
 

27ا ت 58 صفحات(.................................. 1 شماره– 8)دوره  ییغذا عیدر صنا یکاربرد یولوژیکروبیفصلنامه م  
 

ییغذا عیدر صنا یکاربرد یولوژیکروبیفصلنامه م 58   

لاکتوباسیلوس  پروبیوتیک هایسویه چند لایه هایلمانی میکروکپسوارزیابی زنده

 ودهمعده و ر شده سازیشرایط شبیهرم دلاکتوباسیلوس پلانتاروو  رامنوسوس
 

 3نيا ، علي پرتوي1حسيني افشار علي، *1مریم اوتادی، 2فاطمه تابنده، 1آرا ضيابريافسانه چهره
 

 و پليمر، واحد تهران مركزي، دانشگاه آزاد اسلامي،تهران، ايرانگروه مهندسي شيمي  1

  هشگاه ملي ژنتيك و زيست فناوري، پژوهشكده زيست فناوري صنعت و محيط زيست، تهران،پژو2
 هاي نوين،دانشگاه شهيد بهشتي،تهران،ايرانيش زيستي، دانشكده مهندسي فناوريگروه پالا3

 

 

 

 

 09/03/1401: پذیرش تاریخ       22/01/1401: دریافت تاریخ

 

 چکیده

شگري و ها در پيها و اثربخشي آنبحث كاربردهاي غذايي و دارويي پروبيوتيك در يكي از رويكردهاي مهم

 يجديدتم سيس ش،در اين پژوهباشد. تني هدفمند ميهاي كارآمد براي انتقال درونها، طراحي سيستمدرمان بيماري

 هايميكروژل ديكارآم :شامل پژوهش اين اهداف .معرفي شده است هاپروبيوتيك فمندهد يتندرون انتقالبراي 

اي هتريباك زيستيقابليت بان كيتوزا-آلژيناتچند لايه  الكتروليتپلي فرمولاسيونبا پوشش داده شده،  سيداآنتي

شامل پروبيوتيك  هاياز باكتريدو سويه  .باشدمعده و روده مي سازي شدهيط شبيهشرا پروبيوتيك در

 كلسيمكربناتو  ناتيآلژ هايدروژليهدر جداگانه  طوربه لاكتوباسيلوس پلانتارومو امنوسوس رلاكتوباسيلوس

، توسط تكنيك خود ريزپوشاني شدند. سپس (يدياس طيدر شرا  pHكنترل  يبرا) ديسايعامل آنت كي عنوانبه

اسيد و تايج اين مطالعه نشان داد كه دو عامل آنتين پوشش داده شدند.كيتوزان -ناتيآلژ هيلابا دو ، LbLلايه بهمونتاژ لايه

طورقابل به ،pH=۸/۶و آنزيم پانكراتين در  pH= ۸/1يتوزان در حضور آنزيم پپسين در ك-لايه آلژينات ۴ريزپوشاني 

 ونتاروم لاكتوباسيلوس پلا اي آزادهنسبت به باكتري هاي ريزپوشاني شدهبقاي باكتري توجهي منجر به بهبود
سازي شده بيهشاز عبور از سيستم  پسشوند.مي log(cfu/g) 2و  log(cfu/g) ۶به ترتيب  لاكتوباسيلوس رامنوسوس،

 شد. تعيين )fu/mlc6۱۰( پروبيوتيك، در حد قابل قبولدر هر دو سويه  زنده باكتريايي هايلتعداد سلو ،گوارشي

 الكتروليتده با فرمولاسيون پليش پوشش دادهگوارشي محافظ  هايميكروژلكه ،دهدمي يج نشاننتااين  ،كليطوربه

 طوربه غذايي هايمكمل عنوانبه هاپروبيوتيكشده كنترل تنيدرونانتقال  در توانندمي ،كيتوزان–چند لايه آلژينات 

 .استفاده شوند آميزيموفقيت
 

 هاي چندلايهريزپوشاني، ميكروكپسول آلژينات، پروبيوتيك، واژگان کلیدی:
 

                                           
* m_otadi@iauctb.ac.ir 
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 مقدمه

بر  و ميكروبيولوژي شناسيمطالعات زيست از بسياري

نرمال براي حفظ  1ميكروبيوتاي حضوراهميت حياتي 

اسب بين فلور خوب نسبت من (.1)كنندسلامت تأكيد مي

حفظ حالت براي  3نتروپاتوژنيكآو بد  2يوبيوتيك

در كمي و كيفي غيير ت گونههر .بهزيستي ضروري است

 هاير به رشد بيش از حد باكتريمنج ،ظريف ياين رابطه

گفته  ۴كه به اين حالت ديسبيوز شودميتروپاتوژنيك آن

بر  را ي از اثرات منفيامجموعه تواندميديسبيوز  .شودمي

ديسبيوز در فعال نمودن  كند. آغازمخاط دستگاه گوارش 

هاي برخي از بيماري ظهورنقش دارد. التهابي  هايپاسخ

 هايو بيماري ۶آلوپسي ،5يتدرمات پوستي،

 ،ايمنيخود هايبيماري ،7آرتريتاسكلتي، عضلاني

 و همچنين اختلالات خلقي، 9پانكراتيت ،۸بيماري تيروئيد

غير قابل  طوربه تواندمي افسردگي ذيري وپتحريك

ي ات باليني يك ديسبيوز پنهان رودهتظاهرا باوري

 .(2و3د)نباش

راهبردهاي متعددي براي تغيير تركيب و ساختار 

اند. يكي از اين رويكردها ميكروبيوتاي روده توسعه يافته

و 11هابيوتيك، سين10هاتجويز خوراكي پروبيوتيك

هاي اثرات مفيد گونه (.۴)باشدمي 12هابيوتيكپست

لاكتوباسيلوس و  13لاكتوباسيلوس پلانتارومپروبيوتيك 
هاي باليني ر سلامت انسان در آزمايشب 1۴رامنوسوس

سمي غيربه علت  كلسيمت(. از آلژينا5بررسي شده است )

پذيري و هزينه تخريبسازگاري، زيستبودن، زيست

هاي به طور گسترده براي محصور كردن باكتريپايين، 

(. با اين وجود، در برخي ۶پروبيوتيك استفاده شده است)

