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ها و های )لیپوزومزیستی و پایداری فیزیکوشیمیایی نانووزیکول در این پژوهش، اثر دما و زمان نگهداری بر فعالیت

 2/0رزیابی شد. از کیتوزان ا ی گرده زنبور عسل حاصل از آنزیم آلکالاز و پپسینها( حاوی پروتئین هیدرولیز شدهنیوزوم

، قدرت ندگی یون آهن کن، قدرت احیاDPPHها استفاده گردید.  قدرت مهار رادیکالدهی نانولیپوزومدرصد برای پوشش

میزان رهایش پاشیدگی، پتانسیل زتا، بازده ریزپوشانی و ، اندازه ذرات، شاخص بس( ACEمهار آنزین مبدل آنژیوتنسین )

شد. گراد بررسیدرجه سانتی 25و  4روز نگهداری در دمای  28در مدت ها های هیدرولیز شده از نانووزیکولپروتئین

دار با کیتوزان افزایش معنیدهی شده و پوششهیدرولیز ها با بارگیری با پروتئینازه نانووزیکولداد اندنشان  DLSنتایج 

ها زتای نانووزیکول. پتانسیلرا داشتندPDI (389/0 )مقدار کیتوزان بیشترینپوشش های حاوینانولیپوزوم (.P<0.05)یافت 

کیتوزان بیشترین بازده های حاوی پوششنانولیپوزومولت( رسید. میلی32/24مقدار )کیتوزان، به بیشترین  بادهی پوشش با

برابر  26تا  2پوشش، پوشش و بدون  های باروز اندازه نانووزیکول 28درصد( را داشتند. بعد از  08/93ریزپوشانی )

ترتیب کمترین و بیشترین کاهش را  پوشش بههای بدون ها و نانولیپوزومریزپوشانی نانونیوزوممیزان بازدهتند. یاف افزایش

-درجه سانتیگراد، به طور معنی 4گیری شده در طول نگهداری در دمای های اندازه. مقادیر فاکتور(P<0.05)دادند   نشان

-ها و پوشششده در نانووزیکولهای هیدرولیزپروتئینبا بارگذاری  .(P<0.05)درجه سانتیگراد بود  25از دمای داری کمتر 

میزان فعالیت  روز نگهداری جلوگیری شد. 28شان در طول مدت ضداکسایشیفعالیت کیتوزان از کاهش  آنها بادهی

در فعالیت مهار روز  28بعد از گذشت .  (P<0.05)ها بود داری کمتر از نانونیوزومطور معنیها بهدر نانولیپوزوم ACEمهار

ACE ها یافتهاین های بدون پوشش کیتوزان کاهش جزیی مشاهده گردید. انولیپوزومهای بارگذاری شده در نشدههیدرولیز
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 مقدمه -1
فعال ترکیباتی سلامتی بخش، ایمن، با وزن پپتیدهای زیست

های این الا و جذب آسان هستند. از ویژگیمولکولی کم، فعالیت ب

توان به قابلیت اتصال به مواد معدنی، ضدمیکروبی، پپتیدها می

شدن خون، کاهندگی کلسترول خون، ضداکسایشی، ضد لخته

و  زایی و بهبود زیست دسترسیضدفشار خون، ضد آلرژی

گرده گل که توسط زنبور عسل جمع . ]1[ضدسرطانی اشاره کرد 

درصد پروتئین، به  40تا  10با دارا بودن مقدار شود، آوری می

-های زیستعنوان یک منبع مهم پروتئینی به منظور تولید پپتید

. برخی از ترکیبات زیست فعال ]2[شود فعال در نظر گرفته می

ممکن است در حین انتقال از سیستم گوارشی و تحت تاثیر 

شیمیایی شوند، های موجود دچار تخریب شرایط اسیدی یا آنزیم

های رسانش با قابلیت حفظ، بهبود بنابراین طراحی سامانه

. ]3[پایداری و رهایش هدفمند این ترکیبات ضروری است 

علت استفاده از ترکیبات و اجزای ها بهها و نیوزوملیپوزوم

های ترین سامانهخوراکی در فرمولاسیون تولید خود، یکی از رایج

حفاظت و رهایش ترکیبات زیست رسانش برای ریزپوشانی، 

کروی هستند که در  1هایها وزیکول. لیپوزوم]4[فعال هستند 

شوند و صورت صفحاتی منظم میهای فسفولیپید بهآنها مولکول

-همدیگر، یک غشای دولایهگریز فسفولیپیدها بهآب با پیوستن دم

زمان قابلیت حمل هر دو نوع طور همدهند که بهای تشکیل می

گریز )در داخل دوست )در داخل وزیکول( و مواد آبواد آبم

-های سورفکتانتها وزیکولنیوزوم. ای( را دارندغشای دولایه

های غیریونی با ساختارهای میکروسکوپی لایه لایه هستند که از 

یونی با کسترول یا بدون های غیرهیدراتاسیون سورفکتانت

های مهم دارو از سیستمشوند و کلسترول در محیط آبی تهیه می

پژوهشهای زیادی در زمینه ریزپوشانی . ]4[باشندرسانی می

. فعال، و بررسی پایداری آنها انجام شده استپپتیدهای زیست

(، کازئین هیدرولیز شده با آلکالاز و 2019سرابندی و همکاران )

ریزپوشانی کردند. میانگین  پانکراتین را با استفاه از نانولیپوزوم

دازه ذرات و شاخص بس پاشیدگی، بازده ریزپوشانی و پتانسیل ان

های نگهداری ی مناسبی بود. نمونهها در محدودهزتای نانولیپوزوم

درجه سانتیگراد پایداری و بازده ریزپوشانی  4شده در دمای 

                                                      
1 - Vesicles 

درجه  25شده در دمای های نگهداریبیشتری نسبت به نمونه

(، اعلام 2019همکاران ) حسنی و. ]5[سانتیگراد نشان دادند

کردند کیتوزان تا حد زیادی سبب پایداری فیزیکوشیمیایی و 

فعالیت زیستی و همچنین حفظ حداکثر بازده ریزپوشانی در 

فعال حاصل از پروتئین  نانولیپوزوم حامل پپتیدهای زیست

فولمر . ]6[ماهی کپور توسط آنزیم آلکالاز گردید  هیدرولیزشده

( اعلام کردند میانگین اندازه ذرات، 2019کورئا و همکاران )

های بارگذاری فعالیت ضداکسایشی و پتانسیل زتای نانولیپوزوم

روز در  30شده با وی پروتئین گوسفندی هیدرولیز شده بعد از 

( گزارش 2022پول و یگانه ). ]7[مقدار بهینه خود حفظ شدند 

کردند میانگین اندازه ذرات و شاخص پراکندگی ذرات 

نولیپوزوم حاوی پپتیدهای حاصل از هیدرولیز ضایعات میگو به نا

متغیر بود.  453/0تا  389/0نانومتر و  7/436تا  9/228ترتیب از 

بازده ریزپوشانی و فعالیت ضداکسایشی با افزودن کیتوزان به 

. یوسفی و همکاران ]8[ سطح نانولیپوزوم ها بهبود یافت 

های لیپوزومی انوحاملهای سویا را در ن(، پروتئین2021)

بارگذاری کردند. فرآیند ریزپوشانی به کمک اولتراسوند منجر به 

افتاده و افت پایداری کاهش فعالیت ضداکسایشی پپتیدهای به دام

های . علیرغم پژوهش]9[ها نگردید فیزیکوشیمیایی نانووزیکول

فعال، تا کنون انجام شده در مورد ریزپوشانی پپتیدهای زیست

رد ریزپوشانی پروتئین گرده زنبورعسل، به جز درمو

پروتئین و بررسی میکروانکپسولاسیون آن با مالتودکسترین و وی

پژوهش دیگری انجام نشده است.  ]10[ساختار و پایداری آن 

در این پژوهش، اثر دما و زمان نگهداری بر ویژگی بنابراین 

ایی و پایداری فیزیکوشیمی ACEضداکسایشی و بازدارندگی  

های )لیپوزوم و نیوزوم( حاوی پروتئین هیدرولیز نانووزیکول

شده ی گرده گل با آنزیم آلکالاز و پپسین مورد بررسی قرار 

 گرفت.

 

 هامواد و روش -2

های گرده زنبور عسل از یک زنبورستان واقع  در این تحقیق نمونه

شده استان اردبیل تحت نظارت موسسه  در منطقه طبیعی حفاظت

های گرده زنبور عسل  علوم دامی ایران تهیه شد. نمونه تحقیقات
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روز مختلف توسط زنبورداران محلی از ماه خرداد تا  30طی 

 آوری شد. جمع 1399شهریور 

، پتاسیم فری1(DPPHپیکریل هیدرازیل )-2-دی فنیل-1،1

4(، کلرید آهن،TCA) 3، اسید تری کلرواستیک 2سیانید
HHL  و

، از ریه خرگوش( از شرکت ACE) 5آنزیم مبدل آنژیوتانسین

 ( خریداری شده است.MOسیگما )سنت لوئیس، 

 (،Bacillus licheniformisآنزیم آلکالاز )پروتئاز سرینی از 

، 60، اسپن 80آنزیم پپسین و پانکراتین، لسیتین سویا، توئین 

کیلو  310تا  190کلسترول و کیتوزان )با وزن مولکولی متوسط )

درصد( از شرکت سیگما  75ستیلاسیون بالای دالتون( و درجه دا

خریداری شد. تمامی مواد ذکر شده و مواد شیمیایی دیگر مورد 

 استفاده در این پژوهش دارای درجه خلوص آزمایشگاهی بودند.

