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)1/5/98: پذیرشتاریخ،29/4/98: بازنگريآخرینتاریخ،7/2/98: دریافتتاریخ(
چکیده
هاي فیزیکی و میکروبی آن بود. بر همین پوشانی اسانس باریجه در سیستم نانولیپوزومی و ارزیابی ویژگیاین پژوهش دروناز هدف

و تولیدنازك و امواج فراصوتلایههیدراسیونروشکلسترول به-هاي مشخصی از لسیتیناستفاده از نسبتها با اساس نانولیپوزوم
ها نظیر هاي فیزیکی لیپوزومویژگیشناسایی گردید.GC-Massهاي تشکیل دهنده اسانس با استفاده از روش اسپکتروسکوپی ترکیب

هاي ضدمیکروبی با ارزیابی ویژگیگرفت. قرارمورد بررسیپوشانی ات، شاخص پراکندگی، پتانسیل زتا و کارایی سیستم دروناندازه ذر
انجام شد. همچنین رشد این باکتري در O157:H7شیا کلییاشرو انتشار دیسک بر روي غلظت بازدارنده رشددو روش حداقل
پس از hr24پوشانی شده در اسانس جهت بازدارندگی رشد در دو حالت آزاد و درونهاي مختلفی از حداقل غلظتمجاورت غلظت

ات%) بودند. میانگین اندازه ذر14/9%) و آلفاپینن (84/60ترین ترکیبات تشکیل دهنده اسانس، بتاپینن (کشت ارزیابی گردید. مهم
) داشت nm76/138داري با نانولیپوزوم فاقد اسانس (بود که تفاوت معنیnm93/99-27/74هاي حاوي اسانس در محدوده لیپوزوم

)05/0p<پوشانی شد اي لیپوزوم باعث افزایش اندازه ذرات و کاهش کارایی درون). افزودن کلسترول به لسیتین در غشاء دولایه
)05/0p<درزتاپتانسیلاماکلسترول بهبود یافت،ازمشخصیمقادیرافزودنبافاقد اسانسهايلیپوزومالکترواستاتیک). پایداري

غلظت ). حداقل>05/0pنکرد (داري پیداتغییر معنیهاي داراي کلسترولشد، در نمونهجایگزینهالیپوزومدراسانسکهزمانی
-حالت آزاد کمتر بود. این مورد با اندازهپوشانی در سیستم لیپوزومی فاقد کلسترول نسبت بهبازدارنده رشد اسانس در حالت درون

حداقل% 75و 50لسیتین) با غلظت mg60حاوي اسانس (داراي نمونه نانولیپوزومگیري قطر هاله عدم رشد باکتري نیز تأیید شد. 
اد گردید در مقایسه با اسانس آزO157:H7اشریشیا کلی داري باعث کاهش رشد باکتري ، به شکل معنیغلظت بازدارنده رشد

)05/0p<روش هیدراسیون لایه نازك و امواج فراصوت تولید شد و بهمؤفقیتاسانس باریجه باداد که نانولیپوزومنشانتحقیق). این
نسبت به اسانس آزاد داشت.اشریشیا کلیغشاء لیپوزومی اثر ضدمیکروبی بیشتري بر روي درکلسترولنمونه فاقد

.پوشانی، کلسترولدرونضدمیکروبی، اثر ، نانولیپوزوم، باریجهاسانس هاي کلیدي: واژه

m.najafinajafi@areeo.ac.irنویسنده مسئول:*
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مقدمه.1
درمیرومرگعمدهعلتزا،بیماريهايمیکروارگانیسم

سازمانگزارشطبق.باشندتوسعه میحال درکشورهاي
ومرگمیلیون18علت حدود،2011سالدرجهانیبهداشت

امروزه.]1بوده است [عفونیهايجهان، بیماريسراسردرمیر
چالش وترینمهمازیکیعنوانبهبیوتیکیآنتیاز مقاومت
جهانیبهداشتهايبرنامهدربهداشتیمشکلاتبرانگیزترین

گذشتهدههدوطولبنابراین، محققان در. شودنام برده می
منابعضدمیکروبی جدید ازعواملکشفبهخاصیتوجه

برطبیعی ضدمیکروبی علاوهترکیبات. اندداشتهطبیعی
یکی از رویکردهايعنوانبهوهستندغیرسمیبیشتر،اثربخشی

ازبیشامروزبهتا.]2اند [مورد توجه قرار گرفتهسالمدرمانی
ازبیشوشدهتعریفمیکروبیضدهايفعالیتباگیاه1340

در.]3اند [شدهجداگیاهانازمیکروبیضدترکیباتهزار30
ازغنیمنبعیکعنوانبهFerulaجنسدارویی،گیاهانمیان

شاملاین جنس.استشدهشناختهمیکروبیضدترکیبات
ومدیترانهمنطقهدرطور عمدهبهکهاستگونه150ازبیش

ها، باریجه ]. یکی از این گونه4اند [شدهگستردهمرکزيآسیاي
)Ferula gummosa،منطقهبومیگیاه) نام دارد. باریجه

وشمالمنطقهدراوقاتگاهیواستایرانویژهبهوخاورمیانه
ایران،سنتیطبدر.]4کند [میرشدنیزهیمالیاغرب

