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Abstract 
1Introduction: Nisin is one of the antimicrobial substances that is used today as a preservative in various foodstuffs . 

It is a bacteriocin comprised of 34 amino acids and a molecular weight of 3.5 Da. With all the benefits of nisin, there 
are barriers to its use in dairy and protein rich products. One of these barriers is the combination of nisin with fats, 
proteins and sugars and the consequent reduction of its antibacterial activity. In the food science and industry, the use of 
the technique of encapsulation and production of liposome is the best possible solution in such cases. Also, by adding 
an antimicrobial agent such as chitosan to the coating of nanoliposomes, the antibacterial activity of the product may be 
increased. The aim of the present research was to produce nanoliposomes carrying nisin with (and without) chitosan 
coating and to evaluate the physical and antibacterial properties against two gram-positive bacteria, Bacillus cereus and 
Staphylococcus aureus.  

 
Materials and Methods: In this study, four treatments of nanoliposomes carrying nisin (NN), nanoliposomes 

carrying nisin coated with chitosan 0.05% ((NN-CH (0.05)), nanoliposomes carrying nisin coated with chitosan 0.1% 
(NN-CH (0.1)) and nanoliposomes carrying nisin coated with chitosan 0.5% (NN-CH (0.5)) were prepared and 
examined in terms of physical properties (average particle size, particle dispersity index, zeta potential and 
encapsulation efficiency) and antibacterial activity (against two gram-positive bacteria, Bacillus cereus and 
Staphylococcus aureus with two diffusion methods in agar medium and microdilution test). This research was 
conducted in a completely randomized design and SPSS and EXCEL softwares were used for statistical analysis and 
drawing of diagram, respectively. Data were analyzed by one-way analysis of variance and the difference between the 
means was evaluated by Duncan's test at 95% confidence level.  

 
Results and Discussion: The results showed that the average particle sizein different treatments with each other are 

significantly different (P<0.05) and vary from about 110 to 327nm; Also as the amount of chitosan in the coating 
increased, the particle size increased (P<0.05). This indicates the successful binding of chitosan to the surface of the 
nanoliposome, which results in the formation of a layer around the nanoliposome and an increase in particle size. 
Particle dispersity index was recorded less than 0.3 in all treatments and was not related to the amount of chitosan in the 
coating. With increasing the amount of chitosan in the coating of nanoliposomes, zeta potential increased significantly 
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(P<0.05). This index changed from -55.34 in NN treatment to 53.14 mV in NN-CH (0.5) treatment. In fact, chitosan as 
a cationic polysaccharide changes the potential to positive values. As the amount of chitosan in coating of 
nanoliposomes increased, the encapsulation efficiency increased significantly in the treatments (P<0.05); this index 
increased from 32.19% in NN treatment to 75.14% in NN-CH (0.5) treatment. The results of the antibacterial activity of 
nisin in two methods of diffusion in agar medium and microdilution test showed that its antibacterial activity increased 
with nanoencapsulation of nisin with (and without) chitosan coating (p<0.05). Also, with the increase in chitosan 
concentration, the antibacterial activity of carrier nanoliposomes increased and the highest antibacterial activity was 
recorded in NN-CH (0.5) treatment (p<0.05). The diameter of the non-growth halo of Bacillus cereus against the 
research treatments (with five concentrations of 2.5 to 25 μg/ml) varied from about 4.5 to 17.5 mm. This amount for 
Staphylococcus aureus was recorded from 2.1 to 26.5 mm. By increasing the concentration of nisin and carrier 
nanoliposomes, the diameter of the halo of non-growth of both bacteria increased significantly (p<0.05). But an 
exception was recorded in this case; The diameter of the non-growth halo for Staphylococcus aureus in two 
concentrations of 2.5 and 5 μg/ml of treatments was the same and had no significant difference (p>0.05). The minimum 
inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration (MBC) of the examined treatments for 
Bacillus cereus were in the range of 100 to 400 and 200 to 500 μg/ml, respectively. These two concentrations for 
Staphylococcus aureus were recorded as 50 to 200 and 100 to 400 μg/ml respectively. Based on the values of diameter 
of non-growth halo, MIC and MBC it can be claimed that Bacillus cereus is more resistant to the examined treatments 
than Staphylococcus aureus. 

Nanoencapsulation of nisin in the form of carrier nanoliposomes with chitosan coating is a suitable solution to 
improve its physical and antibacterial properties. In such a way that by increasing the concentration of chitosan in the 
coating, both of the aforementioned properties improved significantly. Nanoliposomes carrying nisin with (and without) 
chitosan coating have the ability to inhibit the growth and killing Bacillus cereus and Staphylococcus aureus bacteria. 
The antibacterial activity increases with the increase in nisin and carrier nanoliposomes concentrations. The value of 
non-growth halo, minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration confirm that Bacillus 
cereus is more resistant to nisin and its carrier nanoliposomes than Staphylococcus aureus. 

 
Keywords: Nisin, Nanoliposome, Chitosan, Physical properties, Antibacterial activity. 



پژوهشی-علمیکوتاه مقاله   

های حامل نایسین با پوشش کیتوزان و ارزیابی خواص فیزیکی و تولید نانولیپوزوم

 Staphylococcus aureus و Bacillus cereusضدباکتریایی محصول علیه 
 

 3رضا صفری -2سکینه یگانه -*1سهیل ریحانی پول

 

 04/07/1400تاریخ دریافت: 

 1/08/1400تاریخ بازنگری: 

 04/08/1400تاریخ پذیرش: 

 چکیده
جهت حفاظت از خواص ذاتی ریزپوشانی این نگهدارنده نانویابد، و لیپیدها کاهش می ، قندهاهاضدباکتریایی نایسین در واکنش با پروتئین فعالیتآنجا که از 
اکتریایی ضدب )و بدون( پوشش کیتوزان و ارزیابی خواص فیزیکی ونایسین با حامل های هدف تحقیق حاضر تولید نانولیپوزوم. رسدنظر میراه حل مناسبی بهآن 

