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 مقدمه

آبزیان از . پروتئین هیدرولیز شده [2 ،1]و محرک ایمنی به دهه های گذشته باز میگردد ذب اج عنوانبه یماه ییغذا رهیجدر  زهایدرولیهاز  استفاده

ا از جمله هجمله ضااایتام میگو یم من ب با ارزط ی یتی از پیتید های زی ااا  تا  می باشااند و ییی وساایتی از زی ااا  تالی برای این پیتید

 یحذف م ضایتامشده به عنوان  ی رآوراولیه  مواد از درصد  45-35  اًیتقر گو،یم یدر صنتا  رآور. [7-2]زایی گزارط شده اسا خاصیا ایمنی

منجر به می تواند  تامیضا یمیآنز زیدرولیه .[8] ه تند نیتیو ک دهای، کاروتنوئچربی ن،یپروتئ ب ته به نوع گونه حاوی مقادیر مختلفی از و شوند

 ندین  ا به  رآ توانندیم  تا   ایز  امیترک.  با این حا  [2] شود یاختصاص ریغ یمنیا  تمیسرشد و  محرک تا  زی ا  یدهایپیت لیتشک

 نیبنابرا و ابدیکاهش  ییغذا یبا اجزا  برهمکنش لیممکن اسااا به دل  آنها، اثر  جهیح اااب باشااند. در نت اریب اا ینگهدار طیشاارا ایو  دیتول

سیون بتنوان یم گروه جدید از ترکی ام های ضدپیتید . کاربرد[9]اسا ازیاغلب مورد ن یالاترب یغلظا ها سیونی به دلیاک یدا ل تلخ ضداک یدا

های پروتئولیتیم آنزیمهمچنین . [10]باشد های تقابلی با مواد مغذی، تا حدودی دارای محدودیا میمزه بودن،، دسترسی زی تی پایین  و واکنش

از  حاصلپپتیدی  ونیفراکسبرای حمل  کیتوزان یهاسامانهنانوسازی و بهینه تولید

 (Litopenaeus vannamei) یوانام یگویم سر عاتیضاهیدرولیز آنزیمی 
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 چکـــیده  نوع مقـاله

س قیتحق نیا   اصیل مقاله پژوهشی کلیودالتون  10کوچکتر از  یدی راک یون پیت یسازکی وله یسازنهیبهو  یبا هدف برر
توسااط  Litopenaeus vannamei)حاصاال از هیدرولیز آنزیمی ضااایتام ساار میگوی وانامی  

سا آمدهدرولیهشد.  انجامکیتوزان  سط یز پروتئینی ید سیاولترا  تو ش با ونیلترا  لویک 10مه اندازه چ
ری پلی ت- کیتوزان یونی ژلاساایون راک اایون مورد نظر بر اساااب روط  ی وبند  اایون راک دالتون

لی بر اساب ن  ا های مخت یگاهیشآزما طیشرا در و کی وله  فام( در کی و  های نانوکیتوزان 
میلی گرم در  10و  5، 1کیتوزان:تری پلی   اافام و غلظا های مختلی  راک اایون پیتیدی شااامل 

ساب بر. شد یساز نهیبهلیتر میلی  57±37/2 زیدرولیه درجه با آلکالاز میآنز که شد مشخص جینتا ا
صد   حاصل 175/1 یدیپیت رهیزنج یو  شیآزما نیا طیشرا ی ق و زیدرولیه را گویم سر تامیضادر

 مینزد یزنو دامنه یدارا ونیلتراسیاولترا  از حاصل ونی راک  در حاضر یها دیپیت یمولکول وزن. شد
 تا 30 محدوده در و متنوع مختلی یهااریتم و هاغلظا در ذرام اندازه. بود دالتون لویک 10 ریز و بهم
سازی  جهینت نیبهتر. بود نانومتر 150 سازی کی وله  صل از بهینه   به توزانیک 2:1ن  ا  ماریت درحا

 ،(PDI) یپراکندگ شااااخصاندازه، . آمد بدساااا لیترمیلی بر گرم یلیم 10 غلظا و   ااافام یپل
 نانومتر 13/30و  2020، 375/0 بیترت بهدر شرایط بهینه مورد نظر  و اندازه نانوکی و  ها زتا لیپتان 
تاثیر چندانی بر کیفیا نانوکی و  ها نداشا.   گرادیسانت درجه -20و شرایط نگهداری در دمای  بودند

شان داد  یون پیتیدی راک  کردن نانکی وله یبرا یبخوب تواند یم توزانیک یا ته های این تحقیق ن

 .ردیگ قرار استفاده مورددرصد  04/91±18/0با کارایی  لودالتونیک 10 از کوچکتر
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ی اااا  تا  در ی یتا آبگریز از آنجایی که اغلب اسااایدهای آمینه و پیتیدهای ز. [13] کنندروده تخریب می نیز پیتیدهای کوچم را در متده و

شامل حذف پیتید آبگریز با روط کروماتوگرا ی، جذب پیتیدهای تلخ با کربنهای تلخیروط ه تند، ش زدایی  ستخراج گزین ی با الکل  تا  و ا

هضم، استفاده از یم  ترین رویکرد برای محا ظا پیتیدهای زی ا  تا  به واسطهمناسب. [12] میتواند منجر به از دسا ر تن زی ا  تالی شود

 .[14]باشد ه کردن این ترکی ام میپوشش و کی ول

سیون توسط نانوساختاری پیتیدسازکی وله س ی برای غل ه به این مشکل ها میهای ضداک یدا شد زیرا کی تواند راهکار منا سازی موجب با وله 

 یم نانو ی ناور. [15]شود های پروتئولیتیم و ا زایش زی ا  راهمی پیتیدها ارتقاء پایداری پیتیدها و ایجاد محا ظی برای مقاوما در برابر آنزیم

