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  حلال ضد با رسوب روش با شده  یهته نانو ذراتعصاره بابونه در  یپوشان درون
  

  3مینا کارگزاريو  2، محمد امین شامخی*1لیلا باقري

  سروستان، ایران  گاه آزاد اسلامی، دانشاحد سروستان، وصنایع غذایی،  مهندسیگروه علوم و استادیار 1
 سروستان، ایرانگاه آزاد اسلامی، دانشواحد سروستان، گروه مهندسی پلیمر، مربی 2

  ه آزاد اسلامی، تهران، ایراندانشگاواحد تهران شمال، صنایع غذایی،  مهندسیگروه علوم و استادیار 3
   18/7/1394رش: تاریخ پذی ؛  27/12/1393تاریخ دریافت: 

  چکیده
 فنـولی پلی ترکیبـات و کامـازولین آبولول، بیس-آلفا ترپنوئیدها، مانند فعالی زیست ترکیبات حاوي بابونه عصاره :هدف و سابقه

 ،یتحساسـضد ،تشـنجضد میکروبـی،ضـد ی،ضـدالتهاب اکسـیدانی، یکـه اثـرات آنت است پاتولتین و کوئرستین جنین، آپی ازجمله
 باعـث اسـت ممکـن مختلف غذایی مواد به مذکور فعال زیست هاي ترکیب افزودن البتهدارند.  یتوجه  قابل يبرتب و ضدقارچ

 عنوان به همچنین ترکیبات این. شود ها نوشیدنی در کدورت افزایش و گس و تلخ طعم ایجاد جمله از محصول در کیفیت کاهش
 حـین در دیگـر سـوي از. دارند نقش غذایی هاي فرآورده در وبنامطل هاي رنگ تشکیل در شدن اي قهوه هاي واکنش سوبستراي

. گردنـد می تجزیه اکسیژن و نور حرارت، مانند عواملی تأثیر تحت فعال زیست ترکیبات انبارداري، مدت طول در نیز و فرآوري
 نانو. شوند می تجزیه آسانی هب ها آنزیم و اسیدي pH مانند عواملی اثر بر اي روده -اي معده مجراي از عبور طی نیز مصرف از پس

 هـاي ویژگی بـر منفـی تـأثیر  بـروز بـدون مـذکور مشـکلات بـر غلبـه براي کارایی رهیافت فعال زیست ترکیبات پوشانی درون
 ینپـروتئ یزولـها نانو ذراتعصاره بابونه در  یپوشان حاضر درون پژوهش. هدف از است نهایی محصول ظاهري و ارگانولپتیکی

   .است ها یدنیبخش در نوش سلامت اثر یشحلال جهت افزافاده از روش رسوب با ضدبا است یرپن آب
  

 یـهاول یدهـ حـرارتشد.  یهته یردر آب دو بار تقط یرپن آب ینبا حل کردن پودر پروتئ یرپن آب ینپروتئ محلول :ها و روش مواد
با  یرپن آب هاي پروتئین سپس. گرفت صورت یقهدق 15مدت  به حمام آب گرمدر  گراد یدرجه سانت 80 يدر دما شده  یهته محلول

 یـتنها شد. در شارژبا اتانول خالص حاصله  ینمحلول پروتئعرضی تشکیل دادند.  اتصالات ینازترانس گلوتام یماستفاده از آنز
   .شدند يآور جمع یفیوژبا استفاده از سانتر نانو ذرات

  

 یدرودینامیکقطر ه یريگ بود. اندازه درصد 81 ین،عصاره به پروتئنی/وزنی) (وز 20به  1نسبت  يبرا یپوشان بازده درون :ها یافته
 بـر. بـود دونمـایی صورت به يتولید هاينمونهاندازه ذرات  یعنشان داد که توز نور دینامیکی پراکنشذرات با استفاده از دستگاه 

و  یـدروژنیه یونـدهايپ یلبـا تشـک یـرپن آب هـاي ینبابونـه و پروتئ عصـاره فوریـه تبدیل قرمزمادون سنجی یفط نتایج اساس
اسـتفاده از  بـا نیـز یمـیآنز هـا بـه روشایجـاد اتصـالات عرضـی در پـروتئین. اند هباهم واکنش داد یدروفوبه هايبرهمکنش

   .شد تأیید قرمزمادون سنجی یفط
  

                                                             
    leilabagheri@alumni.ut.ac.irل مکاتبه: وئمس* 
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اتصـالات  طی ذرات نانو ساختار اي هرود–اي معده شده سازي شبیه محیط در شده انجام هاي آزمایش نتایج اساس بر :گیرينتیجه
 در شده پوشانی درون بابونه عصاره رهایش سرعت یرپن آب هاي پروتئیناتصالات عرضی . یافت بهبود یرپن آب هاي پروتئینعرضی 

 .داد کاهش معده شده سازي شبیه شرایط در را نانو ذرات
  

  هدفمند رهایش یر،پن آب ینپروتئ نانو ذراته، بابون عصاره ی،اتصال عرض ،با ضد حلال ترسیب :کلیدي هايواژه
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  مقدمه
 سال هزاران از) 1کامومیلا ماتریکاریا( بابونه گیاه

 آسیا و اروپا در گیاهی داروي عنوان به تاکنون پیش
این  بودن مؤثر علت به. گیرد می قرار استفاده مورد
 اختلالات جمله از ها بیماري از بسیاري درمان در گیاه

 داروي عنوان به نیز و فشارخون گوارش، دستگاه
 به ابتلا از پیشگیري در مؤثر و پیري از پیشگیري

 سرتاسر در نوش دم شکل به آن مصرف سینه سرطان
 سلامت اثرات. )34 ،2 ،1( است افزایش به رو دنیا

 در موجود فعال زیست ترکیبات به بابونه، گیاه بخش
 ضد مسکن، بی،ضدمیکرو ضدالتهابی، اثرات با آن

 داده نسبت بر تب و ضدقارچ ضدحساسیت، تشنج،
 بابونه گیاه در فعال زیست ترکیب دسته دو. شودمی

 شامل روغنی هاياسانس دسته یک: اند شده گزارش
 دسته و 4کامازولین و 3آبولول بیس-آلفا ،2ترپنوئیدها

 و کوئرستین جنین، آپی شامل فنولی پلی ترکیبات دیگر
 بابونه گیاه  عصاره فنولی پلی ترکیبات. باشد می پاتولتین

 مؤثر دار اکسیژن آزاد هاي رادیکال کردن خنثی در
 مهم بسیار فلاونوئیدهاي از یکی. )4 ،3( باشند می

 ها فلاون دسته از جنین آپی بانامبابونه  گیاه در موجود
 ،)3 و 2 ارهـشم کربن بین دوگانه پیوند داراي(

 تومور پیشرفت از مانع و بوده کیناز پروتئین بازدارنده
. )24 ،4( شود می سینه سرطانی هاي سلول تکثیر و

 از جلوگیري دلیل به ها فنول پلی اکسیدانی آنتی عملکرد
 ممانعت پایین، چگالی با هاي لیپوپروتئین اکسیداسیون

 قرمز هاي سلول حفاظت و خونی هاي پلاکت تجمع از
 عنوان به ها فنول پلی این، بر علاوه. )5( است خون

 و ژنتیکی جهش ضد فلزات، يشلاته کننده عوامل
 و میکروبیضد خاصیت داراي و بوده ضدسرطان
  .)26 ،6( هستند نیز ضدالتهابی

                                                             
1. Matricaria Chamomile 
2. Terpenoids 
3. α-bisabolol 
4. Chamazulene 

ــزا، ســلامت غــذاهاي تولیــد هــاي راه از یکــی  اف
 در .اسـت فعـال زیسـت ترکیبـات با هاآن سازي غنی

