
  
کلسترول بر خصوصیات اندازة ذرات، پتانسیل زتا، کارایی و  - هاي مختلف لستیناثر غلظت

  پالمیتات Aهاي حامل ویتامین پوشانی نانولیپوزومپایداري درون

   4،  محمد مقدم3، حامد همیشه کار2اکرم پزشکی ،1 *بابک قنبرزاده 
  26/05/1393: تاریخ دریافت
  13/02/1394: تاریخ پذیرش

  چکیده
-هاي محلول در چربی در ساختارهاي لیپوزومی، روشی بالقوه مؤثر جهت حفظ آنها در برابر واکـنش گریز از جمله ویتامیندرون پوشانی ترکیبات آب

محلـول در آب،   ها، امکان درون پوشـانی هـر سـه دسـته مـواد     ي لیپوزوم از جمله مزایاي بالقوه. ي نگهداري، معرفی شده است هاي مخرب در طی دوره
در ایـن پـژوهش، بـه تعیـین     . کارگیري مواد طبیعی غذایی با اثرات مفید درمانی مانند لستین در تولید آنهاستفیل و بهمحلول در چربی و ترکیبات آمفی

هاي اصوت و با استفاده از غلظتي نازك و به کمک امواج فر پالمیتات تولید شده به روش هیدراسیون لایه Aهاي حاوي ویتامین هاي نانولیپوزومویژگی
هاي ها، آزمونبمنظور تعیین خواص کاربردي نمونه. پرداخته شده است) گرممیلی 30-30و  20- 40، 10- 50، 0- 60شامل(کلسترول -متفاوت لسیتین

. داري انجـام گردیدنـد  ها در طـی مـدت نگـه   لیپوزومتعیین اندازه و توزیع اندازةذرات، پتانسیل زتا، بررسی ریزساختار، کارایی درون پوشانی و پایداري نانو
ي  داري بر اندازهافزودن کلسترول اثر معنی. بود )6/0 - 88/0 =اسپن (مد ي ذرات باریک و تک نانومتر و توزیع اندازه 115-76ي ذرات در محدودة  اندازه

چنین ویتامین به ساختار نانولیپوزوم، پتانسیل با ورود کلسترول و هم. دیدپوشانی گردرون کاهش کاراییموجب مقادیر زیاد کلسترول  لیوذرات نشان نداد 
گـرم لسـتین   میلی 10به  50در کل، غلظت . ها بودي بهبود پایداري الکترواستاتیک نانولیپوزوم دهندهولت افزایش یافت که نشانمیلی -58به  -29زتا از 

وکـارایی درون پوشـانی   ) 74/0= اسـپن  (ها با توزیع ذره یکنواخت و تک مد سیون بهینه نانولیپوزومعنوان غلظت مناسب در تولید فرمولا به کلسترول، به
  .شناخته شد%  8/15

  
  پوشانی، پایداري فیزیکیپالمیتات، درون Aنانولیپوزوم، ویتامین : کلیدي ياه هواژ
  

   34 12مقدمه
امروزه کاهش چربی در رژیم غـذایی سـبب کمبـود مـواد مغـذي      

هـاي محلـول در چربـی،    بدن مانند انـواع ویتـامین  ضروري مورد نیاز 
ها شده و این موضـوع، لـزوم   اکسیداناسیدهاي چرب ضروري و آنتی

سازي محصولات غذایی کم چرب را با مواد مغذي چربی دوسـت  غنی
منـدي مصـرف   از طرفـی طـی سـالهاي اخیـر، علاقـه     . دهدنشان می

دمند حاوي مـواد  کنندگان و تولیدکنندگان براي توسعه غذاهاي فراسو
دووسـت  (و زیست فعال افزایش یافته است  5)نوتریسیتیکال( دارو-غذا
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حلالیـت بسـیار پـایین    ). 2012؛ فتحی و همکاران، 2010و همکاران، 
هاي آبـی  ، در محیطAهاي محلول در چربی از جمله ویتامین ویتامین

 ها و ناپایداري آنها در حضـور عوامـل مخـرب محیطـی    مانند نوشیدنی
 ي همانند ترکیبات اکسید کننده، فلزات سنگین، ترکیبات تولیـد کننـد  (

سازي مواد غـذایی بـا ایـن    مهمترین موانع در غنی) رادیکال آزاد و نور
اســتفاده از  هــاي اخیــر، در ســال. هــا اســت گــروه از ویتــامین 

-نانوانکپسولاسیون راهکاري مفید در رفع بسیاري از دشواریهاي غنی
توان بـا وارد کـردن   تشخیص داده شده است و میسازي مواد غذایی 

پـذیري ، پایـداري در مـواد    ها ، قابلیت پخـش حامل این اجزاء در نانو
چنـین دسترسـی   غذایی و بدن، کنترل رهایش در مادة غـذایی و هـم  

؛ 2012یانگ و همکاران، . (گریز را  بهبود بخشـیدزیستی ترکیبات آب
-، میلیپید ي ههاي بر پاینانوحاملن تریاز مهم). 2012روآ و مکلمنتز، 

هـاي  توان به نانوامولسیون، نانولیپوزوم، نیوزوم، فیتوزوم، نانوکریسـتال 
اشـاره کـرد   )  NLC(7(و حامـل لیپیـدي نانوسـاختار     6)SLN( چربـی 

                                                             
6 Solid lipid carrier 
7  Nano Lipid Carrier 
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  ). 2011؛ داس و چودهري، 2004یوردوگول و مظفري، (
فسـفولیپیدها  ها از لیپیدهاي قطبی به ویژه ساختار اصلی لیپوزوم 

ها نیـز معمـولاً   شود، اگرچه مواد پایدار کننده مانند استرولتشکیل می
فسفولیپیدها بـه محـض واکـنش بـا آب     . ها حضور دارنددر ساختار آن

یابنـد و  بصورت سازمان یافته و به فرم غشاهاي دو لایه اي تجمع می
-یپوزومنانول. آیند در می) وزیکول( در اثر نیروي برشی به شکل کروي 

دوست، آبگریز و دوگانه دوسـت  توانند هر سه گروه ترکیبات آبها می
پوشانی کنند و به دلیل سـازگاري، زیسـت تخریـب پـذیري و     را درون

عدم حضور ترکیبات سمی، کاربردهاي گونـاگون در تحویـل هدفمنـد    
ــد   ــذایی دارن ــوازم آرایشــی و صــنایع غ ــر، (دارو، ل ــور و 2001کل ؛ تیل

اي براي اسـتفاده  در سالهاي اخیر تحقیقات گسترده. )2005همکاران، 
ها در صنعت غذا بمنظور غنی سازي اجزاي زیست فعال از نانو لیپوزوم

از جمله مطالعـات  . غذاهاي فراسودمند صورت گرفته است ي هو توسع
هـاي  لیپوزومنـانو  تولید: توان به موارد زیر اشاره کردصورت گرفته می

 بـا ) ولید شده به روش هیدراسیون لایۀ نازكت( Cو  Eحاوي ویتامین 
 Eبـراي ویتـامین    ٪99و   Cبراي ویتامین% 86کارایی درون پوشانی 

هـاي بـر پایـۀ لسـتین     ، تولید لیپـوزوم )2011مارسنسکو و همکاران، (
سویا، سالمون و فسفولیپیدهاي حاوي اسید چرب دکـوزا هگزانوئیـک   

بـه روش  (اسـید  پوشـانی سـینامیک   جهـت درون ) PL-DHA1(اسید 
هاي ، نانولیپوزوم)2014بوراب و همکاران) ( سونیکاسیون و اکستروژن

 ي هفنولی و آنتوسیانی هیبیسکوس بر پایحاوي عصاره پلی ي هچند لای
) به روش هموژنیزاسیون فشار بـالا یـا میکـرو فلـودایزر    (لستین سویا 

ه در رنگی زردچوب ي هپوشانی عصار، درون)2014گیبیس و همکاران، (
هاي تولید شده با استفاده از لستین سویا، سـالمون و شـلغم   نانولیپوزوم
ــی  ــامین ، درون)2014حســن و همکــاران، (روغن ــانی ویت در  D3پوش

تولیـد شـده بـه روش    (کلسـترول   -هاي بـر پایـه لسـتین   نانولیپوزوم
، )1392محمدي و همکـاران،  ) (هیدراسیون لایه نازك و سونیکاسیون

ایکیســا و (و لــوتئین ) 2002لــی و همکـاران،  (ینــول پوشـانی رت درون
ها، حامل با توجه به تحقیقات انجام شده نانولیپوزوم .)2010همکاران، 

گریـز  سازي مواد غذایی با ترکیبات زیست فعال آب براي غنیمناسبی 
هاي بنابراین در این کار تحقیقی، به تولید نانولیپوزوم. گزارش شده اند
هـاي فیزیکوشـیمیایی و   المیتات و بررسی ویژگـی پ Aحاوي ویتامین 

  .چنین پایداري آنها پرداخته شده استپوشانی و همکارایی درون
  

  مواد و روش
  مواد

 -آلکیل  –او  –واي –بتا استیل (پالمیتات، فسفولیپید  Aویتامین 
بـا نـام   % 99با درجۀ خلـوص بیشـتر از   ) فسفاتیدیل کولین -آلفا -ال

                                                             
1Docosahexaenoic acid  

)Lipoid) (Sigma ،و سـایر مـواد   % 95، کلسترول بـا خلـوص   )آلمان
 .Merck Chemical Co(شیمیایی از شرکت مواد شـیمیایی مـرك   

Darmstadt, Germany( تهیه شدند.  
  