 تولید ایزوله پروتئین گرده گل-2-1 

ابتدا مقادیر پروتئین، رطویت و خاکستر گرده گل بر اساس روش 

. برای تعیین ]42[ اندازه گیری شدند   AOACاستاندارد 

پروتئین کل در مواد خام اولیه، از دستگاه کلدال )ساخت آلمان، 

الکتریکی )ساخت  ۀ( ، میزان خاکستر با به کارگیری کورS3بهر، 

( استفاده شد و میزان رطوبت با  -FX118 30آلمان، نابرترم، 

ساعت به  24درجه سانتیگراد به مدت  115قرار دادن در آون 

درصد  8/5ی مورد استفاده حاوی بر این اساس گرده دست آمد.

ی درصد خاکستر بود. گرده 8/2درصد پروتئین و  2/21رطوبت، 

(، با استفاده از 2018گل براساس روش  مقصودلو و همکاران )

ساعت در شیکر اوربیتالی  24( به مدت 3به  1هگزان )با نسبت 

با  20به  1به نسبت  شده گیریچربی زدایی گردید. پودر چربی

درجه سانتیگراد با سدیم  25آب مقطر مخلوط شده و در دمای 

رسانده شد و  یک ساعت در 5/10به  pHنرمال 1هیدروکسید 

درجه  4درجه سانتیگراد مخلوط شدند.  سپس در  25دمای 

دقیقه سانتریفیوژ شدند.  20به مدت  g6000گراد با دورسانتی

  pHنرمال  1سازی شده و با اسیدکلریدریک روماند حاصل جدا

درجه  25دقیقه در دمای  30رسانده شدند و به مدت 4/3به 

                                                      
1- 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

2-  Potassium ferricyanide 
3- Trichloroacetic acid 

4-  N-hippuryl-Lhistidyl-L-leucine hydrate 

5- Angiotensin-converting enzyme 

درجه  4سانتیگراد قرار گرفتند. سوسپانسیون حاصل در دمای 

دقیقه سانتریفیوژ شده و  20به مدت  g6000گراد و سانتی

میلی لیتر آب مقطر شستشو و توسط  20رسوبات حاصل با 

 .]11[ مادی خشک شدندکن انجخشک

 ی گلی گردهتولید پروتئین هیدرولیز شده-2-2

هیدرولیز پروتئین گرده گل طبق روش مقصودلو و همکاران 

( انجام پذیرفت. بر این 2019( و مقصودلو و همکاران )2018)

ی گرده گل، با استفاده از آلکالاز اساس، پروتئین هیدرولیز شده

و   pH 8ساعت )در  4ز آنزیمی درصد و مدت زمان هیدرولی 5/1

درصد و مدت زمان 2درجه سانتیگراد( و پپسین  50دمای 

درجه  37و دمای   pH 3ساعت  )در  5/2هیدرولیز آنزیمی 

 85سانتیگراد( در انکوباتور شیکردار تهیه شد. درانتها در دمای 

دقیقه واکنش آنزیمی متوقف گردید.  10سانتیگراد به مدت درجه

دقیقه  30به مدت  g 4000دار با دور  ریفوژ یخچالسپس در سانت

کن آوری با خشکجداسازی انجام شد و روماند پس از جمع

 .]12و  11[ انجمادی خشک گردید

 تعیین درجه هیدرولیز -2-2-1

( 1994میزان درجه هیدرولیز بر اساس روش هویل و مریت )

ده گل و اندازه گیری شد. سوسپانسیون پروتئین هیدرولیز شده گر

 1:1مولار( در نسبت حجمی  44/0تری کلرواستیک اسید )

گراد انکوبه درجه سانتی 4دقیقه در دمای  15مخلوط و به مدت 

دقیقه  10و به مدت rpm 10000شد. سپس، مخلوط با دور 

سانتریفوژ شد. مقدار پروتئین موجود در روماند حاوی تری 

ید. در نهایت، کلرواستیک اسید با روش بردفورد  تعیین گرد

 :]43 [ تعیین شد  1-2درجه هیدرولیز با استفاده از معادله

درجه هیدرولیز )درصد(      پروتئین /(روماند+TCA) پروتئین =

100 ×(سوپانسیون پروتئین هیدرولیز شده) (     1-2)معادله  

 آزمون حلالیت -2-2-2

گرم میلی 200های هیدرولیز شده برای تعیین حلالیت پروتئین

 pHلیتر آب مقطر پراکنده و میلی 20روتئین هیدرولیز شده در پ
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تا  1نرمال روی  1مخلوط با استفاده از سود یا اسیدکلریدریک 

-دقیقه سانتریفوژ  10برای  g 10000شد. محلول در تنظیم  12

شد. سپس مقدار پروتئین موجود در محلول رویی با استفاده از 

ت بر اساس مقدار پروتئین روش بردفورد تعیین و درصد حلالی

 .] 5[ محلول بر پروتئین کل نمونه تعیین گردید 

 هاسازی نانووزیکولآماده 2-3

ها و نانونیوزومها با استفاده از روش تولید نانولیپوزوم

( 2019هیدراتاسیون فیلم نازک طبق روش سرابندی و همکاران )

. شدانجام  (  با کمی تغییرات2018دیسکاوا و همکاران )و 

 01/0گرم لسیتین ، 09/0ها، انحلال کامل بمنظور تولید نانولیپوزوم

لیتر اتانول میلی 10در 80گرم توئین  02/0گرم کلسترول و 

بمنظور دقیقه با همزن مغناطیسی انجام شد.  30خالص به مدت 

گرم سورفاکتانت میلی 50و  80توئینگرم میلی 50تولید نیوزوم، 

لیتر اتانول خالص حل شدند. میلی 10ر مخلوط شده و د  60اسپن

فرآیند تبخیر حلال و تشکیل لایه نازک با استفاده از 

 70گراد و سرعت چرخش درجه سانتی 60اواپراتورچرخشی در  

ساعت  16گرد به مدت دور در دقیقه انجام گردید. سپس بالن ته

در دسیکاتور به منظور حذف کامل حلال قرارگرفت. 

لیتر محلول پروتئین هیدرولیز میلی10نازک با مهیدراتاسیون فیل

شد. سپس کاهش اندازه و تولید نانووزیکولهای شده انجام

 ,UP200H Hielsher) یکنواخت با استفاده از فراصوت پروبی

Germany) دقیقه خاموش( با  1دقیقه روشن و  1چرخه ) 10در

-شبمنظور پوش  کیلوهرتز و در حمام یخ انجام شد. 20فرکانس 

 2/0) دهی لیپوزوم از کیتوزان استفاده شد. کیتوزان در غلظت

شد و به آرامی و استیک تهیهاسید 01/0در محلول ( W/Vدرصد

دور در دقیقه(، به  300ای همراه با هم زدن )بصورت قطره

های . در نهایت تیمار]13و  5[محلول نانولیپوزوم اضافه گردید

ژوهش به شرح زیر نامگذاری آماده شده برای ارزیابی در این پ

 (:1شدند )جدول 

 

 

 

 

 

Table1. Nanovesicle samples 

 مخفف نام تیمار 

 N-PBS نیوزوم فاقد پروتئین هیدرولیز شده 1

 N-HP نیوزوم حاوی پروتئین هیدرولیز شده با آنزیم پپسین 2

 N-AH نیوزوم حاوی پروتئین هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز 3

 L-PBS م فاقد پروتئین هیدرولیز شدهلیپوزو 4

 L-HP لیپوزوم حاوی پروتئین هیدرولیز شده با آنزیم پپسین 5

 L-AH لیپوزوم حاوی پروتئین هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز 6

درصد حاوی پروتئین هیدرولیز شده با  2/0لیپوزوم پوشش داده شده با کیتوزان  7

 آنزیم پپسین

CH-L-HP 

درصد حاوی پروتئین هیدرولیز شده با  2/0وشش داده شده با کیتوزان لیپوزوم پ 8

 آنزیم آلکالاز

CH-L-AH 
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 و پتانسیل زتا PDIتعیین اندازه ذرات،   2-4

با آب مقطر(، میانگین  1:100پس از رقیق سازی نمونه )با نسبت 

پاشیدگی و پتانسیل زتا )بار سطحی را اندازه ذرات، شاخص بس

ها و قطرات پراکنده در محلول آبی( نانولیپوزومدر سطح مشترک 

DLSهای تولیدی، با استفاده از دستگاه نانونیوزوم
)پراکندگی  1

اندازه   (Horiba SZ-100 V2.20, UK)نور دینامیک( مدل 

ها به عنوان قطر هیدرودینامیک وزیکول Z-averageگیری شد. 

گراد انجام انتیدرجه س 25ها در دمای کلیه آزمایشارائه گردید.  

