
 
  مقالۀ کامل پژوهشی

https://journals.rifst.ac.ir 
ISSN: 2252-0937(print), 2538-2357(online) 

  نشریه پژوهش و نوآوري در علوم و صنایع غذایی
 109- 122، صفحات 2، شماره 11، جلد 1401سال 

https://dx.doi.org/10.22101/JRIFST.2021.299415.1270  
 

پروتئین مستخرج از جلبک قرمز با پوشش  هاي حامل فیکوبیلی سازي نانولیپوزوم آماده
  ضدمیکروبی اکسیدانی و مري کیتوزان: ارزیابی خصوصیات فیزیکوشیمیایی، آنتی پلی

  4، سیداحمد شهیدي3ینوقاب ، مصطفی شهیدي*2، مریم حسنی*1لیلا گلستان ،1دوست امیر حق
  االله آملی، دانشگاه آزاد اسلامی، آمل، ایران گروه بهداشت مواد غذایی، واحد آیت - 1

  )golestan57@yahoo.comو  l.golestan@iauamol.ac.irمسئول ( ة* نویسند
  ی، شاهرود، ایرانلامانشگاه آزاد اسگروه علوم و صنایع غذایی، واحد شاهرود، د - 2

  )m.hasani@iau-shahrood.ac.ir* نویسندة مسئول (
  ایران مشهد، غذایی، صنایع و مؤسسه پژوهشی علوم غذایی، مواد شیمی گروه - 3
  االله آملی، دانشگاه آزاد اسلامی، آمل، ایران گروه علوم و صنایع غذایی، واحد آیت - 4

   چکیده
عنوان یک سیستم حامل محافظتی از ترکیبات  تواند به ها می ر نانولیپوزومد مواد پوشانی درون

استفاده قرار گیرد.  وري و نگهداري در شرایط مختلف موردافعال طی فر زیست
اکسیدانی،  هاي آنتی ها با دارابودن ویژگی هاي مستخرج از جلبک پروتئین فیکوبیلی

غذاهاي فراسودمند  ۀت تولید مواد اولیتوانند جه ضدمیکروبی، ضدسرطانی و ضدالتهابی می
پروتئین از جلبک گراسیلاریا  فیکوبیلی ۀحاضر رنگدان ۀاستفاده قرار گیرد. لذا، در مطالع مورد

وي رنگدانه با پوشش هاي حا نانولیپوزومها موردبررسی قرار گرفت.  میزان رنگیزهاستخراج و 
فیزیکوشیمیایی، فعالیت خصوصیات درصد) تهیه شد و  5/1و  1، 5/0، 0کیتوزان (

ها و شاخص  آن ارزیابی گردید. میانگین قطر نانولیپوزوم اکسیدانی و ضدمیکروبی آنتی
ها متغیر  در نانوحامل 28/0تا  25/0نانومتر و  7/577تا  9/336 ةترتیب از محدود پراکندگی به

درصد)  98/83( پروتئین فیکوبیلی بود. بالاترین مقادیر راندمان نانوپوشانی نانولیپوزوم
آمد. نتایج نشان داد  دست هدرصد کیتوزان ب 5/1شرایط بهینه در نانولیپوزوم با پوشش  تحت

افزایش  کردن در نانولیپوزوم داري پس از کپسوله طور معنی فعالیت ضدمیکروبی تیمارها به
ها  ر لیپوزومپس از نانوپوشانی دها  پروتئین فیکوبیلیاکسیدانی  بر این فعالیت آنتی یافت. علاوه

و  27/81±40/1ام  پی پی به EC50که میزان  طوري هداري افزایش داشت. ب طور معنی به
 هیدرازیل-پیکریل- 2- فنیل دي- 1و1 آزاد کالیمهار رادهاي  ترتیب در تست به 76/6±67/107
 5/1در نانولیپوزوم با پوشش  )سلفونیک اسید- 6اتیل بنزوتیازولین -3( آزینوبیس- 2و2و 

که نتیجه گرفت توان  هاي این تحقیق می توزان کاهش یافت. براساس یافتهدرصد کی
هاي  طور مؤثري پایداري، خواص ضدمیکروبی و فعالیت با پوشش کیتوزان به پوشانی درون
. لذا جهت افزایش پایداري ترکیبات طبیعی طی داده استاکسیدانی آن را افزایش  آنتی
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تم سیس سیستم ایمنی و اثرات مهارکننده بر ةکنند تقویت
 سرطانی)، اسیدهاي چرب نظیر اکوزاپنتانوئیک اسید

)EPA1(انوئیک گز، اولئیک، لینولنیک، پالمیتیک و دکوزاه
عروقی، - هاي قلبی بیماري ةدهند کاهش) (DHA2( اسید
مثل ها  بی)، پروتئیناکسیدانی و فعالیت ضدمیکرو آنتی

سیستم ایمنی، فعالیت  ةکنند (تحریک 3ها ینئپروت فیکوبیلی
التهابی و خواص بد، طانی، اثرات محافظتی بر کضدسر

ساکاریدهاي  ساکاریدها نظیر پلی ، پلی)اکسیدانی آنتی
روسی، واص ضدویل (خسولفاته و فیبرهاي غیرمحلو

، )لکلسترو ةدهند کاهش و ضدتوموري، ضدانعقادي
اکسیدانی) و  ها (خصوصیات آنتی ها و توکوفرول ویتامین

اکسیدانی و ضدمیکروبی)  یلی (خصوصیات آنتوترکیبات فن
در انواع محصولات غذایی و همچنین حائز اهمیت بوده و 

استفاده قرار  هاي بیولوژیک مورد وردهافرمولاسیون فر
در سواحل جنوبی دریاي . )Peng et al., 2009( دگیرن می

ط توسبار  براي اولین 4گراسیلاریا گراسیلیس ۀخزر گون
Bagheri Dinani ) ناسایی شد که ش )2014و همکاران

 هاي متصل به سواحل سنگی و مخلوط با جلبکبیشتر 
 شوند یافت می 7سیفونیا پلی و 6کلادوفورا، 5انترومورفا

)Nabivailo et al., 2005(.  
هاي محلول  دارابودن رنگیزه ۀواسط رنگ جلبک قرمز به

بوده اما بعضی اوقات قرمز همواره در آب به نام فیکوبیلین 
اي تیره یا سیاه  تیره تا روشن یا حتی قهوه به رنگ سبز

، موجب رنگ 8فیکواریترین-غالب، آر ةشوند. رنگیز ظاهر می
حاوي آلوفیکوسیانین  9ها زوم گردد. فیکوبیلی قرمز می

)10APC (نانومتر 650شده در طول موج  شناسایی ،
 620ج شده در طول مو شناسایی) 11PC(فیکوسیانین 

شده در طول موج  شناسایی) 12PE(و فیکواریترین  نانومتر
ها  باشند و نقش مهمی را در فتوسیستم می نانومتر 565

ها  پروتئین . فیکوبیلی)Peng et al., 2009(کنند  بازي می
هاي قرمز تولید  طورعمده توسط سیانوباکترها و جلبک به

