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  چکیده
لیکن . استقان قرار گرفتهمورد توجه بسیاري از محقزیست فعال  پپتیدهايضایعات حاصل از آبزیان به عنوان منبعی از هاي اخیر در سال

  زیکی، منجربه رهایش کنترل شده و یباشد تا علاوه بر افزایش پایداري فهاي محافظتی میتولید پپتیدهاي زیست فعال نیازمند روش
ماهی مستخرج از حامل پپتیدهاي زیست فعال  هاينانولیپوزومتولیدتحقیق حاضر با هدف لذا، . سازي تاثیر آن طی مصرف گرددنهبهی

با ،به منظور افزایش پایداري فیزیکی کیلودالتون 30تا بالاي  3زیر   اجزاي پپتیدي در محدودهبا ) Cyprinus carpio(کپور معمولی 
نانومتر با پتانسیل زتاي  9/533تا  9/333ها در محدوده نتایج نشان دادمیانگین اندازه ذرات نانولیپوزوم.تپوشش کیتوزان انجام گرف

ی موثر از هطور قابل توجه پوشانی بنانومقادیر راندمان . داردقرار  54/0تا  PDI (2/0(میلی ولت و شاخص پراکندگی  +3/46تا -03/54
در نانولیپوزوم حامل پپتید با وزن مولکولی کمتر ) 57/72% ± 51/0(پوشانی نانوحدکثر راندمان تغییرات غلظت کیتوزان در پوشش بود و 

بررسی میزان رهایش پپتید در محیط بیرون تنی حاکی از تاثیر پوشش بر کند . درصد کیتوزان مشاهده شد1کیلو دالتون با پوشش  3از 
/ ها پس از فرایندهاي انجمادتر پپتید از لیپوزومپایداري فیزیکی انتشار سریع باارزیابی. نمودن رهایش و افزایش پایداري پپتیدها بود

درجه  20و  4ها در دو دماي نتایج نگهداري دراز مدت نانولیپوزوم .رهیدراسیون مشاهده شد/ کردن انجماديانجمادزدایی و خشک
 ها گردیدعه بین ذرات سبب پایداري بیشتر نانولیپوزومگراد مشخص نمود پوشش کیتوزان با افزودن ضخامت غشا و افزایش دافسانتی

در جهت کاربرد در صنعت  روشی مناسبتواند پوشانی پپتیدهاي زیست فعال در حامل لیپوزومی مینانونتایج تحقیق حاضر نشان داد 
  .غذا و دارو باشد
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  مقدمه -1
  هاي دریایی، نیمی از کل تنوع زیستی جهان را شاملگونه
با زیستی شمار از ترکیبات جدید دریا منبعی بی .گردندمی

ه باکتریایی، تحریک کننداکسیدانی، ضد آنتیهاي ویژگی
باشد که پتانسیل میسیستم ایمنی و کاهش کلسترول خون 

 غذایی هايفرآورده تولیدو همچنین  دارو تصنعرداستفاده 
را دارا  کننده مصرف سلامت سطحدر جهت ارتقاء فراسودمند 

در حال حاضر ترکیبات زیست فعال به عنوان اجزاي . باشندمی
تانسیل بهبود طبیعی و یا به عنوان مکمل در مواد غذایی با پ

 ).21(دهند اي فراتر از محصول ارائه میسلامت، ارزش تغذیه
نحو  بهحاصل از ضایعات آبزیان  زیستی ترکیبات اگراین
کاهش  باعث طرف ازیک قرارگیرند، استفاده مورد مطلوب
 از و شده هاآن ریختن دور از ناشی محیطی زیست آلودگی

 بازیافت قابل ارزش با هايپروتئین داشتن لحاظ به سوي دیگر
امروزه مطالعات بسیاري با هدف تولید پپتیدهاي . باشندمی

براي ) 1FPH(زیست فعال از پروتئین هیدرولیز شده ماهی 
        کنندگی، امولسیونخصوصیات  اي با تولید فرآورده

کنندگی، بهبود ظرفیت نگهداري آب و پایداري کف
ها این پپتید. )15،4(متمرکز شده است هاي غذایی فرآورده

معمولا در ساختار کلی پروتئین ها غیر فعال هستند و براي 
دستیابی به خواص زیست فعال باید از ساختار پروتئین جدا 

هاي اخیر تحقیقات بیشتري با هدف آزادسازي در سال. شوند
پپتیدهاي زیست فعال از منابع پروتئینی به عنوان ترکیبات فعال 

ت استفاده در محصولات غذایی و تولید فیزیولوژیکی به جه
آنزیم آلکالاز به  ).20(غذاهاي فراسودمند انجام گرفته است 

هاي منحصر به فرد مانند درجه هیدرولیز بالا در دلیل ویژگی
مدت زمان نسبتا کم تحت شرایط متعادل مورد استفاده قرار 

 خواص به بررسی) 2014( وهمکارانچاکرابارتی . گیردمی
پروتئین  جمله از پپتیدها حاوي غذایی مواد هابیالت ضد

دست  به پپتیدهاي ها دریافتندآن. هیدرولیز شده ماهی پرداختند
 همچون دیگري بیولوژیک هايفعالیت ایجاد باعث آمده

                                                           
1- Fish Protein Hydrolysate 

فارماکولوژیک  میکروبی، ضد فیزیولوژیکی هايواکنش
در کنار خواص متعدد . )2( شوندمی وایمونولوژیک
      تیدهاي زیست فعال به علت دارا بودن کارکردي، پپ

باشند که می تلخگریز داراي طعمی هاي جانبی آبزنجیره
اغلب در طول روند کهنگی در محصولات تخمیري و در طول 
 فرآیند آنزیمی براي تولید پروتئین هیدرولیز شده به وجود 

آید و سبب مقبولیت کمتري از سوي مصرف کنندگان می
گریز و همچنین  تلخی ناخوشایند پپتیدهاي آب. )18(گردد می

حساسیت بالاي و عدم پایداري این ترکیبات، سبب محدودیت 
   از .گردداستفاده از این ترکیبات در محصولات غذایی می

جایی که اغلب اسیدهاي آمینه و پپتیدهاي زیست فعال در آن
زدایی شامل حذف هاي تلخیطبیعت آب گریز هستند، روش

گریز با روش کروماتوگرافی، جذب پپتیدهاي تلخ با د آبپپتی
تخراج گزینشی با الکل منجر به از دست رفتن سکربن فعال و ا

       لذا در این راستا استفاده از .گرددمیفعالیت زیستی آن 
زیست فعال حساس  هايپپتیدمانعی بین ، پوشانینانو آوريفن

ه طعم و بوي نامطلوب کند و در نتیجو محیط اطراف برقرار می
شود، را پوشش داده و سبب افزایش زیست فراهمی می