کننده،تحریککننده،هضمعاملعنوانبهباریجهاولئورزین
برونشیتوکولیکاستفراغ،درمانبرايدردضد التهاب و

متعدديهاي اخیر مطالعاتدهه]. در 3شود [میاستفادهمزمن
.گرفته استو اسانس آن انجام بر خواص گیاه باریجه

اسانس این زلیمونن جدا شده اترکیبسانسورینو و داسیلوا 
و ح. سیا]5ند [باریجه ذکر کردگیاه را عامل اصلی بوي معطر

باریجه منطقه پلور تهران رااسانس همکاران ترکیبات شیمیایی
درصد 79حدود هامنوترپنها نشان دادند کهآن.بررسی کردند

در . ]6[دهندترکیبات موجود در اسانس باریجه را تشکیل می
هاي مختلف و خصوص تأثیر اسانس باریجه بر میکروارگانیسم

اثر ضد میکروبی آن نیز مطالعات متعددي انجام شده است. اثر 
استافیلوکوکوس ، سوبتیلیسباسیلوسریجه بر اسانس با

وتیفیسالمونلا]، 7[سودوموناسو شیا کلییاشر،رئوساو
،اشریشیا کلی،میرابیلیسپروتئوس]، 8[دیسانتريشیگلا

] و اثر ضدقارچی این اسانس 9[سودوموناسوپنومونیهکلبسیلا

مورد بررسی قرار گرفته است. مشخص گردیده تاکنون ] 4[
به ترکیبات آلفا ومربوطباریجه اسانسضدمیکروبیخواص

].3باشد [میبتاپینن موجود در آن 
هاي حاصل از گیاهان دارویی، هاي اسانسرغم مزیتعلی

هایی صورت آزاد با محدودیتاستفاده از این ترکیبات با ارزش به
همراه است، زیرا نسبت به شرایط محیطی نظیر اکسیژن، نور و 

برباشند. علاوهس هستند و در آب نیز نامحلول میدما حسا
امراینکهکنندمیمزهوبومحصولات ایجاددرهااسانساین،

هاي کاهش ]. یکی از روش10کنندگان نیست [مصرفخوشایند
هاي ها در سیستمپوشانی کردن اسانسها، دروناین محدودیت
ذرات تولید شده ها بر حسب اندازه باشد. لیپوزوملیپوزومی می

]. تهیه 11شوند [به دو گروه میکرو و نانو تقسیم می
ها در برابر تواند به محافظت آنهاي حاوي اسانس مینانولیپوزوم

کند. همچنین حلالیت اسانس را شرایط محیطی کمک بیشتري
کند و دهد، به رهایش هدفمند آن کمک میدر آب افزایش می

این قبیل ترکیبات رسی زیستینیز سبب افزایش کارایی و دست
کلوئیدي تشکیلذراتها]. نانولیپوزوم11[آبگریز خواهد شد

کهفسفولیپیدها) هستند(عمدتاًلیپیديهايمولکولازشده
غشاهايفرمو بهیافتهسازمانشکلآب بهباواکنشمحضبه

برشینیرويوشدن انرژيوارداثردرویابندمیتجمعايدولایه
در(وزیکول)کرويصورتبهسونیکاسیون)(هموژنیزاسیون و

خصوصیات وفردبهمنحصربا توجه به ساختارآیند ومی
هر سه گروه ترکیبات توانندخاص؛ میفیزیکوشیمیایی

].12[پوشانی کننددرونرادوستدوست، آبگریز و دوگانهآب
از هاي اخیر تحقیقات فراوانی براي استفادهدر سال

هاي طبیعی گیاهان پوشانی اسانسمنظور درونها بهنانولیپوزوم
پوشانی ها در درونانجام شده است. استفاده از نانولیپوزوم

]، آویشن graveolensAnethum(]10شوید (هاي اسانس
]، بومادران Zataria multiflora(]12شیرازي (

)Santolinainsularis] (13[ ،Zanthoxylumtingoassuiba

] از جمله این 15[)Mentha piperitaو نعنا فلفلی (]14[
پوشانی تاکنون گزارشی مبنی بر درونباشند. ولی ها میپژوهش

اسانس باریجه با سیستم لیپوزومی منتشر نشده است لذا این 
هاي حاوي اسانس باریجه و تحقیق با هدف تولید نانولیپوزوم

و خصوصیات ضد میکروبی آن بر هاي فیزیکیارزیابی ویژگی
هاي بیماریزا در مواد غذایی یعنیترین باکتريعلیه یکی از مهم
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جهيييي

انجام شد.O157:H7اشریشیا کلی

هامواد و روش. 2
. مواد اولیه1.2

خلوصدرجهباگرانولارلسیتین-آلفا-ال(فسفولیپیدمواد 
درجهبا(کلسترول،)ساخت کشور آمریکاAcrossشرکت،99%

-دي،)ساخت کشور آلمانMerck، شرکت %95خلوص

گوشت آگار، آبهینتونمولرهايکشتمحیطمتانل،کلرومتان،
ساخت (مركشیمیاییموادشرکتازموادسایرومغز وقلب 

اسانسباریجشرکتازباریجهاسانس. شدندتهیه) کشور آلمان
.گردیدخریداري(ساخت کشور ایران)