                                                             
1  Eicosapentaenoic acid 
2  Docosahexaenoic acid 
3 Phycobiliprotein 
4 Gracilaria.gracilis  
5 Enteromorpha sp. 
6 Cladophora sp.   
7 Polysiphonia sp.  
8 R-phycoerythrin 
9 Phycobilisome 
10 Allophycocyanin 
11 Phycocyanin 
12 Phycoerythrin 

ها از بیلین  پروتئین . بخش غیرپروتئینی فیکوبیلیشوند می
باز شده  13تتراپیرول ةزنجیرساخته شده است. بیلین نوعی 

 14صورت کووالان و با یک یا دو پیوند تیواستري است که به
 Assis(بخش پروتئینی خود متصل شده است  ۀبه اسیدآمین

et al., 2014(.  
ها در کاهش ابتلابه بیماري  پروتئین استفاده از فیکوبیلی

 و هاي کبد ، التهاب، تقویت سیستم ایمنی، بیماريخونی کم
 Hosseini et(کنند  عوامل ضدسرطان نقش مهمی را ایفا می

al., 2013(عنوان  نه ترکیبات همچنین بهگو . این
هاي طبیعی و امولسیفایر در محصولات غذایی  دهنده رنگ

ها،  هاي یخی و غیرالکلی، آدامس نظیر انواع نوشیدنی
کننده و در صنایع  دهنده و ترکیبات ژل نبات، قوام آب

هاي  دهنده عنوان جایگزین رنگ بهداشتی و آرایشی نیز به
  .)Taylor et al., 2005(شوند  کارگرفته می مصنوعی به

توان به تولید  ها می پروتئین از دیگر کاربردهاي فیکوبیلی
هاي رنگی در تشخیص ایمنولوژیکی مواد براساس  پروب

 Beheshtipour et(هاي فلورسنت آنها اشاره نمود  ویژگی

al., 2013(ترین فاکتورهاي اصلی جهت ارزیابی  ز مهم. ا
توان به رنگ، بو و طعم اشاره نمود  غذایی می ةکیفیت ماد

ترین عامل اصلی جهت پذیرش  که پارامتر رنگ مهم
  .گردد محصول توسط مشتري محسوب می

ها، انواع  در برخی از مواد غذایی ازجمله نوشیدنی
نی، فاکتور رنگ و محصولات لب ها ها، شکلات ها، ژله بستنی

هاي  مصرف رنگ .باشد از اهمیت خاصی برخوردار می
هاي  آنها در غذا، آلودگی ةماند مصنوعی به لحاظ وجود باقی

ین، حساسیت در برابر یمحیطی، پایداري پا زیست
چندان  و همچنین استفاده از مواد نه فاکتورهاي محیطی

ده و کاهش بو روز درحال مفید در فرمولاسیون آنها، روزبه
هاي طبیعی  تولیدکنندگان مواد غذایی به استفاده از رنگ

 .)Rocha et al., 2012( ددهن تمایل بیشتري نشان می
هاي طبیعی به لحاظ اثرات مثبت بر سلامت و  رنگ

عدم مشکلات  اي و دارویی، بهداشت مردم، اثرات تغذیه
هاي  محیطی و بازار مناسب، پتانسیل جایگزینی با رنگ

ترین دلایل استفاده از  مهماز  .باشند مصنوعی را دارا می
افزایش رنگ محصول توان به  میها در مواد غذایی  رنگ

استانداردنمودن رنگ و ظاهر  ،ها شیدنیدر نو بخصوص

                                                             
13 Tetrapyrrole 
14 Thioester 
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حفظ رنگ ، و دسرها ها ها، شیرینی محصول مانند مارگارین
آوري مثل آرد، دسرها و  رفته به هنگام عمل ازدست ۀاولی

هاي  حفظ بو و همچنین ویتامین، شده هاي استریل سس
عنوان محرك  هغذایی ب ةافزایش پذیرش ماد، حساس به نور

ترکیب عنوان  هاستفاده از رنگ بو همچنین  اشتهاآور
اکسیدانی و  فرد آنتی ي با خصوصیات منحصربهافزودنی مغذ

 ۀشد سالان. ر)Chen et al., 2017( ضدمیکروبی اشاره نمود
 15-10هاي طبیعی مواد غذایی در بازار صنعت بین  رنگ

آگاهی مردم از عوارض و  ۀواسط هدرصد بوده که این امر ب
 هاي هحال مطالع بااینباشد.  هاي مصنوعی می رنگ هايخطر

 هاي غذایی (با خلوص پروتئین محدودي روي فیکوبیلی
 ,.Chen et al( درصد) گزارش شده است 70 بیشتر از

عنوان  کارگیري به هاین ترکیبات پتانسیل بالایی در ب .)2017
بودن، رنگ  علت طبیعی افزودنی و ترکیبات فراسودمند به

فرد و همچنین دارابودن صفات بیولوژیکی دارد.  منحصربه
هایی از  با محدودیتدر غذا هاي طبیعی  رنگدانهاستفاده از 

بیل حساسیت بالاي این ترکیبات به حرارت، نور، ق
هاي شیمیایی و اکسیداسیون، تخریب آنها در طول  واکنش

شده و همچنین  وري و نگهداري، توزیع ناهمگن مواجهافر
در خواص حسی  اتیسبب تغییرممکن است عطروطعم آنها 
   .)El Asbahani et al., 2015(گردد  محصول غذایی

، پوشانی درونا استفاده از تکنیک راست دراینبنابراین 
 فعال در برابر زیست ترکیبات از محافظت براي عملی روشی
 از . یکیپوشش و تشکیل کپسول است از استفاده با هضم
 مواد پوشانی درون براي که لیپیدي هاي حامل انواع

باشند.  می ها لیپوزوم شود، می استفاده دارو-غذا و فعال زیست
 قطبی لیپیدهاي از متشکل کلوئیدي هاي وزیکول ها لیپوزوم

 آب، هاي مولکول حضور در که بوده فسفولیپیدها ویژه به
کنند  می ایجاد را اي دولایه کروي ساختارهاي

)Ghorbanzade et al., 2017(دلیل به ترکیبات . این 
وسیعی  طیف کردن کپسوله توانایی ،1دوستی دوگانه خاصیت

. دارند را دوست دوگانه و دوست چربی دوست، آب از ترکیبات
 ساختاري، خصوصیات اگرچه ها نانولیپوزوم ها و لیپوزوم

 در ها نانولیپوزوم اما ،دارند یکسان ترمودینامیک و شیمیایی
 ۀناحی تر، کوچک ذرات ةانداز علت به ها، لیپوزوم با مقایسه
 حلالیت، افزایش باعث و کرده فراهم را بیشتري سطحی

 تحویل و شده کنترل رهایش ،زیستی دسترسی قابلیت بهبود
 شوند. می هدف نواحی به شده مواد انکپسوله تر دقیق

                                                             
1 Amphiphilic 

 کدورت و بوده بالاتر کلوئیدي پایداري داراي همچنین
وجود،  این با. )Rasti et al., 2012(کنند  ایجاد می کمتري
دلیل کم ثباتی، در  هاي تحویل مبتنی بر لیپید، به سیستم