پوشانی اجزاي فعال، افزایش نانودلایل مهم دیگر همچنین از 
هاي از واکنش و ممانعتطی فرایند و کاهش تخریب پایداري 
    ، اصلاح ب با دیگر اجزا در محصولات غذایینامطلو
 ظور امکان جابجایی هاي فیزیکی مواد اولیه به منویژگی
 از یکی.باشدپراکندگی یکنواخت عامل فعال میتر و آسان
 زیست مواد پوشانی درون براي که لیپیدي هايحامل انواع
 .باشندمی هالیپوزوم شود،می استفاده دارو-غذا و فعال

هاي لازمولکو شده تشکیل کلوئیدي ذراتها منانولیپوزو
 آب با واکنش محض به ستندکهه) فسقولیپیدها اعمدت( لیپیدي

    تجمع اي دولایه غشاهاي فرم به و یافته سازمان صورت به
 برشی نیروي و انرژي شدن ودراثروارد یابندمی

 در )وزیکول(کروي صورتبه ) سونیکاسیون هموژنیزاسیون،(
هاي حامل نانویی، انتقال پپتیدها را از بین موانع سیستم .آیندمی
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ل در رسیدن پپتید به مکان مورد نظر زیستی که سبب اختلا
فسفولیپیدهاي دو لایه به طور معمول . دهندشوند بهبود میمی

هاي شکل گرفته از نانومتر ضخامت دارند و لیپوزوم 6تا  3بین 
میکرومتر داشته  50نانومتر تا  50 توانند قطري بینها میآن

اطی مري چسبنده مخهاي پلیاستفاده از سیستم. )10(باشند
مانند کیتوزان، مهمترین گام در جهت افزایش تحویل 

. باشدلیپوزومی پپتیدهاي زیست فعال به شکل خوراکی می
هاي کامپوزیتی داراي هاي پایدار شده با سیستملیپوزوم

پایداري بالا همراه با رهایش تدریجی بوده و در مقایسه با 
کارایی را مر هاي بر پایه پلیهاي خالص و یا سیستملیپوزوم

هدف  - 1بدین منظور تحقیق حاضر با . دهندافزایش می
استفاده بهینه از ضایعات ماهی حاصل از فیله کردن جهت 

نانوپوشانی پپتیدهاي زیست  -2؛ تولید فرآورده با ارزش افزوده
فعال بدست آمده در سیستم لیپوزومی جهت پوشاندن طعم 

وري و شرایط افزایش پایداري فیزیکی طی فرآ -3؛ نامطلوب
  .است رهایش کنترل شده انجام شده -4مختلف نگهداري و 

  
  هامواد و روش -2
  مواد - 2-1

گرفته شده از ) واحد آنسون بر گرم 4/2فعالیت (آنزیم آلکالاز 
شرکت سیگما آلدریچ، (باکتري باسیلوس لیکنی فورمیس 

، آب )Cyprinus carpio(ماهی کپور معمولی ، )آمریکا
، )DPPC(، فسفولیپید 41غذ صافی واتمن دیونیزه، کا

، کیتوزان )شرکت مرك، آلمان(هیدروکسید سدیم کلسترول، 
و اسید %) 85-75درجه داستیلاسیون (با وزن مولکولی متوسط 

سرم آلبومین ) (شرکت سیگما آلدریچ، آمریکا(استیک 
، تري کلرو استیک اسید )شرکت مرك، آلمان( 1گاوي

شرکت زیست (فسفات نمکی  ، بافر)شرکت مرك، آلمان(
تمامی مواد شیمیایی مورد استفاده در ).مواد فارمد، ایران

  .آزمایش از درجه آزمایشگاهی برخوردار بودند
  

                                                           
1 - Bovine Serum Albumin 
 

  تهیه پروتئین هیدرولیز شده ماهی - 2-2
از  )Cyprinus carpio( امعا و احشا ماهی کپور معمولی

وسط کیلومتري شهرستان گرگان تهیه و ت 40در  مزارع پرورش
به منظور غیرفعال . دستگاه چرخ گوشت کاملا هموژن گردید

گراد درجه سانتی 85هاي داخلی، نمونه در دماي نمودن آنزیم
امعا و احشا توسط محلول بافر . دقیقه قرار گرفت 20به مدت 

دقیقه  5رقیق و به مدت ) حجمی: وزنی( 2:1فسفات با نسبت 
بهینه  pHیدن به سپس براي رس. در دماي محیط هموژن شدند

نرمال مخلوط به  2/0براي فعالیت آنزیم با هیدروکسید سدیم 
pH  پروتئین هیدرولیز شدهبراي تهیه . رسانده شد 5/8برابر ،

گرم از  50لیتري حاوي میلی 250هاي عمل هیدرولیز در ارلن
با ) Comecta, Spain(نمونه در دستگاه انکوباتور متحرك 

       آلکالاز  آنزیم. قرار داده شددور در دقیقه  200 سرعت
ها به به نمونه) میلی لیتر آنزیم 1واحد آنسون به ازاي  4/2(

در انتهاي آزمایش . درصد وزن مخلوط اضافه گردید 1نسبت 
درجه  95ها در دماي هاي آنزیمی، نمونهبا هدف قطع واکنش

ها بعد از نمونه. دقیقه قرار گرفتند 15گراد به مدت سانتی
سیدن به دماي اتاق توسط سانتریفیوژ ر
)Hermle Labrotechnich GmbH z206a, Germany (

 g ×8000گراد در درجه سانتی 10دقیقه در دماي  20به مدت 
  ).17(جمع آوري گردید  2سانتریفیوژ و مایع روماند

  
  )%DH(گیري درجه هیدرولیزاسیون اندازه - 2-3

ي کلرو استیک اسید در نمونه با تر) 3DH(میزان هیدرولیز 
)TCA( 20  درصد)و  اویسی پورطبق روش ) حجمی/حجمی

بدین منظور . مورد ارزیابی قرار گرفت) 2013(همکاران 
کاملا مخلوط  TCAمحلول پروتئینی با حجم یکسان با محلول 

 gگراد با دور درجه سانتی 20دقیقه در دماي  5و به مدت 

   در محلول نیپروتئ غلظتسپس . سانتریفیوژ شد 6700×
 گردید نییتعه وریب روش به درصد 10 دیاس کیاستکلرويتر
  محاسبه گردید 1 رابطه طبق(DH) زیدرولیه درجه. )17(

                                                           
2-Supernatant 
3-Degree of Hydrolysis 
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  1رابطه 

DH (%) =  

  
  هاي حامل پپتیدهاي زیست فعالتهیه نانولیپوزوم - 2-4

پروتئین هیدرولیز شده براي رسیدن به پپتیدهاي با وزن 
کیلودالتون از اولترافیلتراسیون  30و بیش از 3کمتر از مولکولی 

)EMD, Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany( هاي سپس براي تهیه نانولیپوزوم. عبور داده شد
و ) لیترمیلی/ گرممیلی 10(حامل پپتید، هیدرولیزه پروتئین 

