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  چکیده

واد غذایی از جمله محصولات لبنی، غذاهاي کنسروشده، شـیر و پنیرهـاي فرآینـد    دارنده طبیعی در منایسین کاربردهاي متعددي به عنوان یک نگه
غذایی و تجزیه پروتئولیتیـک  یل واکنش این ماده با اجزاي مواد مطالعات نشان داده است، استفاده از نایسین به صورت آزاد در مواد غذایی به دل. شده دارد

ها یک روش جایگزین و موثر در زمینه حفاظـت  ولاسیون پپتیدهاي ضدمیکروبی توسط نانولیپوزومانکپس. گرددمیکروبی آن میباعث کاهش فعالیت ضد
از این رو در این تحقیق، در مرحله . آیدت در کاربردهاي غذایی به شمار مییی انکپسولاسیون و پایداري این ترکیباآمواد ضدمیکروبی، افزایش میزان کار
آزمایش با در نظر گرفتن سـه   18طرح مرکب مرکزي شامل . ها به روش گرمایی استفاده شدزي تولید نانولیپوزومسااول از روش سطح پاسخ براي بهینه

و بررسی اثـرات ایـن متغییرهـا روي انـدازه ذرات     ) min90-30(و زمان فرآیند ) rpm1360-500(، سرعت فرآیند )mµ30-2(متغییر غلظت فسفولیپید 
مقادیر بهینه متغییرهـاي غلظـت   . ماه بررسی شد 2گیري ذرات، طی ها  توسط دستگاه اندازهمرحله بعد، پایداري نانولیپوزومدر  .ها ارزیابی شدنانولیپوزوم

ها طی زمان دو ماه نتایج پایداري نانولیپوزوم. بود min(90(و  930)mΜ(30 ،)rpm(فسفولیپید، سرعت فرآیند و دماي فرآیند در بهینه سازي، به ترتیب 
در حـالی   .)< 05/0p( داري نداشتندنانومتر از لحاظ اندازه ذرات اختلاف معنی 500تا  400هایی با اندازه ذرات در دماي یخچال نشان داد، نمونه نگهداري

  .)> 05/0p(با هم داشتند  دار که نمونه هایی با اندازه ذرات بزرگتر طی این زمان از لحاظ اندازه ذرات اختلاف معنی
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  1مقدمه 

طی چند دهه اخیر با افزایش تولید مـواد غـذایی فـرآوري شـده،     
. گرایش روز افزونی در استفاده از مواد افزودنی گزارش گردیـده اسـت  

دهنـده و  نـگ نگهدارنـده، ر : ها براي اهـداف مختلفـی شـامل   افزودنی
 Zengin et)گیرنـد کننده در مواد غذایی مورد استفاده قرار میشیرین

al., 2011) .  ها ترکیباتی هستند که براي به تاخیر انداختن نگهدارنده
و یا ممانعت از فساد شیمیایی و یا میکروبیولوژي مواد غذایی اسـتفاده  

طبیعی با توجه بـه  هاي امروزه تمایل به استفاده از نگهدارنده. شوندمی
از . هاي شیمیایی افزایش یافته اسـت اثرات مضر استفاده از نگهدارنده

تـوان  مواد نگهدارنده طبیعی که امروزه مورد توجه بسیاري هستند، می
 ).1388و همکـاران،   مبصـري  صـاعد ( ها اشـاره نمـود  به باکتریوسین
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 ـ  هاي سنتزي یـا پـروتئین  ها پپتیدباکتریوسین -ت ضـد هـایی بـا فعالی
هـا  ها و قـارچ هاي مختلفی از باکتريمیکروبی هستند که توسط گروه

ها بـه عنـوان نگهدانـده زیسـتی، سـالم و      باکتریوسین. شوندتولید می
گونه هاي پروتئاز دستگاه گوارش و روده بدون هیچطبیعی توسط آنزیم

توان از این بنابراین می. گردندعوارض جانبی سریعا هضم و تجزیه می
کیبات به عنوان یک مانع اصلی جهـت کنتـرل عوامـل بیمـاریزایی     تر

ترین باکتریوسینی که نـه تنهـا از   شناخته. ناشی از مواد غذایی نام برد
نظر اقتصادي بلکه از نظر علمی به طور گسـترده مـورد مطالعـه قـرار     

نایسـین محصـول   . )et al., 2008 Chollet(گیرد، نایسین اسـت  می
ایـن ترکیـب   . باشـد مـی  لاکتیسلاکتوکوکوس تولیدي توسط باکتري

 Da( اسید آمینـه اسـت   34یک ماده آنتی بیوتیک طبیعی متشکل از 
Silva Malheiros et al., 2010(  بنــدي مطـابق سیســتم طبقــه

اي بـا  نـام دارد و نگهدارنـده   234E هاي غذایی اتحادیه اروپـا افزودنی
گونـه  اشد کـه هـیچ  بکارایی بالا، غیر سمی و بی ضرر براي انسان می
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ــن   ــاده ام ــوان م ــه عن ــته و ب ــانبی نداش ــوارض ج ــده  1ع ــناخته ش ش
 1969به همـین دلیـل در سـال      (Kallinteri et al., 2013).است