هاي صفراوي و لیپاز معده مناسب  محیط اسیدي نمک
استفاده از  .)Page & Cudmore, 2001(باشند  نمی

مخاطی مانند کیتوزان،  ةمري چسبند هاي پلی سیستم
ترین گام در جهت افزایش تحویل لیپوزومی ترکیبات  مهم

که  طوري هباشد. ب فعال به شکل خوراکی می پروتئینی زیست
ثبات حامل لیپوزومی و راندمان جذب در دستگاه گوارش 

انی پوشش کیتوز ۀتواند تا حدود زیادي توسط یک لای می
توان به اتصال کیتوزان و لیپوزوم ازطریق  افزایش یابد که می

هاي کاتیونی کیتوزان  هاي الکترواستاتیک بین گروه واکنش
 پایداري درمورد هاي فسفولیپید آنیونی نسبت داد. و گروه

 فسفولیپیدي ترکیبات پایداري ها، نانولیپوزوم شیمیایی
کند  یم ایفا مهمی نقش نانولیپوزوم ساختمان در کاررفته به
)Souza et al., 2014( .ساختار در فسفولیپید پرکاربردترین 

 داراي که است 2کولین فسفاتیدیل ها، نانولیپوزوم و ها لیپوزوم
  پل یک فسفوکولین، نام به دوست آب قطبی سر یک

. است گریز آب هیدروکربنی آسیل زنجیرة یک و گلیسرولی
  به لیپوزوم غشاي در فسفولیپیدها این قرارگرفتن صورتدر

گیرد.  می خود به محکم و سفت حالت غشا تنهایی،
 منظور به کلسترول نام به دیگري جزء از دلیل همین به

 هاي نانولیپوزوم. گیرند می بهره غشا انعطاف افزایش
 مناسبی خواص موجب فعال، مرهاي پلی با شده داده پوشش
 ةدیوار از بهتر نفوذپذیري و بهتر چسبی مخاط ازجمله
 در. )Moghimipour et al., 2012( شود می گوارش دستگاه
 ها نانولیپوزوم و ها لیپوزوم داروسازي، نوین هاي سامانه

 اختصاص خود به را ها تحقیق از وسیعی بخش اند توانسته
 شباهت به باتوجه ساختارهایی چنین کارگرفتن . بهدهند

 گذاري هدف همچنین و دارند یزیست غشاهاي با که فراوانی
 توجهی قابل کاهش دارو اثربخشی بهبود کنار در توانسته آنها

 با دیگر سوي. ازباشد داشته نیز دارویی عوارض ۀدرزمین
 داروي میزان هدف، هاي بافت در دارو ةشد کنترل رهایش

 سرعت با درمانی روند و رسیده هدف هاي سلول به بیشتري
 ,Takeuchi & Sugihara( رفتپذی خواهد صورت بیشتري

2010(.   
 )2018و همکاران ( Seyed Yagoubiدر تحقیق 

در نانوذرات لیپیدي  اسپیرولیناک فیکوسیانین جلب ۀرنگدان
                                                             
2 Phosphatidylcholine 
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پوشانی گردید.  هاي لیپیدي نانوساختار درون جامد و حامل
و سورفاکتانت تأثیر  نتایج آنها نشان داد نوع و میزان چربی

ذرات، شاخص پراکندگی و  ةداري بر میزان انداز معنی
به  )2018و همکاران ( Safari پتانسیل زتا داشت.

فیکوسیانین از جلبک  ۀسازي استخراج رنگدان بهینه
 ۀو بررسی خواص کیفی رنگدان 1اسپیرولینا پلاتنسیس

شده با پوشش مالتودکسترین و کازئینات سدیم  ریزپوشانی
فرم  بخصوصفیکوسیانین و  ،د. آنها دریافتندپرداختن

تواند  ، میشده به لحاظ پایداري در شرایط مختلف ریزپوشانی
بیولوژیک در  ةدهند اکسیدان و یا رنگ آنتی ةعنوان ماد به

 ,.Safari et al( استفاده قرار گیرد صنایع غذایی مورد

2018(.  
هاي  گستردگی و پراکنش بالاي جلبکبه  باتوجه بنابراین

وجود  نیو همچن هاي جنوب و شمال کشور دریایی در آب
مواد،  نای از افزوده باارزش هایی وردهافر دیتول ةبالقو لیپتانس

 هاي پوزومینانول یابیارزو  دیامکان تولبا هدف  تحقیق حاضر
اکسیدانی و  خاصیت آنتیبا  پروتئین فیکوبیلی ۀرنگدانحامل 

 ریموجود در مس هاي غلبه بر چالش يبرا ضدمیکروبی
 ،ییو دارو ییغذا عیارزشمند در صنا باتیترک نیاستفاده از ا

  گرفت.موردتوجه قرار 
  

  ها مواد و روش
نک ملی جلبک از با گراسیلاریا گراسیلیس ۀجلبک قرمز گون

-50ایران خریداري گردید. کیتوزان با وزن مولکولی پایین (
) از درصد 85- 75داستیلاسیون  ۀکیلودالتون) و (درج 190

و سایر مواد شیمیایی (آمریکا) شرکت سیگما آلدریچ 
 (آلمان) خلوص بالا از شرکت مرك ۀموردنیاز با درج

 2اورئوس لاکوکوسیاستاف هاي خریداري شدند. باکتري
)PTCC1917 ( 3اشریشیاکلیو )PTCC1769 (مرکز ز ا

(تهران) تهیه  هاي صنعتی ایران کلکسیون میکروارگانیسم
ها از آب دیونیزه  محلول تمامسازي  شد. براي تهیه و آماده

  استفاده شد.
  

  ها پروتئین سازي فیکوبیلی تهیه و خالص
و همکاران  Moraesها طبق روش  پروتئین فیکوبیلی

با اندکی تغییرات استخراج گردید. جلبک خشک و  )2011(

                                                             
1 Spirulina platensis 
2 Staphylococcus aureus 
3 E. coli 

) pH=8/6مولار ( 05/0شده در بافر فسفات سدیم  آسیاب
هاي  آمدن محلول سلول دست هزدن مداوم تا ب تحت هم
هاي جلبک با استفاده از امواج  سانده شدند. سلولجلبک خی

ساعت در  8شده و به مدت  اولتراسونیک حمام یخ شکسته
زدن قرار  گراد) تحت هم سانتی ۀدرج 4یخچال (دماي 

(مدل گرفت. بقایاي سلولی توسط عمل سانتریفیوژ 
Z323K ،Hermle ، ۀدرج 4دماي در آلمان) ساخت 

دقیقه  15 به مدتقیقه دور در د 10000در  گراد سانتی
ها طی دو مرحله توسط  پروتئین . فیکوبیلیگردیدجدا 

. جداسازي شدندسولفات آمونیوم از سوپرناتانت جداسازي 
آمده  دست هشده و محلول ب طی سه مرحله سانتریفیوژ انجام

