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	بررسی ویژگی‌های فوکوئیدان استخراج شده از جلبک قهوه‌ای پادینا (Padina sp.) و سارگاسوم  (Sargassum sp.)
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	در مطالعه حاضر خصوصیات ساختاری و پاداکسندگی فوکوئیدان استخراج شده از دو ماکروجلبک سارگاسوم و پادینا از سواحل خلیج فارس مورد بررسی و ارزیابی قرار گرفته است. فوکوئیدان خام به کمک اتانول و آب داغ استخراج و پس از محاسبه بازده استخراج، قدرت مهار رادیکال آزاد 2 و 2 دي فنيل 1 پيکريل-هيدرازيل (DPPH)، توانایی کاهندگی آهن، تصویربرداری با میکروسکوپ الکترونی روبشی صورت گرفت. در نهایت محتوای مونوساکاریدهای آن با دستگاه HPLC مورد بررسی قرار گرفت. میانگین بازده فوکوئیدان در جلبک سارگاسوم (00/0 ± 2/4 %) بیشتر از پادینا (28/0 ± 98/2 %) بود 0.05) < (P. میزان IC50 مهار رادیکال آزاد DPPH در فوکوئیدان استخراج شده جلبک سارگاسوم و پادينا به ترتيب برابر با 1/0 و mg/ ml 14/0 بود که اين مقادير بیشتر از پاداکسنده صنعتی بوتیل هیدروکسی تولوئن بود 0.05) < (P. میزان کاهندگی آهن هر دو نمونه فوکوئیدان، با افزایش غلظت افزایش یافت. نتایج حاصل از عکسبرداری میکروسکوپ الکترونی نشان داد فوکوئیدان هر دو جلبک دارای سطحی نامنظم هستند درحاليکه انسجام ساختاری دارند و جلبک پادینا دارای برجستگی‌های بیشتر در سطح بود. محتوای مونوساکاریدی شامل قندهای گلوکز، مانوز و زایلوز بود. میزان قند گلوکز و زایلوز در فوکوئیدان جلبک سارگاسوم بیشتر از پادينا بود 0.05) < (P. با توجه به نتایج مطالعه‌ی حاضر، پلی ساکاریدهای استخراج شده از دو جلبک سارگاسوم و پادینا توانایی پاداکسندگی قوی داشته و می‌توانند گزینه مناسبی برای جایگزینی پاداکسنده‌های صنعتی در مواد غذایی باشند.
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مقدمه
در دهه‌هاي اخير نگرانی زیادی در خصوص اثرات سمی پاداکسنده‌های مصنوعی و اثرات جانبی آن‌ها بر سلامت انسان وجود دارد، بطوریکه بسیاری از کشورها استفاده از ترکیبات پاداکسنده مصنوعی در محصولات غذایی را محدود کرده‌اند [1]. از سوی دیگر رویکرد استفاده از پاداکسنده‌ی طبیعی مانند ترکیبات زیست فعال حاصل از ماکروجلبک‌های دریایی با اقبال روبرو شده است.
ماکروجلبک‌ها (Seaweed) با توجه به دارا بودن تنوع گونه‌ای زیاد، پراکندگی گسترده، اختصاصی بودن و بسیاری از ویژگی‌های فیزیولوژیکی و زیستی دارای اهمیت فوق‌العاده‌ای هستند و در سال 2019 حدود 30 میلیون تن تولید جهانی آنها ثبت شده است [2]. این حجم بالای آبزی‌پروری در دهه اخیر نشان‌دهنده توجه ویژه به این گروه از آبزیان می‌باشد.
وجود ترکیباتی موثر علیه استرس‌های اکسیداتیو در جلبک‌ها، که طی مراحل مختلف زندگی در برابر عوامل اکسایاری از جمله دمای بالا، مقادیر بالای اکسیژن و نور قرار گرفته‌اند، سبب شده این منابع دارای قدرت بالایی در مهار رادیکال‌های آزاد در برابر شرایط سخت زیست‌گاهشان باشند؛ لذا در دهه‌های اخیر محصولات متنوع ضد تومور، ضدویروس و غیره از آن‌ها استخراج شده است [3]. ماکرو‌جلبک‌ها می‌توانند منبع غنی از متابولیت‌های عملکردی مثل پلی‌ساکاریدها، پپتید‌ها، چربی‌ها، اسیدهای آمینه، پلی‌فنول‌ها و نمک‌های معدنی باشند بنابراین قابلیت استفاده در صنایع غذایی، آرایشی، افزودنی‌های خوراک دام و تهیه‌ی کود را دارند [4] .