همچنـین در   3، بهداشـت جهـانی  2سازمانهاي جهانی غذا و کشـاورزي 
را بـه    اجـازه اسـتفاده از آن   4سازمان غذا و داروي آمریکا 1988سال 

 ,.et al  2008(در مواد غـذایی صـادر کـرده اسـت      عنوان نگهدارنده
Sobrino-Lopez( . امــروزه از نایســین بــراي نگهــداري محصــولات

زده و غـذاهاي دریـایی   هاي نمـک لبنی، غذاهاي کنسرو شده، گوشت
با توجه به اینکـه   ).1388و همکاران،  مبصري صاعد(شود استفاده می

ت لبنـی بـه دلیـل عـدم     استفاده از نایسین به صورت آزاد در محصولا
پخش یکنواخت، نیازمند مقادیري بیشتري است که این امر اقتصادي 

هاي آغازگر در محصولی ماننـد  نبوده و بر تولید اسید و آروماي باکتري
پنیر، اثر بازدارندگی دارد همچنین ترکیب این ماده در محصولات لبنی 

ب کـاهش  با سایر اجزاي مواد غـذایی نظیـر چربـی و پـروتئین موج ـ    
بنابراین، بـه منظـور حـل مشـکلات     . شودمیکروبی آن میفعالیت ضد

ــه    ــین در گویچ ــیون نایس ــذکور، انکپسولاس ــفولیپیدي  م ــاي فس ه
تواند توزیـع  این تکنیک می. تواند راهکار مناسب باشدمی) نانولیپوزوم(

مناسب و پایداري باکتریوسین را در شبکه ماده غـذایی تضـمین کنـد    
Phikunthong et al., 2011)1390زایـرزاده و همکـاران،    لهاما ؛( .

ذرات کروي تشکیل شده از لیپیدهاي قطبی هستند و به ها لیپوزومنانو
محض واکنش با آب به صورت سازمان یافته و بـه فـرم غشـاهاي دو    

توانند ترکیبات آبدوست را در هسـته  ها میآن. یابنداي، تجمع میلایه
-ها مـی نانولیپوزوم .ندازیه لیپیدي به دام اندو ترکیبات آبگریز را در لا

عدم حضور ترکیبات  پذیري و تخریب توانند به دلیل سازگاري، زیست
سمی، کاربردهاي گوناگونی در صنعت داروسازي، آرایشی و بهداشـتی  

 (Da Silva Malheiros et al., 2012). و صنایع غذایی داشته باشند
: هـاي مکـانیکی نظیـر   توان به روشیهاي تولید نانولیپوزوم ماز روش

ــیون ــازي و از روش فراصــوت؛ هموژنیزاس ــر و ریزســیال س هــاي غی
 -توان به تبخیر فاز معکوس، تخلیه ترکیب میسلی لیپیـد مکانیکی می

دترجنت، خشک کردن انجمـادي و روش حرارتـی یـا روش مظفـري     
، از هـا هاي مکانیکی براي تهیـه نـانولیپوزوم  اغلب روش در. اشاره کرد

شـود کـه البتـه    حلال آلی فرار مثل کلروفرم و یا متانول استفاده مـی 
مقادیر کمی از این مواد مضر در فاز لیپیدي و یا فاز آبی لیپوزوم بـاقی  

این مشکل امکان اسـتفاده از  . ماند و خروج آن عملا ممکن نیستمی
 از این رو نسل. کنداین نوع حامل را براي اهداف کلینیکی محدود می

هاي آنیونی ساخته شده که تولید آن بدون اسـتفاده از  دومی از لیپوزوم
در ). روش حرارتـی (گیـرد  مواد مضر و با بکارگیري حرارت صورت می
هاي لیپوزومی از حـرارت  روش حرارتی انرژي لازم براي تولید گرانول
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شود، در حالی که همزدن مخلوط جهت توزیع دهی مخلوط حاصل می
 (et al., 2006 گیــرد یل دهنــده صـورت مـی  همگـن مـواد تشـک   

Mozafari(          همچنـین بـا توجـه بـه اینکـه جـزء اصـلی در تشـکیل
از  ،)2007( و همکـاران کـولاس   باشـد، نـانولیپوزوم، فسـفولیپید مـی   

نسبتهاي متفاوت فسـفولیپید بـراي تهیـه لیپـوزوم بـه روش حرارتـی       
تـوان  روش مـی نتایج نشان داد که با اسـتفاده از ایـن    .استفاده کردند

هایی با توزیع ذرات بـاریکتر، رانـدمان انکپسولاسـیون بـالا و     لیپوزوم
 .پایداري بالا طی زمان و هدفگیري بهتر سـلول بـاکتري تولیـد کـرد    

بنابراین زمان همزدن، سرعت همزدن و غلظـت فسـفولیپید از جملـه    
در این تحقیق براي . ها هستندمتغییرهاي اصلی در تشکیل نانولیپوزوم