مولار  میلی 50لیتر بافر فسفات سدیم  میلی 100در 
)8/6=pHبعدي  هاي ایش) حل شد. نمونه براي انجام آزم

، Operon، ساخت شرکت FDB-5503مدل (لیوفیلیزه 
  گردید.) جنوبی کرهساخت 

 
  ها پروتئین هاي فیکوبیلی سنجش رنگیزه

ها روي پودر خشک  پروتئین فیکوبیلی هاي رنگیزهسنجش 
 Fayو  Wymanمطابق روش  گراسیلاریاجلبک قرمز 

 ۀگرم از نمون 1/0منظور  انجام شد. بدین )1986(
 ۀدرج 4ساعت در یخچال ( 2شده به مدت  خشک
گراد)، به کمک گلیسرول تحت فشار اسمزي شدید  سانتی

نرمال  3/0ها توسط استات سدیم  قرار گرفت. سپس، سلول
که غلظت نهایی استات  نحوي شده به مقطر شکسته و آب

لار گردد. درنهایت جذب مو میلی 200سدیم در محلول 
استفاده در  شده از مواد مورد ها در مقابل بلانک تهیه نمونه

، 615، 562هاي  پروتئین در طول موج استخراج فیکوبیلی
نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر  750 و 526

 آلمان)ساخت ، Jenwayشرکت  ،UV/VIS 6800(مدل 
ها برحسب  پروتئین فیکوبیلی ۀد. براي محاسبشخوانده 

استفاده  )3) و (2)، (1هاي ( رابطهگرم در گرم از  میلی
  د.یگرد

  )1رابطۀ (
 [1000 (A652-A750)-208(A615-A750))/5.09] =(AP) آلوفیکوسیانین

  
 )2رابطۀ (

 [1000 (A615-A750)-474 (A625-A750))/5.34] =(PC) فیکوسیانین
  

  )3رابطۀ (
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اریترین) فیکو PE)= [1000 (A652-A750)-2.41(PC)-0.948 
(AP))/9.62] 

مقدار جذب در طول  A)، 3) و (2)، (1( هاي در رابطه
  باشد. موج (نانومتر) می

  
  آنالیز ترکیب آمینواسیدي

ساعت در  24ها به مدت  پروتئین فیکوبیلی ةپودر لیوفیلیز
 6اسید هیدروکلریک  ۀوسیل هگراد ب سانتی ۀدرج 110دماي 

 5/0. گردیدمقطر رقیق  سط آبشده و سپس تو مولار هضم
لیتر بافر  میلی 5/0شده و با  لیتر از محلول برداشته میلی

نهایی به دستگاه  ۀمیکرولیتر از نمون 10. سپس شدمخلوط 
، ساخت Kenauerمدل ( 1کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا

و  440با دو طول موج  UV-Vis(به کمک دتکتور  )آلمان
) 6/4×200بادل کاتیونی با ابعاد نانومتر و ستون ت 570

  .)Volkmann et al., 2008( گردیدتزریق 
 

  نانولیپوزوم ۀتهی
نانولیپوزوم، ترکیبات فرمولاسیون لیپوزومی  ۀبراي تهی

منظور اطمینان کامل  گردان به شامل لسیتین و روغن آفتاب
 30 در دماي شدن لسیتین و روغن در حمام آبی از حل

پروتئین لیوفیلیزه به  . فیکوبیلیگرفت گراد قرار سانتی ۀدرج
شده و با دور  اضافه گردان و لسیتین مخلوط روغن آفتاب

. محلول با افزودن آب گردید مخلوطدور در دقیقه  1000
حجمی/حجمی)  درصد 2دیونیزه و گلیسرول (غلظت نهایی 

ده و سپس به ش گراد هیدراته سانتی ۀدرج 30در دماي 
هاي خام تحت فشار  . لیپوزومدقیقه هموژن شد 15مدت 

و  1، 5/0، 0 هاي متفاوتی (غلظت شده و با نسبت بالا هموژن
درصد وزنی/حجمی) از محلول کیتوزان (محلول  5/1

درصد  1شدن کیتوزان در اسید استیک  کیتوزان با حل
 1در دماي اتاق به مدت  )گردیدتهیه حجمی/حجمی 

محلول  مخلوط گردید.دور در دقیقه  200ساعت با دور 
(مدل  با سونیکاتورگراد  سانتی ۀدرج 25لیپوزومی در دماي 

Vibracl ،750 VCX ،Sonics ، 200با پروب  آمریکا)ساخت 
ها در  . نانولیپوزومگرفتتحت سونیکاسیون قرار سی  یوپی

دماي محیط تحت گاز نیتروژن قرارگرفته و براي مراحل 
  .)Rasti et al., 2012( ندبعدي آزمایش نگهداري شد

  
  
 

                                                             
1 High performance liquid chromatography 

تعیین خصوصیات فیزیکی، شیمیایی و ساختاري 
  ها نانولیپوزوم

  پتانسیل زتا و )2PDI( اي ذره ةانداز عیتوز،نانوذرات ةانداز
 ها لیپوزوم و پتانسیل زتاي اي ذره ةانداز توزیع ،اي ذره ةانداز
 روش به بافر برابر با 10میزان  به نمونه کردن از رقیق پس

شرکت ، Nano ZS(زتاسایزر توسط دستگاه  3نور پویا تفرق
Malvern(انجام شد  )، انگلستانMachado et al., 2019(.  

 
  پوشانی تعیین کارایی درون

هاي  نانولیپوزوم) 4EE(پوشانی  منظور تعیین کارایی درون به
پروتئین از روش غیرمستقیم (روش  حاوي فیکوبیلی

لیتر  میلی 50هاي فیلتردار  فیلتراسیون توسط فالکون
کیلودالتون) استفاده شد.  100آمیکون با وزن مولکولی برابر 

کرولیتر از نانولیپوزوم حامل به می 1000منظور مقدار  این به
شده و  بسته سپس درب فالکون کاملاً ،اضافه شده فالکون

 12000 . سپس با سرعتشد درون روتور دستگاه قرار داده
د. پس از یوژ گردیدقیقه سانتریف 10به مدت دور در دقیقه 

شده از فیلتر جداشده و  وژ مقدار مایع عبوردادهیسانتریف
 6800دل (م سنج نوري طیفگاه مقدار جذب توسط دست

UV/VIS ساخت شرکت ،Jenway ، قرائت  )آلمانساخت
پوشانی  . درصد کارایی درون)Fathi et al., 2012( گردید

  محاسبه شد: )4( ۀمطابق رابط
 )4( ۀرابط

پوشانی درصد کارایی درون = WT-WF/ WT  
  

پروتئین  معادل وزن کل فیکوبیلی WT)، 4در رابطۀ (
معادل مقدار  WFو  کاررفته در فرمولاسیون نانولیپوزوم هب

  .وتئین آزاد در فاز فیلترشده استپر یفیکوبیل
  

  )DPPH(ظرفیت مهارکنندگی رادیکال آزاد 
-2- فنیل دي-1و1کنندگی رادیکال آزاد  ظرفیت مهار