 شکل غل ه کندم نیا هب ییمواد غذا یآنها در کاربردها یداریو پا ییکارآ ایمحا ظا و تقو موجب ا یباکتر یآنت  امیترکتواند با کی وله کردن 
 یپل. شود یم لیتشک یرونیب طی تا  و مح  ایز بیترک نیمانب محا ظ ب می،  یاکخور یکی و  ها در دهایبا محصور کردن پیتدر واقب . [16]

ستفاده قرار م نهیخطر و کم هز یب ییه تند که به عنوان مواد غذا یتیی  ییمرهایپل توزانیک مثل ییدهایساکار  لیتحو یبرا و رندیگ یمورد ا

صر غذا سا که از واحدها یخط مریکوپل می توزانیک. اند گر تهمورد توجه قرار  ی تی تا  ز ییعنا  و نیگلوکوزام -B- (1-4) d مرت ط با یا

glucosamine -d-acetyl-N کیتوزان [17] و مورد استفاده قرار گر ته اسا ییغذا و ییدارو صنایبدر  ریاخ یشده اسا و در سالها لیتشک .

، بدسااا آوردن آن، اسااتخراج قابل کنتر  و آسااان یبرا یب کا مطلوب آن از جمله مناب یهایژگیو لیاسااا که به دل یونیکات دیساااکار یپل می

ستفاده در تولید انواع ریزپوشانی ها در حوزه غذا و دارو دارد  لی، پتان بودن یسم ریو غ  ایز یریپذ هی، تجزیسازگار  ایز  ،18]بالایی برای ا

 نیبنابرا و کند یم  راهمرا  ییایمیخود اسا که امکان اصلاح ش یمریپل یها رهیدر زنج یگروه عملکرد نیچند یدارا توزانیک نیعلاوه بر ا .[19

 یبرا یبه یور گ ترده ا یونی ونیژلاس روط. [21، 20]ند ک ی راهم مرا مناسب  ییایمیشوکیزیبا خواص   دیجد ترکی امدسا آوردن به   رصا

ستفاده از  ییغذا های حاوی موادنانو کی و  تولید  ستفاده  (TPP)م   فا ییلیمانند تر یتیو چند ظر  یسم ریغ یماده ا و توزانیکبا ا مورد ا

سا  شک نیدر ا. [23، 22]قرار گر ته ا ستا غلظا ، ن  ا مواد ت ساز ندیدر  رآ رگذاریاز عوامل تأث  pHدهنده ، روط اختلاط و لیرا  ه تند یژ  
ساارم گاو( ،  نیآل وم برای ٪80کند  تا  یرا  راهم م ییبالا یریبارگ ایظر نانو متر( 020-1000اگرچه اندازه بزرگ نانوذرام بدسااا آمده  . [23]

مطالتام متتددی کی وله سازی  .[24] شود یروط در نظر گر ته م نیبه عنوان اشکا  ا ادیز یپراکندگ شاخص و  pHبه ایاندازه ذرام ، ح اس

 ینوی ونیبا استفاده از روط ژلاس یکی وله ساز ییکارا نیشتریب. [27-25، 15]ترکی ام غذایی و دارویی توسط کیتوزان را مورد بررسی قرار داده اند 

chitosan -TPP توسطjamil   با اثر ضد و نانومتر  100-50اندازه  با ییها اینانوکامیوزدر  هل ی اسانسمحصور ساز یبرا [28] و همکاران

  .اسا شده گزارط  coli Escherichia و aureus Staphilococcus برابر در یتوجهقابل  یکروبیم

کیلودالتون بدسا آمده از ضایتام سر میگوی وانامی  10، نشان داده شد که  راک یون کوچکتر از [29]و همکاران  Rashidianدر مطالته ق لی 

سیونی و ضدباکتریایی می باشند. لذا تحقیق حاضر به منظور تولید و بهینه سازی کی وله سازی  راک یون در نانو این  دارای خواص ضداک یدا

 تری پلی   فام انجام شد.-حامل های کیتوزان

 

 هاروش و مواد

ستان گل تان تهیه و به دانشکده منابب ی یتی و علوم  صورمبهضایتام میگو  منجمد و تازه از شرکا شیل گ تر آبزی واقب در بندر پنج پیکر ا

دستی جداسازی و با استفاده از چرخ گوشا بصورم خمیر درآمده و تا زمان استفاده در  صورمبهدریایی در شهرستان نور منتقل شد. ضایتام سر 

تهیه دانمارک  Novozymesشرکا  روبای آلکاالاز باوده کاه ازکآنازیم ماورد اساتفاده، آنازیم میدرجه سانتیگراد نگداری شدند.  -20 ریزر 

اان شاروع و اا زم اا ت اایش در یآزم ازیم سانتیگراد درجه 4 دم ا اداری شاد. آن ا اانتیگاراد نگه اه از  (L4/2آلکالاز   س پروتئاز قلیایی اساا ک

می  لیترمیلی بر گرم 8/1و  Au/Kg 4/2به ترتیب  ا آنزیمااای و چگاااالی آنیشود.  تالیستخراج ما licheniformis  Bacillusبااااکتری 

شد سیگما  .با شرکا  شده از  سط و وزن مولکولی  (sigma Aldrich, USA ,4-76-9012)کیتوزان تهیه  ستیلاسیون متو  تا 90با درجه دا
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مورد اسااتفاده قرار گر ا. همچنین تری پلی   اافام، اسااتیم اسااید و سااایر واکنشااگر ها در این تحقیق با درجه خلوص  لودالتونیک 310

 آزمایشگاهی و از محصولام شرکا مرک آلمان تهیه شدند. 

