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ها در  در مواد غذایی، بهبود و افزایش پایداری آن ها رنگها در زمینه استفاده از  ترین مسائل و چالش یکی از مهم

رو هدف از این پژوهش تولید  از این باشد. مراحل فرآوری و همچنین کنترل آزاد شدن تا زمان مصرف می

منظور  فراصوت به -های حاوی فیکوسیانین پوشش داده شده با کیتوزان با روش هیدراسیون لایه نازک نانولیپوزوم

های فیزیکی و راندمان انکپسولاسیون آن در طی شرایط نگهداری  افزایش پایداری فیکوسیانین و بررسی ویژگی

لیتر(  گرم بر میلی میلی 6/0و  4/0، 2/0، 1/0، 0های مختلف کیتوزان ) بود. در این مطالعه فیکوسیانین با غلظت

روز نگهداری گردید و سپس برای تعیین  28درجه سیلسیوس( برای  25و  4داده شد و در دو دما ) پوشش

های راندمان انکپسولاسیون، اندازه ذرات و  های تولیدی، آزمون بهترین غلظت کیتوزان برای پوشش نانولیپوزوم

گرم در  میلی 2/0با افزایش غلظت کیتوزان به بیش از نتایج نشان داد که ورت پذیرفت. پتانسل زتا روی آنها ص

ی فاقد کیتوزان کمترین  و نمونه (<05/0p)داری در راندمان انکپسولاسیون مشاهده نگردید  لیتر تغییر معنی میلی

با . (<05/0p)داری نداشت  نیکیتوزان اختلاف آماری مع 4/0و  2/0های حاوی  اندازه ذرات را داشت که با نمونه

که در   ی ا ها افزایش یافت. در نهایت نمونه ها، میزان پتانسیل زتا نمونه افزایش میزان کیتوزان در پوشش نانولیپوزوم

عنوان بهترین نمونه انتخاب گردید.  لیتر کیتوزان بود به گرم بر میلی میلی 2/0پوشش نانولیپوزوم خود، حاوی 

لیپوزوم دارای ها مشخص نمود که نانو های انجام شده در طول نگهداری نانولیپوزوم آزمون های حاصل از یافته

از فیکوسیانین که فاقد هرگونه پوشش کیتوزان در روز تولید بود، بیشترین میزان راندمان انکپسولاسیون داشت و 

نکپسولاسیون کاهش ولی طرفی مشخص گردید که با افزایش دمای نگهداری و زمان نگهداری میزان راندمان ا

ها مربوط به نمونه نانولیپوزوم فاقد فیکوسیانین بود که تا  اندازه ذرات افزایش یافت. کمترین پتانسیل زتا نمونه

تصاویر میکروسکوپ الکترونی داری نداشت.  تغییر معنی سیلسیوسدرجه  4ام نگهداری در دمای  21روز 
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 مقدمه -1
های غذایی نقش بسیار مهمی را در بهبود و هر چه  نگر

نمایند. تا  بهتر شدن خصوصیات و ظاهر مواد غذایی ایفا می

توسط  1856قبل از پیدایش اولین رنگ مصنوعی در سال 

های استخراج شده از گیاهان،  رنگویلیام پرکینز، بشر تنها از 

های غذایی استفاده  عنوان رنگدانه حیوانات و مواد معدنی به

های  کرد. بعد از آن با توجه به خواص برتر رنگ می

علت مقدار رنگ، ثبات مناسب و قیمت پایین  مصنوعی به

های طبیعی، استفاده  های مصنوعی نسبت به رنگ تولید رنگ

وسیعی توسعه یافت. متأسفانه با توجه ها در محدوده از آن

های انجام شده و امکان وجود مواد سمی در  به بررسی

ها را، در مواد  های مصنوعی، استفاده از آن برخی از رنگ

غذایی با محدودیت مواجه نموده است. در مقابل افزایش 

همراه افزایش آگاهی برای  های رنگی بهتقاضا برای افزودنی

یدکنندگان صنایع غذایی را به سمت حفظ سلامتی، تول

یکی از  .]1[های طبیعی سوق داده است  استفاده از رنگ

در  ها رنگها در زمینه استفاده از  ترین مسائل و چالش مهم

ها در مراحل  مواد غذایی، بهبود و افزایش پایداری آن

فرآوری و همچنین کنترل آزاد شدن تا زمان مصرف 

ت قبل از استفاده در مواد غذایی و باشد. بنابراین بهتر اس می

منظور محدود کردن تجزیه یا افت آروما در  به ،ها نوشیدنی

 .]2[ ریزپوشانی شونداین مواد  ،طول فرآوری و نگهداری

های اسپیرولینا، نقش عنوان یکی از رنگدانه فیکوسیانین به

های محلول در  مهمی در فرآیند فتوسنتز داشته و از رنگدانه

عنوان رنگدانه  باشد و بهها می فیکوبیلی پروتئینآب گروه 

ها ها، نوشیدنیطبیعی در انواع مواد غذایی نظیر آدامس، ژله

 .]3[گیرد و نیز محصولات آرایشی مورد استفاده قرار می

محلول در آب موجود در  یهانیها پروتئنیانیکوسیف

 ،1نیلیانوبیکوسیف پیگماننوع  سه ها هستند.یانوباکتریس

ها متصل به فیکوسیانین 3نیلیرتروبیکوئیو ف 2نیلبیکویف

                                                      
1. Phycocyanobilin 
2. phycobilin 

 یرولیتتراپ بیترک کی هانیلیانوبیکوسیف .]4[باشند  می

حداکثر  مادری یهاکه در فیکوسیانین هستندباز  ریزنج

رنگدانه  کیو  دهندانجام مینانومتر  590-625در  را جذب

 .]5و  4[است  ییمواد غذا دراستفاده  یبرا یعیطب یآب

عدم ثبات آن  لیدل به ییدر مواد غذا نیانیکوسیاستفاده از ف

و تیمارهای حرارتی،  pHشرایط محیطی از جمله در برابر 

اظهار  (2005و همکاران ) جسپرسنمحدود شده است. 