  هاروش
  پالمیتات Aروش تهیه نانولیپوزوم حاوي ویتامین 

ترکیبـی  پالمیتات، با استفاده از روش   Aنانولیپوزوم ویتامینتهیه 
 ـ  هــاي مناســب غلظـت و  و امــواج فراصــوت ازكهیدراسـیون لایــه ن

 %99ابتدا لستین و کلسترول، در الکـل  . شد انجام کلسترول -لسیتین
لایه لیپیدي خشک شده . شدحل شده و سپس توسط اواپراتور خشک 

در محیط آبی مجدداً آبدهی شده و سوسپانسیون ایجاد شده مدتی هم 
، فشـار  لایه فسفولیپیدبه دلیل حضورآب در. 2)آبدهی-آبگیري(شد زده 

اي  هـاي دو لایـه  آب را به درون هریـک از غشـاء   اسمزي ایجاد شده
هـا  و باعث جداسازي فـیلم لیپیـدي و در نهایـت تولیـد لیپـوزوم      هراند

و  3MLVsهـاي نـوع   در این روش مخلوطی از انـواع لیپـوزوم  . گشت
4SUVs  ذرات بـا اسـتفاده از    ي هکـاهش انـداز   در ادامـه شـد و  تولید
 ت بـا اسـتفاده از  صـو فراانـرژي  موژنیزاتور با نیـروي برشـی بـالا و    ه

 ـکـه   اولتراسوند پروب صـورت گرفـت   بـا   انـدازه کـاهش   ي هدر مرحل
گرفتند تا انرژي  در حمام یخ قرارها نمونهاستفاده از پروب سونیکاتور، 

بیش از حد تولید شدة امواج صوتی، منجر به سیالیت غشاي لیپوزومی 
چنـین جهـت جلـوگیري از شکسـتن غشـاي      هم. رددو تخریب آن نگ

 ما اي با فاصله استراحت یک دقیقه سیکل یک دقیقه 10ها از لیپوزوم
گیري وجود آمده فرصت شکلهها استفاده شد تا نانوذرات ببین سیکل

موقعیت پروب در داخل محلول نیـز کـه از دیگـر    . مجدد داشته باشند
محلول قرار داشت تـا تمـامی    پارامترهاي موثر است؛ نزدیک به سطح

فراصـوت قـرار گرفتـه و در    ذرات بطور یکنواخت تحـت تـأثیر امـواج    
مقیاس نانو کوچک شوند، همچنین توزیع انـدازه ذرات نیـز همگـن و    

  ). 2008جوسرکا و اوروار، (تک کوهانه گردد 
  

   تعیین اندازه و توزیع اندازه ذرات
هـا در دسـتگاه سـنجش    ذرات و قطـر متوسـط آن  ي  هتوزیع انداز

) میکرومتـر  50نانومتر تـا   50اندازه ذرات  ي هبا محدود(ذرات ي  اندازه
)SHIMADZO  مدلSALD 2101 بـر اسـاس روش   ) ساخت ژاپن

آزمـون  . گیـري شـدند  انـدازه ) 5SLSروش (پراش استاتیک پرتو لیـزر  
-ذرات در طـی نگـه   ي هگیري میانگین اندازپایداري ذرات نیز با اندازه

متوسط اندازه ذرات بـر اسـاس   . روز صورت پذیرفت 30ي به مدت دار
ها در محاسبه شد و کلیه نمونه) 1(میانگین قطر حجمی توسط معادله 

                                                             
2 Hydration-dehydration 
3  Multilamellar vesicles 
4 Small unilamellar vesicles 
5 Static Light Scattering 
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  .گیري شدندسه تکرار اندازه
 DeBroukereیـا  ) میانگین حجم معـادل (میانگین قطر حجمی 

mean  ) ،2011چاندا و همکاران : (  

)1                         (                           
 3

4

34
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ii

dn
dn

],[D
  

ni :تعدات ذرات  
di :قطر میانگین ذرات  

شاخص پراکنش ذرات نیز با استفاده از معادله زیـر محاسـبه شـد    
  ):2009 کار و همکاران،همیشه(

)2        (                             %)(D
%)(D%)(DSpan 50

1090 


 
%)90( D : حجم کل 90%ذرات کوچکتراز آن، قطري که حجم 

  .دهدذرات موجود در سیستم را تشکیل می
%)50( D : ،حجم کل   50%قطري که حجم ذرات کوچکتراز آن

  ).قطر میانه(دهد ذرات موجود در سیستم را تشکیل می
%)10( D : ،حجم کل  10%قطري که حجم ذرات کوچکتراز آن

  .دهدذرات موجود در سیستم را تشکیل می
  

 TEM( 1(ي میکروسکوپی الکترونی عبور
ید اندازه در مقیاس نانو ایمنظور بررسی ریزساختار نانولیپوزوم و تب

از دستگاه میکروسکوپ الکترونی عبوري ) نانومتر 100تر از کوچک(
)Leo 906 مدلZeiss 100 KVدر ابتدا . استفاده شد) ، ساخت آلمان

نانولیپوزوم بهینه بر روي گرید فیلم کربنی قرار  ي هیک قطره از نمون
داده شد و پس از خشک شدن آن در دماي آزمایشگاه با استفاده از 

کلنگ و (دستگاه میکروسکوپ الکترونی عبوري تصویربرداري شد 
  ).2012همکاران، 

  
  پتانسیل زتا 

 از ،Aحاوي ویتامین  هاينانولیپوزوم زتا پتانسیل تعیین براي
. شد استفاده) انگلستان Nano-ZS -Malvern( زتاسایزر دستگاه

 50 مقطر آب از استفاده با نخست هانمونه از هریک منظور، این براي
 موئین لوله داخل سرنگی توسط هانمونه سپس. شدند رقیق برابر

. گرفت قرار دستگاه داخل در مخصوص محل در موئین لوله و منتقل
 149 توان و C◦25 دماي در و pH =4/7 در زتا پتانسیل گیرياندازه
  ).2002 آنتیمیسیاریس، و فاتوروس( شد انجام وات

  
  کارایی درون پوشانی 

پالمیتات از نانولیپوزوم جهت بررسی  Aبمنظور استخراج ویتامین 
ها تحت سانتریفوژ ملایم پوشانی ویتامین، ابتدا نمونهکارایی درون

                                                             
1 Transmission Electron Microscope  

)rpm600  این عمل باعث شد ویتامین  .قرار گرفتند) دقیقه10به مدت
با توجه به . آزاد با توجه به ماهیت لیپوفیل خود به بالاي محلول بیاید

این بخش حذف گردید و  احتمال وجود ویتامین آزاد در بخش شناور،
لیتر از محلول لیپوزومی حاوي ویتامین کپسوله شده به یک میلی

تر کلروفرم اضافه لی میلی 5/0، )برداشته شده از قسمت میانی فالکون(
سپس با . زده شددقیقه جهت تخریب نانوحامل هم 15و به مدت 

در ادامه فاز کلروفرمی حاوي . سانتریفوژ شد rpm10000سرعت 
در . ویتامین کپسوله شده جداسازي و تحت گاز ازت خشک گردید

استونیتریل با - لیتر فاز متحرك حاوي متانول میلی 5/0انتها 
پوشانی راندمان درون افه گردید و بررسیبه آن اض 70:30نسبت

هاي نانولیپوزوم یک روز پس از تولید با محاسبه سطح زیرمنحنی پیک
 Kenauمدل HPLC(2 )(کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا  حاصله از

جهت رسم منحنی استاندارد . صورت پذیرفت) ساخت آلمان
 Aاز ویتامین  میکرولیتر 4، 3، 2، 1، 5/0هاي غلظت کالیبراسیون

 C18لیتر فاز متحرك به دستگاه با شرایط ستون  پالمیتات در هر میلی
(5µm, 250 mm×4.6mm)؛ سرعت جریان :ml/min 2؛ طول موج :

nm325؛ تزریق و سطح زیر منحنی محاسبه گردید.  
دست آمده به ي هسطح زیر منحنی حاصل از پیک نمونه، در معادل

دست شد و غلظت ویتامین کپسوله شده بهاز منحنی استاندارد گذاشته 
درصد ویتامین ) 3  معادله(بعد از روي معادلۀ کارایی درون پوشانی . آمد

  ).1392محمدي و همکاران، (درون پوشانی شده بدست آمد 
  پوشانیکارایی درون)                                              = 3(

  ) مقدار ویتامین کپسوله)/(اضافه شدهAمقدار کل ویتامین( ×100
  

  پوشانی نانولیپوزومتعیین پایداري درون
 ي هگیري میانگین اندازها با اندازهمدت نانولیپوزوم پایداري بلند

