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 چکیده
تشیي   ّب ثبثت ؿذُ اػت. اص هْن  اثش هثجت سیضپَؿبًی ثش لبثلیت تحول ؿشایظ ؿجیِ ػبصی ؿذُ هقذُ ٍ سٍدُ تَػظ پشٍثیَتیه

هی پبییي هقذُ ٍ ٍخَد پشٍتئبصّب ٍ اهلاح كفشاٍی  pHّب ٌّگبم فجَس اص دػتگبُ گَاسؽ،   هبًی پشٍثیَتیه  فَاهل وبّؾ صًذُ
 پلاًتبسٍم لاوتَثبػیلَعثبوتشی پشٍثیَتیه  ،هبًی دس ؿشایظ ًبهؼبفذ هقذُ ٍ سٍدُ  هٌؾَس ثْجَد لبثلیت صًذُ. ثِ ثبؿذ

(Lactobacillus plantarum .تَػظ آلظیٌبت/ویتَصاى ثب اػتفبدُ اص سٍؽ اهَلؼیَى سیضپَؿبًی ؿذ )ف ایي تحمیك ثشسػی اّذا
یظ ؿجیِ ػبصی ؿذُ هقذُ ٍ سٍدُ ثبوتشی دس ؿشا ءثب آلظیٌبت/ویتَصاى خْت حول ثبوتشی ٍ ثشسػی ثمب سیضپَؿبًیوبسآهذی 

SEMاص تىٌیه  ّب  سیضپَؿیٌِؿىل ؽبّشی  ثبؿذ. ثشای هغبلقِ  هی
اص  سیضپَؿیٌِاًذاصُ ٍ ًحَُ پشاوٌؾ رسات ٍ ثشای تقییي 1

ٍ آصاد دس ؿشایظ ؿجیِ ػبصی  ّبی سیضپَؿبًی ؿذُ  هبًی ثبوتشی  ثشسػی لبثلیت صًذُ اػتفبدُ ؿذ. ثشای2تدضیِ اًذاصُ رسات سٍؽ 
گشاد گشهخبًِ گزاسی   ػبًتیدسخِ  37ػبفت دس دهبی  48ت دلیمِ ثِ هذ 120،  60،  كفشؿذُ هقذُ ٍ سٍدُ ، دس فَاكل صهبًی 

 پتبًؼیل همذاس ،µm 39/2هیبًگیي لغش رسات ٍ  µm 4/10 سٍؽ اهَلؼیَى ثِ  dpeakثیبًگش ایي اػت وِ تحمیك ًتبیح ایي  ؿذ.
 اص ثقذ ّب  ثبوتشی هبًی  صًذُ ٍ g CFU  910 ×06/0±02/2/ؿذُ َؿبًیپسیض ّبی  ثبوتشی تقذاد ، +mv 2/63 تحمیك ایي دس صتب

g CFU/آصاد ثبوتشی دس گَاسؿی ؿیشُ ؿذُ ػبصی ؿجیِ ؿشایظ دلیمِ 120
سیضپَؿبًی  ّبی  ثبوتشی دس ٍ 09/0±59/1× 910

ّبی سیضپَؿبًی ؿذُ ٍ   ثیي ثبوتشیوِ  پظٍّؾ ًـبى داد . ًتیدِ ایي(>05/0p) هحبػجِ ؿذ CFU/g  109 × 06/0±03/2ؿذُ
 .ثبؿذ  هیی ؿذُ ثِ هشاتت ثبلاتش ّبی سیضپَؿبً  ػبصی ؿذُ ؿیشُ گَاسؿی دس ثبوتشی هبًی ٍ تحول ؿشایظ ؿجیِ  آصاد، صًذُ
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 مقدمه
ّبی   وبسگیشی تىٌیه  پشٍسی، ًیبصهٌذ ثِ  َػقِ پبیذاس آثضیت

ؿذُ، اػتفبدُ اص  ّبی هقشفی  دس ثیي تىٌیه .ثبؿذ  ًَیي هی
ػبصی   ًؾیش ثْیٌِفی ایبس ثب اّذ  ّبی هفیذ یب صیؼت  ثبوتشی

ؿیویبیی آة، استمبء فولىشد سؿذ،   فبوتَسّبی فیضیىَ
صا دسآثضیبى،   افضایؾ ایوٌی ٍ همبٍهت دس ثشاثش فَاهل ثیوبسی

یبس دس   ّبی صیؼت  تبثیشگزاسی ثبوتشی .گیشد  هی كَست
 هقیبسّبی روش ؿذُ، دستحمیبت صیبدی ثِ خلَف استمبء

ی ّب  هیىشٍاسگبًیضم ّب  َتیه. پشٍثیاػت سػیذُ اثجبت
ثِ سٍدُ هَخَد  اگش ثِ تقذاد وبفیّؼتٌذ وِ ای   صًذُ

گزاسًذ.   ثشػٌذ، اثشات ػلاهتی ثخؾ دس هیضثبى ثشخبی هی
ّب ثِ ٌّگبم سػیذى ثِ   هبًذى پشٍثیَتیه  فقبلیت ٍ صًذُ

 ثشٍص اثشات ػلاهتی ثخؾ اػت سٍدُ ؿشط لاصم ثشای
(Shah, 2007).  ثِ احتوبلا ّب   پشٍثیَتیههىبًیؼن فولىشد

یقٌی صا اػت؛   دلیل دفـ سلبثتی فَاهل ثیوبسی
لبثت ثشای هَاد هغزی ٍ یب ساص عشیك ّب   پشٍثیَتیه

ثب  ّب ٍ یب  ی اتلبل، تغییش هتبثَلیؼن ثبوتشیّب  خبیگبُ
ّب   وٌی ثذى هبًـ تـىیل ولًَی پبتَطىتحشیه ػیؼتن ای

یذ ٌیي اص عشیك تَلچ  ؿًَذ. ّن  دس لَلِ گَاسؽ هیضثبى هی
صدا دس خیشُ ٍ تدضیِ رسات   ّب، تشویجبت هؼوَهیت  ٍیتبهیي

ه اؿتْب ٍ ثْجَد تغزیِ هیضثبى غیشلبثل ّضن ػجت تحشی
ّب ثبیذ ثب هٌـب گًَِ خبًَسی ثبؿٌذ.   پشٍثیَتیه .ؿًَذ  هی