 .] 5[شد

 تعیین بازده ریزپوشانی 2-5

( 2019بازده ریز پوشانی بر اساس روش سرابندی و همکاران )

های نانو ریزپوشانی شده به لیتر از نمونهمیلی 2محاسبه گردید. 

 molecularکیلو دالتون ) 30یک فیلتر آمیکون با وزن مولکولی 

weight cutoff = 30 kDa, Millipore, UK منتقل گردید و سپس )

سانتریفیوژ شد. غلظت پروتئین  g2500دقیقه در دور  10به مدت 

موجود در محلول عبور داده شده از فیلتر )پپتیدهای آزاد و یا 

ریزپوشانی نشده( طبق روش برادفورد تعیین گردید. از پروتئین 

( به عنوان پروتئین استاندارد BSAبوین سرم آلبومین گاوی )

سم منحنی استاندارد استفاده شد. معادله خط استاندارد به برای ر

 (2-2صورت زیر به دست آمد: )معادله

Y= 0.1216X + 0.4353       R2= 0.97                                

 (2-2)معادله                                           

 

وتئین پوشانی از طریق نسبت غلظت پردر نهایت بازده ریز 

ها به کل پروتئین ها  و نانونیوزومبارگذاری شده درون نانولیپوزوم

 .] 5[موجود محاسبه شد 

 های نانوذراتاثر شرایط نگهداری برویژگی 6 -2

درجه سانتیگراد  4اثر نگهداری در دمای اتاق ودمای  2-6-1

 بر اندازه ذرات و بازده ریزپوشانی و میزان رهایش 

                                                      
1- Dynamic light scattering 

ن آزمون، بر اساس روش سرابندی و همکاران به منظور انجام ای 

ای منتقل به درون ویال شیشه لیتر از هر نمونهمیلی 2(،  2019)

 4گراد به ترتیب در ی سانتیدرجه 25و  4گردید و در دماهای 

داری شدند و روز نگه 28درجه سانتیگراد و محیط به مدت 

ای ذکر هسپس اندازه ذرات و بازده ریزپوشانی بر اساس روش

، 1گیری شد. میزان رهایش پپتیدها پس از طی شده در بالا اندازه

روز بر اساس روش برادفورد تعیین گردید و  28و  21، 14، 3،7

 .] 14 ,5[به صورت درصد گزارش گردید 
 

اثر نگهداری بر ویژگی ضداکسایشی نانوذرات حامل  2-6-2

 های هیدرولیز شدهپروتئین

ها و مهای ضداکسایشی نانولیپوزوبه منظور تعیین ویژگی

های هیدرولیز شده  و همچنین های حامل پروتئیننانیوزوم

پروتئین هیدرولیز شده به تنهایی، در روز صفر و روز بیست و 

درجه سانتیگراد، هر نمونه در حمام  4هشتم نگهداری در دمای 

دقیقه قرار گرفت تا رهایش  5گراد به مدت درجه سانتی 100آب 

 [ گیری شدامل اتفاق بیفتد. سپس ویژگی ضداکسایشی اندازهک

14 [. 

 DPPHویژگی مهار رادیکال آزاد  2-6-2-1

حامل های نانولیپوزومی و نانونیوزومی پس از مخلوط کردن نمونه

و همچنین پروتئین هیدرولیز شده، با  های هیدرولیز شدهپروتئین

 02/0غلظت  اتانولی با DPPHمحلول درصد و  5/99اتانول 

دقیقه در تاریکی در دمای اتاق  60درصد، مخلوط بهم زده شده و 

نانومتر بررسی  517در  DPPHانکوبه شد. کاهش میزان رادیکال 

به صورت  3-2گردید و میزان مهار این رادیکال بر اساس معادله 

 :] 12[درصد بیان شد 

 

-جذب نمونه)جذب کنترل/)×100 (                       3-2)معادله 

            DPPHجذب کنترل ((= درصد مهار رادیکال
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ی کنترل تمام مراحل مانند نمونه اصلی انجام شد، اما که در نمونه

به جای نمونه اصلی، آب مقطر استفاده شد. همچنین در این 

BHTآزمایش از 
 به عنوان کنترل مثبت استفاده شد. 1

 قدرت احیا کنندگی یون آهن  2-6-2-2

های حامل ها و نانونیوزوماندازه گیری قدرت نانولیپوزوم جهت

های هیدرولیز شده و پروتئین هیدرولیز شده، در احیای پروتئین

( استفاده شد. برای 2019از روش مقصودلو و همکاران ) IIIآهن 

میلی لیتر بافر  5/2ها میلی لیتر از هر کدام از نمونه 1این منظور 

 1از فری سیانید پتاسیم  5/2( و  pH 6/6مولار ) 2/0فسفات 

گراد به مدت درجه سانتی 50درصد مخلوط گردید. مخلوط در 

میلی لیتر از محلول تری کلرو  5/2دقیقه انکوبه شد، سپس  30

حجمی( به آن اضافه شد. مخلوط  -درصد )وزنی 10استیک اسید 

 5/2دقیقه سانتریفوژ شده و در نهایت  10برای  g  ×1650 در 

 5/0میلی لیتر آب مقطر و  5/2لیتر از محلول سوپرناتانت با  میلی

آهن حجمی( کلرید -درصد وزنی )وزنی 1/0میلی لیتر از محلول 

دقیقه واکنش، جذب محلول حاصل در  10مخلوط شد. بعد از 

نانومتر قرائت شد. افزایش جذب مخلوط، بیانگر افزایش  700

 .] 12[ قدرت احیاکنندگی آن بود

 ACEرسی ویژگی مهار بر 2-6-3

این آزمون بر طبق روش شرح داده شده توسط جامدار و 

میلی لیتر از   1. در این روش ] 15[ ( انجام شد 2010همکاران )

-گلایسیل-فنیل آلانیل-L-فوریل(آکریلویل3-(2))- Nترکیب

( با Tris-HCl ،5/7 pHمیکرولیتر بافر  50)حل شده در  2گلایسین

های میکرولیتر از نمونه  200و  ACEب میکرولیتر از ترکی 20

های هیدرولیز شده و نانولیپوزمومی و نانو نیوزومی حامل پروتئین

، به طور مناسب Tris-HClپروتئین هیدرولیز شده مخلوط با بافر 

 345با یکدیگر مخلوط شده و شدت کاهش جذب در طول موج 

 دقیقه در دمای اتاق گزارش شد. درصد 2نانو متر به مدت 

ی زیر محاسبه گردید:  )معادله  ، از رابطهACEبازدارندگی آنزیم 

2-4) 

                                                      
1-  Butylated hydroxytoluene 
2-  N-[3-(2-Furyl) acryloyl]- L-phenylalanyl-glycyl-glycine 

)جذب کنترل به ازای دقیقه / جذب نمونه به × 100(   4-2)معادله  

 درصد بازدارندگی جذب کنترل به ازای دقیقه((=-ازای دقیقه

 

 نتایج و بحث -3

ی گرده درجه هیدرولیز و حلالیت پروتئین هیدرولیز شده 3-1

 گل

ن درجه هیدرولیز پروتئین هیدرولیز شده گل توسط آنزیم میزا

 14/37± 4/2درصد  34/56± 5/6آلکالاز و پپسین به ترتیب  

درصد محاسبه شد. بالاتر بودن درجه هیدرولیز پروتئین هیدرولیز 

شده با آنزیم آلکالاز نسبت به پپسین دو دلیل اصلی داشت؛ بالاتر 

کالاز و همچنین عملکرد بودن مدت زمان هیدرولیز آنزیمی آل

اختصاصی آنزیم آلکالاز نسبت به آنزیم پپسین در شکستن غیر

تر شدن افزایش زمان فرآیند موجب طولانی پیوندهای پپتیدی.

گردد. در نتیجه شکست فعالیت آنزیم و اثر آن بر سوبسترا می

بیشتر باندهای پپتیدی، طول زنجیره پپتیدها کوچکتر، توزیع وزن 

-نها کاهش و مقدار اسیدهای آمینه آزاد افزایش میمولکولی آ

آلکالاز به عنوان یک پروتئاز سرینی، در جایگاه فعال . ]5[یابد

-های آسپاراژین، هیستیدین و سرین میخود دارای اسیدی آمینه

-باشد. غیر اختصاصی عمل کردن آنزیم آلکالاز در حمله به باند

رفت هیدرولیز و های آمیدی باعث افزایش بازدهی آن در پیش

گردد. از طرفی های مختلف میتولید پپتیدهایی با طول زنجیره

( است و آنزیم SHجایگاه فعال آنزیم پپسین حاوی گروه تیول )

ی تریپتوفان، تیروزین و فنیل آمینههای مجاور اسیدپپسین تنها باند

-شکند و زنجیرهای پپتیدی محدودتری تولید میآلانین را می

 .]11و2[ گردد 

شود، پروتئین هیدرولیز مشاهده می 1گونه که در شکل همان

های اسیدی )در  pHنشده گرده گل بیشترین افت حلالیت را در 

ها و ( نشان داد. نتایج حاکی از رسوب پرتئین3-5حدود 

پپتیدهای اولیه با وزن مولکولی بالا در نقطه ایزوالکتریک است. 