                                           
1 microbiota 
2 Eubiotic 
3 Enteropathogenic 
4 Dysbiosis 
5 dermatitis 
6 alopecia 
7 musculoskeletal (arthritis) 
8 thyroiditis 
9 pancreatitis 
1 0 Probiotics 
1 1 Symbiotics 
1 2 Postbiotics 
1 3 Lactobacillus Plantarum 
1 4 Lactobacillus Rhamnosus 

ها باكتري 15ريزپوشاني كهشده است گزارش از مطالعات 

در شرايط ها از باكتري 1۶هاي آلژيناتهيدروژلدر 

عوامل  طوريكه. بهكنددشوار گوارشي محافظت نمي

ها لاكتات، هاها، فسفاتمانند سيترات 17كنندهچيلاته

ژل مانند هاي آنتي)جاذب هاي يون كلسيم( و كاتيون
+Na، 2+Mg  ثبات مكانيكي ژل آلژينات را كاهش 

توانند سبب فروپاشي دهند و در برخي از موارد ميمي

در (. همچنين، 7اي آلژينات شوند)كامل ساختار ژله

مطالعه ديگري گزارش شده است كه هيدروليز اسيدي 

هاي اسيدي سبب خنثي شدن گروه آلژينات در محيط

هاي عرضي بين هيدروكسيل هيدروكسيل و قطع پيوند

به كاهش ثبات اين امر آلژينات و كلسيم شده است. 

هاي اسيدي منجر مكانيكي ژل آلژينات در محيط

مطالعات به اين نكته اشاره شده است (. در ساير ۸شود)مي

با افزايش پايداري مكانيكي و  هاي پليمريكه پوشش

هاي آلژينات شيميايي، منجر به بهبود عملكرد ميكروژل

دهي ششبسياري از منابع، پو بنابراين، (.9شوند)مي

ميكروبيدهاي آلژينات را با يك پليمر كاتيوني پيشنهاد 

بر  يمواد پوشش ريتأث ،ها(. در ساير پژوهش۶اند)داه

پسوله شده با انككرويم كيوتيپروب يهاريباكتماني زنده

 ميسد ،كيتوزان مواد پوششي، مانند انواع مختلف

مطالعه شد.  ،ليزيناليو پل آب پنير نيپروتئ نات،يآلژ

 ييتوانا ليبه دلها نشان داد كيتوزان ايج اين پژوهشنت

در  كيوتيپروبهاي زنده مقاومت و محافظت از سلول

 رابازدهي  نيبهترمعده و روده،  شده يسازهيشب طيشرا

مطالعات روي  آن،(. علاوه بر10-12دهد)مينشان 

هاي و مخاط نشان داده است تشكيل واكنشكيتوزان 

الكتروستاتيك بين بار مثبت  هايهيدروژني و واكنش

هاي مخاط هاي كيتوزان با بار منفي گليكوپروتئينآمين

نقش مهمي در مخاط چسبي كيتوزان دارد،كه سبب 

هاي اپيتليال مخاط ها به سلولچسبيدن ريزدانك

(.در مطالعه ديگري گزارش شدكه 13و 1۴شود)مي

                                           
15 Microencapsulation 
16 Alginate 
1 7 chelating agents 
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و  رامنوسوس لاکتوباسیلوس کیوتیپروب هایهیسو هیچند لا یهاکروکپسولیم یمانزنده یابیارز

 شده معده و روده یسازهیشب طیدرشرا پلانتاروم لاکتوباسیلوس

 

ییغذا عیدر صنا یکاربرد یولوژیکروبیفصلنامه م 60   

با  كيتوزان و آلژينات داراي دانسيته بار بالايي هستند و

افزايش زمان اقامت در روده قادر به رهايش هدفمند 

ها در روده هستند. بنابراين، شرايط مناسبي پروبيوتيك

ها به روده فراهم براي رسانش هدفمند پروبيوتيك

دهي هاي پوششيكي از روش (.15و 1۶كنند)مي

 (است.LbL) 1لايهبههاي كلسيم، روش لايههيدروژل

سازد هشگران را قادر ميپژو ،LbLي تكنيك ساده

داركنند. توانايي هاي زيستي را عاملبسياري از سلول

كار رفته طراحي پوسته با توجه به اندازه و نوع تركيب به

ها مانند حساسيت به در هر لايه، كنترل خواص كپسول

پذير ، تراوايي و پايداري ساختاري را امكان pHدما،

وسته و ضخامت كار رفته در پتركيب به. كرده است

پذيري انتخابي و پوسته با توجه به شيمي سطح، نفوذ

هاي (. بر اساس پژوهش17انتشار، قابل طراحي است)

را در LbL بخشي فرمولاسيون ي اثرمقالات متعدد باليني،

(. 1۸-25دهند)هاي درماني گزارش ميزمينه كاربرد

هاي پروبيوتيك فيضع يداريپااز موارد ديگر همچنين، 

و معده هاي آلژينات در شرايط صور شده در هيدروژلمح

 به داخل( H+) دروژنيه يهاونتوان به ورود يروده، مي

 يهايباكتر غيرفعال نمودن و دروژليشبكه ه

 ه اشاره كرد. شدكپسوله

هاا در مساير گوارشاي، براي افزايش پايداري پروبيوتيك

ايي مانناد اسيدهاسيدها استفاده كرد. آنتيتوان از آنتيمي

2Mg(OH) ،يهااااوني (-OH) كنناااد. بناااابراين،آزاد مي 

عاماال  كيااشااده بااا  بارگااذاري ناااتيآلژ يهاااكروژليم

هاااي هياادروژن را تواننااد يونمي، 2Mg(OH)يد اساايآنت

و محيط اسيدي را  كنند يها، خنثكروژليمه هنگام ورود ب

بااراي  اياان آزمايشااات، دررو، (. از اياان2۶تحماال كننااد)

هاي پروبيوتيك در شارايط قابليت زيستي باكتريافزايش 

هااا در اساايدي معاده، باكتري pHكنتارل اسايدي معااده و 

كلساايم( باااارگزاري اسااايد )كربناتهاي آنتيهياادروژل

 در گرياد دياسيآنت عنوان يك عاملبه 3CaCOاز  شدند.