 Taheriها طبق روش  در نمونه )5DPPH( هیدرازیل-پیکریل
گیري شد. قبل  با اندکی تغییرات اندازه )2014و همکاران (

منظور  دقیقه به 5ها به مدت  از انجام آزمایش نانولیپوزوم
. سپس گرفتندگراد قرار  سانتی ۀدرج 100رهایش در دماي 

 DPPH 16/0لیتر از  میلی 2لیتر از نمونه با  میلی 2

                                                             
2 Particle dispersity index 
3 Dynamic light scattering 
4 Encapsulation efficiency 
5 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
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. دش) مخلوط درصد 95مولار (محلول در اتانول  میلی
دقیقه در دماي اتاق  30به مدت در تاریکی و ها  نمونه

انتها میزان جذب محلول حاصل در طول  شده و در قرارداده
شاهد نیز به  ۀ. نمونگردیدگیري  نانومتر اندازه 517موج 

جایگزین نمونه قرار  درصد 95روش مشابه تهیه و اتانول 
کسی بوتیل هیدرو . منحنی استاندارد با استفاده ازگرفت
میکروگرم بر  500تا  صفر ةدر محدود )1BHT( تولوئن
. در آزمون حاضر اسید آسکوربیک شدلیتر آماده  میلی

شده و فعالیت  عنوان کنترل مثبت درنظرگرفته به
محاسبه  )5( ۀرابطاستفاده از مهارکنندگی رادیکال آزاد با 

  شد:
  )5رابطۀ (

جذب نمونه جذب شاهد
 جذب شاهد

 ×   )درصد( مهارکنندگی رادیکال آزاد = فعالیت 100

  
  )ABTS(قدرت مهارکنندگی رادیکال 

اتیل - 3آزینوبیس (-2و2قدرت مهارکنندگی رادیکال 
براساس روش  )2ABTS( )سلفونیک اسید- 6بنزوتیازولین 

Wang ) گیري  با اندکی اصلاح اندازه )2012و همکاران
منظور  دقیقه به 5ها به مدت  . در ابتدا نانولیپوزومگردید

 .گرفتقرار  در آون گراد سانتی ۀدرج 100رهایش در دماي 
مولار) با پتاسیم پرسولفات  میلی ABTS )7سپس محلول 

 16شده و در تاریکی به مدت  مولار) مخلوط میلی 45/2(
. محلول رادیکال شدندت در دماي اتاق نگهداري ساع

ABTS ) 4/7در بافر فسفات پتاسیم نمکی=pH تا رسیدن (
 980 . سپسشدنانومتر رقیق  734در  7/0±02/0به جذب 

هاي  میکرولیتر از غلظت 20با  ABTSلیتر از محلول  میلی
ها در طول موج  مختلف نمونه مخلوط و میزان جذب نمونه

مقطر  همراه با آب ABTS. محلول گردیدائت نانومتر قر 734
شاهد درنظرگرفته و توانایی مهارکنندگی  ۀعنوان نمون به

  محاسبه گردید. )5( ۀنیز با استفاده از رابط ABTSرادیکال 
 

پروتئین و  فیکوبیلی یکروبیضدم یتفعال یابیارز
  هاي حامل  نانولیپوزوم

ئین و پروت جهت ارزیابی خصوصیات ضدمیکروبی فیکوبیلی
هاي مختلف در مقابل  هاي حامل با فرمولاسیون نانولیپوزوم

با  اشریشیاکلیو  استافیلوکوکوس اورئوسهاي  باکتري

                                                             
1 Butylated hydroxytoluene 
2 2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

) و حداقل میزان MIC3کننده ( تعیین حداقل میزان ممانعت
استفاده شد  5رقت ۀاز روش تهی )MBC4کشندگی (

)Hashemi et al., 2017(. 
 

  وتحلیل آماري تجزیه
هاي کاملأ تصادفی  تحقیق حاضر در قالب طرح آماري بلوك

افزار  آنالیز نتایج حاصل با استفاده از نرمبه اجرا درآمد. 
SPSS  صورت  انجام گرفت و نتایج به 26نسخۀ

طرفه  یار توسط آنالیز واریانس یکانحراف مع±میانگین
)ANOVA( هاي  میانگین بین داده ۀبیان شد. مقایس

) P≥05/0داري آنها با آزمون دانکن ( مختلف و تفاوت معنی
 انجام شد.

 
  نتایج و بحث

 ها پروتئین هاي فیکوبیلی شناسایی رنگیزه
انجام گردید و  گراسیلاریاجلبک قرمز  هاي رنگیزه سنجش

گرم بر گرم وزن  حسب میلیهاي فیکوبیلینی بر میزان رنگیزه
به نتایج  ). باتوجه1جدول آمد ( دست هخشک جلبک ب

هاي  آمده در این مطالعه، از میان پیگمانت دست هب
فیکوبیلینی بیشترین مقدار مربوط به فیکواریترین با 

با  و کمترین مقدار مربوط به آلوفیکوسیانین 27/0±03/1
) 7/0±0/0و سپس در فیکوسیانین ( 01/0±23/0

پیشین مقادیر  هاي هبه مطالع باتوجهآمد.  دست هب
هاي قرمز در  گونه از جلبک 10هاي فیکوبیلینی  رنگیزه
گرم  میلی 23/1تا  18/0 ةفیکواریترین در محدود ةرنگیز

گرم  میلی 36/0تا  16/0 ةبر گرم، فیکوسیانین در محدود
گزارش  12/0تا  043/0آلوفیکوسیانین بر گرم و براي 

  گردید. 

                                                             
3 Minimum inhibitory concentration  
4 Minimum bactericidal concentration   
5 Broth dilution 

https://www.safirazma.com/product/22%E2%80%B2-azino-bis3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic-acid/
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  گراسیلیس گراسیلاریادر جلبک ) گرم بر گرم وزن مرطوب میلی(پروتئین  هاي فیکوبیلی میزان رنگیزه - 1جدول 
  پروتئین کل فیکوبیلی  )PEفیکواریترین (  )PCفیکوسیانین (  )APCآلوفیکوسیانین (  نوع رنگیزه

  96/1±18/0  03/1±27/0  7/0±0/0  23/0±01/0  میزان رنگیزه
   .است اریمع انحراف ± نیمیانگ صورت هب ها داده

  
هاي پیشین همخوانی  هاي حاضر با یافته نتایج مطالعه

مختلف  هاي فصل و رشد داشت. نتایج نشان داد محیط
هاي موجود در  بر غلظت رنگیزه چشمگیري سال تأثیرات
. طبق گزارش آنها )Pandey et al., 2013(جلبک دارد 

هاي فیکوبیلینی در فصل زمستان  بیشترین غلظت رنگیزه
هنگامی که پرتو نور و غلظت عناصر غذایی در منطقه 

  ها مناسب است، یافت شد. براي بیوسنتز این متابولیت
  

 ها پروتئین آنالیز ترکیبات اسیدآمینۀ فیکوبیلی
 و خصوصیات در مهمی نقش اسیدآمینه ترکیب