ایي هقیبس ثش پبیِ دلایل اوَلَطیه اػت ٍ ثِ صیؼتگبُ اكلی 
فلَس سٍدُ( تَخِ داسد. یقٌی پشٍثیَتیه اًتخبثی )دس 

پشٍثیَتیه اًتخبة ؿذُ ثب گًَِ ّذف ػبصگبسی داؿتِ 
ثبؿذ صیشا ثؼیبسی اص هحممیي افتمبد داسًذ ایي ثبوتشی اص 

ّبی ثَهی سٍدُ ٍ   بًغ ثیـتشی ثشای سلبثت ثب ثبوتشیؿ
سا داسا اػتمشاس دس همبدیش لبثل هلاحضِ دس هیضثبى خذیذ 

 ,Rengpipat et al., 2003; Alvandi et al) بؿذث  هی

2004.) 
ّبی   ّب هْوتشیي ثبوتشی  لاوتیه ثبوتشی  دس ایي هیبى اػیذ

سٍی هیضثبًـبى پشٍثیَتیه ّؼتٌذ وِ اثشات ػَدهٌذی 
گشم هثجت ّؼتٌذ ٍ هقوَلا دس ّب   داسًذ. ایي ثبوتشی

تَاًٌذ   ّب هی  وٌٌذ اهب آى  َّاصی صًذگی هی  ّبی ثی  هحیظ

 پلاًتبسٍم لاوتَثبػیلَع .ّن تحول وٌٌذؿشایظ َّاصی سا 
یه ثبوتشی پشٍثیَتیه، گشم هثجت، ّتشٍفشهٌتبتیَ، 

ا، غیش هتحشن ٍ تَلیذ وٌٌذُ ، غیش اػپَسصای  هیلِ
تب  15تَاًذ دس هحذٍدُ دهبیی   وِ هی لاوتیه ثَدُ  اػیذ

 ,Iyer and Hittinahalli) گشاد سؿذ وٌذ  دسخِ ػبًتی 45

ّبی   ص ٍیظگیاػتبًذاسدّب، ثشای ثشٍثشحؼت  .(2008
 CFU/g 106 ّب ثبیذ ثِ تقذاد   ػلاهتی ثخؾ پشٍثیَتیه

داؿتِ اص هحلَل پشٍثیَتیه ٍخَد  CFU/g 107 تب 
 ای حفؼ ایي ػغَح پیـٌْبدی،. هبًـ اكلی ثشثبؿٌذ

هبًی ًبچیض ًبؿی اص تٌؾ اػیذیتِ ٍ اوؼیظى   لبثلیت صًذُ
 Shah and) هی ثبؿذ تَػقِ یبفتِ ٍ ًملبى هَاد غزایی

Ravula, 2000; Talwalkar and Kailasapathy, 

یبس پبییي هقذُ، ّوچٌیي ثؼ pHفلاٍُ ثش ایي (. 2004
ّؾ ّبی كفشاٍی دس سٍدُ، دلایل اكلی وب  حضَس ًوه

ّبی اًتمبل یبفتِ اػت. اص   ًبگْبًی دس لبثلیت صیؼتی ػلَل
دس هؼیش ّبی پشٍثیَتیه   هبًی ثبوتشی  ایي سٍ ثشسػی صًذُ

 Ding) دػتگبُ گَاسؽ اص اّویت صیبدی ثشخَسداس اػت

and Shah, 2008; El-Shafei et al, 2010; 

ayalalitha et al, 2012 .) ،خْت غلجِ ثش ایي هـىلات
 Luorensّبی هیىشٍثی )  ّبی هختلفی ؿبهل وـت  ؿیَُ

and Viloen, 2001ّب   ثیَتیه  (، سیضپَؿبًی ٍ افضٍدى پشی
اص دیذگبُ هیىشٍة (. Capela et al, 2006) ٍخَد داسد

ای اص   ص پَؿؾ دادى لایِؿٌبختی، سیضپَؿبًی فجبست اػت ا
همیبع ّبی صًذُ دس   ّب ثِ دٍس ػلَل  یذّیذسٍولَئ

ّب ثِ هٌؾَس تفىیه وشدى   هیىشٍػىپی ٍ هحلَس وشدى آى
ّب )دس   ثغَسی وِ آصاد ػبصی ّذفوٌذ ػلَلاص هحیظ، 

 ا دس پی داؿتِ ثبؿذهىبى ٍ صهبى هٌبػت( س
(Krasakoopt et al, 2003; Sultana et al, 2000.)  اص

تشیي تشویجبت هَسد اػتفبدُ دس سیضپَؿبًی   فوذُ
یه ّتشٍپلی  ّب، آلظیٌبت ػذین اػت وِ  پشٍثیَتیه

هبًَسًٍیه اػیذ ٍ  -Dدٍ هًََهش اص  ٍ ػبوبسیذ خغی اػت
L-  گلَسًٍیه اػیذ تـىیل ؿذُ اػت ٍ اص اًَاؿ

ؿَد.  فلت اػتفبدُ اص آى   دسیبیی اػتخشاج هیّبی   خلجه
اسصاًی، ػَْلت وبسثشد، ػوی ًجَدى، فٌبٍسی آػبى ٍ 
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ثبؿذ ٍ ثِ فٌَاى   غبثمت ٍ ػبصگبسی ثب هحیظ صیؼت هیه
 Mortazavianٍدًی هدبص غزایی ؿٌبختِ ؿذُ اػت )افض

et al., 2007; Ariful et al, 2010 .) ِثِ دلیل ایٌى
دّذ،   حضَس یَى ولؼین طل تـىیل هی ت دسآلظیٌب

ب فَاهل ؿلاتِ وٌٌذُ ّبی یًَی ی  لشاسگشفتي آى دس هحیظ
ػیتشات )وِ یَى ولؼین سا  ّب، ٍ  ّب، لاوتبت  هبًٌذ فؼفبت

پبؿی وبهل وپؼَل آلظیٌبت   وٌٌذ( ثبفث اص ّن  خزة هی
تَاى   . وِ ایي فیت سا هی(Ariful et al., 2010) ؿَد  هی

آلظیٌبت ثب ػبیش ثِ ٍػیلِ پَؿؾ دادى ػغح ثیشًٍی 
 هشی ثْجَد ثخـیذ.   تشویجبت پلی

یذ خغی ثب ثبس هٌفی ًبؿی اص ویتَصاى یه پلی ػبوبس
اػتیلاػیَى ویتیي ثِ   ّبی آهیٌی اػت وِ اص دی  گشٍُ

تشیي پلی   ثقذ اص ػلَلض، ویتیي فشاٍاىآیذ.   دػت هی
ثِ دلیل ایٌىِ ثبصدُ ػبوبسیذ عجیقی دس صهیي اػت. 

