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مقاومت  .است افتهی افزایش با افزایش سطح آگاهی جامعه، تقاضا براي مصرف غذاهاي فراسودمند         
ترین عوامل محدودکننده تولید  هاي پروبیوتیک در برابر شرایط نامساعد محیطی از مهم        پایین باکتري 

هـاي    سـلول پوشـانی بـا محـصورکردن    درون. آیـد  هاي پروبیوتیک به شمار می و گسترش فرآورده 
 شرایط اسـیدي  تواند منجر به افزایش پایداري در برابر عوامل محدودکننده از جمله             پروبیوتیک می 

سدیم و کیتـوزان بـه دو روش         پوشانی دولایه با آلژینات    در این پژوهش، کارایی درون    . معده گردد 
سازي  رایط شبیهدر برابر شلاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس   کردن پاششی و امولسیون بر پایداري        خشک

هـا   انـدازه ریزپوشـینه   .  دقیقه بررسی گردید   120 و 90 ، 60،30،0هاي  طی زمان ) pH=2(شده معده   
تعیـین  ) SEM(گر ابعاد ذراتو شکل ظاهري آنان با استفاده از میکروسکوپ الکترونی    توسطسنجش

قـیح وارد فـاز   ساعت پـس از تل 42 تا   40ها    داد که باکتري   آمده نشان منحنی رشد بدست  . گردیدند
) ≥05/0p(داري   هاي حاصل از روش امولسیون به طور معنـی          ابعاد ریزپوشینه  .شوند ثابت رشد می  

هـا کـروي تـا بیـضی بـود کـه                    شکل ظاهري ریزپوشـینه   . کردن پاششی بود   کمتر از روش خشک   
مانی را  بیشترین زنده. کردن پاششی داراي سطحی چروکیده بودند هاي حاصل از روش خشک  نمونه
 سـیکل لگـاریتمی و پـس از آن    9/1پوشانی شده به روش امولـسیون بـا کـاهش          هاي درون نمونه

 سیکل لگـاریتمی نـشان   4/2کردن پاششی با کاهش    پوشانی شده به روش خشک     هاي درون باکتري
 سـیکل   83/3بـا کـاهش     ) هـاي آزاد  باکتري(مانی مربوط به نمونه شاهد       کمترین میزان زنده  . دادند

 به روش امولسیون    لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس هاي پروبیوتیک    پوشانی باکتري  درون. اریتمی بود لگ
سازي شده معده، روشی مناسب جهـت دسـتیابی بـه       با ایجاد پایداري مناسب در برابر شرایط شبیه       

  .باشد  این باکتري میشده با غنیهاي پروبیوتیک  فرآورده
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   مقدمه- 1
اي هستند که در غلظـت   هاي زنده ها میکروارگانیسم پروبیوتیک

بخـشی را    اثرات سلامت ،   میکروبی روده  مناسب با تعدیل فلور   
هـاي اخیـر   در طـی سـال  . ]1[کننـد  بر روي میزبان اعمـال مـی    

 هاي پروبیوتیـک  تقاضاي رو به رشدي جهت استفاده از باکتري 
اي و اثـرات   در مواد غـذایی بـه منظـور افـزایش ارزش تغذیـه           

هـا،  در بـین پروبیوتیـک    . ها ایجاد شده اسـت     بخش آن  سلامت
                   کننـــده لاکتیـــک اســـید شـــامل      تولیـــد هـــاي  بـــاکتري

، بـیش از همـه مـورد        2بیفیدوباکتر و   1لاکتوباسیلوس هايجنس
هـا طـی   مـانی ایـن بـاکتري    با این وجود زنده . قرار دارند  توجه

داري چالش اصلی در بکـارگیري       فرآوري و در طول دوره نگه     
بیوتیک بـراي  هاي پروباکتري .]2[آید   این فناوري، به شمار می    

بخش خود، باید به صورت زنده و فعال به  ایجاد اثرات سلامت  
ــد ) log cfu/g(107-106تعــداد کــافی  ــه روده انتقــال یابن . ب

ها تحت تـاثیر عوامـل مختلفـی از جملـه           مانی پروبیوتیک  زنده
pH         اسیدي شدن ثانویه محصول، تولید هیدروژن پراکسید در ،

داري قـرار   آوري و نگـه چنین دمـاي فـر   طی عمل تخمیر و هم   
هاي صـفراوي   علاوه بر این، شرایط اسیدي معده و نمک       . دارد

مـانی ایـن گـروه از      نیز از جمله عوامل مهـم در کـاهش زنـده          
 براي مقابله، راهکارهایی از جمله .]3[ها هستند میکروارگانیسم
هـاي مقـاوم بـه اسـید، کنتـرل تولیـد اسـید در          استفاده از گونه  
هاي اکـسیژن ماننـد      کننده دن سیستئین، یا چلاته   فرآورده و افزو  

تـامین شـرایطی بـراي     .]4[انـد    اسید آسکوربیک استفاده شـده    
هاي پروبیوتیکی بـه وسـیله ایجـاد سـد        مانی باکتري  بهبود زنده 

فیزیکی در برابر شرایط نامساعد محیطی راهی است که اخیـرا           
وشـانی  پ فناوري درون. ]5[مورد توجه زیادي قرار گرفته است     

گیـري داشـته    ها در طی دهه گذشته پیشرفت چـشم     پروبیوتیک
ها در  اي از میکروارگانیسم   در این فناوري، دامنه گسترده    . است

داخل یک غشا نیمه تراوا و سازگار با میکروارگانیـسم از نظـر      
ــداري    ــود پایـ ــه در کنـــار بهبـ زیـــستی محـــصور شـــده کـ

طـی، قـادر بـه      ها در برابر شرایط نامـساهد محی       میکروارگانیسم
هاي زنده به نقاط هدف در بدن میزبان، رساندن میکروارگانیسم

پوشـانی، رهـایش    علاوه بر این، فناوري درون    . ]6[خواهد بود   
چنـین رهـایش در شـرایط        ها و هم   کنترل شده میکروارگانیسم  