                                           
1LbL (Layer by Layer)  

و  شااوداسااتفاده مياي طورگسااتردهو دارويااي به ييغااذا

رل شاارايط اساايدي معااده در كنتاا 2Mg(OH) نساابت بااه

 ،دهد. بنابراين، در اين پژوهشعملكرد بهتري را نشان مي

اساايد بااارگزاري هاي آنتيهااا در هياادروژلابتاادا باكتري

اساايد از هاي آنتي. بااراي ريزپوشاااني هياادروژلشاادند

بار اسااس  LbLاستفاده شاد. تكنياك  2رسوبي LbLروش

پاااااي تركيباااااات باااااا باااااار مخاااااالف درجاااااذب پي

ها( متمركز اسات. ، نانوذرات و پروتئين3هاتروليتالك)پلي

هااا و كاتيوناياان روش باار اساااس رسااوب متااوالي پلي

هاااااي هااااا اساااات،كه از طرياااا  برهمكنشآنيونپلي

در ايان پاژوهش اند. الكتروستاتيك باه هام متصال شاده

-كيتاوزان-سه لايه آلژيناات ها در فرمولاسيونتعداد لايه

 نقاش بررساي و با هادفافزايش يافت  ،(ACA) آلژينات

 ،SIFو  SGFدر شارايط  هاباكترياز در حفاظتكيتوزان 

ساااپس، آخااارين لاياااه قااارار گرفااات.  دركيتاااوزان، 

، LbLاساايد، بااا اسااتفاده از تكنيااك هاي آنتيهياادروژل

آنياوني باا طراحي شد. اولين لايه آلژينات يك پليمار پلي

 كااتيونيهاي كربوكسيل و دوماين لاياه، پليمار پليگروه

 هاادف از انجااام اياان پااژوهش .كيتااوزان قاارار داده شااد

 طيدر شارا pHكنتارل  يبرااسايد)يآنتعامال  ارزيابي دو

ها در افزايش قابليت زيساتي افزايش تعداد لايه ي( ودياس

 و حفاظت از سلول در برابر شرايط سخت گوارشي است.

 هاو روش مواد
 مواد

 شاركت كام( از تهيسكوزيوبا ) LB ناتيآلژميسد

باا  كيتوزانتهيه شد.، هلندDuchefa (Haarlem )يميوشيب

(، نماك چيآلدر گمايس P 448869) نييپا يوزن مولكول

 ن،ي(، پپساآلدريچگمايسا P 48305گاو ) يصفرا ايصفرا 

(P 7000 و پاانكراتچيآلدرگمايسا )ن،ي (P 3292 گمايسا 

 .شادند يدارياكاناادا خر چيآلدرگماياز سا نياز( چيآلدر

 ميساااددي، كلر )O2.H6O12H6C(رات مناااو هيااادگلوكز

(NaCl،) دراتيااهي د ديااكلر ميكلساا (CaCl2.2H2O ،)

                                           
2 Layer by Layer deposition 

3 Polyelectrolytes 
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(، KH2PO4)فساااافاتدروژنيه يد ميپتاساااا ،آگااااار

 دروتياااااااااااااااااه يد تراتيساااااااااااااااااميسديتر

(C6H8Na3O7.2H2Oه ،)ساااديمديدروكسي (NaOH ،)

 KGaAمار   شاركت از نيز( HCl) كيدروكلريهدياس

64271 Darmstadt  د. دو گوناااه خرياااداري شاااآلماااان

 و ATCC 7469  رامنوسااوسلاكتوباسيلوسپروبيوتيااك 
 نيز تهيه شدند.   ATCC 14917 مپلانتارولاكتوباسيلوس

 هاروش
 تهیه استوک

 لاكتوباسلوسهاي در اين پژوهش از سويه

عنوان مدل به پلانتاروم لاكتوباسيلوسو  رامنوسوس

در پروبيوتيك استفاده شد. در ابتدا باكتري موردنظر 

كشت ايزوله داده شد و در ،1MRS Agar محيط كشت

انكوبه شد. براي  h ۴۸به مدت  C°37انكوباتور ثابت 

ها زير ميكروسكوپ ها،كلونياطمينان از خلوص كشت

مشاهده شدند. براي تهيه استو ، به كمك لوپ از 

كشت مايع تهيه شد. اين  ،brothكلوني در محيط تك

در انكوباتور ثابت  C°37در دماي h 1۶كشت به مدت 

 min 15و به مدت  rpm۴000قرار داده شد. سپس، با دور

 سانتريفوژ شد و به نسبت يك به يك محيط كشت و

% به رسوب حاصله اضافه شد و استو   20گليسرول 

 27نگهداري شد) -C° ۸0فريزر در دماي  تهيه شده در

 (.21و

 تهیه سوسپانسیون باکتری

در يك  MRS brothكشت محيط ml۴0ابتدا 

كشت تهيه ريخته شد. از استو  يك پيش ml50فالكون 

س پانكوبه شد.  C°37شد و در انكوباتور ثابت در دماي 

كشت، % از پيش OD  ،5 رسيد. در اين 1به  h ۸ ،ODاز 

داخل كشت اصلي تلقيح شد و در انكوباتور ثابت در 

اني انكوبه شد و فرايند ريزپوش h  1۶ به مدت C°37دماي

 در فاز سكون آغاز شد.

 ACACفرآیند میکروانکپسولاسیون 

                                           
1 de Man, Rogosa and Sharpe medium (MRS) 

و  2ميكروانكپسولاسيون مطاب  روش ايكبال

سوسپانسيون باكتري بر طب   انجام شد.( 201۸همكاران)

