم افزار  یلهوس به تصادفی کاملا
 برایو  گرفت قرار یآمار یلتحل و تجزیه( مورد یکاآمر



 1399سال  /3شماره  30هاي صنایع غذایی/ جلد یه پژوهشنشر                                                     و ...                   یاصفهان يدی، حم ییعطا  128

 95 ینانها، آزمون دانکن در سطح اطم یانگینم یسهمقا

    نتایج و بحث            .شد استفادهدرصد 

ناسنننایی ها شنن ید کار  روش به زایلوالیگوسنننا

 مایع کروماتوگرافی
 به ترتیب کروماتوگرام مربوط به  2و 1شکل شماره 

XOSV وXOSP ها در این کروماتوگرام دهد.نمایش می را
و  (2X(، زایلوبیوز )1Xزایلوز ) محل ظهور پیک های

مشخص است. انجام محاسبات کمی بر  (3Xزایلوتریوز )
و  2X حاوی XOSVنشان داد که  اساس منحنی استاندارد

3X میلی مول بر گرم  31/0و  82/0 به ترتیب به میزان
به ترتیب  3Xو  2X  حاوینیز  XOSP  .می باشدزایلان 

. باشدمیمیلی مول بر گرم زایلان  62/0و  55/0به نسبت 

دو برابر  XOSPبر طبق این نتایج، میزان زایلوتریوز در 
که نشان می دهد آنزیم ، باشدمی XOSVزایلوتریوز در 

 تمایل بیشتری به آزادسازی زایلوالیگوساکاریدپنتوپان 
توجه به این که  با دارد وبالاتر بسپارش درجه  از نوع
و آنزیم  11GHمتعلق به خانواده جی پنتوپان منوبیآنزیم 
 قابل پذیرش است. هستند 01GHمتعلق به خانواده ورون 

متعلق  هایزایلاناز (2014)گزارش فالک و همکاران طبق 
با درجه  XOSتمایل به آزادسازی  10GHبه خانواده 

تر دارند و زایلانازهای متعلق به خانواده بسپارش پایین

11GH  تمایل به آزادسازیXOS بالاتر  با درجه بسپارش
دارند.

 
 ورون یمحاصل از آنز ساکاریدزایلوالیگو کروماتوگرام آبکافته -1شکل

Figure1- Chromatogram of xylooligosaccharide hydrolysates obtained by Veron 191 enzyme 

 

 
 جیکروماتوگرام آبکافته زایلوالیگوساکارید حاصل از آنزیم پنتوپان منوبی -2شکل     

Figure 2- Chromatogram of xylooligosaccharide hydrolysates obtained by Pentopan Mono BG enzyme 
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    هالوالیگوساکامیزان هضم زای
به و  XOSP و XOSV مقدار قند احیاء دو محلولمیانگین 

حسب و میلی گرم در هر میلی لیتر بر  23/4و  63/3ترتیب 
درصد قند کل برای همه  (.1زایلوز به دست آمد )جدول

 .دست آمدمیلی گرم بر میلی لیتر به 89/9نمونه ها تقریبا 
 هضم تیمار انجام از بعد Pxosمقدار قند احیاء  میانگین
به  25/4و  24/4 ،25/4به ترتیب  روده و معده دهانی،

بعد از تیمار  Vxosمقدار قند احیاء  میانگین دست آمد.

و  64/3، 64/3عده و روده نیز به ترتیب هضم دهانی، م
یل نتایج در مورد هر دو تجزیه و تحل .دست آمد  65/3

 اختلاف معنی داریکه  نشان داد  XOSPو  XOSV محلول

(5 ./.>(P بین قند احیاء قبل و بعد از  تیمارهای هضمی 
 زایلوالیگوساکاریدهای یگرد یعبارتبه  وجود ندارد.