 یهانسبت به گرما و نور در محلول نیانیکوسیف اند که کرده

سیلسیوس درجه  45بالاتر از  یو در دما بوده داریناپا یآب

 .]6[کند  آن تغییر میرنگ  نیپروتئخاطر دناتوره شدن  به

 ترین روش رهایش کنترل شده در صنعت غذا، میکرورایج

یا نانو انکپسولاسیون یا ریز پوشانی نام دارد که عبارت 

است از به دام افتادن یک جزء فعال )هسته( در ماده دیگر 

با قطر چند  )دیواره یا پوسته( که منجر به تولید ذراتی

شده را  یپوشان زیماده رگردد. میکرومتر تا چند نانومتر می

کیتوزان بر  .]8و  7[ نامند یم یدرون ایفاز هسته، فعال 

خلاف ترکیبات پلیمری مصنوعی با بافت موجود زنده 

 .سازگار بوده و قابل تجزیه در طبیعت و غیر سمی است

های عنوان یک ماده نگهدارنده در سال استفاده از کیتوزان به

در کره و ژاپن مجاز و از سال  90تا اواسط دهه  80دهه 

عنوان افزودنی مواد  توسط کمیته اتحادیه اروپا به 1983

نانو ذرات کیتوزان نسبت به  .]10و  9[غذایی اعلام شد 

بودن سطح  دلیل پلی کاتیونی بودن و دارا پودر کیتوزان به

ویژه و چگالی شار بیشتر علاوه بر دارا بودن طیف وسیعی 

های بیولوژیکی از جمله خواص ضد باکتریایی، از فعالیت

ضد قارچی و آنتی اکسیدانی، پتانسیل بالایی جهت درون 

دوستی و پوشانی ترکیبات زیست فعال با ماهیت آب

و ای در مواد غذایی طور گسترده گریزی داشته و به آب

-یکی از انواع حامل .]13و  12، 11[دارویی کاربرد دارند 

و های لیپیدی که برای ریزپوشانی مواد زیست فعال، غذا 

ریزپوشانی توسط باشند. ها میشود، لیپوزوم دارو استفاده می

                                                                                
3. Phycoerythrobilin 
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های میکروسکوپی حاصل از ها که وزیکولنانولیپوزوم

در های چربی و یا فسفولیپید تجمع خودبخودی مولکول

با تشکیل ساختارهای کروی د نتوانمی، محیط آب هستند

برای حفاظت ترکیبات فعال یا  یحاملعنوان  دولایه به

تولید نانولیپوزوم از  .]15و  14[در نظر گرفته شوند حساس 

پوشانی مواد زیست  های جدیدی است که برای درونروش

این تلخی شود که  میفعال مانند ترکیبات فنولی استفاده 

 دهد و هر دو طیف ترکیبات میرا پوشش ترکیبات 

گریز )در بین دو لایه  دوست )در هسته داخلی( و آب آب

سازد. از  میتدریج در مواد غذایی آزاد  لیپیدی( را حمل و به

سوی دیگر کپسوله کردن ترکیبات زیست فعال در شکل 

ها در تواند با افزایش جذب و ماندگاری آنلیپوزومی می

 کندبه توسعه غذاهای فراسودمند کمک  اه گوارشدستگ

روش (، بیان داشتند که 2017هائو و همکاران )  .]16[

 یمریپل یهادر داخل نانوکپسول نیکپسوله کردن کورست

در برابر  نیبا هدف محافظت از کورست ن،یتیلس /توزانیک

 موثرروش  کیآن،  یستیز یسازگار شیو افزا بیتخر

ای ه (، ویژگی2015تاماکت و راویان ) .]17[ است

تری پلی -کاروتنوئید انکپسوله شده با نانو ذرات کیتوزان

فسفات را بررسی کردند. نتایج این محققین نشان داد که 

درصد کیتوزان  5/1در  دهایکاروتنوئ درصد 3ریزپوشانی 

درصد تری پلی فسفات  2)وزنی/حجمی( و 

تواند یکه م شدبا میمناسب  ترکیب کی )وزنی/حجمی(

ساعت  36 طی در درصد 09/89ها را تا دیکاروتنوئ

کارایی  یحاصل دارا نانوذرات .گذاری حفظ کند خانه گرم

نتایج  .]18[بودند  یآب و چرب یها مستیدر س بالاتری

( نشان داد که استفاده از 2013مطالعات یان و همکاران )

عنوان یک روش ساده برای تهیه  روش اکستروژن به

های حاوی فیکوسیانین به کمک ترکیبات  میکروکپسول

تواند در حفظ و  پوششی نظیر آلژینات سدیم و کیتوزان می

مانکونی  .]19[پایداری فیکوسیانین نقش موثری داشته باشد 

(، فیکوسیانین حاصل از ریزجلبک 2010و همکاران )

