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هاي سنتتیک در مواد غذایی هاي ایجادشده در زمینه استفاده از نگهدارندهبه دنبال نگرانی

فیکوسیانینی . رسدگی ضروري به نظر مییعی با خاصیت نگهدارندمختلف، توجه به ترکیبات طب
هدف تحقیق . شود، یکی از این ترکیبات استکه از میکروجلبک اسپیرولینا استخراج می

و نانو ریزپوشانی این رنگدانه با پوشش ترکیبی ) به روش آنزیمی(حاضر، استخراج 
علیه (اکسیدانی و ضد باکتریایی نتیسدیم و ارزیابی فعالیت آ کازئینات -مالتودکسترین

و  روکري یرسینیا، لیستریا مونوسیتوژنز، استافیلوکوکوس اورئوس، کلیاشریشیا
نتایج نشان داد با . ها در مقایسه با فیکوسیانین خالص بودنانوکپسول) اییاسترپتوکوکوس اینیه

               ، فعالیت)شده در هر دو فرم خالص و نانو ریزپوشانی(افزایش غلظت فیکوسیانین 
). p>05/0(یابد داري افزایش میها به صورت معنیاکسیدانی و ضد باکتریایی تیمارآنتی

 )گراد درجه سانتی-18نگهداري در دماي  (60مقایسه خواص تیمارها در روزهاي صفر و 
ت زمان اکسیدانی و ضد باکتریایی فیکوسیانین خالص با گذشنشان داد که فعالیت آنتی
اما تکنیک نانو ریزپوشانی از تغییر ). p>05/0(یابد داري کاهش مینگهداري به صورت معنی

لیستریا مثبت، هاي گرمدر بین باکتري. کندها کمک میخواص مذکور جلوگیري و به حفظ آن
هاي مورد استفاده داراي تر بوده و تمامی غلظت نسبت به دو باکتري دیگر حساسمونوسیتوژنز

 و 5 و 5/2 به دو غلظت استافیلوکوکوس اورئوس .کننده بر این باکتري بودنداثر مهار
در بین . ندلیتر مقاوم بود میکروگرم بر میلی10 و 5، 5/2 به سه غلظت اییاسترپتوکوکوس اینیه

هاي مورد  از حساسیت بیشتري برخوردار بوده و غلظتیرسینیا روکريمنفی، دو باکتري گرم 
کننده بر هر دو لیتر، داراي اثر مهار میکروگرم بر میلی5 و 5/2هاي  به استثناي غلظتاستفاده،

 بین MICهاي مورد مطالعه، دامنه سازي، براي باکتري مطابق نتایج روش رقیق.باکتري بودند
 براي MICضمن اینکه کمترین. لیتر بود میکروگرم بر میلی100-500 بین MBC و 500-50

از این تحقیق .  ثبت شداییاینیهاسترپتوکوکوس  براي MBC و بیشترین یتوژنزلیستریا مونوس
اکسیدانی و ضد باکتریایی توان نتیجه گرفت که اولا فیکوسیانین خالص داراي فعالیت آنتیمی

کازئینات سدیم -است؛ دوما نانو ریزپوشانی این رنگدانه با پوشش ترکیبی مالتودکسترین
 .گرددها در طول دوره نگهداري میو ثبات آنموجب ارتقاي این خواص 

 

  مجله علوم و صنایع غذایی ایران
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  مقدمه - 1
 هاي طبیعی است که ازفیکوسیانین یکی از رنگدانه

هاي مختلف از  به روشاسپیرولینا پلاتنسیسجلبک میکرو
این رنگدانه از دو زیر واحد . شودجمله آنزیمی استخراج می

 تشکیل شده که زنجیره آلفا شامل یک  β و  αنسبتا مشابه 
 و زنجیره بتا شامل دو 89سیستئین  به متصل فیکوسیانوبیلین
این . باشندمی 155 و 84 هايسیستئین به متصل فیکوسیانوبیلین

 و α3β3مرهاي ، تريαβدو واحد، مونومرهاي 
فیکوسیانین به اشکال . دهندرا تشکیل می  α6β6هگزامرهاي

، pHمختلف تري، هگزا و دکامر وجود داشته که بر اساس 
وتئین و منشاء جلبک مورد نظر، قدرت یونی محیط، غلظت پر

علاوه بر این، شکل اولیه فیکوسیانین بر وزن . باشندمتفاوت می
 پودري، محصول. مولکولی و شدت جذب نوري آن تاثیر دارد

 وقتی شیرین است که کمی بو و  بدون سمی، غیر به رنگ آبی،

پایداري . دارد درخشان فلورسانس شود حل آب در
، دما، نور و برخی از مواد خارجی pH فیکوسیانین به منشاء،

 45 و دماي 8 تا 5/4هاي pHاین رنگدانه در . بستگی دارد
اما مقاومت آن در برابر نور ضعیف  پایدار گراددرجه سانتی

آمینه فیکوسیانین، بر اختلاف جزئی در ترکیب اسیدهاي  .است
فیکوسیانین . باشدپایداري و خواص ساختاري آن تاثیرگذار می

داراي  هاپروتئینهاي گروه فیکوبیلی همراه سایر رنگدانهبه
 بهداشتی،- آرایشی صنایع غذا، صنعت در کاربرد گسترده

 .باشندمی درمان و بیماري تشخیص زیست فناوري،

 Blueشرکت ژاپنی تحت نام  یک اولین بار توسط فیکوسیانین
Linaشده و در حال حاضر به عنوان رنگدانه طبیعی   تجاري

 کشورهاي چین و ژاپن در محصولات غذایی نظیر آدامس، در
ها و ، نوشیدنی ها، بستنی هاي لبنی، ژله شکلات، فراورده

 دور آفتاب و هاي ضدهمچنین محصولات آرایشی نظیر کرم
گرم قیمت هر میلی. گیرد میچشم مورد استفاده قرار

    .]1 [ است دلار گزارش شده5/2، 2012فیکوسیانین در سال 
 در فرمولاسیون مواد غذایی هاي سنتتیکاستفاده از نگهدارنده

کنندگان و متولیان هایی را براي مصرف همواره نگرانیمختلف
به همین دلیل باید از پتانسیل . سلامت جمعیت به دنبال دارد

از آنجا که . ترکیبات طبیعی با خواص نگهدارندگی بهره گرفت
ریایی فیکوسیانین در باکت اکسیدانی و ضدخاصیت آنتی

توان از این منبع ، می]4-2 [تحقیقات مختلف اثبات شده است
  .  مختلف استفاده کرد غذاییدر فرمولاسیون مواد

ها در در صنایع غذایی به منظور حفاظت از ساختار نگهدارنده
اکسیداسیون و کاهش خواص (برابر عوامل محیطی 

کویروس . شود میاز تکنیک ریزپوشانی استفاده) نگهدارندگی
        در مطالعه خود به کاربرد ) 2014(ساسدا و همکاران 

         کردن ترکیباتهاي خوراکی جهت ریزپوشانیپوشش
ها هنده، پروبیوتیکدمیکروبی، مواد طعم اکسیدان، مواد ضدآنتی

و ترکیبات فعال اشاره کرده و یادآور شدند که این فرآیند 
فعال و متعاقب آن دوام و اد زیستباعث رهایش تدریجی مو

-هاي ذکرعلاوه بر ویژگی. شودها در درازمدت میاثرات آن

شده، فرآیند ریزپوشانی موجب کنترل رطوبت، تبادلات گازي 
هاي اکسیداسیون شده و خواص مکانیکی، حسی و و واکنش

اوزکان و . ]5 [دهدشده را تغییر میکارکردي مواد ریزپوشانی
هاي بیولوژیک  فرآیند ریزپوشانی را در رنگ)2014(بیلک 

هایی خوراکی مورد بررسی قرار داده و اشاره کردند که پوشش
گیرند بایستی کردن مورد استفاده قرار میکه براي ریزپوشانی

هایی نظیر خاصیت تشکیل فیلم، خواص داراي ویژگی
بودن، پایداري در مجراي پذیرجزیهتامولسیونی، قابلیت 

 ویسکوزیته مناسب، قیمت ارزان و هیدروسکوپی گوارشی،
  .]6 [پائین باشند

 کردن موادهاي مختلفی جهت ریزپوشانیامروزه از پوشش
ساکاریدي، شود که ممکن است ساختار پلی میاستفاده