های )نانولیپوزوم NN-CH (0.5)و  NN-CH (0.05) ،NN-CH (0.1) نایسین(، حامل های)نانولیپوزوم NN شامل بود. به همین منظور چهار تیمار محصول
ذرات در  سایز میانگین نتایج نشان داد های مختلف قرار گرفتند.حی و مورد آزمونطرادرصد کیتوزان(  5/0و  1/0، 05/0های ترتیب با پوششحامل نایسین به
(. شاخص توزیع اندازه P<05/0) کیتوزان در پوشش، ذرات بزرگتر شدند میزان ؛ ضمن اینکه با افزایشاستمتغیر نانومتر  327تا  110 از حدودتیمارهای مختلف 

ها، پتانسیل زتا به صورت معنینانولیپوزوم اطرافکیتوزان  میزان رتباطی با میزان کیتوزان در پوشش نداشت. با افزایشثبت شد و ا 3/0ای در تیمارها کمتر از ذره
به صورت معنی نیز راندمان ریزپوشانی همچنین. ارتقا یافت NN-CH (0.5)ولت در تیمار میلی 14/53به  NNدر تیمار  -34/55( و از P<05/0داری افزایش )

نتایج فعالیت ضدباکتریایی نایسین در دو مطابق  .(P<05/0) تغییر کرد NN-CH (0.5)درصد در تیمار  14/75به  NNدر تیمار  19/32از تر شد و شداری بی
 .(P<05/0)د بیشتر شبا نانوریزپوشانی نایسین با )و بدون( پوشش کیتوزان، فعالیت ضدباکتریایی آن سازی در لوله، روش انتشار در محیط کشت آگار و رقیق

 ثبت گردید NN-CH (0.5)در تیمار  حد آنو بیشترین  افزایش یافتهای حامل نانولیپوزومضدباکتریایی  همچنین با افزایش غلظت کیتوزان، فعالیت
(05/0>P).  متر متغیر میلی 5/17تا  5/4حدود از  لیتر(میکروگرم بر میلی 25تا  5/2در برابر تیمارهای تحقیق )با پنج غلظت  باسیلوس سرئوسقطر هاله عدم رشد
 (MBC) و حداقل غلظت کشندگی (MIC) حداقل غلظت مهارکنندگی. ثبت شدمتر میلی 5/26تا  1/2حدود  استافیلوکوکوس اورئوس. این میزان برای بود

استافیلوکوکوس غلظت برای  . این دوداشتتر قرار لیمیکروگرم بر میلی 500تا  200و   400تا  100ترتیب در بازه به باسیلوس سرئوسبرای  تیمارهای تحقیق
های حامل با پوشش ها، نانوریزپوشانی نایسین در قالب نانولیپوزوممطابق یافته .یددگرثبت لیتر میکروگرم بر میلی 400تا  100و  200تا  50رتیب تبه اورئوس

 شود.کیتوزان موجب ارتقای خواص فیزیکی و ضدباکتریایی آن می
 

 .نایسین، نانولیپوزوم، کیتوزان، خواص فیزیکی، فعالیت ضدباکتریاییی کلیدی: هاواژه

 

 123مقدمه
های غذایی بهنایسین که امروزه به صورت گسترده در فراورده

شود، در حقیقت نوعی باکتریوسین است عنوان نگهدارنده استفاده می
-می کیلودالتون 5/3اسیدآمینه و وزن مولکولی معادل  34دارای  که
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منظور حفظ این ترکیبات را به 4لاکتوکوس لاکتیسی هاباکتری باشد.
 Da Silva) کنندبقا و پیروزی در رقابت بر سر منابع تولید می

Malheiros et al., 2010 Hamidi et al., 2012)ها . باکتریوسین
 Cholletنی ضدمیکروبی هستند )ییدی یا پروتئکه دارای ماهیت پپت

et al., 2008های بالا و پائین، اسیدیته ( به دلیل مقاومت در برابر دما
قابلیت استفاده در  ،های آلی ضعیفها و حلالها، آنزیمبالا، نمک
 ;Cheikh et al., 2008) باشندمیهای غذایی مختلف را دارا فراورده

Zaerzadeh et al., 2011 .)ترین باکتریوسینی است نایسین معروف
که هم از نظر علمی و هم از نظر اقتصادی بسیار مورد توجه است. به

سال  22ای که سازمان و غذا و داروی ایالات متحده بیش از گونه
                                                           

4 Lactococcus lactis 
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ای ایمن در عنوان نگهدارندهز آن اتحادیه اروپا آن را بهقبل و پس ا
 50صنایع غذایی تائید کرده است. به همین دلیل امروزه در بیش از 

  .گیرد، این ماده در صنایع غذایی مورد استفاده قرار میدنیا کشور
ههایی که استفاده از آن در مواد غذایی باز دیگر نگهدارنده

تی مورد بح  و تحقیق است، کیتوزان های شیلاخصوص فراورده
 ;Ojagh et al., 2010;Nowzari et al., 2013)  باشدمی

Alboghbeish and Khodanazari, 2017; Reyhani Poul and 

Jafarpour, 2020 .) پلیمر کربوهیدراتی است که در نتیجه کیتوزان
شود و اثرات ضدمیکروبی آن حذف گروه استیل از کیتین حاصل می

در تحقیقاتی هم استفاده از  (.No et al., 2003تائید شده است )
ور منظهای حاوی ترکیبات فعال بهکیتوزان جهت پوشش نانولیپوزوم

 Bang) بهبود خواص فیزیکی و پایداری محصول گزارش شده است

et al., 2011; Li et al., 2015; Hasani et al., 2018; Yeganeh 

and Reyhani Poul, 2021.)  نایسین، موانعی در راه  مزایایبا همه
 های لبنی و پروتئینیآن به فرم آزاد در فراورده از اثربخشی و استفاده

ترکیب نایسین با چربی، پروتئین و قندها یکی از این موانع وجود دارد. 
در علوم و صنایع . آن است کاهش فعالیت ضدباکتریایی و متعاقبا

کردن و تولید  ک کپسولهغذایی در چنین مواقعی استفاده از تکنی
 Laridi et al., 2003Benechلیپوزوم بهترین راههکار ممکن است )

et al., 2002.)  ها با یک ترکیب ضدمیکروب لیپوزومهمچنین پوشش
 افزایدمانند کیتوزان، احتمالا بر فعالیت ضدباکتریایی محصول می

(Reyhani Poul and Jafarpour, 2020). 
های کلوئیدی متشکل از لیپیدهای قطبی بهویزیکول هایپوزومل

های آب ساختارهای ویژه فسفولیپیدها هستند که در حضور مولکول
. (Ghorbanzadeh et al., 2017کنند )ای ایجاد میکروی دولایه