 4:8(   معادل  )گرممیلی 30:30(با نسبت کلسترول  /فسفولیپید
در آب مقطر هیدراته شده و با گلیسرول تا دماي ) مولارمیلی

مخلوط توسط  pH. گراد حرارت داده شددرجه سانتی 60-80
گراد با سانتی   درجه  60 مولار و حرارت  2هیدروکسید سدیم 

 3/7تکان دادن مداوم به مدت یک ساعت توسط شیکر به 
ن شده و با هاي خام، تحت فشار بالا هموژلیپوزوم. رسانده شد

از محلول ) حجمی/درصد وزنی 1 و 5/0( هاي متفاوتینسبت
محلول کیتوزان با حل شدن کیتوزان در اسید استیک (کیتوزان 

1 %v/v در دماي اتاق به مدت یک ساعت با ) گرددتهیه می
 25محلول لیپوزومی در دماي . مخلوط گردید 200rpmدور 

سونیکاسیون قرار تحت  200upsدرجه با سونیکاتور با پروب 
ها در دماي محیط تحت گاز نیتروژن قرار نانولیپوزوم. گرفت

  ).1(گرفته و براي مراحل بعدي آزمایش نگهداري شد 
  
هاي حامل ارزیابی خصوصیات فیزیکی نانولیپوزوم - 2-5

  پپتید
  )PDI(اي ذره اندازه توزیع اندازه ذره و تعیین -1- 2-5

 از رقیق پس هالیپوزوم ايذره اندازه توزیع و ايذره اندازه
نور پویا  تفرق روش به بافر برابر با 10میزان  به نمونه کردن

)Dynamic light scattering ( توسط دستگاهZetasizer 

)Nano ZS (انجام گردید.  
  
  
  

  هاتعیین پتانسیل زتاي سطح لیپوزوم -2- 2-5
روش  به هالیپوزوم سطح زتاي پتانسیل درمطالعه حاضر،

Laser Doppler Micro-electrophoresis  توسط دستگاه
Zetasizer 4/7(فسفات  بافر توسط هالیپوزوم. انجام شدpH= 

،m M50 (زاویۀ  در ارزیابی و شده برابررقیق 10 میزان به -
نانومتر و در  633تنگستن –هلیوم موج و طول 173°پراکنش 

  .دماي اتاق صورت گرفت
 
ها پوشانی نانولیپوزوم درون تعیین راندمان -3- 2-5
)EE%(  

با اندکی ) 2014( لیپوشانی طبق روش درونبررسی راندمان 
ور خلاصه، در این روش راندمان به ط. تغییر انجام گرفت

کپسوله شده به  FPHپوشانی از طریق محاسبه نسبت درون
FPH  1آزاد با استفاده از کیت سنجش پروتئینBCA 

)Thermo Scientific, Waltham, MA, USA ( ارزیابی
گیري و اندازه) غیر کپسوله(بدین ترتیب میزان پپتید آزاد . شد

کپسوله شده  FPHآزاد، مقادیر  FPHکل و  FPHبا اختلاف 
 Cu+2این روش بر اساس واکنش احیاي . )12( محاسبه گردید

توسط پروتئین در محیط قلیایی و تکنیک رنگ  Cu+1به 
  .شودسنجی انجام می

  
  مطالعه رهایش -4- 2-5

لیتر از میلی 6 براي مطالعه رهایش پپتید در محیط آزمایش
لیتري ریخته میلی 15هاي نانولیپوزوم حاوي پپتید در فالکون

اضافه شد و ) PBS(لیتر بافر فسفات نمکی میلی 2شده و به آن 
گراد و درجه سانتی 37نمونه در انکوباتور متحرك در دماي 

 400در فواصل زمانی مشخص . همزده شددور در دقیقه  80
جدید  PBSمیکرولیتر  400برداشته و  دمیکرولیتر از مایع رومان

به محلول اولیه ) گراددرجه سانتی PBS  ،37دماي محلول (
وسیله تقسیم درصد تجمعی پپتید رها شده به. اضافه گشت

                                                           
1-Bicinchoninic Acid 
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به ) Mt(نمونه برداري    پپتید رها شده در هر نقطه مقدار تجمعی
دست به) M0(پوشانی شده در نمونه درونوزن اولیه پپتید 

  ). 10، 9(آمد
  2رابطه

Cumulative release percentage =   
  
  ارزیابی پایداري فیزیکی - 2-6
  انجمادزدایی/ انجماد -1- 2-6

هاي نانولیپوزوم(لیتر از سوسپانسیون ساخته شده میلی 5/0حجم 
 -30 به سرعت در دماي) ن پوشش کیتوزانحامل پپتید با و بدو

هفته  4گراد در غیاب محافظ سرمایی به مدت درجه سانتی
ها در دماي اتاق به قبل از انجام آزمایشات نمونه. فریز شدند

اندازه ذرات و . گشایی شدندساعت با ورتکس یخ 4مدت 
هاي ذکر شده ها مطابق روشپوشانی نانولیپوزومدرونراندمان 
  .گیري گردیداندازه 3-5-2و  1-5-2ش در بخ

  
  رهیدراسیون/ خشک کردن انجمادي -2- 2-6

هاي مختف تهیه شده از سوسپانسیون فرمولاسیون
ابتدا ) فاقد پوشش و پوشش دهی شده با کیتوزان(لیپوزومی

کن انجمادي خشک گردید و سپس با آب مقطر توسط خشک
ها منظور نمونه بدین. براي تعیین میزان پایداري رهیدراته شد

ساخت شرکت ، FDB-5503مدل(در خشک کن انجمادي 
Operon7/0گراد و فشار درجه سانتی -40در دماي ) ، کره 

هاي نمونه. ساعت خشک گردیدند 72میلی بار به مدت 
. هفته نگهداري شدند 4درجه به مدت  4شده در دماي  خشک

هیدراته لیتر آب مقطر رمیلی 1شده با  هاي خشکسپس، ورقه
اندازه . شده و تا رسیدن به سوسپانسیون شفاف مخلوط شدند

هاي ها مطابق روشپوشانی نانولیپوزومدرونذرات و راندمان 
   .گیري گردیداندازه 3-5-2و  1-5-2ذکر شده در بخش 

  
  )هفته نگهداري 4(نگهداري طولانی مدت  -3- 2-6

حامل پپتید، هاي به منظور بررسی پایداري فیزیکی نانولیپوزوم
 20و  4(ها با فرمولاسیون مختلف در دو شرایط دمایی نمونه
در فواصل . هفته نگهداري شدند 4به مدت ) گرادسانتی درجه

  پوشانی مطابق درونزمانی معین اندازه ذرات و راندمان 
گیري اندازه 3-5-2و  1-5-2هاي ذکر شده در بخش روش
  .گردید

  
   تجزیه و تحلیل آماري - 2-7

و  21نسخه  SPSSها با نرم افزار کلیه تجزیه و تحلیل داده
 .انجام پذیرفت 2013نسخه  Officeهاي موجود با نمودار