پروتئینی و یا لیپیدي داشته و از منابع گیاهی، دریایی، حیوانی و 
هاي بایستی به ویژگیدر انتخاب دیواره . میکروبی تهیه گردند

اولیه از جمله ترکیب و ساختار شیمیایی، وزن مولکولی و 
همچنین خواص ثانویه نظیر حلالیت، رفتار رئولوژیکی، 

فیلم، فعالیت سطحی، دوام و توانایی تشکیل فیلم، کیفیت 
در فرآیند . پذیري، نقطه ذوب و جوش توجه شودتجزیه

شاسته، کیتوزان، ن(ریزپوشانی انواع مختلف کربوهیدرات 
هاي  مالتودکسترین، شربت ذرت، دکسترین، ساکارز، دکسترین

سلولز، متیل سلولز، اتیل سلولز، متیلکربوکسی(، سلولز )حلقوي
عربی، آگار،   صمغ(ها  ، صمغ)... و نیتروسلولز، استات سلولز

لیپوزوم، واکس، (ها  ، چربی) ...سدیم، کاراگینان وآلژینات
         ها  گلیسریدها، مونوگلیسریدها، روغن کس، ديوا پارافین، بیز

گلوتن، کازئین، آب پنیر، ژلاتین، آلبومین، (ها  ، پروتئین)...و 
و پلیمرهایی با درجه غذایی )  ...هموگلوبین، پپتیدها و

ي  غالباً به عنوان ماده) ... و وینیل استات پروپیلن، پلی پلی(
 هها ممکن است بوششپ. دنشو دیواره یا حامل استفاده می
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  ]. 8 و 7 [گیرندصورت منفرد و یا ترکیبی مورد استفاده قرار
مالتودکسترین از مشتقات نشاسته است و از منابع مختلف 

این . گرددزمینی، ذرت و گندم تهیه میاي مثل سیبنشاسته
ماده به دلیل حلالیت بالا در آب و عدم داشتن بو و رنگ 

-ساکاریدي جهت ریزپوشانی پلیترین موادشاخص، از مهم

هاي هاي گیاهی و رنگدانهکردن مواد مختلف از جمله عصاره
کازئینات سدیم برخلاف کازئین . باشدشیمیایی و بیولوژیک می

در آب محلول نیست و حلالیت آن با بالا رفتن دماي آب 
این ماده داراي فعالیت سطحی و امولسیفایري . یابدافزایش می
شده توسط این ماده نسبت دادهاشد و مواد پوششبمطلوبی می

به پارامترهاي محیطی از جمله بخار آب و اکسیژن نفوذپذیري 
   ].10 و 9 [کمی دارند

 پس از استخراج فیکوسیانین از میکروجلبک در تحقیق حاضر،
به روش آنزیمی ) Spirulina Platensis(اسپیرولینا 

              ی ، این رنگدانه با پوشش ترکیب)لیزوزیم(
سپس . شودسدیم نانو ریزپوشانی میکازئینات-مالتودکسترین
هاي حامل اکسیدانی و ضد باکتریایی نانوکپسولفعالیت آنتی
هاي گرم مثبت علیه باکتري (و فرم خالص رنگدانه فیکوسیانین

   درجه-18دماي (در طول دوره نگهداري ) و گرم منفی
          ورد ارزیابی و مقایسه قرار م) روز60گراد به مدت سانتی

  .گیرندمی
  

  مواد و روش- 2
  کشت میکروجلبک اسپیرولینا- 2-1

   از آزمایشگاهاسپیرولینا پلاتنسیسنمونه خالص جلبک 
. تهیه گردیدي دریاي خزر پژوهشکده اکولوژ شناسیجلبک

 شده اصلاح1جهت کشت اسپیرولینا از محیط کشت زاروك
 500   و100(تر هاي کوچکدر مقیاساستفاده و پس از کشت 

.  لیتر انجام گردید50 و 5هاي ، کشت نهایی در حجم)لیترمیلی
 ارائه 1در جدول ) pH=5/8(ترکیبات محیط کشت مذکور 

دادن در برابر نور پس از کشت جلبک و قرار. شده است
و ) لوکس 8000 تا 3500(فلورسنت با شدت نوري مناسب 

ها  ساعت روشنایی، نمونه12اریکی و  ساعت ت12دوره زمانی 
.  روز قرار داده شدند16گراد به مدت  درجه سانتی29در دماي 

 بار تکان داده شده تا رشد جلبک به 3ها روزانه براي نمونه

                                                        
1. Zarrouk medium 

پس از مشاهده بلوم جلبکی، نسبت به .  گیردخوبی انجام
این فرآیند با استفاده از . آوري توده سلولی اقدام شدجمع
 میکرونی انجام گردید که به ترتیب براي 20 و 100هاي یصاف

 تر و توده جلبک مورد استفاده قرارجداسازي ذرات بزرگ
 بار با آب مقطر استریل شستشو 3شده آوريتوده جمع. گرفتند

کردن براي خشک). جهت کاهش اثرات محیط کشت(شد داده 
بهداد، (گراد آون  درجه سانتی45ها در دماي جلبک، نمونه

  ].13-11[  ساعت قرار داده شدند48براي مدت ) ایران
Table 1 Algae culture medium compounds 

Amount (g) Compounds  
8 NaHCO3  

0.5 K2HPO4  
2.5 NaNO3  
0.5 K2SO4   
2 NaCl 

0.2 MgSO4   
0.05 FeSO4 
0.2 Urea 

  
  استخراج فیکوسیانین به روش آنزیمی - 2-2

 از آنزیم لیزوزیم جهت هضم و هیدرولیز آنزیمی در این روش،
گرم به ازاي هر گرم  میلی40جلبک استفاده شد و مقدار آن نیز 

جهت آغاز هیدرولیز آنزیمی، از . وزن خشک جلبک بود
          100به مقدار  و سدیم آزید EDTAلیزوزیم به همراه 

. یداستفاده گرد) میکروبی به عنوان عوامل ضد (مولارمیلی
 درجه 44 ساعت در حمام آب 4ها به مدت سپس نمونه

. )حمام آب شیکردار، اختریان، ایران (گراد شیک شدندسانتی
 دور در 10000ها در دور پس از انجام مراحل فوق، نمونه

 گراد سانتریفوژ درجه سانتی4 دقیقه در دماي 25دقیقه به مدت 
)Hettickبراي ) ی تیرهرنگ آب(  شده و مایع رویی )، آلمان

   ].12 و 11 [آوري شد جمعرنگدانهگیري اندازه
  سازي نسبی فیکوسیانین خالص- 2-3

سازي نسبی فیکوسیانین از سولفات آمونیم با براي خالص
این ماده به آرامی به .  درصد استفاده شد40درجه اشباعیت 

محلول حاوي فیکوسیانین اضافه و براي مدت یک ساعت هم 
 قراردادن نمونه حاوي مخلوط فوق در مکان پس از. زده شد

 ساعت، فرآیند 24گراد به مدت  درجه سانتی4تاریک و دماي 
مایع .  دقیقه انجام شد15 به مدت g15000سانتریفوژ در دور 

رویی حاصل از سانتریفوژ، دور ریخته شده و به رنگ بی
 و غلظت A620/A280135/1 خلوص  (رسوب آبی رنگ
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، مقداري محلول بافر فسفات )لیتردر میلیگرم  میلی751/3
)7=pH ( گراد نگهداري  درجه سانتی4اضافه و در دماي

  ].15 و 14[ گردید

  کردن فیکوسیانیننانو ریزپوشانی - 2-4
          ، از پوشش ترکیبیبه منظور نانو ریزپوشانی فیکوسیانین 

  و پروتئینی) DE=20مالتودکسترین (ساکاریدي پلی
ها به  نسبت پوشش استفاده و1:1با نسبت  )سدیم تکازئینا(

ابتدا سوسپانسیون همگنی .  در نظر گرفته شد1 به 4هسته نیز  
تهیه شد ) لیتر میلی50 گرم در 4(از مالتودکسترین در آب مقطر 

و به لحاظ حلالیت این ماده در آب، از تیمار حرارتی استفاده 
 کازئیناتسیونی از جهت تهیه پوشش دوم، ابتدا سوسپان. نشد