عنوان یک سیستم  اسپیرولینا را با استفاده از کیتوزان به

دارو و با هدف افزایش دسترسی زیستی فیکوسیانین  رهایش

و محافظت از این رنگدانه پروتئینی در برابر شرایط اسیدی 

معده نانوریزپوشانی نمودند که نتایج این مطالعه نشان داد 

که استفاده از کیتوزان منجر به بهبود پایداری فیزیکی این 

به  های طبیعی رنگ که این وجودبا . ]20[ترکیب گردید 

در تولید مواد غذایى فراسودمند و ها  ویژه فیکوسیانین

اهمیت  گسترش محصولات مفید جدید در صنایع غذایى

فراوانی دارند ولی این ترکیب در برابر شرایط محیطی 

هدف از این پژوهش، تولید باشد، بنابراین  ناپایدار می

حاوى پوشش داده شده با کیتوزان  هاى نانولیپوزوم

 4آن در دو دمای  فیزیکیهاى و بررسى ویژگى فیکوسیانین

 .باشدمىدرجه سیلسیوس  25)دمای یخچال( و 

 ها مواد و روش -2

 مواد -2-1

 Rohaفیکوسیانین مورد استفاده در این مطالعه از شرکت 

کیتوزان )سیگما آلدریچ،   ، آلمان(،lipoid، لسیتین )هند

 برمید پتاسیم، درصد، پرسولفات پتاسیم 96آمریکا(، اتانول 

  .)مرک، آلمان( تهیه شد 80و تویین 

های حاوی فیکوسیانین و  تهیه نانولیپوزوم -2-2

 داده شده با کیتوزان پوشش

لیپوزوم با استفاده از روش هیدراسیون لایه  پژوهشدر این 

و  اکبربگلونازک و بر اساس روش تشریح شده توسط 

 .]21[ ( با اندکی تغییرات تولید گردید2019همکاران )

 01/0و  09/0فرآیند تولید لیپوزوم شامل انحلال به ترتیب، 

 96لیتر اتانول میلی 10گرم لیستین سویا و کلسترول در 

درصد بود. فرآیند تبخیر و تشکیل فیلم نازک در انتهای بالن 

در  rpm 70دور  با 1تبخیرکننده دوارگرد با استفاده از ته

انجام گرفت. بالن مدور برای  سیلسیوسدرجه   60 دمای

ساعت در 18تا  12مدت اطمینان از حذف کامل حلال، به

                                                      
1.Rotary evaporator 
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. سپس فیلم شددسیکاتور و در دمای محیط نگهداری  

 ;PBSلیپیدی خشک شده با استفاده از بافرفسفات نمکی )

pH 4/7 )  لیتر  یلیگرم بر م میلی 3و  فیکوسیانین با غلظت

. گردیدمجددا هیدراته  همزنبا استفاده از  یک دقیقهمدت  به

  60در دمای  تبخیرکننده دوارمحلول حاصل با استفاده از 

زده و در دمای محیط هم دو دقیقهمدت به سیلسیوسدرجه 

. نهایتا گردیدمرتبه تکرار  3زدن در د. این فرآیند همشخنک 

یک مدت در هر مرحله به )مرحله  10محلول حاصل برای 

تحت  (صورت متناوببهروشن و یک دقیقه خاموش  دقیقه

، vibracell Sonics & Materials) پروب فراصوت

( قرار کیلوهرتز 20فرکانس و  درصد 70)توان   (انگلستان

. برای جلوگیری از افزایش دما، فرآیند فراصوت در گرفت

برای ام گرفت. شرایط نگهداری نانولیپوزوم در آب سرد انج

ها، در آزمون و خطاهای اولیه دهی نانولیپوزومپوشش

 6/0و   4/0، 2/0، 1/0، 0های مختلفی از کیتوزان )غلظت

حجمی( بررسی گردید. برای این آزمون، -درصد وزنی

مدت  کیتوزان در محلول یک درصد اسیداستیک گلاسیال به

ساعت حل و همزده شد. سپس حجم یکسانی از  24

صورت قطره قطره به محلول کیتوزان به آرامی و به محلول

کن  زدن افزوده و توسط خشکنانولیپوزوم در حین هم

ساعت خشک  48برای ، آلمان(، SciQuip)انجمادی 

دهی به یخچال منتقل شد ها پس از پوششگردید. نمونه

]22[. 