دهان، معده  pH یطمقاوم به شرا یمیآنز روشحاصله به 
 .باشند یو روده م

 

 روده و معده, دهان شابهم طیدر مح sXOPو  XOSV یتنبرون یریپذهضم -1جدول
Table1- In vitro digestibility of VXOS and PXOs in simulated oral, gastric, and intestinal medium 

Hydrolysis degree 

(%) 

(mg/ml) Reduction sugar Digestion treatment 

XOSV XOSP XOSP XOSV  

  4.23±0.0361a b0.4000 3.63± Before digestion 

0.35 0.16 4.25± 0.0265a b0.0458 3.64± Oral digestion 

0.17 0.16 4.24± 0.0173a b0.003 3.64± Gastric digestion 

0.35 0.31 4.25± 0.0173a b0.0173 3.65± Intestinal digestion 

Data in the table represents the mean ±standard deviation of triplicate analysis. Different superscripts within the 

same column represents significant difference at P≤0.05 

 

در مراحل سه گانه هضم به ترتیب   Vxosدرصد آبکافت 
در مراحل  Pxosو درصد آبکافت  35/0و  17/0، 35/0

می باشد. به  31/0و 16/0، 16/0سه گانه هضم به ترتیب 
هر دو  مقدار هضم برای  این ترتیب مشاهده می شود که

(، پایین و قابل چشم پوشی Pxosو  Vxosنوع آبکافته )
است و به این معنی است که زایلوالیگوساکاریدهای تولید 
شده از زایلان هسته خرما  بوسیله دو آنزیم تجاری 
مورد اشاره، مقاوم به هضم در مراحل دهان )بزاق(، معده 
 و روده هستند و این یکی از خصوصیات ترکیبات

شی و  مطالعه نتایج با تحقیق این نتایج بیوتیک است.پری
  .دارد هماهنگی  2018همکاران در سال 

اثر محلول های زایلوالیگوساکارید هسته خرما  بر 

  رشد بیفیدوباکتریوم
جمعیت میکروبی روده تنها منبع میکروبی بسیار مهم در 
بدن انسان است و نقش مهمی را در تکامل و رشد ایمنی 

نقش بسزایی در  ایفا می کند. این منبع مهمتولد  بعد از
در   حفظ و عملکردهای متابولیکی و افزایش مقاومت

. از (2012هودا و همکاران ) عوامل بیماریزا داردمقابل 

فلور  %25ها تا ی، بیفیدوباکترمیان جمعیت میکروبی روده
دهند. را به خود اختصاص می میکروبی روده

های پروبیوتیک مهم هستند. باکتریها جزء بیفیدوباکتری
 .B و  .adolescentis  Bها، از میان بیفیدوباکتری

longum غالب دربزرگسالان وB. bifidum  وB. breve 
 (.2010غالب در نوزادان هستند )وانگ وهمکاران

 سوبستراها از وسیعی طیف از قادرند هابیفیدوباکتری 
 شامل که کنند استفاده انرژی و کربن منبع عنوان به

 وانگ)  هستند ساکاریدهاپلی و الیگو و متعدد هگزوزهای
 در کربنی منابع مصرف سرعت اما( 2010 همکاران و

)واتسون  است متفاوت ها باکتری این مختلف های گونه
 .(.2012 همکاران و
مختلف یکی از راههای مقایسه قابلیت مصرف ترکیبات  

 اندامزری رشد حداکثر مقایسه سرعت برای یک ریزاندام
(maxµ) مورا و همکاران  حضور ترکیبات است در(

 Ln   بر طبق معادله رشد در سامانه ناپیوسته (.2007
x

x0
 = µt  و اگر کدورت را شاخصی برای رشد بدانیم
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 µt Ln =داریم: 
A

A0
با محاسبه سرعت های رشد ویژه   .

(µ ) می توان،گذاری گرمخانهدر زمان های مختلفmaxµ ،
دیگر  ، را بدست آورد.سرعت رشد در فاز لگاریتمی

در طول موج محیط کشت کدورت شاخص رشد باکتری، 
nm600  24بعد از ( 600ساعتOD) است. 