هاي حاوي نایسین از روش حرارتی بـه  تولید و بهینه سازي نانولیپوزوم
هـاي  روش سطح پاسخ استفاده شد سپس پایداري فیزیکی نانولیپوزوم

نیـز مـورد   ) دو مـاه (حاوي نایسین براساس انـدازه ذرات، طـی زمـان    
  .بررسی قرار گرفت

  
 ها مواد و روش

  مواد
بـا  % 99جـه خلـوص   فسـفولیپید گرانـولی بـا در    در این پژوهش،

بـا   ، کلسترول پودري )Acros, USA(گرانولهاي زرد رنگ از شرکت 
بـا نـام    پـودري  ، نایسـین  (Aldrich, USA)از شـرکت % 95خلوص 

و گلیسـرول بـا    )Mayasan, Turkey( از شـرکت  Valisinتجـاري  
  . خریداري شدند ،(Merk, Germany)از شرکت % 80درجه خلوص 

  
 هاروش

  لیپوزوم روش آماده سازي 
، به مدت یک )≈6pH( ابتدا فسفولیپید و کلسترول در بافر فسفات

کلسـترول هیدراتـه شـده در    . ساعت تحت دماي محیط هیدراته شـد 
ــاي  ــی در دم ــام روغن ــزدن  درجــه ســانتی 110حم ــر هم ــراد و زی گ

)rpm1370(     بـه طـور کامـل ذوب شـد (Mozafari et al.,2008) 
رول ذوب شده به همراه نایسین سپس فسفولیپید هیدراته شده و کلست

) mg5  درcc10(در بن ماري ، (W350B)   درجه سانتی 60دماي در
 ,Jenwey1000( گراد، تحت نیروي برشی دستگاه همزدن مغناطیسی

UK( به منظور پایداري، فرمولاسیون لیپوزومی بـه مـدت   . قرار گرفت
 C˚4 يدقیقه در دماي اتاق قرار گرفت و سپس در یخچال در دما 15

 Mozafari et al.., 2005; Da Silva Malheiros et)نگهداري شد
al., 2010) .  

 
 تعیین اندازه ذرات 

 ها از دستگاه پارتیکـل سـایزر  به منظور مطالعه اندازه ذرات نمونه
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(Shimadzu, Sald 1100, Japan) هـاي  اندازه نمونـه . استفاده شد
و متوسط انـدازه   C˚4یک ساعت نگهداري در دماي  تهیه شده، بعد از

. )1معادلـه (ذرات بر اساس قطر حجمی توسط این دستگاه تعیـین شـد  
  . کلیه نمونه ها در سه تکرار اندازه گیري شدند

                                  )1(معادله 
di :میانگین حجم (میانگین قطر حجمی  :  ] 4و3[  ، قطر ذرات
  DeBroukere meanیا ) معادل

  : این تحقیق در دو مرحله انجام شد
  ها حاوي نایسین  بهینه سازي نانولیپوزوم: مرحله اول

روش سـطح  . در این تحقیق از روش سطح پاسخ استفاده گردیـد 
هاي ریاضـی اسـت کـه امکـان     آوريپاسخ در برگیرنده گروهی از فن

ایـن   .کنـد  هاي پیچیده را فراهم می رسیدن به شرایط بهینه در سامانه
اي بین متغیرهاي مسـتقل و متغیرهـاي وابسـته جسـتجو      روش رابطه

ها، بهبود  زمان چند متغیر باعث کاهش تعداد آزمون بررسی هم. کند می
از ایـن روش بـراي مـدل    . شـود  هاي آمار و احتمالات مـی  پیش بینی

هاي علـوم   سازي، بهبود و بهینه سازي شرایط در انواع مختلف پروسه
در ایـن  ). 1384؛ لطیفیان، 1386جعفري تپه، (شود می زیستی استفاده

آزمـایش کـه    18با  )RSMCC0318(تحقیق از طرح مرکب مرکزي 
آثار اصلی و به منظور بررسی  است، آزمایش در نقطه مرکزي 4شامل 

غلظت فسفولیپید، زمان فرآیند و سرعت همزدن بر متقابل فاکتورهاي 
قابل توجیه  ثرات تغییر پذیري غیرا .ویژگی اندازه ذرات استفاده گردید

خارجی به وسـیله تصـادفی    هاي عاملبه علت  ،در پاسخ مشاهده شده
متغیرهاي مسـتقل طـرح در   . کاهش داده شد ها آزمایشکردن ترتیب 

ــطح  ــنج سـ ــت +) 682/1، + 1، 0،   -1،  -682/1(پـ ــامل غلظـ شـ
، زمـان  )میلـی مـولار   30تـا   2(در سـطوح   )X1, %w/w(فسـفولیپید  

ــد، فرآ ــا 30(در ســطوح  )(X2,minین ــه 90ت ، ســرعت همــزن، )دقیق
)X3,rpm(  در سطوح)متغیـر وابسـته  بود در حالی کـه   )1360تا  500 

اطلاعـات و رسـم    هـاي  دادهبراي تجزیـه و تحلیـل    .بود اندازه ذرات
و نـرم   SAS 9.1نرم افـزار نمودارهاي مربوط به روش سطح پاسخ از 