شناسایی ترکیبات تشکیل دهنده اسانس. 2.2
نمونه اسانس با استفاده از دستگاه گاز کروماتوگرافی گازي 

ساخت ، Agilent 7890B،Agilent technologiesمدلجرمی
قطر داخلی،m30به طول ، مویینهستون حاوي کشور آمریکا

mm25/0 فاز ساکنو ضخامت لایهµm25/0،متصل به
، ساخت کشور آمریکا5977AAgilentمدلجرمی سنجطیف

گاز حاملیونیزاسیون شعله هیدروژن، ، FIDدتکتور شد. تجزیه
و انرژي ml/min1/1هلیوم، سرعت جریان گاز حامل

بود. برنامه eV70سنجی جرمی معادلیونیزاسیون در طیف
C /min5˚افزایش با سرعتC250˚تا60از ستونی یدما

شناساییثابت ماند.C250˚در min10مدتتنظیم شد و به 
با بانک ها آنجرمیمقایسۀ طیفهنتیجدراسانساجزاي
مقادیرمرجع صورتباها آنبازداريزمانمقایسۀ وطیفی
.]16[گرفت

تهیه نانولیپوزوم. 3.2
نانولیپوزوم اسانس باریجه با استفاده از روش ترکیبی 
هیدراسیون لایه نازك و امواج فراصوت مطابق روش محمدي 

. براي این ]17[و همکاران با اندکی تغییر تهیه گردید 
، 30- 30کلسترول (لسیتینازمتفاوتهايمنظور، غلظت

دىهاي) در ترکیبى ازحلالmg60 -0و 10- 50، 20- 40
مساوي حل شد. سپس اسانس نسبتبامتانول-کلرومتان

فاز لیپیدي به این مخلوط اضافه گردید.4:1باریجه با نسبت 
رخشىچتبخیر کننده تحت خلاءدردستگاهتبخیر حلال

Heidolph مدل ،MB400 ،دمايآلمان در شور ــاخت کــس
oC30.توسطلایه نازك تشکیل شدهانجام شدmL15آب

ایندرشدهتولیدهاىگردید. لیپوزومهیدراتهاستریلمقطر 
. ]17[بودند میکرومترىمقیاسدروچندلایهمرحله

، Heidolphهموژنایزرستگاه توسط دهانمونههموژنیزاسیون
وrpm20000آلمان با دور ساخت کشور ، ART31126مدل 

min) به مدتoC70انتقال فاز لیپوزومی (ازبالاتردماىدر

هاىدهی نمونهصوتعملنهایتدر.]18[گرفت انجام10
، Up 200Htدار مدلپروبسونیکاتوردستگاه توسطلیپوزومى

بیناستراحتmin1و min1سیکل5باآلمانساخت کشور 
شد. به این صورت انجامدر دماي محیطسیکل،هر

نانومتریک تولید شدند.اي در مقیاس لایههاي تکلیپوزوم

تعیین اندازه و توزیع اندازه ذرات. 4.2
و حاوي هاي خالیو توزیع اندازه ذرات نانولیپوزوماندازه 

و همکاران و بوآراب پس از تهیه مطابق با روش اسانس بلافاصله 
ساخت شرکت Nano-ZSمدل سایزر استفاده از دستگاه زتابا 

Malvern در دمايکشور انگلستانoC2519[شدتعیین[ .
گیري و قطر متوسط ها در سه تکرار اندازهکلیه نمونه

.گزارش گردیدپراکندگیو شاخص هیدرودینامیک

پتانسیل زتا. 5.2
از ي فاقد و حاوي اسانسهابراى تعیین پتانسیل زتا لیپوزوم

Malvernساخت شرکت Nano-ZSمدل دستگاه زتا سایزر

نخست با استفاده از آب هااستفاده شد. نمونهکشور انگلستان 
پتانسیل زتا محلول گیرىبرابر رقیق شدند. اندازه50مقطر 

انجام شدW149و توانC25˚دماى، pH=4/7لیپوزومى در
]20[.

پوشانی. کارایی درون6.2
استفادهباoC4در دیالیزروشپوشانی توسطکارایی درون

جدابرايKDa10وزن مولکولی باسلولزيغشاءیکاز
پوشانی شده تعیین هاي دروناسانسوهانانولیپوزومکردن

متانولحلال وسیلهبهشدهدیالیزهاي. لیپوزوم]21[گردید 
ازاستفادهپوشانی شده بااسانس درونمقدارتخریب و

، ساختShimadzu UV 160Aمدل تگاه اسپکتروفتومترـدس
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گردید. گیرياندازهnm517ج در طول موکشور ژاپن

تهیه سوسپانسیون باکتریایی. 7.2
استاندارد باکتري گرم منفیاز سویهتحقیقانجاممنظوربه

تهیه شده از مرکز ذخایر ژنتیک ایران O157:H7اشریشیا کلی
از قبلساعت24میکروبیسوسپانسیونتهیهشد. براياستفاده

به محیطذخیرهکشتازاستریلآنسکمکبهآزمایش،انجام
شد. سوسپانسیونانجامتلقیحآگارهینتونمولردارشیبکشت
برباکتريرشدپس ازرینگرمحلولازاستفادهبامیکروبیغلیظ
سوسپانسیونگردید. سپس کدورتتهیهآگاردارشیبسطح