 هالیپوزوممعرفی شدند.  1960این ساختارها اولین بار در اواسط دهه 
که دو غشای  دارای دم آبگریز و ناحیه سر آب دوست هستند. هنگامی

های آبگریز به یکدیگر جذب شوند، دممنفرد به هم نزدیک می
به سمت آب قرار میغشا  شوند، در حالی که سر آب دوست هر دومی

های گیرند. این فرایند، لایه مضاعف یا دو تایی کروی از مولکول
تواند دهد. این کره فسفولیپیدی میفسفولیپید را تشکیل می

ها . لیپوزومهای آبی را درون خود نگه داشته و حمل کندمحلول
کردن  دوستی( دارند؛ لذا قادر به کپسولهخاصیت آمفیفیلیک )دوگانه
فیل هستند دوست و آمفیدوست، چربیآبطیف وسیعی از ترکیبات 

(Hasani et al., 2018این خاصیت موجب می .)ها شود تا لیپوزوم
های قطبی و غیرقطبی را کپسوله کنند بتوانند هر دو اسیدهای آمینه

(Sadeghian et al., 2019)فعال  ز ترکیبات زیست. انواع مختلفی ا
ها، قندها و ها )نمکهای کوچک و یوندوست از جمله مولکولآب

ساکاریدها( و ذرات )قطرات پپتیدها(، پلیمرهای زیستی )پروتئین و پلی
ها توانند از طریق فاز آبی لیپوزومها( میچربی، نانوذرات و پروبیوتیک

عناصر مختلفی از ترکیبات و  ،حمل شوند. تاکنون در مطالعات مختلف
، آهن و 10، کارتنوئیدها، کوآنزیم کیوEو  C ،A ،Dهای جمله ویتامین

 ,.Xia et alاند )های مبتنی بر لیپوزوم کپسوله شدهکلسیم در سیستم

2006 Tan et al., 2013 ,هایی با ها همان لیپوزوم(. نانولیپوزوم
ها اندازه کوچکتر هستند که از نظر ساختاری و شیمیایی با لیپوزوم

ها جهت حفاظت از یکسان هستند. در صنایع غذایی از نانولیپوزوم
های ضدمیکروبی و قارچی و ترکیبات مختلف مانند نگهدارنده

 Yeganeh and) شودفعال استفاده می همچنین پپتیدهای زیست

Reyhani Poul, 2021) .کردن  ها برای کپسولههمچنین نانولیپوزوم
ها در آنها با هدف رهایش تدریجی ها و آنزیمدهندهبرخی طعم

ها در . ریزپوشانی آنزیمروندکار میمحصولات غذایی نیز به
رفتن فعالیت آنزیم در شرایط ها موجب کاهش از دستنانولیپوزوم

کردن  (. کپسولهHsieh et al., 2002شود )یشده معده م سازیشبیه
 Fangدهد )ها را بهبود میترکیبات فنولی با نانولیپوزوم، پایداری آن

et al., 2010واسطه اندازه ها بهها در مقایسه با لیپوزوممو(. نانولیپوز
کنند که این مورد تری را فراهم میکوچکتر )در حد نانو( سطح بیش

تر، بهبود شرایط موجب افزایش حلالیت، دسترسی زیستی مطلوب
شود. شده و پایداری کلوئیدی بالاتر محتوی می آزادسازی کنترل

م نسبت به لیپوزم از ایجاد وهمچین اندازه بسیار کوچک نانولیپوز
 Rasti etکند )ها جلوگیری میکدورت در صورت استفاده در محلول

al., 2012.)  با پوشش نایسین  نانو ریزپوشانیهدف تحقیق حاضر
کیتوزان و ارزیابی خواص فیزیکی و ضدباکتریایی  -ترکیبی نانولیپوزوم
 است.  های شاخص مواد غذایی()فعالیت مهار باکتری

 

 هامواد و روش
، Valisin ،Mayasanحاضر )نایسین مورد استفاده در تحقیق 

درصد( و کیتوزان با وزن مولکولی  80، گلیسرول )با خلوص ترکیه(
از شرکت مرک آلمان  درصد( 75 -85متوسط )با درجه داستیلاسیون 

، درصد 99درجه خلوص ، فسفولیپید )لیپوید تهیه شدند. همچنین
 باکتریاییمنظور ارزیابی فعالیت ضدخریداری گردید. به (سیگما، آلمان

و  باسیلوس سرئوس یعنیباکتری شاخص مواد غذایی دو از  صولمح
های علمی استفاده شد که از سازمان پژوهش استافیلوکوکوس اورئوس

آگار مغذی و  محیط کشت همچنین صنعتی ایران خریداری شدند.
 آبگوشت مغذی از شرکت بیولب هندوستان تهیه گردیدند.

 
 شش کیتوزانهای حامل نایسین با پوتهیه نانولیپوزوم

لیتر و فسفولیپید/کلسترول گرم در میلیمیلی 10نایسین با غلظت 
در آب مقطر حل شدند. این محلول پس از اختلاط با گلیسرول تا 

از  مخلوط با استفاده pHگراد حرارات داده شد. درجه سانتی 80دمای 
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 1شیکر به مدت و گراد ه سانتیدرج 60مولار )در حرارت  2سود 
های خام تحت فشار بالا هموژن رسانده شد. لیپوزوم 3/7 ساعت( به

 5/0و  1/0، 05/0های مختلفی از محلول کیتوزان )شده و با نسبت
درصد وزنی/ حجمی( مخلوط شدند )در دمای اتاق به مدت یک 

دور بر دقیقه(. لازم به ذکر است که محلول  200ساعت و با دور 
درصد وزنی/ وزنی  1استیک  کردن کیتوزان در اسید کیتوزان با حل

تهیه شد. در مرحله بعد، محلول لیپوزومی در دمای اتاق با سونیکاتور 
اس( تحت سونیکاسیون قرار گرفت. نهایتا یوپی 200)با پروپ 

محصول تولیدشده در دمای محیط در معرض گاز نیتروژن نگهداری 
نشان داده  1جدول ارهای تحقیق در (. تیمRasti et al., 2012شدند )

 شده است.