با  C°۴روش ذكر شده در بخش قبل تهيه شد و در دماي

سانتريفوژ شد. پس از  min 15به مدت  rpm ۴500دور 

ر ريخته شد. رسوب باكتري سانتريفوژ، محلول رويي دو

% دو بار شست و شو داده شد.  9/0با سرم فيزيولوژي 

به رسوب  % ۶/1سديممحلول آلژينات ml 5 ،سپس

، با ml10 باكتري اضافه شد. سپس، يك سرنگ استريل 

سديم محلول، همگن شده سوسپانسيون باكتري و آلژينات

و  mlit/hr 295و روي يك پمپ پيستوني با دبي  پر شد

سوار شد. محلول همگن  rpm5/۴2 سرعت چرخش پيچ 

محلول  ml100 هاي بسياركوچك به صورت قطرهشده به

 rpm150 ( كه روي شيكر با دور M1/0كلسيم )كلريد

 min 5شد. پس از  3در حال همزدن بود اكسترود

هاي سفت شده، شكل گرفت. سپس، ميكروكپسول

رويي دور  % از محلول ۶۶/0ها جهت شستشوي ريزدانك

 9/0ريخته شد و به همان اندازه محلول استريل آب نمك 

 ml 15 تكرار شد. سپس،سه بار % اضافه شد. اين عمل 

ها اضافه كپسول% استريل به ميكرو ۴/0محلول كيتوزان 

 rpm150 روي شيكر با دور  min30شد و به آرامي براي

سديم تشكيل همزده شد. اولين لايه روي هسته آلژينات

ها با روش قبل شسته شدند و در مرحله شد. ميكروكپسول

% به  1/0سديم محلول آلژينات ml15 بعد 

ديگر محلول  min20 ها اضافه شد و براي ميكروكپسول

ها، در به آرامي همزده شد.پس از شستشوي ميكروكپسول

به  01/0پايان يك محلول كيتوزان استريل % 

به آرامي براي ها اضافه شد و محلول ميكروكپسول

min30 ها مجددا سه ديگر همزده شد. ميكروكپسول

چهار لايه ACAC بارشسته شدند و كپسول نهايي

 (.27كيتوزان تشكيل شد)-آلژينات

ها در باافر فساتاو و بررسی حل شدن ریزدانک

 تری سدیم سیتراو

                                           
2 Iqbal 
3 extrude 
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تهيه  قبل ذكر شده در بخش ها مطاب  روشريزدانك

لايه  ۴هاي زدانكشدند. براي بررسي حل شدن ري

ACAC ،سيترات و محلول از دو محلول تري سديم

ها فسفات استفاده شد. براي انجام آزمايش ريزدانكبافر

يك گرم  g1تقسيم شدند. سپس،  g 1قسمت با وزن  ۴به 

هاي جداگانه استريل ها به هر يك از فالكوناز ريزدانك

محلول تري سديم  ml10منتقل شد. به فالكون اول 

 rpmبا دور  min 20اضافه شد و به مدت  M 1/0يترات س

 mlدر  min 20شيك شدند. فالكون دوم، به مدت  250

يك شد و ش rpm 250فسفات با دور محلول بافر 10

 min 10ها به مدت از ريزدانك g 1فالكون سوم حاوي 

در  min 10سيترات و سپس سديممحلول تري ml 10در 

ml 10 ر فسفات با دوبافرrpm 250 ند. آخرين شيك شد

بافرفسفات و سپس  ml 10در  min 10فالكون به مدت 

min 10  درml 10 سيترات با دور سديمتري rpm250 

 شيك شدند.

بااه هاااراه  ACACلایااه  4 هاااریزدانکتهیااه 

 کلسیمکربناو اسیدآنتی

در ابتدا سوسپانسيون باكتري با روش ذكر شده در 

ون حاوي سوسپانسيون باكتري بالا تهيه شد. سپس فالك

 9/0سانتريفيوژ شد و رسوب باكتري با سرم فيزيولوژي % 

و  1جي يو دو بار شست و شو داده شد. با استفاده از روش

محلول  ml 2به رسوب باكتري،  ( در ابتدا2019همكاران)

اضافه  3محلول آلژينات %  ml 3و  M 1/0كربنات كلسيم

استفاده از يك پمپ سپس، محلول همگن شده با  .شد

كه با دور M1/0كلرايد محلول كلسيم ml100 سرنگي به 

 rpm200 بود، اكسترود شد. پس از  درحال همزدن

ها به كمك صافي جدا شدند ، ريزدانكmin 15گذشت 

 min 30به مدت  ۴/0محلول كيتوزان % ml 20و در 

شيك شدند. بار ديگر  rpm 150ور شده و با دور غوطه

شو وا به كمك صافي جدا شده و بعد از شستهريزدانك

ها منتقل شد. اين ريزدانك1%محلول آلژينات  ml 20به 

                                           
1 GU 

شيك شدند.  rpm150 با دور  min20 به مدت 

ها به كمك صافي جدا شده و در آخرين ريزدانك

ها در محلول كيتوزان % مرحله، پس از شستشو ريزدانك

 rpmه و با دور ور شددقيقه غوطه min 30به مدت  01/0

 (.2۶شيك شدند) 150

ریزپوشانی  هایباکتری قابلیت زیستیبررسی 

کلسیم اسید کربناوآنتی به هاراه ACACشده 

 سازی شده معده و رودهدر محلول شبیه

به همراه  ACACلايه  ۴ها در ابتدا ريزدانك

اسيد با روش ذكر شده در بالا تهيه شدند. براي آنتي

هاي ريزپوشاني شده تي باكتريبررسي قابليت زيس

ACAC (، 2012)2داچنسنو-با استفاده از روش تومارو

از  g 1تقسيم شدند.  g 1قسمت با وزن  5ها به ريزدانك

هاي جداگانه استريل ها به هر يك از فالكونريزدانك

سيترات اضافه سديمتري ml10 منتقل شد. به فالكون اول 

ها و تهيه رقت، از شد. پس از حل شدن كامل ريزدانك

ها استفاده شد. براي تعيين جمعيت اوليه باكتري cfuروش 

سازي از محلول شبيه ml10 هاي بعدي به ميزان به فالكون

 g/L 5/3سديم كلرايد،  g/L 2( شامل: SGF)معده 

آن توسط محلول  pHپپسين كه  g/L 2/3گلوكز، 

(M2HCl ( ، تنظيم شده بود اضافه شد. اين  ۸/1روي

 و با دور C 37°الكون ها در انكوباتور شيكردار با دماي ف

rpm75  قرار داده شدند، پس از گذشتmin۶0 يكي از ،

ها را خارج كرده و محلول رويي فالكون خالي فالكون

سيترات اضافه شد و سديممحلول تري ml10شد و به آن 

ها استفاده شد. براي تعيين جمعيت باكتري cfuاز روش 

در تماس با  min ۶0مانده كه باقي فالكون 3سپس، به 

سازي محلول شبيه ml10سازي معده بودند، محلول شبيه

 g/L 10پتاسيم،فسفات g/L۸/۶  :( شاملSIF)روده 

  كه NaCl(M2)ك گلوكز كه به كم  g/L  5/3پانكراتين،

pH و بار ديگر  تنظيم شده بود، اضافه شد ۸/۶آن روي

ور شيكردار قرار داده شدند و اين فالكون ها در انكوبات

                                           
2 Tomaro-Duchesneau 
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محلول رويي  120و min۶0 ،90هاي پس از گذشت زمان

سيترات اضافه سديمتري ml 10را خالي كرده و به آن 

هاي مورد شد. تمامي محلول تعيين cfuشد و با تهيه رقت، 

سازي معده و استفاده اتوكلاو شدند به جز محلول شبيه

 (.21روده كه فيلتر شدند)