دادن  و با قرار)لیتر میلی50 گرم در 4( در آب مقطر تهیه سدیم
 30 درجه براي مدت 45بر روي همزن مغناطیسی و دماي 

محلول حاوي .  گردیددقیقه، سوسپانسیون همگنی از آن تهیه
به محلول داراي )  درجه25پس از کاهش دما به (کازئینات 

 درجه جهت 4 ساعت در دماي 24مالتودکسترین اضافه شد و 
 گرم 2 در مرحله انتهایی،. افزایش جذب آب نگهداري گردید

ها اضافه شده و پس از  به محلول حاوي پوششفیکوسیانین
 دستگاه اولتراسوندشدن آن، جهت تولید نانوکپسول، از حل

)Hilscher, UP200هرتز به  کیلو40 با طول موج )، آلمان
 ثانیه و 30زمان هر سیکل ( سیکل 6  دقیقه و تعداد15مدت 

- درجه سانتی25، دماي ها ثانیه بین سیکل15زمان استراحت 

براي کاهش بیشتر اندازه ذرات و افزایش . استفاده شد) گراد
، اولتراتوراکس(راندمان ذرات نانوکپسوله، از دستگاه هموژنایزر 

IKa، یقه  دق15 دور در دقیقه براي مدت 10000با دور ) ایتالیا
 درجه - 18محلول حاصل از فرآیند، در دماي . استفاده گردید

کن انجمادي گراد منجمد و با استفاده از دستگاه خشکسانتی
)Vaco 2 Zirbusبار و دماي  میلی051/0 در فشار )، آلمان

متوسط سایز  ].10 و 9[گراد خشک گردید  درجه سانتی- 50
 سایز آنالایزرپارتیکل ذرات با استفاده از دستگاه  نانو

)Shimadzuو بازده و بر اساس روش تفرق نور لیزر )، ژاپن 
یان و همکاران ه از روش فرآیند نانو ریزپوشانی با استفاد

نتایج نشان داد میانگین سایز ذرات . ]9[تعیین گردید ) 2014(
  . درصد است41/73 نانومتر و بازده فرآیند 1/397

 اکسیدانی آنتیفعالیتارزیابی  - 2-5
 فیکوسیانین 

 نانو و خالص فیکوسیانین اکسیدانیآنتی فعالیت بررسی جهت

 2،2 آزاد رادیکال مهار قدرت شاخص سه از شده،ریزپوشانی

 آهن یون کاهندگی ،)DPPH( هیدرازیل پیکریل -1 -فنیل دي

 غلظت دو .شد استفاده فلزات کردنکلاته فعالیت و ظرفیتی سه

-آماده از بعد فیکوسیانین، از یترلمیلی بر میکروگرم 500 و 200

-آنتی فعالیت بررسی جهت روش، هر در هامعرف و مواد سازي

 -18 دماي در نگهداري( روز 60 و صفر هايزمان در اکسیدانی
 بر زمان تاثیر تا گرفت قرار استفاده مورد )گرادسانتی درجه

 شدهریزپوشانی نانو و خالص فیکوسیانین اکسیدانیآنتی قدرت

-آنتی با فیکوسیانین اکسیدانیآنتی فعالیت نتایج .گردد خصمش

 و )BHA( آنیزولهیدروکسیبوتیل مصنوعی هاياکسیدان
 مقایسه  PPM200 غلظت در )BHT( تولوئنهیدروکسیبوتیل

 .]16[ گردید

 DPPHقدرت مهار رادیکال آزاد  -2-5-1

 رفمع از اییاولیه استوك ابتدا شاخص، این گیرياندازه براي

DPPH به معرف از گرممیلی 5/23 که ترتیب بدین .شد تهیه 

 قرار درجه 4 دماي در و اضافه درصد 99 اتانول از لیترمیلی 100

 خالص فیکوسیانین از میکرولیتر 100 بعد، مرحله در .شد داده

 نانو فیکوسیانین محلول از میکرولیتر 500 و لیترمیلی 9/3 به

 DPPH )1 شدهرقیق معرف از لیترمیلی 5/3 به شدهریزپوشانی
 بالا، دور در حاصل محلول و )جداگانه طور هب( اضافه )10 به

 در .شد داده قرار تاریک مکان در دقیقه 30 مدت به و هموژن

 جهت فیکوسیانین اییتوان تعیین منظور به آزمایش، نهایی مرحله

 517 در شدهتهیه محلول موج طول ،DPPH رادیکال مهار

 مهار درصد و قرائت اسپکتروفتومتر از استفاده با نانومتر

DPPH 16[  گردید محاسبه زیر رابطه طریق از.[   
  DPPH آزاد رادیکال مهار قدرت =

  )]شاهد جذب-نمونه جذب/(شاهد جذب[ × 100
 قدرت کاهندگی آهن سه ظرفیتی  -2-5-2

 با )2002( همکاران و زو روش طبق آهن کاهندگی قدرت

 ابتدا آزمایش، این انجام براي .]17[ گرفت امانج تغییر اندکی

 بافر از لیترمیلی 5/2 با فیکوسیانین محلول از لیترمیلی 5/0

 پتاسیم سیانیدفري لیترمیلی 5/2 و )pH=6/6( مولار 2/0 فسفات
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 20 مدت به گرادسانتی درجه 50 دماي در و مخلوط درصد یک

 این از بعد .شد ادهد قرار آزمایشگاه دماي در آن از پس و  دقیقه

 هب و درصد 10 اسیداستیک کلروتري از لیترمیلی 5/2 مرحله،
 اضافه مخلوط به درصد 1/0 آهن کلرید لیترمیلی 5/2 آن دنبال

 در .شد داده قرار آزمایشگاه دماي در دقیقه 5 مدت هب و شده

-تهیه هايمحلول ماحصل از لیترمیلی 5/2 آزمایش، نهایی مرحله

  700 طول در جذب و مخلوط مقطر آب از میلی 5/2 با شده،

 ΔOD اساس بر فریک یون کاهندگی قدرت .شد قرائت نانومتر
وزن خشک بوده و واحد گرم  بر میلی)تغییرات جذب نوري(

براي . باشدمی بر گرم وزن خشک 1TAEگرم آن نیز میلی
 نانوارزیابی قدرت کاهندگی آهن توسط فیکوسیانین 

ه، روند آزمایش مشابه فیکوسیانین خالص بوده با شدریزپوشانی
  اینبرابر بوده تا از 5این تفاوت که نسبت مواد مورد استفاده، 

  .هاي مورد نظر و هسته رعایت گرددطریق نسبت پوشش
 کردن فلزات فعالیت کلاته -2-5-3

کنندگی فیکوسیانین طبق روش اسماعیل ارزیابی فعالیت کلاته
 میکرولیتر از 150. ]18[ انجام گرفت) 2016(و همکاران 

 168 میکرومولار به مخلوط واکنش شامل 500سولفات آهن 
 218و ) PH=4/7( مولار 1/0 کلریدریک میکرولیتر تریس اسید

 5مدت ه شده بمخلوط تهیه. فیکوسیانین اضافه شدمیکرولیتر 
 10، یک ساعت و بعد از گرفت قرار اتاقدقیقه در دماي 

 اضافه به آن  میکرولیتر13  درصد به مقدار25/0فنانترولین 
کنندگی فیکوسیانین از طریق جذب نوري  فعالیت کلاته.گردید

و نمونه ) محلول حاوي یون فریک(نمونه شاهد یا بلانک 
طبق فرمول ذیل ) مخلوط یون فریک و فیکوسیانین(اصلی 

کنندگی فیکوسیانین به منظور بررسی فعالیت کلاته. شدمحاسبه 
- برابر در نظر5شده، نسبت مواد مورد استفاده، ریزپوشانی انون

  .شدگرفته 
  (%) فلزات کنندگیکلاته فعالیت =

  )]شاهد جذب-نمونه جذب/(شاهد جذب[ × 100

 باکتریایی فیکوسیانین  ارزیابی فعالیت ضد- 2-6

         هاي مورد استفاده و شرایط کشتباکتري -2-6-1
 ها نآ

                                                        
1 .Tannic Acid Equivalent 

 PTCC 2کلیشیایاشرشده سه باکتري درایرهاي فریزویال

لیستریا ، PTCC 1113 3استافیلوکوکوس اورئوس، 1330
هاي علمی و از سازمان پژوهشPTCC 1165  4مونوسیتوژنز