رضـایی مکـرم و    .]7[نمایـد   موردنظر را نیز، قابل دسترس می     

                                                             
1. Lactobicillus 
2. Bifidobacterium 

کلسیم بر قابلیت    با آلژینات  وشانیپ  درون ، اثر )2010(همکاران  
در ) PTCC 1643 (3اسـیدوفیلوس  لاکتوباسـیلوس  مانی زنده

سازي شده معده و روده در فواصل زمـانی صـفر،            شرایط شبیه 
، را  گـراد   درجـه سـانتی   37 دقیقه در دماي     120 و   90،  60،  30

دار  پوشانی باعث افـزایش معنـی   بررسی و نشان دادند که درون     
)05/0p≤ (در شــرایط لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوسیــداري پا 

اي کـه تعـداد      شـود بـه گونـه      سازي شده معده و روده می      شبیه
سـازي شـده      دقیقه در شرایط شـبیه     60هاي زنده پس از      سلول

ــه در شــرایط شــبیه 120معــده و  ســازي شــده روده، در   دقیق
 log در برابـر  log cfu/g 5/6پوشـانی شـده    هاي درون نمونه

cfu/g 3/2  پـورجعفر و  . ]8[بـود ) شاهد(هاي آزاد  براي سلول
کلــسیم و  پوشــانی بــا آلژینــات ، تــاثیر درون)2011(همکــاران 

لاکتوباسـیلوس  نشاسته مقاوم به روش اکستروژن بـر پایـداري         
را   روده -سـازي معـده    در شـرایط شـبیه    ) La5(اسیدوفیلوس  

پوشـانی   هـاي درون   مانی بـاکتري   بررسی و نشان دادند که زنده     
چنـین روده، بطـور      سازي شده معده و هم     شده در شرایط شبیه   

قبـادي دانـا و     . ]9[هـاي آزاد اسـت    داري بیشتر از سـلول    معنی
پوشانی تـک لایـه و دو لایـه بـا         ، تاثیر درون  )2016(رشنوادي  

 )La5(لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس مانی  کلسیم بر زنده  آلژینات
. بررسـی کردنـد   داري را    فرنگـی طـی دوره نگـه       در آب گوجه  

بـــه ســـه روش آزاد، ) La5(لاکتوباســـیلوس اســـیدوفیلوس 
ــه و درون   درون ــک لای ــانی ت ــه آب    پوش ــه ب ــانی دو لای پوش

 درجــه 4هــا در دمــاي  فرنگــی تلقــیح گردیــد و نمونـه  گوجـه 
مــانی  نتــایج نــشان داد کــه زنــده. داري شــد گــراد نگــه ســانتی

  بـه صـورت آزاد در حـد   )La5(لاکتوباسیلوس اسـیدوفیلوس   
سه هفته بوده و این میـزان  ) log cfu/g106حداقل (استاندارد 

پوشانی شده به صورت دو لایه به شـش هفتـه         در حالت درون  
مـانی  ، زنـده  )2010(سـابیکی و بـابو      .]10[افزایش یافته اسـت   

سدیم  پوشانی شده با آلژینات     درون اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس
صـــد، در 2(و نـــشاسته ذرت ) حجمــی / وزنـــیدرصــد،  4(

شـده  سـازي   به روش امولسیون در شرایط شبیه     ) حجمی/وزنی
هـاي زنـده در    معده  را بررسی و نتیجه گرفتند که میزان سلول       

 سیکل لگاریتمی و در نمونه      71/1شده  پوشانی هاي درون نمونه
 سـلتانا و    .]11[یافـت  سـیکل لگـاریتمی، کـاهش        94/4شاهد  

 را بـا    دوفیلوساسـی لاکتوباسـیلوس ، بـاکتري    )2000(همکاران  
بیوتیک نـشاسته   وپري) حجمی/وزنیدرصد،   2(سدیم   آلژینات

                                                             
3. Lactobacillus acidophilus 
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، بـــه روش امولـــسیون )حجمـــی/وزنـــیدرصـــد،  2(ذرت  
مانی بـاکتري پـس از       و بیان کردند که میزان زنده      پوشانی درون

 سیکل pH ،5=2 ساعته در شرایط اسیدي با 3طی دوره زمانی 
، )2009(اران مکــرم و همکــ .]12[یابــد مــیلگــاریتمی کــاهش

لاکتوباســیلوس   و لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوسهــاي  بــاکتري
کلـــسیم، بـــه روش امولـــسیون   را بـــا آلژینـــات1رامنوســـس

سازي شده  ها را تحت شرایط شبیه مانی آن  پوشانی و زنده   درون
هـاي   یافتـه . مقایسه کردنـد  ) شاهد(معده و روده با حالت آزاد       

دهی با  آلژینـات      ار پوشش د دهنده تاثیر معنی   بدست آمده نشان  
ــاکتري  ــداري ب ــزایش پای ــر اف ــده   ب ــا در شــرایط اســیدي مع ه

)5/1=pH (هـــاي از ســـوي دیگـــر تعـــداد ســـلول. بودنـــد
ــیلوس اســیدوفیلوس   لاکتوباســیلوس رامنوســس  و لاکتوباس

 دقیقـه در  60پوشانی شده با دو لایـه از آلژینـات پـس از          درون
 3/2ترتیـب  بـه  )  pH =25/7(سـازي شـده روده     محیط شـبیه  

ــت، در  2ســیکل لگــاریتمی و   ســیکل لگــاریتمی کــاهش یاف
 6/7 و5/6هاي آزاد این کاهش به ترتیب  که براي سلول   صورتی

طالـب زاده و همکـاران       .]13[سیکل لگـاریتمی گـزارش شـد      
 را بــا لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوس اي  ، در مطالعــه)2014(

 مولار 1/0، کلریدکلسیم )حجمی/وزنی( درصد 3سدیم  آلژینات
ــسیون ) حجمــی/وزنــی(درصــد 4/0و کیتــوزان  بــا روش امول

پوشانی شده   مانی باکتري درون   دهی کردند و میزان زنده     پوشش
گـراد بـه     درجـه سـانتی  70را پس از آزمون حرارتی در دمـاي    

هـاي زنـده در     تعـداد بـاکتري   .  دقیقه بررسـی کردنـد     25مدت  
آلژینات سدیم  (پوشانی شده با آلژینات سدیم،       هاي درون  نمونه