 یمیآنز زیدرولیه

مخلوط و هموژن شدند.  ریبا اب مقطر دوبار تقط 1:1ن  ا گرم نمونه با  50. بطور خلاصه [29]بر اساب مطالته ق لی انجام شد  هانمونه زیدرولیه

 (L 4/2  الکالاز میشد. انز میتنظ 5/8 ینرما  رو 4نمونه ها با کمم سود  تهیدیدرجه سانتیگراد اس 85 یب گرم در دماآ حمام قهیدق 15پس از 

 ها نمونه دادن حرارم با واکنش د ویبطو  انجام ساعا 3درجه سانتیگراد بمدم  60 یاضا ه و واکنش در دما یوزن-یدرصد وزن 0.05با ن  ا 

 یجدا و سیس نمونه ها بمنظور جداساز زیدرولیه درجه یریاندازه گ ینمونه برا 3. دیرس انیپا به سااااانتیگااااراد درجه 90 در قهیدق 10 بمدم

درجه سانتیگراد  4در بندی  راک یونی و برا وژیفیسانتر قهیدق 30دور بمدم  5000ع ور داده شده و در  ینخ لتریمحلو  از   ریغ و قطتام بزرگ

 شد. ینگهدار

 دهایپپت طول اندازه و زیدرولیه درجه نییتع

 دور با شااده زیدرولیه یها نمونه. شااد یریگ اندازه [30] برد ورد روط از اسااتفاده با زیدرولیه از پس و ق ل هانمونه در موجود کل نیپروتئ زانیم

ست یتر  محلو  در 1:1 ن  ا با و شده وژیفیسانتر قهیدق 10 مدم به 5500 س میکلروا صد 20دیا  یتر در نیپروتئ زانیم. شدند مخلوط در

 :شد محاس ه ریز  رمو  ی ق زیدرولیه درجه و یریگاندازه درصد 10 دیاس میکلرواست

 (1رابطه  

/  %10دیاس میکلرواست یترمیزان کل نیتروژن در محلو   =  %( درجه هیدرولیز ×  هیکل در نمونه اول تروژنین  100  

 :[31 یو  زنجیره پیتیدی بر اساب درجه هیدرولیز و با کمم  رمو  زیر محاس ه شد 

 (2رابطه  

 درجه هیدرولیز  %(/100 =یو  زنجیره پیتیدی

 ن بندیفراکسیو

نا ذ قطر با یهامم ران لتری  از که بوده مدنظر دالتون لویک 10 از کمتر یمولکول وزن با موجود ذرام یجداسااااز هدف مرحله نیا در  10 م

 یوربه  .دشدن گر ته نظر در ها لتری  از یع ور محلو  بتنوان نظر مورد ونی راک . گر تند قرار استفاده مورد  (Amicon, Spain) یلودالتونیک

  با قهیدق 30 مدمبه دارخچا ی وژیفیسانتر در و منتقل ها لتریاولترا  به( قهیدق 2 مدمبه قهیدق دور 5500  شده وژیفیسانتر زیدورلیه نمونه خلاصه

 درجه -20 در استفاده زمان تا و هیته پودر بصورم و خشم یانجماد کنخشم توسط ها ونی راک  سیس. شد وژیفیسانتر قهیدق در دور 9000

 .شدند ینگهدار گرادیسانت

  دهایپپت حدود وزن مولکولی نیتع

 یها محلو  هیکل. شااداز روط الکترو ورز ژ  پلی آکریل آمید اسااتفاده  بدسااا آمده ونی راک اا دری حاضاار دهایپیتتتیین وزن مولکولی  یبرا

ستوک صورم یبر رنگ محلو  و ،یزیآم رنگ محلو  مخزن، با ر ،تحتانی و  وقانی ژ  با ر شامل ا ساب بر و تازه ب س یها پروتکل ا  تانداردا

ستفاد ژ . شدند هیته صد5/16تا  12 و متریلیم 1 ضخاما با شده ا صد 6 و تحتانی بخش در دیآم لیآکر در . شد ساخته  وقانی بخش در در

 درون یم ااااو غلظا با نمونه چند خلاصاااه بطور. شاااد انجام رمییتغ یاندک با [32  همکاران و Laemmli روط اسااااب بر ژ  الکترو ورز

شدههاچاهم ساز ولا150 ولتاژبرقراری  با و شد ختهیر ی تت یه  ساب وزن مولکولیجدا  ژ  الکترو ورز اتمام از پس.  شد انجام ی پیتید ها بر ا
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 کریش یرو و (G-250) بلو یکوماس محلو  در ساعا دو مدم به باندها و ژ  یزیآمرنگ یبرا و شده داده ش تشو مقطر آب توسط دوبار ها

 و یبردار عکس شده آماده ژ  از. گردد شفاف ژ  نهیزم تا شده ش ته مقطر آب و یبر رنگ محلو  کمم با ژ  سیس. شدند داده قرارملایم 

  .اسا آلمان  Merck شرکا به مربوط شده استفاده ییایمیش مواد تمام.  دیگرد نییتت استاندارد نیپروتئ با  هیمقا در ین   یولکول وزن

 یدیپپت ونیفراکس یبارگزار راندمان و یساز کپسوله یساز نهیبه ،یسازکپسوله ندیفرا

سط   راک یون پیتیدیمرحله  نیدر ا شدند.- ننانوذرام کیتوزاتو سیون یونی کی وله  ساب روط ژلا ا کار ابتد نیرای اب تری پلی   فام بر ا

سایر غلظا های در میلی گرم 1محلو   سط آب مقطر در حجم نهایی میلی گرم در میلی 10و  5و 1لیتر  راک یون تهیه و  لیتر با رقیق کردن تو