 

 مختلف یدر حضور منابع کربن دومیفیب ومیدوباکتریفیب(  600ODو   maxµ (رشد یهاشاخص -2 جدول
at the different carbon sources Bifidobacterium Bifidumof  )600and OD max(µ Growth indicators -Table2 

Carbon Source   

Growth indicator 

Negative 

Control 

 

Glucose FOS Vxos Pxos 

OD600 a0.103±0.004 b621±0.105. 0 c0.940±0.024 d0.991±0.004 d1.06±0.017 

 

µmax (h-1) a0.383±0.047 b0.408±0.120 c0.525±0.010 d0.639±0.018 d0.637±0.127 

Data in the table represents the mean ±standard deviation of triplicate analysis. Different superscripts within the 

same raw represent significant difference at P≤0.05 

 
نشان می دهد  هر دو شاخص رشد  2 جدول که همانگونه

)maxµ  600وDگیری شده تمام منابع کربنی، ( اندازه
(. ≥P./. 5داری با نمونه کنترل منفی داشتند )اختلاف معنی

داری با گلوکز معنیفروکتوالیگوساکارید تجاری اختلاف 
 maxµبه طوری که  داشتهر دوی زایلوالیگوساکاریدها  و

پایینتر از  بالاتر از گلوکز و هاآن 600Dو 
  از نظر XOSP و  XOSV. بودزایلوالیگوساکاریدها 

یکدیگر  باآماری معنی داری  رشد اختلافهای شاخص
و لذا از نظر اثر بر رشد . <P)./. 5ند )دندا نشان

 Pxos از آنجایی که مشابه بودند. بیفیدوباکتریوم بیفیدوم
شامل زایلوالیگوساکاریدهای با درجه بسپاری  Vxosو 

احتمالا تفاوت چندانی بین طرفی و از  بودنددو و سه 
 بیفیدوباکتریوم بیفیدومتوسط  3Xو   2Xسرعت تخمیر 

بودن اختلاف را  دارعدم معنی می توان لذا وجود ندارد
مصرف سریع  مهم است زیرا maxµتوجیه نمود. بالا بودن 

روده بزرگ  قبل از های ساکن ماده توسط پروبیوتیک
ها در مقابل عوامل مدفوع و رشد سریع پروبیوتیک خروج

بیوتیکی زا اهمیت زیادی در ظهور خاصیت پریبیماری
    .دارد

زایلوالیگوساکاریدهای هسته  که دهدنشان می 3شکل 
ند شتدا FOSدر مقایسه با  خرما سرعت مصرف بالاتری

. باشد آنها (2-3) پایینآن درجه بسپارش  علت احتمالاکه 
شده  کاتابولیزه دو هر به نسبت پایینتری سرعت با گلوکز

( گزارش دادند که 2015و همکاران ) ینمک لاژلاست. 
FOS  با یوتیکیپروب یها یاز نظر اثر بر رشد باکترها 

 بسپارشهر چه درجه  یکههم متفاوتند به طور
 رشد و تخمیر سرعت باشد کمتر فروکتوالیگوساکارید

 FOSدرجه بسپارش .  است بالاتر هابیفیدوباکتری
مورا و  بود.  2-8شده در این تحقیق تجاری استفاده

نتایج مشابهی برای بعضی از  ،2007همکاران 
کشت  زایلوالیگوساکاریدها در مقابل گلوکز در 

 بیفیدوباکتریوم لانگومو  بیفیدوباکتریوم آدولسنتیس
 (،2010)ند. در گزارش وانگ و همکاران گزارش داد

از جمله گونه هایی بوده است که  نیز بیفیدوم
انواع  اکاریدها را مصرف نموده به طوریکهزایلوالیگوس

مصرف بالاتری سرعت  2-4 خطی و با درجه بسپارش
 . اند داشته

 pHاثر منابع مختلف کربنی بر 

 24محیط های مختلف کربنی را بعد از   pH ،4شکل
نشان می دهد. نتایج  بیفیدوباکتریوم بیفیدومساعت کشت 

محیط های کشت با یکدیگر  pHنشان می دهند که میزان 
 نسبت به  pHمتفاوت است به طوری که بیشترین کاهش 

pH  محیط کشت کنترل منفی در مورد
زایلوالیگوساکاریدهای هسته خرما مشاهده شد اما از 

 Pxosو  Vxosطرف دیگر بین محیط کشت های حاوی  
 pHکاهش  .<P)./. 5تفاوت معنی داری مشاهده نشد )
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دهنده تولید محصولات جانبی نشانهرچه بیشتر باشد 
تخمیر مانند اسیدهای چرب کوتاه زنجیر و آلی و در 
نتیجه افزایش اثرات سلامت افزایی ترکیب مورد نظر است 