            و 5 روکريیرسینیا دو باکتري نعتی ایران وص
 از پژوهشکده اکولوژي دریاي خزر 6اییاینیه استرپتوکوکوس

زا و هاي بیماريهاي گروه اول جزء باکتريتريباک.  شدتهیه
طلب بوده که در اثر آلودگی ثانویه به ماده زاي فرصتبیماري

هاي مختلف نظیر مسمومیت غذایی منتقل و باعث بروز بیماري
هاي هاي گروه دوم جزء باکتريباکتري. شوندغذایی می

جدا  و از ماهی قزل آلاي بیمار هستندزا در آبزیان بیماري
ها از محیط کشت آبگوشت سازي باکتريجهت آماده. شدند

 و پس از کشت اولیه گردید استفاده 7اینفیوژن مغز و قلب گاو
 درجه 30  و 35ها در دماي هاي مورد نظر، نمونهباکتري
هاي گروه اول و دوم به مدت گراد به ترتیب براي باکتريسانتی

 دستیابی به رسوب به منظور. گذاري شدند ساعت گرمخانه18
هاي کشت حاوي سوسپانسیون باکتري در دور باکتریایی، محیط

 و  دقیقه سانتریفوژ شدند15 براي مدت  دور در دقیقه5000
رویی و افزودن بافر فسفات به رسوب کردن مایع پس از خارج

 گردید؛باقیمانده، فرآیند سانتریفوژ براي دو مرتبه دیگر تکرار 
کردن اثرات ز بافر فسفات جهت خارجدر هر مرحله نیز ا

به رسوب باقیمانده مقداري . شدبگوشت اولیه استفاده آمحیط 
          فارلند  مک5/0بافر فسفات اضافه و با لوله استاندارد 

8 معادل(
) لیتردهنده کلنی در میلی واحد تشکیل5/1 ×10 

            ها، رقتسازي نمونه و در نهایت با رقیقمقایسه شد
   .]19[ گرفت جهت آزمایشات بعدي مورد استفاده قرار1 ×106

باکتریایی با استفاده از  ارزیابی اثرات ضد -2-6-2
 روش انتشار در محیط آگار  

 هب هاباکتري از شدهتهیه سیونسوسپان ابتدا روش، این انجام براي
 کشت آگار 8هینتون مولر کشت محیط روي بر سطحی صورت

 محیط سطح در مترمیلی 6 قطر به هاییچاهک سپس .شد داده

                                                        
2 . Escherichia coli 
3 . Staphylococcus aureus 
4 . Listeria monocytogenes 
5. Yersinia ruckeri 
6. Streptococcus iniae 
7. Brain Heart Infusion broth 
8.  Muller Hinton 
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 25 و 20 ،10 ،5 ،5/2 هايغلظت از میکرولیتر 50 مقدار و تعبیه

 .شد داده انتقال هاچاهک به فیکوسیانین لیترمیلی بر میکروگرم
 ساعت 24 مدت هب گرادسانتی درجه 30 و 35 دماي در هانمونه

 اطراف رشد عدم هاله قطر آن، از بعد و شدند گذاريگرمخانه

 مترمیلی حسب بر و گیرياندازه کشخط از استفاده با چاهک

-آنتی و منفی کنترل نمونه عنوان هب مقطر آب از .شد گزارش

 30( 1آمیکاسین و )گرمیمیلی 30( 9تتراسیکلین هايبیوتیک

 هايباکتري براي ترتیب به مثبت کنترل عنوان هب )گرمیمیلی

 2سیلینداکسی بیوتیکآنتی همچنین و مثبت گرم و منفی گرم

          گردید استفاده باکتریایی گروه دو هر براي )گرمیمیلی 30(

   ].21 و 20[

باکتریایی با استفاده از  بررسی اثرات ضد -2-6-3
   3سازي در لولهروش رقیق

 و کمترین 4باکتري کنندهمهار غلظت کمترین روش، این در
سازي در نین با استفاده از رقیقفیکوسیا 5غلظت کشنده باکتري

هاي مورد رقت. ند گرفتمورد ارزیابی قرارهاي آزمایش لوله
 و 400، 200، 100، 50استفاده فیکوسیانین مشابه روش قبلی، 

لیتر از همراه یک میلیه گرم بوده که ب میکروگرم بر میلی500
محیط آبگوشت اینفیوژن قلب و مغز گاو به لوله آزمایش اضافه 

- ساعته باکتري24 میکرولیتر از کشت 100در مرحله بعد، . دش

 درجه 37 و 30ها اضافه و در دماهاي هاي شاخص به لوله
جهت بررسی تغییرات . گذاري گردیدگراد گرمخانهسانتی

 نانومتر قرائت 600ها در طول موج حاصله، جذب نوري نمونه
فی و مثبت عنوان کنترل منه سیلین نیز بآب مقطر و داکسی. شد

غلظتی از سوسپانسیون میکروبی که . در نظر گرفته شدند
 و غلظتی از MICعنوان ه کمترین جذب نوري را نشان داد ب

 ساعته، فاقد رشد کلنی در 24سوسپانسیون که بعد کشت 
   ].21 و 20[  گزارش شد MBCعنوان ه محیط کشت بود نیز ب

  

                                                        
9. Tetracycline 
1. Amikacin 
2. Doxycycline 
3. Microdilution test 
4. Minimal Inhibitory Concentration or MIC 
5. Minimal Bactericidal Concentration or MBC 

  تجزیه و تحلیل آماري - 2-7
ب طرح کاملا تصادفی اجرا و به منظور  حاضر در قالپژوهش

ها از طریق داده. استفاده گردید SPSSافزار آنالیز آماري از نرم
داري تفاوت بین  آنالیز و معنی6آزمون آنالیز واریانس یکطرفه

 درصد 95 در سطح اطمینان 7ها بوسیله آزمون دانکنمیانگین
  .ارزیابی شد

  

  نتایج - 3
ی فیکوسیانین نانو اکسیدان فعالیت آنتی- 3-1

شده در مقایسه با فیکوسیانین ریزپوشانی
  خالص

اکسیدانی فیکوسیانین خالص و نانو نتایج فعالیت آنتی
، DPPHشده، با سه روش قدرت مهار رادیکال ریزپوشانی

کردن فلزات ظرفیتی و فعالیت کلاتهقدرت کاهندگی آهن سه
 ارائه 2جدول  روز انجام گرفته در 60که در زمان هاي صفر و 

اکسیدانی فیکوسیانین مطابق این جدول، قدرت آنتی. استشده 
بیشتر ) در هر سه روش(لیتر  میکروگرم بر میلی500در غلظت 
 هر دو ).p>05/0(لیتر بود  میکروگرم بر میلی200از غلظت 

 هاياکسیداننسبت به آنتی) در دو غلظت(فرم فیکوسیانین 
با . تري قرار داشتندطح پائینتجاري از نظر فعالیت در س

اکسیدانی آن به صورت نانوریزپوشانی فیکوسیانین، فعالیت آنتی
اکسیدانی قدرت آنتی). p>05/0(داري افزایش یافت معنی

شده در زمان صفر تقریبا فیکوسیانین خالص و نانو ریزپوشانی
اکسیدانی مشابه بوده ولی زمان نگهداري، بر کارآیی آنتی

کاهش نسبی . ن خالص تاثیر کاهنده داشته استفیکوسیانی
 روز 60اکسیدانی فیکوسیانین خالص پس از قدرت آنتی

 اما .)p>05/0(دار بوده است نگهداري، در اکثر موارد معنی
اکسیدانی دار فعالیت آنتیتکنیک نانوریزپوشانی از کاهش معنی

  .فیکوسیانین در غالب موارد جلوگیري کرده است
                                                        

6. One-Way ANOVA 
7. Duncan 
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Table 2 Antioxidant activity of phycocyanin and its carrier nanocapsules on days 0 and 60 of storage 
at -18°C  

Fe2+  

Chelating 
activity (%) 

Ferric  reducing  
antioxidant power 

(mg TAE/g)  

DPPH 
radical scavenging 

 activity (%)  

Concentration 
(µg/ml)  Phycocyanin forms Time 

(day) 

40.23±1.45f  0.051±0.01f 45.75±2.16f 200 
51.45±1.11d  0.061±0.005d 57.22±1.45c 500 Pure 

41.17±1.12f  0.05±0.02f 46.21±1.09f 200 
54.48±1.22b 0.063±0.009c 58.56±1.17c 500 Nanoencapsulated  

0 

36.56±2.37g  0.046±0.01h 41.56±1.83g 200 
45.32±1.15e  0.053±0.006e 50.32±1.32e 500 Pure 

40.25±0.5f  0.049±0.01g 45.55±1.17f 200 
53.25±1.30c 0.060±0.003d  56.14±2.02cd  500  Nanoencapsulated 

60 

96.02±3.11a  0.093±0.02a  92.39±1.42a 200  BHA  
94.54±1.31a 0.089±0.03b 87.38±0.96b 200  BHT 

*Different letters in each column indicate a significant difference between the data (p<0.05). 
  