شد. محلو  های کیتوزان با 280تا  220لیتر تهیه و حداکثر میزان جذب نوری نمونه ها در یو  موج میلی 1 ستگاه الیزا اندازه گیری   با کمم د

تنظیم شاااد. ن ااا ا حجمی  5لیتر کیتوزان تهیه و اسااایدیته محلو  با کمم هیدروکلرید اساااید روی میلی گرم بر میلی 2و  1غلظا های 

صورم میلی گرم بر میلی 1کیتوزان:تری پلی   فام   شدند. 2:5و  1:5لیتر( ب ستنز نانوکی و  ها غلظا های مختلی پیتیدی در  تنظیم  برای 

سید    پلی محلو  تری ستیم ا شده در ا صورم قطره چکانی به داخل محلو  کیتوزان حل  شده و ب شد. 0.05فام حل  ضا ه  صد ا پس از  در

دور در دقیقه  9000با   دارهرتز سونیکه شده و در سانتریفیوژ یخچا   45با قدرم  ولتراسونددقیقه محلو  حاصل توسط حمام ا 60تا  40گذشا 

نانوکی ااو  ها در مقدار اندکی آب مقطر حل و توسااط خشاام کن انجمادی بصااورم پودر تهیه و تا انجام دقیقه رسااوب داده شااد.  10به مدم 

اندازه گیری  280تا  220ی شدند. حداکثر میزان جذب نوری مایب روماند در یو  موج های نگهدار گرادیسانت درجه -20زری رآزمایشام بیشتر در 

 . [33]رایی کی وله سازی قرار گر ا شد و اختلاف این دو متیار محاس ه میزان کا

 (3  رابطه

] × 100Stock/ODsupernatantOD -Stock Encapsulation efficiency (%) = [OD 

 (EF) یساز کی و  یکارائ ،supernatant(OD( روماند بیما ینور جذب ای تهیدان  ،OD)Stock( رهیذخ ینور جذب ای تهیدان 

 

و  ایفیک یشدند. بمنظور بررس ینگهدار درجه سانتیگراد -20 یشده و در دما زیلیو یل یخشم کن انجماد لهیوسبهسنتز شده  یهاسامانه نانو

س شیآزما ،ینگهدار طیشرا یسامانه ی یاحتمال رامییتغ صورم گر ا. لیو پتان  زیسا یریگانحلا  مجدد و اندازه یبرر نمونه ها تحا   زتا 

 به دستگاه منتقل شدند. یرینمونه ها جها اندازه گ قهیدق 2 پروب( بمدم  ونیکاسیاتاق در اب مقطر حل شده و پس از سون یدما طیشرا

 ن اندازه، پتانسل زتا و شاخص چند توزیعیییتع

تا از روط پراکندگیتت منظوربه  تان ااایل ز ندازه ذرام، شااااخص چندتوزیتی و پ مد  و نور پویا یین ا گاه انک اااار نور لیزر   nano دسااات

Zetasizer،Malvern ، ن شاخص بس پاشیدگی با توجه به منحنی توزیب یهمچن .درجه سانتیگراد استفاده شد 25 گل تان، در دمای ان ساخا

ری از پدیده پراکندگی یا جها جلوگهگیری، نمونهق ل از اندازه .اندازه ذرام توسط نرم ا زار دستگاه، در دمای محیط و با سه تکرار محاس ه گردید

شی از  تل و ا تالام بین شدند 10 به میزان  ی نمونه هااذره چندگانه نا سونیکه  90و به مدم  برابر با آب مقطر رقیق  سونیکاتور پروب  ثانیه با 

 ر گر تند.درجه سانتیگراد مجدد مورد بررسی قرا -80هفته نگهداری در دمای  1شدند. نمونه های خشم شده پس از 

 هاکپسول نانو یمورفولوژ بررسی

س شی  یسطوح خارج یبرر سکوب الکترونی روب سط میکرو صویر تو شده با تهیه ت سطحی نانوکی ولهای تولید   مد  TESCANو مور ولوژی 

MIRA3  60:40های آلومینیومی دستگاه ثابا و با استفاده از یلا: پالادیوم  ها روی استاب. بدین منظور نمونهانجام شد چم،، ساخا کشور  )

 جها بررسی شکل و ویژگیهای سطحی  شک تگی،  رور تگی، چینخوردگی و غیره( از سطح نانوکی ولها تصویر تهیه گردید .پوشانده شدند
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 هاداده لیوتحلهیتجز

صو  ندازها یکنواختی زانیم ،یینها اندازه یسازکی وله یسازنهیبهمطالته  در ستف مورد  راک یون یو غلظا بالا شده، دیتول مح  ملاک ادها

 انجام شد. نظر مورد  راک یون یساز نهیبه از حاصل یخروج نیبهتر نییتت و گر ته قرار یابیارز

 

 نتایج

 زیدرولیهدرجه 

درجه  و یریاندازه گ زیدرولیهپس از  و هیکل در نمونه اول تروژنیقرار گر ا. مقدار ن مورداساااتفاده زیدرولیدرجه ه یریگاندازهنمونه جها  ساااه

صد 57±37/2متاد   زیدرولیه س ه در ساب یو  زنج نیهم بر .شد محا ساب  رمو   زیدرولیبا کمم درجه ه یدیپیت رهیا شدهبر ا  متاد  ذکر 

 .شد محاس ه 754/1

  ی حاضر در فراکسیوندهایپپت وزن مولکولی

 10 هب مینزد ونی راک  در حاضر یدهایپیت عمده داد نشان استاندارد نیپروتئ کمم با (SDS-PAGE  دیآم لیآکریپل ژ  زیآنال از حاصل جینتا