ذرات و میزان باقی ماندن ویتامین بارگذاري شده در داخل نانوحامل 
ان آزمون تعیین میز. روز در دماي یخچال بود 30داري در طی نگه

با محاسبه  C° 4مانده در نانو حامل آزمایشی در دماي ویتامین باقی
صورت پذیرفت و میزان  HPLCهاي حاصله از سطح زیرمنحنی پیک

چانداو (محاسبه گردید  4 ي هپایداري ویتامین با استفاده از معادل
  ).2011همکاران، 

  زان پایداريمی) = باقیمانده در نانوحامل Aمقدار ویتامین)         /( 4(
  ) پوشانی شدة اولیهدرونAمقدار ویتامین( ×100

  
  ها تجزیه و تحلیل آماري داده

. ها در سه تکرار در قالب طرح کاملاً تصادفی انجام شدندآزمون
نرم ) G.L.M(با استفاده از مدل خطی ) ANOVA(تحلیل و ارزیابی 

در SPSS   (version 16.0 for Windows, SPSS Inc)افزار آماري
                                                             
2 High Performance Liquid Chromatography 
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اي دانکن براي تأیید و آزمون چنددامنه) >05/0P% (5سطح احتمال 
  .ها انجام گرفتوجود اختلاف بین میانگین

  
  نتایج و بحث

  ذرات  ي هتعیین اندازه و توزیع انداز
 بـر ) هاي مختلف لسیتین بـه کلسـترول  غلظت(اثر متغیر مستقل 

نتـایج نشـان داد    .بررسی شددر قالب طرح کاملاً تصادفی  اندازه ذرات
 20-40جـز غلظـت   هاي مختلف لسیتین به کلسـترول بـه  غلظت که

داري بر اندازه ذرات ندارد و افـزودن کلسـترول نیـز     اثر معنی گرممیلی
 1شـکل  ) (>p 05/0(داري را در اندازة ذرات ایجـاد نکـرد   تغییر معنی

بـه   ايلایـه در هنگـام تبـدیل سـاختارهاي    احتمالاً کلسـترول  . )الف
گیـرد، در  هاي مولکولی تشکیل شده قرار مـی ین حفرهب ها، دریکولوز

البتـه  . گـردد ها نمـی وزیکول ي هدار در اندازنتیجه باعث افزایش معنی
ذرات به روش تولید و نوع فسـفولیپید   ي هاندازتأثیر کلسترول بر روي 

 ي هاندازهاي توزیع منحنی)  ب1(شکل  .بستگی داردنیز مورد استفاده 
-کلسترول را نشان می –هاي مختلف لسیتیندر غلظت هات نمونهذرا

توزیع نانوذرات بصـورت  کلسترول، / هاي لستیندر تمامی غلظت .دهد
) اسپن کمتر(هاي با توزیع اندازه باریک نمونه. یکنواخت و تک مد بود

از غلظـت   .هستند ترمقاوم رسیدگی استوالد ناپایداري ي هدر برابر پدید
گرم لستین به کلسترول بعنوان نسبت مناسب از لستین و میلی 50-10

  .استفاده شد هاکلسترول براي تولید نانولیپوزوم بهینه در سایر آزمایش
کند و کلسترول ها عمل میعنوان اسکلت اصلی لیپوزوملستین به

در  .گـردد هـاي تشـکیل یافتـه مـی    باعث پایـداري و تثبیـت لیپـوزوم   
-غنی از لستین هستند، آرایش یـافتن زنجیـره  غشاهاي لیپوزومی که 

در  ي ههاي آسیل در یک جهت، موجب کاهش فضاهاي بوجـود آمـد  
شـود و در نتیجـه   هاي قطبی حجیم موجود در سر لیپید، مـی اثر گروه

-زنجیـره ، کلسترول .شودها بیشتر میکنش بین زنجیرههمتماس و بر
مستقیم و مرتـب  اند را بصورت هاي آسیلی که به یک سمت کج شده

نگـل و  (کنـد  دارد و فضاهاي ایجاد شده بـین آنهـا را پـر مـی    نگه می
اي بنابراین قرار گرفتن کلسترول در ساختار دولایه). 2000، تیریسترام

. شـود هاي فسـفولیپیدي مـی  منجر به افزایش تراکم چیدمان مولکول
ومی گزارش هاي متفاوتی در مورد اثر کلسترول بر انـدازة ذرات لیپـوز  

رسد روش تهیه لیپـوزوم در آن بسـیار   منتشر شده است که به نظر می
هاي در تولید نانولیپوزوم)  1392(محمدي و همکاران . موثر بوده است
این نتیجه رسیدندکه افزایش غلظـت کلسـترول   به D3حاوي ویتامین 

از طرف دیگر . داري روي اندازه و توزیع اندازه ذرات نداشتتأثیر معنی
حـاوي  هـاي  بر روي نـانولیپوزوم  اي کهدر مطالعه )2010(و پارك و یل

ایـن نتیجـه   دار شده توسط کیتوزان انجام دادند بـه پوشش ،Cویتامین 
 ،کلسترول/لستین 60:40و  40:60هاي استفاده از نسبتبا رسیدند که 
-نانومتر تولید مـی  8/95و  4/97هاي کوچک هایی با اندازهنانولیپوزوم

دیر کلسترول بالاتر یا کمتـر، موجـب افـزایش انـدازه ذرات     شود و مقا
هاي حـاوي  در تولید نانولیپوزوم) 2012(الکساندر و همکاران . شودمی

پوشانی آسـکوربیک  فسفاتیدیل کولین سویا و فیتواسترول جهت درون
-mg/ml(افـزایش غلظـت فسـفولیپید سـویا     که  اسید، گزارش کردند

ذرات نـانولیپوزوم   ي هیش جزئی انـداز ، موجب افزا)200و 150، 1100
 چنین گزارش کردندآنها هم .شد) نانومتر 136و  115، 103به ترتیب (

بـر انـدازه ذرات    هاهاي گیاهی به فرمولاسیون لیپوزومافزودن استرول
در مـد  ذرات باریک و تـک  ي هبه توزیع اندازمنجر  تأثیري نداشت ولی

  .سیستم شد
  

  
) گرممیلی(تأثیر تغییر غلظت لستین به کلسترول  -1شکل 

نانولیپوزوم  ي ذرات توزیع اندازه: و ب ذرات  هبر انداز: الف
دهندة نشانمتفاوت حروف (پالمیتات Aگرم ویتامین میلی 4/2حاوي 

  .)آزمون دانکن% 5داردر سطح  وجود اختلاف معنی
  

تولیـد  نیـز در تحقیـق بـر روي    ) 1392(محمدحسنی و همکـاران  
گـزارش کردنـد   ) استرول گیاهی(هاي حاوي گامااوریزانول نانولیپوزوم

 ي هتفـاوتی در انـداز   %20و 10، 5، 3افزایش غلظت لسیتین در دامنـه  
هـاي حـاوي گامـااوریزانول ایجـاد نکـرد و افـزودن       ذرات نانولیپوزوم

به دلیـل تغییـر در    احتمالاً گامااوریزانول به عنوان یک ترکیب آبگریز
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هـا  ذرات نـانولیپوزوم  ي همنجر به کاهش انداز ،اي لیپیديشاء دولایهغ
نیـز گـزارش نمودنـد بـا اسـتفاده از      ) 2009(ویریاروج و همکاران  .شد

نـانومتر   63نانومتر بـه   72ذرات از  ةانداز کلسترول در ساختار لسیتین،
تـوان  طور کلی بر اساس نتایج تحقیقات مختلف میبه .یابدمیکاهش 

پایـداري  (ین نتیجه رسید که کلسترول بیشتر بر پایداري فیزیکـی  به ا
در طول زمان موثر است  وتنها تأثیر اندکی براندازة ذرات ) اندازه ذرات

  .هنگام تشکیل لیپوزوم دارد
  

مورفولوژي نانولیپوزوم با استفاده از میکروسکوپ الکترونی 
 عبوري
آن در مقیـاس نـانو    نانو لیپوزوم و تأییـد انـدازه   ریزساختاربررسی 

پـس از  . نشان داده شـده اسـت   2 شکلدر ) نانومتر 100تر از کوچک(
ها در حـد نـانومتر کـاهش پیـدا     ، اندازه وزیکولفراصوتفرایند اعمال 

) TEM( عبـوري توان از طریق میکروسـکوپ الکترونـی   کند و میمی
بـا   اي شکل منظمهاي دایرهصورت وزیکولها را بهتصاویر نانولیپوزوم

چنـین حضـور غشـاء    هم .مشاهده نمود نانومتر 80قطر متوسط حدود 
ــت   ــخص اس ــوبی مش ــه خ ــول ب ــراف وزیک ــه در اط ــاویر .دولای  تص

گیـري  دسـت آمـده از انـدازه   هتأییدي بر نتایج ب حاصله میکروسکوپی
کـولاس و   .بود در دستگاه سنجش اندازة ذرات میانگین حجمی ذرات