طور قابل توجهی بر میزان ، به 6محیط به  pHاما با افزایش 

های  pH. در (P< 0.05)حلالیت ایزوله پروتئینی افزوده شد 

بالاتر از آن نیز حلالیت در بالاترین حد باقی ماند. مظلومی و 

( نیز به نتایج 2019( و سرابندی و همکاران )2020همکاران )
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ها در نقطه حلالیت هیدرولیزشده .]14و5[ مشابهی دست یافتند 

تریک به شکل قابل توجهی افزایش یافت. دلیل این مسئله ایزوالک

این است که، با افزایش انجام عمل هیدرولیز و کاهش وزن 

های باردار، مولکولی پپتیدها و تولید آمینواسیدها و افزایش گروه

 pHکم شده و حلالیت در محدوده وسیعی از  pHحساسیت به 

های کست تودهشود. همچنین، هیدرولیز آنزیمی با شحفظ می

تر، افزایش دسترسی پروتئینی نامحلول، تولید پپتیدهای کوچک

های هیدروفیل و تسهیل واکنش آمینواسیدهای هیدروفیل با گروه

 5، 2[ شود ها میمحیط آبی موجب افزایش حلالیت پروتئین

 .]11و

 

 
Fig.1. Solubility of protein hydrolyzates in different 

pH 

 و پتانسیل زتا  PDIاندازه ذرات،  تعیین 3-2

در این پژوهش، تأثیر نوع پروتئین هیدرولیز شده بر میانگین 

ها ها و نانولیپوزوممپاشیدگی نانونیوزواندازه ذرات و شاخص بس

(. نتایج نشان داد که اندازه 2مورد بررسی قرار گرفت )جدول 

ده افزایش ها پس از بارگیری با پروتئین هیدرولیز شنانونیوزوم

داری یافت و تحت تأثیر نوع پروتئین هیدرولیز شده قرار معنی

های بدون پوشش کیتوزان نیز، گرفت. در مورد نانولیپوزوم

های هیدرولیز شده افزایش اندازه با بارگیری توسط پروتئین

های پیشین، افزایش در اندازه . در پژوهش(P< 0.05) دار بودمعنی

از بارگیری با کازئین )سرابندی و  ها پسحاملذرات نانو

ی حاصل از نوعی ماهی (؛پروتئین هیدرولیز شده2019همکاران، 

(، پروتئین آب پنیر 2017)رمضان زاده و همکاران،  1رنگین کمان

( نوعی داروی پروتئینی )بارانی و 2016)موهان و همکاران، 

از  .] 17،18، 16، 5[ نیز گزارش شده است  (2020همکاران، 

داری سبب ها با کیتوزان بطور معنیدهی نانولیپوزومرفی پوششط

افزایش اندازه ذرات گردید. سطح این تغییرات تحت تأثیر نوع 

پروتئین هیدرولیز شده قرار گرفت. برای نمونه همانطور که در 

درصد برای  2مشخص است، پوشش کیتوزان  2جدول 

آلکالاز و پپسین،  حاوی پروتئین هیدرولیز شده توسط نانولیپوزوم

 71/80و  49/90داری اندازه ذرات را به ترتیب از به طور معنی

 >P) نانومتر افزایش داد  34/160نانومتر و  79/179نانومتر به 

ها در نتیجه حضور لایه افزایش اندازه ذرات نانولیپوزوم. (0.05

کیتوزان بروی غشای تک لایه لیپیدی بوده است. این نتیجه با 

( 2020( و مظلومی و همکاران )2020بارانی و همکاران ) نتایج

( نیز 2020. گارسیا مونرکو و همکاران )] 14،18[ مطابقت داشت 

اتیلن گلایکول و اعلام کردند استفاده از ترکیباتی مانند پلی

ها باعث افزایش پایداری دهی نانووزیکولکیتوزان برای پوشش

اما در این زمینه حسنی و . ] 19[سیستم و افزایش اندازه آنها شد

(، اعلام کردند 2011( و بنگ و همکاران )2019همکاران )

دهی شده با کیتوزان، اندازه های حامل پپتید پوششنانولیپوزوم

های فاقد پوشش داشتند. آنها کوچکتری نسبت به نانولیپوزوم

علت کاهش اندازه ذرات نانولیپوزومی با افزایش غلظت پوشش 

نیروی انقباض ناشی از کشش یونی بین ترکیبات  کیتوزان را

 . ] 20و 6[ تشکیل دهنده لیپوزوم و کیتوزان بیان کردند 

های حامل پپتیدهای حاصل از هیدرولیز آنزیمی با نانووزیکول

های حامل پپتیدهای حاصل از پپسین نسبت به نانووزیکول

د هیدرولیز آنزیمی با آلکالاز، اندازه ذرات کوچکتری داشتن

به دلیل تفاوت در شرایط هیدرولیز و همچنین نوع (. 2)جدول 

های پپسین و آلکالاز، های موجود در جایگاه فعال آنزیمآمینواسید

بر  . ] 12[ ها متفاوت بود توزیع  وزن مولکولی در هیدرولیز شده

-علت کوچکتر بودن نانوذرات بارگذاری شده با پپتیداین اساس 

تر گیری آسانشاید بتوان به جای های حاصل از پپسین را

تر در ساختار نانولیپوزوم و پپتیدهای با اندازه یکنواخت

                                                      
1- rainbow trout 
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-نانونیوزوم و بهبود نظم لایه وزیکولی نسبت به پپتیدهای درشت

  . ] 21[ تر و با وزن مولکولی بالاتر نسبت داد 

( بیان داشتند که اندازه 2016از طرفی موهان و همکاران )

ها و برهمکنش بین ا با گروه آمین آزاد پپتیدهنانولیپوزوم

 17[ ها همبستگی مثبت دارد های عاملی هیدروکسیل پپتید گروه

شکستن تعداد بیشتری از باندهای پپتیدی . بر این اساس به دلیل ]

ی به دست آمده با در محلول پپتید توسط آلکالاز نسبت به پپسین،

ی وجود دارد که منجر به های آمینی زیادترآنزیم آلکالاز، گروه

 های بارگذاری شده با آن گردیده است اندازه بزرگتر نانووزیکول

پاشیدگی در این پژوهش در نانوذرات نیز شاخص بس . ] 22[

(. مقدار کم این 1-4دست آمد )جدول به 258/0-389/0بین 

شاخص بر یکنواختی و همگن بودن اندازه ذرات در سامانه 

پاشیدگی تا حد زیادی به میزان شاخص بس . ] 23[ دلالت دارد 

ها و نسبت آنها بستگی دارد. به عنوان مثال مقدار سورفکتانت

بالا، میل ترکیبی بیشتری به فاز آبی  HLB  1با دارا بودن  80توئین 

های همگن را با مشکل مواجه طوری که تشکیل وزیکولدارد؛ به

 80در کنار توئین  60اسپن بنابراین با به کارگیری  . ] 22[ کندمی

در پژوهش حاضر، تا حد زیادی تعادل برقرار گردید که با نتایج 

. علاوه بر این ] 24[( مطابقت داشت 2011تاوانو و همکاران)

( نیز 2019( و رستم کلایی و همکاران )2022اکبری و همکاران )

 ها های دوتایی سورفکتانت بیان داشتند، با استفاده از مخلوط

توان خواص  کند، می را تنظیم می HLB که مقدار ین و اسپن()توی

بارگذاری شده را برای دستیابی به مقدار بهینه از نظر  های وزیکول

پاشیدگی، بازده ریزپوشانی و پایداری کنترل اندازه، شاخص بس

ها، پاشیدگی در مورد نانونیوزومشاخص بس.  ] 26و  25[کرد 

داری های هیدرولیز شده، به طور معنیبعد از بارگذاری با پروتئین

( N-HPو N-AH )به ترتیب برای 281/0و  279/0به  258/0از 

( 2016طور مشابه موهان و همکاران ). به(P< 0.05)تغییر یافت 

ها شاخص بس نشان دادند نانوذرات بارگذاری شده با پپتید

ه شدپاشیدگی بالاتری نسبت به نانوذرات فاقد پروتئین هیدرولیز

. این مسئله بیانگر این است که نانوذرات نسبت به ] 17[داشتند

تری پخش شده بودند. نانوذرات بارگذاری شده به طور یکنواخت

 2/0های بارگذاری شده  با کیتوزان دهی نانولیپوزومبا پوشش

                                                      
1- Hydrophilic-lipophilic balance 

های هیدرولیز شده با آلکالاز؛ شاخص بس درصد حاوی پروتئین

 >P) افزایش یافت  389/0به  285/0داری از پاشیدگی بطور معنی

 5[( مطابقت داشت 2019( که با نتایج سرابندی و همکاران )0.05

این تغییرات نشان دهنده بی ثباتی و توزیع اندازه ذرات . ]

ناهمگن و غیریکنواخت به دلیل تجمع و چسبندگی ذرات به 

ها و همچنین یکدیگر، پس از بارگذاری شدن نانووزیکول

( 2015در پژوهش لی و همکاران ). ] 14[ا است دهی آنهپوشش

های بارگیری شده با پروتئین ثباتی مشابهی در نانولیپوزومبی

دهی با ی حاصل از ماهی قزل آلا پس از پوشششدههیدرولیز

اما گارسیا  . ] 27[های مختلف کیتوزان مشاهده گردید غلظت

ها زیکولدهی نانوو( که برای پوشش2020مونریکا و همکاران )

