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Preparation of Nano-liposomes Carrying Phycobiliprotein Extracted from
Red Algae (Gracilaria gracilis) with Chitosan Polymer Coating: Evaluation
of Physicochemical, Antioxidant and Antimicrobial Properties
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Abstract

Encapsulation in liposome structure can be used as a protective carrier system for bioactive
compounds during processing and storage under different conditions. Phycobiliproteins (PBPs)
extracted from algae with antioxidant, antimicrobial, anti-cancer and anti-inflammatory properties can
be applied to produce raw materials for functional foods. Therefore, in the present study,
phycobiliprotein pigment was extracted from Gracilaria algae and the amounts of pigment was
investigated. Also, nanoliposomes containing PBPs coated by chitosan (0, 0.5, 1 and 1.5%) were
prepared and their physicochemical properties, antioxidant and antimicrobial activity were evaluated.
The mean diameter of nanoliposomes and Polydispersity index (PDI) ranged from 336.9 to 577.7 nm
and 0.25 to 0.28 in nanocarriers, respectively. The highest values of nanoliposome encapsulation
efficiency of PBPs (83.98%) were obtained under optimal conditions in nanoliposomes with 1.5%
chitosan coating. The results showed that the antimicrobial activity of the treatments increased
significantly after encapsulation in the nanoliposome. In addition, the antioxidant activity of PBPs
increased significantly after nanoencapsulation in liposomes. So that the ECs, level decreased to 81.27
and 107.67 ppm in DPPH and ABTS tests in nanoliposomes with 1.5% chitosan coating, respectively.
Based on the findings of this study, it can be realized that nanocoating with chitosan effectively
increases its stability, antimicrobial and antioxidant properties. Therefore, in order to increase the
stability of natural compounds during different processes, it is recommended.
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	تقویت‌کنندۀ سیستم ایمنی و اثرات مهارکننده بر سیستم سرطانی)، اسیدهای چرب نظیر اکوزاپنتانوئیک اسید (EPA�)، اولئیک، لینولنیک، پالمیتیک و دکوزاهگزانوئیک اسید (DHA�) (کاهش‌دهندۀ بیماری‌های قلبی-عروقی، آنتی‌اکسیدانی و فعالیت ضدمیکروبی)، پروتئین‌ها مثل فیکوبیلی‌پروتئین‌ها� (تحریک‌کنندۀ سیستم ایمنی، فعالیت ضدسرطانی، اثرات محافظتی بر کبد، التهابی و خواص آنتی‌اکسیدانی)، پلی‌ساکاریدها نظیر پلی‌ساکاریدهای سولفاته و فیبرهای غیرمحلول (خواص ضدویروسی، ضدتوموری، ضدانعقادی و کاهش‌دهندۀ کلسترول)، ویتامین‌ها و توکوفرول‌ها (خصوصیات آنتی‌اکسیدانی) و ترکیبات فنولی (خصوصیات آنتی‌اکسیدانی و ضدمیکروبی) حائز اهمیت بوده و در انواع محصولات غذایی و همچنین فرمولاسیون فراورده‌های بیولوژیک مورد استفاده قرار می‌گیرند (Peng et al., 2009). در سواحل جنوبی دریای خزر گونۀ گراسیلاریا گراسیلیس� برای اولین‌بار توسط Bagheri Dinani و همکاران (2014) شناسایی شد که بیشتر متصل به سواحل سنگی و مخلوط با جلبک‌های انترومورفا�، کلادوفورا� و پلی‌سیفونیا� یافت می‌شوند (Nabivailo et al., 2005).
	رنگ جلبک قرمز به‌واسطۀ دارابودن رنگیزه‌های محلول در آب به نام فیکوبیلین همواره قرمز بوده اما بعضی اوقات به رنگ سبز تیره تا روشن یا حتی قهوه‌ای تیره یا سیاه ظاهر می‌شوند. رنگیزۀ غالب، آر-فیکواریترین�، موجب رنگ قرمز می‌گردد. فیکوبیلی‌زوم‌ها� حاوی آلوفیکوسیانین (�APC) شناسایی‌شده در طول موج 650 نانومتر، فیکوسیانین (�PC) شناسایی‌شده در طول موج 620 نانومتر و فیکواریترین (�PE) شناسایی‌شده در طول موج 565 نانومتر می‌باشند و نقش مهمی را در فتوسیستم‌ها بازی می‌کنند (Peng et al., 2009). فیکوبیلی‌پروتئین‌ها به‌طورعمده توسط سیانوباکترها و جلبک‌های قرمز تولید می‌شوند. بخش غیرپروتئینی فیکوبیلی‌پروتئین‌ها از بیلین ساخته شده است. بیلین نوعی زنجیرۀ تتراپیرول� باز شده است که به‌صورت کووالان و با یک یا دو پیوند تیواستری� به اسیدآمینۀ بخش پروتئینی خود متصل شده است (Assis et al., 2014).
	استفاده از فیکوبیلی‌پروتئین‌ها در کاهش ابتلابه بیماری کم‌خونی، التهاب، تقویت سیستم ایمنی، بیماری‌های کبد و عوامل ضدسرطان نقش مهمی را ایفا می‌کنند (Hosseini et al., 2013). این‌گونه ترکیبات همچنین به‌عنوان رنگ‌دهنده‌های طبیعی و امولسیفایر در محصولات غذایی نظیر انواع نوشیدنی‌های یخی و غیرالکلی، آدامس‌ها، آب‌نبات، قوام‌دهنده و ترکیبات ژل‌کننده و در صنایع بهداشتی و آرایشی نیز به‌عنوان جایگزین رنگ‌دهنده‌های مصنوعی به‌کارگرفته می‌شوند (Taylor et al., 2005).