هـاي  مورفولوژي و ریزساختار نـانولیپوزوم در بررسی ) 2007(همکاران 
میکروسـکوپ   ي هحاوي نایسین تهیه شـده بـه روش حرارتـی بوسـیل    

تـوان  با استفاده از ایـن روش مـی  که  ، گزارش کردندTEMالکترونی 
کوچک تولیـد   ي هباریک و انداز ي رهذاندازه  هایی با توزیع نانولیپوزوم

  کرد

  
 ي  هبر پاینانولیپوزوم عبوري  تصویر میکروسکوپ الکترونی - 2شکل 

گرم میلی 4/2حاوي کلسترول  -گرم لستین میلی 50-10
  .پالمیتاتAویتامین 

  پتانسیل زتا
هاي بدون ویتـامین و بـا   نتایج حاصل از پتانسیل زتاي نانولیپوزوم

پتانسـیل زتاي نانولیپوزوم . نشان داده شده است )1(ویتامین در جدول 

دلیـل  که این ممکن است بـه  بود -vm29بدون کلسترول و ویتامین 
ــیدچرب آن و   ــري اس ــت قرارگی ــولین و موقعی ــفاتیدیل ک حضــور فس

هـاي  تمامی لیپوزوم .کربوکسیل باشد هاي فسفات ویونیزاسیون گروه
-هستد که بیـان  -vm 40حاوي ویتامین داراي پتانسیل زتاي بالاي 

 هـا و ستاتیک در پایـداري نـانولیپوزوم  الکتروا ي هگر نقش نیروي دافع
وقتی بار کلـی روي ذرات  . جلوگیري از تجمع آنها در طول زمان است

اي شـدن غلبـه   یابد، ذرات همدیگر را دفع کرده و بر توده افزایش می
اي شـدن و رسـوب    گیري پتانسیل زتا در کنتـرل تـوده   اندازه. کنندمی

هـا هسـتند،    یداري نـانولیپوزوم ها که فاکتورهاي مهم در پانانولیپوزوم
  ).2006مظفري و همکاران، (مفید است 

  
  Aهاي بدون ویتامین و با ویتامینپتانسیل زتاي نانولیپوزوم -1جدول

  پالمیتات

  
توان بـه نـوع و مقـدار    از عوامل موثر بر پتانسیل زتاي لیپوزوم می

فسفولیپید؛ نوع و غلظت پایدارکننده ماننـد کلسـترول؛ نـوع و غلظـت     
طبق نتـایج بدسـت   . فعال؛ قدرت یونی محیط و دما اشاره کرد ي هماد

مولکـول خنثـی و   (آمده در این تحقیق، با افـزایش میـزان کلسـترول    
هـاي بـدون ویتـامین آ، افـزایش     ، پتانسیل زتا در نانولیپوزوم)بدون بار

گروه بر اساس مکانیسم پیشنهاد شده توسط برخی از محققین  .یابدمی
ر سر کلسترول با گـروه کـولین موجـود در سـر     هیدروکسیل موجود د

کند و گروه کـولین  قطبی فسفاتیدیل کولین پیوند هیدروژنی برقرار می
شود و گروه فسفاتیدیل که داراي با بار مثبت به داخل غشا کشیده می
شود و بنابراین بار منفی افـزایش  بار منفی است به سطح غشا رانده می

 در ارتبـاط بـا   .)2007میلر، ( شودات میو باعث دفع الکترواستاتیک ذر
تأثیر کلسترول بر پتانسیل زتا نتایج مشـابهی توسـط سـایر محققـین     

در نتایج خود در تولید ) 1392(و همکاران  محمدي. گزارش شده است
هـاي متفـاوت   با استفاده از غلظـت  D3هاي حاوي ویتامین نانولیپوزوم

ش مقدار کلسترول، پتانسیل با افزایلستین و کلسترول بیان کردند که 
گزارش نیز ) 2005( ایکسوایکسیا و  .یابدزتا بطور تدریجی افزایش می

مولی، بـار منفـی روي    10%کردند با اضافه کردن کلسترول تا غلظت 
یابـد کـه   افـزایش مـی   آنها الکترواستاتیکي  هو دافع نانولیپوزوم ذرات

یل کلسترول و کولین دلیل آن را به برقراري پیوند بین گروه هیدروکس

دهنده  ترکیبات تشکیل
لیپوزوم لسیتین به 

 )mg(کلسترول 
 )vm(پتانسیل زتا 

  با ویتامین  بدون ویتامین  
 - 6/45 -29 0به  60 

 - 5/44 -35 10 به 50
 - 6/58 - 7/39 20به  40
 - 1/46 - 8/42 30به  30
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 در پـژوهش  .لستین و ایجاد کشش دو قطبی بین آنهـا نسـبت دادنـد   
، بر تأثیر کلسترول بر پایداري فیزیکـی  )2000(لیو و همکاران  دیگري
تانسیل زتا و که پهاي متشکله از لسیتین به این نتیجه رسیدند لیپوزوم

افـزودن   هـاي فسـفاتیدیل کـولین بـا    دفع الکترواستاتیک بین لیپوزوم
حضور ترکیـب فعـال در سـاختار نانوحامـل      .یابدمیکلسترول افزایش 

نتایج این تحقیـق  . یکی دیگر از فاکتورهاي موثر بر پتانسیل زتا است
پوشـانی  ، درونهر تیمار با نوع بـدون ویتـامین   ي همقایسنشان داد در 

کـه  ) 1جـدول  (داد  به مقدار زیـادي افـزایش   را پتانسیل زتاویتامین، 
-در ارتبـاط بـا درون  ) 1392(هاي محمدي و همکاران طابق با یافتهم

هاي متفاوت هاي متشکل از غلظتدر نانولیپوزوم D3پوشانی ویتامین 
فعـال   ي هکنش بین پوشش لیپیدي و مادبرهم. لستین و کلسترول بود

. هـا دارد سزایی بر پتانسیل زتا و پایداري وزیکولهاي نیز تأثیر بهسته
هـا،  احتمالاً ساختار ترکیب فعال با تغییر دادن ساختار سطحی لیپـوزوم 

این تغییـرات  . شودمی هاتر شدن پتانسیل زتاي سطحی آنموجب منفی
هاي سر فسفاتیدیل کولین گیري گروهمنجر به تغییر در آرایش و جهت

 -وقتـی ویتـامین در ترکیـب لسـیتین     .شـود هـا مـی  در سطح لیپوزوم
 ـشود و در داخل دوکلسترول حل می گیـرد،  لیپیـدي قـرار مـی    ي هلای

هـاي  هاي آسیل فسفولیپیدي محـیط مناسـبی بـراي مولکـول    زنجیره
توانـد بـا غشـاي فسـفولیپیدي     ویتـامین مـی   .کنندویتامین فراهم می

واکنش دهد و باعث دوباره قرارگیـري و آرایـش مجـدد سـاختارهاي     
 ، پایـداري و دیگـر  لیپیدي غشـا شـود و از ایـن طریـق پتانسـیل زتـا      

ویتامین در شـرایط آزمـایش    .خصوصیات غشا را تحت تأثیر قرار دهد
ــی  ــونیزه نم ــر    ی ــق تغیی ــا از طری ــیل زت ــأثیر آن در پتانس ــود و ت ش

نتــایج تحقیقــات نشــان داده اســت وقتــی . ریزســاختارهاي غشاســت
هاي فسفولیپیدي یونی لاملار توسط روش سونیکاسیون آماده وزیکول

ویتـامین  . کندامین با غشاي فسفولبپیدي پیوند برقرار میشوند، ویتمی
A  توانـد بـین غشـاهاي    بـالاتري مـی   نسبت به کلسترول با سـرعت

 نسبت به کلسترول Aفسفولیپیدي مبادله شود به دلیل اینکه ویتامین 
بنابراین پتانسیل زتا را تحـت   و کندتري با غشا ایجاد میپیوند ضعیف

پـاداموار و  در تطابق با ایـن تحقیـق،    .)2007ر، میل(دهد میتأثیر قرار 
ــامین ) 2006( پوخارکــار ــا کپســوله کــردن ویت هــاي لیپــوزوم در Eب

هاي تولیـد  کلسترول، مشاهده کردند پتانسیل زتاي وزیکول -لسیتین
نیـز در مطالعـۀ   ) 1392(محمدحسنی و همکـاران  . شده افزایش یافت

 دنـد کـه  یزانول نشـان دا هـاي حـاوي گامـااور   خود بر روي نانولیپوزوم
افزودن گامااوریزانول باعث افـزایش جزئـی پتانسـیل زتـاي منفـی از      

البتـه برخـی دیگـر از محققـین     . شودمیلی ولت می -4/20به  -4/19
در  .نقش مادة فعال را در افزایش مقدار پتانسیل زتا بدون تأثیر دانستند

-اي نانولیپوزوم، افزایش پتانسیل زت)2007(مورا و همکاران این راستا 
هـاي  کلسترول حاوي بنزوکینون را به یونیزاسیون گروه-هاي لسیتین