 بــا غــذایی محصــولات ســازي غنی بــا مــوارد برخــی
 بافت و طعم در نامطلوب اثرات فعال زیست ترکیبات

ــذایی محصــولات ــاد  غ ــیایج ــردد م ــم. گ ــس طع  گ
 هـاي پروتئین با ها تانن واکنش از ناشی که ها فنول پلی

 ســازد؛ می محــدود را هــا آن کــاربرد نیــز اســت بــزاق
 فرمولاسـیون در هـا فنول پلی از استفاده از قبل بنابراین

 ها آن طلوبنام طعم است ضروري غذایی، محصولات
 هــــا پروتئین واکــــنش. )17 ،7( شــــود پوشــــانده

 باعـث هـا فنول پلی بـا) پـرولین از غنـی هاي پروتئین(
 گـردد می ها نوشیدنی در ابري حالت و کدورت ایجاد

 موجـب اسـت ممکـن هـا فنول پلی همچنین). 33 ،8(
 بـا مثال براي گردند غذایی هاي فرآورده شدن بدرنگ

، 27، 21( کننـد می ولیـدت آبـی و سـبز هاي رنگ آهن،
 شـدن اي قهوه سوبستراي ها، فنول پلی از تعدادي. )35

 بدرنگ باعث طریق، این از توانند می و هستند آنزیمی
 مـؤثر دیگـر، سـوي از. شـوند غـذایی فرآورده شدن
 بستگی ها بیماري از پیشگیري در ها فنول پلی شدن واقع

 لیـتقاب). 3 ،9( دارد هـا آن دسترسـی زیست میـزان به
 واکـنش ماننـد عـواملی تـأثیر تحت زیستی دسترسی

 و غذایی مواد يدهنده تشکیل اجزاء سایر با ها فنول پلی
 مـواد دیگـر وجـود ها، آنزیم( اي روده-ايمعده شرایط
 معـده، در توقـف زمـان بـودن ناکـافی ،)pH و مغذي
 درون در ضـعیف پـذیري حل یا و نفوذپذیري قابلیت
ــده ــاهش مع ــد می ک ــرف از. )10 ،28( یاب ــر، ط  دیگ

 تـأثیر تحـت و بـوده ناپایـدار فعـال زیسـت ترکیبات
 و) اکسـیژن و نور بالا، دماي( فرآوري مختلف شرایط

pH شوند می تجزیه انسان، معده اسیدي .  
 هاي ناپایـداري بـر غلبه براي راهی 5پوشانی درون
 و است فراوري شرایط از ناشی فعال زیست ترکیبات

 کوچـک روده در را هـا آن شـده  کنترل رهایش امکان
                                                             
5. Encapsulation 
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 پوشـانی درون شـده، ذکـر بنابردلایـل. سازد می فراهم
 ترکیبـات فـراوان مقـادیر وجـود یلدل به بابونه عصاره

 پوشانی درون .رسد می نظر به ضروري امري فنولی پلی
 در گـاز و مایع جامد، مواد بندي بسته فناوري عنوان به

 ایـن اسـت؛ شده یفتعر منفذ بی و کوچک هاي پوشینه
 با معین، شرایط تحت را محتویاتشان قادرند ها پوشینه

. )11 ،8( سـازند رهـا شـده کنترل و ثابـت آهنگ یک
 هـا فنول پلی دسـته از بابونه گیاه فعال زیست ترکیبات
 بخـش سـلامت ترکیبـات از بزرگـی گـروه هبوده کـ

 بـا فنـولی پلی ترکیبات .دهند می تشکیل را دوست آب
ــز ماننــد اییهــروش از اســتفاده ــا پوشــانی درون ری  ب
 ،2بسترسـیال بـا دادن پوشـش ،1پاششـی کردن خشک
 اسـپري ،4کواسرواسـیون ،3رانـی روزن با پوشانی درون

 ،6بتاسیکلودکسـترین در مولکـول واردکردن ،5چیلینگ
 هیدرو در انداختن دام به و 7لیپوزوم در انداختن دام به

  ). 14 ،12( اند شده پوشانی درون 8ژل
 پوشـانی درون ریـز از 9حلال ضد با سوبر روش

در ایـن  اصلی مرحله .گیردمی نشأت کواسرواسیون با
 الکل یا نمک مانند حلال ضد عامل یک افزودن روش

. در آن اسـت کدورت ایجاد حد تا پروتئین محلول به
 و دهـد می تغییـر را پـروتئین سوم ساختار ضد حلال

 فـاز در ،نمک یا الکل توسط آبگیري علت به پروتئین
ــه ــد می رســوب اي جداگان ــاي از). 16( کن  روش مزای

 سرعت آسانی، ،یسادگ به توان می حلال ضد با رسوب
 روش، ایـن در. داشـت اشاره آن بودن اي مرحله تک و

 فقـط و شوند می تشکیل اي لحظه صورت به نانو ذرات
 مـاده و پلیمـر. اسـت نیـاز اخـتلاط قابل حلال دو به

                                                             
1. Spray-drying microencapsulation 
2. Fluidized bed coating 
3. Extrusion encapsulation 
4. Coacervation 
5. Spray chilling 
6. Molecular inclusion using β-cyclodextrin 
7. Liposome entrapment 
8. Hydrogel entrapment 
9. Antisolvent precipitation 

 در و محلـول اول حـلال در بایـد دو هر فعال زیست
 ضـد بـا رسـوب درروش. باشـند نامحلول دوم حلال
 پـروتئین سـاختار به که فرآیندهایی از یک هیچ حلال،
 بالا دماهاي ،10بالا برشی هاي آهنگ( رسانند می آسیب

ـــوت و ـــود) 11فراص ـــدارد، وج ـــورف ن  و ها کتنتاس
 بودن نامحلول دلیل به و نشده  استفاده سمی هاي حلال

 12محصورسـازي راندمان بیرونی، محیط در دفه ماده
 ). کاستر17( است درصد 100 به نزدیک روش این در
ـــاران و ـــا) 1999( همک ـــاد ب ـــی ایج  روش تغییرات

 ژلاتین نانو ذرات تولید براي را حلال ضد اي دومرحله
 و ژانـگ). 6( کردنـد ابـداع انسـانی سـرم پـروتئین و

 ضـد ابـ رسوب روش از استفاده با) 2009( همکاران
 نـانو در مـاهی روغـن پوشـانی درون بـه موفق حلال

 350-450 متوسـط قطر با زئین جنس از هایی کپسول
 بـه موفـق) 2012( همکاران و زو .)37( شدند نانومتر
 بـا 13يکران بـر حامل زئین از هایی کپسول نانو تولید
 شدند موردنظر روش با نانومتر 392-447 متوسط قطر

 روش کارگیري به با نیز) 2012( همکاران و وو). 38(
 کـارواکرول و تیمول هايترکیب حلال ضد با رسوب

 ).36( نمودند پوشانی درون زئین پروتئین در را

ــا فرضــیه ــر م ــن ب ــا ای ــا کــه اســت اســتوار مبن  ب
 پنیـر آب هـاي پروتئیندر  بابونه يعصاره پوشانی درون

 نوشـیدنی امکـان تهیـه حـلال ضد با رسوب روش با
؛ شودفراهم می پایدار هاي فنول پلی از شده غنی شفاف

ــابراین ــداري افــزایش ،پــژوهش ایــن از هــدف بن  پای
 از مدلی عنوان به( بابونه عصاره بر پایه شفاف نوشیدنی
 و) دوسـت آب هـا)فنـول(پلـی فعـال زیست ترکیبات

 اسیدي شفاف نوشیدنی در کدورت بروز از پیشگیري
  .است پوشانی درون نانو از استفاده با
  