گلایکول استفاده کرده بودند، اعلام داشتند استفاده از اتیلناز پلی

 .] 19[پاشیدگی گردید این پوشش باعث کاهش شاخص بس

تعیین پتانسیل زتا روش معمول برای تعیین خصوصیات  

و نیوزوم است و شاخص مفیدی از بار  الکترواستاتیک لیپوزوم

یدی میان آنها و پایداری سطحی ذرات و نیروهای دافعۀ کلوئ

باشد. مقادیر بالای پتانسیل زتا با های نانوحامل میفیزیکی سیستم

های دافعه و کاهش بهم چسبیدن ذرات لیپوزومی افزایش واکنش

. همانطور که ] 28[شود و نیوزومی موجب پایداری بیشتر آنها می

 هاپتانسیل زتای نانونیوزوم قابل مشاهده است، 1-4در جدول 

های هیدرولیزشده با پپسین به طور پس از بارگذاری با پروتئین

ولت تغییر پیدا میلی  -8/13ولت به میلی  -78/17داری  از معنی

 مطالعات قبلی طیف وسیعی از مقادیر پتانسیل.  (P< 0.05) کرد

را برای نانوذرات لیپوزومی و نیوزومی حامل پپتید با مقادیر  زتا

ولت )رزا زاوارز و همکاران، میلی -5/5خیلی کم از جمله 

ولت  )ماسکوئرا و  میلی -8/40( و مقادیر بالا از جمله 2014

این طیف گسترده   .] 29و  23[( گزارش کردند 2014همکاران، 

توان به تفاوت در نوع، ترکیب و خلوص را می زتا از پتانسیل

و مواد مورد استفاده )به ویژه فسفولیپیددر مورد لیپوزوم(، 

و قدرت یونی(  pH همچنین تفاوت در شرایط محلول )مانند

بطور کلی مشخص شده است که استفاده از  .نسبت داد

ها، به دلیل یونی در ساختار نانووزیکولهای غیرسورفاکتانت

های اتوکسی موجود در آنها باعث منفی ماهیت دو قطبی گروه

مقدار  .  در پژوهش حاضر،] 26[گردندشدن پتانسیل زتا می
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میلی ولت بود. این  -07/9پتانسیل زتا مربوط به نانولیپوزوم 

موضوع بدین صورت قابل توضیح است که گروه هیدروکسیل 

موجود در سر کلسترول با گروه کولین موجود در سر قطبی 

کند و گروه کولین با فسفاتیدیل کولین پیوند هیدروژنی برقرار می

ود و گروه فسفاتیدیل که شبار مثبت به داخل غشا کشیده می

شود و بنابراین بار دارای بار منفی است به سطح غشا رانده می

. ] 22[شود منفی افزایش و باعث دفع الکترواستاتیک ذرات می

های شاهد و در تحقیق مشابهی، میزان پتانسیل زتای نانولیپوزوم

بارگیری شده با پروتئین هیدرولیزشده عضله و محصولات جانبی 

ولت گزارش میلی -2/2و  -5/5،  -8/5کروکر به ترتیب  ماهی

 ها پس از بارگیری با پروتئینپتانسیل زتای نانولیپوزوم. ] 23[شد 

های آلکالاز و پپسین هیدرولیز شده به دست آمده از آنزیم

ولت و میلی   -11/10ولت به ترتیب به میلی  -07/9از 

این نتایج نشان . (P< 0.05) ولت تغییر یافت میلی 52/4

دهند که ترکیب فسفولیپیدی و واکنش بین فسفولیپید و می

ها تاثیرگذار دام افتاده، بر بار سطحی لیپوزومپپتیدهای به

است. اگرچه پتانسیل زتا تحت تاثیر دیگر عوامل مانند 

و قدرت یونی در محلول  pHترکیب ذرات، محیط پراکنش، 

ها با غلظت انولیپوزومدهی نپس از پوشش. ] 22[قرار گیرد 

های حاوی درصد کیتوزان، پتانسیل زتای نانولیپوزوم 2/0

های آلکالاز و پپسین به پروتئین هیدرولیز شده توسط آنزیم

ولت و از میلی  21/20میلی ولت به   -11/10ترتیب از 

 (.P< 0.05)ولت تغییر یافت میلی 32/24ولت به میلی 52/4

( پتانسیل زتای 2019اران )در این زمینه حسنی و همک

های حاصل از آلکالاز فاقد های حامل پپتیدنانولیپوزوم

درصد را به  5/0پوشش کیتوزان و دارای پوشش کیتوزان 

. حسیبی ] 6[ولت گزارش کردند+ میلی50و   -7/51ترتیب 

-میلی ±30( بیان کردند که پتانسیل زتا 2020و همکاران )

ها از طریق دافعه ولت موجب پایداری نانوپراکنش

شود. این مقدار از پتانسیل زتا امکان الکترواستاتیک می

سازد ممانعت از تشکیل توده و ادغام ذرات را فراهم می

. هرچند مقادیر پتانسیل زتا در پژوهش حاضر، با این ] 22[

در فرمول  80مقدار فاصله دارد که احتمالا به حضور تویین 

هایی که در فرمول  انووزیکولنها مرتبط است. نانووزیکول

به کار رفته شده، به دلیل وجود گروه   80آنها توئین 

تر و ایجاد پیوندهای هیدروژنی بیشتری در  آبدوست بزرگ

. ] 30[ها، پتانسیل زتای پایینی دارند های عاملی پپتیدگروه

روز نگهداری که در شکل  28افزایش اندازه ذرات در طول 

دهنده کاهش پایداری ، نشانقابل مشاهده است 4-2

در ها و ادغام و چسبیدن ذرات به یکدیگر است. نانوپراکنش

مشخص شد اندازه نانوذرات لیپوزومی  پژوهش حاضر

کوچکتر از نانوذرات نیوزومی بود. به طور مشابه رضوانی و 

نیز اعلام کردند بعد از یک ماه نگهداری  (2019همکاران )

ها در دمای یخچال، اندازه ذرات مها و نانونیوزونانونیوزوم

 31[ها کمتر افزایش یافت نانولیپوزومی نسبت به نانونیوزوم

[. 
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Table 2. Mean size, PDI, zeta potential, and microencapsulation efficiency of nanovesicles loaded with hydrolyzed 

pollen proteins 

Samples Size (Z-average) 

(nm) 

PDI Zeta-potential(mV) Encapsulation Efficiency 

(%) 

N-PBS 
e 

119 ±   2.14 
c 

0.258 ±   0.02 
g 

-17.87 ± 1.27 ----- 

N-HP 
d 

126 ±   3.32 
b 

0.281 ±   0.01 
f 

-13.8 ± 0.98 
e 

79.1 ± 1.81 

N-AH 
a 

187.5 ±   2.98 
b 

0.279 ±   0.01 
g 

-17.1 ± 1.12 
f 

75.3 ± 1.59 

L-PBS 
e 

73.116 ±   3.11 
b 

0.278 ±   0.02 
d 

-9.07 ± 0.85 ----- 

L-HP 
f 

80.71 ±   4.51 
b 

0.271 ±   0.01 
c 

4.52 ± 1.19 
c 

84.6 ± 1.32 

L-AH 
f 

90.49 ±   3.24 
b 

0.285 ±   0.03 
e 

-10.11 ± 0.95 
d 

81.16 ± 1.83 

CH-L-HP 
c 

160.34 ±   4.31 
b 

0.277 ±   0.01 
a 

24.32 ± 1.59 
a 

93.08 ± 2.24 

CH-L-AH 
b 

179.79 ±   5.12 
a 

0.389 ±   0.02 
b 

20.21 ± 1.15 
b 

90.02 ± 1.13 

The data are shown as mean ± standard deviation. Different letters in each column show the significant difference at 

the level of 0.05 in Duncan’s tests. 

 

  

Fig 2. Changes in particle size of nanoliposomes and nanoniosomes during 28 days of storage at A) 4 °C and B) 25 

°C  

 تعیین بازده ریزپوشانی 3-3

-ترین شاخص کارایی ساختار نانوحاملبازده ریزپوشانی از اصلی

در این شود. ها برای حفظ و نگهداری ترکیبات فعال محسوب می

پژوهش، تأثیر نوع پروتئین هیدرولیز شده و پوشش کیتوزان بر 

ار ها مورد بررسی قرها و نانونیوزومبازده ریزپوشانی نانولیپوزوم

های بارگیری شده (. بازده ریزپوشانی نانونیوزوم2گرفت )جدول 

درصد( بیشتر از بازده  1/79های حاصل از پپسین )با پپتید

های حاصل از های بارگیری شده با پپتیدریزپوشانی نانونیوزوم

در پژوهشی طور مشابه . به(P< 0.05)درصد( بود  3/75آلکالاز )

هایی  انجام دادند، از نانووزیکول (2020که حسیبی و همکاران )

شده با لسیتین سویا، توئین  های فرموله ها و لیپوزوم مانند نیوزوم

و کلسترول، به منظور ریزپوشانی ترکیب  60، اسپن80

ضداکسایشی استفاده شد. فرمولاسیون بهینه با حداکثر بازده 

هایی بودند که با ( نانووزیکولدرصد 75-72کپسولاسیون )

در حضور و عدم حضور کلسترول فرموله  80توئین  و لسیتین

نشان دادند که  (، نیز2011تاوانو و همکاران ) .] 22[شده بودند 

برای رهایش مناسب ترکیبات  60واسپن 80توئین  نسبت مناسب

های فرموله شده با این ترکیبات لازم اکسیدان از نیوزومآنتی

شده نیز، دهی نهای پوششدر نانولیپوزوم .] 24[است

های حاوی پروتئین هیدرولیز تولید شده با آنزیم نانولیپوزوم

درصد( نسبت به پروتئین  6/84پوشانی بالاتری )پپسین، بازده ریز
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 >P)درصد( داشت  16/81هیدرولیز تولید شده با آنزیم آلکالاز )