 انسیوار هیحاصله، از تجز يهاداده نیاختلاف ب یجهت بررس
 نییجهت تع نیهمچنو ) One-way ANOVA(طرفه  کی

ف از مختل يمارهایت نیانگیم ریمقاد نیدار ب یوجود تفاوت معن
جهت بررسی .شد استفاده≥P 05/0در سطح دانکن  آزمون

  .ها، سه تکرار در نظر گرفته شدحاضر براي هر یک از تیمار
 
  نتایج و بحث -3
  )%DH(درجه هیدرولیزاسیون  - 3-1

هاي مورد آزمایش درجه هیدرولیز در نمونه میانگین
گیري شد که با نتایج حاصل از درصد اندازه 17/0±3/48

) 7%) (52/47(درولیز ژلاتین هیدرولیز شده ماهی تن درجه هی
، )18%) (8/46(و کلاژن پوست ماهی قزل آلاي رنگین کمان 

          درجه هیدرولیز . مشابه بود) 6( %)50(و ماهی مرکب 
 نشان دهنده میزان شکافت پیوندهاي پپتیدي طی زمان هیدرولیز 

 اي به عنوان شاخصی براي تعیینباشد و به طور گستردهمی
کارکردي پروتئین هیدرولیز شده و تعیین میزان  خواص

باشد که در جهت مشخص نمودن باندهاي شکسته شده می
خصوصیات پروتئین هیدرولیز شده به منظور دستیابی به یک 

 پروتئینی بسیار دقیق به کار گرفته  -آل آنزیمیسیستم ایده
  ).17(شود می
 
هاي حامل مارزیابی خصوصیات فیزیکی نانولیپوزو - 3-2

  پپتید
  )PDI(اي ذره اندازه توزیع اندازه ذره و تعیین -1- 3-2

اندازه ذرات یک عامل مهم و اثرگذار بر میزان پایداري، 
. باشدپوشانی و رهایش ترکیبات زیست فعال میدرونراندمان 
شود میانگین مشاهده می 2و 1هايطور که در جدول همان
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اي در ده با سونیکاسیون میلههاي تهیه شاندازه ذرات لیپوزوم
نانومتر و داراي شاخص پراکندگی  9/533تا  9/333محدوده 

ي بود که نشان دهنده اندازه ذره 54/0تا  2/0در محدوده 
مناسب و یکنواختی توزیع ذرات است و با نتایج راستی و 

نتایج نشان داد . )19( مطابقت دارد) 2012(همکاران 
دهی شده با کیتوزان، ید پوششهاي حامل پپتنانولیپوزوم

. هاي فاقد پوشش داشتنداي کوچکتر از نانولیپوزوماندازه
که با افزایش غلظت کیتوزان، اندازه ذرات روندي بطوري
اندازه ذرات ) 2017(حسینی و همکاران  .شی را نشان دادکاه

نانومتر گزارش نمودند که  5/131هاي تولید شده را لیپوزوم
بانگ و همکاران . )10( تحقیق حاضر بودهمسو با نتایج 

ها را با در تحقیق خود علت کاهش در اندازه لیپوزوم) 2011(
افزودن مقادیر بالاي کیتوزان، به دلیل نیروي انقباض ناشی از 

هاي بارگذاري شده و پوشش دهی مقاومت یونی بین لیپوزوم
که با افزایش غلظت طوريشده با کیتوزان بیان کردند به

توزان، نیروي انقباضی رشد یافته و منجر به کاهش بیشتر در کی
طبق مطالعات صورت گرفته، اندازه ). 1(گردد اندازه ذرات می
کارگیري در ها در تحقیق حاضر به منظور بهذرات نانولیپوزوم

شاخص ).23(شود صنایع غذایی و دارویی مناسب گزارش می
        1تا  0ده پراکندگی، توزیع اندازه ذرات را در محدو

شاخص بس پاشیدگی در ). 13(کند گیري میاندازه
دهنده پراکندگی کمتر و همگن بودن اندازه ها نشاننانولیپوزوم

محدوده شاخص پراکندگی بدست آمده با . باشدذرات می
) 2018(زاده و همکاران و رمضان) 2015(نتایج لی و همکاران 
  . )18، 13 ،8( مطابقت دارد) 2018(و حسنی و همکاران 

  
  هاپتانسیل زتاي سطح نانولیپوزوم -2- 3-2

 ستا هازوملیپو مهم فیزیکی يیژگیهادیگر و از تازپتانسیل
 ،میکند پیشبینی یکژبیولو یطاشر در را زوملیپو دعملکر که

 اريپاید ايبر شاخصی و ستا هالیکووز سطحی ربا نمایانگر
یل زتا، به عبارت دیگر، پتانس. )8( کلوئیدي استسامانه  یک

. اختلاف پتانسیل بین لایه باردار ساکن و بقیه فاز پیوسته است
کاهش اختلاف پتانسیل زتا به زیر مقدار بحرانی، موجب در 
هم ریختن لایه دو گانه باردار اطراف ذرات و تجمع ذرات 

     - 4/50در مطالعه حاضر، میانگین پتانسیل زتا از .شودمی
مل پپتید با وزن مولکولی میلی ولت در نمونه نانولیپوزوم حا

دهی هاي پوششدر نانولیپوزوم +3/46پائین و فاقد پوشش تا 
درصد کیتوزان متغیر بود، که با تحقیق انجام  1شده با غلظت 

مطالعات پیشین نشان . همسویی دارد) 2012(شده توسط جناپ 
 بیش ازیتازپتانسیلدادند بیشترین پایداري در ذرات با 

با توجه به . باشدمیلتومیلی-30متر ازو یا ک لتومیلی+30
توان نتایج بدست آمده از تجزیه و تحلیل پتانسیل زتا می

گذار بر مقادیر پتانسیل زتا غلظت کیتوزان، عاملی تاثیردریافت 
  ).2و 1جدول (بود 

  
  کیلودالتون 3<پپتید با وزن مولکولی هاي حامل بر خصوصیات فیزیکی نانولیپوزوم) درصد 1و  5/0(تاًثیر سطوح مختلف کیتوزان  -1جدول

 

میانگین اندازه ذرات 
)نانومتر(  

شاخص پراکندگی 
 ذرات

پوشانی نانوراندمان 
(EE%) 

میلی (پتانسیل زتا 
 )ولت

  -a 56/5 ± 20/427  a 05/0 ± 32/0  c 02/2 ± 83/48  c 56/1 ± 40/50 نانولیپوزوم فاقد پوشش
نانولیپوزوم با پوشش 

) درصد 5/0( کیتوزان   b 47/8 ± 53/364  a 06/0 ± 33/0  b 41/1 ± 50/65  b 50/2 ± 27/30-  
نانولیپوزوم با پوشش 

)درصد 1(کیتوزان   c 63/11 ± 90/333  b 04/0 ± 20/0  a 51/0 ± 57/72  a 6 ± 30/46  
  انحراف معیار است ±ها بصورت میانگین داده