  نانو فیکوسیانینباکتریایی ضد فعالیت - 3-2
شده در مقایسه با فیکوسیانین ریزپوشانی

  خالص
           میکروبی فیکوسیانین خالص و نانو  خواص ضد

گیري هاله شده با دو روش انتشار در آگار با اندازهریزپوشانی
براي انجام . سازي در لوله انجام گرفتعدم رشد و روش رقیق

 و 20، 10، 5، 5/2(هاي مختلف فیکوسیانین آزمایش، غلظت
  روز60در دو زمان صفر و ) لیتر میکروگرم بر میلی25

  مورد ارزیابی قرار)گراد درجه سانتی- 18نگهداري در دماي (
 . شده استارائه 4 و 3آمده در جداول  و نتایج بدستندگرفت

  روش انتشار در آگار  -3-2-1
دار موید آن است  در محیط آگارهانتایج هاله عدم رشد باکتري

در باکتریایی آن  کردن فیکوسیانین، اثر ضدکه با نانو ریزپوشانی
 60داري بین روز صفر و حفظ شده و تفاوت معنیگذر زمان 

  در فیکوسیانین خالص، اثر ضداما .)p<05/0 (ثبت نشدروز 
باکتریایی با نگهداري فیکوسیانین کاهش نسبی داشته و در 

 استدار بوده  موارد، اختلاف موجود معنیبرخی از
)05/0<p( . در تمامی موارد، با افزایش غلظت              

 ثبتباکتریایی آن افزایش یافته و تغییرات  اثر ضد  فیکوسیانین،
. )p>05/0(دار بوده است معنی شده نیز

Table 3 The halo diameter of non-growth of gram-positive bacteria against pure phycocyanin and its 
carrier nanocapsules on days 0 and 60 of storage at -18°C (mm) 

Positive control  Concentrations (µg/ml)  T  
Time 
(day)  Strain  

Doxy Tet  25  20 10 5  2.5     
22.11±1.25cAB  19.5±1.41dA  17.20±1.14eB  13±0.41fA  10.11±0.11gA  

C 
41 ±1.14aA  33 ±1.56bA  

24.2±1.31cA  20.82±0.65dA  19.3±1.25dA  14.5±1.21eA  10.51±0.17fA  N 
0 

17.61±1.45cC  14.3±1.32dBC  13.41±1.2dC  9±0.55eB  8.22±0.31eB  C 41 ±1.14aA  33 ±1.56bA  
23.35±0.86cA  20.25±1.21dA  19.21±1.17dA  13.8±0.61eA  10.35±0.1fA  N  60  

L. 
monocyt
ogenes 

16.5±1.27cC  15.44±1.3cB  11.45±1.11dC  R  R  C  35.45 ±1.21aB  24 ±0.32bB  
17.1±1.15cC  16.25±1.17cB  11.65±1.08dC  R  R  N 0  

13.68±1.11cD  12.5±0.7cD  8.5±0.26dD  R  R  C 35.45 ±1.21aB  24 ±0.32bB  
16.8±1.12aC  16.12±0.85aB  11.5±1.15bC  R  R  N 60  

Staph. 
aureus 

10.76±0.41cE  10.55±0.47cDE  R  R  R  C 27.23 ±1.56aC  19.04 ±0.44bC  
11.57±0.88cE  11.21±1.21cD  R  R  R  N 0  

9.5±0.32cF  8.5±0.33cF  R  R  R  C 27.23 ±1.56aC  19.04 ±0.44bC  

11.5±1.13cE  11.1±1.15cD  R  R  R  N 60  

Strep. 
Iniaei 

*T: Treatments, C: Control (pure phycocyanin), N: Nanoencapsulated phycocyanin, R, Resistant, Tet: 
Tetracycline,  Doxy: Doxycilin 

**The uppercase and lowercase letters in each column and row indicate a significant difference between the 
data, respectively (p<0.05). 
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Table 4 The halo diameter of non-growth of gram-negative bacteria against pure phycocyanin and its 
carrier nanocapsules on days 0 and 60 of storage at -18°C (mm) 

Positive control  Concentrations (µg/ml)  T  Time (day)  Strain  
Doxycycline Amikacin  25  20 10 5  2.5     

14.5±0.35cA  12.34±0.24dA  10.43±0.51eA  R  R  C 
32.11±1.28aB  16±0.35bA  

15.11±0.86bA  12.65±0.14cA  11.22±0.42cA  R  R  N 0 

10.21±0.17cC  9.66±0.21cCD  8.11±0.15cdBC  R  R  C 32.11±1.28aB  16±0.35bA  
15.04±0.44bA  12.25±0.21cA  10.92±0.35dA  R  R  N  60  

Y. 
ruckeri  

12.22±0.2cB  10.44±0.5dBC  9.26±0.3dAB  R  R  C  36.55±2.17aA  17.5±0.6bA  
12.86±0.14cB  11.17±0.34cB  9.85±0.12dAB  R  R  N 0  

9.7±0.43cCD  9.11±0.25cDE  7.5±0.22dCD  R  R  C 36.55±2.17aA  17.5±0.6bA  

12.55±0.31cB  11.1±0.25cB  9.62±0.15dAB  R  R  N 60  
E.coli  

*T: Treatments, C: Control (pure phycocyanin), N: Nanoencapsulated phycocyanin, R, Resistant  
*The uppercase and lowercase letters in each column and row indicate a significant difference between the data, 
respectively (p<0.05). 

 نسبت به دو زلیستریا مونوسیتوژنمثبت، هاي گرمدر بین باکتري
هاي مورد استفاده تر بوده و تمامی غلظتباکتري دیگر حساس

اما با این وجود، قطر . کننده بر این باکتري بودندداراي اثر مهار
. تر ثبت شدتر، کمهاي پائینهاله عدم رشد در غلظت

 و 5 و 5/2 به دو غلظت استافیلوکوکوس اورئوس
 میکروگرم 10 و 5، 5/2 به سه غلظت اییاسترپتوکوکوس اینیه

در تمامی آزمایشات، قطر هاله عدم . لیتر مقاوم بودندبر میلی
تر از سیلین بزرگهاي تتراسیکلین و داکسیبیوتیکرشد در آنتی

دار هاي فیکوسیانین بوده و اختلاف مورد نظر نیز معنیغلظت
یرسینیا منفی، در بین دو باکتري گرم. )p>05/0(ثبت گردید 

هاي ز حساسیت بیشتري برخوردار بوده و غلظت اروکري
   ، داراي اثر5 و 5/2هاي مورد استفاده، به استثناي غلظت

  به طور کلی حساسیت. کننده بر هر دو باکتري بودندمهار
  

 منفی بیشتر هاي گرمهاي گرم مثبت نسبت به باکتري باکتري
اعده  از این قاییاسترپتوکوکوس اینیهبود اما با این وجود 

باشد و نسبت به سه غلظت اولیه فیکوسیانین مقاوم مستثنی می
هاي بالاتر نیز تاثیر چندانی بر این باکتري نشان بوده و غلظت

  . ندادند
  سازي در لوله روش رقیق -3-2-2

شده بر برخی وشانیپنتایج تاثیر فیکوسیانین خالص و نانو ریز
سازي در لوله یق مثبت و منفی در روش رقهاي گرماز باکتري

)Microdilution ( مطابق این . ارائه شده است 5در جدول
 100-500 بین MBC و 50-500 بین MICجدول، دامنه 