اندازهنانومتر600طول موجدراسپکتروفتومترتوسطحاصل
محلول5/0کدورت باکدورت محلولشدنبرابرتاوگیري

رینگرمحلولتوسطCFU/mL108×5/1فارلند مکاستاندارد
.]1[رقیق شد 

روش انتشار دیسک در . تعیین اثر ضدمیکروبی به8.2
آگار

5/0میکروبی تهیه شده با کدورت معادل سوسپانسیوناز ابتدا
هاي پلیتروي سطحاستریلمک فارلند و با استفاده از سوآپ 

سپس . کشت انجام گرفتآگارهینتونمولرمحیط کشتحاوي 
،Sigmaاستریل ساخت شرکتmm6کاغذي هايدیسک

نانولیپوزوم حاوي اسانسغلظت مشخصی ازباکشور آلمان
اي معین از یکدیگر و لبه پلیت بر سطح با فاصلهوشدهمخلوط
اي ـدمدرhr24بعد از .گرفتندرارـري قـوده به باکتـآگار آل

oC37،بر حسب اشریشیا کلیرشدهاله مهارقطرmlاندازه-

این .]2[شد مقایسهکنترل (اسانس آزاد)نمونهباوگیري 
.و میانگین آن گزارش گردیدانجامبا سه تکرارآزمایش

. تعیین حداقل غلظت بازدارنده رشد9.2
در سازيرشد، روش رقتبازدارندهغلظتتعیین حداقلبراي

هاياز فرممختلفهايغلظت.گرفتقراراستفادهموردلوله
، 64، 32، 16، 8، 4، 2نانولیپوزومی از اسانس باریجه (وآزاد

درها) تهیه شد. پس از کشت تمام لولهmg/ml256و 128
نهایتدروگذاريگرمخانهhr24مدتبهoC37دماي 

کدورتیآندروشدهباکتريرشدازغلظتی که مانعترینکم

رشد گزارش بازدارندهغلظتعنوان حداقلبهنشد،مشاهده
.]2[گردید 

تحت اشریشیا کلیرشد و تکثیر باکتري. ارزیابی10.2
هاي حاوي اسانس باریجهتأثیر نانولیپوزوم

هاي حاوي جهت اثبات خاصیت ضدمیکروبی نانولیپوزوم
اسانس باریجه از روش تهیه رقت در آگار استفاده شد. باکتري 

ت محیط آبگوشدر CFU/mL105×1با غلظت اشریشیا کلی
ي هانمونههاي مختلف بازدارنده از با غلظتو مغزقلب

لسیتین) و mg60نانولیپوزوم حاوي اسانس (فرمول حاوي 
بازدارندهغلظت% حداقل75و 50، 25اسانس آزاد باریجه (

ها ند. شمارش کلنیگذاري شدگرمخانهoC35رشد) تهیه و در 
گذاري بر روي پس از گرمخانهh24و 12، 5، 3، 1، 0در 

انجام شد.   و مغزت قلبمحیط آبگوش

. طرح آماري11.2
ها در سه تکرار در قالب طرح کاملاً تصادفی انجام شد. آزمون

) و >05/0p% (95در سطح احتمال Minitabنرم افزار آماري 
اي دانکن براي تأیید وجود اختلاف بین آزمون چند دامنه

ها مورد استفاده قرار گرفت.میانگین

. نتایج و بحث3
سانس باریجهترکیبات تشکیل دهنده بررسی. 1.3

شد شناساییترکیب در اسانس باریجه16در این تحقیق 
%) و 14/9%)، آلفاپینن (84/60(). بتاپینن 1(جدول 

%) عمده ترکیبات موجود در این اسانس 94/6بتافنالدرن (
. قاسمی و همکاران گزارش کردند که آلفاپینن بودند

%) سه 37/3%) و میریسن (78/43%)، بتاپینن (27/27(
]. 3[ترکیب عمده تشکیل دهنده اسانس باریجه هستند 

در سه ه گیاه باریجهثرؤیان ترکیبات مقنژاد و صادمرتضایی
ند. دادرارقمورد بررسی را در استان کاشان مختلفمنطقه 

ترین ترکیبات موجودن عمدهننیبتا و آلفاپها دریافتند کهآن
تحقیق دیگري مشخص ر د. ]22[هستند در اسانس باریجه 

ترپینولن، آلفالینالول،، ترکیب فوقگردید که پس از دو
دهندهترین ترکیبات تشکیلمهمکارن و ترپینولن - 3- ادلت
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پژوهش حاضر .]23[اسانس باریجه مورد بررسی بوده است
با شناسایی دو ترکیب عمده آلفا و بتاپینن مشابه نتایج 

تشکیلمیزان مواددرشدهمشاهدههايسایرین بود و تفاوت
دردلیل تفاوتاسانس با سایر گزارشات احتمالاً بهدهنده

گیري باشد. روش اسانسوگیاهآوريعجمزمانرویشگاه و

شاخص پراکندگی، و کارایی ،اتاندازه ذر. تعیین2.3
پوشانی درون

نتایج مربوط به میانگین اندازه ذرات، شاخص پراکندگی و 
هاي حاوي اسانس باریجه در پوشانی نانولیپوزومکارایی درون
آورده شده ) 2ولیپوزوم فاقد اسانس در جدول (نمقایسه با نا
در کلیه دهد اسانس توانستهطور که نتایج نشان میاست. همان