.باشدها میبین تیمار )≥05/0p(داري حروف لاتین غیر مشابه در هر ستون نشان دهنده معنی
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  کیلودالتون 30>هاي حامل پپتید با وزن مولکولیبر خصوصیات فیزیکی نانولیپوزوم) درصد 1و  5/0(تاًثیر سطوح مختلف کیتوزان  -2جدول 

 

میانگین اندازه ذرات 
)نانومتر(  

شاخص پراکندگی 
 ذرات

پوشانی نانوراندمان 
(EE%) 

میلی (پتانسیل زتا 
)ولت  

ولیپوزوم فاقد پوششنان  a 37/3 ± 97/533  a 04/0 ± 54/0  c 80/1 ± 07/36  c 1 ± 03/54 -  
نانولیپوزوم با پوشش 

)درصد  5/0( کیتوزان   a 12/3 ± 50/527  a 04/0 ± 44/0  b 14/2 ± 43/47  b 85/1 ± 17/34-  
نانولیپوزوم با پوشش 

)درصد  1( کیتوزان   a 60/8 ± 27/525  a 08/0 ± 45/0  a 36/1 ± 57/67  a 82/1 ± 73/41  
  انحراف معیار است ±ها بصورت میانگین داده

  .باشدها میبین تیمار) ≥05/0p(داري حروف لاتین غیر مشابه در هر ستون نشان دهنده معنی
  

  )%EE(ها لیپوزومنانوپوشانی درونراندمان  -3- 3-2
پایداري  جهتارزیابیمهم  هايشاخصپوشانی از درونراندمان 

کیبات کپسوله شده و توانایی نانولیپوزوم در جلوگیري از تر
هاي پوشانی در لیپوزومنانوراندمان مقادیر . استخروج هسته 

مورد  در پوشش هاي متفاوت کیتوزانحامل پپتید با غلظت
نتایج نشان داد تفاوت در مقادیر کیتوزان . بررسی قرار گرفت

پوشانی نانوان بر مقادیر راندم) ≥05/0P(داري تاثیر معنی
مورد استفاده در که با افزایش درصد کیتوزان  طوري به. داشت

هاي حاوي پپتید با دو وزن مولکولی، پوشش نانولیپوزوم
مقادیر ). 2و 1جدول (پوشانی نیز افزایش داشت نانوراندمان 

توان به هاي فاقد پوشش را میراندمان در نانولیپوزومکمتر 
پوشانی نانو. مرتبط دانستنتریفیوژ آسیب ناشی از عمل اولتراسا

 1(هاي پوشش دار پپتید با وزن مولکولی پائین در نانولیپوزوم
نتایج . درصد گزارش گردید 57/72±51/0) درصد کیتوزان

در عین دهی روش فراصوت  تحقیق حاضر نشان داد که
   راندمان . سادگی، میزان درون پوشانی قابل قبولی دارد

نانولیپیوزم مانند  هايویژگیبر  یرگذارتأثپوشانی عاملی درون
، پایداري فیزیکی، مورفولوژي و میزان اکسایشیپایداري 
 کروي ساختارهاي هالیپوزوم. باشدمیترکیبات هسته رهایش 
 مانند هاي،سورفکتانت تشکیل شده توسط ايدو لایه

 بخش آبی هاي هسته حاضر، درپژوهش .هستند فسفولیپیدها
               خواص به توجه با ولیپیدفسف لایه دو و دوست آب

 پپتیدهاي زیست فعال براي گاهیذخیره به عنوان گریزآن آب
 و ذرات اندازه کردند که گزارش پیشین تحقیقات .باشندمی

راندمان  بر موثر از جمله عوامل هالیپوزوم مخصوص سطح
 سیستم در محصور ترکیبات با ارزش و حساس پوشانی درون

  ).10، 8(هستند لیپوزومی
  
  هاالگوي رهایش پپتید از نانولیپوزوم -4- 3-2

هاي فاقد مطالعه رهایش پپتید با دو وزن مولکولی از نانولیپوزوم
هاي مختلف پوشش و پوشش دهی شده با کیتوزان با غلظت

نتایج رهایش . نمایش داده شده است) الف و ب( 1در شکل 
 دهد بدین صورت که درپپتید یک فرآیند دو فازي را نشان می

 ،ساعات ابتدایی رهایش به صورت انفجاري و بعد از این زمان
با افزایش غلظت کیتوزان . کندرهایش کندي را ارائه می

رهایش . پوشش اثر انفجاري به طور چشمگیري کاهش یافت
سریع در ساعات ابتدایی آزمایش احتمالا به دلیل بازجذب 

کوبی . باشدها میسطحی پپتید جذب شده از سطح نانولیپوزوم
رهایش تدریجی ترکیبات هسته پس از ) 2004(و همکاران 

گذشت یک ساعت از عمل هضم را به انتشار هسته از طریق 
هاي پوشش، بخش هیدروکربنی غشا و منافذ موجود در لایه

هاي داراي تمامی لیپوزوم.)11( درون غشا نسبت داده اند
نموده  هاي فاقد پوشش پایدارتر عملپوشش نسبت به لیپوزوم

است که احتمالا علت این پدیده تشکیل یک لایه محافظتی
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قوي با جذب الکترواستاتیک بین کیتوزان و سطح نانولیپوزوم  
وسیله از مواجهه لیپوزوم با محیط خارجی باشد، که بدینمی

رهایش انواع ترکیبات زیست فعال  .آوردممانعت به عمل می
از جمله فرسایش  هاي متعددياز نانوذرات توسط مکانیزم

بر اساس ). 9(دهد سطحی، تجزیه، انتشار و واجذبی رخ می
دست آمده در تحقیق حاضر، رهایش سریع در ساعات ه نتایج ب

ابتدایی آزمایش احتمالا به دلیل جذب پپتید از سطح 
رهایش تدریجی ترکیبات هسته به . باشدها مینانولیپوزوم

هاي هیدروکربنی خشهاي پوشش، بانتشار هسته از طریق لایه
. باشدهاي موجود در سطح مرتبط میها و منافذ و حفرهلایه

    ها نشان داد که الگوي رهایش پپتید از نانولیپوزوم
کیتوزان در پوشش % 1  هاي تهیه شده با فرمولاسیوننانولیپوزوم

کمترین میزان  هاي فاقد پوشش،به ترتیب بیشترین و نانولیپوزوم
در مطالعه رهایش بایستی نوع تعاملات بین . رهایش را داشتند

 به زیاد اولیه رهایش.هسته و ترکیبات دیواره مد نظر قرار گیرند
 داروي به حدي تا همچنین و سریع تورم اسطهه وب  دارو انتشار
میزان ).  24(شود می داده نسبت ذرات سطح در شده ذبج

 رحلهم دراین زیرارهایش در مرحله دوم تفریبا محدودتر بود 
       باید و یافته رهایش محیط در یپپتید سطحهاي لکولوم
 از هستند ترنانوذره داخلی هاي درلایه پپتیدکه هاي لکولوم