گیری بهتر پپتیدهای با تواند ناشی از جای. این تفاوت می(0.05

ها و تر در ساختار نانولیپوزومکوچکتر و یکنواختوزن مولکولی 

. مقادیر بازده ریزپوشانی حاصل از این ] 12[ها باشد نانونیوزوم

( 2004تحقیق بیش از نتایج گزارش شده توسط ویر و همکاران )

بود که ریزپوشانی نایسین را در ساختار نانولیپوزوم به روش 

درصد  54پوشانی حدود هیدراسیون فیلم نازک انجام و بازده ریز

بازده ریزپوشانی با طول زنجیره آسیل .  ] 32[گزارش کردند 

ها مرتبط به کار رفته در ساختار نانووزیکول 80موجود در توئین

باعث محصور کردن  80های انتهایی آبگریز توئین است. گروه

اکسی اتیلن قطبی در سر دیگر توئین پپتیدهای آبگریز و گروه پلی

ها ایجاد کرده و های عاملی پپتیددهای هیدروژنی با گروه، پیون80

. از عوامل موثر دیگر ] 32[بازده ریزپوشانی را افزایش داده است 

توان به ماهیت مادة فعال ها میپوشانی لیپوزومبر کارایی درون

)لیپوفیل یا هیدروفیل بودن آن(؛ ماهیت فسفولیپید )از نظر نوع و 

نسبت فسفولیپید به مادة فعال؛ روش آرایش اسیدهای چرب(؛ 

تولید نانولیپوزوم؛ غلظت و نوع پایدارکننده مانند کلسترول و 

. ] 31[و قدرت یونی اشاره کرد   pHشرایط محیطی از قبیل دما،

درصد منجر  2/0ها با کیتوزان علاوه بر این، پوشش نانولیپوزوم

ل از ها برای حفظ پپتیدهای حاصبه افزایش توانایی وزیکول

درصد  03/93درصد  و پپسین  2/90هیدرولیز آلکالاز به میزان  

نانوذرات افزایش بازده ریزپوشانی با پوشش دهی .(P< 0.05) شد

(  2019با استفاده از کیتوزان، در کار پژوهشی حسنی و همکاران )

به طور . ] 18و  6[( نیز به اثبات رسید2020و بارانی و همکاران )

های پوشش داده ش بازده ریزپوشانی نانولیپوزومکلی در این پژوه

درصد برای آلکالاز(  16/81درصد برای پپسین و  6/84نشده )

درصد  3/75درصد برای پپسین و  1/79ها )نسبت به نانونیوزوم

برای آلکالاز( بیشتر بود. این نتیجه با نتایج محمد و فهمی 

و  22[( مطابقت داشت 2020( و حسیبی و همکاران )2020)

و بازده  HLBای بین ( رابطه2010اگرچه بایندیر و توکسل ) .]34

-های غیرریزپوشانی پیشنهاد کردند که بر اساس آن سورفکتانت

 .]35[شودپایین منجر به ریزپوشانی بالاتر می HLBیونی با میزان 

 60ها که ساختار آنها فاقد اسپناما در پژوهش حاضر، نانولیپوزوم

ها نشان دادند. وشانی بالاتری نسبت به نیوزومبود، بازده ریزپ

های حاوی احتمالا میزان هیدراتاسیون پایین در نانووزیکول

منجر به کاهش بازده ریزپوشانی آنها در مقایسه با  60اسپن

با علاوه بر این  .]35[گردد می 80های حاوی تویین نانووزیکول

های لیپیدی سفت شده و کلسترول مانع حضور کلسترول زنجیره

از گسیخته شدن غشای لیپوزومی توسط ترکیبات فعال و افزایش 

 .]22[شود بازده ریزپوشانی می

 های نانوذراتاثر شرایط نگهداری بر ویژگی-3-4

 اثر شرایط نگهداری براندازه ذرات-3-4-1

درجه سانتیگراد و  4ای در این پژوهش، تأثیر نگهداری در دم

های ها و نانونیوزوممحیط بر پایداری فیزیکی نانولیپوزوم

های هیدرولیز شده با آنزیم آلکالاز و بارگذاری شده با پروتئین

نتایج به دست آمده نشان داد که . پپسین مورد بررسی قرار گرفت

 روز 28از  ها، بعدهای بارگذاری شده با پپتیداندازه نانونیوزوم

برابر شد )شکل  2درجه سانتیگراد تقریبا  4نگهداری در دمای 

2A درجه  25(. روند این تغییرات در شرایط نگهداری در دمای

درجه سانتیگراد بود  4سانتیگراد تقریبا مشابه تغییرات در شرایط 

(. میانگین اندازه ذرات 2Bداری نداشت)شکلو اختلاف معنی

های حاصل از پپسین و با پپتیدها و بارگذاری شده نانولیپوزوم

درجه سانتیگراد به  4روز نگهداری در دمای  28آلکالاز، بعد از 

قابل مشاهده  2Bبرابر شد. اما همانطور که در شکل  5و 2ترتیب 

های فاقد پروتئین هیدرولیز شده و است، اندازه نانولیپوزوم

 28از  های حاصل از پپسین و آلکالاز، بعدبارگذاری شده با پپتید

و  5/3درجه سانتیگراد به ترتیب  25روز نگهداری در دمای 

( و 2019برابر شد که با نتایج رضوانی و همکاران ) 26و  65/24

دلایل این   .]31و  5[( همسو بود 2019سرابندی و همکاران )

توان به تأثیر پپتیدهای بارگذاری شده بر کاهش نتایج را می

سطح و بی ثباتی ذرات نسبت داد. پتانسیل زتا، خنثی سازی بار 

و  اندازه کوچکتر و احتمالا انرژی سطحی بالاتر نانوذرات لیپوزوم

تواند تمایل بیشتر آنها به کاهش انرژی اضافی از طریق تجمع می

ها نسبت به نانونیوزوم علت افزایش بیشتر اندازه نانولیپوزوم

ی شده با دههای پوششمیانگین اندازه نانولیپوزوم. ]36[باشد

کیتوزان که حاوی پپتیدهای هیدرولیز شده با آلکالاز و پپسین 

درجه سانتیگراد به  4روز نگهداری در دمای  28بودند، بعد از 

مشخص  2Bبرابر شد. همانطور که در شکل  5/16و  5/17ترتیب 
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درجه سانتیگراد،  25روز نگهداری در دمای  28است پس از 

داده شده با کیتوزان حاوی  های پوششاندازه نانولیپوزوم

 37/26و  5/22پپتیدهای حاصل از پپسین و آلکالاز به ترتیب 

های بدون می شیب تغییرات نانولیپوزوبرابر گردید. با مقایسه

-می 2Bو  2Aدرصد در شکل  2/0پوشش و با پوشش کیتوزان 

های توان دریافت که شدت افزایش اندازه برای نانولیپوزوم

های بدون پوشش با کیتوزان کمتر از نانولیپوزوم دهی شدهپوشش

توان به اثر محافظتی پوشش کیتوزان بوده است. این تفاوت را می

به دلیل افزایش در ضخامت غشاء، افزایش در پتانسیل زتا، و 

ی الکترواستاتیک در بین ذرات مجاور نسبت داد ایجاد دافعه

می تحت تاثیر در پژوهش حاضر اندازه ذرات نانونیوزو. ]27[

دمای نگهداری نبود، اما اندازه ذرات نانولیپوزومی به شدت تحت 

پایداری درجه سانتیگراد نگهداری بود.  25تاثیر دمای 

ها وابسته به سیالیت غشاء لیپیدی و دما است. در نانووزیکول

ها به دلیل سیالیت بالای غشاء، درجه سانتیگراد لیپوزوم 25دمای 

دهند که افزایش اندازة د و لخته تشکیل میشونآگلومریزه می

ای گسترده و ناهمگون را در پی خواهد ذرات، توزیع اندازه ذره

-های تولید شده در این پژوهش، کمدر بین نمونه. ]37[داشت 

ترین تغییر در اندازه ذرات و بیشترین پایداری مربوط به نمونه 

با ماده فعال( بود. نانولیپوزوم و نانونیوزوم شاهد )بارگیری نشده 

این نتایج نشان دهنده اثر ماده فعال و واکنش تخریبی آن در 

سامانه است که منجر به ناپایداری ساختار لیپوزومی و نیوزومی و 

 شود.ویژه در دمای بالا میتغییرات گسترده در اندازه ذرات به

کلسترول در مقادیر بهینه با افزایش سفتی غشاء و افزایش پتانسیل 

تا و در نتیجه افزایش دفع الکترواستاتیک بین ذرات از فرایند به ز

کند و موجب افزایش پایداری اندازة شدن جلوگیری میآمیختههم

 .]22[گردد  ذرات می

اثر شرایط نگهداری برسرعت رهایش و بازده -3-4-2

 ریزپوشانی 

 هایها و نانولیپوزومرهایش نانونیوزومو  میزان بازده ریزپوشانی

)با/ بدون پوشش کیتوزان( حاوی پپتیدهای حاصل شده از آنزیم 

روز  28پپسین و پپتیدهای حاصل شده از آلکالاز، پس از 

گراد به ترتیب کاهش و افزایش درجه سانتی 4نگهداری در دمای 

(. این کاهش و افزایش در میزان بازده 4Aو  3Aیافت )شکل 

 25ری در دمای میزان رهایش در شرایط نگهداو  ریزپوشانی

(. روند تغییرات 4Bو  3Bتر بود )شکل درجه سانتیگراد چشمگیر

 ها در شرایط نگهداری در دمای دردر میزان رهایش نانولیپوزوم

های حاصل از آلکالاز های بارگذاری شده با پپتیدمنانولیپوزو

های بارگذاری شده درصد افزایش(، بیشتر از نانولیپوزوم 73/43)