اسیدآمینۀ  ترکیب دارد، پروتئین عملکردهاي
ارائه شده  )2( جدول در )PBPs( ها پروتئین فیکوبیلی

 9/9( 2والین ،درصد) 23/16( 1آلانین از غنی PBPsاست. 
 اسیدهاي. بود) درصد 12/9( 3لوسین و درصد)، 9/9(

 و) 5و اسید آسپارتیک 4اسید گلوتامیک( اسیدي آمینۀ
) 8و لیزین 7، هیستیدین6آرژنین( قلیایی نۀآمی اسیدهاي

. دهند می تشکیل را درصد 33/7 و 36/9 ترتیب به
 خود به را درصد 11/56 گریز آب آمینۀ هاي اسید

 PBPs اکسیدانی آنتی هاي فعالیت به که داد، اختصاص
ها  پروتئین فیکوبیلی این، بر علاوه. شود می داده اختصاص

 ارزش ضروري داراي ینۀآم اسیدهاي بالاي با محتواي
و  Chenباشند. نتایج مشابهی توسط  بالایی می اي تغذیه

در بررسی پروفایل اسیدهاي آمینه در  )2017همکاران (
 47/50گزارش گردید که حاکی از وجود  9پورفیراجلبک 

گریز در  درصد از اسیدهاي آمینۀ آب
  هاي مستخرج از جلبک بود. پروتئین فیکوبیلی

  
  
  

                                                             
1 Alanine 
2 Valine 
3 Leucine 
4 Glutamic acid 
5 Aspartic acid 
6 Arginine 
7 Histidine 
8 Lysine 
9 Porphyra 

  )PBPsها ( پروتئین فیکوبیلیاسیدآمینۀ ترکیبات  -2جدول 
  اسیدآمینه  مقادیر (درصد)

  اسید گلوتامیک  12/4
  پرولین  87/2
  تریپتوفان  43/1
  سیستئین  13/0
  ایزولوسین  14/6
  ترئونین  32/6
  تیروزین  38/0
  اسید آسپارتیک  24/5
  سرین  76/6
  گلیسین  45/5
  والین  9/9
  آلانین  23/16
  متیونین  63/0
  لایزین  45/4
  لوسین  12/9
  آلانین فنیل  97/4
  هیستیدین  68/0
  ژنینآر  20/2
  لوتئین  11/11

  
  PBPsهاي حامل  ارزیابی فیزیکوشیمیایی نانولیپوزوم

  )PDIذرات و شاخص پراکندگی ( ةبررسی انداز
ذرات، شاخص پراکندگی ذرات و راندمان  میانگین اندازة

شده در لیپوزوم با  نانوکپسوله PBPsنانوپوشانی در 
ج هاي مختلف، موردارزیابی قرار گرفت. نتای فرمولاسیون

 )3( جدولذرات و شاخص پراکندگی در  ةمربوط به انداز
با  هاي فاقد پوشش کیتوزان نانولیپوزومآورده شده است. 

هاي  نانولیپوزوم نانومتر و 7/557±9/25میانگین 
 درصد) با میانگین 5/0شده با پوشش کیتوزان ( تهیه
کمترین ن و بیشتریترتیب  نانومتر به 30/21±9/336

   .ذرات را دارا بودند ةمقادیر انداز
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  پروتئین هاي حامل فیکوبیلی درصد) بر خصوصیات فیزیکی نانولیپوزوم 5/1و  1، 5/0، 0تاثًیر سطوح مختلف کیتوزان ( -3جدول 

پوشانی  راندمان درون  تیمارها
 (درصد)

میانگین اندازة ذرات 
  پتانسیل زتا  شاخص پراکندگی  (نانومتر)

  ولت) (میلی
  d24/1±14/70 نانولیپوزوم فاقد پوشش کیتوزان

a90/25±7/557  a00/0±25/0  c85/1±8/10- 
 c20/1±68/75  c30/21±9/336  a02/0±26/0  b70/2±6/22  کیتوزاندرصد  5/0نانولیپوزوم با پوشش 

  b12/1±98/80  درصد کیتوزان 1نانولیپوزوم با پوشش 
b70/12±8/406  a00/0±28/0  a45/1±33/30 

 a73/0±98/83 a20/41±5/515 a02/0±26/0 b21/5±31/21  درصد کیتوزان 5/1شش انولیپوزوم با پون
   .است اریمع انحراف ± نیمیانگ صورت هب ها داده

  باشد. داري بین تیمارهاي مختلف می دهندة معنی حروف کوچک در هر ستون نشان
  

مشاهده  ذرات ةمنحنی توزیع اندازطورکه در  همان
ذرات  ةبودن توزیع انداز یکنواخت ةدهند نشان ایجشود نت می

و درنتیجه موفقیت فرایند تولید نانولیپوزوم با درصدهاي 
باشد. همچنین شاخص  میمختلف پوشش کیتوزان 

متغیر بود که  28/0تا  25/0از  ها لیپوزومدر نانو پراکندگی
ذرات  ةبودن انداز پراکندگی کمتر و همگن ةدهند نشان

شده با کیتوزان که به نام  دهی هاي پوشش وزوملیپ باشد. می
شود، توسط پژوهشگران پیشین  کیتوزوم نیز نامیده می

شده و همچنین صحت تشکیل آن توسط انواع  گزارش
هاي میکروسکوپی موردتأیید قرار گرفته است  روش

)Hasani et al., 2018; Katouzian & Taheri, 2021( .
یافته  میانگین اندازة ذرات با افزودن پوشش کیتوزان کاهش

و سپس با افزایش غلظت کیتوزان افزایش یافت. نتایج 
درصد  5/0غلظت حاضر نشان داد استفاده از کیتوزان تا 

هاي با  دهی به سمت تشکیل لیپوزوم کیتوزان طی پوشش
تر توسط نیروي انقباضی ایجادشده توسط  قطر کوچک

هاي یونی رفته و با افزایش مقادیر کیتوزان یک لایۀ  کشش
تر شده  تولید لیپوزوم بزرگ شده که منجربه تر ساخته ضخیم

و  همچنین، پایداري ذرات در برابر چسبندگی .است
دلیل وجود دافعۀ  ممانعت از تشکیل رسوب به

 ,.Salminen et al(باشد  الکترواستاتیکی بین ذرات می

2016(. 
هاي حامل  مطالعۀ دیگري افزایش اندك اندازة لیپوزوم

دهی گزارش نمودند که  را پس از فرایند پوشش Eویتامین 
. )Liu & Park, 2009(با مطالعۀ حاضر مطابقت داشت 

Bang  در بررسی افزودن کیتوزان  )2011همکاران (و
 88، 80زدایی ( هاي مختلف استیل عنوان پوشش با درجه به
 150000و  30000، 3000درصد) و وزن مولکولی ( 95و 

زدایی تا غلظت  دالتون)، دریافتند که با افزایش درجۀ استیل

دارشده  هاي پوشش درصد، اندازة نانولیپوزوم 3/0و  2/0
 یابد. سپس کاهش میافزایش و 

  
 PBPsهاي حامل  ارزیابی راندمان نانوپوشانی نانولیپوزوم

گریز وجود  دوست و آب در ساختار لیپوزوم دو بخش آب
دوست در محیط آبی درون  که ترکیبات آب طوري هب ،دارد