اندازه نانولیپوزوم را تحت تأثیر قرار دهد و نانولیپوزوم هانمونه
پدیدهاین). دلیل>05/0pتري داشت (فاقد اسانس اندازه بزرگ

بیشترفشردگیوانسجامایجادبرايهااسانسقابلیتبهمربوط
]. 24است [غشاییهايوزیکولدرغیرقطبیهايزنجیرهبین

ها با توجه به ساختار منوترپنکردندتورینا و همکاران پیشنهاد
- 2(ایزوپرنهايهیدروکربنازشدهشان که مشتقمولکولی

چندیادوپیوستنوسیلهبهوهستند) بوتادین- 1،3-متیل
راهالیپوزوماندازهتوانندمیآیند،میوجودبهایزوپرنمولکول

راها آنودادهکاهشفسفاتیدیل کولینسطحانحنايافزایشبا
نتایج مشابهی توسط ].25دهند [قرارغشاءقطبیگروهروي

ص ترتیب در خصودتونی و همکاران و خطیبی و همکاران به
Zanthoxylum tingoassuiba وZataria multiflora Bioss.

همچنین با توجه به نتایج جدول ]. 21-14حاصل شده است [
هاي مختلف لسیتین به کلسترول ) مشخص گردید که غلظت2(

داري داشت هاي حاوي اسانس تأثیر معنیبر اندازه نانولیپوزوم
)05/0p< مالهیروس و همکاران نیز به نتیجه مشابهی دست .(

ها عنوان کردند که افزودن کلسترول سبب افزایش یافتند. آن
] اما 26هاي حاوي نایسین گردید [ها در لیپوزومقطر وزیکول

] گزارش 17] و محمدي و همکاران [27گوپینات و همکاران [
داري در اندازه کردند که افزایش غلظت کلسترول تغییر معنی

هاي گونه که ملاحظه شد گزارشذرات ایجاد نکرد. همان
تشر متضادي در مورد اثر کلسترول بر اندازه ذرات لیپوزومی من

درعنوان اسکلت اصلی شده است. اصولاً لسیتین به
منظوربهکلسترولکند و ها عمل میلیپوزومفرمولاسیون

هاي تشکیل یافته به افزایش پایداري و تثبیت لیپوزوم
]. بدین ترتیب غشاهاي 28[شودمیاضافهفرمولاسیون

هاي آسیل در یک لیپوزومی غنی از لسیتین و آرایش زنجیره
هايروهــوجود آمده در اثر گب کاهش فضاهاي بهــموججهت،

شود که در نتیجه تماس و قطبی حجیم موجود در سر لیپید می
دهد. از طرف دیگر، برهم کنش بین زنجیرها را افزایش می
گریز در غشاء هاي آبکلسترول ممکن است پیوستگی مولکول

دهد:هاي ذیل کاهشاي را با کمک یکی از مکانیسمدولایه

.جرمیگازيکروماتوگرافیگازترکیب شیمیایی اسانس باریجه توسط دستگاه )1جدول (
Table 1 Chemical composition of Ferula gummosa (Barije) essential oil by GC- Mass .

Percent

(%)
Retention time

زمان بازداري
Compound

Rowنام ماده

ردیف
9.144.2191R-α-Pinene1

60.845.088β-Pinene2
3.055.223β-Myrcene3
4.645.6853-Carene4
1.436.018β-Cymene5
6.946.181β-Phellandrene6
1.219.7381,3,5-Undecatriene, (E,Z)-7
2.1511.394p-Cymene, 2-methoxy8
0.9314.225α-Terpinyl acetate9
1.4415.277Guaiol10
0.7717.832-(4a,8-Dimethyl-2,3,4,5,6,8a-hexahydro-1H-naphthalen-2-l)propan-2-ol11
1.4518.251---12
0.6120.131Guaiac acetate13
1.320.369---14

1.4921.917Bulnesol15
0.6323.016Guaiac acetate16
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هاي مانند فسفولیپیدها با مولکولدوستهاي چربیولکولم
کلسترول براي تصاحب فضاي لیپوفیلیک در غشاهاي لیپیدي 

پذیري ] و یا کلسترول با کاهش انعطاف29کنند [رقابت می
هاي لیپوفیلیک به پیوستن مولکولاي سبب بهمغشاء دو لایه

شده درتهیه]. سیستم نانولیپوزومی30شود [غشاء لیپیدي می
را ) پایینپاشیدگیبسشاخص(مطلوبی پراکندگیعه،مطالاین

شاخص،این). کوچک بودن2ها نشان داد (جدول وزیکولبراي
ذراتقطربنابرایناست،ترباریکايذرهتوزیعگربیان

اینبراي1/0ازکمتر. مقدار]19[باشد میتریکنواخت
3/0ازبیشوهستندهمگنذراتکهدهدمیشاخصنشان

. اعداد حاصل برایشاخص ]1[است ذراتناهمگنیدهندهنشان
2/0تا 1/0ها در این تحقیق بین پاشیدگی در کلیه نمونهبس

با توجه) لذا<05/0p(داري نیز نداشتند بودند و اختلاف معنی

توان نتیجه گرفت که روش تولید مورد به نتایج حاصل شده می
امواج فراصوت) مستقل از استفاده (هیدراسیون لایه نازك و 