ها به کاک میکروکپسول یمورفولوژبررسی 

 SEM ی روبش یالکترون کروسکوپیم

تدا به اب توزان،يك-ناتيآلژ هيلا ۴ هاكروكپسوليم

 يروش خشك كردن تصعيدي خشك شدند. سپس، برا

لايه، از  ۴هاي بررسي مورفولوژي ميكروكپسول

استفاده  SEM و تكنيك يميكروسكوپ الكتروني روبش

ميكروسكوپ  لهيوسبه هاكروكپسوليشد. مشاهده م

 كزدر مر (VEGA\\TESCAN-XMU) الكتروني مدل

 .انجام شد يراز يپژوهش متالوژ

 هاداده یآمار لیتحل

نس واريا زيها با استفاده از آنالداده يآمار زيآنال

افزار نرمو با استفاده از   (one way ANOVA)يك طرفه

SPSS  هاآزمون يداريبا سطح معن 23نسخه (p≤ 0.05) 

)نسخه  Excel افزارانجام شد و نمودارها در فضاي نرم

 .شده است مي( ترس2010

 نتایج

 لوسیلاکتوباساا یرشااد باااکتر یمنحناا رساام

 بر حسب زمان رامنوسوس

بر حسب  رامنوسوسلوسيلاكتوباس يرشد باكتر يمنحن

نشان داده شده است.  1در شكل  جيزمان رسم شده و نتا

 h 3در  باكتري شود،يم مشاهده 1در شكل همانطور كه 

اول در فاز تاخيري بوده و ساعت چهارم شروع به رشد 

 ي، باكترh 1۶گذشت نمايي كرده است و پس از 

. در فاز شوديفاز ثابت  م اردو رامنوسوسلوسيلاكتوباس

شده و باكتري در هنگام  تيتثب يباكتر طيثابت، شرا

در برابر ورود به فاز ثابت داراي بالاترين مقاومت 

ترين زمان براي هاي محيطي است و مناسبتنش

(. بنابراين، 2۸ها از محيط كشت است)جداسازي باكتري

كردن  جداعنوان زمان مناسب براي ، به1۸تا  h 1۶ زمان

كشت و انجام فرآيند سلولي از محيطتوده

دست آمد. بر اساس مطالعات به ونيكروانكپسولاسيم

رامنوسوس در محيط اسيلوسقبلي، منحني رشد لاكتوب

تعيين شد.  C° 37گذاري خانهدر دماي گرم MRS كشت

 h بعد از رامنوسوسلوسيلاكتوباسنتايج نشان داد باكتري 

وارد فاز نمايي  h 11از  و پس يانيوارد فاز نمايي م 5

وارد فاز ثابت  h 5/15 تاخيري شده و بعد از گذشت

شد (. در مطالعه ديگري منحني ر29شود)مي

در  MRS در محيط كشت رامنوسوسلوسيلاكتوباس

هاي مختلف رشد تعيين شد. دراين در فاز C° 37دماي

وارد فاز ثابت رشد  h 1۶ مطالعه باكتري پس از

(. نتايج اين پژوهش با نتايج قبلي مطابقت 30شود)مي

.دارد

 
 بر حسب زمان. امنوسوسلاکتوباسیلوس ر. منحنی رشد باکتری 1شکل 
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 تراویس میسد یتر و فستاو بافر در ACAC هاریزدانک شدن حل یبررس. 1 جدول
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 لاکتوباسیلوس پلانتارومهای و باکتری باکتری لاکتوباسیلوس رامنوسوسمانی . منحنی مقایسه زنده2شکل

های مختلف در زمان Log(cfu/g)( برحسب ACACو ریزپوشانی شده چهار لایه ) Log(cfu/ml)بر حسب  آزاد

سازی معده و رودهشرایط شبیه

تاو و در بافر فس هازدانکیحل شدن ر یبررس

 تراویس میسد یتر

از داخل  هايباكتر شيرها يابتدا برا در

ها بررسي شد. ساخت ها، انحلال آنريزدانك

بار،  نياول ياسيد براي چند لايه همراه با آنتيهاريزدانك

انجام شد بنابراين، براي تعيين نوع حلال مناسب و زمان 

ول مطاب  جد يها، آزمايشلازم تا تخريب كامل ريزدانك

از  يكياز  ن،يشيپ يهارفرنس اسزير طراحي شد. بر اس

انحلال  يبافرفسفات برا اي تراتيس ميسد يتر يهامحلول

  .(21، 31و 32)شوديها استفاده م زدانكير

 يهادر محلول هيلا ۴هاي ريزدانك انحلال

 جيشد. نتا يو بافرفسفات بررس تراتيسميسديتر

هاي يزدانكر min 20 نشان داد پس از شيآزما

كه با  ترات،يسميسديترمحلول  ml 10 ور شده درغوطه

 در حال همزدن بود، كاملا حل شدند. در rpm 250 دور

ها در محلول شدن ريزدانكمراحل حل 1جدول 

 و بافر فسفات مشخص شده است. تراتيس ميسديتر

وزن 

هاریزدانک  
 (minزمان)

 تری سدیم سیتراو

M 1/0 
های حلالیت میکروکپسول بافر فستاو

ACAC 

گرم 1  

 
20 min-250 rpm 

 مرحله دوم

10 ml-10 min 

 مرحله اول

10 ml-10 min 

 

ها حل نشدندريزدانك  

گرم1  

 
20 min-250 rpm _ 10 ml-20 min ها حل نشدندريزدانك  

گرم1  02  min-250 rpm 
 مرحله اول

10 ml-10 min 

 مرحله دوم

10 ml-10 min 
ها حل شدندريزدانك  

گرم1  02 min-250 rpm 10 ml-20 min - 
كاملا  هاريزدانك min 20از  پس

 حل شدند
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های ریزپوشانی بررسی قابلیت زیستی باکتری