فسفولیپیدي  ۀگریز در بین دو لای بآلیپوزوم و ترکیبات 
عنوان  فولیپیدي بهفس ۀشوند. بنابراین دو لای می احاطه

ها عمل  فعالی همانند رنگدانه مخزنی براي ترکیبات زیست
کیتوزان درصد  5/1شده با  تهیه هاي لیپوزومنانوکنند.  می

 و درصد) 98/83±73/0نی (پوشانانوداراي بالاترین راندمان 
 ،درصد) 98/80±12/1درصد ( 1هاي با پوشش  نانولیپوزوم

فاقد پوشش  درصد) و 68/75±20/1درصد ( 5/0
 درصد) مقادیر کمتري را نشان دادند 24/1±14/70(
شده در پژوهش  . نتایج راندمان نانوپوشانی گزارش)3جدول (

 ,.Hasani et al(هاي قبلی  حاضر مشابه نتایج در پژوهش

2019; Katouzian & Taheri, 2021( ها  درمورد نانولیپوزوم
پوشانی  طورکلی ثابت گردید که راندمان درون هباشد. ب می

تأثیر اندازه و سطح  تواند تحت مواد در ساختار لیپوزوم می
مستقیم  ۀحاضر رابط ۀوجود مطالع بااین مخصوص قرار گیرد.

هاي حاوي  ذرات و راندمان نانوپوشانی را براي لیپوزوم ةانداز
توان دریافت  به نتایج می رنگدانه نشان داد. باتوجه

شده و تشکیل  هاي کیتوزان به سطح لیپوزوم متصل مولکول
غشاي لیپیدي را محدود  تحركدهند و  سختی را می ۀپوست
شود  تر می تر و مقاوم رنتیجه غشا سختنماید، د می

)Seyedabadi et al., 2021(. 
  

  PBPsهاي حامل  ارزیابی پتانسیل زتا نانولیپوزوم
مهم در پایداري نانوذرات  پتانسیل زتا یکی از فاکتورهاي

نشان داده  )3(جدول ها در  است. پتانسیل زتا نانولیپوزوم
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پتانسیل زتا بالاتر باشد، بار سطحی  ةهرچه اندازشده است. 
الکترواستاتیک نیز افزایش  ۀنانوذرات بیشتر و درنتیجه دافع

 یابد. می
هش پایداري و مقادیر پایین پتانسیل زتا سبب کا

ها  گردد. پتانسیل زتا در نمونه چسبیدگی نانوذرات می هم به
ولت متغیر بود.  میلی 33/30±45/1تا  - 8/10±85/1از 

بودن بار سطحی نانولیپوزوم فاقد پوشش، وجود  دلیل منفی
باشد. با افزودن  عنوان یک امولسیفایر یونی می لسیتین به

استاتیکی منفی و مثبت به نیروهاي الکترو کیتوزان، باتوجه
دهی صورت  بین فسفولیپیدهاي لیپوزوم و کیتوزان پوشش

هاي  خاطر وجود گروه گیرد. کیتوزان در شرایط اسیدي به می
باشد. بعد از فرایند  آمین آزاد، داراي بار مثبت می

ها و سطح  دهی، پیوندهاي یونی بین گروه پوشش
ل زتا از بار منفی هاي با بار منفی، سبب تغییر پتانسی لیپوزوم

طورکلی با افزایش غلظت کیتوزان، بار  شود. به به مثبت می
سطحی ذاتی افزایش و واکنش یونی بین لیپوزوم و کیتوزان 

  یابد. افزایش می
  

  PBPsهاي حامل  اکسیدانی و نانولیپوزوم فعالیت آنتی
از  ABTSو DPPH هاى آزاد  گیرى میزان مهار رادیکال اندازه
صرفه با قابلیت  به بر، دقیق، آسان و مقرونهاى معت روش

اکسیدانى  تکرارپذیرى بالاست که در بررسى فعالیت آنتى
 رود. کارمى زیستی در شرایط آزمایشگاهى به ترکیبات فعال

صورت  هب پروتئین فیکوبیلی ۀرنگدان نتایج به وضوح نشان داد
فعالیت مهارکنندگی مناسبی در در لیپوزوم آزاد و کپسوله 

در رادیکال آزاد داشت و مهار  DPPHابر رادیکال آزاد بر
نتایج آزاد بود.  ۀرنگدانبالاتر از  ۀرنگدانهاي حاوي  لیپوزومنانو

 5/1( کیتوزان با پوشششده  نشان داد تیمارهاي کپسوله
اکسیدانی را نسبت به دیگر  بالاترین فعالیت آنتی درصد)

تواند  ده میآم دست هنتایج ب. )P≥05/0( تیمارها داشتند
فسفولیپیدي  ةمربوط به حضور کیتوزان در ترکیب دیوار

هاي  که این ترکیبات داراي گروه ییباشد. ازآنجا لیپوزوم
هیدروکسیل در ساختار شیمیایی خود هستند که با اهداي 

اکسیدانی اسانس  الکترون آزاد به افزایش شدت فعالیت آنتی
توانند با  د میهاي رادیکال آزا کنند. مهارکننده کمک می

اي  هاي زنجیره داده، واکنش هاي پراکسید واکنش رادیکال
اکسیداسیون را محدودکرده و مانع از فعالیت آنها گردند. 

عنوان یک ترکیب با خاصیت  محققان دریافتند کیتوزان به
هاي اکسیژن مانند  مهار رادیکال ۀوسیل هاکسیدانی ب آنتی

هاي  مچنین رادیکالهیدروکسیل، سوپر اکسید، الکیل و ه
 & Younes(کند  عمل می ABTSو  DPPHپایدار 

Rinaudo, 2015(. علاوه گزارش گردیده است که ویژگی  به
مهار رادیکال آزاد در کیتوزان متأثر از وزن مولکولی آن 

تر  ینیهاي با وزن مولکولی پا که کیتوزان طوري باشد. به می
  باشند.  هاي مولکولی بالا می تر از کیتوزان با وزن فعال
 نانوپوشانیتوان بیان کرد نه تنها  می )1(شکل به  توجه با

 PBPsاکسیدانی  تأثیر منفی بر بروز خصوصیات آنتی رنگدانه
با  کپسوله ۀرنگدانمحصورشده نداشت، بلکه سبب تولید 

و  Ha اکسیدانی بالاتر گردید. پایداري بیشتر با فعالیت آنتی
اکسیدانی  مشاهده کردند اثر آنتی )2015همکاران (

فعال خالص بود و  ةنانوکپسول حاوي لیکوپن بیشتر از ماد
این تأثیر را ناشی از پراکندگی بسیار بالاي لیکوپن در 

هاي آزاد مرتبط  نانوکپسول و واکنش سریع با رادیکال
  دانستند.