دیواره‌ی سلولی جلبک‌ها دارای ساختاری پیچیده و ناهمگون شامل یک اسکلت فیبری و یک ماتریکس آمورف می‌باشد. پلی‌ساکارید‌ها از ماکرومولکول‌های زیستی هستند که به عنوان اجزاء سازنده‌ی دیواره‌ی سلولی جلبک به شمار می‌روند. این ترکیبات خنثی، اسیدی، خطی و یا ترکیبی می باشند. پلی‌ساکارید‌ها، پلیمرهایی هستند که با حذف یک مولکول آب بین هر جفت واحدهای منوساکارید به وجود آمده و باعث ایجاد یک پیوند گلیکوزییدی می‌شوند. ویژگی‌های ساختاری یک پلی‌ساکارید مانند گروه‌های هیدروکسیل، نوع و ماهیت پیوندهای گلیکوزیدی (آلفا یا بتا)، وضعیت گروه‌های سولفات، طول زنجیره، موقعیت شاخه‌ها و در نهایت وزن مولکولی، باعث تفاوت در عملکرد بیولوژیکی آن‌ها می‌گردد [5] . عمده‌ترین پلی‌ساکاریدهای سولفاته‌ی استخراج شده از جلبک‌ها شامل گالاکتان از جلبک‌های قرمز (Rhodophyceae)، الوان از جلبک‌های سبز (Chlorophyceae) و فوکوئيدان از جلبک‌های قهوه‌ای (Phaeophyceae) می‌باشد [6].
کشور ایران به لحاظ موقعیت جغرافیایی و بهره‌مندی از منابع آبی شمال و جنوب کشور، از وجود گونه‌های مختلف جلبکی بهره‌مند است، در این میان، خلیج فارس با دما و شوری بالا، زیستگاه منحصر به فردی به لحاظ تنوع ماکروجلبک‌ها می‌باشد. جنس‌های سارگاسوم، گراسیلاریا، آکانتوفورا، لورنسیا، پادینا، کالرپا، هیپنئا و اینترومورفا از جمله جلبک‌های خلیج فارس می‌باشند [7]. در این مطالعه ابتدا فوکوئیدان از دو گونه ماکروجلبک قهوه‌ای سارگاسوم و پادینا از سواحل خلیج فارس استخراج و سپس خواص پاد‌اکسندگی و ساختاری آن‌ها مورد ارزیابی و مقایسه قرار گرفت.
مواد و روش‌ها
تهیه و آماده‌سازی جلبک
جلبک‌های Sargassum sp. و Padina sp. از شرکت توسعه ذخایر زیستی جلبک (از سواحل بوشهر) تهیه گردید. ماکروجلبک‌ها تمیز و سپس چند مرحله با آب شیرین شستشو و در آون در دمای 38 درجه سانتی‌گراد خشک شدند [8]. سپس با آسیاب (یا مخلوط کن) پودر و در کیسه‌‌های پلاستیکی در دمای 20- درجه‌ی سانتیگراد نگه‌داری گردید.