                                                             
10. Extented shearing rate 
11. Sonication 
12. Entrapment 
13. Cranberry 
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  ها و روش مواد
 پـروتئین ایزولـهاز  نـانو ذرات یدتول براي :اولیه مواد
 آرلا شـرکت محصـول درصـد 90 خلوص با پنیر آب

ــور ــارك کش ــد.  دانم ــتفاده ش ــاي آنزیماس ــین، ه  پپس
 چیآلدر-سیگما شرکت از گلوتامیناز ترانس و تریپسین
 از مورداسـتفاده یمیاییمـواد شـ یرسـا و یرلندکشور ا
 شدند. یداريخر آلمان کشور مرك شرکت

 آلمـانی رقم بابونه: بابونه یالکلیدروه يعصاره تهیه
 خریـداري تهـران شـهر در محلی بازارهاي از یکی از

 حـرارت درجه در بابونه تازه هاي ازگل گرم 500 .شد

 هـاي گل سـپس. شـد خرد  کاملاً و خشک آزمایشگاه
 حـاوي لیتري میلی 1000 مایر ارلن یکبه  شده خشک

ــانولا :آب ــه ت ــه و منتقــل 900:100 نســبت ب  منظور ب
 25 حـرارت درجه در ساعت 48 مدت به گیري عصاره
 عصـاره .شـد نگهـداري تـاریکی در گرادسانتی درجه

 و خشـک گرادسانتی درجه 50 حرارت در شده یدتول
 50 در تولیـدي پـودر از گـرم 50.شـد تبدیل پودر به

 در هفتـه یـک  مـدت بـه و حل زیتون روغن لیتر میلی
. شد داده قرار 1گرمخانه در گرادانتیس درجه 37 دماي

 مـدت بـه روزانه  حاصل مخلوط مدت، این طول در
 از اسـتفاده بـا در نهایت مخلوط. شد دههمز دقیقه 15

 ،23( گردیـد صـاف) موسـیلین پارچـه( صافی پارچه
25.(  

 روش بـه  پنیر آب هاي پروتئین 2ایجاد اتصال عرضی
 نـانو ذرات  هـاي  ویژگـی  دبهبـو  منظـور  بـه  آنزیمی
 30 غلظـت بـا پنیـر آب پروتئین محلول: شده ترسیب

 پنیـر آب پـروتئین پودر انحلال با لیتر میلی بر گرم میلی
 گـرم میلی 2/0( 3آزید سدیم حاوي دوبارتقطیرِ آب در
 دقیقه بر دور 500 سرعت با آن همزنی و) لیتر میلی بر
 مـدت طی) گرادانتیس درجه 25-27( محیط دماي در

                                                             
1. Incubator 
2. Cross-linking 
3. Sodium azide 

ــه. شــد تهیــه ســاعت دو ــدار منظور ب  کامــل شــدن آب
 در روز شـبانه یـک مدت به شده تهیه محلول ،پروتئین

 سـپس .شـد نگهـداري گـرادانتیس درجه چهار دماي
 درجـه 80 دمـاي بـا آبـیحمـام  در پـروتئین محلول

 و شد دهی حرارت پیش دقیقه 15 مدت به  گرادانتیس
 محلـول pH .گردیـد سـرد محـیط دمـاي تا بلافاصله
ــا شــده، دهــی حــرارت پــیش پــروتئین  از اســتفاده ب

 زیـرا شـد تنظـیم 8 تـا مـولار دو سـدیم هیدروکسید
 در داريمعنـی طور بـه گلوتامیناز ترانس آنزیم فعالیت

pH 38( یابد می کاهش 5 از کمتر و 8 از بالاتر هاي .(
ــپس ــزیم س ــرانس آن ــاز ت ــا( گلوتامین ــبت ب  500 نس

 پروتئینـی محلـول بـه )روتئینپـ گرم سه به یترلیکروم
. محلول پروتئینی و آنزیم ترانس گلوتامیناز شد افزوده

 سرعت با منفذ حین همزنی بی يدربسته ظرف یک در
 50 دمـاي در سـاعت 15 مـدت به دقیقه بر دور 120

  گذاري شدند.گرمخانه گرادانتیس درجه
 هـاي  پـروتئین  از کپسـول  نـانو  و نـانو ذرات  تهیه
 شـاهد نمونـه: آنزیمی ي یافته یعرضل اتصا پنیر آب

تـا  پروتئین محلول pH تنظیم با) بدون اتصال عرضی(
 در و تهیـه مـولار دو سـدیم هیدروکسـید به کمک 8

 سـاعت 15 مـدت بـه قبـل ينمونـه دو مشابه شرایط
 ذرات تشـکیل به منجر pH تنظیم. شد گذاريگرمخانه
 ايهـ محلول از ذرات نـانو يتهیه براي .شد تر کوچک
 ،شـاهد ونهمی و نمیي آنزاتصال عرضی یافته پروتئین

 هـر ازاي بـه لیتر میلی 5/3خالص؛  اتانول( حلال ضد
 یـک حجمـی سـرعت بـا) پـروتئین محلول لیتر میلی
 دقیقـه بر دور 500 زنی هم شدت با دقیقه در لیتر میلی

 هاي محلول به پروتئین هاي محلول شدن کدر لحظه تا
 سوسپانسـیون سـپس .گردید وطمخلو  افزوده مذکور

 شـتاب برابـر 18000 سـرعت بـا حاصـله نانو ذرات
نـانو شـد.  وژییفسانتر دقیقه 15 مدت به 4زمین گرانش
 خـلأ تحت کن خشک از استفاده با آمده دست به ذرات

                                                             
4. 18000 g 
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شـدند  یلپودر تبد به گرادسانتی يدرجه 60 دماي در
. موردنظر مورداستفاده قرار گرفتنـد يها آزمون يو برا

تمـام  بابونـه، عصـارهنـانو کپسـول حامـل  یهته يبرا
 تفاوت کـه پـودر یناول بود با ا یماربه ت یهمراحل شب

 یسـتز یبـاتمـدل از ترک یـک عنوان به بابونه عصاره
 درصد 045/0 و 06/0 وزنی نسبت بادوست  فعال آب

 پروتئینـی محلول شامل گونه آب فاز به) وزنی-وزنی(
 و 15 به 1 پروتئین به بونهبا عصاره پودر وزنی نسبت(
  .گردید اضافه) 20 به 1

  شیمیایی آنالیزهاي
:  بابونـه  عصـاره  در کل فنولی ترکیبات میزان تعیین

 براسـاس سیوکالتو-فولین روش به کل فنولی ترکیبات
ـــده اصلاح روش ـــینگلتون ش ـــی و س ) 1965( روس

 میکرولیتــر 30 روش ایــن در). 32( شــد گیري انــدازه
 درصد 6/0 خشک ماده درصد با دهش بازسازي عصاره

 150 و مخلـوط تقطیـر بـار دو آب لیتـر میلی 37/2 با
. شـد اضـافه آن به سیوکالتو–فولین محلول یترل یکروم

 داده قـرار محـیط دمـاي در دقیقـه 8 مدت به ها نمونه
 سـدیم کربنـات محلول یترل یکروم 450 سپس .شدند

 70 از پـس جـذب شدت و اضافه ها آن به درصد 20
ــداري قیقــهد ــاي در نگه ــانتی درجــه 30 دم ــراد،س  گ
ــیله به ــپکتروفتومتر وس ــوج طول در اس ــانومتر 760 م  ن

 اسـید گـرم میلی معـادل اسـاس بـر نتایج. شد خوانده
جهت رسم منحنـی . گردید بیان عصاره لیتر در گالیک