ّب سضبیت   دس افضایؾ لبثلیت صًذُ هبًی ػلَلویتَصاى 
ثیـتش ثِ فٌَاى  ثخؾ ًیؼت هقوَلا ایي پلی ػبوبسیذ

 ;Kumar et al, 2007) ؿَد  اػتفبدُ هیثبًَیِ پَؿؾ 

Mortazavian et al, 2007) دس وٌبس ایي خلَكیت .
ی َصاى هضیت دیگشویت-هحبفؾت وٌٌذگی، هخلَط آلظیٌبت

ّب ثتَاًٌذ اص   ؿَد هَاد هغزی ٍ هتبثَلیت  داسد وِ ثبفث هی
دس ًتیدِ هَاد  .وپؼَل ثِ ثیشٍى یب داخل اًتـبس پیذا وٌٌذ

 ّؼتِ داسای هتبثَلیؼن فقبلی خَاٌّذ ثَد
(Charalampopoulos and Rastall, 2009).  دس

ّبی پشٍثیَتیه ثب پَؿؾ   حمیمت سیضپَؿبًی ثبوتشی
ش ؿشایظ ؿیشُ هحبفؾت دس ثشاث  آلظیٌبت ٍ ویتَصاى

بثشایي سٍؽ خَثی ثشای ثٌ .وٌذ  گَاسؿی سا فشاّن هی
لزا دس  ثبؿذ.  ّبی ثبوتشیبیی صًذُ ثِ سٍدُ هی  تحَیل ػلَل

بًی ثِ هٌؾَس افضایؾ لبثلیت ایي همبلِ اص تىٌیه سیضپَؿ
 ّبی پشٍثیَتیىی اػتفبدُ ؿذُ اػت.  هبًی ثبوتشی  صًذُ

 
 مواد و روش کار

لاوتَثبػیلَع دسایي تحمیك اص پشٍثیَتیه : ثبوتشی تْیِ
 Tor) خذاػبصی ؿذُ اص سٍدُ هبّی ؿیشثت پلاًتبسٍم

grypus 16( اػتفبدُ ؿذ. ایي ثبوتشی ثب اػتفبدُ اص طىs 

rRNA خذاػبصی ٍ ؿٌبػبیی ؿذ (Mohammadian et 

al, 2016 .) اوتشی هَسد ًؾش دسmL 20  هحیظ
Oدس دهبی   MRS brothوـت

C 37  ػبفت  48ثِ هذت
َّاصی فقبل گشدیذ، ػپغ ًوًَِ حبكل دس   دس ؿشایظ ثی
ػبفت دس دهبی  48هذت ثِ  MRS Agarهحیظ وـت 

O
C 37 َّاصی ٍ دس اًىَثبتَس وـت دادُ   ٍ دس ؿشایظ ثی

ّب ثب ػشم فیضیَلَطی اػتشیل _ؿذ. پغ اص سؿذ، ًوًَِ
 15ثِ هذت  rpm1500ؿؼتـَ دادُ ؿذًذ ٍ ثب دٍس 

دس ػشم فیضیَلَطی ٍ سػَة حبكلِ  ُتشیفیَط ؿذػبً دلیمِ
ػَػپبًؼیَى دس آهذ ٍ ثِ ووه  اػتشیل ثِ كَست

 CFU/g  109×4/2غلؾتّبی اػتبًذاسد هه فبسلٌذ ثب   لَلِ
تٌؾین ؿذًذ ٍ خْت سیضپَؿبًی وشدى ثِ داًـىذُ 
داسٍػبصی داًـگبُ فلَم پضؿىی خٌذی ؿبپَس هٌتمل 

 ؿذًذ.
 

 ریسپًضبوی فرآیىذ

پَدس  g 5( اثتذا 2013ٍ ّوىبساى ) Huiyiثشاػبع سٍؽ 
آة همغش اضبفِ ٍ ثِ هذت  mL 100 وشثٌبت ولؼین ثِ

ػَػپبًؼیَى  mL 5/3دلیمِ ػًَیىِ ؿذ. همذاس  15
 دسكذ 2هحلَل آلظیٌبت  mL 55وشثٌبت ولؼین ثِ 

(Sigma-Aldrich Viscosity 200_400 cP/Lit)  ثش
دس حبل  rpm 200صى هغٌبعیؼی ثب دٍس  سٍی دػتگبُ ّن

 mLدلیمِ ّوَطى گشدیذ. همذاس  30گشدؽ اضبفِ ٍ هذت 
ػَػپبًؼیَى هیىشٍثی ثب  mL 5اص هحلَل حبكل ثب  10

دلیمِ  15( هخلَط ٍ ثِ هذت CFU/g109 ×4/2 غلؾت )
ّوَطى ؿذ. دس ثـشدیگش، همذاس  rpm 350صى ثب دٍسثب ّن
mL 35 سٍغي ولضا( سا ثب  سٍغي گیبّی( g5/0  80اػپي 

ّن  rpm 100دلیمِ آى سا ثب دٍس  5هخلَط ٍ ثِ هذت 
صدُ، ػپغ هحلَل حبكل ثب هحلَل ثبلا هخلَط ٍ ثِ هذت 

 mLصى آصهبیـگبّی ّوَطى گشدیذ. دلیمِ ثب ّن 15
اػیذ اػتیه ثب ّن هخلَط ٍ  mL5/0 سٍغي ولضا ٍ 10

 5/3ثِ حذٍد  pHلغشُ لغشُ ثِ هحلَل فَق اضبفِ ؿذ تب 
صدُ ؿذ. دس هشحلِ ّن rpm 200دلیمِ ثب دٍس  30سػیذ ٍ 

ثقذ ثب اػتفبدُ اص ثبفش ًوىی فؼفبت هحلَل حبكل ثِ هذت 
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ػبًتشیفیَط ؿذ تب سٍغي اص  rpm 1000دلیمِ دس  5
 mL 15هحلَل خذا ؿَد. دس هشحلِ ًْبیی ثِ هیضاى 