فسفات فسفولیپید نسبت دادند و نقش ترکیـب فعـال را در بـار منفـی     
-این عقیده بودند که پتانسیل زتـا بـه  آنها بر. اعلام کردند خنثیذرات 

یط شده در حامل ، غلظت و شـرا پوشانیندرت تحت تأثیر ترکیب درون
  .گیردها قرار میافزودن ترکیب فعال در طول آماده سازي وزیکول

  
  پوشانی کارایی درون

-پالمیتات درون Aمقدار ویتامین  ي هدر این تحقیق جهت محاسب
کـارایی  . استفاده شد HPLCها، از دستگاه پوشانی شده در نانولیپوزوم

هـاي  درون پوشانی سیستم نانولیپوزوم، یک روز پـس از تولیـد نمونـه   
هاي لستین بـه کلسـترول متفـاوت بـا     لیپوزومی مختلف حاوي غلظت
گیري و با اندازه HPLCهاي حاصله از محاسبه سطح زیرمنحنی پیک
ر طـو همـان . محاسبه گردیـد ) 3ه معادل(استفاده از معادلۀ درصدکارایی 

-هـاي لسـتین   شـود در تمـامی غلظـت   مشاهده مـی  3که در شکل 
بـا افـزایش   . پوشانی نسبتاً پایینی بدست آمـد فسفولیپید، کارایی درون

ها افـزایش  پوشانی نانولیپوزوم، کارایی درونبه کلسترول لستیننسبت 
بیشترین کـارایی   0-60یافت و استفاده از غلظت لستین به کلسترول 

عنوان اسـکلت   فسفولیپید به .را حاصل نمود%)  65/17(پوشانی درون
 نسـبت بـا افـزایش    کنـد و عمل میهاي تشکیل یافته اصلی وزیکول

هـا  تعداد وزیکولمنجر به افزایش که  به مادة فعال و کلسترول لستین
چنین حجم داخلی لیپوزوم و تمرکز بیشـتر مـادة فعـال بـر روي     و هم

 لیپـوزوم رکیب فعال در سـاختار  درصد بارگیري تشود، سطح لیپید می
توانـد  از طرفی، سفت شدن غشا توسـط کلسـترول مـی   . یافتافزایش 

باعث جلوگیري از باز شدن غشاي لیپـوزومی و در نتیجـه جـا گـرفتن     
احتمالاً حضور کلسترول چنین، هم. گرددکمتر مواد فعال آبگریز در آن 

پالمیتات با غشاي  A در غشاي لیپوزومی، نزدیکی و مجاورت ویتامین
  .دهدمیلیپوزومی را کاهش 

  
گرم میلی 4/2کارایی درون پوشانی نانولیپوزوم حاوي  - 3شکل 

هاي مختلف لستین به کلسترول پالمیتات با غلظت Aویتامین 
دهندة حروف متفاوت نشان( )30- 30، 40-20، 10- 50، 60-0(

   ).آزمون دانکن% 5تفاوت معنی دار در سطح 
  

 ـراستا نتـایج ل در همین  بـر روي  در تحقیـق  ) 2010(و و پـارك  ی
ان نشان زدار شده توسط کیتوپوشش Cهاي حاوي ویتامین نانولیپوزوم
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 Cکوچک قادر به بارگیري بیشتر ویتامین  ي ههاي با اندازلیپوزومداد  
توانـد بـه علـت حضـور مقـدار بیشـتر       درون خود هستند که این مـی 

نسـبت فسـفولیپید بـه    ي  هو مقادیر بهین حامل در سیستم آنها باشدنانو
بود و درکمتر و بیشـتر از   40به  60کلسترول براي حداکثر بار گذاري 

محمدحسـنی و   .این نسبت، مقادیر کارایی بارگـذاري کـاهش یافـت    
 هـاي حـاوي گامـااوریزانول   در تولید نـانولیپوزوم  نیز) 1392(همکاران 

و یـا کـاهش نسـبت     گزارش کردند با افزایش میزان غلظـت لسـتین  
% 60هـا از  پوشانی در نانولیپوزومبه لسیتین، کارایی درون ترکیب فعال

  .یابدافزایش می % 3/84تا 
تـوان بـه   هـا مـی  پوشـانی لیپـوزوم  از عوامل موثر بر کارایی درون

؛ ماهیت فسـفولیپید  )لیپوفیل یا هیدروفیل بودن آن(ماهیت مادة فعال 
 ي ه؛ نسـبت فسـفولیپید بـه مـاد    )ي چرباز نظر نوع و آرایش اسیدها(

فعال؛ روش تولید نانولیپوزوم؛ غلظت و نوع پایدارکننده مانند کلسترول 
و  گونـت . و قدرت یونی اشاره کـرد   pHو شرایط محیطی از قبیل دما،

پوشـانی  ، ماکزیمم غلظت ترکیبات فعال درون2010همکاران در سال 
ها مرتبط دانستند کـه  بیت آنها را تا حد زیادي به قطشده در لیپوزوم

. کـرد اي مشـخص مـی  موقعیت قرارگیري آنها را در غشـاي دو لایـه  
کاروتنوئیدهاي با قطبیت کمتر، مانند بتاکـاروتن و لیکـوپن، در مرکـز    

کنند؛ بنابراین غلظت کمتـري از ایـن   اي تجمع پیدا میغشاي دو لایه
یـن تحقیـق بـه    در ا. شـود ها ملحـق مـی  گونه ترکیبات به نانولیپوزوم

) gr/mole 9/524(پالمیتات با وزن مولکـولی   Aویتامین احتمال زیاد 
علت حضور استر پالمیتیک در ساختار خود نسبت به سایر مشـتقات  به

تـر بـوده و هماننـد بتاکـاروتن در مرکـز غشـاء       غیر قطبی Aویتامین 
بنابراین با توجـه بـه وزن مولکـولی بـالا و     . گیردفسفولیپیدي قرار می

پالمیتـات، تعـداد مولکـول کمتـري از ایـن       Aساختار بزرگ ویتـامین  
-لیپوزوم قرار گرفته و هم ي هدولایتواند در ساختار غشاي ترکیب می

پالمیتـات بـه نـور و     Aچنین به دلیل حساسیت بیش از حد ویتـامین  
کان تجزیه و تخریب آن در طی هاي آلی امچنین حلالاکسیژن و هم

توان که این عوامل را می سیستم نانولیپوزوم وجود دارد ي همراحل تهی
. در این تحقیق در نظـر داشـت   دست آمدهتوجیهی بر کارایی پایین به
در بررسـی تولیـد    )1998(سـینگ و داس  در همین راستا نیـز نتـایج   

این ترکیبات به  داد نشانهاي حاوي رتینول و رتینیل پالمیتات لیپوزوم
رتینیـل  و  متصـل شـده  ) فسفاتیدیل کولین(ها اي وزیکولغشا دولایه

جهـت   کمتـري توانـایی  با توجه به دارابودن استر غیر قطبی پالمیتات 
  .ترکیب شدن با عوامل قطبی فسفولیپید موجود در غشاء دارد

، بـر  )2003(انجام گرفته توسط لاریدي و همکـاران   ي هدر مطالع
انکپسوله کردن نایسین در سیسـتم نـانولیپوزوم نشـان داده شـد     روي 

استفاده از کلسترول در ساختار لیپوزوم، مانع گسیختن و تغییر غشـاي  
کاهش کارایی کپسولاسیون چنین باعث هملیپوزومی توسط نایسین و 

در مورد تأثیر  )2008(نتایج فان و همکاران  .گردیدنایسین در لیپوزوم 
هاي حـاوي سالیدروسـید   رایی کپسولاسیون نانولیپوزومکلسترول بر کا

به روش تزریق اتانول، نشان داد کارایی کپسولاسیون در مقـادیر کـم   
به  45%ولی با افزایش کلسترول، کارایی از  ،یابدکلسترول افزایش می

آنها افزایش راندمان در مقـادیر کـم   . کندکاهش پیدا می 32%و  %36
ایداري غشاي لیپوزومی به دلیل اثر کلسترول کلسترول را به افزایش پ

بر کاهش سیالیت غشا نسبت دادند و کاهش کـارایی در مقـادیر زیـاد    
کلسـترول را بــه گسـیخته شــدن غشـاي لیپــوزومی در مقـادیر زیــاد     

پوشانی تحت تأثیر نـوع  چنین، کارایی درونهم .کلسترول نسبت دادند
هایی در تولید لیپوزوم) 2014(بوراب وهمکاران . باشدفسفولیپید نیز می

لستین سویا، سالمون و فسـفولیپیدهاي دکـوزا هگزانوئیـک     ي هبر پای
پوشانی سینامیک اسید، تـأثیر نـوع و   جهت درون) PL-DHA1(اسید 

پوشـانی و نفوذپـذیري   ترکیب فسفولیپید مصـرفی را در کـارایی درون  
 غشاء وزیکول نسبت به ترکیب هیـدروفوب سـینامیک اسـید بررسـی    