 کیـگال دیاسـ از کـل فنـول گیري انـدازه دراستاندارد 
 .شد استفاده

ــانو ذرات انــدازه: 1ذرات انــدازه تعیــین آزمــون و  ن
 بـا دینـامیکی نور پراکنش روش با 2شاخص بسپارش

 منظـور، ایـن به. تعیین شد مالورن زتاسایزر از استفاده
 10 در) حجمـی/ وزنـی( 200:1 نسـبت به نانو ذرات

 متوسـط .ندشـد پراکنـده تقطیـر بـار دو آب لیتر میلی

                                                             
1. Dynamic Light Scattering 
2. Polydispersity 

هـر  در گیري انـدازه بار سه از نمونه هر ذرات ياندازه
 ذرات انــدازه متوســط توزیــع. آمــد دســت بــهآنــالیز 

  .شد بیان حجمی صورت به
: ذرات یپوشـان  ذره و بازده درون یدتول بازده تعیین
خشـک  يها ذره از وزن حبه یدمحاسبه بازده تول براي

بازده  .شد استفاده 1 رابطه مبناي برها  ذرات و کپسول
 یپوشـان درون يعنوان مقـدار عصـاره به یپوشان درون

محاسبه  2ر اساس رابطه و ب یفها تعر شده در کپسول
  .شد

                                                   )1رابطه (

)         2رابطه (
                                                          

ت، مقدار ذرا یونکردن سوسپانس وژییفاز سانتر پس
 یعدر ما نانو ذراتو  یمحلول عصاره آب هاي فنول یپل

 موج طول در ياسپکتروفتومتر یلهوس به 3روماندشفاف 
جذب  کالیبراسیون منحنیشد.  تعیین نانومتر 760

  شد. ترسیممختلف  يها غلظت يازا به نیزاستاندارد 
 ي،مرفولوژ ،شکل: الکترونی میکروسکوپ نگاره یزر

با  نانو ذرات یسطح یو توپوگرافپوشش  یکپارچگی
 شد. یبررس یروبش یالکترون یکروسکوپاستفاده از م

 از گرم میلی یک حدود ها، نمونه از تصویربرداري براي
 با میکروسکوپ مخصوص هاي پایه روي نمونه هر

 ها نمونه سپس شده  داده قرار کربنی پلی چسب کمک
. ندشد پوشی طلا طلا، دهنده  روکش دستگاه کمک با

 .بود انگسترم 100 حدود طلا روکش ضخامت

 و اندازه: اتمی نیروي میکروسکوپ با تصویربرداري
 دسـتگاه از اسـتفاده بـا پروتئینی نانو ذرات توپوگرافی

 یبررس 4یضربه زن شیوه با اتمی نیروي میکروسکوپ

                                                             
3. Supernatant 
4. Tapping 
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ــش محــدوده در توپــوگرافی تصــاویرشــد.   5×5 روب
  بود. یکسلپ 512×  512 یروضوح تصاو با میکرومتر

 از گـرم میلی دو: )DSC( 1افتراقی روبشی گرماسنجی
 استاندارد ظرف یک در و شد توزین دقت به نمونه هر

 بـر بیـرون، محـیط بـا حرارت تبادل بدون آلومینیومی
 بـا گـرادسانتی درجه 150 تا صفر دمایی برنامه اساس

 گـاز عبـور با و دقیقه بر گرادسانتی درجه 10 سرعت
  .شد پویش ساعت بر  لیتر میلی 20 سرعت با نیتروژن

: )FTIR( 2یـه فور یلتبـد  قرمـز  مـادون  سنجی یفط
 از اسـتفاده بـا یـهفور یلتبـد قرمـزمادون سنجی یفط

 پرکین شرکت( فوریه تبدیل قرمز مادون اسپکتروفتومتر
 تا 500 يگستره در) یکامدل اسپکتروم وان، آمر المر،

 حـدود آزمـون نای براي. شد انجام سانتیمتر بر 4000
 جـنس از هـاون یک در ذرات نانو نمونه گرم میلی دو

 10 حدود سپس درآمده نرم پودر یک صورت به عقیق
. )37( شـد افـزوده آن بـه پتاسیم برمید پودر گرم میلی

 و مخصـوص قالب یک کمک به همگن کاملاً مخلوط
 نازك بسیار قرص یک شکل به تن 10 حدود فشار با

 دسـتگاه محفظـه در قـرص یـنا. شد درآورده شفاف
ــرار ســنج یفط ــالیز و شــده داده ق ــف هــايداده آن  طی

  . شد انجام نمونه به مربوط قرمز مادون
 محیط در هضم برابر در پروتئینی ذراتنانو پایداري

 پایداري بر آنزیمیاتصال عرضی  اثر: شده  سازي شبیه
معـده در  شده سازي شبیه محیط در پروتئینی ذراتنانو

 گاناسـکاران و کومطابق با روش  ینپپس یمنزحضور آ
 ذراتنانو از گرم میلی 120). 18( شد بررسی) 2006(

 10 در منتقـل، یشآزما لولـه بـه خلأ تحت شده خشک
 بـا و  حـل مـولار 1/0 فسـفات بافر محلول لیتر میلی

 دو pHتا  نرمال 1/0 هیدروکلریدریک اسید از استفاده
 بـا پپسین محلول لیز،هیدرو شروع منظور به. شد تنظیم

                                                             
1. Differential Scanning Calorimetry  (DSC) 
2. Fourier transform infrared spectroscopy 
(FTIR) 

 یشآزما لولـه بـه لیتـر میلی بـر گـرم میلی یـک غلظت
. شـد افزوده نرمال 1/0 هیدروکلریدریک اسید محتوي
ــه هضــم  درجــه 37 دمــاي در ســاعت یــک مــدت ب
 بـا شده هضم ينمونه هر سپس. شد انجام گراد سانتی

 پنج مدت به زمین گرانش شتاب برابر 10000 سرعت
 و شـد ریختـه دور روماند مایع. دش وژیسانتریف دقیقه
 محلــول لیتــر میلی 10 در شــده داده رســوب هاي حبــه
. ندشــد پراکنــده مجــدداً درصــد 20 کلرواســتیک تري

 مـوج طول در شـده پراکنده باز ذراتنانو جذب شدت
 و شد خوانده اسپکتروفتومتر از استفاده با نانومتر 800
 اي معـده هضم برابر در پایدار ذرات میزان تعیین براي

 .گرفت قرار استفاده مورد پپسین آنزیم حضور در

اتصـال  پنیـر آب پـروتئیناز ذرات  عصاره رهایش
 شـده سازي شبیه هـايمحیط در آنزیمیي عرضی یافته

 بررسـی گرادسانتی يدرجه 37 دماي در روده و معده
 بافر نمکی محلول شامل یموردبررس محیط چهار .شد

 بـافر نمکـی محلـول ،pH 4/7 بـا مـولار 1/0 فسفات
 شـده سازي شبیه محـیط ،pH 2 بـا مـولار 1/0 فسفات

 غلظـت بـا پپسـین آنزیم محلول حاوي pH 2 با معده
 1/0 هیدروکلریدریک اسید -لیتر میلی بر گرم میلی یک

 حاوي pH 4/7 با روده شده سازي شبیه محیط و نرمال
 بـر گـرم میلی 10 غلظـت بـا ترپپسـین آنـزیم محلول

 تـازه ذرات نمونـه هر از گرم میلی 60. بودند لیتر میلی
 حـین محـیط چهـار هـر از لیتـر میلی 30 در شده تهیه

 فواصل در. شد حل دقیقه بر دور 10 سرعت با همزنی
 هـر از لیتـر میلی سه هضم، يمرحله از مختلف زمانی
 5 دقیقــه، بـر دور 15000(ژ ســانتریفیو جهـت نمونـه
 مایع سانتریفیوژ، اماتم از پس. شد يبردار نمونه) دقیقه

 پوشانی درون عصاره جذب شدت. شد استفاده روماند
 760 مـوج طول در اسـپکتروفتومتر از استفاده با نشده

 عنوان به یافته رهایش عصاره میزان. شد خوانده نانومتر
 از آمده دسـت بهشـده  یپوشان درون عصاره از درصدي

  .شود می گزارش پوشانی درون بازده
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   يآمار لتحلی و  یهتجز
 یجنتـا .شـد انجـام تکـرار سـه در تیمارها تمامی

سـه تکـرار  يبـرا یارانحراف مع ± یانگینصورت م به
 افـزار نرمبـا اسـتفاده از  انسیـوار زیآنـالگزارش شد. 