 تعیین اندازه ذرات و پتانسیل زتا -2-3

دقیقه پس از  30ریزپوشانی شده گیری اندازه ذرات اندازه

1)تولید با استفاده از روش پراکندگی دینامیکی نور 
DLS) ،

اندازه و پراکنش اندازه ذرات در تیمارهای مختلف انجام و 

گیری دستگاه بر اساس روش مقایسه شد. مبنای اندازه

بار . باشد پراکندگی دینامیکی نور یا تفرق نور لیزر پویا می

رات که به پتانسیل زتا موسوم است یکی الکتریکی سطحی ذ

                                                      
1. Dynamic light scattering 

کندگی اپر اریپایدبینی  های مطمئن برای پیش از شاخص

منظور تعییین این  به .باشد می ارییط نگهداشردر کلوئیدها 

استفاده  ، انگلستان(Malvern)کمیت از دستگاه زتا سایزر 

جایی ذرات باردار در اثر میدان  شد که بر مبنای میزان جابه

کند. در انجام این آزمون ضریب شکست  ی کار میالکتریک

درجه سیلسیوس  25و دما  5/78و ثابت دی الکتریک  33/1

 .]23[بود 

 راندمان انکپسولاسیون -2-4

برای محاسبه راندمان انکپسولاسیون لازم است ابتدا منحنی 

های مختلف از فیکوسیانین حل شده  کالیبراسیون در غلظت

تا  1/0های  دست آید. برای این منظور غلظت در اتانول به

لیتر فیکوسیانین در اتانول تهیه گردید  گرم بر میلی میلی 4/0

تومتر ها با دستگاه اسپکتروفو سپس جذب این نمونه

(Scinteck )نانومتر محاسبه  620در طول موج  ، انگلستان

لیتر از  میلی 2شد. برای تعیین راندمان انکپسولاسیون، مقدار 

کیلودالتونی  100های تهیه شده در یک فیلتر آمیکون  نمونه

به   g 3000 ،، آلمان(Heidolph)ریخته شد و با سانتریفوژ 

و میزان فیکوسیانین  ]21[دقیقه سانتریفوژ گردید  10مدت 

( 2013فاز عبور کرده، مطابق روش فتحی و همکاران )

در نهایت از رابطه زیر میزان راندمان  .]24[محاسبه شد 

 انکپسولاسیون فیکوسیانین مشخص شد.

 راندمان انکپسولاسیون=  100×(E-D/E)( 1رابطه     

کار رفته  کل به غلظت فیکوسیانین ،E (1که در رابطه 

 غلظت فیکوسیانین D ها و فرمولاسیون نانولیپوزومدر 

 باشد. مییا ریزپوشانی نشده  آزاد

ها با دستگاه  شناسی نمونه بررسی ریخت -2-5

2الکترونی روبشی ) 
SEM ) 

 رای مشاهده ریزساختار، از میکروسکوپ الکترونی روبشیب

(SEM ) )مقداری از  .شداستفاده )هیتاچی، ژاپن

                                                      
2. Scanning electron microscope 
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خشک شده توسط چسب مخصوص روی  های لیپوزومنانو

. موادی که جز دسته شدندآلومینیومی چسبانده  های پین

فلزات نیستند باید به وسیله یک لایه نازک رسانا )طلا و 

پالادیوم( پوشانده شوند. این کار به کمک ابزاری به نام 

پوشش دهنده و با استفاده از میدان الکتریکی و گاز آرگون 

های آماده سازی  ز سطح خارجی نمونهسپس اگردید. انجام 

 ،برابر 5000کیلو ولت و بزرگنمایی  15شده در ولتاژ 

 . ]25و  22[شد تصویر برداری 

بررسی تاثیر شرایط نگهداری بر برخی از  -2-6

 های تهیه شده خواص فیزیکی نانولیپوزوم

لیتر از  میلی 2ها،  برای بررسی تاثیر شرایط نگهداری بر نمونه

ها )نمونه لیپوزوم فاقد فیکوسیانین،  نمونههریک از 

لیتر فیکوسیانین و  گرم بر میلی میلی 3نانولیپوزوم حاوی 

نانولیپوزوم حاوی فیکوسیانین پوشش داده شده با بهترین 

 4هایی ریخته شد و در دو دمای  غلظت از کیتوزان( در لوله

روز  28درجه سیلسیوس برای مدت  25)دمای یخچال( و 

گردید و راندمان انکپسولاسیون، اندازه ذرات و نگهداری 

 .]22[پتانسیل زتا آنها اندازه گیری شد 

 ها تجزیه و تحلیل داده -2-7

ها در قالب طرح کاملاً تصادفی با حداقل سه تکرار آزمایش

ها از آزمون آنالیز داده تجزیه و تحلیلبرای  شد.انجام 

ها با استفاده از روش مقایسه میانگین و واریانس یک طرفه

 SAS از نرم افزار آماری  درصد و 5در سطح  آزمون دانکن

 گرفت.انجام 

 نتایج و بحث -3

 تاثیر غلظت کیتوزان بر راندمان انکپسولاسیون-3-1

غلظت کیتوزان بر نشان داد که  دست آمده ههای ب داده آنالیز

های حاوی فیکوسیانین  نانولیپوزومراندمان انکپسولاسیون 

ها به  مقایسه میانگین داده (.>05/0p) داشت دار تاثیر معنی

مشخص نمود که بیشینه نیز ( 1روش آزمون دانکن )شکل 

ی فاقد کیتوزان بود و  راندمان انکپسولاسیون مربوط به نمونه

ای بود که  کمینه راندمان انکپسولاسیون نیز متعلق به نمونه

عنوان پوشش  لیتر کیتوزان به گرم در میلی میلی 1/0ز در آن ا

 2/0به  1/0و با افزایش غلظت کیتوزان از  استفاده شده بود

 2/77لیتر میزان راندمان انکپسولاسیون از  گرم بر میلی میلی

درصد افزایش یافت و سپس با افزایش بیشتر  45/82به 

راندمان درصد در  5داری در سطح  فیکوسیانین تغییر معنی

دهی نانوذرات با پوشش. وجود نیامد انکسپولاسیون به

کیتوزان با ممانعت از خروج ترکیبات از غشای لیپوزومی در 

شود. مراحل اولیه نگهداری منجر به افزایش این مقدار می

های رسانش خوراکی بر پایه (، سیستم2015لیو و همکاران )