 سیکل  89/4 و   1/2،  46/2و نمونه شاهد به ترتیب      ) و کیتوزان 
اثرات ) 2020(زاغري و همکاران     .]14[لگاریتمی کاهش یافت  

ــاکتري  درون ــانی ب ــیلوسپوش ــري  لاکتوباس ــات 2روت ــا ترکیب ب
/ وزنـی (درصـد   18و  17،  16غلظـت    اي شلاك در سـه     دیواره

درصـد  5/1 و   1،  5/0هـاي    سدیم در غلظت   و آلژینات ) حجمی
مانی  کردن بستر شناور بر زنده     به روش خشک  ) حجمی/وزنی(

سازي شـده معـده را بررسـی و نـشان      ها در شرایط شبیه  سلول
دهی شده با محلول  پوشش(%) مانی نسبی باکتري  زنده دادند که

پس از طی ) حجمی/ وزنی( درصد 1آلژینات سدیم در غلظت 
سـازي شـده معـده بـا          ساعت در شـرایط شـبیه      1دوره زمانی   

)2=pH (  داري   به طور معنی)05/0p≤  ( هـاي   نسبت به پوشش
هـدف از انجـام ایـن پـژوهش،      .]15[دیگر افـزایش نـشان داد   

                                                             
1. Lactobacillus rhamnosus 
2. Lactobacillus reuteri 

سدیم و کیتوزان    پوشانی دولایه با آلژینات    ارزیابی کارایی درون  
مـانی   کردن پاشـشی و امولـسیون بـر زنـده          به دو روش خشک   

سازي شـده معـده      رایط شبیه  در ش  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 
  .بود
  

 ها  مواد و روش- 2
   مواد- 2-1

 MRSمواد مورد استفاده در این تحقیق شامل محیط کـشت  

Broth3 محــیط کــشت ،MRS Agarهیدروکــسید،  ، ســدیم
ــدیم ــیتریک  ســ ــد، ســ ــدیم  کلریــ ــید، ســ ــیترات،  اســ ســ

فسفات از شرکت    هیدروژن دي فسفات، سدیم  هیدروژن سدیم دي
، کیتـوزان، پپـسین از      80سـدیم، تـویین      ینات، آلژ )آلمان(مرك  

استیک  ، کلریدکلسیم، گلایسیال  )آلمان( آلدریچ   -شرکت سیگما 
و ) ایـالات متحـده آمریکـا     (اسید از شرکت ام پی بیومـدیکالز        

به ،  )La5)1643- PTCCلاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس باکتري  
ــادي   ــده انجمـ ــشک شـ ــورت خـ ــه صـ ــز منطقـ اي  از مرکـ

 . شدندتهیه ) ایران(عتی هاي صنمیکروارگانیسم

   کشت میکروبی -2-2
لیتر از محیط کـشت     میلی 99در    گرم از پودر لیوفیلیزه    1مقدار  

MRS Broth 37 ساعت در دماي 72 تلقیح  شد و به مدت 
عمل جداسازي بیوماس   . گذاري شد  گراد گرمخانه  درجه سانتی 

 دور در 4500در انتهاي فاز لگـاریتمی توسـط سـانتریفیوژ در           
گراد انجـام     درجه سانتی  4 دقیقه و در دماي      10دقیقه به مدت    

نشین شده از محـیط      پس از سانتریفیوژ، توده سلولی ته     . گردید
شستشوي بیوماس باکتریـایی توسـط      سپس  . کشت جدا گردید  
 4 درصد طی دو مرحله انجام و در دماي          9/0سرم فیزیولوژي   

داري  پوشانی نگه گراد تا بکارگیري در فرآیند درون درجه سانتی
سپس از محیط کشت براث بوسیله لوپ استریل یک کشت .شد

  .]16[ جامد تهیه گردیدMRS Agarخطیروي محیط کشت 
  رشد منحنی -2-3

به منظور رسم منحنی رشد باکتري، جذب نوري در طول موج 
               نانومتر در طول مدت کشت در مقایسه با محیط600

           فارلند در اسپکتروفتومتر ل مککشت اولیه بر اساس جدو
25 UV/VIS) Prekinشدخوانده )، ایالات متحده آمریکا 

  .]17[)باشند نتایج، میانگین سه تکرار می(
                                                             

3. De Man, Rogosa and Sharpe agar 
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  پوشانی   درون- 2-4
کن  ها به دو روش امولسیون و خشک پوشانی باکتري درون

  .پاششی انجام شد
  روش امولسیون-2-4-1

لیتـر آب    میلی100سدیم، در    لژینات گرم آ  3در این روش ابتدا     
زن مغناطیـسی کـاملا حـل شـد،        مقطر دیونایز با استفاده از هم     

گـراد بـه     درجه سانتی121سپس محلول بدست آمده در دماي      
محلول به مـدت یـک شـب در     . دقیقه اتوکلاو گردید   15مدت  

داري تا ذرات آلژینات به خـوبی آب جـذب       دماي یخچال نگه  
لول از یخچال خارج و پس از همدما شـدن          در ادامه مح  . کنند

 دقیقـه   5با محیط، محلول با سوسپانسیون باکتریایی بـه مـدت           
براي تشکیل امولسیون مخلـوط حاصـله را بـه       . مخلوط گردید 

 درصد امولسیفایر تویین    2/0لیتر روغن ذرت حاوي       میلی 500
با ) Heidoph, Germany(زن مغناطیسی    و به کمک هم80

.  دقیقه پراکنـده گـشت     20ر در دقیقه به مدت       دو 350سرعت  
 مولار  1/0سپس براي شروع ژلاتیناسیون، به آرامی کلریدکلسیم 

 20افزودن کلریدکلسیم طی (نظر اضافه گردید  به محلول مورد 
، سـپس   ) دور در دقیقه انجـام گرفـت       100دقیقه و در سرعت     

 دقیقه در شرایط ذکر شـده بـاقی مانـد تـا             20محلول به مدت    
در نهایـت بـه     . ها، تکمیل گردد  نشینی کپسول  لاتیناسیون و ته  ژ