و  رامنوسوس سیلوسلاکتوبا ACACلایه  4شده 

اسید به هاراه آنتی پلانتروم لاکتوباسیلوس

کربناو کلسیم در محلول شبیه سازی شده معده 

 و روده

هدف از انجام اين بخش از آزمايشات بررساي اثار 

بار روي ( ACAC)ياهالكتروليات چناد لافرمولاسيون پلي

هااااااااي پروبيوتياااااااك قابليااااااات زيساااااااتي باكتري

 پلانتارومكتوباساااايلوسلا و رامنوسااااوسلاكتوباسيلوس

اساايد در شاارايط هاي آنتيمحصااور شااده در هياادروژل

شارايط  ( وpH=۸/1 )در حضاور پپساين،سازي معده شبيه

 (pH=۸/۶)در حضاااور پاااانكراتين،  ساااازي رودهشبيه

  باشد.مي

هااااااي آزاد و باكتري مانيزناااااده، 2در شاااااكل 

 ACACلاياااااااه ۴شاااااااده هااااااااي ريزپوشانيباكتري

بااه  پلانتاروملاكتوباساايلوسو  وسااوسرامنلاكتوباسيلوس

اساايد( در عنوان آنتي)بااه M 1/0كربنااات  همااراه كلساايم

هاااي زماااني و روده در بازه سااازي معاادهمحلااول شبيه

طوركه ملاحظاه شده، با هم مقايسه شده است. همانتعيين

و  الكترولياتشود، دو عامل ريزپوشاني چناد لاياه پليمي

فزايش قابليات زيساتي را باراي ا log(cfu/g) ۶اسيد، آنتي

هاي نسبت به باكتري پلانتاروملاكتوباسيلوسهاي باكتري

باااااااااااااااراي بااااااااااااااااكتري  log(cfu/g) 2آزاد و 

هااي آزاد، در نسبت به باكتري رامنوسوسلاكتوباسيلوس

بااه همااراه دارد و افاازايش بقاااي گوارشااي شاارايط دشااوار 

باه هااي آزاد هاي كپسوله شده، نسبت باه باكتريباكتري

 طور معني داري مشاهده شد. 

دسات آماده از شامارش نتاايج به ،3ا شكل مطاب  ب

نشااان پلانتاروم لاكتوباساايلوسهاااي زنااده تعااداد باكتري

هاااااااي آزاد دهااااااد قابلياااااات زيسااااااتي باكتريمي

ساازي شاده روده در شرايط شبيه پلانتاروملاكتوباسيلوس

ا هاايان باكتري يدهپوششرسد. در حالي كه ميبه صفر 

در  آنهاا مجادد يدهو پوشش دياسيآنت يهاروژلهيد در

 كيتااوزان، افاازايش قابلياات زيسااتي–ناااتيآلژ هياادو لا

سااايكل  ۶تاااا را  پلانتاروملاكتوباسااايلوسهااااي يباكتر

هاي آزاد تحاات شاارايط لگاااريتمي در مقايسااه بااا ساالول

د رساينظار مبه همراه دارد. باه  سازي شده گوارشيشبيه

 pH در كنترل دياسيآنتعامل  كيعنوان به ميكلسكربنات

ساايكل  2تااا  قابلياات زيسااتي شيافاازا معااده و يديسااا

و  بوده اساتوثر هاي آزاد ملگاريتمي در مقايسه با سلول

هاااي كپسااوله شااده، نساابت بااه افاازايش بقاااي باكتري

 داري مشاهده شد. طور معنيهاي آزاد بهباكتري

 
آزاد  پلانتاروم یلوسلاکتوباس هاییو باکتر رامنوسوس یلوسلاکتوباس یباکتر یمانزنده یسهمقا یاودار ستون. ن3شکل

 Log(cfu/g)( برحسب ACAC) یهشده چهار لا یزپوشانیو ر log(cfu/ml) برحسب
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 يتوزانك-لايه آلژينات ۴ريزپوشاني با فرمولاسيون 

(ACAC) ر اسيد توانسته است تأثيو عامل آنتي

 طيدر شراها يباكتر چشمگيري بر قابليت زيستي

هاي تعداد سلولداشته باشد و روده معده و  يسازهيشب

در سطح درماني تجويز شده  GI قابل دوام در شرايط

 است.

ها در حالت کپسولمورفولوژی میکروبررسی 

 مرطوب و خشک کردن انجاادی

هاي دهد، ميكروژلدست آمده نشان مينتايج به

شكل  و( ۴)شكل  هستندشكل  كرويكلسيم يناتآلژ

  كند.ها با اضافه كردن كيتوزان تغييري نميآن

 
 . میکروبیدهای آلژیناو کلسیم4شکل 

 

 
 بعد از خشک کردن انجاادی (ACACلایه آلژیناو کیتوسان) 4میکروکپسول های  -۵شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 SEMکردن انجاادی با روش  مورفولوژی میکروکپسول ها پس از خشک-6شکل 
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كيتوزان تاثيري بر –لايه آلژينات ريزپوشاني چند

هاي مرطوب ندارد، بنابراين، پيش مورفولوژي ريزدانك

لايه  ۴هاي از خشك كردن انجمادي، ميكروكپسول

كه با ساير كاملا يكنواخت و كروي شكل هستند، 

به علاوه، در  (.33دارد) بقتمطالعات در اين زمينه مطا

دهي انواع مواد گزارش شد كه پوششپژوهش ديگري 

در اين (.10ها تأثيري ندارد)روي مورفولوژي ريزدانك

-لايه آلژينات ۴هاي پژوهش مورفولوژي ميكروكپسول

خشك كردن انجمادي با  ( پس ازACACكيتوزان ) 