ضمن اینکه کمترین میزان . باشدلیتر میمیکروگرم بر میلی
MIC و بیشترین مقدار لیستریا مونوسیتوژنز براي MBC 
   . ثبت شده استاییاینیهاسترپتوکوکوس براي 

Table 5 MIC and MBC values of pure phycocyanin and its carrier nanocapsules for gram-positive and 
gram-negative bacteria on days 0 and 60 of storage at -18°C 

MBC (μg/ml)  MIC (μg/ml)  Time 
(day)  

Phycocyanin 
forms Strain  

100 50 0 
200 100 60 Pure 

100 50 0 
100 50 60 Nanoencapsulated 

L. monocytogenes  

200 100 0 
400 200 60 Pure  

200 100 0 
200 100 60 Nanoencapsulated 

Staph. aureus  

500 400 0 
-  500 60 Pure  

500 400 0 
500 400 60 Nanoencapsulated  

Strep. iniae  

400 200 0 
500 200 60 Pure  

400 200 0 
400 200 60 Nanoencapsulated  

Y. ruckeri  

400  200  0 
500  200  60 Pure  

400  200  0 
400  200  60 Nanoencapsulated  

E.coli  
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شود، فیکوسیانین خالص  مشاهده می5همانطور که در جدول 
 نیست اما اییاینیه استرپتوکوکوس قادر به حذف 60در روز 

          میکروگرم بر500شده آن در غلظت فرم نانو ریزپوشانی
  . لیتر قادر به حذف این باکتري بوده استمیلی

ص و هاي گرم منفی در دو فرم خال در باکتريMICمقادیر 
 میکروگرم بر 200شده مشابه هم و معادل نانو ریزپوشانی

 میکروگرم 500 و 400هاي لیتر بود؛ ضمن اینکه غلظتمیلی
.  ثبت شدندMBCها به عنوان لیتر براي این باکتريبر میلی

سازي در لوله موید گرفته در روش رقیقنتایج آزمایشات انجام
هاي نفی بیشتر از باکتري مهاي گرم است که مقاومت باکتريآن

 که از مقاومت اییاسترپتوکوکوس اینیهگرم مثبت است؛ بجز 
مشابه روش انتشار در محیط (خاصی برخوردار بوده است 

  ).آگاردار
  

  گیريبحث و نتیجه - 4
اکسیدانی فیکوسیانین خالص و نانو  آنتیفعالیتجهت بررسی 

، قدرت  DPPHشده از سه روش مهار رادیکال آزادریزپوشانی
نتایج . کردن فلزات استفاده شدکاهندگی یون فریک و کلاته

) شدهفیکوسیانین خالص و نانوریزپوشانی(نشان داد که تیمارها 
اکسیدانی لیتر فعالیت آنتی میکروگرم بر میلی500در غلظت 

. دارندلیتر  میکروگرم بر میلی200بیشتري نسبت به غلظت 
زمان نگهداري  ،ریزپوشانی موجب شدهنانو تکنیک  همچنین

  حاملهاينانوکپسول اکسیدانی آنتیفعالیتتاثیر چندانی بر 
گزارش ) 2016(دوي و همکاران . باشدفیکوسیانین نداشته 

کردن فیکوسیانین با مالتودکسترین و کردند که میکروکپسوله
اکسیدانی و محافظت آن آنتیفعالیت کارآگینان باعث افزایش 

نتایج مطالعه مذکور با . گرددبر فرآیند اکسیداسیون میدر برا
فعالیت  علت اصلی ارتقاء .]2[   داردخوانیمطالعه حاضر هم

شده، بدلیل افزایش هاي نانو ریزپوشانیاکسیدانی در فرمآنتی
 ).loadافزایش (است نسبی فیکوسیانین در شرایط مذکور بوده 

فعالیت از افزایش حاکی ) 2016(مطالعه سوزري و همکاران 
 3شده با کیتوزان اکسیدانی فیکوسیانین نانو ریزپوشانیآنتی

فرم اکسیدانی فعالیت آنتیدر مطالعه حاضر نیز . ]3[ بوددرصد 
هاي مختلف بیشتر از شده فیکوسیانین در زماننانو ریزپوشانی

با انجام فرآیند نانو ریزپوشانی، میزان . باشدمیفرم خالص 
سیانین افزایش یافته و به لحاظ رهایش تدریجی، لودینگ فیکو

کویروس ساسدا و . یابداکسیدانی آن نیز تداوم میآنتیفعالیت 

         هايیی پوششدر مطالعه خود به کارا) 2014(ران همکا
ساکاریدي، پروتئینی و چربی اشاره کرده و یادآور شدند که پلی

یکی و هاي مذکور باعث تغییرات فیزیکی، مکانپوشش
ها و اکسیدانی انواع رنگدانهآنتیفعالیت عملکردي از جمله 

) 2015(مطالعه مارتینز و پالما . ]5[ شوندفعال میمواد زیست
هاي فنلشده و پلیهاي هیدرولیزدر خصوص پروتئین
اکسیدانی پپتیدهاي حاصل آنتیفعالیت اسپیرولینا نشان داد که 

کردن آهن و  بوده و باعث کلاتههافنلاز هیدرولیز بیشتر از پلی
 پروتئینی از رنگدانهفیکوسیانین . ]22[ شوندمس دو ظرفیتی می
         اکسیدانیآنتیفعالیت پروتئین و داراي خانواده فیکوبیلی

شده در مطالعه مذکور، جزء پروتئینی هیدرولیز انجام. باشدمی
پروتئین که شامل سه پروتئین فیکوسیانین، فیکوبیلی

 درصد از کل پروتئین را 60فیکواریترین و آلوفیکوسیانین که 
در استخراج آنزیمی . دهدشوند را تحت تاثیر قرار میشامل می

 حاضر، آنزیم لیزوزیم با شکستن دیواره تحقیقگرفته در انجام
پروتئین را اسپیرولینا و هیدرولیز آن، اجزاء مختلف فیکوبیلی

ام گرفته در مطالعه فوق عمل جدا کرده و مشابه مکانسیم انج
 مهار رادیکال از روش) 2015(در مطالعه جرلی و پرابا . کندمی

اکسیدانی فیکوسیانین آنتیفعالیت  جهت ارزیابی DPPH آزاد
 و نتایج نشان داد که توانایی فیکوسیانین در شداستفاده 
 که در باشدمی درصد 21/25کردن رادیکال مذکور غیرفعال

استرادا و همکاران . ]16[ تر استالعه حاضر کممقایسه با مط
گزارش کردند که با افزایش خلوص فیکوسیانین، ) 2001(

ه اکسیدانی آن نیز افزایش یافته و فیکوسیانین بآنتیفعالیت 
        فعالیتپروتئین، مسئول عنوان جزء اصلی گروه فیکوبیلی

 درصد مهار  در تحقیق مذکور،.باشداکسیدانی اسپیرولینا میآنتی
DPPH ،که در ثبت شد درصد 40/46 توسط این رنگدانه 

  .]23[ باشدمیتر مقایسه با مطالعه حاضر در بیشتر موارد کم
 پس ر حاضتحقیقاکسیدانی فیکوسیانین خالص در آنتیفعالیت 

گراد کاهش  درجه سانتی- 18 روز نگهداري در دماي 60از 
روتئینی فیکوسیانین  که این امر ناشی از ماهیت پ استیافته
 که تحت تاثیر انجماد، برخی از خواص عملکردي آن باشدمی

 در فرم نانو اما .یابدمیاکسیدانی کاهش آنتیفعالیت از جمله 
 که این موضوع نیستدار  تغییرات مذکور معنیشده،ریزپوشانی

هاي مورد استفاده در  عملکرد مناسب پوششدهندهنشان
 اسماعیل و تحقیقدر . باشدمیسیانین پایداري اکسایشی فیکو

اکسیدانی آنتیفعالیت مشخص گردید که ) 2016(همکاران 
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هیدروکسی بوتیلاکسیدان مصنوعی اسپیرولینا بیشتر از آنتی
اکسیدانی آنتیفعالیت  حاضر، تحقیقدر . ]18[ تولوئن است

در مطالعه اسماعیل . بود BHA و BHTفیکوسیانین کمتر از 
 علاوه بر فیکوسیانین، سایر مواد با ماهیت )2016 (و همکاران