درجـه دوم   اي جملـه معادلـه چنـد   . داستفاده ش ـ  Statistica-9  افزار
 :استفاده شده در تجزیه و تحلیل به صورت زیر است

j)2(معادله 
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و  β0 ،iβ ،iiβ ، متغیر وابسته یـا پاسـخ مـدل    Yکه در این فرمول 
ijβ  عـرض  ( هاي ضریب ثابتبراي عامل رگرسیونبه ترتیب ضرایب

ثر درجه دوم و ضریب اثـر متقابـل   خطی، ضریب ا ، ضریب اثر)از مبدأ
 نـرم افـزار آمـاري   . باشـند  مـی متغیرهاي مستقل   Xjو   Xiهستند و

Statistica-9   براي ایجاد سطوح پاسخ و کنتور در حالی مورد استفاده
درجه دوم ثابت نگـه   اي جملهگرفت که یک متغیر در معادله چند  قرار

  .داشته شد
 

 طـی  هاي تولید شـده پوزومنانولی پایداري بررسی: مرحله دوم
  در دماي یخچال  نگهداري مدت

هاي کلوئیدي طی مدت نگهداري بررسی پایداري فیزیکی سیستم
هـا  هاي مهم در رابطه با ویژگی این نـوع سیسـتم  ها یکی از آزمونآن
هاي تولیـد شـده در   براي بررسی پایداري لیپوزوم ابتدا نمونه. باشدمی

از زمان صفر (اندازه ذرات طی دو ماه یخچال نگهداري شدند و سپس 
گیـري  با سه تکرار توسط دسـتگاه انـدازه  ) روز بعد از تولید 60تولید تا 

ها از نرم بررسی پایداري نانولیپوزومهمچنین براي . ذرات انجام گرفت
  .استفاده شد SPSS-16افزار 

  
  یی درون پوشانیآکار

ــدا   ــانی، ابت ــارایی درون پوش ــین ک ــت تعی ــر از میکر 300جه ولیت
داخـل اپنـدورف    ،میکرولیتر بافر 1200به همراه  ،فرمولاسیون لیپوزوم

 18408بیست دقیقه توسط سانتریفوژ با دور بالا به مدت  ریخته شد و
سانتریفوژ گردید سپس روشناور را به آرامی جـدا  ) متر بر مجدور ثانیه(

تئین کرده و میزان پروتئین در فاز رسوب توسط کیت اندازه گیري پرو
 Wantana beiمحاسبه شد توسط دستگاه اتو آنالیزور،  1پروگالول رد

et al., 2006)1390زایرزاده و همکاران،  لهاما ؛( 
  : کارایی درون پوشانی طبق فرمول زیر محاسبه شد

   )3(معادله 
  
 )TEM(  گذاره الکترونی میکروسکوپ آزمون

ازه ذرات، یـک  به منظور بررسی مورفولوژي نانو ذرات و تأیید انـد 
ذرات لیپیـدي بـر روي گریـد فـیلم      قطره از نمونه سوسپانسیونی نـانو 

کربنی قرار داده شده و پس از خشک شدن آن در دماي آزمایشگاه بـا  
 Leo 906( )TEM(استفاده از دستگاه میکروسکوپ الکترونی گذازه 

لازم به ذکـر  ( تصویربرداري شد) ، ساخت آلمانZeiss 100 KVمدل
پس از ارسال، انـدازه گیـري نشـده    نه ارسال شده بلافاصله است، نمو

  .)است گیري شده، اندازهطی بازه زمانی یک تا دو هفتهنمونه . است
  

  ها و بحثنتیجه
 هاي حاوي نایسین نتایج بهینه سازي نانولیپوزوم

سازي تاثیر غلظت فسـفولیپید،  هاي مرحله بهینهنتایج آزمایش
                                                             
5. pyrogallol red 
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ن روي میزان اندازه ذرات در جـدول  زمان فرآیند و سرعت همزد
توجـه بـه جـدول، بیشـترین و کمتـرین        با .آورده شده است) 1(

هاي در نمونه(نانومتر  410/0و 220/5میزان اندازه ذرات به میزان
، سـرعت همـزدن   gr(6644/7(شماره یک با مشخصات غلظـت  

)rpm(046/674 زمــان فرآینــد ،)min(42  ــا ــه یــازده ب و در نمون
، زمــان rpm(930(، ســرعت همــزدن 2)gr(لظــت مشخصــات غ

  .مشاهده شد  min(60(فرآیند 

هاي بررسی شده خطی، درجه دوم و اثـر  نتایج آنالیز واریانس مدل
مدل به دسـت آمـده بـراي    . قابل مشاهده است) 2(متقابل در جدول

، )X2(، غلظـت فسـفولیپید   )X1(سرعت همـزدن   تاثیر پیش بینی
بـا حـذف   (Y) نـدازه ذرات لیپـوزوم   بـر روي ا  )X3(زمان همزدن 

   .آیدعوامل غیر معنی دار به صورت زیر به دست می
 + Y =1.162194 – 1.315645X1 – 0.445125X3 )4(معادلـه  