استخراج فوکوئیدان و بازده استخراج
ابتدا 30 گرم پودر خشک هر جلبک به طور جداگانه به نسبت 1 به 20 با اتانول (80 %) به مدت یک شب در دمای اتاق جهت حذف رنگدانه‌ها، ترکیبات ثانویه و چربی قرار گرفت و سوپرناتانت به کمک قیف بوخنر و پمپ خلا جدا سازی شد. رسوب جلبکی جهت حذف رنگدانه‌ها و چربی‌های باقی مانده سه الی چهار مرتبه با استون شست و شو گردید. بعد از آخرین مرحله شست و شو، به مدت 24 ساعت زیر هود جهت حلال‌پرانی و خشک شدن قرار داده شد. در ادامه جلبک رنگ‌زدایی شده به نسبت 1 به 20 وزنی- حجمی با آب مقطر مخلوط و روی استیرر
 (RHB2 IKA، آلمان) به مدت سه ساعت در دمای 65 الی 70 درجه سانتی‌گراد نگهداری شد. بعد از این مرحله، جهت جداسازی سوپرناتانت، سانتیریفیوژ (United Kingdom, Benchtop Centrifuges, K241R) به مدت 10 دقیقه با دور rpm 5000، و دمای اتاق انجام شد. سوپرناتانت جمع‌آوری شده، جهت تغلیظ روی حمام آبی با دمای 65 درجه سلسیوس قرار گرفت و حدود 10 الی 15 درصد حجم مایع نهایی تبخیر شد. پس از این مرحله سوپرناتانت به نسبت 1% وزنی/ وزنی با کلسیم کلرید مخلوط شد (جهت حذف آلژینات). بعد از یک شب در یخچال (JTCL، ژال تجهیز، ایران)، کلسیم‌کلرید به همراه آلژینات به کمک سانتریفیوژ (rpm 5000، 10 دقیقه، دمای اتاق) جداسازی شد. به سوپرناتانت حاصل از این مرحله سه برابر حجمی- حجمی اتانول افزوده شد و به مدت یک شب در یخچال نگهداری شد. سپس پلی‌ساکارید‌های سولفاته‌ی رسوب داده شده با سانتریفیوژ (rpm 5000، 10 دقیقه، دمای اتاق) جداسازی و سه مرتبه با اتانول 96% و دو مرتبه با استون شست و شو داده شدند. سپس رسوب فوکوئیدان خشک شد [9 و 10].
وزن خشک جلبک/ 100× وزن خشک فوکوئیدان (گرم) = بازده (%) 
ارزیابی فعالیت پاد‌اکسندگی فوکوئیدان
قدرت پاداکسندگی فوکوئیدان با سنجش توانایی آن در مهار رادیکال‌های آزاد DPPH و قدرت احیای آهن به ترتیب زیر اندازه‌گیری شد.
سنجش مهاركنندگي راديكال آزاد DPPH 
2 و 2 دي فنيل 1 پيکريل-هيدرازيل (DPPH) ترکيبي است بنفش رنگ که به دليل حضور گروه‌هاي فنيل در ساختارش به راحتي به صورت راديکال در آمده و در واقع منبع راديکال آزاد مي‌باشد. اين ترکيب با گرفتن يک الکترون از ترکيب آنتي اکسيدان، از رنگ بنفش به زرد تغيير رنگ مي‌دهد. هر چه بر مقدار ماده آنتي اکسيدان افزوده شود، DPPH  بيش‌تري مصرف شده و رنگ بنفش بيش‌تر به سمت زرد ميل مي‌کند [16]. توانایی فوکوئيدان در مهار رادیکال آزاد DPPH بر اساس روش Wang و همکاران اندازه‌گیری شد. ابتدا 1 میلی‌لیتر از غلظت‌های مختلف عصاره مورد نظر در حلال مربوطه تهیه شد. سپس 1 میلی‌لیتر از محلول 05/0 میلی مولار DPPH به نمونه و شاهد اضافه گردید. محلول حاصله، ورتکس و به مدت 15-30 دقیقه در تاریکی نگه داری شد. در نهایت جذب آن در طول موج 517 نانومتر در دستگاه الایزا (Cytation 3 imaging، ویراژن راهکار شناخت یاخته، ایران) قرائت گردید و درصد مهارکنندگی از رابطه زیر به دست آمد. از BHT به منظور رسم منحنی استاندارد استفاده گردید [12].