 

 تیمارهای تحقیق -1جدول 
Table 1- Research treatments 

Treatments Contents  

NN Nanoliposomes carrying nisin (no chitosan) 
NN-CH (0.05) Nanoliposomes carrying nisin with 0.05% (W/V) chitosan coating 
NN-CH (0.1) Nanoliposomes carrying nisin with 0.1% (W/V) chitosan coating 

NN-CH (0.5) Nanoliposomes carrying nisin with 0.5% (W/V) chitosan coating 

 

 های حامل نایسینارزیابی خواص فیزیکی نانولیپوزوم

و  1ایتوزیع اندازه ذره شاخص ذرات، سایزمیانگین 
 پتانسیل زتا
کردن  پس از رقیق ای و پراکندی ذراتهای اندازه ذرهشاخص

( به روش تفرق PBSبرابر با بافر فسفات نمکی ) 10ها به میزان نمونه
، Malvern، 3000با استفاده از دستگاه زتاسایزر )نانوسایزر،  2نور پویا

متر(  01/0درجه و سل مخصوص با عرض  90انگلستان، زاویه 
، از هانانولیپوزومگیری پتانسیل زتای منظور اندازهگیری شدند. بهزهاندا

با استفاده از  هانانولیپوزومدستگاه زتاسایزر استفاده شد. در این روش 
برابر رقیق شدند.  10( به میزان pH= 4/7مولار بافر فسفات )میلی 50

 633ج گراد و طول مودرجه سانتی 173ارزیابی پتانسیل زتا در زاویه 
گراد( انجام شد درجه سانتی 25تنگستن )در دمای  -نانومتر هلیوم

(Hasani et al., 2018.) 

 
 بازده ریزپوشانی

 300جهت محاسبه بازده فرایند ریزپوشانی، در مرحله اول 
میکرولیتر بافر وارد اپندورف تیوپ  1200میکرولیتر از نمونه به همراه 

وژ و سانتریف rpm 10000سپس این مخلوط با دور سریع شد. 
سوپرناتانت جداسازی گردید. در مرحله بعد، میزان پروتئین در فاز 

 3گیری پروتئین پروگالول ردزیرین )رسوب( با استفاده از کیت اندازه
ها در حضور پروگالول رد و مولبدات مورد ارزیابی قرار گرفت. پروتئین

دهند که این رنگ توسط دستگاه می کمپلکس قرمزی تشکیل
گیری است. نهایتا بازده ریزپوشانی با استفاده از اتوآنالیزور قابل اندازه

                                                           
1 Particle Dispersity Index 

2 Dynamic Light Scattering 

3 Pyrogallol red 

 ,.Watanabe et al) شدرابطه زیر محاسبه و به صورت درصد بیان 

1986 Zaerzadeh et al., 2011, .) 
شده  گیری)میران اولیه نایسین / میزان نایسین اندازه×  100(       1)

 )%( در نانولیپوزوم( = بازده ریزپوشانی
 

 نایسین های حاملنانولیپوزومی یایبررسی خواص ضدباکتر
 5از  تیمارهای تحقیقمنظور ارزیابی خاصیت ضدباکتریایی به
، دو روش انتشار لیترمیکروگرم بر میلی 25و  20، 10، 5، 5/2غلظت 

 باسیلوس دو گونه و 4سازی در لولهدر محیط کشت آگار و رقیق
 استفاده شد.  استافیلوکوکوس اورئوس و سرئوس

 
 های مورد استفاده شرایط کشت باکتری

ها، سازی باکتریمنظور آمادهمحیط کشت مورد استفاده به
ها، اکتریبود. پس از کشت اولیه ب 5آبگوشت اینفیوژن مغز و قلب گاو

ساعت گرمخانه 18گراد به مدت درجه سانتی 35دمای ها در نمونه
گذاری شدند. در مرحله بعد، جهت دستیابی به رسوب باکتریایی، 

دور در  5000ها در دور های کشت حاوی سوسپانسیون باکتریمحیط
کردن مایع دقیقه سانتریفوژ شدند و پس از خارج 15دقیقه برای مدت 

ودن بافر فسفات به رسوب باقیمانده، فرآیند سانتریفوژ دو رویی و افز
 بار دیگر تکرار گردید. در هر مرحله نیز از بافر فسفات جهت خارج

. سپس به رسوب گردیدکردن اثرات محیط آبگوشت اولیه استفاده 
فارلند مک 5/0باقیمانده مقداری بافر فسفات اضافه و با لوله استاندارد 

لیتر( مقایسه شد. دهنده کلنی در میلیاحد تشکیلو 5/1 ×10 8)معادل

                                                           
4 Microdilution test 

5 Brain Heart Infusion broth 
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منظور انجام آزمایشات به 1 ×10 6ها، رقت سازی نمونهنهایتا با رقیق
 (.Sarada et al., 1999گرفت )بعدی مورد استفاده قرار

 
 آگار   کشت روش انتشار در محیط

 صورت به هاباکتری از شدهتهیه سوسپانسیون ابتدا روش، این در

 در شد. داده کشت آگار 1هینتون مولر کشت محیط روی بر سطحی
 مقدار و تعبیه محیط سطح در مترمیلی 6 قطر به هاییچاهک بعد، مرحله

میلی بر میکروگرم 25 و 20 ، 10 ،5 ،5/2 هایغلظت از میکرولیتر 50
 35 دمای در اهنمونه سپس گردید. منتقل هاچاهک به تیمارها لیتر
 از پس شدند. گذاریگرمخانه ساعت 24 مدت به گرادسانتی درجه

 کشخط ار استفاده با چاهک اطراف رشد عدم هاله قطر انکوباسیون،

 داکسی بیوتیکآنتی از گردید. گزارش مترمیلی حسب بر و گیریاندازه

 Sitohy et) شد استفاده مثبت کنترل عنوانبه گرمی(میلی 30) 2سیلین

al., 2015 Safari et al., 2018, .) 
 