 حالتاین در و گردند خارج پلیمر سازوکارانتشارازبستر طریق
با توجه به نتایج . بود خواهد غالب سازوکار عنوان به انتشار

هاي حامل پپتید با ق حاضر مشخص گردید نانولیپوزومیقحت
کیلودالتون در هر سه فرمولاسیون  3وزن مولکولی کمتر از 

هاي حامل پپتید با وزن رهایش کندتري را نسبت به لیپوزوم
مطالعات پیشین . کیلو دالتون داشتند 30مولکولی بالاي 

 موثر یپپتیدها فعال زیست خواص بر زیادي عواملدریافتند، 
 درجه پروتئاز، آنزیم نوع هب توانمی جمله از باشندمی

 شرایط و یپپتیدها آمینواسید ترکیب مولکولی، وزن هیدرولیز،
 عامل ترینمهم اما. اشاره نمود pHدما، زمان و  شامل هیدرولیز
 رهایش با مشابهی نتایج). 17(باشد می مولکولی وزن موثر،
 نانوذرات با شده توکوفرول کپسوله درصدي در آلفا 89اولیه 
 و لو توسط کندتر رهایش یک ادامه در و نکیتوزا

  .)14( شد گزارش )2011(همکاران

  
  )الف( 
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  )ب(
  یلودالتونک 30>وزن مولکولی ) ب(کیلودالتون،  3<وزن مولکولی) الف(پروفایل رهایش برون تنی پپتید در نانولیپوزوم هاي حامل پپتید با  -1شکل 

  
  پایداري فیزیکی - 3-3

هاي حامل پپتید با وزن میزان پایداري فیزیکی لیپوزوم
با ) پوشش دهی شده با کیتوزان و فاقد پوشش( مولکولی پایین 

پوشانی بعد از درونسنجش تغییرات در اندازه ذرات و راندمان 
کردن انجمادي و فرآیندهاي انجماد و انجمادزدایی، خشک

سپس قابلیت نگهداري . مورد ارزیابی قرار گرفترهیدراسیون 
 20و  4هاي حاوي پپتید، تحت دماي بلند مدت نانولیپوزوم

  .گیري شدهفته اندازه 4گراد به مدت درجه سانتی
  
  انجمادزدایی/ انجماد -3-3-1

هاي نانولیپوزوم  گرددمشاهده می 3و  2طور که در شکل همان
بیشترین افزایش را در فاقد کیتوزان پس از انجمادزدایی 

  
دار همچنین کاهش معنی. یانگین اندازه ذرات نشان دادندم

در نانولیپوزوم هاي فاقد %)  80بیش از (پوشانی شده درون پپتید
هاي پوشش مؤید تجمع بیشتر ذرات نسبت به نانولیپوزوم

با توجه به نتایج تحقیق حاضر، با افزایش . پوشش دهی شده بود
هاي حاوي پپتید تا پوشش نانولیپوزوم غلظت کیتوزان در

درصد میزان تغییرات کمتري در اندازه ذرات را  5/0غلظت 
درصد کیتوزان میانگین قطر  1هاي با شاهد بودیم و در نمونه

          با بررسی نتایج راندمان . اندازه ذرات افزایش یافت
دهی شده  هاي پوششپوشانی مشخص گردید نانولیپوزومدرون

زدایی مقادیر بالاتري از پپتید کپسوله شده را پس از انجماد
داشتند و با افزایش غلظت کیتوزان میزان پپتید کمتري از 

  .حالت کپسوله به غیر کپسوله درآمدند
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  انجمادزدایی/ میزان کاهش پپتید کپسوله شده در نانولیپوزوم تحت فرآیند انجماد -2شکل 

  

  
  انجمادزدایی/ ها تحت فرآیند انجمادتغییرات اندازه ذرات نانولیپوزوم -3شکل 

 
تغییرات شدید در اندازه ذرات و کاهش پپتید کپسوله شده طی 

     توان ناشی از دو فرآیند انجماد و انجمادزدایی را می
هاي مکانیکی در نتیجه تشکیل یخ و تخریب شیمیایی و استرس

هاي طی فرآیند انجماد، کریستال. ها دانستیپوزومفیزیکی ل
ها شوند که به نوبه خود لیپوزومیخ در محلول جامد تشکیل می

به تدریج انجماد، تراکم و غلظت . کندرا به هم نزدیک می
ها را در بخش منجمد نشده افزایش داده و بدین ترتیب لیپوزوم

در ). 3(دهد ر میها را بیشتر در معرض انعقاد و برخورد قراآن
   هاي یخ ممکن است سبباین حالت تشکیل کریستال

-ها گردد زیرا، کریستالهاي مکانیکی بر روي لیپوزوماسترس

ها نفوذ کرده و منجر توانند به درون غشاي لیپوزومهاي یخ می
گلیسرول به عنوان . ثباتی ذرات و نشت مواد هسته شودبه بی

هاي تخریب انداختن مکانیزممحافظت کننده براي به تعویق 
( گلیسرول. ذکر شده در بالا اضافه گردید
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CH2OH-CHOH-CH2OH ( داراي سه گروهOH باشد می
هاي اکسیژن موجود در با اتم Hهایی براي اتصالات که هدف

بنابر این گلیسرول پوشش ). 22(سرهاي فسفولیپیدها هستند 
ا تشکیل همحافظی بر روي غشاي داخلی و خارجی لیپوزوم

هاي یخ ها در مقابل کریستالو تا حدودي از لیپوزومداده 
با این وجود، در تحقیق حاضر . کنندتشکیل شده محافظت می

هاي فاقد پوشش خروج پپتید پس از انجمادزدایی در نمونه
) 2005(و همکاران  اوهتاك. بسیار بالا گزارش گردید

ماد توسط دریافتند افزایش پایداري لیپوزوم پس از انج
ها مطالعات آن. باشدگلیسرول وابسته به غلظت گلیسرول می

وزنی گلیسرول، خروج /درصد وزنی 15نشان داد در غلظت 
مرغ بطور هاي داراي لسیتین تخمهسته ناشی از انجماد لیپوزوم
مطالعات نشان دادند که . )16( قابل توجهی کاهش یافت

-از حد مطلوب می بکارگیري گلیسرول در مقادیر کم یا زیاد

و همکاران  یان.)12(ها گردد ثباتی لیپوزومتواند منجر به بی
گزارش کردند که سوسپانسیون پایدار لیپوزوم با ) 2015(

گردد که مقادیر پوشش کیتوزان تنها در صورتی تشکیل می
. )24( کیتوزان در غلظت مطلوب مورد استفاده قرار گیرد

ان براي پوشش دهی کامل درصورتی که مقادیر مناسب کیتوز

سطح لیپوزوم در دسترس باشد، سرعت پوشش دهی بیشتر از 
ها با مري بوده و در نتیجه پایداري لیپوزومهاي پلیتشکیل پل