های صفر تا تدهی شده با کیتوزان )در غلظلیپوزوم پوشش

درصد وزنی/ حجمی( با استفاده از فسفولیپیدهای  6/0

درصد  10و  5، 3های  غشای گلبول چربی شیر )در غلظت

وزنی/ حجمی( برای ریزپوشانی پپتیدهایی با خاصیت ضد 

دیابت حاصل از هیدرولیز آنزیمی پروتئین ماهی سالمون 

دند. لیتر( طراحی کرگرم بر میلیمیلی 10)در غلظت ثابت 

درصد( و بالاترین پایداری  3/71حداکثر بازده ریزپوشانی )

درصد فسفولیپید غشای  10های حاصل از فیزیکی در نمونه

 .]26[درصد کیتوزان حاصل شد  4/0گلبول چربی شیر و 

( ریزپوشانی پپتیدهای 2014داروزا زاوارز و همکاران )

اکسیدانی حاصل از هیدرولیز عضله و محصولات  آنتی

نبی ماهی کروکر سفید را انجام دادند و بیان داشتند که جا

بازده ریزپوشانی این ترکیبات با لیپوزوم پوشش داده شده با 

 .]27[راستا بود  باشد، هم درصد می 80کیتوزان بیش از 

(، که 2020نتایج این بخش با نتایج سرابندی و جعفری )

پپتیدهای تاثیر پوشش کیتوزان بر پایداری نانولیپوزوم حاوی 

ای بررسی کرده  بذر کتان را  در طول خشک کردن افشانه

بودند و بیان داشته بودند که با افزایش غلظت کیتوزان از 

لیتر میزان راندمان ریزپوشانی  گرم بر میلی میلی 1/0صفر تا 

.]25[یابد، مطابقت داشت  کاهش و سپس افزایش می
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Figure 1- Effect of chitosan concentration on 

encapsulation efficiency of nanoliposomes 

containing phycocyanin 

 تاثیر غلظت کیتوزان بر اندازه ذرات -3-2

اندازه تمامی ذرات مورد مطالعه در که  ، نشان داد2شکل 

نانومتر قرار داشتند از  3/92 -7/3156این بخش در محدوده 

ی فاقد  ها، نمونه طرفی مشخص گردید که در بین نمونه

های  کیتوزان کمترین اندازه ذرات را داشت که با نمونه

لیتر کیتوزان اختلاف  گرم بر میلی میلی 4/0و  2/0حاوی 

افزایش اندازه ذرات و . (>05/0p)داری نداشت  آماری معنی

خنثی  توان بهها را میهای بزرگ در نانولیپوزومتشکیل توده

ای شدن و تشکیل پل بین ذرات شدن بار سطحی، توده

مجاور نسبت داد. فرآیند چسبیدن ذرات به یکدیگر در 

نتیجه واکنش جاذب بین ذراتی با سطوح با بار نسبتا منفی و 

طور که مشخص است نمونه  همان .]28[دهد مثبت رخ می

ری علت ناپایدا لیتر کیتوزان به میلی گرم بر میلی 1/0حاوی 

زیاد و تجمع ذرات دارای بیشترین اندازه ذرات بود. 

( نیز بیان داشتند که با ذرات 2020سرابندی و جعفری )

لیتر کیتوزان دارای بیشترین  گرم بر میلی میلی 1/0دارای 

 4/0اندازه ذرات بودند و با افزایش غلظت کیتوران )تا 

یش لیتر( اندازه ذرات کاهش و سپس افزا گرم بر میلی میلی

( نیز 2015های لی و همکاران ) یافت و همچنین یافته

گرم  میلی 1/0مشخص نمود که با افزایش غلظت کیتوزان تا 

و  22[لیتر اندازه ذرات افزایش و سپس کاهش یافت  بر میلی

25[. 

 
Figure 2- Effect of chitosan concentration on 

particle size of nanoliposomes containing 

phycocyanin 

 کیتوزان بر پتانسیل زتا تتاثیر غلظ -3-3

( نشان داد 3ها به روش آزمون دانکن )شکل  مقایسه میانگین

ها متعلق به نمونه فاقد  که کمترین میزان پتانسیل زتا نمونه

کیتوزان بود. از طرفی مشخص شد که با افزایش میزان 

ها  زتا نمونهها، میزان پتانسیل  کیتوزان در پوشش نانولیپوزوم

افزایش یافت. پتانسیل زتا تعیین کننده خصوصیات 

ها است که نمایانگر بار کلی ذره الکترواستاتیک نانولیپوزوم

در یک محیط مایع و شاخص مفیدی از بار سطحی ذرات و 

ها و پایداری فیزیکی نیروهای دافعه کلوئیدی میان آن

ان یک پلی کیتوزان به عنو .]27[های نانوحامل است سیستم

تواند پتانسیل زتا را در جهت مثبت ساکارید کاتیونی می

-تغییر دهد. افزایش مقدار پتانسیل زتا ذرات پس از پوشش

دهی از طریق افزایش دافعه بین ذرات، منجر به کاهش 

ناپایداری فیزیکی و نیز از طریق ایجاد یک لایه و پوشش در 

دست رفتن  اطراف ذرات، منجر به کاهش نرخ رهایش و از

در تحقیقات دیگری،  .]29و  27[شود ترکیبات بارگیری می

مقدار پتانسیل زتا نانولیپوزوم حاوی پپتیدهای حاصل از 

( و پپتیدهای زیست فعال حاصل -mV 8/40کلاژن ماهی )

از هیدرولیز آنزیمی پوست ماهی قزل آلای رنگین کمان از 
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mV 9/3 دهی نشده به های پوششدر لیپوزومmV 5/45  در

 .]30و  29[دهی شده، گزارش شده است های پوشش نمونه

 
Figure 3- Effect of chitosan concentration on 

zeta potential of nanoliposomes containing 

phycocyanin 

یابی غلظت کیتوزان در ساختار  بهینه -3-4

 های تولیدی  نانولیپوزوم

راندمان دست آمده از  با توجه به نتایج به

توان بیان  انکپسولاسیون، اندازه ذرات و پتانسیل زتا می

که در پوشش نانولیپوزوم خود، حاوی   ای داشت، نمونه

عنوان بهترین  لیتر کیتوزان بود به گرم بر میلی میلی  2/0

 نمونه انتخاب گردید.