 Sigma(ها، از دکانتور و سـانتریفیوژ منظور جداسازي کپسول

3-18 K, Germany ( دور در دقیقــه بــه 350بــا ســرعت         
هاي جداشده بـا محلـول      کپسول و  دقیقه استفاده شد   10مدت  

 10راد حدود گ  درجه سانتی4آب مقطر شسته شده و در دماي   
مکرم و همکاران، (داري شدند که کاملا سفت شوند  ساعت نگه

دهی لایه دوم، کیتوزان بـا وزن مولکـولی          براي پوشش ). 2009
 pHپایین را در آب اسیدي شده با گلایسیال استیک اسید کـه           

 4/0 می باشد حـل شـده و بـه غلظـت نهـایی           3آن در حدود    
سـیله افـزودن   رسـانده شـد، سـپس بو      ) حجمـی /وزنی(درصد  
 آن به حـدود  Merck, Germany( ،pH(هیدروکسید  سدیم

مخلوط حاصله بوسیله کاغذ واتمن صاف   .  رسانیده شد  6-7/5
 دقیقـه،   15گراد بـه مـدت        درجه سانتی  121شد و در اتوکلاو     

کلـسیم سـاخته     هاي آلژینات  گرم از کپسول   15. استریل گردید 
ردید و با سـرعت  شده در مرحله قبلبه محلول حاصله اضافه گ    

 دقیقه هم زده شـد تـا عملیـات    40 دور بر دقیقه به مدت     200
هـاي  دهی به طور کامل صـورت گیـرد، سـپس کپـسول       پوشش

 دور 350پوشش داده شده با کیتوزان بوسیله سانتریفیوژ با دور     

داري  گـراد نگـه    درجه سانتی  4در دقیقه جدا شدند و در دماي        
  .]18[شدند

  پاششیکردن روش خشک -2-4-2
لیتر از محیط کشت مـایع حـاوي          میلی 200در این روش ابتدا     

 دقیقــه 10 دور در دقیقــه بــه مــدت 6500هــا در دور  بــاکتري
. مانده در ته فالکون برداشـته شـد      هاي باقی  سانتریفیوژ و سلول  

ها با محلول رینگر با یک چهارم قدرت در حجم برابر با     سلول
هـاي   سـلول . ن شـسته شـد    مانده در تـه فـالکو      هاي باقی  سلول
 درصد مخلوط و 3لیتر محلول آلژینات   میلی200مانده، در  باقی

دماي هـواي  . کن پاششی آزمایشگاهی اسپري شد     درون خشک 
 70-75گراد و دماي هواي خروجی        درجه سانتی  140ورودي  

، سـرعت   ml/min 15گراد، جریان ورودي پمپ      درجه سانتی 
. متـر بـود     میلـی  7/0زل   لیتر بر سـاعت و قطـر نـا         500پاشش  
هاي بدست آمده فاقد اتصالات عرضی با کلسیم بوده و         کپسول

هاي بدست آمده  گرم از کپسول  میلی 250براي ایجاد اتصالات،    
 درصد با اولتراتوراکس در 1کلرید  لیتر محلول کلسیم  میلی25با 

.  دقیقــه مخلــوط شــد10 دور در دقیقــه بــه مــدت 8000دور 
 دور در 4000تصالات عرضی با سانتریفیوژ هاي داراي ا کپسول

ها  دهی کپسول پوشش.  دقیقه جداسازي شدند10دقیقه به مدت 
 درصـد  1 درصد کیتوزان و 4/0با کیتوزان با استفاده از محلول       

 رسانده  2/5 برابر با    pH مولار به    1/0که با سود    (اسید استیک   
تـوراکس در  براي این منظور با استفاده از اولترا     . انجام شد ) شد

ــدت 8000 ــه م  دقیقــه مخلــوط شــدند و 10 دور در دقیقــه ب
هاي پوشش داده شـده بـا کیتـوزان از ایـن محلـول بـا                 کپسول

 دقیقـه جـدا   10 دور در دقیقـه بـه مـدت      4000سانتریفیوژ در   
 .]19[شدند

 EE(1(پوشانی   راندمان درون- 2-5
از  گـرم  1ها، هاي به دام افتاده در کپسول     براي شمارش باکتري  

لیتر محلول استریل بافر فسفات   میلی9هاي تهیه شده با     کپسول
)M1/0   7 و=pH (    دقیقه در دماي اتـاق  10پراکنده و به مدت 

ها در محلول ها به طور کامل حل وباکتريزده شد تا کپسول هم
سپس با استفاده از محیط کشت جامد       . استریل بافر، آزاد شوند   

MRS    سـاعت  72ها به مـدت  ي آگار و روش پورپلیت، باکتر 
شـمارش  . گذاري شدند خانه گراد گرم  درجه سانتی37در دماي  

هایی کـه بـا     براي کپسول  .]20[ تکرار انجام شد   3ها در   باکتري
سـدیم و    کیتوزان پوشش داده شـدند،از محلـول بـافر سـیترات          

                                                             
1. Encapsulation efficiency (EE) 
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 گـرم از    1دستگاه استومکر استفاده شد، بـه ایـن صـورت کـه             
ــا کپــسول ــر  میلــی9هــا ب              ســیترات  از محلــول بــافر ســدیملیت

)M1/0 3/6 و=pH (        ترکیب کرده و تحت شرایط استریل و به
ها به   دقیقه در دستگاه استومکر هم زده شد تا باکتري      20مدت  

طور کامل در محلول بافر آزاد شوند، سپس مطابق روش ذکـر            
راندمان .]19[ تکرار انجام گرفت     3ها در    شده شمارش باکتري  

  : بدست آمد1پوشانی با استفاده از رابطه  ندرو
 EE (%) = N / N0 1رابطه 

هـاي زنـده بـدام افتـاده در       برابر با باکتري   N که در این رابطه     
هـاي آزاد     نشان دهنده تعداد اولیـه بـاکتري       N0ها و    ریزپوشینه
 . باشد اولیه می

  
  ها  شکل ظاهري و اندازه ریزپوشینه- 2-6

گر  سنجش تشکیل شده، به وسیله دستگاه     هاياندازه ریزپوشینه 
ها در آب دیونایز    بدین منظور کپسول  . صورت گرفت ابعاد ذرات 