 هاله و یقو باند و ا تادند دام به ژ  یانتها در ها دیپیت عمده ها، دیپیت اندازه بودن کوچم لیدل به .(1 شکل  باشند یم آن از کمتر ای لودالتونیک

. اساهده امش قابل باند ای نیلا سه واقب در. باشد یم ونی راک  در حاضر یها دیپیت عمده یمولکول وزن بودن مینزد دهنده نشان شکل یا

 به مربوط راسا سما آخر نیلا و 10 از کوچکتر ونی راک  به مربوط وسط نیلا. باشد یم دالتون لویک 3 ریز ونی راک  به مربوط او  نیلا

 .باشد یم دالتون لویک 10 و 30 نیب ونی راک 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 یوانام یگویم سر عاتیضا زیدرولیه از آمده بدستهای ونیفراکسچپ( و پروتئین استاندارد )سمت  SDS-PAGE. پروفایل 1شکل 

 توزانیبه ک مربوط FTIR   زیآنال
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شان 2 شکل شکل    متر یسانت بر 4000 -500 آ( از محدوده     توزانیک یها نانوکی و مربوط به   یهامیپ دهندهن سا. در   یها می( پآا

ش یمربوط به گروهها یکهایاز پ ی یترک 3400- 3200  محدوده ش مربوط 1635  میه تند. پ یدروژنیه یدرون مولکول یوندهایپ و OH یک

 جادیدر ا توانندیم پروتون ا ایدر با توزانیک نیآم یها گروه یدیاساا طیاسااا. در شاارا C-O-Cمربوط به  1710و   NH2-CO-Rبه گروه  

ض یوندهایپ شرکا کنند. دو پ یپل یتر 10O3P یونهایبا  یعر شکل  0014و  4015 می  فام  بوده که  NH4+ یخمش مربوط به گروهآ در 

  اسا. توزانیک نیآم یو گروه هاTPP  فام  یگروه ها نیکنش ب انیم لینشان دهنده تشک

شتر در نتیجه کراب لینم کیتوزان باکاهش باندهای  ساختارهای باز بی شده به دلیل    فام پلیریت هیدروژنی در نانوذره کیتوزان کراب لینم 

شد. باند  سنجی نانوذره این گروه در باند  C -Hدر کیتوزان مربوط به کجی محوری گروه cm 2867-1 می با شد که در ییی  قرار  8329می با

سا، انتقا  باند  .دارد شده ا به  cm-1 1643و  cm-1 5361در  ییی به cm-16571مشخصه دیگر که می توان گفا کیتوزان به نانوذره ت دیل 

1576 1-cm شان دهنده گروه ها ینانو ذره م شد که ن شد. جا به جا یم COOH- یبا س به زین  NHشدم باند  شیدو باند و ا زا نیا ییبا  لهیو

 را   اافام یپل یتر یها گروه یمنف بار و مث ا بار با توزانیک ینیآم یها گروه نیب یونی همکنش بر که اسااا شااده گزارط نیقیمحق ریسااا

 . دهد یم شنهادیپ

 

 

 

 

 

 

 (.پایین( و نانوکیتوزان حاوی فراکسیون پپتیدی )بالانانوکیتوزان ) قرمزمادون یسنجفیط. 2شکل 



  1400، بهار 2 شماره ،10 دوره                               نسخه ویژه خلیج فارسمجله علوم و فنون شیلات                                   

 

 

 

 یدیپپت ونیفراکس یبارگزار ییکارا و یسازکپسوله یسازنهیبه

تری پلی : آمده اسااا. نتایج نشااان داد با تغییر ن اا ا کیتوزان 1، پتان اایل زتا و شاااخص پراکندگی اندازه ذرام در جدو  اندازهبهنتایج مربوط 

ستخوط تغییرام  شده د سنتز نانوکی و  ها اندازه و کیفیا کلی ذرام تولید    فام و همچنین تغییر در غلظا  راک یون و محلو  های اولیه 

ین بمی شوند. نتایج هیچ گونه عملکرد خطی نشان ندادند در واقب جابجایی ن  ا ها و غلظا ها محصولام متفاوتی تولید کرد و الزاما رابطه ای 

 عوامل متغیر و نتیجه مشاااهده نشااد. در این شاارایط بهینه سااازی هدف مطلوب میزان بارگزاری حداکثر، اندازه کوچکتر، و یکنواختی ذرام تولید

شماره   یاه نانوکی و  سنتز یساز نهیبهبتنوان تیمار بهینه انتخاب و ملاک ارزیابی های بتدی قرار گر ا.  6شده بود که بدین ترتیب تیمار 

شان توزانیک سنتز  تریلیلیم بر میلی گرم 10 یدیپیت غلظا(، شامیآزما همه یبرا ک انی  سنتز طیشرا نیبهتر در که داد ن  2به  5در ن  ا 

در  نهی وق بتنوان به طیشاارا نروی. از اکندیم دینانومتر تول 13/30با اندازه  ییها  اافام کی ااو  یپل یلیتر( به ترگرم بر میلی یلیم 1  توزانیک

درجه سانتیگراد  -20همچنین نتایج نشان داد نگهداری نانوسامانه ها در دمای  مورد استفاده قرار گر ا.  یبتد شامیآزما ینظر گر ته شده و برا

 (. 2تاثیر چندانی بر خواص  یزیکی آنها نداشته اسا  جدو  

حاصل از هیدرولیز آنزیمی ضایعات سر میگوی وانامی توسط ژلاسیون دالتون  لویک 10از  کوچکتر فراکسیونکپسوله سازی  یسازنهیبه .1 جدول

 ای یپراکندگ شاخص 2. است شده منظور مقطر آب تریلیلیم بر گرم یلیم صورت به دیپپت غلظت 1  .سوفلفاتسدیم تری پلی-توزانیکیونی 
polydispersity index 