نمونه بهینه نانولیپوزوم  ذرات شناسی ریخت -3-5

 حاوی فیکوسیانین و کیتوزان

های  بررسی ویژگی مورفولوژی نانوذرات توسط روش

گیرد که  میکروسکوپی با بزرگنمایی بالا صورت می

نشان دهنده تاثیر فرآیند تولید، نوع و ترکیبات 

ویژگی ساختاری  .]31[باشد  فرمولاسیون این مواد می

(، نانولیپوزوم 4aفاقد فیکوسیانین )شکل   نانولیپوزوم

( و نانولیپوزوم حاوی 4bحاوی فیکوسیانین )شکل 

گرم بر  میلی 2/0فیکوسیانین پوشش داده شده با 

( مورد بررسی قرار گرفت 4cکیتوزان )شکل  لیتر  میلی

و مشخص گردید که نانولیپوزوم حاوی فیکوسیانین 

پوشش داده شده با کیتوزان ذرات نسبتا کروی و 

علت  چسبنده با سطوح صاف بودند. ذرات کروی به

تر با محیط، توانایی بیشتری در کنترل تماس سطحی کم

رهایش ترکیبات دارند و همچنین این ذرات پایدارتر 

 .]32[باشند  نیز می
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c) 

Figure 4 - Morphological characteristics of a) 

empty nanoliposomes, b) nanoliposomes 

containing phycocyanin and c) nanoliposomes 

containing phycocyanin coated with chitosan 

بررسی شرایط نگهداری بر راندمان  -3-6

 انکپسولاسیون

نتایج اثر متقابل پارامترهای مورد مطالعه بر راندمان 

، آورده شده است. همان طور که 1انکپسولاسیون در جدول 

است، بیشترین میزان راندمان انکپسولاسیون متعلق مشخص 

بود به نانولیپوزوم دارای فیکوسیانین که فاقد هرگونه پوشش 

کیتوزان در روز تولید بود از طرفی مشخص گردید که با 

افزایش دمای نگهداری و زمان نگهداری میزان راندمان 

های دارای پوشش  انکپسولاسیون کاهش یافت و نمونه

ر روزهای انتهایی نگهداری دارای راندمان بالاتری کیتوزان د

های فاقد پوشش بودند. حفظ بازده  نسبت به نمونه

ها در ریزپوشانی، پایداری بیشتر و رهایش کمتر نانولیپوزوم

تر غشا در دمای توان به نفوذپذیری کمدمای پایین را می

ای شدن در نتیجه تحرک مولکولی کمتر پایین، کاهش توده

خیر در فرآیند اکسیداسیون اسیدهای چرب غیر اشباع و تأ

در تحقیق دیگری، اثر  .]33[در فسفولیپیدها نسبت داد 

نگهداری طولانی مدت بر رهایش و بازده ریزپوشانی 

های زیست فعال هیدرولیز شده سالمون در  پروتئین

دهی شده با کیتوزان بررسی شد. در های پوششلیپوزوم

درجه  4هفته در دمای  4ها به مدت طول نگهداری لیپوزوم

 4سیلسیوس، مقدار از دست رفته هیدرولیز شده پس از 

دهی درصد رسید. پوشش 87هفته نگهداری به حدود 

لیپوزوم با کیتوزان منجر به کاهش و از دست رفتن ماده 

اجاق  .]34[درصد در طول نگهداری شد  11فعال به حدود 

 انجمادزدایی - انجماد هایفرآیند (، تأثیر2022و همکاران )

 فیزیکی بر پایداری هیدراسیون -انجمادی کردن خشک و

فعال را مورد مطالعه  زیست پپتیدهای حامل های نانولیپوزوم

درجه  4 دمای در هفته 4 مدت به قرار دادند و نگهداری

شرایط  سیلسیوس درجه 25 دمای به نسبت سیلسیوس

و  باشد می ها فرمولاسیون تمامی برای تری مناسب نگهداری

مواد  حفظ در بیشتری توانایی پوشش دارای های لیپوزوم

.]35[داشتند  شده کپسوله
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Table 1- Effect of storage conditions on encapsulation efficiency (%) 

Time Storage (days) Storage 

temperature 

(° C) 

Liposome 

type 

28 21 14 7 1 0   

72.00±0.21i 73.53±0.13fghi 75.33±0.15efg 80.37±0.33d 86.17±0.64b 92.13±1.02a 4 NLP 

56.80±0.09l 63.30±0.20k 68.67±0.10j 77.03±0.29e 86.63±0.74b 92.13±1.02a 25 

72.60±0.12hi 72.87±0.19ghi 74.67±0.17efgh 76.76±0.31e 83.16±0.43c 85.70±0.77b 4 NLPC 

65.13±0.40k 70.93±0.17ij 72.30±0.19hi 75.93±0.20ef 81.677±0.65cd 85.70±0.77b 25 

 
Numbers with the same letters have no significance at the 5% level and NLP: nanoliposomes containing 

phycocyanin and NLPC: nanoliposomes containing phycocyanin coated with chitosan 

 