0.554265X1  
  

 )اندازه ذرات میانگین(نمایش متغییر وابسته  -1جدول
  *میانگین اندازه ذرات        نمونه  *میانگین اندازه ذرات          نمونه

1  065/0 ±5022  10  002/0 ±524 

2  082/0 ±4239 11  001/0 ±410 

3  011 /0± 3692 12  002/0 ±827 

4  145/0 ± 1302 13  201/0 ±٢137 

5  002/0 ±631 14  001/0 ±660 

6  003/0 ±431 15  030/0 ±770 

7  001/0 ±571 16  007/0 ±798 

8  003/0 ±547 17  008/0 ±830 

9  004/0 ±3910  18  006/0 ±990  
  .باشدمیانگین اندازه ذرات بر حسب نانومتر می*

  

  نتایج تجزیه واریانس تاثیرغلظت فسفولیپید، زمان همزدن و سرعت همزدن بر روي اندازه ذرات - 2جدول 
 

P F  میانگین مربعات  
(MS)  

 مجموعه مربعات
(SS)  

  درجه آزادي
(df)  

 منبع تغییرات  ضرایب رگرسیون
** 0001/0  49094/46  63892/23  63892/23  1  315/1 -  X١ 

1970/0  97610/1  00477/1  00477/1  1  271/0 -  X٢ 
*0499/0  32177/5  70592/2  70592/2  1  445/0 -  X٣ 
** 0140/0  66201/5  24721/4  24721/4  1  554/0  X١

٢ 
0552/0  02481/5  55493/2  55493/2  1  565/0  X١ X٢ 
1572/0  43469/2  23795/1  237951/1  1  393/0  X١ X٣ 
7627/0  09756/0  04961/0  04961/0  1  062/0  X٢

٢ 
5579/0  37374/0  19003/0  19003/0  1  154/0 -  X٢ X٣ 

 مدل  -  3  59202/30  19734/10  59419/13  0001/0**
 اثر خطی  -  3  34958/27  11652/9  92958/17  0006/0**

 هثر درجه دوم  -  3  69356/5  89785/1  73253/3  0605/0
 اثر متقابل  -  3  98291/3  32763/1  61108/2  1235/0
 باقی مانده  -  14  50175/10  75012/0  -  -

 عدم تطابق دادها با مدل  -  5  82278/4  96454/0  5286/1  2730/0
 خطاي خالص  -  9  67900/5  63100/0  -  -
 کل  -  17  09377/41  -  -  -

  





و براي عدم تطابق داده هـا  ) > 01/0P(براي مدل  Pمقادیر 
هاي آزمایشی تاییدي بر تطابق خوب مدل با داده) 20/0(با مدل 

R2مقدار عددي ضریب تبیین . دارد
adj     براي مـدل رگرسـیونی بـه

گرفـت کـه مـدل     تـوان نتیجـه   بنابراین می .بود %78دست آمده 
ــاي مســتقل   ــین متغیره ــت(رگرســیونی توانســته رابطــه ب  غلظ

اندازه (و متغیر وابسته  )سرعت همزن وزمان همزدن ،  فسفولیپید
 RSMمـدل  بـا اسـتفاده از    .را نشان داده و پیش بینی کنـد ) ذرات

براي حداکثر کاهش اندازه ذرات نـانولیپوزوم، مقـادیر بهینـه     ،درجه دو
و زمـان فرآینـد    rpm( 930(، دور همزدن 30)mΜ(غلظت فسفولیپید 

)min(90  تعیین شد.  
  

  بررسی اثرات متقابل متغییرهاي مستقل بر پاسخ 
تاثیر سطوح مختلف غلظت و سرعت همـزدن  ) الف-1(شکل

. دهــدنشــان مــی) نــانومتر(روي میــانگین انــدازه ذرات لیپــوزوم 
مزدن شود، تاثیر سرعت هاهده میشم) 2(همانطور که در جدول

، تاثیر زمان همزدن بر 01/0بر روي سایز ذرات در سطح احتمال 
و جمـلات مربـوط بـه     05/0روي سایز ذرات در سـطح احتمـال   

اثرات درجه دوم که شامل سرعت همزدن  بود در سطح احتمـال  
بررسی اثـر همزمـان   با توجه به نتایج حاصل، . معنی دار شد 01/0

یـانگین انـدازه ذرات   غلظت و سـرعت همـزدن بـر روي م    متغییر
لیپوزوم نشان دهنده کاهش سایز ذرات در کمترین مقدار غلظـت  

 و Schrooyenدر تحقیقـی کـه   . همزدن اسـت مقدار دور و بیشترین 
ها انجـام دادنـد بـه    در رابطه با تشکیل لیپوزوم) 2001(همکاران 

هـا نیـاز بـه انـرژي دارد و     این نتیجه رسیدند که تشکیل لیپـوزوم 
نوع لیپوزوم تشکیل دهنده، انرژي درونی مورد نیاز بسیار بسته به 