درصد افزایش( بود  19/30های حاصل از پپسین )با پپتید

 (.4B)شکل

( اثر دمای بالا بر افزایش 2019در پژوهش سرابندی و همکاران )

پایداری بیشتر و  . ]5[گزارش شد سرعت رهایش پپتیدها 

توان به ها در دمای پائین را میتر نانولیپوزومرهایش کم

 ای شدن درودهتر غشا در دمای پائین، کاهش تنفوذپذیری کم

و تاخیر در فرآیند اکسیداتیو  1ترنتیجه تحرک مولکولی کم

.  در ]38[اسیدهای چرب غیراشباع در فسفولیپیدها نسبت داد 

 4درجه سانتیگراد و  25پژوهش حاضر میزان رهایش )در دمای 

های بارگذاری ها و نانولیپوزومدرجه سانتیگراد( در نانونیوزوم

های حاصل از اصل از پپسین نسبت به پپتیدهای حشده با پپتید

بارگذاری بهتر پپتیدهای با با آلکالاز به میزان بیشتری اتفاق افتاد. 

تر حاصل از پپسین در تر و با اندازه یکنواختوزن مولکولی کم

تر و ساختار نانولیپوزوم و نانونیوزوم، نسبت به پپتیدهای درشت

ظم تک لایه وزیکولی بهبود پیدا با وزن مولکولی بالاتر، احتمالاّ ن

کرده و منجر به افزایش مقاومت و پایداری ساختار نانونیوزوم و 

در پژوهش حاضر، با گذشت زمان .  ]12[نانولیپوزوم گردید 

ها رخ داده ها بیشتر از نانونیوزوممیزان رهایش در نانولیپوزوم

( مطابقت 2019است که با گزارش رضوانی و همکاران )

ها، احتمالا کاهش با توجه به اندازه کوچکتر لیپوزوم. ]31[دارد

اندازه وزیکول منجر به افزایش قابل توجه انحنای غشاء و در 

تر اجزای تشکیل دهنده در لایه های نتیجه بسته شدن ضعیف

طور کلی پایداری بیشتر و رهایش به . ]39[وزیکول شده است 

توان به مای پائین را میتر نانوذرات لیپوزومی و نیوزومی در دکم

ای شدن در تر غشا در دمای پائین، کاهش تودهنفوذپذیری کم

و تاخیر در فرآیند اکسیداتیو  2ترنتیجه تحرک مولکولی کم

با .  ]38[اسیدهای چرب غیراشباع در فسفولیپیدها نسبت داد 

ی شیب نمودار تغییرات بازده ریزپوشانی و میزان رهایش مقایسه

                                                      
1 - Low molecular mobility 
2 - Low molecular mobility 
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 2/0های بدون پوشش و با پوشش کیتوزان منانولیپوزو

توان دریافت که شدت کاهش می 4و  3درصد در شکل 

دهی شده با های پوششمبازده ریزپوشانی برای نانولیپوزو

های بدون پوشش بوده است. کیتوزان کمتر از نانولیپوزوم

اثر محافظتی پوشش کیتوزان از طریق افزایش دلیل آن، 

ری از نشت مواد ریزپوشانی شده ضخامت غشاء و جلوگی

ی اولیه در این پژوهش احتمالا کمتر بودن اندازه.  ]27[بود  

ی های تولید شده با این پپتیدها نسبت به اندازهنانولیپوزوم

ها باعث بیشتر بودن سرعت رهایش در اولیه نانونیوزوم

ها گردید که با نتایج ها نسبت به نانونیوزومنانولیپوزوم

 .]31[( منطبق است2019و همکاران ) رضوانی

اثر نگهداری بر ویژگی ضداکسایشی  نانوذرات  3-4-3

 های هیدرولیز شدهحامل پروتئین

-های هیدرولیز شدهدر این پژوهش، تأثیر بارگذاری پروتئین

ها، ی حاصل از آنزیم آلکالاز و پپسین در نانونیوزوم

می( بر وزنی/حج 2/0ها و پوشش کیتوزان )نانولیپوزوم

ها مورد بررسی قرار گرفت خصوصیات ضداکسایشی آن

ها، فعالیت ضداکسایشی (. بر اساس یافته6و  5)شکل 

پروتئین هیدرولیز شده تحت تأثیر نوع آنزیم قرار گرفت. 

و قدرت کاهندگی یون آهن   DPPHفعالیت مهار رادیکال

های حاصل از پپسین بیشتر از در هیدرولیز شده

با انجام . (P< 0.05) حاصل از آلکالاز بود  یهیدرولیزشده

فرایند هیدرولیز توسط آنزیم پپسین و آلکالاز و شکسته 

های با قابیلت های پپتیدی، تولید پپتیدشدن بیشتر زنجیره

اهداء الکترون برای احیای یون آهن سه ظرفیتی به دو 

حضور اسیدهای آمینه آزاد . ]2[کند ظرفیتی افزایش پیدا می

ریز و پپتیدهای حاوی آمینو اسیدهای آروماتیک و گآب

های آزاد باعث تبدیل آنها به فرم اهدای الکترون به رادیکال

تفاوت میزان فعالیت ضداکسایشی . ]11[شود پایدار می

بعد از بارگذاری ای حاصل از پپسین و آلکالاز شدههیدرولیز

ها نیز مشهود بود. هرچند فعالیت شدن در نانونیوزوم

ضداکسایشی بعد از بارگذاری شدن در نیوزوم و لیپوزوم 

که احتمالا به دلیل کمتر بودن غلظت  کمی کاهش یافته بود

-های مورد اندازهها در محلول نانووزیکولشدههیدرولیز

اما . های خالص بوده استگیری نسبت به هیدرولیز شده

( گزارش کردند فعالیت 2020حسیبی و همکاران )

ترکیبات فنولی بارگذاری شده در ساختار ضداکسایشی 

نانولیپوزومی و نانونیزومی، نسبت به ترکیب فنولی خالص، 

افزایش یافت و دلیل آن را افزایش حلالیت آن ترکیبات پس 

.  با این حال، پوشش ]22[از ریزپوشانی اعلام کردند 

داری باعث حفظ بهتر فعالیت کیتوزان به طور معنی

-طوری. به(P< 0.05) ها گردیدیپوزومضداکسایشی در نانول

های پوشش داده شده با کیتوزان حاوی که در نانولیپوزوم

های هیدرولیز شده توسط آنزیم آلکالاز و پپسین، به پروتئین

درصد از فعالیت مهار رادیکال  88و  91ترتیب بیش از 

DPPH  کنندگی یون آهن درصد از قدرت احیا 96و  93و

( و  2019یج سرابندی و همکاران )حفظ شد که با نتا

. ]16و  5[( مطابقت داشت 2017رمضان زداه و همکاران )

( اعلام کردند که 2019در این زمینه حسنی و همکاران )

دهی شده بالاتر بودن اثر ضداکسایشی در نانوذرات پوشش

. ]6[ با کیتوزان، به دلیل اثر ضداکسایشی کیتوزان بوده است

در پژوهش حاضر  DPPHرادیکال آزاد  کنندگیفعالیت مهار

های بالاتر از مقادیر به دست آمده برای نانولیپوزوم

درصد(  37-48بارگذاری شده با پپتیدهای کازئین )حدود 

همانطور که . ]5[( بود 2019توسط سرابندی و همکاران )

مشخص است،  قدرت ضداکسایشی  6و  5در شکل 

روز نگهداری کاهش  28های هیدرولیز شده بعد از پروتئین

های بارگذاری شده در چشمگیری پیدا کرد، اما در نمونه

داری کمتر نانونیوزوم و نانولیپوزوم این کاهش بطور معنی

های پوشش . علاوه بر این در نانولیپوزوم(P< 0.05بود )

درصد میزان فعالیت مهار رادیکال  2/0داده شده با کیتوزان 

DPPH مقایسه با روز اول تفاوت  در روز بیست و هشتم در

-طور معنیداری نداشت. بنابراین پوشش کیتوزان بهمعنی
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فعال بارگذاری شده داری باعث حفظ بهتر ترکیبات زیست

( P< 0.05)در نانولیپوزوم فعالیت ضداکسایشی آنها گردید 

( و مظلومی و 2019که با نتایج سرابندی و همکاران )

( مطابقت 2020ان )(، حسیبی و همکار2019همکاران )

 .]22و  14،  5[داشت 

ها و نانولیپوزوم ACEبررسی ویژگی مهار  3-5

 هانانونیوزوم

-های هیدرولیز شدهدر این پژوهش، تأثیر بارگذاری پروتئین

ها، ی حاصل از آنزیم آلکالاز و پپسین در نانونیوزوم

وزنی/حجمی( بر  2/0ها و پوشش کیتوزان )نانولیپوزوم

ها و تغییرات این ویژگی بعد آن ACEکنندگی ویژگی مهار

از بیست و هشت روز نگهداری مورد بررسی قرار گرفت 

های پپسین شدههیدرولیز ACE(. در فعالیت مهار 7شکل )

درصد(  07/87های آلکالاز )شدهدرصد( و هیدرولیز 49/91)

به دلیل تفاوت ( که P<0.05دار مشاهده شد )اختلاف معنی

آبدوستی پپتیدها، وزن مولکولی و -ریزیدر ویژگی آبگ

 ترتیب اسید آمینه در پپتیدهای حاصله بود.