 

 بررسی شرایط نگهداری بر اندازه ذرات -3-7

نتایج اثر متقابل تمامی پارامترهای عملیاتی بر اندازه ذرات 

، آورده شده است. همان 2های تولیدی در جدول  لیپوزوم

ست، بیشترین میزان اندازه ذرات متعلق طور که مشخص ا

بود به لیپوزوم دارای فیکوسیانین که فاقد هرگونه پوشش 

درجه  25روز نگهداری در دمای  28کیتوزان بعد از 

سیلسیوس بود و با افزایش دمای نگهداری و زمان نگهداری 

 هایلیپوزوم نانو میزان اندازه ذرات افزایش یافت. نگهداری

 از ناشی تواندمی ذرات د که افزایش اندازهدا نشان تولیدی

 که باشد فیکوسیانین ترکیبات در منفی موجود بارهای

 هاشدن لایه باز نتیجه در و ذرات نانولیپوزومی دفع موجب

در دمای محیط  .]27[شود می هااندازه نانولیپوزوم افزایش و

 شوند وها به دلیل سیالیت بالای غشا، آگلومریزه میلیپوزوم

دهند که افزایش اندازه ذرات و توزیع لخته تشکیل می

ناهمگون ذرات را در پی خواهد داشت. اجاق و همکاران 

( با بررسی تاثیر فرایندهای مختلف بر پایداری 2022)

های حاوی پپتیدهای زیست فعال، نشان  فیزیکی نانولیپوزوم

درجه  20ها در دمای  دادند که اندازه ذرات نانولیپوزوم

های نگهداری شده در  تر از اندازه ذرات نانولیپوزوم گبزر

درجه سیلسیوس بود که همراستا با نتایج این بخش  4دمای 

ها در معرض تجمع و تشکیل  عموما لیپوزوم  .]35[بود 

باشند.  های بزرگتر در طول زمان می وزیکول

های لیپوزومی تمایل به حرکت به سمت حداقل  دیسپرسیون

انرژی و رسیدن به پایداری ترمودینامیکی بیشتر دارد. 

های  افزایش پایداری مشاهده در پایداری لیپوزوم

د با دافعه استریک و توان دهی شده با کیتوزان می پوشش

الکترواستاتیک توضیح داده شود. نتایج این مطالعه بیانگر 

تر لیپوزوم منجر به انتشار  این مطلب بود که غشای ضخیم

های پوشش شده گردید که  کندتر فیکوسیانین از طریق لایه

در نتیجه آن اندازه ذرات در طول نگهداری نسبت به 

یتوزان استفاده نشده بود، هایی که در آنها از پوشش ک نمونه

 .]33[کاهش یافت 

Table 2- Effect of storage conditions on particle size (nm) 

Time Storage (days) Storage 

temperature 

(° C) 

Liposome 

type 
28 21 14 7 1 0 

183.30±0.60lmn 176.30±1.90mno 164.70±3.00nop 139.00±2.10pq 93.63±1.40s 84.67±1.40s 4 NL 
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205.00±3.80jkl 201.00±1.70klm 180.30±4.40lmn 151.00±2.10op 93.33±1.40s 84.67±1.40s 25 

553.00±9.70c 473.60±7.00d 336.00±7.10h 262.00±3.00i 105.673±4.30rs 92.33±1.5s 4 NLP 

835.30±1.40a 709.70±2.90b 545.00±2.60c 376.30±5.20fg 121.33±2.20gr 92.33±1.70s 25 

357.30±0.50gh 350.00±3.90gh 344.00±0.80h 261.00±2.00i 229.40±2.00j 212.70±2.70jk 4 NLPC 

549.00±2.60c 445.30±5.70d 440.30±1.20e 393.30±3.40f 262.30±5.00i 212.70±2.70jk 25 

Numbers with the same letters have no significance at the 5% level and NL: Empty nanoliposomes,  NLP: 

nanoliposomes containing phycocyanin and NLPC: nanoliposomes containing phycocyanin coated with 

chitosan. 

 