وزیکولهاي بزرگ چندلایه در اثر همزدن ملایم . باشدمتفاوت می

شوند در حالی کـه وزیکولهـاي لیپیـدي کـوچکتر، بـا      تشکیل می
کیـانوش  همچنـین   .شـوند مـی  افزایش سرعت همـزدن تشـکیل  

بـه ایـن   در تحقیقـات خـود    )1390(و همکـاران   خسروي دارانـی 
نتیجه رسیدند که بـا افـزایش در جریـان حرکـت مـواد در حـین       

هاي لستین و توزیع آنهـا در محـیط   مخلوط کردن پخش گرانول
هاي لستین کمتر بـوده  مایع بهتر صورت گرفته و ترسیب گرانول

تـر و  این موضوع احتمالا بر ذوب لستین، توزیـع یکنواخـت  . است
  . دتشکیل لیپوزوم تاثیرگذار خواهد بو

اثر همزمـان نسـبت غلظـت فسـفولیپید و زمـان فرآینـد بـرروي        
کـاهش  ، نشان دهنـده  )ب -1(میانگین اندازه ذرات لیپوزوم در شکل 

همزدن سایز ذرات در کمترین مقدار غلظت و بیشترین مقدار دور 
شود، کـاهش در انـدازه   همانطور که در نمودار ملاحظه می. است

شـده  ن فرآینـد حـداکثر حاصـل    هاي بالا با زمـا ذرات در غلظت
نتایج این تحقیق، با نتیجه بدست آمـده توسـط مظفـري و    . است

این محققـان در تحقیقـات خـود    . مطابقت دارد) 2002(همکاران 
به این نتیجه رسیدند کـه بـا فـراهم کـردن زمـان کـافی بـراي        

. یابــدهــاي لیپیــدي انــدازه ذرات کــاهش مــیتشــکیل وزیکــول
در مطالعـات   )2011(و همکاران  دارانیکیانوش خسروي همچنین 

افزایش زمان فرآیند در دماهاي فرآوري، موجب  بردند کهخود پی
-هاي لستین، در نتیجه قابلیت تشکیل لیپـوزوم مایع شدن گرانول

ها در حد نانو و همچنین موجب افزایش راندمان انکپسولاسـیون  
دور تـاثیر سـطوح مختلـف    ) ج -1(شـکل  . ها نیز شده استآنزیم

همزدن و زمان فرآیند را بـر روي میـانگین انـدازه ذرات لیپـوزوم     
  .دهدرا نشان می) نانومتر(

  

  

بر روي میانگین اندازه ذرات  دور همزدن و زمان فرآیند) ج(غلظت و زمان فرآیند و ) ب(غلظت و سرعت همزدن، ) الف(نمایش تاثیر  -1شکل
  لیپوزوم

  

) ) )

 ج ب الف



 30شود، در مقادیر زمـانی  لاحظه میهمانطور که در نمودار م
دقیقه با دور همزدن بالا، کـاهش در انـدازه ذرات حاصـل     80تا 
این نتـایج بـا نتیجـه بدسـت آمـده توسـط  مظفـري و        . شودمی

این محققـان در تحقیقـات خـود    . مطابقت دارد )2002(همکاران 
نشان دادند که انرژي لازم بـراي تولیـد گرانولهـاي لیپـوزومی از     

شود در حالی که همزدن مخلـوط  دهی مخلوط حاصل میتحرار
بـه  . گیـرد جهت توزیع همگن مواد تشـکیل دهنـده صـورت مـی    

عبارت دیگر حرارت باعـث دریافـت انـرژي توسـط مولکولهـاي      
فسفولیپید و آرایش یافتن به شکل ساختارهاي تـک لایـه یـا بـه     

در حقیقـت سـاختارهاي دو   . طور مستقیم تشکیل دولایـه اسـت  
از دریافت انرژي بیشتر توسط ساختارهاي تک لایـه اي بـه    لایه

  .  آیندوجود می
 

  در طی زمان  هانتایج حاصل از بررسی پایداري نانولیپوزوم
اي جهـت  مطالعه بر روي پایداري اندازه ذرات بـه عنـوان وسـیله   

هاي سیستم. شودهاي لیپوزومی استفاده میتعیین خصوصیات سیستم
، بایسـتی توزیـع انـدازة ذرات    انـد بی فرمولـه شـده  لیپوزومی که به خو

 (et al., 2003باریک در گسـترة زیـر یـک میکـرون داشـته باشـند       
.(Heurtault هاي در حـد نـانو در جـدول   نتایج اندازه گیري نمونه)3 (

  .آورده شده است
هـا  نتایج تجزیه و تحلیل آماري تغییرات انـدازه ذرات نـانولیپوزوم  

  500تا  400هایی با اندازه ذرات ه در مورد نمونهطی زمان نشان داد ک
نانومتر از زمان صفر تا دو ماه نگهـداري در دمـاي یخچـال از لحـاظ     

ولـی  ) < 05/0P(داري با همدیگر نداشـتند  اندازه ذرات  اختلاف معنی
هـا  نانومتر این نمونـه  500هایی با اندازه ذرات بزرگتر از در مورد نمونه