 2پراکنده شدند و بعد از کالیبره کردن دستگاه بـا آب دیونـایز،    
ها به دسـتگاه اضـافه شـد     لیتر از محلول حاوي ریزپوشینه     میلی

 ـ. ها گزارش شـد  ونتایج بر اساس قطر میانگین ریزپوشینه      راي ب
ها، از میکروسکوپ نوري استفاده شد و تعیین شکل ریزپوشینه  

هـا از میکروسـکوپ     چنین براي مشاهده سـطح ریزپوشـینه       هم
 بـه   هـا براي این کار ریزپوشـینه    . استفاده شد  SEM1الکترونی  

وسیله چسب دوطرفه بر روي صفحه مخصوص دستگاه تثبیت 
مـشاهده  .  شـدند  دهی دقیقه به وسیله طلا پوشش     2و به مدت    
ها بوسیله میکروسکوپ الکترونی، با تابش الکترونی        ریزپوشینه

  .]13[ گرفت کیلوولت انجام15
مانی باکتریدر شرایط   قابلیت زنده- 2-7

  سازي شده معده شبیه
سازي شده اسید معده با انحلال پپسین در محلـول     شرایط شبیه 

تا رسیدن به غلظـت  ) NaClحجمی / درصد وزنی5/0(نمکی  
 محلـول بـا اسـتفاده از     pH.  گرم در لیتـر انجـام شـد        3یی  نها

و محلـول     رسـانده شـد    5/1بـه   )  مـولار  1/0(اسیدکلریدریک  
جهـت تعیـین   .  استریل گردیـد µm22/0حاصله با میکروفیلتر  

ک ی ـسازي شده معـده،      مانی باکتري در شرایط شبیه     میزان زنده 
ون لیتـر از سوسپانـسی    میلـی 1هاي تهیـه شـدهو      گرم از کپسول  

لیتــر محلــول   میلــی10پروبیوتیــک آزاد بــه طــور جداگانــه در 

                                                             
1. Scanning electron microscope (SEM) 

سازي شده معده اضافه گردید، سپس مخلوط حاصـله در           شبیه
ــه  درجــه ســانتی37دمــاي  گــذاري و شــمارش  گــراد گرمخان

هـاي صـفر،    پوشانی شده در زمـان    هاي آزاد و درون    پروبیوتیک
نجام  تکرار ا3 دقیقه، مطابق روش ذکر شده در   120،90،60،30

  .]21، 8[گرفت 
   تجزیه و تحلیل آماري- 2-8

طراحی آزمایشات در قالب طرح کـاملا تـصادفی بـه صـورت           
ــل و در  ــزار    3فاکتوری ــرم اف ــتفاده از ن ــا اس ــام ب ــرار انج  تک

SPSS)ها با استفاده  مقایسه میانگین. انجام پذیرفت)21ویرایش
) ≥05/0p(داري  اي دانکنـدر سـطح معنـی    از آزمون چند دامنـه  

ــت ان ــام گرف ــرم   . ج ــتفاده از ن ــا اس ــا ب ــم نموداره ــزار  رس اف
  .انجام شد) 2019 ویرایش(اکسل

  

   نتایج- 3
لاکتوباسیلوس منحنی رشد باکتري  - 3-1

 اسیدوفیلوس
پایـان مرحلـه رشـد      (ها در زمـان ورود بـه فـاز ثابـت            باکتري

هاي محیطـی   ، داراي بالاترین مقاومت در برابر تنش      )لگاریتمی
ن زمـان بـراي جداسـازي تـوده سـلولی از            تریبوده که مناسب  

، )1شکل ( بدست آمده منحنی رشد .]22[باشد محیط کشت می
 ساعت اولیه در فـاز تـاخیري بـوده          12داد که باکتري در     نشان

 42 تـا   40پس از آن وارد مرحلـه رشـد لگـاریتمی و پـس از               
شود که بـر   ساعت پس از انکوباسیون، وارد فاز ثابت رشد  می       

رهه زمـانی بدسـت آمـده بـراي جداسـازي تـوده        این اساس، ب  
  .سلولی از محیط کشت مورداستفاده قرار گرفت

 
Fig 1 Growth curve of Lactobacillus acidophilus 
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ــاهري، -3-2 ــدازه، شـــکل ظـ ــدمان  انـ رانـ
هـا   مـانی ریزپوشـینه    پوشانی و میزان زنده    درون

کـردن   حاصل از دو روش امولسیون و خـشک       
  سازي شده معده بیهپاششی در شرایط ش

کـردن   هاي حاصل از دو روش امولـسیون و خـشک          ریزپوشینه
هـاي حاصـل از    بیضوي داشته ونمونـه  -پاششی، شکلی کروي  

هاي حاصل   کردن پاششی در مقایسه با ریزپوشینه      روش خشک 
چروکیدگی . چروکیده بودند سطحی  از روش امولسیون، داراي     

اششی احتمـالا   کردن پ  مشاهده شده در ذرات حاصل از خشک      
به دلیل افت ناگهانی فشار و تبخیر آب موجـود در مـاتریکس            

هاي تولیـد شـده بـه روش         ابعاد ریزپوشینه  ).2شکل  (باشد  می
تـر از روش   کوچـک ) ≥05/0p(داري  امولسیون به شکل معنـی  

  کردن پاششی بوده است که این امر ممکن است به دلیل خشک

تفاع دستگاه و تجمـع   کن پاششی، ار    قطر منافذ دستگاه خشک   
هاي  وري در محلول ها پس از غوطهاي شدن آن  ذرات و کلوخه  

  ).1جدول . (کلرید و کیتوزان باشد کلسیم
پوشــانی بــه روش امولــسیون نــسبت بــه روش  رانــدمان درون

. بـالاتر بـود  ) ≥05/0p(داري  کردن پاششی به طور معنی    خشک
نی شـده در    پوشـا  هـاي درون   مـانی بـاکتري    زندهبیشترین میزان   

سازي شده  هاي تحت بررسی قرارگیري تحت شرایط شبیه زمان
مشاهده گردید  log cfu/gr 49/8، در روش امولسیون با معده