  

Fig. 3. Changes in Encapsulation Efficiency (%) of nanoliposomes and nanoniosomes during 28 days of storage at 

A) 4 °C and B) 25 °C 

  

Fig. 4. Changes in release rate (%) of nanoliposomes and nanoniosomes during 28 days of storage at A) 4 °C and B) 
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Fig. 5. DPPH radical scavenging activity of nanovesicles on the first day and the 28th  

 
Fig. 6. Reducing power of nanovesicles on the first day and the 28th day (similar lowercase and uppercase letters 

respectively indicate the absence of significant differences between the treatments and in each treatment on the first 

day and the 28
th 

day of storage). 

( و 2018های مقصودلو و همکاران )بر اساس پژوهش

-(، گلایسین و پرولین دو اسید2019مقصودلو و همکاران )

های شناسایی شده در آمینه آبگریز اصلی موجود در پپتید

آمینه های آلکالاز و گلایسین و آلانین دو اسیدشدههیدرولیز

های شناسایی شده در آبگریز اصلی موجود در پپتید

مهارکنندگی های پپسین بود که عامل فعالیت شدههیدرولیز

ACE بعد از بارگذاری هیدرولیز]12و  11[ها بودند آن .-

داری بطور معنی ACEها، فعالیت مهارها در نانووزیکولشده

( که با نتایج فولمر کوریا و P<0.05)کاهش پیدا کرد 

. اما آگوئیلار توالا و ]7[( مطابقت داشت 2019همکاران )

-( در یک کار پژوهشی اعلام کردند پپتید2022همکاران )

از نوعی کلاژن، بعد از ریزپوشانی در های مشتق شده 

درصد حفظ  100را  ACEساختار نانولیپوزومی فعالیت مهار 

ها بطور در نانولیپزوم ACE. میزان فعالیت مهار]41[کردند

( که با نتایج P<0.05)ها بود داری کمتر از نانونیوزوممعنی

. مقایسه ]31[( مطابقت داشت2019رضوانی و همکاران )

های های زیستی نانووزیکولاز فعالیت نتایج حاصل

نشان داد که توزیع  DLSبارگذاری شده و نتایج حاصل از 

تواند به تنهایی منجر به پایداری اندازه ذرات مناسب نمی

ها گردد. در این زمینه ترکیبات شیمیایی مناسب نانووزیکول

های کنند. اسیدها نقش مهمی را ایفا میمتفاوت وزیکول

اشباع در ساختار لیپوزوم، منجر به نفوذپذی چرب غیر 
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بیشتر غشاء لیپوزوم نسبت به نیوزوم شد که فعالیت زیستی 

ها دهی نانولیپوزومکمتر لیپوزوم را به دنبال داشت. با پوشش

داری در فعالیت مهار درصد کاهش معنی 2/0با کیتوزان 

ACE  مشاهده نشد. در واقع این نتایج حاکی از آن بود که

ها بطور کامل ت تاثیر پوشش محافظ کیتوزان، پپتیدتح

ریزپوشانی شده بودند، بدون آنکه از فعالیت زیستی آنها 

( همسو 2019کاسته شود که با نتایج حسنی و همکاران )

 ACEفعالیت مهار روز،  28بعد از گذشت  .]6[بود 

های آلکالاز و پپسین بطور چشمگیری کاهش شدههیدرولیز

(. در این مدت در فعالیت مهار 7( )شکل P<0.05)پیدا کرد 

ACE های آلکالاز و پپسین بارگذاری شده در شدههیدرولیز

درصد، به ترتیب  2/0های بدون پوشش کیتوزان نانولیپوزوم

درصدی مشاهده گردید که با نتایج رضوانی  15و  13کاهش

. احتمالا خروج ]31[( همسو بود 2019و همکاران )

های آمینه آبگریز که ای حاوی اسیدهتدریجی پپتید

های را بر عهده دارند، از میان اسید ACEمسئولیت مهار 

چرب ساختار نانولیپوزوم باعث کاهش این فعالیت در 

علاوه بر این پوشش کیتوزان به  ها شده است.نانولیپوزوم

فعال بارگذاری داری باعث حفظ ترکیبات زیستطور معنی

که  در آنها گردید ACEفعالیت مهار شده در نانولیپوزوم و 

 .]22[( مطابقت داشت 2020با نتایج حسیبی و همکاران )
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Fig. 7. ACE inhibitory activity of nanovesicles on the first day and the 28th day (similar lowercase and uppercase 

letters respectively indicate the absence of significant differences between the treatments and in each treatment on 

the first day and the 28
th 

day of storage) 

 گیرینتیجه-4

این پژوهش امکان تولید دو نوع مختلف از در 

پروتئین  ی حاویعنوان ترکیب غنی کننده ها به نانووزیکول

نتایج نشان ی گرده مورد بررسی قرار گرفت. هیدرولیز شده

بازده ریزپوشانی زتا، توزیع اندازه ذرات و داد اندازه، پتانسیل

دار با کیتوزان افزایش معنیدهی ها با پوششنانووزیکول

ت. یاف ها افزایشروز اندازه نانووزیکول 28بعد از یافت. 

های بدون ها و نانولیپوزومریزپوشانی نانونیوزوممیزان بازده

دادند.  کمترین و بیشترین کاهش را نشان ترتیب پوشش به

درجه سانتیگراد  4ها در طول نگهداری در دمای نانووزیکول

های پروتئینبا بارگذاری  ثبات بیشتری نشان دادند.

کیتوزان  آنها بادهیها و پوشششده در نانووزیکولهیدرولیز

آنها در طول  ACEمهارو  ضداکسایشیفعالیت از کاهش 

بنابراین مشخص شد  روز نگهداری جلوگیری شد. 28مدت 

توانند از نظر پایداری  ها می هر دوی این نانوسیستم

فیزیکوشیمیایی و حفظ فعالیت زیستی به عنوان یک ترکیب 

های غذایی مورد استفاده قرار بگیرند، غنی کننده در سیستم

کارآمدتر  های لیپوزومی حاوی پوشش کیتوزان اما نانوسیستم

های نانونیوزومی نیز با آن قابل ردند. البته سیستمعمل ک

رقابت بودند و در جایگاه دوم قرار گرفتند. از آنجایی که 

های خطرناک و غیرغذایی )مانند کلروفرم(  استفاده از حلال

ها در صنایع غذایی  ها مانع کاربرد آن در تهیه نانوحامل

تواند  یشده در این پژوهش م های تولید ارائه شود، روش می

یک استراتژی امیدوارکننده در فرایندهای غذایی برای بهبود 

و ارتقاء ویژگی سلامتی بخشی  مواد غذایی، حفظ پایداری 

در مدت زمان نگهداری و دسترسی زیستی محصولات 

ی گل پیشنهاد ی گردهپروتئین هیدرولیز شده غذایی حاوی

 کند.

 سپاسگزاری-5

د را از صندوق حمایت بدین وسیله مراتب سپاسگزاری خو

 Iran National Scienceاز پژوهشگران کشور )

Foundation: INSF که پشتیانی مالی طرح با کد )

 داریم.را برعهده داشت، اعلام می 98024390
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

In this study, the effect of temperature and storage time on the biological activity 

and the physicochemical stability of nanovesicles (specifically, liposomes and 

niosomes) containing bee pollen hydrolyzed protein obtained from alcalase and 

pepsin enzymatic hydrolysis was evaluated. The nanoliposomes were coated with 

0.2% chitosan. DPPH radical scavenging power, ferric ion reducing power, ACE 

scavenging power, particle size, particle dispersion index, zeta potential, 

encapsulation efficiency and release rate of hydrolyzed proteins from nanovesicles 

during 28 days storage at both refrigerator and ambient temperature were 

investigated. The results from Dynamic Light Scattering (DLS) revealed s 

significant increase in the size of nanovesicles upon loading with hydrolyzed 

protein and coating with chitosan (P<0.05). Chitosan coated nanoliposomes had 

the highest amount of PDI. The zeta potential of nanovesicles reached the highest 

value by coating with chitosan. Chitosan coated nanoliposomes had the highest 

encapsulation efficiency. After a 28 day storage period, both coated and uncoated 

nanovesicles exhibited a substantial increase in size, ranging from 2 to 26 times 

larger than their initial sizes.Howeever, the encapsulation efficiency of 

nanonisomes and uncoated nanoliposomes showed the lowest and highest 

decrease, respectively. The values of the measured factors during storage at the 

refrigerator were significantly lower than ambient temperature (P<0.05). The 

decline in the antioxidant activities of nanovesicles was significantly prevented by 

loading hydrolyzed proteins and coating the nanovesicles with chitosan. The ACE 

inhibition was lower in the nanoliposomes as compared with the nanoniosomes. 

After 28 days, the ACE inhibition activity of the loaded in nanoliposomes without 

coating chitosan decreased slightly. These findings are of great importance for 

designing and developing nutritious foods containing hydrolyzed protein. 
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