(%)  100 × (جذب نمونه شاهد / جذب نمونه – جذب نمونه شاهد) = مهارکنندگی رادیکال آزاد
قدرت احیای آهنFRAP 
برای اندازه‌گیری قدرت احیای آهن روش وانگ و همکاران بکار گرفته شد. بر این اساس برای اندازه‌گیری قدرت احیای آهن ، ابتدا 250 میکرولیتر از غلظت‌های مختلف نمونه با 250 میکرولیتر بافر فسفات 2/0 مولار (6.6 pH) ترکیب شد. سپس به آن 250 میکرولیتر فری‌سیانید پتاسیم 1% اضافه شد. مخلوط به مدت 20 دقیقه در دمای 50 درجه‌ی سانتی‌گراد نگهداری شد. سپس به آن 250 میکرولیتر TCA 10% اضافه شد. بعد از سانتریفیوژ، 500 میکرولیتر از مایع رویی با 500 میکرولیتر آب دیونیزه و 100 میکرولیتر از کلرید آهن مخلوط و بعد از 10 دقیقه نگهداری در دمای اتاق، جذب نمونه‌ها در طول موج 700 نانومتر با استفاده از دستگاه الایزا قرائت شد  [13].
آماده‌سازی و تزریق نمونه به HPLC
ابتدا حدود 25 میلی‌گرم نمونه به طور جداگانه در 1 میلی‌لیتر آب مقطر به طور کامل حل شد، سپس 2 میلی‌لیتر تری‌فلئورواستیک اسید (TFA) به آن‌ها اضافه شد. مقدار 5/1 میلی‌لیتر از این محلول جهت هیدرولیز به مدت 3 ساعت درون آون با دمای 105 درجه سانتی‌گراد قرار گرفت، پس از اتمام زمان لازم نمونه‌ها از آون خارج و پس از خنک شدن از فیلتر سرنگی نایلون 45 میکرون عبور داده شد. نمونه تولید شده با حجم تزریق 30 میکرولیتر به دستگاه HPLC آزمایشگاه مرکزی دانشگاه شيراز (KNAUER/AZURA system، آلمان) مجهز به ستون C18, 4.6* 250 mm, 5 µm  و با نرخ جریان 1 میلی‌لیتر بر دقیقه با حلال آب و استونیتریل (70:30 حجمی- حجمی)، در مدت زمات 20 دقیقه و در دمای محیط تزریق شد. به منظور تشخیص پیک تشکیل شده در زمان های اختصاصی، مونوساکارید¬های گلوکز، مانوز و زایلوز به عنوان استاندارد به دستگاه تزریق شدند [14].

میکروسکوپ الکترونی روبشی(Scanning Electron Microscopy) 
برای تصویربرداری، نمونه‌ها به صورت پودر به آزمایشگاه مرکزی دانشگاه شیراز منتقل شدند، نمونه‌ها ابتدا توسط دستگاه پوشش دهنده طلا با مشخصات (Q۱۵۰R- ES،Quorum Technologies ، انگلستان) پوشش و سپس به کمک دستگاه میکروسکوپ الکترونی روبشی با مشخصات (TESCAN-Vega 3،TESCAN ، جمهوری چک) عکس‌برداری شد [15].
نتايج
بازده استخراج و نتايج HPLC
طبق جدول 1، نتایج حاصل از آنالیز آماری مربوط به بازده فوکوئيدان نشان داد که بین بازده دو جلبک اختلاف معنا‌دار وجود دارد و میانگین بازده فوکوئيدان در جلبک سارگاسوم (00/0 ± 2/4 %) بیشتر از پادینا (28/0± 97/2 %) است 0.05) < (P. همچنین طبق جدول 1 مونوساکارید‌های گلوکز، مانوز و زایلوز در فوکوئيدان حاصل از هر دو جلبک شناسایی و مقادیر آن‌ها به صورت درصد محاسبه شد، که در فوکوئیدان جلبک سارگاسوم مقادیر سه مونوساکارید بیشتر از جلبک پادینا بود. بين ميزان گلوکز و زايلوز در سارگاسوم و پادينا اختلاف معنادار مشاهده شد 0.05) < (P.
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	بازده (%)
	جلبک

	مانوز
	زايلوز
	گلوکز
	
	

	02/0 ± 83/0
	49/0 ± 3/2*
	31/2 ± 15/18*
	00/0 ± 2/4*
	سارگاسوم

	08/0 ± 6/0
	06/0 ± 4/0
	21/2 ± 5/6
	28/0 ± 97/2
	پادينا






* نشان‌دهنده معناداری در ستون می‌باشد 0.05) < (P. نتایج میانگین سه تکرار ± انحراف معیار می‌باشد.