  سازی در لولهروش رقیق
با روش  تیمارهای تحقیقمنظور ارزیابی فعالیت ضدباکتریایی به
 500و  400، 200، 100، 50، های مورد استفادهرقتسازی، رقیق

لیتر از محیط میلی 1که به همراه  دنگرم بودمیکروگرم بر میلی
. سپس ندآبگوشت اینفیوژن قلب و مغز گاو به لوله آزمایش منتقل شد

ها های مورد مطالعه به لولهساعته باکتری 24میکرولیتر از کشت  100
منظور گذاری گردید. بهگراد گرمخانهدرجه سانتی 37اضافه و در دمای 

نانومتر  600ها در طول موج ونهبررسی تغییرات حاصله، جذب نوری نم
عنوان سیلین نیز بهبیوتیک داکسیقرائت شد. مانند روش قبلی، آنتی

کنترل مثبت استفاده گردید. در این روش، غلظتی از سوسپانسیون 
 غلظت کمترینعنوان میکروبی که کمترین جذب نوری را نشان داد به

ساعته،  24عد کشت غلظتی از سوسپانسیون که ب و 3باکتری کنندهمهار
عنوان کمترین غلظت فاقد رشد کلنی در محیط کشت بود نیز به

 ; ,.Sitohy et al., 2015Safari et al)تعیین شد  4کشنده باکتری

2018.) 

 
 هاداده تجزیه و تحلیل آماری

منظور آنالیز فی اجرا و بهاین پژوهش در قالب طرح کاملا تصاد
 EXELو  SPSSافزارهای ترتیب از نرمآماری و رسم اشکال به

آنالیز  ها از طریق آزمون آنالیز واریانس یکطرفهاستفاده گردید. داده

                                                           
1 Muller-Hinton Agar 

2 Doxycycline 

3 Minimal Inhibitory Concentration (MIC) 

4 Minimal Bactericidal Concentration (MBC) 

ها توسط آزمون دانکن در سطح داری تفاوت بین میانگینشدند و معنی
 درصد مورد بررسی قرار گرفت.  95اطمینان 

 

 بحث و نتایج
 اندازه ذراتمیانگین 

های ترین خواص فیزیکی سیستماندازه ذرات یکی از مهم
ها از جمله پوششی بر پایه نانولیپوزوم است که بر سایر ویژگی
فعال اثرگذار پایداری، راندمان ریزپوشانی و رهایش ترکیبات زیست

اندازه ذرات  میانگین ،1شکل (. Hasani et al., 2018است )
ذرات  اندازه میانگین شکلدهد. مطابق این ها را نشان مینانولیپوزوم

 110( و از حدود P<05/0داری دارند )تیمارها با یکدیگر اختلاف معنی
ها با افزایش نانولیپوزوم اندازه میانگین نانومتر متغیر هستند. 327تا 

 ها، افزایش یافت و بیشتریندر پوشش اطراف آن میزان کیتوزان
 08/3ثبت شد ) NN-CH (0.5)سایز ذرات در تیمار  میانگین

  نانومتر(. ±1/326
ها با کیتوزان بر میانگین رو، پوشش نانولیپوزومدر تحقیق پیش

ای که میانگین اندازه گونهداری افزود بهاندازه ذرات به شکل معنی
نانومتر  1/326تر در نانولیپوزوم فاقد پوشش به نانوم 5/110ذرات از 

درصد افزایش یافت. این  5/0در نانولیپوزوم دارای پوشش کیتوزان 
( مطابقت دارد. تحقیق 2019و همکاران ) Sadeghian مورد با نتایج 

شده های حامل پروتئین آبکافت ها که به بررسی خواص نانولیپوزومآن
نانومتر در  40دانه کینوآ پرداخت، گزارش کرد میانگین اندازه ذرات از 

های دارای نانومتر در نانولیپوزوم 70های فاقد پوشش به نانولیپوزوم
همچنین  (.Sadeghian et al., 2019)پوشش کیتوزان افزایش یافت 

اکسیدان حاصل از پوست ماهی در پژوهش دیگری که پپتیدهای آنتی
آلای رنگین کمان در قالب نانولیپوزوم کپسوله شدند، با افزایش قزل

داری ها، ذرات به شکل معنیمیزان کیتوزان در اطراف نانولیپوزوم
نانومتر در  4/163ها از ای که میانگین اندازه آنگونهبزرگتر شدند؛ به

تیمارهای داری پوشش نانومتر در  234های فاقد پوشش به نمونه
(. Ramezanzade et al., 2017کیتوزان یک درصد افزایش یافت )

علت افزایش سایز ذرات تیمارها با افزودن کیتوزان، اتصال 
ها است که موجب آمیز کیتوزان به سطح نانولیپوزومموفقیت
ها امت و سایز آنای بر سطح ذرات و افزایش ضخگیری لایهشکل
(. البته در تحقیقاتی هم پوشش Henriksen et al., 1994شود )می

 Bangها با کیتوزان موجب کاهش اندازه ذرات شده است )نانولیپوزوم

et al., 2014 Hasani et al., 2018,  .)Bang ( 2014و همکاران )
علت این پدیده را نیروی انقباض ناشی از مقاومت یونی بین 

شده با کیتوزان بیان کردند؛ دهیهای حامل و پوششنانولیپوزوم
ای که با افزایش غلظت کیتوزان، نیروی انقباضی افزایش گونهبه
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 (.Bang et al., 2014گردد )ازه ذرات مییابد و موجب کاهش بیشتر در اندمی
 

 
 تحقیقذرات تیمارهای  سایز میانگین -1شکل 

Fig. 1. Average particle size of research treatments 

 (.P<05/0ها است )دار بین دادهدهنده وجود اختلاف معنیحروف متفاوت نشان

Different letters indicates a significant difference between the data (p<0.05). 
 

 
 ای تیمارهای تحقیقشاخص توزیع اندازه ذره -2شکل 

Fig. 2. Particle dispersity index of research treatments 

 (.P<05/0ها است )دار بین دادهدهنده وجود اختلاف معنیحروف متفاوت نشان

Different letters indicates a significant difference between the data (p<0.05). 
 

 ایشاخص توزیع اندازه ذره

ای یکی دیگر از خواص فیزیکی شاخص توزیع اندازه ذره
های دهنده حد و میزان یکنواختی سیستمها است که نشاننانولیپوزوم

باشد. مقادیر بالای این شاخص بیانگر وجود ذرات و کلوئیدی می

 Romero-Pérezهای درشت و غیریکنواخت در سیستم است )هتود

et al., 2010 ها ای نانولیپوزومذره اندازه شاخص توزیع 2شکل (. در
تا  156/0ارائه شده است. مطابق این شکل شاخص مذکور از حدود 

( در 299/0± 00/0ن میزان آن )در تیمارها متفاوت و بیشتری 3/0
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و  NNدر تیمارهای  این شاخصثبت شد.  NN-CH (0.1)تیمار 
NN-CH (0.05) اقد اختلاف معنیف( 05/0داری بود<P همانطور .)