ها و کاروتنوئیدها نیز در عصاره خام فنلاکسیدانی نظیر پلیآنتی
اکسیدانی آنتیفعالیت وجود داشته که باعث افزایش مضاعف 

-عصاره) 2015( پالیوال و همکاران تحقیق در .]18[ گردندمی
 2و سودوآنابنا1نگبیاهاي آبی و متانولی سه جلبک اسپیرولینا، لی

 و مشخص گردید که عصاره آبی و مورد ارزیابی قرار گرفت
اکسیدانی بالاتري نسبت به دو آنتیفعالیت متانولی لینگبیا داراي 

  . ]24[ جلبک دیگر بوده است
کنندگی فلزات در فیکوسیانین خالص، در روز قدرت غیرفعال

 اما استدار  ، کاهش داشته و در مقایسه با روز صفر معنی60
دار نبوده شده معنیاین روند در فیکوسیانین نانو ریزپوشانی

گزارش کردند که فعالیت ) 2008(برمجو و همکاران . است
هاي کردن رادیکالاکسیدانی فیکوسیانین ناشی از غیرفعالآنتی

اسماعیل و همکاران . ]25[ باشدکردن فلزات میآزاد و کلاته
 داراي فعالیت پلاتنسیس پیرولینااسنشان دادند که ) 2014(

کنندگی فلزات هاي آزاد و قدرت احیاءکنندگی رادیکالغیرفعال
  .]26[ است

میکروبی فیکوسیانین خالص و نانو  ضدفعالیت جهت ارزیابی 
 از دو روش انتشار در آگار با پژوهششده در این ریزپوشانی

استفاده سازي در لوله گیري هاله عدم رشد و روش رقیقاندازه
نشان داد که با افزایش غلظت فیکوسیانین، اثرات  نتایج .گردید

 در مقایسه اما این رنگدانه یابدمیباکتریایی آن نیز افزایش  ضد
از طرف . کندعمل میتر هاي تجاري ضعیفبیوتیکبا آنتی

میکروبی فیکوسیانین در فرم نانو  ضدفعالیت دیگر، 
ص حفظ شده و نگهداري در شده بیشتر از فرم خالریزپوشانی

           روز، تغییرات60گراد به مدت  درجه سانتی-18دماي 
. استمیکروبی فیکوسیانین نداشته  داري بر اثرات ضدمعنی

هاي گرم مثبت مورد اندازه هاله عدم رشد در بین باکتري
 لیستریا نسبت به .متغیر بودمتر  میلی20/24 تا 5/8مطالعه، بین 

تر بوده و بعد از آن نیز هاي گرم مثبت حساسريسایر باکت
دامنه هاله عدم رشد در .  قرار داشتاستافیلوکوکوس اورئوس

متر و یرسینیا  میلی11/15 تا 5/7 منفی بین هاي گرمباکتري
طور کلی حساسیت ه ب.  بوده استکلیشیایاشرتر از حساس

                                                        
1 Lyngbya  
2 Pseudoanabaena 

 اي گرمهمثبت مورد مطالعه بیشتر از باکترهاي گرم باکتري
 است اییاینیهاسترپتوکوکوس منفی بوده و استثناء در این مورد 

باشد ولی مقاومت آن مثبت میگرم که هر چند یک باکتري
ترین نتایج مقادیر کم. هاي گرم منفی بودبیشتر از باکتري

) MBC(ترین غلظت کشنده و کم) MIC(کننده غلظت مهار
رد استفاده فیکوسیانین، هاي مو بسته به غلظتتحقیقدر این 

شده، نوع باکتري و زمان هاي خالص و نانو ریزپوشانیفرم
-500 بین MIC بدین ترتیب که دامنه. بودنگهداري متفاوت 

لیتر بوده و  میکروگرم بر میلی100- 500 بین MBC و 50
 MBC و بیشترین لیستریا مونوسیتوژنز براي MICکمترین 

حساسیت و یا .  استثبت شده اییاینیه استرپتوکوکوسبراي 
میکروبی به عوامل  مقاومت یک باکتري به یک ماده ضد

مختلف از جمله نوع باکتري، ترکیب دیواره سلولی، 
... هاي مختلف و ها و متابولیتویرولانس، قدرت تولید آنزیم

 که در مقایسه این رنگدانه با دادمطالعات نشان . بستگی دارد
 میکروبی، اثرات ضد هیت ضدسایر ترکیبات فنلی با ما
  .باشدتر میمیکروبی فیکوسیانین ضعیف

منظور افزایش زمان ماندگاري محصولات غذایی و کاهش به
بار آلودگی و همچنین تاخیر در فرآیند فساد شیمیایی از 

 این مواد به لحاظ .شودمیهاي شیمیایی استفاده نگهدارنده
کمتر مورد ) ...و  زا بودنزایی، سرطانجهش(عوارض جانبی 

به تنهایی (هاي طبیعی توجه قرار گرفته و امروزه از نگهدارنده
) هاي شیمیایی با غلظت کمترو یا در ترکیب با نگهدارنده

بودن، باعث ایجاد این مواد علاوه بر ایمن. گردداستفاده می
 شوندطعم و بوي مطبوع و رنگ مناسب در مواد غذایی می

 هاي طبیعی با ماهیت ضدده از نگهدارندهبنابراین استفا .]27[
          از.]29-27[ باشدمیکروبی بیشتر مورد نظر محققین می

هاي توان به متابولیتهاي طبیعی میترین نگهدارندهمهم
نایسین، اسیدهاي آلی، پراکسید هیدروژن، (میکروبی 

ترکیبات فنلی و (و جلبکی ) هاها و پروتامینلاکتوپراکسیداز
 مطالعات کمی در خصوص اثرات ضد. اشاره نمود) هادانهرنگ

 با این وجود، اماباکتریایی فیکوسیانین اسپیرولینا انجام گرفته 
  بیشتراز سایر سیانوفیت هامیکروبی فیکوسیانین  ات ضداثر

در مطالعه سیتوهی و همکاران . مورد ارزیابی قرار گرفته است
 کلبسیلان آنابنا بر باکتریایی فیکوسیانی اثرات ضد) 2015(

باسیلوس  و استافیلوکوکوس اورئوس، اشریشیا کلی، 3پنومونیه
نتایج نشان داد که .  مورد بررسی قرار گرفت4سرئوس

                                                        
3 Klebsiella pneumoniae 
4 Bacillus cereus 
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ها بوده و با افزایش تر از سایر باکترياستافیلوکوکوس حساس
باکتریایی   میکروگرم، اثرات ضد30 به 5غلظت فیکوسیانین  از 

 است مشابه تحقیق حاضر  این نتیجه کهدیابمیآن نیز افزایش 
گزارش کردند که درصد ) 2015(محیط و همکاران . ]21[

، 5/58، 60، 34/66 ، تحت تاثیر فیکوسیانینهاکاهش باکتري
، کلیاشریشیاهاي  به ترتیب براي باکتري درصد20 و 85

استافیلوکوکوس ، 1لیسباسیلوس سوبتی، سرئوس باسیلوس
 با  در تحقیق مذکور،. بوده است2تیفیسالمونلا  و اورئوس

 میکروگرم، اثرات 74/1 به 34/0افزایش غلظت فیکوسیانین از 
 که این ]30[ یافتداري افزایش طور معنیه باکتریایی ب ضد

نتایج مطالعات سارادا و .  استپژوهش حاضر مشابه نتیجه
باکتریایی  در خصوص اثرات ضد) 2011(همکاران 

با دو روش انتشار در آگار و ) روگرم میک100(فیکوسیانین 
در تحقیق .  متفاوت از نتایج تحقیق حاضر بودسازيروش رقیق

- میکروگرم بر میلی5-50 فیکوسیانین بین MIC دامنه مذکور
  این میزان حاضرپژوهشکه در   در حالی.]31[ لیتر ثبت شد

در .  بوده است متغیر میکروگرم بر میلی لیتر50- 500بین 
 و 3هاي اسینتوباکتر، باکتري)2011 (رادا و همکاران ساتحقیق

 هاي مورد استفاده مقاوم بودند به تمام غلظت4انتروکوکوس
 اییاینیه استرپتوکوکوس حاضر تحقیقکه در   در صورتی.]31[