 تیفیک

 جینتا

 اندازه

 (نانومتر)

 زتا لیپتانس

(mV) 

PDI2 یپلیتر: توزانیک نسبت

 فسفات

یلیم) توزانیک غلظت

 (گرمیلیم/تریل

 1ونیفراکس غلظت

 (گرمیلیم/تریلیلیم)

 رمایت

 1 1 1 1:5 224/0 2/143 37/76 خوب

 2 5 1:5 576/0 1/522 5/344 نامناسب

 3 10 1:5 455/0 2/210 48/38 خوب

 4 1 2:5 462/0 4/347 3/288 خوب

 5 5 2:5 277/0 2/342 2/84 خوب

 6 10 2:5 375/0 202 13/30 خوب

 7 1 2 1:5 738/0 9/920 2/501 نامناسب

 8 5 1:5 245/0 5/320 3/78 خوب

 9 10 1:5 627/0 5/182 1/429 خوب

 10 1 2:5 224/0 3/142 77/88 خوب

 11 5 2:5 294/0 8/172 11/59 خوب

 12 10 2:5 522/0 5/274 8/115 خوب

 

 کپسوله سازی ییکارا مطالعه

ستفاده از نانوک ییکارا سازی با ا شده و متاد  دیروماند و مقدار کل پیت بیآزاد در ما دیپیت زانیم قیاز تفر توزانیکی وله  ستفاده   04/91±18/0  ا

 .شد محاس ه درصد
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 درجه سانتیگراد ستیب یدر منها یهفته نگهدار کی هاسامانه نانوانحلال مجدد  -2 جدول

 PDI (mV) زتا لیپتانس )نانومتر( اندازه کیتوزان نانو کپسول

 375/0 202 13/33 شده سنتز

 401/0 238 39/33 شده ینگهدار

 

 نانوکپسولها یمورفولوژ بررسی

نمایش داده شده اند. ساختار لایه ای مشاهده  3های حاوی  راک یون در شکل  کی و  نانوتصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی تهیه شده از 

ای کروی هنشان دهنده مو قیا در سنتز نانوکی و  هایی با اندازه مطلوب اسا. یکنواختی ن  ی کی و  DLSشده با قطر ذرام مشابه به نتایج 

 شکل و پراکنش اندازه آنها بخوبی در تصاویر مشهود اسا.

 

 

 

 

 یمار بهینه حاوی فراکسیون پپتیدیهای تولید شده در ت کپسول نانوتهیه شده از  (SEM). تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی 3شکل 

  بحث

 تواند یم ونیتراسلیاولترا  از استفاده و شده ذکر نهیبه طیشرا ی ق آلکالاز میآنز از استفاده با یمیآنز زیدرولیه که شد مشخص حاضر قیتحق در

س  راهکار ساز و ینیپروتئ زیدرولیه دیتول یبرا یمنا شد یوانام یوگیم سر تامیضا از نییپا یمولکول وزن با یدیپیت یها ونی راک  یجدا  بر. با

 نیا به اشدب یم زیدرولیه درجه  زیدرولیه طیشرا از متاثر یادیز حد تا زیدرولیه ندی را یی در شده دیتول یدهایپیت یو  شده ارائه  رمو  اساب

 میآنز طتوساا گویم ساار تامیضااا زیدورلیه درجه حاضاار مطالته در.  بود خواهد تر کوتاه یدیپیت رهیزنج یو  زیدرولیه درجه شیا زا با که یمتن

 گزارط آلاقز  یماه پوسا تامیضا یمیآنز زیدرولیه یبرا %28 زیدورلیه درجه گرید مطالتام در. شد محاس ه  درصد 57±37/2 متاد  آلکالاز

 .[34] شرایط هیدرولیز و من ب تولید هیدرولیز باشد مربوط بهرسد این تفاوم می تواند که به نظر می [33] اسا شده

 یتیند ظر و چ یسم ریغ یماده ا و توزانیکبا استفاده از  ییغذا های حاوی موادنانو کی و  تولید  یبرا یاگ تردهبه یور  یونی ونیژلاس روط

سا  (TPP)م   فا ییلیمانند تر ستفاده قرار گر ته ا شک نیدر ا. [35، 22]مورد ا ستا غلظا ، ن  ا مواد ت از   pHدهنده ، روط اختلاط و لیرا

ساز ندیدر  رآ رگذاریعوامل تأث س. [23] ه تند یژ   شکا  ا ادیز یپراکندگ شاخص و  pHبه ایح ا  شود یروط در نظر گر ته م نیبه عنوان ا
شان داد . [36] سازی ن سازی کی وله  منجر به  لیترمیلی بر گرم یلیم 10 غلظا و   فام یپل به توزانیک 2:1ن  ا  ماریتدر این تحقیق  بهینه 

شرایط  نانومتر 13/30و  2020، 375/0 شامل بیترت به اندازه و (mV) زتا لیپتان  ،(PDI) یپراکندگ شاخص با ییها کی و تولید  شد و 

سانتیگراد -20نگهداری در دمای  شا.  درجه  ساب همین برتاثیر چندانی بر کیفیا نانوکی و  ها ندا در  توزانیکای کی و  هنانو سنتز جینتا ا

 .اسا شده نظر مورد دیپیت از درصد 90 از شیب شدن کی وله به منجر نهیبه شرایط
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 در توام بصاااورم Thymoquinone و Ascorbic Acid-L یسااااز کی اااوله یسااااز نهیبه یبرا [37] همکاران و Othman مطاله در

-L یبرا بیترت به درصاااد 35 تا 22 ییکارا با 207/0±013/0  دمتا PDI شااااخص و نانومتر 5/141±8/7 اندازه توزان،یک یها نانوکی اااو 