کیتوزان  میزانداری بین شود، رابطه معنیمشاهده می 2شکل که در 
توزیع اندازه  شاخص میزان رد.ها و شاخص مذکور وجود ندادر پوشش

دهنده که نشان است 3/0در تیمارهای تحقیق حاضر کمتر از ای ذره
ای در تحقیقی یکنواختی توزیع ذرات است. شاخص توزیع اندازه ذره

در سیستم نانولیپوزومی کپسوله  1که پپتیدهای حاصل از کلاژن ماهی
(. در تحقیقی Mosquera et al., 2014گزارش شد ) 25/0شده بود، 

اکسیدان حاصل از عضله و محصولات جانبی ماهی که پپتیدهای آنتی
با استفاده از فسفاتیدیل کولین در ساختار لیپوزوم ریزپوشانی  2کروکر

ثبت شد  3/0ای در تیمارها کمتر از شدند، شاخص توزیع اندازه ذره
(Zavareze et al., 2014.) 

 
 پتانسیل زتا

های کلوئیدی و پتانسیل زتا یکی دیگر از خواص فیزیکی سیستم
ها است. در بهترین شاخص از وضعیت الکتریکی سطحی این سیستم

ها و واقع پتانسل زتا تعیین کننده ویژگی الکترواستاتیک نانولیپوزوم
 Sadeghian et)باشد یدهنده بار کلی ذره در یک محیط مایع منشان

al., 2019.)  دهد. ها را نشان میپتانسیل زتای نانولیپوزوم 3شکل
ها )تیمارها( از مطابق این شکل، میزان این شاخص در نانولیپوزوم

وشش متغیر است. با افزایش مقدار کیتوزان در پ +54تا  -55حدود 
داری افزایش ها، پتانسیل زتای سطح ذرات به شکل معنینانولیپوزوم
 NN-CH( و بیشترین سطح این شاخص در تیمار P<05/0یافت )

 ولت(.میلی 14/53± 25/3ثبت شد ) (0.5)
پتانسل زتا تحت تاثیر عوامل مختلفی از جمله ترکیب ذرات، 

ند کو قدرت یونی در محلول تغییر می pHمحیط پراکنش، 
(Zavareze et al., 2014 این شاخص نمایانگر میزان تجمیع بار در .)

های مخالف به سطح ذره و در لایه غیرمتحرک و شدت جذب یون
 ,.Hasani et alنتیجه میزان پایداری الکترواستاتیک سیستم است )

زتا به کمتر از مقدار بحرانی کاهش یابد، لایه (. اگر پتانسیل 2018
ای شدن( دوگانه اطراف ذرات تخریب و متعاقبا تجمیع ذرات )توده

افتد. اما اگر پتانسیل زتا به مقادیر استاندارد )ذراتی که اتفاق می
باشد، بیشترین  -30+ و یا کمتر از 30ها بیشتر از پتانسل زتای آن

کنند که این امر بد، ذرات همدیگر را دفع میپایداری را دارند( ارتقا یا
گردد. به همین دلیل ارزیابی پتانسل زتا در ای شدن میمانع از توده
های حامل ترکیبات فعال و ای شدن و رسوب نانولیپوزومکنترل توده

 ,.Mozafari et alدر نتیجه پایداری سیستم مفید و مهم است )

                                                           
1 Bream scales 

2 Micropogonias furnieri 

2006 Hasani et al., 2018,  در تحقیق حاضر با افزایش غلظت .)
داری ها، پتانسیل زتا به صورت معنیکیتوزان در پوشش نانولیپوزوم

های فاقد پوشش ولت در نانولیپوزوممیلی -34/55افزایش یافت و از 
توزان تغییر درصد کی 5/0ولت در تیمار دارای پوشش میلی 14/53به 

( 2017و همکاران ) Ramezanzadeکرد. این مورد با نتایج تحقیق 
ولت در + میلی9/3مطابقت دارد. در پژوهش مذکور پتانسل زتا از 

ولت میلی 5/45های فاقد پوشش کیتوزان )حامل پپتید( به نانولیپوزوم
درصد ارتقا یافت. این  1ه با کیتوزان شددهیهای پوششدر نانولیپوزوم

ساکارید کاتیونی عنوان یک پلیدهد که کیتوزان بهموارد نشان می
قادر است پتانسیل زتا را به سمت مقادیر مثبت سوق دهد 

(Sadeghian et al., 2019.) 
 

 بازده ریزپوشانی
نانولیپوزوم در جلوگیری از  دهنده قدرتبازده ریزپوشانی که نشان

ها ترین شاخصخروج محتویات خود )هسته درونی( است، یکی از مهم
شده است در تعیین سطح پایداری )فیزیکی( ترکیبات کپسوله

(Hasani et al., 2018 همچنین این شاخص، سایر خصوصیات .)
اتیو، مورفولوژی و میزان رهایش ها از جمله پایداری اکسیدنانولیپوزوم

بازده  4شکل (. Drusch et al., 2012دهد )را نیز تحت تاثیر قرار می
دهد. مطابق این شکل فرایند ریزپوشانی تیمارهای مختلف را نشان می

ری دارند داهر چهار تیمار از نظر شاخص مذکور اختلاف معنی
(05/0>Pبا افزایش میزان کیتوزان در پوشش نانولیپوزوم .) ها، بازده

(؛ به P<05/0داری در تیمارها بیشتر شد )ریزپوشانی به صورت معنی
درصد در تیمار نانولیپوزوم فاقد  19/32ای که این شاخص از گونه

شده با دهیدرصد در تیمار نانولیپوزوم پوشش 14/75( به NNپوشش )
افزایش یافت. در سایر  (NN-CH (0.05)درصد ) 5/0یتوزان ک

 ;Zavareze et al., 2014تحقیقات نیز نتیجه مشابهی گزارش شد )

Liu et al., 2015 در تحقیقی که پپتید حاصل از پوست ماهی .)
وزوم کپسوله شد، افزایش میزان آلای رنگین کمان در قالب نانولیپقزل

درصد موجب افزایش راندمان  4/0و  2/0کیتوزان در پوشش به 
درصد در  5/68ای که شاخص مذکور از گونهریزپوشانی شد؛ به

درصد در تیمارهای  2/80و  5/73ترتیب به تیمارهای فاقد پوشش به
د درص 1و  8/0دار ارتقا یافت. اما وقتی میزان کیتوزان به پوشش

افزایش داده شد، روند کاهشی بازده ریزپوشانی ثبت گردید 
(Ramezanzade et al., 2017.) 
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 هاپتانسیل زتای نانولیپوزوم -3شکل 

Fig. 3. Zeta potential of nanoliposomes 
 (.P<05/0ها است )دار بین دادهدهنده وجود اختلاف معنیحروف متفاوت نشان

Different letters indicates a significant difference between the data (p<0.05). 
 