کردن پاششی  با روش خشک) ≥05/0p(داري  که اختلاف معنی
پوشـانی بـه    هـاي درون نمونـه .چنین تیمار شاهد نشان داد و هم 

اي بـاکتري بـدون     هکردن پاششی نسبت به نمونه     روش خشک 
مانی بـالاتري را داشـته و کمتـرین مقـدار       زنده) شاهد(پوشش  

در تیمار شاهد بدست آمـد کـه   44/7log cfu/grمانی با  زنده
پوشــانی، کــاهش  نــسبت بــه دو حالــت تحــت بررســی درون

 ).1جدول  (دهد را نشان می)≥05/0p(داري  معنی
A B 

  
 

Fig 2 Images of microcapsules by emulsion methods(A) and spray drying method (B) 
  

Table 1 Size, encapsulation efficiency and survival of encapsulated bacteria by emulsion and spray 
drying methods in simulated gastric conditions 

survival of encapsulated bacteria by 
emulsion and spray drying methods in 

simulated gastric conditions (log CFU/g) 

encapsulation 
efficiency(%) 

microcapsule 
diameter(µm) Encapsulation method 

8.49a 84.84a 91.63a Emulsion 
8.08b 76.81b 454.2b Spray drying 

7.44c   Control sample (free 
bacteria) 

Different letters indicate a statistically significant difference (p≤0.05). 
 

سازي  اثر زمان قرارگیري در شرایط شبیه - 3-3
 هاي درون مانی باکتري شده معده بر زنده

  پوشانی شده  

پوشانی تحت بررسی  هاي درون هاي حاصل از روش    ریزپوشینه
 دقیقـه در  120 و 90، 60، 30، 0به همراه تیمار شاهد به مدت   

سازي شده معده اسید قرار گرفته و سـپس     معرض شرایط شبیه  
 اثرات زمان قرارگیري 3در شکل . مانی تعیین گردید میزان زنده 
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هـاي   مـانی بـاکتري    سازي شده معـده بـر زنـده        در شرایط شبیه  
پوشانی تحـت بررسـی،      هاي درون  پوشانی شده در روش    درون

  .نشان داده شده است
  

 
 

Fig 3 Evaluation of the effects of exposure time to 
simulated gastric conditions on survival of 

Lactobacillus acidophilus 
Different letters indicate a statistically significant 

difference (p≤0.05). 
  

سازي شـده معـده      ها در شرایط شبیه     زمان قراگیري ریزپوشینه  
نتـایج   ).≥05/0p(داري دارد   اثرات معنی ها   مانی باکتري  بر زنده 

نشان داد که با افـزایش مـدت زمـان قـرار گـرفتن بـاکتري در             
داري را نـشان     ها کـاهش معنـی    مانی باکتري معرض اسید، زنده  

هاي تحـت   مانی باکتري در زمان نتایج زنده ). ≥05/0p(دهد   می
 جداگانـه در آزمـون دانکـن قـرار          بررسی در پنج سطح آماري    

هاي تحت بررسـی    ها در تمامی زمان   مانی باکتري گرفته و زنده  
بیـشترین و  ).  ≥05/0p(دار  دارد   با هم اختلاف آمـاري معنـی      

هاي صفر و ها به ترتیب در زمانمانی باکتريکمترین میزان زنده
 را log cfu/gr 82/5 و 40/10باشد که مقـادیر    می دقیقه120

  . دهند به خود اختصاص می
  

در لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس مانی   زنده  -3-4
پوشانی تحت بررسی در طـول       هاي درون  روش

  سازي شده معده زمان قرارگیري در شرایط شبیه
هـاي   در روش لاکتوباسـیلوس اسـیدوفیلوس   مـانی      میزان زنـده  

پوشانی تحت بررسی در طول زمان قرارگیري در شرایط           درون
 .  آورده شده است2زي شده معده در جدول سا شبیه

Table 2 Survival of Lactobacillus acidophilus by different encapsulation methods during exposure to 
simulated gastric conditions (log CFU/g) 

 Exposure time to simulated gastric conditions (min) 
120 90 61 30 0  

     Encapsulation methods 

5.39Ce 6.03Cd 7.24Cc 8.04Cb 10.51Ca Control sample 
6.15Ae 7.44Ad 8.61Ac 9.84Ab 10.45Aa Emulsion 
5.91Be 7.22Bd 7.99Bc 9.08Bb 10.24Ba Spray drying 

Different capital letters indicate a significance difference (p≤0.05) among encapsulation methods and control 
sample and lower-case letters indicate a significant difference (p≤0.05) among exposure time to simulated 

gastric conditions 
 

سازي  با افزایش مدت زمان قرارگیري در معرض شرایط شبیه
انی پوش هاي درون در تمامی روش مانی باکتري شده معده، زنده

نشان ) ≥05/0p(داري  چنین نمونه شاهد کاهش معنی و هم
هاي تحقیق نشان دادند که بیشترین میزان  یافته. دهد می

 به ترتیب مربوط به لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس مانی زنده
پوشانی به  پوشانی به روش امولسیون، درون هاي درون نمونه

 که هاي فاقد پوشش بوده استکردن و باکتري روش خشک
اختلاف مشاهده شده بین این حالات باکتري، نیز در سطح 

 طور به پوشانی درون ).≥05/0p(معنادار بوده است% 95
  شده سازي شبیه شرایط در را ها ریزپوشینه مانی زنده داري معنی

لاکتوباسیلوس  تعداد طوریکه به بخشید، معده بهبود 
 جمعیتبه روش امولسیون با  شده پوشانی  دروناسیدفیلوس

 معده شیره شده سازي شبیه شرایط در 44/10cfu/glogاولیه 
 مانیزنده که  رسید،log cfu/g 14/6به   دقیقه120از پس

  .بخشید آزاد، بهبود نوع با مقایسه در را هاباکتري
پوشانی تحت  هاي درون برهمکنش روش - 3-5

سازي  بررسی و زمان قراگیري در شرایط شبیه
 توباسیلوس اسیدفیلوسلاکشده معده بر بقاي
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Fig 4 Interaction of different encapsulation 
methods and exposure time to simulated gastric 

conditions on survival of Lactobacillus acidophilus 
(Control ،Spray drying ،Emulsion) 