مهار رادیکال آزاد DPPH 
با توجه به شکل 1، با افزایش غلظت فوکوئیدان، میزان مهار رادیکال آزاد افزایش یافت بطوريکه بیشترین قدرت مهار راديکال آزاد در غلظت 5/0 mg/ml در نمونه سارگاسوم (a) و پادينا (b) به ترتيب برابر با 4/3 ± 79 % و 7/3 ± 9/76 % بود. نتایج نشان داد با افزایش غلظت فوکوئیدان، درصد مهار رادیکال آزاد ثابت شده یا روند نزولی در پیش میگیرد. در شکل 1c، منحنی استاندارد BHT به عنوان پاداکسنده صنعتی در غلظتهای مختلف قابل مشاهده است. IC50 مهار رادیکال آزاد DPPH در فوکوئیدان استخراج شده جلبک سارگاسوم و پادينا به ترتيب برابر با mg/ ml 04/0 ± 1/0 و mg/ ml 01/0 ± 14/0 بود 0.05) ≥ (P که اين مقادير بیشتر از پاداکسنده صنعتی BHT، با میزان µg/ ml11 بود 0.05) < (P.


شکل 1) مهار رادیکال آزاد DPPH توسط فوکوئیدان استخراج شده از a) جلبک سارگاسوم، b) جلبک پادینا و c) BHT

کاهندگی آهن (FRAP) و میکروسکوپ الکترونی روبشیScanning Electron Microscopy) )
طبق شکل 2 در پلي‌ساکاريد سولفاته حاصل از جلبک سارگاسوم و پادینا با افزایش غلظت، میزان جذب يا مقدار کاهندگی آهن نیز در طول موج 700 نانومتر افزایش يافت که تقريبا روند افزايش در هر دو نمونه يکسان بود. در شکل 3 نيز تصاویر حاصل از SEM مربوط به پلي‌ساکاريد سولفاته هر دو جلبک نشان داده شده است. هر دو نمونه دارای برجستگی‌هايي در سطح مي‌باشند و همچنین انسجام ساختاری قوی نشان دادند. فوکوئیدان جلبک پادینا دارای برجستگی‌ها و حفره‌های بیشتری در سطح بود.
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شکل 2) کاهندگی آهن در غلظت های مختلف فوکوئیدان استخراج شده از جلبکهای سارگاسوم و پادینا


شکل 3) میکروسکوپ الکترونی روبشی: تصویر سمت راست:  فوکوئیدان جلبک سارگاسوم. 
تصویر سمت چپ: فوکوئیدان جلبک پادینا (بزرگنمایی 930) 

بحث
بازده فوکوئیدان
در مطالعات مختلف بازده استخراج پلی‌ساکاریدهای سولفاته از جلبک‌های قهوه‌ای پادینا؛  Padina gymnospora و P. tetrastromatica به ترتیب 6/3 و 4 % [16] و در P. tetrastromatica و P. boergesenii به ترتیب 5/4 و 0/1 % [17] و در گونه¬های مختلف سارگاسوم مانند؛ Sargassum angustifolium، S. fusiforme،S. mcclureis  و  henslowianum. Sبه ترتیب 35/6، 7/2، 53/1 و 7 % [10, 18, 19 و 20] و درS. siliquosum  3/3 % [21] و S. wighti 21/4% بود [22]. در فصل تابستان به دلیل دمای بالا و شرایط نامساعد، جلبک‌ها برای مراقبت از خود اقدام به افزایش ضخامت دیواره‌ی سلولی پیکر خود می‌کنند و چون پلی‌ساکارید‌ها در دیواره‌ی سلولی قرار دارند، به طبع افزایش یافته و این امر منجر به افزایش بازده پلی‌ساکاریدهای سولفاته در جلبک‌ها خواهد شد [23]. روش استخراج و نوع جلبک نیز بر روی میزان بازده پلی ساکاریدهای سولفاته موثر گزارش شده است [24, 25]. به طور کلی بازده فوکوئیدان در جلبک‌های قهوه‌ای بیشتر از جلبک‌های سبز است اگرچه عواملی مانند فصل، گونه‌ی جلبک و روش استخراج می‌توانند در این نتایج موثر باشند.