 Sigma-Aldrich :Low) دسكذ 4/0هحلَل ویتَصاى 

molecular weight)  دلیمِ ، لغشُ لغشُ ثب  30ثِ هذت
ثِ هحلَل اضبفِ ؿذ ٍ ثقذ ثِ هذت یه  rpm 800دٍس 

ّن صدُ ؿَد. دس   ػبفت دس حبلت چشخؾ گزاؿتِ ؿذ تب ثِ
ّبی سیضپَؿبًی ؿذُ ثِ ٍػیلِ ػبًتشیفیَط ثب   ًْبیت ثبوتشی

  دلیمِ خوـ آٍسی ؿذ. 15ثِ هذت  rpm 3000دٍس
 

 افتبدٌ بذام َبی  تعذادببکتری ضمبرش

 َب  ریسپًضیىٍدر

هحلَل  mL 99ؿذُ سا دس  سیضپَؿبًیّبی   گشم اص ًوًَِ 1
ػذین ػیتشات اػتشیل دس (  W/V) حدوی-ٍصًی دسكذ 1

pH  دلیمِ دس دهبی اتبق  20پشاوٌذُ ٍ ثِ هذت  2/7حذٍد
ّب آصاد   ثغَس وبهل حل ٍ ثبوتشی ّب  سیضپَؿیٌِصدُ تب   ّن

دس  MRS agarؿًَذ، آًگبُ ثب اػتفبدُ اص هحیظ وـت 
Oَّاصی، دهبی   ؿشایظ ثی

C37  ػبفت  48ٍ ثِ هذت
ي ، ایؿذّب ؿوبسؽ   گشهخبًِ گزاسی ٍ ػپغ تقذاد ثبوتشی

 Mokarram 2009) تىشاس كَست پزیشفت 3ؿوبسؽ دس 

et al.,.) 
 

 ررات فیسیکی آزمًن
 اًذاصُ: ّب  آى پشاوٌؾ ًحَُ ٍ رسات اًذاصُ تقییي

ّب ثب اػتفبدُ اص دػتگبُ   حبكل ٍ فشاٍاًی آى ّبی  سیضپَؿیٌِ
 Scatter scope 1 Qudix لغش رسات هذل گیشی  اًذاصُ

Korea) ( ٍ دس آة  ّب  سیضپَؿیٌِثشای ایي هٌؾَس  تقییي
صدایی ؿذُ پشاوٌذُ ٍ ًتبیح ثش اػبع لغش حدن   یَى

 dpeak ،d10 ،d50اػتبًذاسد خغب،  ±( رسات VMD) هیبًگیي
 ٍd90 هشثَط ثِ لغش هیبًگیي  ٍ ثش اػبع فشهَل گضاسؽ

 .( Mokarram et al., 2009) هَسد آًبلیض لشاس گشفت

ثشای تقییي هشفَلَطی رسات ٍ  :رسات هشفَلَطی تقییي
ّب اص هیىشٍػىَح الىتشًٍی ٍ هـبّذُ ؿىل ؽبّشی آى

ّب   سیضپَؿیٌِاػتفبدُ ؿذ. ثذیي خْت  SEMتىٌیه 
 SC 7620ثَػیلِ چؼت دٍ عشفِ ثش سٍی وَتش )

England دلیمِ ثَػیلِ علا ٍ  2( تثجیت ٍ ثِ هذت
ثَػیلِ  ّب  سیضپَؿیٌِین پَؿؾ دادُ ؿذًذ. هـبّذُ پبلاد

  LEO 1455 VPهیىشٍػىَح الىتشًٍی هذل )

Germany ثب تبثؾ الىتشًٍی )Kv 10  ُدس آصهبیـگب
  پزیشفت.اًدبم هشوضی داًـگبُ ؿْیذ چوشاى 

100;لغش هیبًگیي
µ 

 

 

 

 

 
 

 زتب پتبوسیل
ّب، اص دػتگبُ صتب هٌؾَس تقییي پتبًؼیل صتبی ًوًَِ ثِ

اًگلؼتبى  Malvernػبخت ؿشوت  Nano-ZSػبیضس 
 اػتفبدُ ؿذ.

 
 ضذٌ معذٌ یسبز یٍضب یطضرا سبزی آمبدٌ

ؿشایظ ؿجیِ ػبصی ؿذُ ؿیشُ هقذُ، هغبثك ثب 
( اًدبم گشفت. ثذیي 2006) ٍ ّوىبساى  Michidaسٍؽ

( ثب هحلَل Sigma Aldrich P7000گًَِ وِ پپؼیي )
 g/L3 دسكذ تب سػیذى ثِ غلؾت  5/0ػذین ولشایذ 

آى ثِ ٍػیلِ اػیذ ولشیذسیه  pHهخلَط ؿذ، ٍ ػپغ 
سػبًذُ ؿذ، هحلَل حبكلِ   5/2هَلاس( ثِ  1/0) اػتشیل

( اػتشیل Millipore) هیىشٍهتش 45/0ثَػیلِ هیىشٍ فیلتش 
  .گـت

 
 ريدٌ ضذٌ  یسبز یٍضب یطضرا یسبز آمبدٌ

ؿشایظ ؿجیِ ػبصی ؿذُ ؿیشُ سٍدُ هغبثك سٍؽ 
Charteris ( اًدبم گشفت. ثذیي1998ٍ ّوىبساى )  تشتیت

( ثب ػذین ولشیذ Sigma Aldrich P1500وِ، پبًىشاتیي )
دسكذ  5/4ثب  g/L  1دسكذ تب سػیذى ثِ غلؾت ًْبیی 5/0

( Oxoid, Basingstoke UKّبی كفشاٍی )  هحلَل ًوه
هَلاس  1/0آى ثب هحلَل ػَد  pHهخلَط ؿذ، ػپغ 

µ = 1/100  𝑞𝑗
𝑙𝑜𝑔10𝑥𝑗 + 𝑙𝑜𝑔10𝑥𝑗+ 1

2

𝑛

𝑛𝑗=1

 

 

σ =   
1

100
  𝑞𝑗

𝑛

𝐽=1

 
𝑙𝑜𝑔10𝑥𝑗 + 𝑙𝑜𝑔10𝑥𝑗 + 1

2
 

2

  − µ2 
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سػبًذُ ؿذ، هحلَل حبكل ثَػیلِ  4/7اػتشیل ثِ حذٍد 
 ( اػتشیل گـت.Milliporeهیىشٍهتش ) 45/0هیىشٍ فیلتش 