 
 تحقیقبازده ریزپوشانی تیمارهای  -4شکل 

Fig. 4. Encapsulation efficiency of research treatments 
 (.P<05/0ها است )دار بین دادهدهنده وجود اختلاف معنیحروف متفاوت نشان

Different letters indicates a significant difference between the data (p<0.05). 

 
 تیمارهافعالیت ضدباکتریایی 

 آگار )قطر هاله عدم رشد( کشت انتشار در محیط
 اسیلوس سرئوسبهای قطر هاله عدم رشد باکتری ،3و  2جدول 

)با پنج  را در برابر تیمارهای تحقیق استافیلوکوکوس اورئوسو 
د. مطابق این جداول، با نانو ریزپوشانی نایسین ندهنشان می (غلظت
داری (، قطر هاله عدم رشد هر دو باکتری به صورت معنیNN)تیمار 

های حامل به این معنی که نانولیپوزوم. (P<05/0افزایش یافته است )
( فعالیت ضدباکتریایی بیشتری نسبت کیتوزان نایسین )بدون پوشش

موید آن است که تکنیک  یافتهاین به نایسین خالص دارند. 
در افزایش فعالیت  نایسین با پوشش نانولیپوزوم یزپوشانینانور

طور کلی . بهاستمثبتی  قابلیت یادار این نگهدارنده ضدباکتریایی
ایش فعالیت ضدباکتریایی ترکیبات فعال نانوریزپوشانی در افز تکنیک

ضدباکتریایی  رنگدانهموثر است. در تحقیقی که فیکوسیانین )که یک 
 با پوشش 1اسپیرولینا میکروجلبک مستخرج از است(

                                                           
1 Spirulina platensis 
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ای کازئینات سدیم نانوریزپوشانی شد، چنین نتیجه-مالتودکسترین
 .(Safari et al., 2018تائید گردید )

شدن  با اضافه شود،مشاهده می 3و  2جدول همانطور که در 
ها نسبت به تیمار قطر هاله عدم رشد باکتری، هاکیتوزان به نانولیپوزوم

NN به صورت قابل ملاحظه( 05/0ای بیشتر شد>P ؛ ضمن اینکه)
 پوشش کیتوزان، با افزایش غلظت این پوشش دارای هایتیمار در
ها نیز افزایش یافت ، قطر هاله عدم رشد باکترییساکاریدپلی
(05/0>P) ها مربوط به تیمار و بیشترین قطر هاله عدم رشد باکتری

NN-CH (0.5) .اختلاف دو تیمار ها،مطابق یافته بود NN-CH 

 (.P>05/0) ستنیدار در این زمینه معنی NN-CH (0.1)و  (0.05)
ساکارید عنوان یک پلیدهد که کیتوزان بهنشان می نتایج این بخش

 در ترکیب با نایسین (Paomephan et al., 2018) میکروبضد
 را ارتقا دهد. آنتواند فعالیت ضدباکتریایی ، میهای حامل()نانولیپوزوم

با پوشش  میگو فعال ی زیستنتایج تحقیقی که طی آن پپتیدها
 Yeganeh and) کیتوزان نانوریزپوشانی شدند -ترکیبی نانولیپوزوم

Reyhani Poul, 2021)  زیست یدهاپپتی نانوریزپوشانینشان داد که 
نانولیپوزوم، فعالیت مهارکنندگی پپتیدها را ارتقا  پوشش منفرد با فعال
پژوهش یافته بر خلاف نتیجه تحقیق حاضر است. اما دهد که این نمی

 های حاملنانولیپوزوم از جهت افزایش فعالیت ضدباکتریایی پیش رو
 مذکوردر پوشش، با تحقیق نایسین با افزایش غلظت کیتوزان 

 همخوانی دارد. 

 

 متر(یسین )میلیهای حامل نادر برابر نانولیپوزوم باسیلوس سرئوسقطر هاله عدم رشد باکتری  -2جدول 
Table 2- Diameter of the non-growth halo of Bacillus cereus bacteria against nanoliposomes carrying nisin (mm) 

Positive 

control Concentrations (µg/ml) 
Treatments 

Doxycycline 25 20 10 5 2.5 

23.11±0.37 

9.43±0.29Ad 6.72±0.15Bd 3.56±0.08Cd R R N 

11.25±0.55Ac 8.36±0.14Bc 4.82±0.11Cc R R NN 

14.74±0.36Ab 9.98±0.37Bb 6.58±0.19Cb 4.56±0.12Db R NN-CH (0.05) 

14.97±0.11Ab 10.15±1.04Bb 6.73±0.1Cb 4.64±0.15Db R NN-CH (0.1) 
Aa8317.11±0. Ba212.87±0.4 Ca8.62±0.21 Da7.48±0.24 R NN-CH (0.5) 

R= Resistance 

 (.P<05/0ها است )دار بین دادهدهنده وجود اختلاف معنیحروف بزرگ و کوچک متفاوت به ترتیب در سطر و ستون نشان
Different uppercase and lowercase letters in rows and columns, respectively, indicate significant differences between the data 
(p<0.05). 