امـا   )> 05/0P(داري با هـم داشـتند   ختلاف معنیطی زمان دو ماهه ا
 .)< 05/0P(بـا هـم نداشـتند     داريطی زمان یک ماهه اختلاف معنی
ــه  ــانگین نمون ــه می ــایج مقایس ــه نت ــه نمون ــان داد ک ــا نش ــايه  ه

طی یک (بیشترین اندازه ذرات و کمترین پایداري  18،17،16،15،14
 11و10، 8، 7، 6،  5را دارنـد ولـی نمونـه هـا     ) باشـند ماه پایـدار مـی  

بـا توجـه بـه نتـایج     . کمترین اندازه ذرات و بیشترین پایداري را دارنـد 
توان دلیـل کـاهش پایـداري بـا افـزایش زمـان را پدیـده        حاصله، می

 (et al., 1998انبـوهش و هـم آمیختگـی طـی زمـان اشـاره نمـود        
(Freitas.   با توجه به اینکه در فرمولاسیون لیپوزومی تهیه شـده، بـار 

ــتین      ــت لس ــولی ثاب ــبت م ــی، نس ــفولیپید منف ــاء فس ــطح غش  -س
توان دلایـل  می. جهت نگهداري بود C°4 و دماي) 10-90(کلسترول

  :پایداري فرمولاسیون لیپیدي طی زمان را به موارد زیر اشاره کرد

  
 )18،17،16،15،14،12،11،10،8،7،6،5هاينمونه(نمایش تاثیر زمان بر روي اندازه فرمولاسیونهاي حاوي نانو لیپوزوم  - 3جدول 

  
60  

  
45  

  
30  

  
15  

  
0  

              زمان 
                                            )روز(

 
  نمونه

b002/0±63/0  ab001/0±631/0  a001/0± 63/0  a001/0±63/0  a002/0±63/0  5  
a003/0±43/0  a002/0± 43/0  a002/0± 43/0  a001/0± 43/0  a003/0± 43/  6  
a002/0±57/0  a002/0±57/0  a001/0±57/0  a001/0±57/0  a001/0±57/0  7  
a003/±547/0  a002/0±55/0  a002/0±55/0  a001/0± 55/0  a001/0±55/0  8  
a001/0±525/  a002/0±525/0  a001/0±53/0  a001/0±53/0  a003/0±53/0  10  
a003/0±43/0  a002/0±431/0  a002/0±431/0  a001/±432/0  a003/0±43/0  11  
a006/0±84/0  a005/0±843/0  a001/0±83/0  a003/0±82/0  a002/0±83/0  12  
a003/0±66/0  a003/0±66/0  a002/0±65/0  a001/0±66/0  a001/0±66/0  14  
b002/0±78/0  b001/0±78/0  a001/0± 77/0  a001/0±77/0  a002/0±77/0  15  
b003/0±79/0  b002/0±79/0  a002/0±78/0  a001/0±78/0  a003/0±79/0  16  

b002/±84/0  b002/±84/0  a001/0± 83/0  a001/0± 83/0  a001/0±83/0  17  
b003/0±01/1  b002/0±001/1  b002/0± 99/0  a001/0± 99/0  a001/0±99/0  18  

  تفاوت معنی داري با یکدیگر ندارند05/0 هایی داراي حروف مشابه در یک ستون بر اساس آزمون دانکن در سطحمیانگین*       
  
  



بـه اینکـه در ایـن تحقیـق در ترکیـب لیپیـدي از       با توجـه   )الف
با افزودن کلسترول به علـت برقـراري   کلسترول استفاده شده است و 

پیوند با گروه کولین فسفولیپید و پر کردن فضاهاي ایجاد شده توسـط  
شـود و  تـر مـی  هاي آسیل فسـفاتیدیل کـولین سـاختار سـفت    زنجیره

هـاي برشـی وارد شـده    ها، پایداري بیشـتري در برابـر تـنش   وزیکول
بعلاوه افزودن کلسترول در (Caddeo et al., 2008). خواهند داشت 

بـه  . بخشـد فرمولاسیون ماندگاري مادة کپسوله شـده را تقویـت مـی   
عبارت دیگر افزودن کلسترول به ساختار منجر به کاهش نفوذ پذیري 

کیـانوش خسـروي دارانـی و محمدرضـا     (شـود  غشاي لیپـوزومی مـی  
 ).1390 مظفري،
ها اهمیت بسـیاري دارد  خلوص مواد اولیه نیز در تهیه لیپوزوم )ب

به نحوي که وجود اندکی ناخالصی مانند اسیدهاي چـرب و یـا سـایر    
ها، فرآیند تهیه لیپوزوم را با مشکل مواجـه سـاخته و بـر بـار     ناخالصی

ــت انحصــار و    ــز قابلی ــوزوم و نی ــی لیپ ســطحی و خصوصــیات تراوای
نتـایج   (Zimet et al., 2009) یر خواهدگذاشـت انکپسولاسـیون تـاث  

برروي پایـداري  ) 1390( کیانوش خسروي دارانی و محمدرضا مظفري
هایی که فاقد بار الکتریکی هسـتند، تمایـل بـه    نشان داده که، لیپوزوم