هاي کلسترول، براي تولید لیپوزوم-هاي متفاوت لسیتینغلظت
پایدار در مقیاس نانو و توزیع اندازه ذرات یکنواخت مناسب بوده 

هاي هاي توزیع اندازه ذرات نانولیپوزوم) منحنی1است. شکل (
کلسترول و - هاي مختلف لسیتینحاوي اسانس در غلظت

از اعداد طور که دهد. هماند اسانس را نشان مینانولیپوزوم فاق
تمامی ) نیز پیدا بود2پاشیدگی در جدول (شاخص بس

).1بودند (شکل ايقلهشکل یکنواخت و تک ها بهمنحنی
پوشانی هاي لیپوزوم بر کارایی درونهاي لایههمچنین نسبت

). بالاترین میزان >05/0p() 2داري داشت (جدول تأثیر معنی
پوشانی مربوط به نمونه حاوي لسیتین به تنهایی کارایی درون

پوشانیبود. افزایش غلظت کلسترول سبب کاهش کارایی درون

کلسترول:هاي فاقد و حاوي اسانس باریجه با مقادیر مختلف لسیتینتوزیع اندازه ذرات نانولیپوزوم) 1شکل (
Fig. 1 Particle size distribution of with and without Ferula gummosa nanoliposomes with various quantities of lecithin: Cholesterol

و مقایسه لستین:کلسترولبا مقادیر مختلفهاي حاوي اسانس باریجه پوشانی نانولیپوزوممیانگین اندازه ذرات، شاخص پراکندگی و کارایی درون)2جدول (
.آن با نانولیپوزوم فاقد اسانس

Table 2 Mean size, polydispersity index and encapsulation efficiency 0f Ferula gummosa nanoliposomes with various quantities of lecithin:
Cholesterol and compare it with empty nanoliposome.

Sample

نمونه
Various quantities of lecithin:

cholesterol

(mg)مقادیر لستین:کلسترول 

Mean particle size

(nm)میانگین اندازه ذرات 

polydispersity  index

شاخص پراکندگی
Encapsulation efficiency

)%پوشانی (کارایی درون
Empty nanoliposome

نانولیپوزوم فاقد اسانس 138.76 ± 2.37a* 0.181 ± 0.05a -

Nanoliposome with
essential oil

نانولیپوزوم حاوي اسانس

0-60 74.27 ± 2.85b 0.113 ± 0.14a 73.26 ± 2.87

10-50 81.47 ± 2.92c 0.122 ± 0.11a 58.84 ± 3.27
20-40 98.90 ± 1.01d 0.190 ± 0.09a 52.36 ± 4.63
30-30 99.93 ± 0.23d 0.161 ± 0.07a 49.78 ± 2.56
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مونه داراي ــ% در ن78/49±56/2وري که به ــطگردید به
mg30در فرمول کلسترول و لسیتین رسید. افزایش کلسترول

شود لیپوزوم باعث افزایش احتباس اسانس و پایداري بیشتر می
توسط کار بردن زیاد آن، سبب پر شدن فضاي دو لایه اما به

-هاي لیپوزومی میکلسترول و کاهش بارگذاري اسانس در لایه

طوري که کلسترول و اسانس براي پر کردن فضاي بین گردد به
گیري علاوه بر این، در طول شکل].19[کنند اي رقابت میلایه

وزیکول، کاهش سیالیت غشاء نیز باعث کاهش بارگذاري اسانس 
دست ین پژوهش با نتایج به]. نتایج ا28[شود ها میدر لایه

] و اورتان و همکاران که 12آمده توسط مالهیروس و همکاران [
پوشانی با افزایش میزان کلسترول در دیواره کاهش کارایی درون

]. 31لیپوزوم را گزارش کردند، مطابقت داشت [

. پتانسیل زتا 3.3
هاي فیزیکی مهم ویژگیپتانسـیل زتـا یکــی دیگــر از

تعیین پایداري عامل مهمی درهـا اسـت کـهلیپوزوم
شاخص و بهترینشودمحسوب میکلوئیدي هايسیستم

میهابراي تعیین وضعیت الکتریکی سطحی دیسپرسیون
یه لادهنده میزان تجمع بار دراین عامل، نشانباشد.

در و هاي مخالف به سطح ذرهغیرمتحرك و شدت جذب یون
]. پتانسیل 15پایداري الکترواستاتیک است [نتیجه میزان 

گیري نیست و با استفاده از صورت مستقیم قابل اندازهزتا به
تحرك الکتروفورتیک یا تحرك الکتروفورتیک پویا تعیین می

هاي بدون ]. نتایج حاصل از پتانسیل زتا نانولیپوزوم32شود [
طور) آمده است. همان2اسانس و حاوي اسانس در شکل (

یلها داراي زتا پتانسشود تمامی لیپوزومکه مشاهده می
ولاً مقادیر پتانسیل زتا حدود ــبودند. اص- mV25بالاي 

mV25عنوان معیاري براي تفکیک (مثبت یا منفی) به
- سطوح ذرات با بار الکتریکی بالا و پایین در نظر گرفته می