(. پژوهشگران دیگر نیز کاهش  2005)ولان و همکاران، 
pH  محیط را برای بیفیدوها و از جمله بیفیدم گزارش

های مختلف متفاوت زارشاند البته میزان کاهش در گداده
یا  48یا  24است که یکی از دلایل آن  مدت زمان کشت )

؛ چاپلا و 2010ساعت( است )وانگ و همکاران  72
.( 2015؛ کالل و همکاران 2012همکاران 

 

  ومیدوباکتریفیب یبر رشد باکتر یمنابع مختلف کربن ریتاث  -3 شکل

 دومیفیب
Figure3- Effect of different carbon sources on growth of Bifidobacterium Bifidum 

                         

 

 ساعت 24بعد از   دومیفیب ومیدوباکتریفیبکشت  یها طیمح  pH -4 شکل
Figure4- pH of Bifidobacterium Bifidum culture media after 24 h 

Different superscripts above the bars represent significant difference at P≤0.05 
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     گیرینتیجه
استفاده از پسماند صنایع غذایی و کشاورزی برای تولید 

های بالارفتن ارزش افزوده بخش سبب محصولات خاص
خرما از محصولات شود. کشاورزی و صنایع تبدیلی می

ایران است. بخشی از خرمای تولیدی و مهم باغی کشور 
به ویژه خرماهای درجه دو و سه جذب صنایع تبدیلی 

هایی نظیر شیره خرما، شکلات شود و به فرآوردهمی
گردد و در انتها خرما، لواشک، سرکه و قند مایع تبدیل می

  مقدار زیادی هسته به عنوان پسماند به جای می ماند.
 15-10هسته خرما(. 1395ان )سلیمانی ده دیوان و همکار

و حاوی  درصد وزن کل میوه را به خود اختصاص داده
درصد بالایی فیبر از جمله زایلان است. نتایج تحقیق 

نشان داد که می توان زایلان هسته خرما را تحت شرایط 
خاصی استخراج نمود و به وسیله برخی زایلانازهای 

جی به منوبی و پنتوپان191تجاری مانند ورون 
زایلوالیگوساکاریدها تبدیل نمود. نتایج پژوهش همچنین  
روشن نمود که  هر دونوع زایلوالیگوساکارید به یک 

اثر داشته  بیفیدوباکتریوم بیفیدوماندازه بر رشد باکتری 
 Orafti pبیوتیک تجاری مانند و در مقایسه با یک پری

ری از قابلیت بالاتکه یک فروکتوالیگوساکارید است  95
 بیفیدوباکتریوم بیفیدوم باکتری پروبیوتیک برای تکثیر 

هسته خرما را می توان برخوردار است و نهایتا این که 
 .در تولید ترکیبات دارای خاصیت فراسودمند بکار برد
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Introduction: Xylooligosaccharides (XOS) are the sugar oligomers made up of xylose units and 

considered as non-digestible food ingredients. Xylooligosaccharides exhibit prebiotic effect when 

consumed as a part of diet. They are neither hydrolyzed nor absorbed in the the gastrointestinal tract. 

They affect the host by selectively stimulating the growth of good bacteria, so called probiotics and 

enhance one’s health (Chapla et al., 2012). Probiotics defined as direct food microbials (DFM) that 

beneficially affect the host by improving its microbial balance and have been consumed to change 

the composition of colonic microbiota (Gibson and Roberfroid; 1995). Xylooligosaccharides are 

relatively new type of oligomers which have gained a lot of interest because of many technological 

and health benefits, and a lot of research is going on to explore their dietary and physiological roles. 