 
 در ضذٌ ریسپًضبوی َبیببکتری مبویزوذٌ سیبرر

 ريدٌ ي معذٌ ضیرٌ ضذٌ سبزی ضبیٍ ضرایط
(، همذاس 2009ٍ ّوىبساى ) Mokarramثش اػبع سٍؽ  

اص ػَػپبًؼیَى  mL  1ّوشاُ ثب ّب  سیضپَؿیٌِشم اص یه گ
اص ؿیشُ  mL  9ّبی حبٍیّبی آصاد داخل تیَةثبوتشی

دسخِ  22ػبفت دس دهبی  2ذت ٍ ثشای ه هقذُ سیختِ ؿذ
ّب   ؿیٌِ  سیضپَلشاس گشفت. ػپغ  صدى  ّنگشاد دس حبل ػبًتی

هحیظ  mL  10ثِ تیَثی وِ حبٍیٍ خبسج ٍ ثبوتشی آصاد 
ػبفت دس  2ٍ  ًذد اًتمبل دادُ ؿذؿجیِ ػبصی ؿذُ سٍدُ ثَ

ٍ دس عی ایي هذت،  گشاد لشاس گشفت  دسخِ ػبًتی 22بی ده
 ّب  ثبوتشیدلیمِ تقذاد  120،  60،  كفشدس فَاكل صهبًی 

آصاد ثب اػتفبدُ اص سٍؽ ی   ّب  ثبوتشیٍ  ّب  سیضپَؿیٌِدس 
 MRS Agarسلیك ػبصی تَػظ پپتَى ٍاتش، دس هحیظ 

 48ّبی تـىیل ؿذُ ثقذ اص   وـت دادُ ؿذ، ٍ تقذاد ولًَی
گشاد   ِ ػبًتیدسخ 37بًِ گزاسی دس دهبی ػبفت گشهخ

  .تىشاس ثشای ّش ًوًَِ اًدبم ؿذ 3ؿوبسؽ ؿذ. ایي وبس ثب 
 

 دادٌ َب تحلیل ي تجسیٍ
 یه ٍاسیبًغ آًبلیض سٍؽ اص ّب دادُ تحلیل ٍ تدضیِ خْت
 22 ؿوبسُ ًؼخِ SPPS افضاس ًشم عشفِ دٍ ٍ عشفِ

 ّبهیبًگیي تفبٍت ثَدى داسهقٌی ثشسػی ثشای. ؿذ اػتفبدُ
 ػغح ّب ثشسػی توبم دس. ؿذ اػتفبدُ داًىي آصهَى پغ اص

 ّوچٌیي. ؿذ  گشفتِ ًؾش دس (>05/0p) ّب آصهَى داس هقٌی
 ًؼخِ) Excel افضاس ًشم فضبی دس ًیض ًوَداسّب تشػین
 .گشفت اًدبم( 2007

 
 نتایج

اوذازٌ ررات ي  ییهي تع َب  ریسپًضیىٍتعذاد  ضمبرش
 َب  وحًٌ پراکىص آن
 mL/CFUّبی صًذُ لجل اص سیضپَؿبًی   تقذاد اٍلیِ ثبوتشی

ّبی ثذػت آهذُ   هحبػجِ ؿذ. ثش حؼت دادُ 4/2×109

 mL/CFUسیضپَؿیٌِ ؿذُ ّبی   تقذاد ثبوتشی
 .(1)ؿىل هحبػجِ ؿذ 06/0±02/2×109

 
 
 
 
 
 
 
 

 بب ضذٌ ریسپًضبوی َبیببکتری تعذاد مقبیسٍ: 1 ضکل

 (پًضص بذين) آزاد َبی ببکتری

Figure 1: Comparison of microencapsulated bacteria 

and bacteria-free. 

 
ب اص ًؾش ّ  سیضپَؿیًٌِـبى داد وِ  SEMهـبّذُ ثب سٍؽ 

ٍ ثیضَی  وشٍیؿىل ثِ تب حذٍد صیبدی ی ؿىل ؽبّش
( VMD) سیضپَؿیٌِلغش حدن هیبًگیي  .(2)ؿىل  ّؼتٌذ

( رسات  d90)%  90لغش ثَد. µm 39/2دس سٍؽ اهَلؼیَى 
(  d50رسات )%  50، لغش  µm 82/3هؼبٍی یب ووتش اص 

(  d10) رسات%  10ٍ ثشای  µm 39/2هؼبٍی ٍ یب ووتش اص 
. ّن چٌیي ثذػت آهذ µm 50/1لغشی هؼبٍی یب ووتش اص 

dpeak ، µm 4/10 (3 ٍ 2ّبی  )ؿىل ذهحبػجِ ؿ. 
 

 زتب پتبوسیل
 mvاهَلؼیَى سٍؽ ثِ تحمیك، ایي دس صتب پتبًؼیل همذاس

 .(4)ؿىل (5/3 هحلَل pH) ؿذ هحبػجِ +2/63
 

 در ضذٌ ریسپًضبوی ي آزاد َبی  ببکتری مبوی  زوذٌ
 ريدٌ ي معذٌ ضیرٌ مطببٍ ضرایط

دس ایي پظٍّؾ صًذُ هبًی پشٍثیَتیه لاوتَثبػیلَع 
دس عی ٍ ثذٍى پَؿؾ سیضپَؿبًی ؿذُ  ثِ كَست پلاًتبسٍم

فیل  ؿذُ هقذُ ٍ سٍدُ دلیمِ دس ؿشایظ ؿجیِ ػبصی 120
 .(1)خذٍل  گشفتهَسد تدضیِ ٍ تحلیل لشاس  هبّی
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 َبریسپًضیىٍ از الکتريوی میکريسکًپ تصًیر: 2 کلض

Figure 2: Electron microscope image of a microcapsule method based. 

  
 آوبلایسر سبیس پبرتیکل دستگبٌ َبیدادٌ اسبس بر َبآن فراياوی درصذ ي ریسپًضیىٍ ررات اوذازٌ پراکىص وحًٌ: 3 ضکل

Figure 3: Particle size distribution of microcapsules using ionic gelation and frequency are based on data 

Particle Size Analyzer. 