هاي کلوئیدي حاوي ذرات با پتانسیل زتاي شود. سیستم
پایین (مثبت یا منفی)، در صورت عدم وجود عوامل بازدارنده 
دیگر نظیر ویسکوزیته بالا و ممانعت فضایی، تمایل زیادي به 

]. پتانسیل زتا نانولیپوزوم بدون کلسترول و 15[تجمع دارند
- دلیل یونیزاسیون گروهبود که به- mV1/2±8/25اسانس 

باشد. با اضافه شدن هاي فسفات موجود در لسیتین می
کلسترول به ساختار لیپوزوم، پتانسیل زتا افزایش یافت و در 

رسید. دلیل این امر - 3/41±8/1، به mg30نمونه حاوي 
این خاطر است که کلسترول یک مولکول خنثی احتمالاً به

ند تواند در اثر تشکیل پیوباشد و بار منفی ذرات میمی
هیدروژنی بین گروه کولین در فسفاتیدیل کولین و گروه 
هیدروکسیل در سر کلسترول ایجاد گردد. در نتیجه تشکیل 
این پیوند، گروه کولین با بار مثبت به داخل غشاء و گروه 
فسفاتیدیل با بار منفی به سطح غشاء کشیده شده و بدین 

ها نترتیب بار منفی ذرات و دافعه الکترواستاتیک بین آ
پوشانی اسانس در نانولیپوزوم و ]. با درون33یابد [افزایش می

هاي در نمونهدر مقایسه با انواع بدون اسانس، پتانسیل زتا 
) 2(شکل داري پیدا نکرد تغییر معنیداراي کلسترول

)05/0p< مالهیروس و همکاران نیز نشان دادند که افزودن .(
باعث افزایش پتانسیل زتا کلسترول به لیپوزوم حاوي نایسین، 

].26گردید [

پتانسیل زتا الف) نانولیپوزوم فاقد اسانس و ب) نانولیپوزوم حاوي اسانس باریجه با مقادیر مختلف لستین:کلسترول)2شکل (
Fig. 2 Zeta potential of empty nanoliposome (a), Ferula gommosa nanoliposome (b) with various quantities of lecithin: Cholesterol
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نانولیپوزوم اسانس ی فعالیت ضدمیکروبی بررس. 4.3
در آگاردیسک روش انتشار بهباریجه 

میکروبیدر آگار، اثر ضددیسک با استفاده از روش انتشار 
اشریشیا کلیبر باکتريهاي حاوي اسانس باریجه نانولیپوزوم

. آورده شده است) 3(حاصل در جدولو نتایج)3(شکل بررسی
ها دهنده عدم رشد باکتريهاله که نشانقطر،از نظر تئوري

غلظت ماده مؤثره موجود در گیاه العملی ازباشد، عکسمی
خطی بین اندازه هاله و این پدیده یک ارتباط. است

ري قطر یگکه با اندازهبوده آزمایش لگاریتمغلظت ماده مورد 
قدرت ضدمیکروبی ماده مورد ،نمونه کنترلهاله و مقایسه آن با 

گونه که نتایج نشان داد ]. همان34کند [را مشخص میآزمایش 
پوشانیدروناثر ردباریجهاسـانس میکروبیخاصیت ضـد

بیشترین میزان قطرهاله عدم . بهبود یافتدرسیستم لیپوزومی 
نمونه نانولیپوزوم حاوي اسانس بدون مربوط به)mm45(رشد 

هاي حاوي اسانس سایر نمونهبود که از لحاظ آماري با کلسترول
).>05/0p(داشتدارياختلاف معنیو نمونه کنترل (اسانس)

ها این ضدمیکروبی در نانولیپوزومافزایش خاصیت دلیل احتمالاً 
است که در سطح غشاء باکتري حفراتی وجود دارد که محل 

تر باشد. هرچه نانوذرات تولیدي کوچکورود و خروج مواد می
توانند وارد این حفرات شده و اسانس محصور تر میباشند راحت

که جنس نانولیپوزوم شده را رها کنند. همچنین با توجه به این
سفولیپید بود، سیالیت غشایی بیشتري داشته و در این از ف

تواند از غشاء باکتري به داخل سلول تر میشرایط اسانس راحت
].35نفوذ کند و سبب تخریب دیواره سلولی شود [

.ها و اسانس باریجهنانولیپوزومبر اساس نتایج آزمون انتشار دیسک اشریشیا کلی) mmرشد (مهارهالهقطرمیانگین)3جدول (
Table 3 The mean diameter of the growth inhibition zones (mm) of E. coli based on the results of disc diffusion test nanoliposomes andFerula

gommosa essential oil.