Moreover, it has acceptable organoleptic property.   Xylooligosaccharidesdos not exhibit toxicity or 

negative effects on human health (Jayapal et al., 2013). Date fruit is one of the important garden 

products in Iran. A large amount of dates especially second and third grade dates, are used for 

production of date syrup, date chocolate, vinegar, liquid sugar and so on. In these industries, date seed 

is one of the wastes by-products. Hemicellulose (xylan) is one of the major parts of date seed. The 

purpose of this research is xylan extraction from date seed, enzymatic hydrolysis to obtain 

xylooligosaccharides and evaluation of their prebiotic potential compared with the commercial 

prebiotic (Fructooligosaccharide).                                                                                                 

Materials and methods: Date seeds (Kabkab variety) were prepared from a local processor in 

Behbahan city (Khozestan, Iran) and after washing, dried by solar method. Seeds were grounded by 

shear mill (Ahrar mill company- Iran) and the particles bigger than 2mm were separated by sieve, 

and the particles smaller than 2 mm were stored at -20ºC until extraction processes. It has been reveal 

that highest efficiency in hemicellulose extraction is gained by alkali method. (Liu et al., 2016). 

Before extraction, fat, soluble sugars and lignin in order to purification were separated. Ishrud method 

(2003) was used for purification. Thirty grams of kernel powder was defatted for 4 hours at 40℃ with 

hexane, then washed with solvent several times. The remaining material was placed in ethanol (1:15) 

at 75℃ for 4 hours under constant stirring for the separation of monomers and colorants.  In next step, 

in order to delignification, the remaining material was placed in sodium chlorite (% 0.7 NaClO) 

solution for 5 hours in the pH 4 and 75ºC, then dried by air at 60 ℃. The produced hollocellulose 

material was exposed to dilute solution NaOH (0.1 M) at 80 ℃   for 3 hours. After that the product 

was mixed with 2.25 M sodium hydroxide at room temperature (25°C) for 24 hours under N2 

atmosphere, then was centrifuged and the supernatant was separated. The produced solution was 

neutralized to pH=5.5 by acetic acid glacial. The neutralized solution was mixed with 3 volume 
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ethanol 95% and after overnight at 4℃ centrifuged at 10000 rpm. Then the gained xylan hydrolyzed 

by two commercial xylanases namely Pentopan mono BG and Veron 191. The XOS in the two 

hydrolysates were qualified and quantified by high performance liquid chromatography (HPAEC–

PAD). In order to testing digestibility of both XOS, they were exposed to the solutions similar gastric 

juices (Shi et al., 2018). Effect of both XOS, as carbon sources, on growth of Bifidobacterium bifidum 

(µmax and OD600) was compared with, negative control (without carbon source), positive control 

(glucose), and fructooligosaccharide (FOS). The pH of cultures were determined at interval times. 

 Results and discussion: The results showed that hydrolysate of each enzyme contained different 

ratio of xylobiose (X2) and xylotriose (X3). The both enzymes produced X2 and X3 from date seed 

xylan so that veron 191 produced X2 more than X3 while pentopan mono BG produced X3 more than 

X2. Veron 191 and pentopan mono BG, are belong to two main families of carbohydrate hydrolyzer, 

GH10 and GH11 respectively. Researches has been reported that GH10 and GH11 families produce 

low degree of polymerization (DP) and high DP XOS respectively (Kiran et al., 2013). For XOS 

hydrolysates through enzymatic hydrolysis of date seed xylan by veron 191(Vxos) and pentopan 

mono BG (Pxos), sugar content was determined as 3.63 and 4.23 mg/mL, respectively. For simulation 

of intestinal medium, Vxos and Pxos were subjected for digestion by α-amylase, gastric pepsin, and 

trypsin under pH of 7.0, 3.0, and 7.0, respectively. Reducing sugar content of Vxos after sequential 

in vitro digestion was 3.64, 3.64, and 3.65 mg/mL for oral, gastric, and intestinal phase, respectively. 

Reducing sugar content of Pxos after sequential in vitro digestion was 4.25, 4.24 and 4.25. No 

significant changes were observed in reducing sugar content and for both XOS after sequential 

gastrointestinal medium treatments. Results have indicated that both Vxos and Pxos were resistant to 

digestive enzymes in gastrointestinal tract, with no significant releasing of reducing sugar in the 

presence of digestive enzymes and specific pH conditions mentioned above. In terms of effect on 

growth, there was significant difference between Vxos and Pxos and another carbon sources (P≤ 

0.05). Overall, due to indigestion property of XOS from xylan hydrolysate of date seed, and their 

positive effect on growth of Bifidobacterium bifidum, prebiotic potential property can be attributed 

to them. 
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