 
 

 (متًسط تٍیسکًزیي )بب ىبتیازآلژ استفبدٌ بب َبىٍیسپًضیر یزتب لیپتبوس :4 ضکل

 .بًد 5/3 نتًزایک ي ىبتیآلژ محلًل pH (.هییپب یمًلکًل يزن بب ) تًزانیک ي

Figure 4: Microcapsules of zeta potential ionic gelation method using alginate and  
chitosan (low molecular weight). PH of alginate and chitosan solution was 3.5. 
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 ضذٌ سبزی ضبیٍ ضرایط در ضذٌ ریسپًضبوی ي آزاد پلاوتبريم لاکتًببسیلًس مبوذٌ زوذٌ َبیببکتری (CFU/g کپسًل) تعذاد :1 جذيل

 َمىبم غیر لاتیه کًچک حريف .گرادسبوتی درجٍ 37 دمبی ي pH =2/7 در سیًن اوکًبب از بعذ مختلف زمبوی َبی تًالی در ريدٌ ي معذٌ

معىی تفبيت دَىذٌ وطبن َمىبم غیر لاتیه بسرگ حريف ي ستًن، َر در 05/0 سطح در دارمعىی تفبيت  دَىذٌ وطبن معیبر اوحراف ريی

 .ببضذمی ردیف َر در 05/0 سطح در دار

Table 1: Number (CFU / g capsule) of Lactobacillus plantarum bacteria, free and microencapsulated from incubation 

in simulated gastrointestinal conditions in different time sequences (pH = 7.2). Non-homogeneous Latin letters on the 

standard deviation indicate a significant difference at the level of 0.05 in each column, and non-homonymous Latin 

letters indicate a significant difference at the level of 0.05 in each row. 

 پريبیًتیک

 تیمبر          

 یفٍ(قزمبن )د

 120 60 صفر

 aA109 ×06/0±84/1 aA109×09/0±74/1 bB109×09/0±59/1 ثبوتشی آصاد

 bC109×30/0±33/1 aB109×55/0 ±86/1 aA109×06/0±03/2 ثبوتشی سیضپَؿبًی ؿذُ

 

 بحث

َتیه دس آثضیبى دس حبل ّبی پشٍثی  اػتفبدُ اص ثبوتشی
ثبؿذ. ثب ایي حبل ٌَّص ًیبص ثِ تحمیمبت صیبدی   افضایؾ هی

هبًی ثبوتشی   صًذُثِ هٌؾَس افضایؾ  دس ایي هَسد هی ثبؿذ.
هبّی   دس ؿشایظ هقذُ ٍ سٍدُ فیل پلاًتبسٍم ثبػیلَع  لاوتَ

ایي ثبوتشی ثِ ٍػیلِ آلظیٌبت ػذین سیضپَؿبًی ٍ ثب 
ًـبى  SEMهـبّذُ ثب سٍؽ ویتَصاى پَؿؾ دادُ ؿذ. 

اص ًؾش ؿىل ؽبّشی تب حذٍد صیبدی  ّب  سیضپَؿیٌِداد وِ 
(. لغش حدن 1 )ؿىل ی ّؼتٌذثیضَ ٍ وشٍیثِ ؿىل 
لغش هتَػظ ،  µm 39/2(، VMD) ّب  سیضپَؿیٌِهیبًگیي 

، لغشهتَػظ  µm 82/3( ثشاثش  d90ّب )  دسكذ داًه 90
ٍ  µm 39/2( هؼبٍی ٍ یب ووتش اص d50ّب )  ًیوی اص داًه
 µm 50/1( ثشاثش  d10ّب )  دسكذ داًه 10لغش هتَػظ 
اًذاصُ  ثذػت آهذ. dpeak، µm 4/10چٌیي   ّن هحبػجِ ؿذ.

یه ٍیظگی هْن ثشای پبیذاسی ٍ  سیضپَؿیٌِ ّبهتَػظ 
ُ ثضسي ثب اًذاص سیضپَؿیٌِ ّببسایی سیضپَؿبًی اػت. و

ثضسي  ّبی  سیضپَؿیٌِدٌّذ اهب   حفبؽت ثیـتشی سا اسائِ هی
چٌیي   هٌفی ثش هحلَل ّؼتٌذ. ّن حؼی داسای تبثیش
ی ثب اًذاصُ وَچه هوىي اػت حفبؽت وبف ّبی  سیضپَؿیٌِ

 ,Ma et al., 2008) ّب فشاّن ًىٌٌذ  ثشای پشٍثیَتیه

2012). Hansen ( گضاسؽ وشدًذ وِ 2002ٍ ّوىبساى )
هٌفی دس  حؼیثشای اختٌبة اص تبثیش  mµ 100اًذاصُ صیش 

چٌیي ثب گضاسؿبت   ایي ًتبیح ّن هحلَلات هغلَة اػت.

(Hansen et al., 2002)  ٍ(Allan et al, 2008)  ِو
( هَخت خـي ؿذى ˃ mm 1) ّبی  سیضپَؿیٌِاًذ  گفتِ

 داسد.ؿًَذ هغبثمت ّبی غزایی هیثبفت افضٍدًی
 mL/CFUّبی صًذُ لجل اص سیضپَؿبًی   تقذاد اٍلیِ ثبوتشی

ّبی ثذػت آهذُ   ثش حؼت دادُ هحبػجِ ؿذ. 4/2×109
 ّب  سیضپَؿیٌِّبی ثِ دام افتبدُ دس   تقذاد ثبوتشی

mL/CFU 109×06/0±02/2 .حفؼ لبثلیت  هحبػجِ ؿذ
ْن دس اًتخبة فشآیٌذ تَلیذ صیؼت ػلَل ّن یه فبهل ه

ّبی اص دػت سفتِ   شیتقذاد ون ثبوت اػت.ّب   وپؼَل
سفتِ دس سٍؽ ٍ ًحَُ سیضپَؿبًی ًـبًگش دلت هٌبػت ثىبس 

ثبؿذ. ثِ فجبست دیگش ثبصدُ سیضپَؿبًی ثشحؼت دسكذ   هی
دس هغبلقِ  دسكذ ثذػت آهذ. 84دس سٍؽ اهَلؼیَى 

Huiyi ( وِ ػلَل2013ٍ ّوىبساى )   ّبی هخوش سا ثب سٍؽ
 دسكذ 80وشد، ثبصدُ سیضپَؿبًی پَؿبًی   یضاهَلؼیَى س
تشیي   سٍؽ اهَلؼیَى كذهِ صًٌذُدس هَسد . گضاسؽ ؿذ