 
 متر(های حامل نایسین )میلیدر برابر نانولیپوزوم استافیلوکوکوس اورئوسقطر هاله عدم رشد باکتری  -3جدول 

Table 3- Diameter of the non-growth halo of Staphylococcus aureus bacteria against nanoliposomes carrying nisin (mm) 

Positive control Concentrations (µg/ml) 
Treatments 

Doxycycline 25 20 10 5 2.5 

31.11±0.37 

12.81±0.77Ad 8.46±0.11Bd 5.76±0.12Cd 2.25±0.1Dd 2.14±0.06Dd N 

14.47±0.63Ac 11.85±0.82Bc 7.39±0.24Cc 3.12±0.04Dc 3.11±0.12Dc NN 

19.12±1.23Ab 14.31±1.06Bb 10.35±0.43Cb 3.99±0.21Db 3.96±0.19Db NN-CH (0.05) 

19.25±0.94Ab 14.55±0.74Bb 10.69±0.56Cb 4.11±0.57Db 4.11±0.83Db NN-CH (0.1) 
26.34±1.01Aa 18.11±1.01Ba 12.81±0.64Ca 6.61±0.25Da 6.43±0.1Da NN-CH (0.5) 

 .(P<05/0ها است )دار بین دادهدهنده وجود اختلاف معنیحروف بزرگ و کوچک متفاوت به ترتیب در سطر و ستون نشان
Different uppercase and lowercase letters in rows and columns, respectively, indicate significant differences between the data 

(p<0.05). 
 

باسیلوس ، قطر هاله عدم رشد باکتری 3و  2جدول مطابق 
متر متغیر است. این میلی 5/17تا  5/4ج غلظت از حدود در پن سرئوس

 5/26تا  1/2حدود  استافیلوکوکوس اورئوسمیزان برای باکتری 
های مورد مطالعه در متر بود. مقایسه قطر هاله عدم رشد باکتریمیلی
های مختلف تیمارها نشان داد که با افزایش غلظت، فعالیت غلظت

(. P<05/0شود )داری بیشتر میرت معنیصوضدباکتریایی )تیمارها( به
البته استثناهایی هم در این زمینه وجود دارد. قطر هاله عدم رشد 

لیتر میکروگرم بر میلی 5و  5/2در دو غلظت  استافیلوکوکوس اورئوس
(. در P>05/0دار بود )تیمارهای تحقیق یکسان و فاقد اختلاف معنی

 5/2در برابر غلظت  باسیلوس سرئوسادامه مشخص شد، باکتری 
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لیتر همه تیمارهای تحقیق مقاوم است. این مقاومت میکروگرم بر میلی
های حامل آن )بدون ( و نانولیپوزومNدر برابر نایسین خالص )تیمار 

لیتر نیز میکروگرم بر میلی 5( در غلظت NNپوشش کیتوزان یا تیمار 
های ثبت شد. اما چنین مقاومتی در هیچ کدام از غلظت

گزارش  استافیلوکوکوس اورئوسهای حامل برای باکتری انولیپوزومن
باسیلوس توان ادعا کرد که مقاومت ها مینشد. با توجه به این یافته

های حامل آن با )بدون( پوشش در برابر نایسین و نانولیپوزوم سرئوس
 است. استافیلوکوکوس اورئوسکیتوزان بیشتر از 

 
 (MBCو  MICسازی در لوله )رقیق
و حداقل  (MIC) ، حداقل غلظت مهارکنندگی4جدول مطابق 

های حامل آن با نایسین و نانولیپوزوم (MBC) غلظت کشندگی
ترتیب در بهباسیلوس سرئوس  باکتری )بدون( پوشش کیتوزان برای

ین لیتر قرار دارد. امیکروگرم بر میلی 500تا  200و  400تا  100بازه 
 100و  200تا  50 ترتیببه استافیلوکوکوس اورئوسغلظت برای  دو

نتایج فعالیت ضدباکتریایی  .ندثبت شدلیتر میکروگرم بر میلی 400تا 
برای  MBCو  MICکه مقادیر  سازی در لوله نشان دادبه روش رقیق

استافیلوکوکوس در سطح بالاتری نسبت به باسیلوس سرئوس  باکتری
قطر هاله مانند  ،های این بخش همارند. بنابراین یافتهقرار د اورئوس

نسبت به  باسیلوس سرئوسعدم رشد موید آن است که باکتری 
در برابر تیمارهای تحقیق از مقاومت بیشتری  استافیلوکوکوس اورئوس

شود، با مشاهده می 4جدول همانطور که در  برخوردار است.
 MIC(، NNانی نایسین با پوشش منفرد نانولیپوزوم )تیمار نانوریزپوش

برای باکتری  (N)نسبت به نایسین خالص یا تیمار  این تیمار MBCو 
کاهش یافت اما چنین کاهشی در مورد  باسیلوس سرئوس

استافیلوکوکوس اورئوس ثبت نشد. همچنین در مورد هر دو باکتری، 
MIC  وMBC  دو تیمارNN-CH (0.05)  وNN-CH (0.1) 

در تیمار  MBCو  MICیکسان بود. ضمن اینکه کمترین میزان 
NN-CH (0.5) .گزارش شد 

 
 استافیلوکوکوس اورئوسو  باسیلوس سرئوسهای حداقل غلظت مهارکننده و حداقل غلظت کشنده تیمارهای تحقیق برای باکتری -4جدول 

 لیتر()میکروگرم بر میلی

Table 4- MIC and MBC of research treatments for Bacillus cereus and Staphylococcus aureus (µg/ml)  
MBC MIC Treatments Strain 

500 400 N 

Bacillus cereus 
400 200 NN 
400 200 NN-CH (0.05) 
400 200 NN-CH (0.1) 
200 100 NN-CH (0.5) 
400 200 N 

Staphylococcus aureus 
400 200 NN 
200 100 NN-CH (0.05) 
200 100 NN-CH (0.1) 
100 50 NN-CH (0.5) 

 

 گیری نتیجه
 پوشش با حاملهای یسین در قالب نانولیپوزومنا نانوریزپوشانی

ارتقای خواص فیزیکی و ضدباکتریایی کیتوزان راه حل مناسبی جهت 
ای که با افزایش غلظت کیتوزان در پوشش، هر دو گونهاست؛ به آن

یابند. نانولیپوزومای بهبود میمذکور به صورت قابل ملاحظه خاصیت
های حامل نایسین با )و بدون( پوشش کیتوزان دارای قابلیت مهار 

و  باسیلوس سرئوسهای رشد و همچنین حذف باکتری
هستند که این قابلیت با افزایش غلظت  استافیلوکوکوس اورئوس

حداقل غلظت مهارکنندگی ر هاله عدم رشد، شود. مقادیر قطبیشتر می
نسبت  باسیلوس سرئوسو حداقل غلظت کشندگی موید آن است که 

های حامل در برابر نایسین و نانولیپوزوم استافیلوکوکوس اورئوسبه 
 تر است.آن مقاوم
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