  

    
و اسید  BHTدر مقابل هاي مختلف  نانوکپسوله با فرمولاسیون ،)PBPsپروتئین آزاد ( وبیلیاکسیدانی فیک قدرت آنتی ۀمقایس - 1شکل 

  ABTSو ب)  DPPHآسکوربیک به روش الف) 
F1 نانولیپوزوم حاوي :PBPs  ،فاقد پوشش کیتوزانF2 نانولیپوزوم حاوي :PBPs  کیتوزان،  درصد5/0با پوششF3 نانولیپوزوم حاوي :PBPs  با پوشش
  کیتوزان درصد 5/1با پوشش  PBPs: نانولیپوزوم حاوي F4یتوزان، ک درصد 1
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شده در  آزاد و کپسوله PBPs لیتر در ها برحسب میکروگرم بر میلی حداقل غلظت مهارکنندگی و کشندگی میکروارگانیسم - 4جدول 
  نانولیپوزوم

  ها میکروارگانیسم
PBPs 

  نانولیپوزوم (وزنی/حجمی)  سیلین آمپی
 درصد کیتوزان 5/1 درصد کیتوزان 1 درصد کیتوزان 5/0 کیتوزان فاقد آزاد

MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC 
استافیلوکوکوس 

  20  40  20  80  80  320  320  640  640  1280  320  1280  اورئوس

  40  80  80  320  160  640  640  1280  1280  2560  1280  2560  اشریشیاکلی
  

هاي حامل  دمیکروبی و نانولیپوزومبررسی خصوصیات ض
PBPs  

و حداقل  )MIC( کننده جهت تعیین حداقل میزان ممانعت
رقت  ۀها از روش تهی در نمونه )MBC(میزان کشنده 

خام و  رنگدانۀ MBCو  MICاستفاده شد. مقادیر 
در مقایسه با  نانولیپوزومه (با درصدهاي مختلف کیتوزان)

آورده شده است  )4( جدولدر  سیلین بیوتیک آمپی آنتی
سنجش فعالیت عوامل ضدمیکروبی است.  ةدهند که نشان

 هخام و کپسول رنگدانۀنتایج بیانگر آن بود که هر دو 
فعالیت ضدمیکروبی بالایی را نشان دادند. براساس 

باکتري موردآزمایش،  ۀهر دو سوی ازهاي حاصل  یافته
بیشتر از  لیپوزومهدر فرم نانو نگدانهرفعالیت ضدمیکروبی 

مقابل باکتري در  MBCو  MICخالص بود. مقادیر  رنگدانۀ
 استافیلوکوکوس اورئوسدر مقایسه با باکتري  اشریشیاکلی

دهندة مقاومت بیشتر باکتري  بالاتر بود که نشان
هاي  هاي مختلف نانولیپوزوم در برابر غلظت اشریشیاکلی

علاوه،  به. باشد ل ضدمیکروبی میفعا حاوي ترکیبات زیست
و  MICحاکی از آن بود که مقادیر تحقیق حاضر نتایج 
MBC موردآزمایش در حضور مقادیر بالاتر  ۀهر دو سوی

  یابند. کیتوزان کاهش می
فعال گیاهی با  طورکلی تأثیر ترکیبات زیست به
هاي گرم مثبت،  هاي ضدمیکروبی روي باکتري ویژگی

باشد. دلیل حساسیت  ي گرم منفی میها بیشتر از باکتري
هاي گرم  هاي گرم مثبت نسبت به باکتري بالاتر باکتري

علت عدم وجود دیوارة سلولی  تواند به منفی می
هاي  ساکاریدي باشد که ممکن است در باکتري لیپوپلی

گرم منفی از ورود ترکیبات فعال به غشاي سیتوپلاسمی 
 )2016و همکاران ( Cuiآورد. در مطالعۀ  عمل  جلوگیري به

گلی در  نمودن اسانس گیاه مریم مشاهده شد انکپسوله
نانولیپوزوم سبب ثبات بیشتر اسانس و افزایش اثرات 
ضدمیکروبی آن در مقایسه با اسانس آزاد گردید. این عمل 

هاي حامل  مبتنی بر افزایش فعالیت ضدمیکروبی سیستم
اشد. نتایج ب در مقیاس نانو در مقایسه با شکل آزاد می

 در تیمارهاي مختلف نشان داد که MBCو  MICبررسی 
با افزایش غلظت کیتوزان فعالیت ضدباکتریایی 

بهبود در برابر هر دو باکتري موردآزمایش  ها لیپوزومنانو
بسیاري تأیید نمودند که کیتوزان  هاي هیابد. مطالع می
پذیر با فعالیت  تخریب عنوان ترکیبی زیست تواند به می

عنوان پوشش و فیلم  اکسیدانی و ضدمیکروبی بالا به نتیآ
علاوه بیان  . به)Hosseini et al., 2013(خوراکی عمل کند 

، یاکلییشاشرهاي گرم منفی  خصوص باکتريگردید که در
توانایی ضدباکتري کیتوزان با کاهش وزن مولکولی افزایش 

یابد. این محققان دو مکانیسم را براي فعالیت  می
ضدمیکروبی پیشنهاد کردند: درمورد باکتري 

، کیتوزان روي سطح سلول یک استافیلوکوکوس اورئوس
اد مغذي به داده که از ورود مو غشاي پلیمري تشکیل

کند و موجب مرگ سلول  داخل سلول جلوگیري می
نیز  یاکلییشاشرگردد. درخصوص باکتري  باکتري می

تواند وارد  راحتی می ین بهیکیتوزان با وزن مولکولی پا
 .)Younes & Rinaudo, 2015(سلول باکتري شود 

  
  گیري نتیجه

گراسیلاریا هاي تحقیق حاضر نشان داد جلبک قرمز  یافته
هاي  منبع خوبی به لحاظ دارابودن رنگیزه گراسیلیس

هاي غیرآنزیمی و  اکسیدان پروتئینی و آنتی فیکوبیلی
آمده،  دست ه. مطابق با نتایج بشود آنزیمی محسوب می

عنوان یکی از  هاي لیپوزومی به توان گفت نانوحامل می
فعال مانند  هاي مؤثر در نانوپوشانی ترکیبات زیست سامانه

شود. نانوکپسولاسیون  پروتئین محسوب می فیکوبیلی
طور مؤثري  رنگدانه در لیپوزوم با پوشش کیتوزان به

زجمله خواص ضدمیکروبی و آزاد ا ۀمفید رنگدان هايثیرأت
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توان دریافت  اکسیدانی آن را بهبود بخشید. لذا، می آنتی
نانولیپوزوم با پوشش پلیمري  ۀکارگیري فناوري تهی هب

دلیل عدم استفاده از هرگونه حلال و مواد  مانند کیتوزان به
هاي  عنوان یکی از سیستم سمی و شرایط مناسب تولید به
ود خصوصیات عملکردي نوین در پایدارسازي و بهب

  هاي پروتئینی مطرح گردد. رنگدانه
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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 EC50 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. 

Keywords: Antimicrobial activity, Antioxidant activity, Chitosan, Nanoliposome, Phycobiliprotein  
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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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