 بررسی شرایط نگهداری بر پتانسیل زتا -3-8

ها مربوط  کمترین پتانسیل زتا نمونه، نشان داد که 3جدول 

ام  21به نمونه لیپوزوم فاقد فیکوسیانین بود که تا روز 

داری  درجه سیلسیوس تغییر معنی 4نگهداری در دمای 

ام  14درجه سیلسیوس از روز  25نداشت ولی در دمای 

داری افزایش یافت، در اکثر  صورت معنی نگهداری به

داری  ان نگهداری تاثیر معنیها نیز درجه حرارت و زم نمونه

( 2019ها نداشت. لوجان و همکاران ) بر پتانسیل زتا نمونه

های حاوی  با بررسی که روی سنیتیک تشکیل نانولیپوزوم

انجام دادند، بیان داشتند که درجه  ریبونوکلئیک اسید

داری بر میزان پتانسیل  حرارت و زمان نگهداری تاثیر معنی

نداشت که با نتایج این بخش مطابقت های تولیدی  زتا نمونه

( نیز نشان دادند 2014محمدی و همکاران ) .]36[داشت 

های  داری در پتانسیل زتا نمونه که زمان نگهداری تغییر معنی

روز  30در طول مدت زمان  D3نانولیپوزوم حاوی ویتامین 

در یک سیستم کلوئیدی  در  .]37[ نگهداری نداشت

ه یونی غیرمتحرک )لایه استرن( و اختلاف پتانسیل بین لای

لایه متحرک )لایه انتشار(، در اتمسفر یونی اطراف ذرات 

شود. پتانسیل زتا بهترین باردار، پتانسیل زتا نامیده می

شاخص برای تعیین وضعیت الکتریکی سطح ذرات است 

زیرا نشان دهنده میزان تجمع بار در لایه غیر متحرک و 

روی سطح ذره است و  های مخالف برشدت جذب یون

-بنابراین بار ذرات اغلب بر حسب پتانسیل زتا گزارش می

شود. بالا بودن پتانسیل زتای ذرات کلوئیدی موجب بالا 

رفتن نیروی دافعه الکترواستاتیک و در نتیجه افزایش 

که با توجه به نتایج  ]38[شود پایداری فیزیکی سیستم می

های حاوی  دست آمده در این پژوهش نانولیپوزوم به

لیتر  گرم بر میلی میلی 2/0داده شده با  فیکوسیانین پوشش

کیتوزان دارای بالاترین پتانسیل زتا و در نتیجه افزایش 

پایداری سیستم هستند.

 
Table 3- Effect of storage conditions on zeta potential (mV) 

Time Storage (days) Storage 

temperatur
e (° C) 

Liposo

me 
type 

28 21 14 7 1 0   

-16.00±0.3fg -16.33±0.3fg -17.00±0.7fgh -17.67±0.1gh -17.67±0.1gh -18.33±0.3h 4 NL 

-15.33±0.3f -15.67±0.2f -16.00±0.3fg -17.00±0.7fgh -17.67±0.1gh -18.33±0.3h 25 

-12.00±0.5de -11.67±0.4de -12.00±0.5de -12.00±0.5de -12.67±0.3e -12.33±0.5e 4 NLP 

-9.33±0.4c -10.33±0.5cd -1033±0.5cd -11.33±0.7de -11.67±0.4de -12.33±0.5e 25 

15.83±0.2ab 16.33±0.1ab 16.67±0.1a 15.33±0.6ab 16.00±0.2ab 16.20±0.20ab 4 NLPC 
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16.67±0.1a 15.67±0.2ab 14.64±0.3b 15.67±0.4ab 16.67±0.1a 16.20±0.20ab 25 

Numbers with the same letters have no significance at the 5% level and NL: Empty nanoliposomes,  NLP: 

nanoliposomes containing phycocyanin and NLPC: nanoliposomes containing phycocyanin coated with 

chitosan.

 

 گیری کلی نتیجه -4
های  در این مطالعه انکپسولاسیون فیکوسیانین در نانولیپوزوم

داده شده با کیتوزان مورد بررسی قرار گرفت. نتایج  پوشش

نشان داد که غلظت کیتوزان در راندمان انکپسولاسیون، 

ها تاثیر گذار بود که با  پتانسیل زتا و اندازه ذرات نمونه

افزایش یافت. از  ها افزایش غلظت کیتوزان پتانسیل زتا نمونه

طرفی نتایج مشخص نمود که شرایط نگهداری نیز در 

ای که با افزایش  گونه های تولیدی موثر بود به پایداری نمونه

دما و زمان نگهداری راندمان انکپسولاسیون کاهش ولی 

ها  دهی نانولیپوزوم اندازه ذرات افزایش یافت ولی با پوشش

سیون در روزهای توسط کیتوزان کاهش راندمان کسپولا

توان گفت که غشای  انتهایی نگهداری کمتر بود. در پایان می

دولایه مورد استفاده در این تحقیق و همچنین نگهداری 

گراد تا  درجه سانتی 4های تولیدی در دمای  نانولیپوزوم

 گردد. حدود زیادی منجر به افزایش پایداری فیکوسیانین می
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

Increasing and improving the stability of colors in food during processing and also 

controlling the release until consumption is one of the most important issues and 

challenges in the use of natural colors in food. Hence, the objective of this study 

was to produce phytocyanin-containing nanoliposomes coated with chitosan by 

thin-layer ultrasonic hydration method to increase the stability of phycocyanin and 

to investigate its physical properties and encapsulation efficiency during storage. 

In this study, phycocyanin was coated with different concentrations of chitosan (0, 

0.1, 0.2, 0.4, and 0.6 mg/mL) and stored at two temperatures (4 and 25° C) for 28 

days. Then, to determine the best concentration of chitosan for coating the 

nanoliposomes, encapsulation efficiency, particle size, and zeta potential tests 

were performed. The results revealed that by increasing the concentration of 

chitosan to more than 0.2 mg/mL, no significant change in encapsulation 

efficiency was observed (p> 0.05). The sample without chitosan had the lowest 

particle size which was not a significant difference from samples containing 0.2 

and 0.4 (p> 0.05). Increasing chitosan in the coating of nanoliposomes has led to 

increased zeta potential. Finally, a sample containing 0.2 mg/mL chitosan was 

selected as the best sample. Findings from analyses performed during the storage 

of nanoliposomes showed that nanoliposomes containing phycocyanin, which did 

not have any chitosan coating, had the highest encapsulation efficiency. On the 

other hand, it was found that with increasing storage temperature and storage 

time, the encapsulation efficiency decreased but the particle size increased. The 

lowest zeta potential of the samples was related to the phycocyanin-free 

nanoliposome sample which did not change significantly until the 21st day of 

storage at 4 °C. Scanning electron microscopy (SEM) images of the samples also 

confirmed the results of particle measurements. 
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