Different capital letters indicate a significance 
difference (p≤0.05) among encapsulation methods 

and control sample and lower-case letters 
indicate a significant difference (p≤0.05) among 

exposure time to simulated gastric conditions 
 

ــاي درون در روش ــت    هـ ــی، جمعیـ ــت بررسـ ــانی تحـ پوشـ
ــاکتري ــاي درون ب ــه رو   ه ــده ب ــانی ش ــا  پوش ــسیون ب ش امول

نـــــسبت بـــــه روش  )≥05/0p(داري  اخـــــتلاف معنـــــی
هـــاي  کـــردن پاشـــشی و تیمـــار شـــاهد در زمـــان خـــشک

 90، 60، 30(ســازي شــده معــده  قرارگیــري در شــرایط شــبیه
ــه120و  ــا  )  دقیقـ ــب بـ ــه ترتیـ ، 3/3 و 01/2، 83/1، 61/0بـ

ــیکل   ــاهش س ــرین ک ــد   کمت ــشان دادن ــاریتمی را ن ــاي لگ . ه
هـــاي آزاد ریتمی را نمونـــهبیـــشترین کـــاهش ســـیکل لگـــا

سـازي    دقیقـه در معـرض شـرایط شـبیه    120پـس از  ) شـاهد (
  .نشان دادند  سیکل لگاریتمی1/5شده معده با کاهش 

  

   بحث- 4
ــی -4-1 ــاکتري رشــد منحن  لاکتوباســیلوس ب

 اسیدوفیلوس
پایـان مرحلـه رشـد      (ها در زمـان ورود بـه فـاز ثابـت            باکتري

هاي محیطـی    در برابر تنش   ، داراي بالاترین مقاومت   )لگاریتمی
ترین زمـان بـراي جداسـازي تـوده سـلولی از            بوده که مناسب  

، )1شکل ( بدست آمده منحنی رشد. ]22[باشد محیط کشت می
 ساعت اولیه در فـاز تـاخیري بـوده          12داد که باکتري در     نشان

 42 تـا   40پس از آن وارد مرحلـه رشـد لگـاریتمی و پـس از               

شـود کـه بـر     رد فاز ثابت رشدمیساعت پس از انکوباسیون، وا   
این اساس، برهه زمـانی بدسـت آمـده بـراي جداسـازي تـوده          

روژ و همکاران .سلولی از محیط کشت مورداستفاده قرار گرفت
محـیط  لاکتوباسیلوس اسـیدوفیلوس را در  منحنی رشد   ) 2010(

گـراد    درجه سـانتی   37گذاري   در دماي گرمخانه   MRSکشت  
 سـاعت وارد فـاز      48تري پـس از     بررسی و نشان دادند که باک     

توانـد مربـوط بـه       تفاوت موجود مـی    .]23[شود ثابت رشد می  
بودن نوع سویه باکتري مورد آزمایش  شرایط محیطی و متفاوت

  .]24[گذار هستندباشد که بر سرعت رشد تاثیر می
پوشــانی  بررســی ابعــاد و رانــدمان درون-4-2

 هاي تولید شدهکپسول
هـا بـه روش    ت آمده بـراي ریزپوشـینه  میانگین قطر ذرات بدس   

 و 63/91کردن پاشـشی بـه ترتیـب حـدود       امولسیون و خشک  
 میکرون بودکه این ابعاد در مقایسه با نتایج ارایه شـده     20/456

 در .]25[تـر بـود   کوچـک ) 2016(از سوي یوسفی و همکاران      
هـاي   ریزپوشینه اندازه) 2016(نتایجی مشابه، قبادي و رشنوادي   

کلـسیم را کمتـر     با آلژینات کتوباسیلوس اسیدوفیلوس لاتولیدي  
چنین مشخص شد که   هم.]10[ میکرون گزارش نمودند100از 

کـردن پاشـشی،    هاي حاصـل از روش خـشک     اندازه ریزپوشینه 
در صــورتی کــه ایــن   . بزرگتــر از روش امولــسیون اســت  

تـر بـودن آنـان     ها وارد مواد غـذایی شـوند، کوچـک     ریزپوشینه
چنـین مـانع از     کمتري در بافت محصول و هم  موجب تغییرات 
  .]26[شود شدن در ماده غذایی می بروز پدیده شنی

مـانی و کـاهش لگـاریتمی       بررسی زنده  -4-3
 پوشانی شده هاي درونباکتري

هاي تحقیق نشان دادند کـه بـا افـزایش زمـان قرارگیـري               افتهی
مـانی   سـازي شـده معـده، زنـده        ها در شـرایط شـبیه      ریزپوشینه

 کاهش معناداري نـشان     لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس هاي اکتريب
پوشـانی   هاي درونمانی را باکتري دهد، بیشترین قابلیت زنده    می

ــه     ــوط ب ــداري مرب ــرین پای ــسیون و کمت ــه روش امول ــده ب         ش
پوشـانی   هـاي درون نمونه. بود) شاهد(هاي فاقد پوشش   باکتري

هـاي فاقـد    ونـه کردن پاششی نسبت به نم     شده به روش خشک   
مانی بالاتر و در مقایسه با روش امولسیون،  زنده) شاهد(پوشش 

) 2004(چانـدرامولی و همکـاران      . مانی کمتري را داشتند    زنده
 لاکتوباسـیلوس اسـیدوفیلوس  هـاي  گزارش کردنـد کـه سـلول      

هـاي آزاد بـه خـوبی در شـرایط     ریزپوشینه در مقایسه با سلول    
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نشان ) 2000(لی و هو  .]27[ندسازي شده معده زنده ماند شبیه
هـاي  پوشـانی باعـث افـزایش پایـداري بـاکتري         دادند که درون  

 در شـرایط    بیفیدوباکتریوم لانگوم ،  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 
چنین ، هم)2014( شل و بیرمن .]28[سازي شده معده شد   شبیه

هایی با اندازه بزرگتـر تـاثیر     به این نتیجه رسیدند که ریزپوشینه     
ها تحـت شـرایط اسـید و صـفرا          ي در حفاظت از سلول    بیشتر