نتایج آنها نشان داد در اسـتفاده از لسـتین سـالمون، بیشـترین     . کردند
آنها پیشنهاد دادند که به علت حضور . کارایی درون پوشانی حاصل شد

ها از پایداري اسیدهاي چرب اشباع در ساختار فسفولیپید، این وزیکول
چنـین آنهـا گـزارش    هـم . بالا و استحکام زیاد غشاء، برخوردار بودنـد 

وزیکول نـانولیپوزوم و   ي هکه ارتباط مستقیمی بین افزایش انداز کردند
  .پوشانی وجود داردکاهش کارایی درون

  
  بررسی پایداري فیزیکی

ي  هذرات و توزیـع انـداز   ي هپارامترهایی از قبیـل انـداز   عدم تغییر
پایـدار بـودن    ي هدهنـد زمانی طولانی نشان ي هذرات در طی یک دور
جهت بررسی پایـداري فیزیکـی از دو پـارامتر    . نانوحامل تولیدي است

ذرات و میزان باقی ماندن ویتامین بارگـذاري شـده در داخـل     ي هانداز
  .استفاده شد روز 30ماندگاري طی مدت لیپوزوم نانو

  
  نانولیپوزوم ذرات  ي هانداز پایداري بررسی

 C◦4در دماي ذرات بعد از مدت یک ماه  ي هانداز) الف  4 ( شکل
هـاي  شـود در نمونـه  طـور کـه ملاحظـه مـی    همـان . دهدرا نشان می

بـین   30- 30و  20 -40و  0 - 60هـاي  کلسترول با نسبت -لسیتین
ــی 5%داري در ســطح روزهــاي نگــه دار وجــود دارد و در  تفــاوت معن

تیمارهـا،   ي هکلسترول نسبت به بقی-گرم لستینمیلی 30-30 ي هنمون
-روز ملاحظه می 30ذرات بعد از گذشت  ي هافزایش بیشتري در انداز

 nm(ذرات نزدیک به مقیاس نانو  ي هاندازچنان با این وجود، هم. شود
بین  10به 50کلسترول با نسبت  -لسیتین ي هدر نمون .باقی ماند) 348

اي دار ملاحظه نشد و نسبت به تیمارههیچ کدام از روزها تفاوت معنی
  .روز تقریباً بدون تغییر ماند 30ذرات بعد از گذشت  ي هدیگر انداز

هاي ها به فاکتورهاي فیزیکوشیمیایی و پایداري نانولیپوزومویژگی
ماهیـت و غلظـت فسـفولیپید در سیسـتم؛ روش تولیـد       متعدد از قبیل

                                                             
1 Docosahexaenoic acid  
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؛ شرایط محیطی )مانند کلسترول(نانولیپوزوم؛ غلظت و نوع پایدارکننده 
پایـداري  چنـین  هـم . و قـدرت یـونی بسـتگی دارد     pHیل دمـا، از قب

. سـیالیت غشـاء لیپیـدي اسـت     تا حد زیادي وابسته بـه ها نانولیپوزوم
نشین ها با فاز پیوسته تهآن ۀها به دلیل تفاوت ناچیز دانسیتنانولیپوزوم

و حرکـات   )شـوند کمتر دچار تفکیک گرانشی مـی ( شوندو شناور نمی
در مقابـل، انبـوهش   . داردها را به صورت معلق نگه میلیپوزوم ،براونی

عامـل اصـلی ناپایـداري و     2آمیختگـی و سپس درهم) 1فلوکولاسیون(
یکـی از فراینـدهایی کـه باعـث     بنـابراین  . افزایش اندازة ذرات اسـت 

شـود، انبـوهش ذرات طـی زمـان     هاي کلوئیدي میناپایداري سیستم
باعث چسبیدن آنها به هم و  نیروهاي جذبی بین ذرات. ي استنگهدار

نشینی و شناور هاي تهاگر فرایند و شودتشکیل ساختارهاي بزرگتر می
لیپوزومی رخ دهـد،  داري سیستم شدن ذرات نانولیپوزومی در زمان نگه

هـا بـه دلیـل    لیپوزوم ،در دماي محیط. استذرات  توده شدن گرنشان
دهنـد کـه   ل مـی و لختـه تشـکی   داده تغییرشکلسیالیت بالاي غشاء، 

گسترده و نـاهمگون را در پـی    ذراتافزایش اندازة ذرات، توزیع اندازه 
  .خواهد داشت
، روز نگهداري 30تیمارها طی  ي هصورت گرفته، هم ي هدر مطالع

آخر تیمار ذرات  ي هاما توزیع اندازهمگن داشتند  توزیع ذرات باریک و
داري مدت نگـه در طی ) کلسترولبه  لستینگرم میلی 30-30غلظت (

بصورت ناهمگون بوده و همین تیمار نیز بیشـترین افـزایش انـدازه را    
ذرات  شـاخص پـراکنش  ) ب 4(شـکل  . نسبت به سایر تیمارها داشت

هاي مختلف لسیتین به کلسترول را بعد از هاي با غلظتنمونه )اسپن(
  .دهدروز نشان می 30گذشت 

طور بیان توان اینات میدر ارتباط با تأثیر کلسترول در پایداري ذر
کرد که کلسترول در مقادیر بهینه با افزایش سـفتی غشـاء و افـزایش    

 شـده و از  افزایش دفع الکترواستاتیک بـین ذرات  پتانسیل زتا، موجب
و موجب افزایش پایـداري   کندشدن جلوگیري میآمیختهفرایند به هم

گسیختگی غشـاء   گردد و در مقادیر بالا احتمالاً موجباندازة ذرات می
گـروه هیدروکسـیل واقـع در سـر      .)2011بنگ و همکـاران،  (شود می

کلسترول در مجاورت گروههاي کربونیل استر لیپیدي قـرار گرفتـه و   
-هاي آسیل لستین قـرار مـی  کلسترول، موازي با زنجیره آبگریزحلقۀ 
افزایش کلسترول منجر بـه افـزایش سـفتی سـاختار و کـاهش      . گیرد

همین عامـل   .شودمی هااي شدن وزیکولکاهش توده سیالیت غشا و
تسـنگ و  (ممکن است منجـر بـه افـزایش دمـاي انتقـال فـاز شـود        

هاي هیدروژنی بین گـروه هیدروکسـیل   پیوندهرچه  .)2007همکاران،
اي کلسترول و گروه کربونیل فسفولیپید افزایش یابد، پایداري دو لایـه 

ژلی، افـزودن کلسـترول تحـرك    در فاز . افزایش خواهد یافت لیپیدي
هاي آسیل را افزایش داده و منجر به افزایش سـیالیت غشـاي   زنجیره

                                                             
1 Flocculation  
2 Coalescence 

هـاي  والس بین زنجیـره و با تضعیف پیوندهاي واندر شودلیپوزومی می
هیدروکربنی اسیدهاي چـرب از کریستالیزاسـیون لیپـوزوم جلـوگیري     

و تحـرك   که در فاز مایع افـزودن کلسـترول سـیالیت   حالیدر. کندمی
  ).2004لیانگ و همکاران، (سازد زنجیره هاي آسیل را محدود می

هـاي حـاوي   پایـدار بـودن نسـبی نـانولیپوزوم    یکی دیگر از علل 
به نگهداري آنها در شرایط توان بعد از مدت یک ماه را می A ویتامین

نسـبت   )و در تـاریکی ) C4˚(دماي پـایین  (مطلوب ومناسب نگهداري 
منجر به تغییر در ساختار کریستالی لیپید، نرم شدن غشا دما و نور . داد

منجـر بـه کـاهش نیـروي     در نتیجه شوند و و کاهش پتانسیل زتا می
دهنـدة  مـادة تشـکیل  . دنشواي شدن ذرات میدفعی بین ذرات و توده

هـا دخیـل   تواند در پایداري فیزیکـی لیپـوزوم  غشاي لیپوزومی نیز می
-، بر روي پایـداري نـانولیپوزوم  )1392(محمدحسنی و همکاران . باشد

اوریزانول تولید شده به روش گرمایی از لحاظ تغییر در هاي حاوي گاما
روز  60باقیمانده طی مدت  ي هکپسوله شد ي هاندازة ذرات و میزان ماد

نتایج آنها نشـان داد کـه   . مطالعاتی را انجام دادند C 25˚و 4در دماي 
ي                بعـد از دو مـاه نگهـداري در دمـا    ذرات  ةتفاوت چشمگیري در انداز

˚C 4 ها با غلظـت ذرات براي تمام نمونه ةمشاهده نشد و توزیع انداز-
باریک و تک مد بـوده و سیسـتم حـاوي ذرات    ، هاي متفاوت لسیتین

چنین از لحاظ مادة کپسوله هم. نانولیپوزومی با گذشت زمان پایدار بود
هـاي  ز، نتایج نشان داد که تمامی نمونهرو 60شدة باقیمانده طی مدت 

ولـی در  . با گذشت زمـان پایـدار ماندنـد    C4˚داري شده در دماي نگه
فعـال از   ي ههـم میـزان نشـت مـاد     ذرات و ي ههم انداز C25˚دماي 