	از دیگر کاربردهای فیکوبیلی‌پروتئین‌ها می‌توان به تولید پروب‌های رنگی در تشخیص ایمنولوژیکی مواد براساس ویژگی‌های فلورسنت آنها اشاره نمود (Beheshtipour et al., 2013). از مهم‌ترین فاکتورهای اصلی جهت ارزیابی کیفیت مادۀ غذایی می‌توان به رنگ، بو و طعم اشاره نمود که پارامتر رنگ مهم‌ترین عامل اصلی جهت پذیرش محصول توسط مشتری محسوب می‌گردد.
	مواد و روش‌ها
	جلبک قرمز گونۀ گراسیلاریا گراسیلیس از بانک ملی جلبک ایران خریداری گردید. کیتوزان با وزن مولکولی پایین (50-190 کیلودالتون) و (درجۀ داستیلاسیون 75-85 درصد) از شرکت سیگما آلدریچ (آمریکا) و سایر مواد شیمیایی موردنیاز با درجۀ خلوص بالا از شرکت مرک (آلمان) خریداری شدند. باكتری‌های استافیلاکوکوس اورئوس� (PTCC1917) و اشریشیاکلی� (PTCC1769) از مركز كلكسيون میکروارگانیسم‌هاي صنعتي ايران (تهران) تهیه شد. برای تهیه و آماده‌سازی تمام محلول‌ها از آب دیونیزه استفاده شد.
	تهیه و خالص‌سازی فیکوبیلی‌پروتئین‌ها
	فیکوبیلی‌پروتئین‌ها طبق روش Moraes و همکاران (2011) با اندکی تغییرات استخراج گردید. جلبک خشک و آسیاب‌شده در بافر فسفات سدیم 05/0 مولار (8/6=pH) تحت هم‌زدن مداوم تا به‌دست‌آمدن محلول سلول‌های جلبک خیسانده شدند. سلول‌های جلبک با استفاده از امواج اولتراسونیک حمام یخ شکسته‌شده و به مدت 8 ساعت در یخچال (دمای 4 درجۀ سانتی‌گراد) تحت هم‌زدن قرار گرفت. بقایای سلولی توسط عمل سانتریفیوژ (مدل Z323K، Hermle، ساخت آلمان) در دمای 4 درجۀ سانتی‌گراد در 10000 دور در دقیقه به مدت 15 دقیقه جدا گردید. فیکوبیلی‌پروتئین‌ها طی دو مرحله توسط سولفات آمونیوم از سوپرناتانت جداسازی شدند. جداسازی طی سه مرحله سانتریفیوژ انجام‌شده و محلول به‌دست‌آمده در 100 میلی‌لیتر بافر فسفات سدیم 50 میلی‌مولار (8/6=pH) حل شد. نمونه برای انجام آزمایش‌های بعدی لیوفیلیزه (مدل FDB-5503، ساخت شرکت Operon، ساخت کره جنوبی) گردید.
	سنجش رنگیزه‌های فیکوبیلی‌پروتئین‌ها
	سنجش رنگیزه‌های فیکوبیلی‌پروتئین‌ها روی پودر خشک جلبک قرمز گراسیلاریا مطابق روش Wyman و Fay (1986) انجام شد. بدین‌منظور 1/0 گرم از نمونۀ خشک‌شده به مدت 2 ساعت در یخچال (4 درجۀ سانتی‌گراد)، به کمک گلیسرول تحت فشار اسمزی شدید قرار گرفت. سپس، سلول‌ها توسط استات سدیم 3/0 نرمال و آب‌مقطر شکسته‌شده به‌نحوی‌که غلظت نهایی استات سدیم در محلول 200 میلی‌مولار گردد. درنهایت جذب نمونه‌ها در مقابل بلانک تهیه‌شده از مواد مورد استفاده در استخراج فیکوبیلی‌پروتئین در طول موج‌های 562، 615، 526 و 750 نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر (مدل 6800 UV/VIS، شرکت Jenway، ساخت آلمان) خوانده شد. برای محاسبۀ فیکوبیلی‌پروتئین‌ها برحسب میلی‌گرم در گرم از رابطه‌های (1)، (2) و (3) استفاده گردید.
	رابطۀ (1)
	) آلوفیکوسیانینAP(= [1000 (A652-A750)-208(A615-A750))/5.09]
	رابطۀ (2)
	) فیکوسیانینPC(= [1000 (A615-A750)-474 (A625-A750))/5.34]
	رابطۀ (3)
	_Hlk77928383
	) فیکواریترینPE(= [1000 (A652-A750)-2.41(PC)-0.948 (AP))/9.62]
	در رابطه‌های (1)، (2) و (3)، A مقدار جذب در طول موج (نانومتر) می‌باشد.
	آنالیز ترکیب آمینواسیدی
	پودر لیوفیلیزۀ فیکوبیلی‌پروتئین‌ها به مدت 24 ساعت در دمای 110 درجۀ سانتی‌گراد به‌وسیلۀ اسید هیدروکلریک 6 مولار هضم‌شده و سپس توسط آب‌مقطر رقیق گردید. 5/0 میلی‌لیتر از محلول برداشته‌شده و با 5/0 میلی‌لیتر بافر مخلوط شد. سپس 10 میکرولیتر از نمونۀ نهایی به دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا� (مدل Kenauer، ساخت آلمان) (به کمک دتکتور UV-Vis با دو طول موج 440 و 570 نانومتر و ستون تبادل کاتیونی با ابعاد 200×6/4) تزریق گردید (Volkmann et al., 2008).
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