 400-500( بالاتر هاي غلظتوهاي پائین مقاوم بوده به غلظت
ده بر این باکتري ن اثرات مهارکن داراي)لیترمیکروگرم بر میلی

یکروبی م اثرات ضد) 2012(شمی و همکاران موتالاك. بودند
، 6، سودوموناس5، استرپتوکوکوسکلیاشریشیافیکوسیانین را بر 

 مورد مطالعه قرار داده و استافیلوکوکوس اورئوس، 7باسیلوس
 نتایج نشان داد که با افزایش غلظت فیکوسیانین، اثرات ضد

دیسک آنتی / میکرولیتر400 (یابدمیایش باکتریایی آن نیز افز
 در .]4[ باشدکه این یافته مشابه تحقیق حاضر می) بیوگرام

هاي مورد بررسی  در بین باکتريتحقیق مذکور،
ترین و استرپتوکوکوس و استافیلوکوکوس به ترتیب حساس

 حاضر مغایرت پژوهش با  این نتیجهترین باکتري بوده کهمقاوم
 هاي مورد بررسی درب سویه و همچنین گونهانتخا. ]4[ دارد

 و در نتیجه استگذار میکروبی تاثیر نتیجه آزمایشات ضد
میکروبی از جمله  ها به انواع مواد ضدمقاومت و حساسیت آن

  . فیکوسیانین متفاوت خواهد بود

                                                        
1 Bacillus subtilis 
2 Salmonella Typhi  
3 Acinetobacter 
4 Enterococcus 
5 Streptococcus sp 
6 Pseudomonas sp. 
7 Bacillus sp.  

میکروبی میکروجلبک اسپیرولینا، علاوه بر  تاثیر ضد
        مثل ترکیبات فنلی و هاي دیگر فیکوسیانین، به متابولیت

) 2013(باز و همکاران ال. باشدساکاریدي نیز مربوط میپلی
 گزارش کردند که عصاره اتانولی اسپیرولینا داراي اثرات ضد

، 7 تیپ 8هایی نظیر آدنوویروسویروسی علیه ویروس
 11، روتاویروس1 نوع 10، آستروویروس B4 9کوکساکی ویروس

، 3/53 ه و به ترتیب قادر به کاهش بود4 تیپ 12و آدنوویروس
 .باشدمیها  از جمعیت آن درصد50 و 7/56، 7/76، 66

، کلیاشریشیاها نیز  از گروه باکتريهمچنین در تحقیق مذکور،
انتروکوکوس ، سالمونلا تیفی، اورئوساستافیلوکوکوس 

 تحت تاثیر عصاره الکلی 14کاندیدا آلبیکنس و مخمر 13فکالیس
در مطالعه . ]32[ ر گرفته و رشدشان مهار گردیداسپیرولینا قرا

نی واز عصاره متانولی و است) 2011(کومار و همکاران 
 و استافیلوکوکوس اورئوساسپیرولینا در جهت ارزیابی رشد 

-700 استفاده شده و نتایج نشان داد که دامنه سالمونلا تیفی
 این  بااما شودمیها گرم بر لیتر باعث مهار رشد آن میلی250

 .وجود مقاومت سالمونلا بیشتر از استافیلوکوکوس بوده است
 امل ضد نشان داد که ترکیب اصلی عGC-MS نتایج همچنین

مالا و همکاران . ]33[ باشدمیکروبی جلبک، اسید چرب می
 اسپیرولینا پلاتنسیسگزارش کردند که عصاره آبی ) 2009(

شتري بوده میکروبی بی نسبت به عصاره آلی داراي اثرات ضد
ها و گیري از جلبککه این نتایج مغایر با اکثر مطالعات عصاره

 در پژوهش .]34[ باشدمیها میکروبی آن  ضدفعالیتارزیابی 
هاي گرم منفی در مقایسه با  باکتريمذکور مشخص شد

  کههستندهاي گرم مثبت، از مقاومت بیشتري برخوردار باکتري
    به طور کلی.استاضر  ح نتیجه مشابه تحقیقاین یافته

هاي گرم منفی به لحاظ وجود سه لایه چربی و همچنین باکتري
تر تحت تاثیر مواد ساکارید در دیواره سلولی خود کمپلیلیپو
  .گیرندمیکروبی قرار می ضد

  

  گیري کلینتیجه - 5
اکسیدانی و ضد فیکوسیانین خالص داراي فعالیت آنتی

است که این ) رم مثبت و منفیهاي گعلیه باکتري(باکتریایی 
تکنیک نانو . یابندبهبود میخواص با افزایش غلظت رنگدانه، 

                                                        
8 Adenoviruses 
9 Coxsackievirus 
10 Astrovirus 
11 Rotavirus 
12 Adenoviruses 
13 Enterococcus faecalis 
14 Candida albicans 
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          ریزپوشانی فیکوسیانین با پوشش ترکیبی 
کازئینات سدیم نه تنها به ارتقا خواص مذکور -مالتودکسترین

این خواص در کند، بلکه موجب ثبات در رنگدانه کمک می
گراد به  درجه سانتی-18ینجا دماي در ا(طول دوره نگهداري 

بنابراین استفاده از فیکوسیانین . شودمی)  روز60مدت 
شده در فرمولاسیون مواد بخصوص به صورت نانو ریزپوشانی

)  خواص حسی تغییرات منفی در ایجادبه شرط عدم(غذایی 
تواند با جلوگیري از فساد اکسیداتیو و باکتریایی، موجب می

 مقاومت  میزاناز آنجا که. ندگاري فراورده شودافزایش زمان ما
هاي مختلف فیکوسیانین،  غلظتدر برابرهاي باکتریایی گونه

متفاوت است، به هنگام استفاده از این رنگدانه در مواد غذایی 
توجه ویژه ) غلظت(به عنوان نگهدارنده، باید به این فاکتور 

         خی ازهاي تحقیق حاضر، برچرا که مطابق یافته. گردد
 و هاي پائین رنگدانههاي مورد مطالعه نسبت به غلظتگونه

  . مقاوم بودندهاي حامل آننانوکپسول
  

  تشکر و قدردانی - 6
دانند از دانشگاه علوم محققین تحقیق حاضر بر خود لازم می

کشاورزي و منابع طبیعی ساري و همچنین پژوهشکده 
نهادن  در اختیارخزر جهت حمایت مالی واکولوژي دریاي 
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Following the concerns created in the field of using synthetic preservatives in 
various foods, it seems necessary to pay attention to natural compounds with 
preservative properties. Phycocyanin extracted from spirulina microalgae is one of 
these compounds. The aim of the present study was to extract (using enzymatic 
method) and nanoencapsulation of this pigment with maltodextrin-sodium 
caseinate combination coating and evaluate the antioxidant and antibacterial 
activity (against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, 
Yersinia ruckeri and Streptococcus iniae) of nanocapsules in comparison with pure 
phycocyanin. The results showed that with increasing the concentration of 
phycocyanin (in both pure and nanoencapsulated forms), the antioxidant and 
antibacterial activity of the treatments increased significantly (p<0.05). 
Comparison of the properties of the treatments on days 0 and 60 (stored at -18°C) 
showed that the antioxidant and antibacterial activity of pure phycocyanin was 
significantly reduced over time (p<0.05). But the nanoencapsulation technique 
prevents the mentioned properties from changing and helps to preserve them. 
Among gram-positive bacteria, Listeria monocytogenes was more sensitive than 
the other two bacteria and all concentrations used had an inhibitory effect on this 
bacteri. Staphylococcus aureus was resistant to two concentrations of 2.5 and 5 
μg/ml and Streptococcus iniae to three concentrations of 2.5, 5 and 10 μg/ml. 
Among the two gram-negative bacteria, Yersinia ruckeri was more sensitive and 
the concentrations used, with the exception of concentrations of 2.5 and 5 μg/ml, 
had an inhibitory effect on both bacteria. According to the results of the dilution 
method, for the studied bacteria, the MIC range was between 50-500 and the MBC 
between 100-500 μg/ml. Also, the lowest MIC was recorded for Listeria 
monocytogenes and the highest MBC was recorded for Streptococcus iniae. It can 
be concluded from this research that first, pure phycocyanin has antioxidant and 
antibacterial activity; second, nanoencapsulation of this pigment with combined 
coating of maltodextrin-sodium caseinate improves these properties and their 
stability during the storage period. 
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