هـا بـه دلیـل    لیپـوزوم  C 25˚در دماي. ها افزایش یافتداخل لیپوزوم
دهنـد کـه   تشـکیل مـی  و لخته  داده تغییر شکلسیالیت بالاي غشاء، 

اي گسترده را در پـی خواهـد   ذرات با توزیع اندازه ذرهي  هافزایش انداز
در . نوع لیپیـد حامـل نیـز بـر پایـداري ذرات تأثیرگـذار اسـت       . داشت

هـاي  ، پایداري فیزیکی لیپـوزوم )2006(پژوهشی تامسون و همکاران 
 هـاي چربـی و فسـفولیپید   گلبـول فسفولیپیدي تشکیل شده از غشاي 

هـاي تشـکیل شـده از    نتایج نشان داد لیپـوزوم . کردندسویا را مقایسه 
در ) ذرات ي هاز لحاظ انـداز (هاي چربی پایداري بیشتري غشاي گلبول

هـاي تولیـد شـده از    در مقایسه با لیپـوزوم  ،C 35-4˚دمایی ي هگستر
گونه توجیه کردنـد  آنها نتایج خود را این. کندمیفسفولیپید سویا ایجاد 

هـاي  غشـاي گلبـول   ي هدهنداسفنگومیلین که جزء اصلی تشکیلکه 
چربی است در مقایسه بـا فسـفاتیدیل کـولین، محافظـت بیشـتري از      

   .آوردهاي محیطی به عمل میها در برابر تنشلیپوزوم
  
  
  
  
  
  



  269... کلسترول بر خصوصیات - هاي مختلف لستیناثر غلظت

 

 

گرم ویتامین میلی 4/2هاي حاوي نانولیپوزوم هاي مختلف لسیتین به کلسترولذرات در غلظت ي هداري بر اندازتأثیر زمان نگه): الف- 4 شکل
A هاي مختلف لسیتین ذرات در غلظتشاخص پراکنش ): و ب )در آزمون دانکن است% 5وجود اختلاف در سطح  ي هنشان دهندحروف غیر مشابه ( پالمیتات

  .روز 30بعد از گذشت  پالمیتات Aهاي حاوي ویتامین نانولیپوزوم به کلسترول
  

   )پالمیتات Aویتامین  پایداري( درون پوشانی  بررسی پایداري
بررسی میزان پایداري ویتامین کپسوله شده در نانولیپوزوم بهینـه  

طـی   C 4˚در دمـاي  ) گرم لستین به کلسـترول میلی 10-50غلظت (
. انجـام شـد   HPLCهاي زمانی توسط دستگاه مدت یک ماه و در بازه

محلـول لیپـوزومی بهینـه در طـی      پوشـانی درونپایداري  2 در جدول
نتـایج   .شـده اسـت  ارائه داري نگه امم ، بیستم و سیروزهاي اول، ده

درصــدي  32روز نگهــداري، کــاهش  30نشــان داد پــس از گذشــت 
علت کاهش ویتـامین در  . ها رخ دادپالمیتات در نانولیپوزومA ویتامین 

تواند مربوط بـه انتشـار و خـروج ترکیـب فعـال از      طی مدت زمان می
رولیتیکی و اکسیداسـیون آن  چنین تجزیۀ هیـد ساختار نانوحامل و هم

-ها مـی پوشانی نانولیپوزوماز جمله عوامل موثر بر پایداري درون .باشد
فعال؛ ماهیت و مقدار فسفولیپید مورد اسـتفاده؛   ي هتوان به ماهیت ماد

در ارتباط . ماهیت و مقدار پایدارکننده؛ شرایط محیطی و دما اشاره کرد
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لیپوفیـل بعـد از    مـواد توان گفـت کـه   فعال می ي هبا تأثیر ماهیت ماد
هـاي  گیرند و زنجیرهفسفولیپیدي قرار می ي هکپسوله شدن در دو لای

کننـد و از  آسیل فسـفولیپید محـیط مناسـبی بـراي آنهـا فـراهم مـی       
سه مزیـت   . ماند هیدرولیکی در امان خواهند ي هاکسیداسیون و تجزی

هـا  نولیپوزوم دوسـت در نـا  پوشـانی ترکیبـات چربـی   اصلی براي درون
، سرعت رهایش پایین و کـارایی  بالا پایداري شیمیایی عبارت است از

  ).2005، ایکسوایکسا و ( بالا پوشانیدرون
  

غلظت (پایداري فیزیکی محلول ساختار لیپوزومی بهینه  - 2 جدول
در طی روزهاي اول،  )لیستین -میلی گرم کلسترول 10-50

  داريدهم ، بیستم و سی نگه
 داريروز نگه  پایداريدرصد 

 اول 100%
 هفتم % 82/78

 پانزدهم 72/73%
 سی ام 09/68%

  
رتینیل  پوشانیکه درون هاي پیشین گزارش شده استر پژوهشد

هاي تهیـه شـده از یـک فراکسـیون     پالمیتات با استفاده از نانولیپوزوم
رتینیل  ي هتجزیفسفاتیدیل کولین، از % 90خالص فسفولیپید به همراه 

پالمیتات در برابر اکسیداسیون ناشی از تابش اشعه خورشید جلـوگیري  
، نیـز  )2006( پوخارکـار پـاداموار و   ).1999آرسـیک و وولتـا،   (کند می

به  Eهاي حاوي ویتامین براي نانولیپوزوم 98% کارایی کپسولاسیون 
ة دست آمده را به لیپوفیل بـودن مـاد  دست آوردند که آنها نیز نتایج به

رغم مطالعات پیشین، احتمـالاً در ایـن   علی .کپسوله شده نسبت دادند
شـده در طـی مـدت    پوشانیپالمیتات درون Aتحقیق،کاهش ویتامین 

داري به علت حضـور ویتـامین در دو لایـۀ فسـفولیپید و افـزایش      نگه
هـاي  گیري مجدد زنجیـره نظمی بیشتر و نظمسیالیت غشا به دلیل بی

در ایـن  . شودواین امر منجر به خروج ترکیب فعال میفسفولیپید بوده 
نیـز گـزارش کردنـد حضـور ترکیـب      ) 2014(راستا بوراب و همکاران 

غشاء فسفولیپید، موجب افزایش سیالیت  ي هشده در دولایپوشانیدرون
این ناحیه از غشاء نسبت به سـایر   ي هچنین کاهش دانسیتغشاء و هم

  .شودمناطق دو لایه می
تفــاوت مهــم موجــود در پروفایــل ) 2007(و و همکــاران کــالاگن

رهاسازي ترکیب فعال محبوس در ساختار نانوحامـل را بـه دو فـاکتور    
ها میان ترکیب فعـال  کنشقدرت و میزان برهم -1: مهم نسبت دادند

که بـا  بدین ترتیب. وزیکول ي هسیالیت و نفوذپذیري دولای -2. و لیپید
و خروج ترکیب فعال به محـیط آبـی در    افزایش سیالیت دولایه، نشت

حضور اسیدهاي چرب اشباع موجب . یابدها افزایش میاطراف وزیکول
هاي فسفولیپید و دفع آب و کشانده شدن آن بـه مجـاورت   تثبیت لایه

از طرف دیگـر  . شودسطح دو لایه وزیکول و کاهش سیالیت غشاء می

لیپیدي را کـاهش  هاي فسفواسیدهاي چرب غیر اشباع، تثبیت زنجیره
 ـ  وزیکـول   ي هداده و تا حدي سبب هیدراسیون و حضـور آب در دولای

شـود  پذیري غشـاء مـی  شود و در نتیجه منجر به سیالیت و انعطافمی
؛ حسـن و  2014؛ بوراب و همکـاران،   2009لیکومجورن و همکاران، (

  ).2014همکاران، 
ت مـد  درپایـداري ویتـامین کپسـوله شـده      یکی دیگر از عوامـل 

و در دمـاي   فرمولاسیون در تاریکی و دور از نـور نگهداري  ،اريهدنگ
هاي لیپیدي نفوذپذیري کمی نسـبت  طور کلی، وزیکولبه. است پایین

ها متحمـل تغییـر   اما در دماهاي بالاتر، آن. به مواد محصور شده دارند
فتحـی و  ( کنـد هـا تغییـر مـی   فاز شده و خصوصـیات نفوذپـذیري آن  

چنین افزایش دما باعث افزایش حرکات براونـی  هم). 2012همکاران، 
هـاي سـر   ها شده و منجر به آرایـش مجـدد گـروه   ها در وزیکوللیپید

هـا در  هـاي فسـفاتیدیل لیپـوزوم   طور افزایشی گـروه هلیپیدي شده و ب
؛ تیلــور و 2005تیلـور و همکـاران،   (گیرنـد  معـرض محـیط قـرار مـی    

نیـز در ارتبـاط بـا    ) 1392( محمدحسنی وهمکـاران  ).2007همکاران، 
فعال  ي هنشت بیشتر مادها بیان کردند تأثیر دما بر پایداري نانولیپوزوم