 طـرح قالـب در) 16 (نسـخه اس پـی اس اس يآمار
 سـطح در هـامیـانگین. گرفـت انجـام یتصـادف کاملاً

 دانکـن ايدامنه چند آزمون با درصد 5 خطاي احتمال
 .شدند مقایسه

  
 بحث و نتایج
 ماده مقدار: بابونه ي عصاره فنولی پلی ترکیبات میزان
 65/0 ترتیب به عصاره محلول جامد ماده و کل جامد

 مقـدار. شد تعیین خشک وزن اساس بر درصد 6/0 و
 ترتیـب بـه اکسـیدانی آنتی فعالیـت و فنـولی ترکیبات

 خشک وزن گرم 100 در گالیک اسید گرم میلی 1632
ــولار میلی 15/45 و ــوکس م ــرم 100 در ترول  وزن گ

  .بود خشک

ــدازه ــپارش  ان ــاخص بس ــه ذرات و ش ــده تهی  از ش
 ـاتصـال   پنیـر  آب هاي پروتئین : آنزیمـی   یافتـه  یعرض
ــدازه، ــپارش ان ــاخص بس ــازده و ش ــد ب ــانو تولی  ذراتن
 جـدول در شده یافته یعرضاتصال  پنیر آب هاي پروتئین

ــزارش 1 ــده گ ــت ش ــایج. اس ــان نت ــام  داد نش  ذرات تم
 انـدازه توزیـع و بودنـد زیرمیکرونی مقیاس در یدشدهتول

 آنزیمـی عرضـی اتصالات. بود دونمایی صورت به ذرات
 جمعیـت ذره انـدازه پـروتئین هاي مولکول در یجادشدها

). 1 جــدول( داد کــاهش نصــف بــه اًتقریبــ را ذرات اول
 عرضـی اتصـالات دایجـا به توان می را کاهش این علت
 تشـکیل آن دنبـال بـه و پنیر آب پروتئین هاي مولکول بین

 بتـالاکتوگلوبولین در پپتیـدي ایـزو مولکـولی درون پیونـد
اتصـــالات عرضـــی  عـــلاوه، هبـــ). 13، 9( داد نســـبت
 حجمـی کسـر آنزیمـی روش بـه پروتئینی هاي مولکول

 ذرات و کـاهش را شـاخص بسـپارش افزایش، را ذرات
 انـدازه عصـاره پوشانی درونبا . کرد ایجاد تري یکنواخت

  .یافت افزایش جمعیت دو هر ذرات
  

  بابونه عصاره با شده بارگیري ذراتنانو و آنزیمی عرضی یافتهاتصال هاي پروتئین از ذراتنانو شاخص بسپارش و اندازه -1 جدول
Table 1- Size and polydispersity of WPI nanoparticles and commomile extract-loaded nanocapsules 

  نمونه
Samples  

  ) نانومتر( اول جمعیت
  )حجمی درصد(

Population I (nm) (%) 

) میکرونی زیر( دوم جمعیت
  )حجمی درصد(

Population II (nm) (%)  

  بسپارش
Polydispersity  

  شاهد پروتئین از شده تهیه ذرات
Particles from non-cross-linked proteins 

150 ± 10.2 a 
64.4 ±1.3 

334±15.2c 
35.6±0.4 0.426±0.027 b 

  آنزیمی عرضی یافته  اتصال پروتئین از شده تهیه ذرات
Particles from enzymatically cross-linked 

proteins 
81 ±2.3 c 
72.5 ±0.6 

359±4.7 b 

27.5±0.8 0.339±0.014 c 

 از شده تهیه بابونه عصاره با شده بارگیري ذرات
  1:20 نسبت باآنزیمی  عرضی یافتهاتصال وتئینپر

Cammomile extract loaded-particles from 
enzymatically cross-linked proteins 

(1:20) 

92±7.3 b 
81.5±0.4 

388±2.5 a 

18.5±0.8 
 

0.289±0.012 a 

 ).<05/0p( ندارند داريمعنی تفاوت یکدیگر با تونس در مشترك حروف داراي اعداد .هستند معیار انحراف  ±میانگینصورت  به جدول اعداد

Values are given as mean ± standard deviation. In each column, values with the same letters are not significantly 
different (p<0.05) 

 
 ذرات تولیـد بـه منجـر بابونه عصاره پوشانی درون

 ها کپسول نانو دیگر تعبار به شد؛ تر کوچک و تر همگن
 برخوردار بیشتري یکنواختی از ذراتنانو با مقایسه در

 و فنولی ترکیبات نقش دلیل به تواندمی امر این. بودند
 عنوان بــه عصــاره در موجــود هــاي مولکول ســایر
 هـا پروتئین تر منظم آرایش و جاگیري براي هایی کانون
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  هسـته ادمو دارد امکان همچنین. باشد  ها آن اطراف در
 کپســـول يدیــواره و مـــاتریکس هــاي پروتئین بــا

 گریــز آب و هیــدروژنی واندروالســی، هـاي برهمکنش
  .)2( باشند داده

 کپسـول  نـانو  پوشانی درون بازده و ذره تولید بازده
 پنیر آب هاي پروتئین از شده تهیه بابونه عصاره حامل

اتصــال عرضــی  :آنزیمــی ي یافتــه یعرضــاتصــال 
 تولیـد بـازده آنزیمـی روش بـه روتئینپـ هاي مولکول

 شـبکه تشـکیلبا ). 2 جدول( داد افزایش را نانوذرات

 وسـیله به پـروتئین هـاي مولکول از اي شده تنیده درهم
 رفـتن دسـت از میـزان ،عرضی ي دهنده اتصالعوامل 

افـزایش  تولیـد بازده و کاهش شناور رو مایع در ها آن
 روش از تفادهاسـ بـا) 2003( همکاران و لانگر. یافت

 65-95 تولید بازده با ینانو ذرات حلال، ضد با رسوب
 کردنـدانسـانی تهیـه  سـرم آلبومین پروتئین از درصد

 همـین از استفاده با نیز) 2012( همکاران و زو). 20(
 76 تولیـد بـازده بـا زئـین پروتئین ذراتنانو به روش
  ).38( دست یافتند درصد

 
  بابونه يعصاره حاوي کپسول نانو پوشانی درون ازدهب و ذره تولید بازده -2 جدول

Table 2- Particle yield and encapsulation efficiency of whey protein isolate (WPI) particles and commomile extract-
loaded nanocapsules 

  نمونه
Sample 

  پروتئین به عصاره نسبت
Extract to WPI ratio 

  %)( ذره تولید بازده
Particle yield (%) 

  (%) پوشانی درون بازده
Encapsulation efficiency (%) 

  شاهدپروتئین  از شده تهیه ذرات
Particles from non-cross-

linked proteins 
- 78.4 ± 1.6d - 

 پروتئین از شده تهیه ذرات
  آنزیمی يعرضی یافتهاتصال

Particles from 
enzymatically cross-

linked proteins 

- 86.4 ± 2.7c - 

 عصاره با شده بارگیري ذرات
ل  اتصا پروتئین از شده تهیه بابونه

آنزیمی عرضی یافته  
Cammomile extract 

loaded-particles from 
enzymatically cross-
linked proteins (1:20) 