Ascorbic Acid و Thymoquinone سا  کی وله بیترک می  قط که یحالت یبرا %69 حدود یساز کی وله ییکارا کهیدرحال. آمد بد

سا بود شده سط گرید یا مطالته در. آمد بد شان [38] همکاران و Honary تو  توزانیک نانوذرام دیتول یبرا مطلوب طیشرا در که شد داده ن

 و توزانیک لیترمیلی در گرم یلیم 75/0-5/0 بالا غلظا و 8/0-5/0 متوسااط غلظا ،1-5/0 کم غلظا Fluorouracil-5 با شااده یبارگزار

سط قطر دامنه در یذرات ، 6 ای TPP 4: توزانیک ن  ا  مطالته در. شود یم دیتول % 55-42 نیب یساز کی وله بازده و نانومتر 188-114 متو

ضر سا نانومتر 40 تا 30 ی یتقر اندازه در 90 یبالا یساز کی وله ییکارا حا  درجه ای شده کی وله ه ته ایماه به مربوط تواند یم که آمد بد

 بر گرم یلیم 1 غلظا و 2:5 ن  ا با TPP:کتوزان بیترک طیشرا در ب ماریت نیبهتر نیهمچن. باشد مرت ط استفاده مورد توزانیک ونیلاسیداست

سا توزانیک لیترمیلی سامانه. آمد د شان ابتاد لیدل به شده دیتول یها نانو  یبرا و شده نخو گردط یمجار وارد میم تق بطور توانند یم کوچک

 یدارورسان و  راهم را یساختار اصلاحام امکان توزانیک ییایمیش ساختار و متتدد یعامل یها گروه حضور.  شوند گر ته بکار هد مند یدارورسان

 .سازد یم  ریم را دار هدف ای هوشمند

سب بودن  سمنا سط ،  گرید یدارو به پارامترها زیخاص از تجو ریم  می ینانو حامل برا یهاونی رمولا اندازه آنها  یداریو پا PDIبه قطر متو

شده  4/0تا  1/0شاخص پراکندگی بین  .[39] دارد یب تگ ضر تیمار انتخاب  شد که در تحقیق حا شان دهنده حضور ذرام با اندازه مختلی می با ن

بصورم عددی بین صفر تا یم بوده و  Polydispersity indexدر این محدوده بود. شاخص پراکندگی یا  PDIبتنوان تیمار بهینه شاخص  

ی منشان دهنده میزان پراکندگی ذرام از نظر اندازه می باشد. هرچه این مقدار نزدیم به عدد صفر باشد نشان دهنده یکدسا بودن اندازه ذرام 

بصورم ذرام با اندازه کاملا یکنواخا و بیشتر از  1/0ر تا بین صف PDIباشد که مقادیر قابل ق و  ب ته به هدف آزمایش میتواند متفاوم باشد. 

شود.  7/0 شمرده می  سب  ستفاده قرار مینامنا صا  به یکدیگر مورد ا بطور  .گیردپتان یل زتای نمونه، در تتیین تمایل ذرام درون مایب برای ات

شوند به عنوان محلو  های با پ 61کلی محلو  یا کلوئید با پتان یل زتای بزرگتر از  ضر [40]ایداری ب یار بالا در نظر گر ته می  . در مطالته حا

 اندازه گیری شد. 202پتان یل زتا در تمام تیمار ها ب یار مناسب ارزیابی شدند و در تیمار بهینه متاد  

سا و به یور ذاتی برای کاربردهای دارو شکیل نانوذرام خود تجمب ا سان ویژگی مهمی برای ت ستی کیتو صلا آب دو سخ سب ا سانی منا . ار

مطالتام اندکی در زمینه ریزپوشانی یا کی وله سازی  راک یون های پیتیدی بدسا آمده از ضایتام انجام شده اسا با این حا  یییی وسیتی 

شرایط  سازی به ماهیا ه ته  دارو( و  شده اند. کارایی کی وله  سط کیتوزان کی وله  سانس های گیاهی تو از ترکی ام زی ا  تا  از جمله ا

 یونی ونیبا استفاده از روط ژلاس هل ی اسانسمحصور ساز یبرا  [28]توسط نهیزم نیدر ا یکی وله ساز ییکارا نیشتریبگی دارد. آزمایش ب ت

TPP-chitosan  .سا شده ا ضد م 100-50ها را در محدوده اندازه  ایآنها نانوکامیوز گزارط   .S در برابر یقابل توجه یکروبینانومتر با اثر 

aureus  و E. coli درصد برای کی وله سازی در تیمار بهینه مشاهده شد. 91در مطالته حاضر کارایی بالای  .دادند لیتشک 

-D-اسااتیل-N گلوکزآمین و-D واحدهای( 1→4های به یورتصاااد ی پراکنده شااده   خطی ترکی ی از رابط دیساااکاریپلان یم آمینو زکیتو 

سا.  در .شودیم نیپروتئ و توزانیک نیب یعرض اتصا  جادیا س ب و شده واکنش وارد توزانیک نیآم یها گروه با   فام یپل یتر گلوکزآمین ا

 میپ و دارند وجود TPPمحلو  در همزمان که شااودیم جادیا را10O3P-5 و OH یهاونی زه،یونید آب در   اافام یپل یتر شاادن حل جهینت

ش باند مربوط متریسانت بر 3725 ش شد یم OH یک سا به یبرا. با  با ینانوذرها دیتول یبراTPP و توزانیک بیترک در حالا نیبهتر آوردن د

سب، اندازه صل ذرام و شده بیترک هم با دو نیا از یمختلف ین  تها منا  به وزانتیک یوقت که شد دهید. شدند  هیمقا هم با اندازه نظر از حا