پوشش دهی و افزایش مقاومت الکترواستاتیک و استریک بین 
  ).23(یابد هاي داراي پوشش کیتوزان بهبود میلیپوزوم

 
  رهیدراسیون/ يخشک کردن انجماد -3-3-2

نتایج تحقیق نشان داد طی فرآیند خشک کردن انجمادي و 
هاي فاقد پوشش و پوشش دهی رهیدراسیون در تمامی نمونه

که  طوريه شده میانگین قطر اندازه ذرات افزایش یافت ب
هاي فاقد شدت تغییرات نسبت به اندازه اولیه، در لیپوزوم

پوشانی درونایی با ارزیایی کار). 5شکل (پوشش بالاتر بود 
هاي حامل پپتید پوشش دهی شده با مشاهده گردید نانولیپوزوم

کیتوزان مقادیر بیشتري از پپتید را بصورت کپسوله داشتند و 
درصد کیتوزان کمترین میزان خروج  5/0هاي با پوشش نمونه

پپتید از نانولیپوزوم و در نتیجه پایداري بالاتري را نسبت به 
با توجه به مطالب گفته ). 4شکل (ن دادند سایر تیمارها نشا

توان دریافت طی فرآیند خشک کردن و رهیدراسیون شده، می
هاي نیز گلیسرول به عنوان محافظت کننده در پایداري لیپوزوم

  .فاقد پوشش ناکارآمد بوده است

  

  
رهیدراسیون/ کردن انجماديتحت فرآیند خشک میزان کاهش پپتید کپسوله شده در نانولیپوزوم -4شکل 
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  رهیدراسیون/ کردن انجماديها تحت فرآیند خشکتغییرات اندازه ذرات نانولیپوزوم -5شکل 

  
که گلیسرول در دماي اتاق مایع است، محصول جایی از آن

هاي کیک مانند خشک کردن ورقهنهایی بعد از فرآیند خشک
دریافتند ) 2010(استارك و همکاران . دهندده را تشکیل نمیش

هاي خشک شده به روش انجمادي داراي ظاهري لیپوزوم
. گردندچرب و چسبناك بوده و به طور کامل دوباره معلق نمی

ها که بتوانند این استفاده مناسب از ترکیبات لیوپروتکتانتبنابر
رند هنوز نیاز به ها را طی خشک شدن پایدار نگه دامولکول

ساکاریدهایی مانند سوکروز و گزارش گردید دي. بحث دارد
 ).22(ها هستند ها براي لیپوزومترهالوز مؤثرترین لیوپروتکتانت

ساکاریدها داراي تحرك بلافاصله پس از خشک شدن، دي
مولکولی بسیار کم و ویسکوزیته بالا هستند و یک مانریکس 

بدین طریق از . دهندا تشکیل میر) آمورف(اي غیر آلی شیشه
هاي لیپوزوم جلوگیري کرده و به تماس مستقیم بین وزیکول
مشاهدات نشان دادند که .. کندبهبود پایداري کمک می

ها را در مقابل غلظت بهینه پوشش کیتوزان پایداري لیپوزوم
هاي شدید فیزیکی طی خشک کردن و رهیدراسیون استرس

هاي مختلفی توجیه اند با مکانیزمتوبخشد که میبهبود می
پوشش کیتوزان با ایجاد تعادل سبب پایداري . گردد

به . کندسوسپانسون شده و از تجمع و انعقاد جلوگیري می

هاي یخ طی علاوه، نفوذ در غشاي ضخیم براي کریستال
تواند با توجه به اینکه کیتوزان نی. باشدتر میانجماد نیز سخت

مر تشکیل دهد هاي آب و پلیبین مولکول پیوندهاي هیدروژنی
هاي رود که مکانیسم محافظتی مشابهی مانند مولکولانتظار می

پوشش کیتوزان اتصالات هیدروژنی آب . شکر نیز انجام شود
هاي سر فسفولیپید جایگزین کرده و به دنبال آن را با گروه

. شوندهاي پوشش دهی شده میسبب افزایش پایداري لیپوزوم
که غلظت کیتوزان از حد مطلوب فراتر ا این وجود، هنگامیب

کیتوزان بیش از حد . یابدها نیز کاهش میرود ثبات لیپوزوم
مطلوب منجر به تجمع گسترده شده و سبب افزایش در اندازه 

. شودذرات طی فرآیندهاي انجماد زدایی و رهیدراسیون می
د توانایی در غلبه تواند سبب بهبوبنابر این کیتوزان اضافه نمی

هاي فیزیکی طی انجماد و یا خشک کردن گردد، زیرا بر تنش
) Depletion(باعث تجمع ذرات ناشی از پدیده تهی سازي 

فلوکولاسیون تهی سازي مشابه مکانیسم موجود در . شودمی
کیتوزان (مر غیر جذب که یک پلیهنگامی. امولسیون است
ئیدي اضافه شود، ذرات به سوسپانسیون کلو) بیش از اندازه
مرهاي آزاد متحرك را در نزدیکی سطوح خود حضور پلی
کنفورماسیونی آنتروپیکند و باعث از دست دادن محدود می
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بنابر این، مناطق تهی در اطراف . شوندمري میهاي پلیزنجیره
مرهاي سیال آزاد که پلیگیرد در حالیسطوح ذرات شکل می

  خارج  آنتروپیاز دست دادن از سطح به منظور جلوگیري 
  وسیله ه در نتیجه یک گرادیان فشار اسموتیک ب. شوندمی
      و توده اولیه شکل ) منطقه تهی(مر بین سطح کلوئید پلی
که مناطق تهی با یکدیگر همپوشانی دارند هنگامی. گیردمی

باشد مرهاي آزاد در سیستم موجود میحجم بالایی براي پلی
بنابر این . شودمرهاي آزاد میپلیآنتروپیکه سبب افزایش 

هدایت  آنتروپیذرات توسط نیروي جذب کننده که توسط 
در مطالعه . گردندشود در نهایت تجمع کرده و متراکم میمی

حاضر کیتوزان بیش از حد مطلوب ممکن است باعث ایجاد 
یک فشار اسمزي در نتیجه غلظت کمتر کیتوزان نزدیک به 

هی شده نسبت به محیط تعلیق دهاي پوششسطح در لیپوزوم
نیروي الکترواستاتیک و (که نیروهاي دافعه در صورتی. گردد

بین ذرات پوشش دهی شده به اندازه کافی ) پایداري استریک
براي تعادل نیروي انتروپیک جذب شبکه قوي نباشند، ذرات 

با افزایش غلظت ) 2011(بانگ و همکاران . شوندفلوکه می

ادیر راندمان ریزپوشانی را نشان دادند و کیتوزان کاهش در مق
گزارش کردند مقادیر بالاي کیتوزان بیش از حد مطلوب منجر 