فاز  غییرهاي نگهداري شده در دماهاي بالاتر به اثر دما بر تاز وزیکول
) مزوفـاز (اي لیپیـدي از حالـت ژل بـه کریسـتال مـایع      ساختار دولایه

ی فسـفولیپیدها و نقـص در   شیمیای ي هکه منجر به تجزی مربوط است
  .شودمیچیدمان غشاء 

هاي حـاوي رتینـول   ، بر روي پایداري نانولیپوزوم)2010( لیکو و 
) 4و  C◦50 ،37 ،25(و در دماهـاي   uvتحت شـرایط تـاریکی و نـور    

هاي نشان داد که پایداري نانولیپوزومآنها نتایج . تحقیقاتی انجام دادند
در رابطـه بـا   . یابـد مـی ی افـزایش  تحت شرایط تـاریک  ،حاوي رتینول

و شـده  تـر تجزیـه   ، رتینول در دماهاي بالاتر سـریع نگهداري دماهاي
و تحـت   C 4˚بیشترین حفاظت نانولیپوزوم حـاوي رتینـول در دمـاي   

پـذیري  دست آمد که احتمالاً به دلیـل کـاهش نفـوذ   شرایط تاریکی به
اکسیداســیون و هیــدرولیز غشـا نســبت بــه اکســیژن، نـور و کــاهش   

  .فسفولیپید است
لیـو و  نیـز  هـا  در مورد تأثیر افزودن کلسترول بر پایداري لیپـوزوم 

کلسترول از طریـق سـفت    که به این نتیجه رسیدند) 2000(همکاران 
کردن ساختار غشا و افزایش پتانسیل زتا و دفـع الکتروسـتاتیک بـین    

  . شودها میذرات باعث پایداري لیپوزوم
  

  گیري تیجهن
ــر غلظــت لســتین   ــق اث ــد و  –در ایــن تحقی ــر تولی کلســترول ب

پالمیتات  Aهاي حاوي ویتامین خصوصیات فیزیکوشیمیایی نانولیپوزوم
تولید شده به روش تشکیل لایه نازك و با استفاده از امـواج فراصـوت   

نتایج نشان داد، استفاده از امواج فراصوت در تکمیل روش . بررسی شد
هـایی بـا توزیـع یکنواخـت و     منجر به تشکیل نـانولیپوزوم  لایه نازك،
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-ارتباط مسـتقیم بـین غلظـت لسـتین و کـارایی درون     . مد گردیدتک
با حفظ حالت  با افزایش غلظت لستینکه پوشانی وجود دارد، به طوري

افـزایش   پالمیتـات  Aویتـامین  درصد بارگیري لایه، نانولیپوزومی تک
ول بیشـتر بـر پایـداري انـدازه ذرات در     چنین افزودن کلسترهم. یافت

ذرات هنگـام   ي هداري را در انـداز طول زمان موثر بود و تغییـر معنـی  
ها نیز با پایداري الکترواستاتیک نانولیپوزوم. تشکیل لیپوزوم ایجاد نکرد

ورود کلسترول و همچنین ویتـامین بـه سـاختار نـانولیپوزوم افـزایش      
گرم لستین به کلسـترول بعنـوان غلظـت    میلی 10به 50غلظت  .یافت

مناسب در تولید فرمولاسیون بهینه نانولیپوزوم با کارایی درون پوشانی 
گیـري کردکـه بـا    طور نتیجـه توان ایندرصد شناخته شد و می 15/ 8

اینکه استفاده از روش هیدراسیون لایۀ نازك به کمک امواج فراصوت، 
پالمیتـات و   Aاوي ویتـامین  هاي ح ـروشی موفق در تولید نانولیپوزوم

کاهش ذراتی پایدار در مقیاس نانو در طول زمان بوده اسـت، ولـی بـا    
ــداري درون    ــه کــارایی و پای ــه ب ــایین، اســتفاده از   توج پوشــانی پ
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1 
Introduction: The encapsulation of hydrophobic nutraceutical compounds such as fat soluble vitamins in 

nanoliposomes is a potentially effective way to protect them from from light, oxygen and chemical degradation 
during the maintenance. One of the potential benefits of liposomal structures is encapsulation of three water-
soluble, fat-soluble and amphiphilic compounds and use of natural food ingredients such as lecithin with 
beneficial effects, in their production. In this study, the effect of lecithin-cholesterol concentrations on particle 
size, particle size distribution, encapsulation efficiency (EE) and physical stability of vitamin A palmitate loaded 
nanoliposome during the storage time were explored to get the optimized formulation 

Materials and method: 
Materials:  

Phospholipid (L-α-granular Lecithin) with purity of 99% was obtained from Across (USA). Cholesterol with 
95% purity was supplied by Merck (Germany). Other chemicals were analytical grade and procured from Sigma 
(Merck Chemical Co. Darmstadt, Germany). 

Methods: 
Nanoliposomes were prepared from different concentrations of lecithin–cholesterol (60:0, 50:10, 40:20 and 

30:30 mg) by thin-film hydration–sonication method. Lecithin and cholesterol were dissolved in absolute ethanol 
and then dried with vacuum evaporator. Prepared dried lipid film hydrated by aqueous phase. The resultant 
suspension was mixed for some time (Hydration-dehydration). Due to existence of water inside the lipid film, 
osmotic pressure runs the water into bilayer membrane and causes separation of lipid film and then liposomes 
were produced. In this method, mixture of Multilamellar Vesicles (MLVs) and Small Unilamellar Vesicles 
(SUVs) liposomes were produced. Reduction in particle sizes of prepared liposomes was done by ultra sound 
probe sonicator. The average diameter and span value of the particles were determined using particle size 
analyzer (Wing SALD 2101, Shimadzo, Japan), at 25°C and was calculated according to the DeBroukere mean 
in the Equation (1): 
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The span value is an index helpful to evaluate the particle size distribution and calculated applying the 
following Equation:  

 
 
Morphology of the nano-carriers was observed using trans- mission electron microscopy (Zeiss-Leo 906 

TEM (Germany). To determine the zeta potential of nano liposomes loaded vitamin A, Zeta siyzer device (Nano-
ZS -Malvern England) was used at 25◦C temperature. Estimation of encapsulated vitamin in nanoliposomes 
(%EE) was carried out using HPLC (Knauer,Germany) equipped with a UV detector, C-18(10 mm 25mm_4.6 
mm) column and acetonitrile– methanol (70:30%,v/v) as mobile phase and was calculated using the below 
equation 
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%EE =	
Encapsulated	Vitamin	A

Total	Vitamin	A 	× 100 
 
The stability of vitaminA loaded-nanoliposomes was assessed by determining the average particle size at 4 

°C over storage time and studying the leak out of the vitamin from the nanoliposomes after one month(1,7, 
15and 30days)of storage at 4 °C by the below equation 

 

%Stability	 = 	
Remained	Vitamin	A

Initial	encapsulated	Vitamin	A	× 100 

Results and Discussion: Results showed use of sonication in completion thin-film hydration method, 
induced production of monomodular nanoliposomes with uniform distribution The particle size was in the range 
of 76-115nm and particle size distribution was monomodular (span= 0.6- 0.88). In agreement with particle size 
results, TEM image showed that the vesicles are in the form of small unilamellar vesicles by bilayer nature. In all 
concentrations of lecithin-cholesterol, obtained EE was low and by increasing the lecithin concentration, loading 
capacity of nano liposomes increased. By increasing the lecithin concentration, more vesicles are produced 
which causes increase in internal volume of liposomes and bio actives concentrate, consequently loading 
capacity of nano liposomes increased. By tightening of the membrane by cholesterol, entrapment efficiency of 
hydrophobic active compounds such as vitamin A palmitate reduces. Also probably existence of cholesterol in 
liposome membrane inhibits of rupture and changes in liposome membrane. Overall, increasing the ratio of 
cholesterol /lecithin had no significant effect on particle size but decreased encapsulation efficiency of vitamin A 
palmitate to 10.23%. Addition of cholesterol effected on stability of the particle size of nanoliposomes and also 
led to reduction encapsulation efficiency of vitamin A palmitate. Incorporation of cholesterol and vitamin A 
palmitate into the liposome structure was increased the zeta potential from -29 to -58 mv and improved 
electrostatic stability. 50-10 mg ratio of lecithin-cholesterol concentration was used for preparation of optimum 
formulation of nanoliposome by monomodular and small size distribution (76 nm, span=0.74) and encapsulation 
efficiency (15.8%). Stability of vitamin A in nano liposome with 50-10 mg lecithin-cholesterol, was almost low 
(32% reduction during storage time), may be due to increasing fluidity of membrane. Permeability of vitamin A 
into phospholipid chains causes reorientation of acyl chains which leads to fluidity of membrane and exit active 
compound from nano carrier and more its hydrolytic degradation and oxidation. While the use of thin film 
hydration method using ultrasonic waves, is successful way in producing nanoscale particles of vitamin A 
palmitate nanoliposomes that are stable and decrease over time, but due to low efficiency and low sustainability 
of encapsulation, use of other nanocarriers for encapsulating of vitamin A palmitate is recommended 
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