دهد، نشان مي SEMنتايج آزمون . تعيين شد SEMروش

مورد بررسي داراي مورفولوژي لايه  ۴هاي ميكروكپسول

 ۶دارند. شكل mm ۸/1شكل بوده و قطري حدود گل 

)ب( با بزرگنمايي  ۶برابر و شكل  ۶2)الف( با بزرگنمايي 

برابر نشان داده شده است. همانطور كه ملاحظه  ۶۴

شود، خشك كردن انجمادي منجر به تغييرات قابل مي

 شده است.ها مشاهده در مورفولوژي ميكروكپسول

 گیریو نتیجه بحث
( ACACشده)هاي كپسولهبقاي باكتريافزايش 

هاي آزاد به اين شكل قابل توضيح است نسبت به باكتري

 دياسيآنت با شده بارگزاري ناتيآلژ يهاكروژليمكه 

هنگام  هاي هيدروژن راند يونتوانيمكلسيم( )كربنات

 pHبا حفظ . بنابراين، كنندي ها، خنثكروژليورود به م

ماني اين زنده معده، يدياس طيتحت شرا ي،داخل يخنث

اسيدي، افزايش يافته است. علاوه هاي آنتيميكروژل

كيتوزان با افزايش – ناتيآلژ هيچند لا يزپوشانيربرآن، 

ها را مقاومت مكانيكي و شيميايي، حفاظت بالاتر از سلول

ه علت كند. ايجاد يك غشاء چند لايه متراكم بفراهم مي

( و يوني)گروه آن ناتيآلژ نيب يقو يونهاي يكنشبرهم

حفاظت موثر و  طيشرا ني( در اي)گروه كاتونكيتوزان 

د. دهمي حيتوضها را به خوبي ميكروكپسولبهبود ثبات 

به  يصفراو يهاورود نمك اين غشاء متراكم مانع از

و نقش بسيار مهمي در حفاظت از  ها شدهكروكپسوليم

و كند در برابر شرايط نامساعد محيطي بازي ميها سلول

هاي يباكتر يرا برا يگوارش دشوار طيشرا

 شيافزاكند. مي قابل تحمل پلانتاروملاكتوباسيلوس

شده نسبت به ي ريزپوشانيهايباكتر قابليت زيستي

 يرو هيلا ۴ يزپوشانيدهد رين مانش هاي آزاد،باكتري

نكرده  جاديوقفه ا 1هاتيو دفع متابول ل مواد مغذيانتقا

هاي زنده و قابل دوام را براي هر دو و تعداد سلول است

در سطح درماني تجويز  GI2 سويه پروبيوتيك در شرايط

توان به آن اشاره كند. مورد ديگري كه ميشده، حفظ مي

لايه،  رسد، تحمل غشاء چندنظر ميبه كرد اين است كه

فاوت است. نتايج هاي مختلف پروبيوتيك متدر سويه

از سوي  (ACAC)لايه  ۴آزمايشات نشان داد غشاء 

نسبت به باكتري  پلانتاروملاكتوباسيلوسباكتري 

  بهتر تحمل شده است.رامنوسوس لاكتوباسيلوس

هاي ريزپوشاني باكتري (2011همكاران ) و3كاماني

آلژينات –كيتوزان -پروبيوتيك با سه لايه آلژينات 

(ACAرا سبب افزا )ها يش مقاومت مكانيكي ريزدانك

هاي و رسانش هدفمند سلول GIدر برابر شرايط دشوار 

 (2011(. كو  و همكاران)19زنده به روده دانست)

با  آلژينات هاييكروژلمگزارش كردند كه ريزپوشاني 

ها را سلولقابليت زيستي  ، كيتوزان(-سه لايه )آلژينات 

 + log(cfu)/ml 17/0 تا حداكثرگوارشي در شرايط 

 هاي پوشش داده شده سه لايهدر ماتريس ۸۴/۸

و  ۴(. جيانگ1۶د)دهفزايش ميكيتوزان(، ا-)آلژينات

هاي قابليت زيستي باكتري ش( افزاي2013همكاران)

شده با فرمولاسيون  ريزپوشاني لاكتوباسيلوس پلانتاروم

 SGF شرايط، را در (ACA)آلژينات -كيتوزان -آلژينات

(2= pH)  وSIF  (2/7= pH) ماني دهند، زندهگزارش مي

 minبعد از ( ACA)لايه  3هاي ريزپوشاني شده باكتري

%  75% و ۶5به ترتيب بيش از  SIF وSGF در محلول 120

، هيچ يك min۶0 كه، پس از (. در حالي3۴دست آمد)به

در  ((SGFسازي معده هاي آزاد در محلول شبيهاز باكتري

                                           
1 Metabolites 
2 Gastrointestinal 

3 Kanmani 
4 Jiang 
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و  1ندند. در پژوهشي كه راموسحضور پپسين زنده نما

انجام دادند، سيستم جديدي را براي ( 201۶همكاران )

 لاكتوكوكوس لاكتيستني باكتري انتقال درون
طراحي كردند و باكتري  فوليك اسيد(كننده )توليد2

لايه،  چند هايرا با پوششلاكتوكوكوس لاكتيس 

كيتوزان ريزپوشاني -آلژينات-لايزينالپلي-آلژينات

را در حفاظت از  مودند و اثر مثبت اين فرمولاسيونن

در برابر شرايط سخت  لاكتوكوكوس لاكتيسباكتري 

هاي تعداد سلولگوارشي نشان دادند. در اين پژوهش، 

بعد از عبور از شرايط  لاكتيس لاكتوكوكوسي زنده

بود، ( cfu/ml ۶10دشوار گوارشي در حد قابل قبول )

هاي بدون پوشش كتريكه، هيچ يك از باحاليدر

قرار گرفتن در  min 90پس از  لاكتوكوكوس لاكتيس

 مطالعات متعددسازي معده، زنده نماندند. شرايط شبيه

هاي كيتوزان بازده بالايي در نشان داده است كه پوشش

هاي مختلف پروبيوتيك در برابر شرايط حفاظت از سويه

از دشوار گوارشي دارند و زنده ماني غلظت مناسبي 

كنند هاي پروبيوتيك را تا رسيدن به روده حفظ ميسلول

هاي يافتهپژوهش حاضر با  جينتا(. 12، 15، 22، 25و 35)

 توان ازهمچنين، مي حاصل از اين مطالعات مطابقت دارد.