20:1 93.2 ± 1.5a 81.3 ± 2.3a 

 عصاره با شده بارگیري ذرات
 پروتئین از دهش تهیه بابونه
آنزیمی يعرضی یافته اتصال  

Cammomile extract 
loaded-particles from 
enzymatically cross-
linked proteins (1:15) 

15:1 89.2 ± 1.1b 74.2 ± 1.3b 

 ).<05/0p( ندارند ريدامعنی تفاوت یکدیگر با ستون در مشترك حروف داراي اعداد .هستند معیار انحراف  ±میانگین صورت به جدول اعداد

Values are given as mean ± standard deviation. In each column, values with the same letters are not significantly 
different (p<0.05) 

  

در  را ذره تولیـد بازده ذرات،نانو به عصاره افزودن
 )2 جـدول( داد افـزایش فاقد عصـاره مقایسه با نمونه

 بـازده ها، کپسول نانو در عصاره غلظت افزایش با ولی

 جـدول( یافـت کاهش پوشانی درون بازده و ذره تولید
ــا). 2 ــزایش ب ــانو در عصــاره غلظــت اف  ها، کپســول ن

 فنـول پلی-پروتئین و پروتئین-پروتئین هاي برهمکنش
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 مقدار هدر رفت و ورود به منجر امر این ؛شده یفتضع
 روشـناور شـفاف ایعمـ بـه پروتئین و عصاره بیشتري

 شـده ذره تشـکیل در شـرکت و پوشانی درون جاي به
) 2012( همکـاران و زو نتـایج بـا مشاهده این. است

 پلیمري هاي ماتریکس سایر در). 38( داشت همخوانی
 بـه منجـر هسـته مـواد غلظـت ازحد بیش افزایش نیز

 بـازده). 22( اسـت شـده پوشـانی درون بـازده کاهش
ــانی درون ــا فنول پلی پوش ــروتئین در ه ــژوهش در پ  پ

 بـودن کارآمد نشانگر که بود درصد 74 از بیش حاضر
بـازده ). 2 جـدول( اسـت حـلالضد با رسوب روش
ــانو در رويپوشــانی عنصــر درون  از شــده تهیه ذراتن

 گـزارش درصـد 80 از بـیش پنیر آب پروتئین ترسیب
 ).15( شد

 کوپمیکروسـ تصاویر براساس: ذراتنانو مرفولوژي
 بودند کروي ساختار داراي ذراتنانو روبشی الکترونی

 روشبـه پروتئینـی گسـترده شبکه تشکیل). 1 شکل(
 مرفولـوژي بـر تأثیري عصاره، پوشانی درون و آنزیمی

) 2009( یانـگ و ردي. نداشت يتولید ذرات سطحی
 ایجــاد از پــس نشاســته از شــده تهیه فــیلم تصـویر در

ــد همشــاهد تفــاوتی عرضــی، اتصــالات ). 29( ننمودن
 حاصل ذراتنانو میکروسکوپی تصاویر اندازه میانگین

 عرضـی، اتصال بدون پروتئین هاي مولکول ترسیب از
 پــروتئین هــاي مولکول ترســیب از حاصــل ذراتنــانو

 شبکه ذراتنانو و آنزیمی روشبه یافته یعرض اتصال
 حامـل آنزیمـی روش بـه پروتئین یافته عرضی اتصال
 ،)الـف-1 شکل( نانومتر 5/36±1/12 یبترت به عصاره

 نانومتر 4/39 ±6/2 و) ب-1 شکل(نانومتر  1/8±7/36
 ذرات يانــدازه نتـایج در تفـاوت. بـود) ج-1 شـکل(

ــده گزارش ــوردر  ش ــامیکی ن ــرق دین ــاره و  تف ریزنگ
ــی ــه دل میکروســکوپ الکترون ــلب ــاوت ی  درروش تف

ــه ذرات بررســی ــت ب ــیون حال ــتگاهدر ( دیسپرس  دس
ــدگی ــ پراکن ــامیکی ورن ــه  و) دین ــده خشک لای در ( ش

).30 ،29( اســت )روبشــی الکترونــی میکروســکوپ

 
 عرضیبدون اتصال پنیرآب پروتئین هاي مولکول دادن رسوب از شده تهیه ذراتنانو از روبشی الکترونی میکروسکوپ تصاویر -1 شکل

)a(، آنزیمی روش به یافته اتصال عرضی )b (ي یافته عرضی اتصال پنیرآب پروتئین هاي مولکول دادن رسوب از شده تهیه ذراتنانو و 
  )c( عصاره بابونه حامل آنزیمی

Figure 1- Scanning electron microscopic images (SEM) of  whey protein isolate (WPI) particles obtained through 
desolvation of non-cross-linked (a) enzymatically-cross-linked (b), and commomile extract-loaded enzymatically 

cross-linked (c) whey proteins 
  

 سـیگنال دوبعـدي توپـوگرافی :ذراتنانو توپوگرافی
 از شـده تهیه ذراتنـانو بعـدي  سـه توپوگرافی و خطا

 عرضـی، اتصالات بدون پروتئین هاي مولکول ترسیب

 پـروتئین هـاي کولمول ترسـیب از شده تهیه ذرات نانو
 ذرات نـانو و آنزیمـی روش بـه یافتـه عرضی اتصال
 آنزیمـی روش بـه پـروتئین یافته عرضی اتصال شبکه

a b c 
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 ارتفـاع. است شده داده نشان 2 شکل در عصاره حامل
 آنزیمی روشبه یافته یعرض اتصال پروتئین ذرات نانو

 عرضـی اتصـالات بـه آن علـت. بـود مقـدار کمترین

 وســیله به شــده تشکیل مولکــولی بین و مولکــولی درون
 که شد داده نسبت پروتئین هاي مولکول میان در آنزیم

.اسـت شـدهمنجـر   فشرده ساختمان با ذرات تولید به
 

 
 شده تهیه ذراتنانو از) c( بعدي سه توپوگرافی و) b( خطا سیگنال ،)a( دوبعدي توپوگرافی میکروسکوپ نیروي اتمی تصاویر -2 شکل

 و) وسط( آنزیمی روشبه یافته عرضیاتصال  پنیرآب پروتئین ،)بالا( بدون اتصال عرضی پنیرآب پروتئین هاي مولکول دادن برسو از
 )پایین( بابونه عصاره حامل آنزیمی روشبه یافته عرضیاتصال  پنیرآب پروتئین ذراتنانو

Figure 2- Atomic force microscopy (AFM) images of a) 2D topography, b) error signal image, c) 3D topography of 
WPI particles obtained through desolvation of non-cross-linked (upper panel), enzymatically cross-linked (middle 

panel), and commomile extract-loaded enzymatically cross-linked (lower panel) whey proteins 
  

 گرماســنجی نمــودار :افتراقــی روبشــی گرماســنجی
 ترســیب از حاصــل ذرات نــانو افتراقــی روبشــی
 اتصـال عرضـی، اتصـال بـدون پـروتئین هاي مولکول
 اتصال شبکهنانوذرات  و آنزیمی روش به یافته عرضی
 عصـاره حامـل آنزیمی روش به پروتئین یافته عرضی

 در پیـک حضـور عدم. است شده  مشاهده 3 شکل در

ــه دهــی حرارت طــول ــل ب ــیش دلی ــارپ ــی تیم  حرارت
 اتصال فاقدنانوذرات  تولید حین پروتئین بر شده اعمال