شناسایی مونوساکارید‌ها با   HPLC
پلی‌ساکارید، یک ماکرومولکول است که، از پلیمریزاسیون تعداد زیادی از مونوساکارید‌ها تشکیل می‌شود. بنابراین، نوع و نسبت مونوساکاریدها می‌تواند بر فعالیت بیولوژیکی پلی‌ساکاریدها موثر باشد [35] . مونوساکارید‌های گلوکز، مانوز و زایلوز در فوکوئیدان جلبک سارگاسوم بیشتر از جلبک پادینا بود. در مطالعات مختلف انواع مونوساکاريدهاي فوکوز، گلوکز، رامانوز، گالاکتوز، زایلوز، مانوز و آرابینوز از پلي‌ساکاريدهاي سولفاته شناسايي شدند که در مقادير با يکديگر متفاوت بودند. در بررسی پلی‌ساکاریدهای سولفاته در جلبک P. gymnospora میزان مونو‌ساکاریدهای مانوز 48/4%، آرابینوز27/7% و گالاکتوز14/1% گزارش شد [36]. در پلی‌ساکاریدهای سولفاته جلبک Ulva pertusa میزان مونوساکارید رامانوز 3/23، زایلوز 6/24 و گلوکز 3/6 درصد بود [37]. در جلبک S. pallidum میزان گلوکز 45/16- 81/0%، زایلوز 90/1- 32/1 % و مانوز 76/6- 97/5% بود که تحت تیمارهای مختلف به دست آمد [35]. همچنین در جلبک‌هاي قهوه‌ای P. gymnospora [36] و S. tenerrimum [33] مونوساکاريد‌هاي فوکوز، گالاکتوز، زایلوز، مانوز و آرابینوز شناسايي شدند. در مطالعات متعددی عنوان شده است که خواص شیمیایی و نوع و مقدار مونوساکارید‌ها در پلی‌ساکاریدهای سولفاته تابع شرایطی مانند نوع گونه، شرایط استخراج، موقعیت جغرافیایی و شرایط آب و هوایی است [38].
مهار رادیکال آزاد DPPH
رادیکال آزاد DPPH، یک رادیکال آزاد پایدار است، که به طور گسترده ای برای تعیین فعالیت مهار رادیکال آزاد ترکیبات طبیعی استفاده می‌شود، این روش بر پایه‌ی کاهش جذب در طول موج 517 نانومتر است که با تغییر رنگ بنفش رادیکال DPPH به رنگ زرد در نمونه همراه است. گروه‌های اهدا کننده پروتون مثل -COOH و SO3H- موجود در پلي‌ساکاريد سولفاته می‌توانند به افزایش ظرفیت مهار رادیکال آزاد DPPH توسط نمونه کمک کنند [26]. در این تحقیق با افزایش غلظت فوکوئیدان، درصد مهار رادیکال آزاد ثابت شده یا روند نزولی در پیش می‌گیرد که نشان از وجود یک نقطه بهینه است و بیانگر آن است که در غلظت‌هاي بالا، درصد مهار رادیکال آزاد این نوع ترکيب، وابسته به غلظت نبوده و می‌توان روی بهینه‌سازی غلظت‌های مورد آزمایش تحقیقات بیشتری انجام داد. نتایج مشابهی پیش‌تر در تحقیقات طاهری و همکاران (1396) در رابطه با عصاره کلروفرمی جلبک Cystoseira trinodis گزارش شده است [27]. IC50 مهار رادیکال آزاد DPPH در فوکوئیدان استخراج شده جلبک سارگاسوم و پادينا به ترتيب برابر با mg/ ml 04/0 ± 1/0 و mg/ ml 01/0 ± 14/0 بود. در مطالعات پیشین IC50 مهار رادیکال DPPH تحت اثر پلی‌ساکاریدهای سولفاته حاصل از جلبک S. thunbergii، استخراج شده توسط آنزیم‌های کربوکسیلاز و پروتئیناز بین µg/ ml 71/39 -9/26 بود [28]،  IC50مهار رادیکال آزاد DPPH در جلبک S. fulvellum نيز برابر با mg/ ml 90/6 بود [29]. در جلبک P. gymnospora بهترین مهار رادیکال آزاد در غلظت µg/ ml 125 برابر با 70/52% بود [30]. در دو جلبک سبز Pavlova