تر ترکیبات کپسوله به عدم پایداري سیستم و رهایش سریع
  .)1( گرددشده می

  
  )هفته 4(نگهداري طولانی مدت  -3-3-3

هاي لیپوزومی، با تغییر در میانگین قطر اندازه پایداري سیستم
ذرات و میزان پپتید کپسوله شده در نانولیپوزوم در دو دماي 

نتایج نشان . تعیین شدند) گراددرجه سانتی 20و  4(نگهداري 
داد میزان تجمع ذرات و کاهش پپتید کپسوله شده در 

درجه کمتر از  4هاي نگهداري شده در دماي نانولیپوزوم
اد گردرجه سانتی 20هاي نگهداري شده در دماي نمونه
بالاتر بودن میزان پایداري در ). 9، 8، 7،  6هاي شکل(بود

هاي پوشش توان به نفوذپذیري کمتر لایهدرجه را می 4دماي 
و تأخیر در ) تحرت مولکولی پائین(دهنده، مهار تجمع ذرات 

لایه  2ر تخریب اکسیداتیو اسیدهاي چرب غیر اشباع د
  .فسفولیپیدي مرتبط دانست
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هفته 4گراد به مدت درجه سانتی 4هاي نگهداري شده در دماي اندازه ذرات نانولیپوزوم -6شکل 
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-لیپوزوم هاي فاقد پوشش نسبت بهمیزان پایداري در لیپوزوم

هاي پوشش دهی شده در هر دو شرایط دمایی نگهداري 
ها در عموما لیپوزوم. داشتند) p>05/0(داري اختلاف معنی

هاي بزرگتر در طول زمان معرض تجمع و تشکیل وزیکول
هاي لیپوزومی تمایل به حرکت به سمت دیسپرسیون. باشندمی

. یشتر داردحداقل انرژي و رسیدن به پایداري ترمودینامیکی ب
هاي پوشش افزایش پایداري مشاهده شده در پایداري لیپوزوم

تواند با دافعه استریک و دهی شده با کیتوزان می
نتایج بیانگر این مطلب بود . الکترواستاتیک توضیح داده شود

تر لیپوزوم منجر به انتشار کندتر پپتید از طریق که غشاي ضخیم
پتید بیشتري به شکل کپسوله هاي پوشش شده و در نتیجه پلایه
گیبیس و همکاران .نانولیپوزوم را شاهد بودیم  در

گزارش نمود که پوشش کیتوزان با ایجاد یک مانع )2013(
ها مانند باردار به منظور جلوگیري از تماس با پرواکسیدان

فلزات با دو لایه فسفولیپیدي، از تخریب اکسیداتیو فسفولیپیدها 
ه علاوه پوشش کیتوزان بر روي ب. )5( کندممانعت می

هاي فلزي و به حداقل رساندن ها با دافعه بار یونلیپوزوم
      هاي فلز و چربی، اکسیداسیون لیپید را به تأخیر واکنش

  .اندازدمی
 
  گیري نتیجه-4

هاي کلیدي به منظور حفظ خصوصیات زیست یکی از روش
دست ه بفعالی و پایداري ترکیبات زیست فعال مانند پپتیدهاي 

هاي ها در سیستمپوشانی آندرونآمده از ضایعات ماهی، 
مري با خصوصیات هاي پلیاستفاده از پوشش ونانولیپوزومی 

محافظت تا رسیدن به مکان هدف و افزایش به منظور زیستی 
. باشدمیهاي محیطی و فیزیکی پایداري در مقابل آسیب

 با آمیز طورموفقیت به کیتوزان تحقیق حاضر نشان داد، پوشش
برقرار نموده و وجود  الکترواستاتیک تعاملات لیپوزوم سطوح

 اختلاف در سطوح پوشش مورد استفاده در ساختار
اي بر اندازه ذرات، پایداري و تاثیر قابل ملاحظه نانولیپوزوم،

ارزیابی پایداري فیزیکی . پوشانی خواهد داشتدرونراندمان 

کیتوزان پس از هاي فاقد پوشش و پوشش دهی شده با لیپوزوم
/ کردن انجماديانجمادزدایی و خشک/ فرایندهاي انجماد

رهیدراسیون نشان دادند پس از فرآیندهاي ذکر شده انتشار 
شدیدتري در پپتید کپسوله شده در نانولیپوزوم در تمامی 

پوشش کیتوزان با افزودن ضخامت غشا و . ها اتفاق افتادنمونه
تشکیل فاز شبه هیدراتاسیون افزایش دافعه استري بین ذرات و 
ها شده و سبب پایداري بیشتر مانع از تجمع و برخورد لیپوزوم

ها نتایج نگهداري دراز مدت نانولیپوزوم. گرددها میلیپوزوم
درجه  4هفته در دماي  4مشخص نمود که نگهداري به مدت 

گراد شرایط درجه سانتی 20گراد نسبت به دماي سانتی
ها است و ي براي تمامی فرمولاسیونترنگهداري مناسب

هاي داراي پوشش توانایی بیشتري در حفظ مواد لیپوزوم
نانوپوشانی نتایج تحقیق حاضر اثبات نمود . کپسوله شده داشتند

با پوشش کیتوزان روشی مفید براي استفاده  حامل لیپوزومیدر 
از پپتیدهاي زیست فعال آبزیان در فرمولاسیون غذاهاي 
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Abstract 
In recent years, the aquatic waste as a source of bioactive peptides has been considered by many 
researchers. Bioactive peptides require protective methods to increase physical stability and, 
controlled release and optimize efficacy during oral delivery. The aim of this study was to 
develop an oral phospholipid nanoliposomal system incorporated with bioactive peptides derived 
from fish protein hydrolysate of common carp (Cyprinus carpio) with separating fractions of 
peptide in range of 3 kDa to 30 kDa in chitosan coating (0.5%, 1% w/v) by the alkalase enzyme. 
The results showed that chitosan coating greatly improved the stability of nano-liposomes. The 
average particle size was in the range of 333.9- 533.9 nm with a zeta potential of -54.03 to +46.3 
and a poly dispersity index (PDI) of 0.2- 0.54 in nano-liposomes. The Encapsulation Efficiency 
(EE%) values were significantly influenced by changes in the concentration of chitosan and the 
maximum EE% (72.57± 0.51) was observed in the nano-liposome containing peptide with 3 kDa 
fractions coated with 1% chitosan. Study on the invitro releasing rate of the peptide showed the 
effect of the coating on the slower release and peptide stability in nano-liposomes.Physical 
stability evaluation determined a faster release of the peptide from the liposomes after 
freezing/thawing and freeze-drying / rehydration processes. The results of long-term storage of 
nano-liposomes at temperatures of 4 and 20 ° C indicated that chitosan coating increased the 
stability of nano-liposomes by adding membrane thickness and increasing repulsion between the 
particles. The results of this study showed that encapsulation of bioactive peptide in the 
liposomal system could be a useful approach for direct application of peptides with bioactive 
potential in food and drug industry. 
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