. اسـت سرمی هاي پروتئین کامل واسرشتگی و عرضی
 روش به پروتئین هاي مولکول در عرضی اتصال ایجاد

 مقاومــت بـر بابونـه عصـاره پوشـانی درون و آنزیمـی
  .)3(شکل  بود تأثیر بی تولیدي ذراتنانو حرارتی

b c
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 ،)نقطه-خط( پنیر بدون اتصال عرضیآب پروتئین هاي مولکول ترسیب از شده تهیه ذراتنانو براي روبشی گرماسنجی نمودار  -3 شکل

 آنزیمی روش به یافته عرضیپنیر اتصال پروتئین آب ذراتنانو و) پیوسته خط( آنزیمی روش به یافته عرضیپنیر اتصال پروتئین آب
  )چین نقطه(بابونه  عصاره حامل

Figure 3- DSC thermograms of WPI particles obtained through desolvation of non-cross-linked ( ), 
enzymatically cross-linked ( ), and commomile extract-loaded-enzymatically cross-linked ( ) whey 

proteins 
  

 سـنجی طیف :وریـه ف تبـدیل  قرمزمادون سنجی طیف
 یافته عرضی اتصال پنیرآب پروتئین از شده تهیه ذرات

 نشــان 4 شـکل در(بـدون اتصــال عرضـی)  شـاهد و
 مـوجی اعـداد در موجـود هـاي پیک. اسـت شده داده

 ترتیـب بـه متر سانتی بر 1400 و 1450 ،1528 ،1651
  هـاي خمش دوم، نـوع آمیـد اول، نـوع آمید به مربوط
C–N هاي کشش و C– H اول نـوع آمیـد بانـد. است 

ــوب ــه منس ــش ب ــاهل C=O کش ــاختار آلف  یکسدر س
 بتـالاکتوگلوبولین و آلفالاکتـالبومین يیهساختمان ثانو

دوم مربوط بـه کشـش  نوع ید). باند آم31، 19است (
C–N  و خمشC–N–H ) شده  مشاهده پیک). 30است

 یـدباند آم N–Hمربوط به خمش  یمتربر سانت 672در 
ــ ــوع اول در س ــاهلن ــهســاختمان ثانو یکساختار آلف  ی
اســت. ظهـــور  بتــالاکتوگلوبولین و آلفالاکتــالبومین

 متر یبر سانت 1240 یا 1239 یدر اعداد موج هایی یکپ
 هـا ینپروتئ یـهساختمان ثانو يبتا اتمنسوب به صفح

ــتا ــی حرارت یش). پ30( س ــا ینپروتئ ده قبــل از  ه
 بتا مانساخت یختگیگس هم ازمنتج به  یبترس يمرحله

 يبتــامان ســاخت یريگ بکــر و شــکل هــاي ینپروتئ در
  ).9شد ( ینیپروتئ يها توده ینب یمولکول درون

ــر 3300 یشــده در عــدد مــوج  مشــاهده پیــک  ب
 تمام نـانو مادون قرمز تبدیل فوریه یفط در متر یسانت

اسـت.  هیدروکسیلکششی  ارتعاشاتذرات مربوط به 
مـادون   یـفط متر یبـر سـانت 2960ظاهرشده در  یکپ

 پـروتئیناز  شده یهذرات تهنانو تمام قرمز تبدیل فوریه
 2958 در ظاهرشـده مشابه پیک و عرضی اتصال فاقد
 یافتــه عرضــی اتصــال پروتئینــیذرات  متر یســانت بــر

 مقایسـهاسـت.  هیـدروژن-کـربن کشـش به منسوب
 پروتئینی هاي مولکول از شده  تهیه ذراتنانو هاي طیف

 شـدت در داد نشان) 4 شکل( یعرض اتصال بدون /با
 ایـن. اسـت نشـده ایجـاد تغییـر اول نـوع آمیـد پیک

ــوع ــت موض ــد می ثاب ــد کن ــره هرچن ــانبی يزنجی  ج
 اتصـالات ایجاد اثر لیزین در با که ینگلوتام اسیدآمینه

 کند، می تغییر دهد می واکنش آنزیمی روش به عرضی
 کشـش بـر آنزیمـی روش بـه عرضی اتصالات ایجاد

  ).9(است  اثر بی کربونیل
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 بدون اتصال عرضی پنیرآب پروتئین هاي مولکول ترسیب از تولیدشده ذرات براي فوریه تبدیل قرمزمادون سنجی طیف نمودار -4 شکل

 پنیرپروتئین آب شده از ترسیبتولید ذرات) سیاه( آنزیم روش به یافته عرضیپنیر اتصال پروتئین آب ترسیب از تولیدشده ذرات ،)آبی(
  )قرمز( بابونه عصاره حامل آنزیم روش به یافته عرضیاتصال 

Figure 4- FTIR spectra of WPI particles obtained through desolvation of non-cross-linked (blue line), enzymatically 
cross-linked (black line) and commomile extract-loaded enzymatically cross-linked (red line) whey proteins 

  
 از حاصــل ذراتنــانو ســنجی طیف نمــودار در

 روش بـه یافتـه عرضـی اتصـال پروتئین هاي مولکول
 در ظاهرشده هاي پیک عرضی، اتصال بدون و آنزیمی
 کمتــرین داراي متــر ســانتی بــر 1528-1651 يدامنــه
 کـاهش نشـانگر هـا پیک شدت کاهش. هستند شدت

 دآمیداسـیون  یجـهنت در تئینپرو در آلفاهلیکس ساختار
 ایجاد یکل طور به). 34( است گلوتامینیل هاي باقیمانده
ــی، هــاي مولکول در آنزیمــی عرضــی اتصــال  پروتئین

 کـه  حـالی در داده؛ تغییـر را گریـز آب هاي برهمکنش
 مانـده باقی تغییـر بـدون پـروتئین آلفاهلیکس ساختار

 ارهعصـ پوشانی درون اثر در جدیدي پیوند هیچ. است
 .نشـد شناسایی یافته عرضی اتصال پپتیدهاي درون در

 کـاملاً صـورت به عصـاره که است آن نشانگر امر این
 و هسـته بین کووالانسی پیوند تشکیل بدون و فیزیکی

 و گاناســکاران. اســت شــده پوشــانی درون مـاتریکس
 فیزیکی طور به کافئین دادند گزارش) 2007( همکاران

ــدهاي واســطه به و  هــاي برهمکنش و یــدروژنیه پیون
 ).16( است شده پوشانی درون پروتئین در گریز آب

-ايمعـده  شده سازي شبیه شرایط در ذرات پایداري
 در معـده شده سازي شبیه محیط در ذراتنانو :ايروده

 هضم مرحله ساعت یک مدت به پپسین آنزیم حضور
 ترسیبی پروتئینی ذراتنانو با مقایسه در .کردند طی را
 روش بـه عرضـی اتصـال ایجاد عرضی، اتصال دونب

ــاي مولکول در آنزیمــی ــروتئین ه ــزایش موجــب پ  اف
 آنـزیم زیـرا گردیـد پپسینی يتجزیه برابر در پایداري

 سـاختار ایـن درون بـه نفـوذ بـه قادر سختی به پپسین
. است عرضی اتصالات ایجاد اثر در شده تشکیل فشرده

 پیرامـون یوهشپژ در) 2007( همکاران و گاناسکاران
 گـزارش استون با ترسیبی بتالاکتوگلوبولین  ذراتنانو

 يوسـیله به ذراتنانو در عرضی اتصالات ایجاد کردند
  ).16( داد کاهش را پپسینی هضم میزان گلوتارآلدئید
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   ،)a( پنیر بدون اتصال عرضیهاي پروتئین آبترسیب مولکولاز  شده یهذرات تهنانو یهو تجز یبتخر -5 شکل

 pH=2در حضور پپسین و  )b( یمیبه روش آنز یافته پنیر اتصال عرضیهاي پروتئین آبترسیب مولکول

Figure 5- Degradation of WPI particles obtained through desolvation of non-cross-linked ( ) and enzymatically 
cross-linked ( ) whey proteins with pepsin at pH 2.0. 