viridis وSarcinochrysis marinaGeitler  بیشترین مهار رادیکال آزاد در غلظت mg/ ml 1 بود [29]. موجودات فتوسنتزکننده مکانیسم‌های متفاوتی را برای سازگاری با نوسانات محیط‌های ساحلی و فصلی و برای حفاظت خود در برابر عواملی چون پرتو فرابنفش، شوری، اکسیژن محیط، عناصر سنگین، سطح مواد غذایی و نوع بستر به کار می‌گیرند که شامل تنظیم فعالیت‌های آنزیمی و مولکول‌های پاداکسنده مانند آلفاتوکوفرول، کاروتنوئیدها، گلوتاتیون پراکسیداز و ديواره سلولي ضخيم است. اين تغييرات بر بيوشيمي و فعالیت پاداکسندگی آن‌ها اثر گذاشته و سبب تفاوت در افراد مختلف حتي یک گونه که در زمان‌ها و مکان‌های متفاوت جمع آوری شده‌اند، مي‌شود [31]. نتايج اين آزمون نشان داد فوکوئیدان حاصل از اين دو جلبک می‌تواند در مقادیر بالاتر گزینه مناسبی برای جایگزینی پاداکسنده‌های صنعتی باشد.
کاهندگی آهن 
این شاخص برای اندازه‌گیری فعالیت پاد‌اکسندگی به کار می‌رود. در این تست حضور کاهنده‌ها در حلال باعث کاهش کمپلکس Fe3+ فری‌سیانید به شکل فروس Fe2+ می‌شود که میزان Fe2+ به صورت جذب در طول موج 700 نانومتر به دست می‌آید و در این روش افزایش جذب به معنای افزایش فعالیت پاد‌اکسندگی است [32]. میزان کاهندگی آهن در فوکوئیدان استخراج شده از هر دو جلبک روند افزایشی نشان می‌دهد. در مطالعات پیشین میزان پتانسیل کاهندگی آهن در پلی‌ساکاریدهای سولفاته مورد سنجش قرار گرفته است که در گونه‌های مختلف جلبک سارگاسوم و پادینا مانند S. tenerrimu [33] و P. tetrastromatica [34] با افزایش غلظت پلی‌ساکاریدهای سولفاته میزان کاهندگی آهن نیز افزایش می‌یابد. تفاوت در میزان کاهندگی آهن پلي‌ساکاريدهاي سولفاته جلبک‌هاي مختلف می‌تواند ناشی از طبیعت شیمیایی، موقعیت و تعداد گروه‌های سولفاته و تفاوت‌های ساختاری باشد [34]، مانند آنچه که در خصوص خاصیت پاداکسندگی مطرح شده است. همانطور که در مهار رادیکال آزاد DPPH مشاهده گردید فوکوئیدان حاصل از هر دو ماکروجلبک قهوه‌ای قدرت مهار بالایی در جذب رادیکال آزاد داشته‌اند و می‌توانند بعنوان یک پاداکسنده طبیعی مورد توجه قرار گیرند.
میکروسکوپ الکترونی روبشی
 میکروسکوپ الکترونی روبشی SEM یکی از روش‌های توصیف مورفولوژی ظاهری پلی‌ساکارید‌ها است [39]. فوکوئیدان استخراج شده در هر دو جلبک دارای انسجام مشابهی هستند اما فوکوئیدان جلبک پادینا دارای برجستگی‌های بیشتری در سطح است. در مطالعات متعددی از SEM جهت مشاهده‌ی ویژگی‌های ظاهری فیلم‌ها و مواد گوناگون استفاده شده است. در مطالعه‌ای که بر روی پلی‌ساکاریدهای سولفاته جلبک Sargassum pallidum انجام گرفت تصاویر SEM آن نشان داد که دارای سطوح خشن و منسجم است که با مطالعه‌ی حاضر مطابقت داشت [35]. در مطالعه‌ای دیگر نیز به مورفولوژی نامنظم ذرات پلی‌ساکاریدهای سولفاته و همچنین به تاثیر شرایط واکنش بر مورفولوژی اشاره شده است [40]. شرایط استخراج مانند درجه حرارت، وجود مواد اسیدی در روند استخراج و نوع جلبک، روی مورفولوژی پلی‌ساکاریدهای سولفاته موثر هستند [39].