متفاوت، براي توسعه  ايههاي مختلف و مواد هستفناوري

و  انزكيتوهاي ا با پوششهپروبيوتيك ريزپوشاني كردن

مختلف در  هايبا ويژيگي هاييدر نتيجه ميكروكپسول

 .اندازه ذرات، انواع كپسول و بازده حفاظتي استفاده كرد

پايداري مكانيكي دهد، مطالعات  در اين زمينه نشان مي

به ضخامت لايه با كيتوزان،  ي پوشش داده شدهاكپسول

ان اتصال يافته به زبه مقدار كيتو ان وزخارجي كيتو

 هاييرفاكتو بنابراين،آلژينات بستگي دارد. هاي وژلهيدر

را افزايش  آلژينات و كيتوزان كه اتصال بين دو پليمر

. را افزايش دهند هاتوانند پايداري كپسولدهند نيز ميمي

مقاومت مكانيكي بالاتري در همچنين، افزايش 

وزن  غلظت بيشتر و ان بازاز كيتوساخته شده  هايكپسول

                                           
1 Ramos 

2 Lactococcus Lactis 

كه بيشتر مشاهده شده است. هنگامي ترايينمولكولي پ

 هايبار منفي روي سطح هيدروژلداراي كربوكسيل هاي 

موجود در ساختار  آميني هايهگروبار مثبت آلژينات با 

حتي با  ،ضخامت غشاء د،شونكيتوسان محدود مي

 ،كند. همچنينافزايش غلظت كيتوسان افزايش پيدا نمي

هاي لپايداري كپسو ،وششيعنوان يك ماده پكيتوسان به

طور قابل بهحاوي پروبيوتيك را در طول ذخيره سازي 

 5همانطور كه در شكل . (15)دهدافزايش ميتوجهي 

شود، خشك كردن انجمادي منجر به تغييرات ملاحظه مي

ها شده است. قابل مشاهده در مورفولوژي ميكروكپسول

 هاپس از خشك كردن انجمادي، ريزدانك ۶در شكل 

اند كه با از دست دادن رطوبت چروكيده شده

ها، قابل توضيح است. همچنين، اين ناهمواري ريزدانك

هاي باكتريايي در تواند به دليل وجود سلولسطحي مي

هاي هاي كم آب شده باشدكه با يافتهسطوح ريزدانك

در  (.3۶تطاب  دارد)( به خوبي 201۶و همكاران ) 3يااو

ترين عنوان متداولبه ،اكستروژن كياز تكن شيآزما نيا

فاده استها كيوتيپروب ي ميكروانكپسولاسيونبرا تكنيك

 رميغلظت پل، نازل رقطمانند  يمتعدد ي. پارامترهاشد

هاي ريزدانك يسازتوانند بر اندازه و عملكرد كپسولهمي

بگذارند،  ريشده توسط روش اكستروژن تأث ديتول

اندازه  ارش شده استي گزدر مطالعات قبل كهطور همان

 ييو كارا يداريمهم در پا اريبس يعاملها ريزدانك

 ،تربا اندازه بزرگها ريزدانكاست.  يسازكپسوله

تر اندازه كوچك ها باريزدانكنسبت به  يشتريحفاظت ب

اعلام  اتياز نشر يحال، برخنيبا ا .كنندفراهم مي

 يبراتر كوچك هاياندازه ها باريزدانك كهاند كرده

يي در محصولات غذا نديناخوشا يحس رياز تاث يريجلوگ

نتايج اين پژوهش نشان داد (. 37شوند )ترجيح داده مي

 نازل اكسترودر با قطردر صورت استفاده از  كه

 هايي با اندازهتر(، ريزدانك)تجهيزات پيشرفته تركوچك

مطالعات نشان  دست خواهد آمد.به تركوچكر ايبس

                                           
3 Yao 
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به  منجر ،پايين گلورونيك با آلژينات از دهاستفادهد مي

براي دستيابي به . شودمي كمتر قطر با هاييتشكيل دانه

تكنيك توان از تر ميهايي با سايز كوچكميكروكپسول

ها، در لوسيون استفاده كرد. سايز ميكروكپسولامو

به  در مقايسه با تكنيك اكستروژنتكنيك امولوسيون 

در روش  ز ميكروبيدهاساييابد. شدت كاهش مي

با طراحي راكتور، ميكسر و سرعت همزن  امولوسيون

 روش با مقايسه در البته اين تكنيكد. شوكنترل مي

زيرا در اين روش،  باشدتر ميقيمت گران اكستروژن

مورد  گياهي روغن زيادي مقداربراي تهيه امولوسيون ،

زان، كيتو -هاي چند لايه آلژيناتميكروكپسول نياز است.

هاي پروبيوتيك قابليت زيستي غلظت مناسبي از باكتري

كنند. اميد است را تا رسيدن به روده را حفظ مي

و طراحي  LbLتحقيقات بيشتر در زمينه فناوري 

هاي ها با انواع تركيبات پليمري و ضخامتميكروكپسول

تني انداز جديدي در زمينه انتقال درونمتفاوت، چشم

 .ايي پروبيوتيك فراهم كندهاي غذموف  مكمل

 تقدیر و تشکر
خانم و كبري ا علي دكتر جناب آقايبا تشكر از 

 ،كارشناسان محترم آزمايشگاه صنعت رحيميمهندس 

 دليلبه  ،ژنتيك و زيست فناوري ملي مهندسي پژوهشگاه

، از همكاري اند. همچنينتهداش كهي اهمكاري شايسته

با مجري پژوهش  صميمانه خانم مهندس پريسا خدادادي

 شود. تقدير و تشكر مي
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Abstract 

In order to targeted delivery of probiotics for food and drug applications and their effectiveness 

in preventing and treating various diseases, designing effective systems in this field can be helpful. 

In this paper, a new system for targeted delivery of probiotics has been introduced. The objectives of 

this study included: the efficiency of anti-acid microgels coated by multilayer polyelectrolyte 

formulation of alginate-chitosan for survivability of probiotic bacteria in gastric and intestinal 

simulation conditions. Tow Strains of probiotic bacteria including Lactobacillus Rhamnosus and 

Lactobacillus Plantarum were encapsulated separately in alginate hydrogels and calcium carbonate 

as an antacid agent (to control pH under acidic conditions) and coated with double bilayer alginate-

chitosan by LbL self-assembly technique. The results showed that ( in the presence of pepsin 

enzyme and at pH=1.8 and in the presence of pancreatin enzyme and at pH=6.8), the survivability of 

these bacteria increased significantly compared to lactobacillus Plantarum and Lactobacillus 

rhamnosus 6 log(cfu/g) and 2.5 log(cfu/g) respectively. The number of viable cells in both probiotic 

strains was higher than the acceptable therapeutic level. In general, these results showed that these 

microcapsules can be used in controlled delivery of probiotics as food supplements successfully. 

 

 

Keywords: Alginate, Probiotics, Microencapsulation, Multilayer Microencapsulation 

 

                                           
* m_otadi@iauctb.ac.ir 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

m
fi

.ir
 o

n 
20

25
-0

8-
01

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            15 / 15

http://amfi.ir/article-1-32-en.html
http://www.tcpdf.org