 
-ايمعـده  شده سازي شبیه شرایط در عصاره رهایش

 ترســیبی ذرات از عصـاره رهــایش پروفایـل :ايروده
 روش بـه یافتـه عرضـی اتصـال پروتئین هاي مولکول
 معـده شـده سازي شبیه شرایط در زمان طی در آنزیمی
 شـــرایط نیــز و پپســین حضـــور /حضــور بــدون

 در تریپسین حضور/حضور بدون روده شده سازي شبیه
 شـده پوشـانی درون عصاره. آورده شده است 6 شکل

 در یافته، عرضی اتصال پپتیدهاي از شده تهیه ذرات در
 و اسـیدي هاي محیط در گذاريگرمخانه ساعت 6 طی

 pH 2 در) کننده هضـم هاي آنزیم حضور بدون( خنثی
 حفـظ بـر دلالـت امـر ایـن که نداشت رهایش 4/7 و

ــارچگی ــان یطــ ذرات  یکپ ــن در زم . دارد محــیط ای
 پیرامـون یپژوهش در) 2007( همکاران و گاناسکاران

 روش بـه لاکتاآلبومین سرم از شده تهیه ژل هاي بیدلت
 تـرانس  آنـزیم از اسـتفاده بـا عرضـی اتصالات ایجاد

 ها بیــدلت عرضــی اتصــال دادنــد گــزارش گلوتامینـاز 
 شـرایط در را کـافئین رهـایش میـزان آنزیم  وسیله به

  ). 16( داد کاهش معده دهش سازي شبیه
 پپسـین، حضور در معده شده سازي شبیه شرایط در

 بــه یافتــه عرضــی اتصــال پروتئینــی ذرات از عصــاره

 درصد 20 از کمتر که طوري به ؛یافت رهایش آهستگی
ــاره از ــانی درون عص ــده پوش ــی در ش ــاعت 2 ط  س

 عبـور بـراي زمـان این. یافت رهایش گذاريگرمخانه
 حتـی). 16( اسـت کافی کوچک ودهر به معده از غذا
 کـل از درصد 28 تنها پپسینی، هضم ساعت 6 از پس

 در از طرفـی .یافت رهایش شده پوشانی درون عصاره
 در تریپسـین حضـور در روده شـده سازي شبیه شرایط

 ؛یافـت رهـایش یکنواخـت طور بـه عصاره زمان، طی
 در شـده پوشانی درون عصاره از درصد 93 که طوري هب

 تضـاد. یافـت رهـایشگـذاري گرمخانه اعتس 6 طی
ــین بــارزي  و پروتئینــی مــاتریکس تجزیــه ســرعت ب
  . شد مشاهده زمان طی در عصاره رهایش

 ذرات از درصد 70 تجزیه علیرغمدر این پژوهش 
 پـس پپسین حضور در معده شده سازي شبیه شرایط در
 کــل ازدرصـد  28 تنهـا پپســینی، هضـم سـاعت 6 از

 رهـایش. یافـت رهـایش شـده پوشـانی درون عصاره
 حضــور در روده شــده سازي شبیه شــرایط در عصــاره
 مـاتریکس تجزیـه سـرعت از تر سـریع بسیار ترپسین

  .بود پروتئینی
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 زمان طی در آنزیمی روش به اتصال عرضی یافته پنیرآب پروتئین هاي مولکول ترسیب از تولیدشده ذرات از عصاره رهایش -6 شکل

 در ،)توپر دایره( پپسین حضور با معده شده سازي شبیه شرایط در ،)توخالی دایره( پپسین حضور بدون معده شده يساز شبیه شرایط در
 )توپر مربع( پسینیتر حضور با روده شده سازي شبیه شرایط در ،)توخالی مربع( تریپسین حضور بدون روده شده سازي شبیه شرایط

Figure 6- In-vitro release profile of extract from particles prepared from enzymatically cross-linked proteins in the 
simulated gastric fluid without pepsin (open circle), simulated gastric fluid with pepsin (solid circle), simulated 

intestinal fluid without trypsin (open square) and simulated intestinal fluid with trypsin (solid square) 
 

 
  یلک گیري یجهنت

بـا ضـد  دهـیرسـوب از مرحلـه یشپ ها ینپروتئ
سـپس از  اتصال عرضی یافتند. یمیحلال با روش آنز

 یمـیآنز اتصـال عرضـی یافتـه ینپروتئ ترسیب یقطر
از  شـده  یهذرات ته نانو یداريشدند. پا یهذرات تهنانو

 یطدر برابر هضم در شـرا عرضی یافته لاتصا ینپروتئ
 یـنو ا یافـت یشدستگاه گوارش افزا شده سازي یهشب

 يهـا عنوان حامل ها بـه کاربرد آن یشامر منجر به افزا
شـد.  فعال یستز یباتترک یپوشان درون يبرا ینیپروتئ

اتصـال  یناز پـروتئ شده یهذرات تهنانو یداريپا یلدل به
نـانوذرات  یناز ا شود یم دیشنهاپ یمیآنز عرضی یافته
ــ ــا  شــده یشــفاف غن هاي یدنینوشــ یوندر فرمولاس ب

  استفاده شود. ینپروتئ
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Abstract 
Background and objectives: Chamomile extract contains bioactive materials such as 
Terpenoids, α-bisabolol and Chamazulene and polyphenolic compounds including apigenin, 
quercetin and patuletin which have considerable antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, 
anticonvulsant, anti-allergic, antifungal and anti-pyretic activities. However, incorporation of 
these active compounds into foods may cause quality defects including astringent taste and 
increased haze in beverages. They also act as substrates for browning reactions resulting in 
undesirable color changes in food products. As well, bioactive substances may undergo 
degradation by exposure to heating, light and oxygen during food processing operations and 
storage or in the gastrointestinal tract (acidic pH and enzymes). Nanoencapsulation of bioactive 
molecules is an efficient strategy to overcome these problems without any adverse effect on 
sensory characteristics and appearance of the final product. In the present research, it is aimed to 
encapsulate the chamomile extract into nanoparticles obtained from whey protein isolate (WPI) 
via anti solvent precipitation technique to be used for enhancing healt-promoting effects of 
beverages.  
 
Materials and methods: Whey protein solution was prepared by dissolving whey powder in bi-
distilled water. The solution was preheated in a water bath at 80 °C for 15 min. Then, whey 
proteins were inter-connected by using transglutaminase. The cross-linked protein solution was 
charged with absolute ethanol. Finally, nanoparticles were collected using centrifugation.  
 
Results: An encapsulation efficiency of ~81% was obtained in 1:20 mass ratio of extract-to-
WPI. Light scattering measurement of hydrodynamic size of particles showed a bimodal pattern 
for all particles. Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy suggested that extract and whey 
proteins interacted via hydrogen bonds and hydrophobic interactions. Enzymatically cross-
linking of proteins was revealed by FTIR spectroscopy. 
 
Conclusion: According to in-vitro tests carried out at a simulated gastro-intestinal media, it was 
observed that nano-particle structure was improved by crosslinking in whey proteins. Cross-
linking of whey proteins slowed down the release rate of entrapped extract from particles in the 
simulated gastric fluid. 
 
Keywords: Antisolvent precipitation, Cross-linking, chamomile extract, whey protein 
nanoparticles, Target release 
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