نتیجه‌گیری
برخی از ماکروجلبک‌ها در زیستگاه‌های پیچیده با شرایطی که منجر به تشکیل رادیکال‌های آزاد و دیگر عوامل اکسید کننده می‌شود، زندگی می‌‌کنند. با این حال، عدم وجود آسیب ناشی از شرایط محیطی نشان می‌دهد که، سلول‌های آن‌ها دارای مکانیزمی جهت سازگاری سریع و تولید متابولیت‌های ثانویه مانند پلی‌فنول‌ها، رنگدانه‌ها و پلی‌ساکارید‌های سولفاته است که آن‌ها را در برابر استرس اکسیداتیو محافظت می‌کند. مطالعه‌ی حاضر نشان داد ترکیبات استخراج شده از دو جلبک پادینا و سارگاسوم همان پلی‌ساکاریدهای سولفاته فوکوئیدان هستند و از نظر قدرت پاد‌اکسندگی هر دو جلبک عملکرد مناسبی داشته، بعنوان یک پاداکسنده طبیعی در نگهداری مواد غذایی و ترکیبات دارویی پیشنهاد می‌گردند. 
تشکر و قدردانی
بدين وسيله، نویسندگان از همکاري پرسنل محترم آزمايشگاه شیلات و علوم صنایع غذایی دانشکده کشاورزی و آزمایشگاه مرکزی دانشگاه شیراز تشکر و سپاسگزاري مينمايند. 
تاییدیه اخلاقی
تمامی نویسندگان در انتشار مقاله حاضر اتفاق نظر دارند. 
تعارض منافع
هیچگونه تعارض منافع بین نویسندگان این تحقیق وجود ندارد.
سهم نویسندگان
فرزانه وردیزاده (نویسنده اول)، پژوهشگر اصلی /نگارنده مقاله (30 %)؛ صدیقه بابایی (نویسنده دوم)، پژوهشگر اصلی / نگارنده مقاله/ روششناس (25 %)؛ محمود ناصری (نویسنده سوم)، پژوهشگر کمکی/ تحلیلگر آماری (15 %)؛ محمد تقی گلمکانی (نویسنده چهارم(، پژوهشگر کمکی/ روششناس (15 %)؛ مینا اسمعیلی (نویسنده پنجم)، پژوهشگر کمکی/ نگارنده بحث (15 %).
منابع مالی/ حمایتها
این تحقیق با حمایت مالی دانشگاه شیراز و صندوق حمایت از پژوهشگران و فناوران کشور در قالب طرح ۹۷۰۲۴۶۷۷، اجرا شده است.
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	In the present study, the structural and antioxidant properties of fucoidan extracted from macroalgae (Sargassum and Padina) from the Persian Gulf coast were evaluated. The fucoidan was extracted by ethanol and hot water and after calculating the extraction yield, DPPH radical scavenging activity, ferric reducing antioxidant power (FRAP), scanning electron microscopy (SEM), and its monosaccharides by HPLC method were examined. The yield of fucoidan in Sargassum (4.2 ± 0.00%) was higher than Padina (2.98 ± 0.28%) (P < 0.05). The IC50 of DPPH free radical scavenging in fucoidan extracted from Sargassum and Padina were 0.1 and 0.14 mg/ ml, respectively, which were higher than BHT as a commercial antioxidant (P < 0.05). The rate of FRAP in both samples increased with an increase in the concentration of fucoidan. The SEM results showed that fucoidan from both macroalgae had strong structural cohesion and irregular surfaces, but Padina had more surface protrusions. The glucose, mannose and xylose sugars in different amounts were detected by the HPLC method, in which the amount of glucose and xylose sugars were higher in the fucoidan derived-Sargassum (P < 0.05). According to the results of the present study, the fucoidan extracted from the Sargassum and Padina can be a good alternative to an industrial antioxidant in food.
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