فبهل ثِ لبثلیت صیؼت ػلَل هوىي اػت فبهل وبسثشد 
ؿشایظ یىؼبى ّش دٍ پظٍّؾ اص  ثب تَخِ ٍلی اػیذ ثبؿذ

چٌیي ػشفت   ذ ٍ غلؾت ثِ وبس سفتِ ٍ ّنًَؿ اػی لحبػ
س ثبصدُ ف دایي اختلا ،صدى ٍ غلؾت اهَلؼیفبیش  ّن

ّبی   تَاى ًبؿی اص ػلَل  سیضپَؿبًی سا احتوبلا هی
اص عشفی  داًؼت.پظٍّؾ سیضپَؿبًی ؿذُ هتفبٍت دس دٍ 

ثـ گضاسؽ وشدًذ وِ غلؾت پلیوش دیگش ثؼیبسی اص هٌب
ٍ  Klemmer. تَاًذ ثش ثبصدُ سیضپَؿبًی اثش ثگزاسد  هی
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 یي ؿیش( دسیبفتٌذ وِ ػغَح ثبلاتش پشٍتئ2011ّوىبساى )
ّب ثِ عَس لبثل تَخْی ثبفث   ثشای سیضپَؿبًی پشٍثیَتیه

 .گشدد  هیافضایؾ ثبصدُ سیضپَؿبًی 
تن ولَییذی اختلاف پتبًؼیل ثیي لایِ یًَی دس یه ػیؼ

غیشهتحشن )لایِ اػتشى( ٍ لایِ هتحشن )لایِ اًتـبس( دس 
ت ثبسداس، پتبًؼیل صتب ًبهیذُ اتوؼفش یًَی اعشاف رسا

ب ثْتشیي ؿبخق ثشای تقییي ٍضقیت ؿَد. پتبًؼیل صت  هی
چَى ًـبى دٌّذُ هیضاى  .الىتشیىی ػغح رسات اػت

ّبی   دس لایِ غیش هتحشن ٍ ؿذت خزة یَىتدوـ ثبس 
غلت ثش هخبلف ثش سٍی ػغح رسُ اػت ٍ ثٌبثشایي ثبس رسات ا

ثبلا ثَدى پتبًؼیل ؿَد.   حؼت پتبًؼیل صتب گضاسؽ هی
ًیشٍی دافقِ یذی هَخت ثبلا سفتي صتبی رسات ولَئ

افضایؾ پبیذاسی فیضیىی  الىتشٍاػتبتیه ٍ دس ًتیدِ
داهٌِ هتقبدل  .(Borges et al., 2008) ؿَد  ػیؼتن هی

دس ًؾش   -mv 30یب صیش  + mv 30پتبًؼیل صتب ثبلای 
 mv دس ایي تحمیك اس ثِ دػت آهذُذمؿَد. ه  گشفتِ هی

 ًـبى وِ (5/3 ویتَصاى ٍ آلظیٌبت هحلَل pH) ثَد +2/63
 الولَئیذ تقبدل داسای تَلیذی ّبی  سیضپَؿیٌِ دّذ  هی

 ؿذى اًجبؿتِ اص خلَگیشی سد پبیذاسی ایي ،ّؼتٌذ هٌبػجی
 ٍ یًَی لذست ،pH خولِ اص هختلفی فَاهل ثبؿذ.  هی هْن

 هَسد تئیٌیپشٍ ٍ ػبوبسیذی  پلی ّبی هبوشٍهَلىَل غلؾت
 ٍ ػغحی ثبس هیضاى سٍی ثش .... ٍ ّب  آى ثیي ًؼجت اػتفبدُ،

et Peinado ) اػت هَثش حبكل ووپلىغ صتب تبًؼیلپ

2010 ,.al.) 
 وِ دّذ  هی ًـبى   ّب  ثبوتشی ؿوبسؽ اص آهذُ ثذػت ًتبیح

 هبًی  صًذُ لبثلیت دس چـوگیشی تبثیش تِتَاًؼ سیضپَؿبًی
 سٍدُ ٍ هقذُ ؿیشُ ؿذُ ػبصی ؿجیِ ؿشایظ دس ثبوتشی
 سیضپَؿبًی ٍ آصاد حبلت دس ثبوتشی اٍلیِ تقذاد ثبؿذ. داؿتِ
 mL/CFU 109×4/2 ،mL/CFU تشتیت ثِ ؿذُ
 صهبىػپشی ؿذى دس ثَد وِ ثقذ اص  06/0±02/2×109
 هقذی هبیـ هـبثِ ؿشایظ دس دلیمِ 120 ٍ 60 كفش، ّبی

( 5/2pH= ) ٍ ِؿشایظ دس دلیمِ 120 هذت ثِ آى دًجبل ث 
 mL/CFU ثِ تشتیت ثِ (،=4/7pH) ای سٍدُ هبیـ هـبثِ
109×09/0±59/1 ٍ mL/CFU 109×06/0±03/2  .سػیذ

دس عَل ایي هذت تقذاد ثبوتشی دس حبلت آصاد ثِ عَس 
دّذ وِ   وبّؾ یبفت وِ ایي ًتیدِ ًـبى هی هقٌی داسی

دس ثؼتش   پلاًتبسٍملاوتَثبػیلَع سیضپَؿبًی ثبوتشی 
آلظیٌبت ٍ ویتَصاى تب اًذاصُ صیبدی هٌدش ثِ حفبؽت ػلَل 

ؿَد، ثِ   مبثل ؿشایظ اػیذی هقذُ ٍ سٍدُ هیثبوتشی دس ه
 ءفجبست دیگش سیضپَؿبًی ثبوتشی ثِ هبًٌذ حبیلی تبثیش ػَ

دادُ ٍ  ؿشایظ ًبهؼبفذ هحیغی سٍی ثبوتشی سا وبّؾ
ٍ ّوىبساى  Lu. ؿَد  ّب هی  ثبفث افضایؾ هبًذگبسی آى

لاوتَثبػیلَع ثبوتشی پشٍثیَتیىی  ء( ثمب2013)
سیضپَؿبًی ؿذُ ثب آلظیٌبت ٍ ؿیش سا دس ؿشایظ  ثَلگبسیىَع

ؿجیِ ػبصی ؿذُ ؿیشُ گَاسؿی هَسد اسصیبثی لشاس دادًذ، 
ًتبیح ًـبى داد وِ سیضپَؿبًی هی تَاًذ همبٍهت 

ثِ هحیظ ّبی ًبهؼبفذ سا  لاوتَثبػیلَع ثَلگبسیىَع
( اثش هثجت 2009ٍ ّوىبساى ) Mokarram افضایؾ دّذ.