 . داشتند را اندازه نیمناس تر شده لیتشک ذرام شود،یم اضا هTPP  به دو به پنج ن  ا

س سخایر یبرر سط یشنا سکوپیم یبردار عکس تو ش کرو شک ذرام داد شان یروب  قابل رامذ اندازه یکنواختی و بوده شکل یکرو شده لیت

 . در اتصا  بین[41] اسا شده گزارط شده لیتشک یها نانوکی و  ساختار بودن یکرو محققان ریسا توسط شده انجام مطالتام در. بود مشاهده
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تری پلی   فام و پلیمر خطی کیتوزان  ضایی ایجاد می شود که می تواند محل مناس ی برای ذخیره سازی مواد زی ا  تا  مورد استفاده قرار 

ا بگیرد. تشکیل نانوکی و  های کیتوزان حاوی  راک یون پیتید و کارایی بالای کی وله سازی می تواند به ماهیا به  راک یون مرت ط باشد. ثا

یار  ه اسا که اکثر پیتید های زی ا  تا  دارای بار الکتریکی مث ا می باشند و این مهم می تواند در به دام ا تادن آنها در نانوکی و  ها بشد

موثر باشد. در تحقیق حاضر غلظا های مختلی از  راک یون جدا شده ابتدا با تری پلی   فام مخلوط و سیس به محلو  کیتوزان اضا ه شدند. 

خوبی  هاین مرحله به نظر می رسااد پیتید های موجود تا حد زیادی به آنیون چند ظر یتی تری پلی   اافام متصاال و در تماب با کیتوزان ب در

 (.3پوشش داده شوند  شکل 

شمند یا هدف دار سانی هو ساختاری را  راهم و دارور صلاحام  شیمیایی کیتوزان امکان ا ساختار  ضور گروه های عاملی متتدد و  را می ر می  ح

کاتیونی به دلیل دسترب پذیری  راوان، چ  ندگی بی نظیر، خواص دارویی مناسب و دیگرخواص سودمند بیولوژیکی مثل  دیساکاریپلاین سازد. 

سمیا و  سازگاری، زی ا تخریب پذیری، عدم  شکی و داروی مورد توجه گ ترده قرارگر ته زی ا  سی تم ایمنی، در موارد بیوپز تحریم کم 

سط وزن مولکولی و ا شدم تو شیمیایی و بیولوژیکی کیتوزان به  ست درجهسا. خواص  یزیکو سیدا . کیتوزان به ، تحا تاثیر قرار می گیردونیلا

سا ستفاده قرارگر ته ا سان برای داروهای با وزن مولکولی کم، پیتیدها یا ژن، مورد ا سی تم دارو ر کی وله همچنین  .[44-42]  راوانی به عنوان 

ذیر به ان به عنوان نانوپلیمر زی اااا تخریب پزمواد دارویی در نانوذرام پلیمری میتواند اثرام درمانی چنین ترکی اتی را به ود دهد و کیتو کردن

 .[45، 26] دلیل کی وله کردن بهتر، رهاسازی کنتر  شده و سمیا پایین در انتقا  دارو ب یار مورد توجه می باشد

 یریگجهینت

ساب بر سا جینتا ا ستفاده ،یدیپییت رهیزنج یو  و هیدرولیز درجه یبرا آمده بد  خواص و  زودها ارزط با  امیترک دیتول یبرا آلکالاز میآنز از ا

سا لودالتونیک 10 از کوچکتر ونی راک  مطالته نیا در. شود یم شنهادیپ بالا نیپروتئ یحاو تامیضا از یکارکرد  یمیآنز هیدرولیز از آمده بد

 یریگ اندازه درصد 04/91±18/0 متاد  نهیبه طیشرا در یساز کی وله ییکارا و کی وله توزانیک توسط ایمو ق با یوانام یگویم سر تامیضا

 بالا یداریپا و نانومتر 40 تا 30 اندازه با یها نانوکی ااو  دیتول یبرا( 1 جدو  ،6 ماریت  شااده یساااز نهیبه ماریت در توزانیک مریپل نیبنابرا. شااد

 200<PDI) یها ی و ک دیتول نهیزم نیا در موجود ایلاعام بودن محدود به توجه با. شود یم شنهادیپ  تا   ایز  امیترک یزپوشانیر یبرا 

 .باشد یم شتریب قامیتحق ازمندین یتن درون و یتن برون طیشرا در ها یاثربخش و  تا   ایز  امیترک ریسا یحاو
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A B S T R A C T  ARTICLE TYPE 
The aim of this study was to investigate optimization of encapsulation of peptide 

fraction smaller than 10 kDa obtained from enzymatic hydrolysis of shrimp head 

wastes (Litopenaeus vannamei) by chitosan. Based on ion gelation method 

(chitosan-tripolyphosphate) encapsulated was optimized based on different 

ratios of chitosan: triphosphate and different concentrations of peptide fractions 

including 1, 5 and 10 mg/ml. Based on the results, alkalase enzyme hydrolyzed 

shrimp head wastes with 57±2.37 degree of hydrolysis and according to the 

conditions of this experiment, the peptide chain length was 1.175 and molecular 

weight was close to 10 kDa. The particle size varied in different concentrations 

and treatments, and ranged from 30 to 150 nm, with the best results from 

encapsulation optimization in a 2: 1 ratio of chitosan to TPP and Concentration of 

10 mg/ml. The PDI, zeta potential, and size of nanocapsules in the optimal 

conditions were 0.375, 2020 and 30.13 nm, respectively, and storage conditions 

at -20 °C had limited effect on the quality of nanocapsules. Our findings suggest 

that chitosan can be well used for nanocapsulation of peptide fractions smaller 

than ten kDa with an efficiency of 91.04±0.18%. 
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