تجمع دارند و با استفاده از لیپیدهایی باردار مثل فسفاتیدیل گلیسـرول  
ین تجمع را کند و یـا از آن جلـوگیري   توان امی) اسیدي pHحتی در (

  .کرد
تـوان بـه   هـا طـی زمـان را مـی    دلیل دیگر پایـداري لیپـوزوم  ) ج

ــاي   ــور و دم ــاریکی، دور از ن ــوزومی در ت نگهــداري فرمولاســیون لیپ
نور و اکسیژن نفوذپذیري غشـا را افـزایش داده و   . یخچال اشاره نمود

در  (Caddeo et al., 2008).شوندموجب افزایش رهاسازي حامل می

واقع، دما و نور منجر به تغییر در ساختار لیپید، نرم شدن غشا و کاهش 
شوند که منجر به کـاهش نیـروي دافعـه بـین ذرات و     پتانسیل زتا می

در واقع رابطه خطی بین لگاریتم سـرعت  . شوداي شدن ذرات میتوده
هیدرولیز فسفولیپید و عکـس دمـاي تشـکیل لیپـوزوم از فسـفاتیدیل      

نتایج حاصل از نگهداري  (Freitas et al., 1998). کولین وجود دارد
نشـان داد کـه،    C°4فرمولاسیون لیپوزومی، حـاوي آهـن در دمـاي    

ها به بیش از دو ماه رسید در حالی که پایداري همـان  پایداري لیپوزوم
 Shuqin et).سیستم لیپوزومی در دماي اتاق به شدت کاهش یافـت 

al., 2005)   
  
  ی درون پوشانیکارای

مقدار پروتئین موجـود در فرمولاسـیون بهینـه، براسـاس فرمـول      
در . محاسـبه گردیـد  % 30محاسبه و میـزان درون پوشـانی در حـدود    

دادند میـزان نایسـین    انجام، )1390(همکاران پژوهشی که زایرزاده و 
در ایـن پـژوهش   . گزارش کردند% 72/11و % 49/12درون پوشانی را 

به نـوع فسـفولیپید    ،پوشانی نایسینرگذار در میزان درونتاثیاز عوامل 
بـه انـدازه   را  کـاهش درصـد محصورسـازي   مورد استفاده و همچنین 

هاي لیپوزومی از طریق تاثیر شدیدتر نایسین بر تـک لایـه   نانوکپسول
  .، نسبت داده شدلیپوزومی

  
 )TEM(میکروسکوپ الکترونی گذاره 

تصویر میکروسکوپ الکترونی ، ور بررسی مورفولوژي ذراتبه منظ
-مربوطه وجود وزیکول تصویر). 2شکل(شده، تهیه شد از نمونه بهینه 

  .دهدنانومتر را نشان می 180با اندازه  1هاي کروي شکل یونی لاملار
  

  
  دست آمده از میکروسکوپ الکترونی گذارهتصویر به - 2شکل 1

  
                                                             
1- ULVS (Unilamellar Vesicles) 



  نتیجه گیري 
کـه از بـین متغییرهـاي مـورد     در پژوهشی که انجام شد معلوم گردید 

ها، دور همزن و زمان فرآینـد تـاثیر   بررسی در فرآیند تولید نانولیپوزوم
زیادي بر روي اندازه ذرات دارند همچنـین نتـایج حاصـل از پایـداري     

کنـد  فیزیکی، به تاثیر سایز ذرات در حفظ پایداري طی زمان اشاره می
هـاي  در فرمولاسـیون نـانومتر   500هاي کمتـر از  به طوري که نمونه

بیشـترین پایـداري را نسـبت بـه       C°4حاوي کلسترول، تحت دماي 
  . نمونه هایی با اندازه بزرگتر، داشتند
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Abstract 

Nisin has numerous applications as a natural preservative in foods, including dairy product, canned food, 
processed cheese and milk. Several studies demonstrated that proteolytic degradation and the interaction of nisin 
with food components might result in decreased its antimicrobial activity. Encapsulation of antimicrobial 
peptides into nanoliposomes may offer a potential alternative to protect antimicrobials, enhancing their efficacy 
and stability for food applications. In first stage of this research, Response Surface methodology was used for 
optimization of nanoliposomes produced by heating method. A central composite design (CCD) consisting of 18 
experimental run with three independent variables: phospholipid concentration (2-30 mM), stirring speed (500-
1360 rpm) and processing time (30-90 min) were used and their effects on size of nanliposome were evaluated.In 
the next stages, stability of nanoliposomes was investigated during 2 month. The optimum operating conditions 
obtained from the quadratic form of RSM model for particle size were phospholipids 30 (mM), stirring speed 
930 (rpm) and process time 90 (min). The results of stability indicated  that samples in the range of 400 to 500 
nm were stable up to 2 month (P > 0/05) but samples larger than 500 nm were unstable during 2 month but 
stable up to 1 month(P <  0/05). 

 
Keywords: Antimicrobial peptides, Nisin, Encapsulation, Nano liposomes, Response surface methodology, 

Stability. 
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