 لاوتَثبػیلَع ءسیضپَؿبًی ثب آلظیٌبت ولؼین ثش ثْجَد ثمب
سا  ؿیشُ گَاسؿیدس ؿشایظ ؿجیِ ػبصی ؿذُ  اػیذٍفیلَع

( سیضپَؿبًی ػِ 2009ٍ ّوىبساى ) Gbassi .ًذگضاسؽ داد
ٍی  –دس پَؿؾ آلظیٌبت  لاوتَثبػیلَع پلاًتبسٍمػَیِ اص 

( سا ػجت افضایؾ لبثلیت Wehy proteinپشٍتئیي )
ؿجیِ ػبصی ؿذُ هقذُ ٍ سٍدُ هبًی ثبوتشی دس ؿشایظ   صًذُ

ًتبیح ثِ دػت آهذُ اص ایي پظٍّؾ، ثب ًتبیح  داًؼت.
Krasaekoopt ( وِ 2004ٍ ّوىبساى )  ثیفیذٍثبوتشیَم

ثب آلظیٌبت ػذین ، ویتَصاى ٍ سا  ATCC1994 ثیفیذٍم
ّب دس ؿشایظ   ٍ ثبوتشیپَؿؾ دادًذ لیضیي  -ال -پلی

ٍ  ذٍلتی سیضپَؿبًی ؿذًذ، صًذُ ًوبًذًاػیذی هقذُ حتی 
Gildas ( 2009ٍ ّوىبساى ) وِ ثیبى وشدًذ سیضپَؿبًی
لظیٌبت، ثِ ؿىل هَثش اص ّبی آ  ّب دس هْشُ  ثبوتشی
ثشاثش اػیذیتِ ثبلا هحبفؾت ًىشد، دس  ّب دس  اسگبًیؼنهیىشٍ

 ثبؿذ.  تٌبلق هی
ّبی كفشاٍی دس ؿشایظ آصهبیـگبّی هوىي   فقبلیت ًوه

یشا ّب دس سٍدُ ثبؿذ، ص  اػت ثؼیبس ثیـتش اص فول ٍالقی آى
ّب ًیض   ّب ثب فؼفَ لیپیذ  دس سٍدُ اهىبى تشویت ایي ًوه

( پبیذاسی رخیشُ 2012ٍ ّوىبساى ) Zou ٍخَد داسد.
 ّبی  سیضپَؿیٌِسا دس مثیفیذیَ ثیفیذٍثبوتشیَمػبصی 
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تشویت ؿذُ ثب ًـبػتِ، پىتیي،  ّبی  سیضپَؿیٌِآلظیٌبت، 
 ا هَسد هغبلقِ لشاس دادًذ.لیضیي س –ال  –ویتَصاى ٍ پلی 

َصاى حوبیت ثْتشی سا پَؿیذُ ؿذُ ثب ویت ّبی  سیضپَؿیٌِ
 ّبی  سیضپَؿیٌِ ًؼجت ثِّبی سیضپَؿبًی ؿذُ   ثشای ثبوتشی

دیگش دس عَل رخیشُ ػبصی اص خَد ًـبى دادًذ، ایي 
ه غـب هتشاون تـىیل ؿذُ احتوبلا ًبؿی اص ی

 پَؿیذُ ؿذُ ثب ویتَصاى ثَدُ اػت. ّبی  سیضپَؿیٌِدس
یدِ گشفت وِ تَاى ًتثشاػبع پظٍّؾ اًدبم ؿذُ هی

هْوی دس حفبؽت ایي ّب ًمؾ ثؼیبس پشٍثیَتیهسیضپَؿبًی 
ّب دس ثشاثش ؿشایظ ًبهؼبفذ هحیغی اصخولِ هیىشٍاسگبًیؼن

وٌذ ٍ  یِ ػبصی ؿذُ سٍدُ ٍ هقذُ ایفب هیؿشایظ ؿج
ّب سا دس ؿشایظ روش دسًتیدِ هیضاى ثمبی ایي اسگبًیؼن

ثخـذ. سیضپَؿبًی ثب سٍؽ اهَلؼیَى ؿذُ ثْجَد هی
تَاًؼتِ ساًذهبى ثبلایی دس ثِ دام اًذاصی ػلَل پشٍثیَتیه 

ّبی یىٌَاختی سا تَلیذ وٌذ. ّن   تِ ثبؿذ ٍ سیضپَؿیٌِداؿ
ّب دس ػغح هٌبػجی لشاس   چٌیي تقبدل ولَئیذال سیضپَؿیٌِ

 داؿت. 
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Abstract 

The positive effect of microencapsulation on tolerance simulated gastrointestinal conditions has been 

demonstrated by probiotics. The most important factors in reducing the viability of probiotics during 

passing through the digestive system are low pH in stomach and proteases and bile salts. To improve 

the survival rate of Lactobacillus plantarum in unfavorable condition of stomach and intestines, 

bacteria encapsulated with alginate/chitosan microencapsulation-emulsion. The aims of this study 

were to evaluate the effectiveness of microencapsulation with alginate/chitosan to carry bacteria and 

the survival rate of bacteria in the simulated condition of gastrointestinal tract. The microcapsules 

SEM technique used to study the appearance and the Particle Size Analyzers microcapsules method 

used to determine the size and distribution of particles. The survival rate of microencapsulated bacteria 

and released one in simulated gastrointestinal condition were assayed. For this purpose, they were 

incubated with intervals of 0, 60, 120 minutes for 48 hours at 37° C. The results indicated that dpeak 

was calculated 10.4 µm by emulsification and the average particle diameter was 2.39 µm. Zeta 

potential value in this study was +36.2 mv. Number of microencapsulated bacteria was 2.02± 0.06×10
9 

CFU/g and viability of bacteria after 120 minutes in simulated condition, digestive vices in free 

bacteria was 1.59± 0.09×10
9 CFU/g and in microencapsulated bacteria was 2.03± 0.06×10

9
 CFU/g. 

The results from this study indicated that among microencapsulated and free bacteria, live-stay and 

enduring the conditions simulated digestive vices in encapsulated bacteria were much higher. 
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