 کــه کردنـد  گــزارش) 2006( همکـاران  و  مانــدال.]29[دارنـد 
 در  هـا  بـاکتري  مـانی  زنـده  قابلیت افزایش پوشانی باعث درون

pH  گزارش نیز )2020(افضل و همکاران  .شود می5/1برابر با 
 در ار هـا  مـانی آن   زنـده  هـا،  پروبیوتیک پوشانی درون که کردند
 بهبـود  لگـاریتمی  چندین سیکل   معده، شده سازي شبیه شرایط

 پوشـانی  درون با) 2011(وهمکاران   برینکوئیس .]31[بخشد می
 قابلیـت  کیتـوزان،  و کلسیم با آلژینات  پلانتاریوم لاکتوباسیلوس

 بهبـود  معده سازي شده  شبیه شرایط را در  باکتري این مانی زنده
پوشانی  راندمان درون ن پژوهش، در مجموع نتایج ای    .]16[دادند

به صورت امولسیون به طـور قابـل تـوجهی نـسبت بـه روش               
خشک کن پاششی بالاتر بوده که این امر ممکن است به دلیـل         

تر بودن شرایط تولید نسبت بـه شـرایط تولیـد بـا روش               ملایم
هـاي  بـاکتري . کردن پاششی از نظر فرایند حرارتی باشد       خشک

ــیدوفیلو  ــیلوس اسـ ــسیون و  سلاکتوباسـ ــه دو روش امولـ  بـ
چهار زمان مختلـف   پوشانی شده در  کردن پاششی درون   خشک

سازي شده   دقیقه در معرض شرایط شبیه120 و 90، 60، 30، 0
هاي پوشانی شده با باکتري    هاي درون باکتري. معده قرار گرفتند  

سازي شـده معـده    مانی در شرایط شبیه    آزاد از نظر قابلیت زنده    
هـاي  مـانی را نمونـه    نشان داد که بیشترین زنده     بررسی و نتایج  

هـاي  پوشانی شده به روش امولسیون و بعد از آن باکتري          درون
کردن پاششی داشته است و      پوشانی شده به روش خشک     درون

هـاي آزاد بـوده اسـت کـه         کمترین مقادیر مربـوط بـه بـاکتري       
با افزایش مدت . بیشترین کاهش سیکل لگاریتمی را نشان دادند

سـازي شـده معـده، تعـداد         زمان قرار گرفتن در شـرایط شـبیه       
 کاهش معنـادار داشـته      لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس هاي  باکتري

هاي است که منطبق با نتایج ارائه شده، کمترین کاهش را نمونه    
 سـیکل  9/1بـا کـاهش   پوشانی شده بـا روش امولـسیون         درون

شده بـه روش    پوشانی   هاي درون لگاریتمی و بعد از آن باکتري     
 سیکل لگاریتمی داشته است 4/2کردن پاششی با کاهش  خشک

هـاي آزد بـا کـاهش    و بیشترین سیکل کاهش مربوط به باکتري 
  . سیکل لگاریتمی بوده است83/3

  

  گیري  نتیجه-5
 42 تـا  40نتایج حاصل از آزمایـشات نـشان دادنـد کـه زمـان          

ترین  سبساعت پس از تلقیح، پایان دوره رشد لگاریتمی و منا     
لاکتوباسـیلوس  تـوده سـلولی بـاکتري        زمان جهت جداسـازي   

هـاي   ابعـاد ریزپوشـینه  . باشـد   از محیط کشت، می اسیدوفیلوس
داري کمتـر از روش      حاصل از روش امولسیون به طـور معنـی        

ها کروي تـا     شکل ظاهري ریزپوشینه  . کردن پاششی بود   خشک
شی کردن پاش ـ  هاي حاصل از روش خشک    بیضی بود که نمونه   

هاي مانی را نمونه   بیشترین زنده . داراي سطحی چروکیده بودند   
 سـیکل   9/1پوشانی شده به روش امولـسیون بـا کـاهش            درون

پوشانی شده بـه روش   هاي درونلگاریتمی و پس از آن باکتري    
.  سیکل لگاریتمی نشان دادند4/2کردن پاششی با کاهش  خشک

هـاي  بـاکتري (هد مانی مربوط به نمونـه شـا      کمترین میزان زنده  
ــاهش ) آزاد ــا ک ــود 83/3ب پوشــانی  درون. ســیکل لگــاریتمی ب

 بـه روش    لاکتوباسیلوس اسـیدوفیلوس  هاي پروبیوتیک    باکتري
سـازي   امولسیون با ایجاد پایداري مناسب در برابر شرایط شبیه         

هـاي   شده معده، روشی مناسـب جهـت دسـتیابی بـه فـرآورده           
  .باشد  این باکتري میشده با غنیپروبیوتیک 
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With increasing public awareness, the demand for healthy foods has increased. 
Low resistance of probiotic bacteria against adverse environmental conditions is 
one of the most important factors limiting the production and development of 
probiotic products. Encapsulation by enclosing probiotic cells can increase 
stability against limiting factors such as gastric acidity.In this study, the efficiency 
of double layer encapsulation with sodium alginate and chitosan by spray drying 
and emulsion methods on the stability of Lactobacillus acidophilus under 
simulated gastric conditions (pH=2) during 0, 30, 60, 90 and 120 minutes were 
examined. The size of the microcapsules was determined by the particle size 
analyzer and their morphology using a scanning electron microscope (SEM).The 
obtained growth curve showed that the bacteria enter a stationary growth phase 40 
to 42 hours after inoculation. The size of the microcapsules obtained from the 
emulsion method were significantly (p≤ 0.05) smaller than the spray drying 
method. The morphology of the microcapsules was spherical to oval, and the 
samples obtained from the spray drying method had a shrinked surface. The 
highest survival was shown by emulsion encapsulated samples with a decrease of 
1.9 logarithmic cycles, followed by spray dried encapsulated bacteria with a 
reduction of 2.4 logarithmic cycles. The lowest survival rate was related to the 
control sample (free bacteria) with a decrease of 3.83 logarithmic 
cycles.Encapsulation of Lactobacillus acidophilus probiotic bacteria by the 
emulsion technique by creating appropriate stability under simulated gastric 
conditions is a suitable method to obtain probiotic products enriched with this 
bacterium. 
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