(mm)قطر هاله 

Zone of inhibition

(mg)مقادیر لستین:کلسترول

Various quantities of lecithin: cholesterol

نمونه
Sample

40b
Free essential oil

اسانس آزاد
45a*0-60

Nanoliposomes with essential oil

هاي حاوي اسانسنانولیپوزوم
30c10-50
25d20-40
10e30-30

* Means within a column with the same letters are not significantly different at P <0.05

و 20-40) 3، 10-50) 2، 30-30) 1تهیه شده با مقادیر مختلف لسیتین:کلسترول هاي حاوي اسانس باریجهنانولیپوزومقطر هاله مهار رشد تأثیر )3(شکل
O157:H7اشرشیاکلیروي 60-0) 4

Fig. 3 The effect of growth inhibition zone diameter of Ferula gommosa essential oil loaded nanoliposoms prepared with various quantities of
lecithin: cholestero  30-30 (1), 50-10 (2), 20-40 (3) and  0-60 (4) on E. coli O157:H7
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هاي ها از راهلیولیوس و همکاران دریافتند که نانولیپوزوم
متفاوتی مانند انتقال بین غشایی، آزادي تماس، جذب، 

کنش هاي باکتریایی بر همفاگوسیتوز و انتقال سلولی با سلول
باکتري هاي داده و آزادسازي ترکیبات فعال را داخل سلول

ها بخشند و سبب افزایش خاصیت ضدمیکروبی آنبهبود می
دست آمده، ذبیحی و همکاران ]. در تأیید نتیجه به36شوند [می

] و 21]، خطیبی و همکاران [15]، فرقانی و همکاران [1[
هاي حاوي ] با تولید نانولیپوزوم35نقده و همکاران [قره

گلی به فلفلی و مریمترتیب سیر، آویشن، نعناعهاي بهاسانس
هاله کمترین میزان قطرنتیجه مشابهی دست یافتند. همچنین

مربوط کلسترولmg30نمونه داراي به )mm10(عدم رشد 
توان دریافت که با اضافه ها می). با دقت در داده3(جدول بود

شدن کلسترول به فرمولاسیون لیپوزوم، از خاصیت ضد 
کاسته شده است. اشریشیا کلیي میکروبی آن بر علیه باکتر

نسبت خاطر این است که با افزایشعلت این امر احتمالاً به
تر شده و اندازه کلسترول در لیپوزوم، دیواره پایدارتر و ضخیم

) در نتیجه رهایش 2تر گردید (جدول نانولیپوزوم نیز بزرگ
تر انجام گرفت. اسانس آهسته

حداقل غلظت بازدارندگی رشد . 5.3
مطالعات انجام شده به منظور شناسایی ترکیبات تشکیل 

%63-75حدود دهنده اسانس باریجه نشان داده است که
دهند هاي مونوترپنی تشکیل میهیدروکربنرااسانس باریجه 

هاي کارن و هیدروکربن-3- حاوي بتاپینن، آلفاپینن، دلتاکه
هاي راسیمن، لیمونن، ترپینولن، الکلدیگر مانند میرسن، پا

ها، استرهاي تیول، ها، آزولنمونوترپنی و استات، سزکوئیترپن
. ]6[باشد میهاي با اسکلت غیر ترپنی ها و هیدروکربنپیرازین

دوستی نسبی دارند و در آبترکیبات منوترپنی، خاصیت چربی

تشاش در بخش شوند در نتیجه باعث ایجاد اغنیز حل می
گردند. این ها مییپیدي پلاسما و غشاء زیستی میکروارگانیسمل

تغییرات منجر به نفوذپذیري غشاء و نشت ترکیبات داخل سلول 
]. همچنین ممکن است 8گردد [و در نهایت مرگ سلول می

خوانی دلیل هماسانس باریجه توانایی عبور از غشاء را به
]. دو ترکیب 4[ساختارش با ساختار غشاء میکروبی داشته باشد

عمده موجود در اسانس باریجه یعنی آلفا و بتا پینن، داراي 
هاي گرم مثبت و گرم منفی فعالیت ضدمیکروبی بر روي باکتري

صالحی و همکاران ]. 3کشی نیز دارند [بوده و اثر حشره
و سودوموناس آئروژینوزا عصاره الکلی گیاه باریجه بر دریافتند 

قاسمی و ].38[اثر مهاري و کشندگی داردکاندیدا آلبیکنس
هاي گرم مثبت و باکتريفعالیت ضدمیکروبی بر رويهمکاران

اسانس باریجه را به میزان آلفا و بتاپینن گرم منفی و ضدقارچی
]. 3[اسانس نسبت دادندموجود در

بازدارندگیغلظتنتایج این تحقیق مشخص کرد که حداقل
شانی در نانولیپوزوم بدون کلسترول پواسانس پس از درون

ها باایر نمونهـ) و در س>05/0p(داري کاهش یافت طور معنیبه
افزایش غلظت کلسترول در غشاء لیپوزومی افزایش نشان داد

در فقطعبارت دیگر، فعالیت ضد باکتریایی ). به4(جدول 
سیستم لیپوزومی فاقد کلسترول نسبت به حالت آزاد بیشتر بود. 

مانندهاییعلت این امر احتمالاً به این دلیل است که نانوحامل
توانندمیسلولی،کوچکهاياندازهبهتوجهباها،نانولیپوزوم

باراشدهپوشانیدرونترکیباتضدمیکروبیهايفعالیت
درغیرفعال و کاهش مقاومتسلولیجذبمکانیسمافزایش

افزایشاین،برعلاوه].38[دهندجرم افزایشانتقالبرابر
ممکنمطالعهایندرلیپوزومیاسانسمیکروبیضدفعالیت

.باشدنیز مرتبطاسانسوباکتريبینمؤثرکنشبرهمبهاست
کلسترول در فرمولاسیونبدین صورت که با افزایش میزان

.O157:H7اشریشیا کلی بر علیه باکتري باریجهاسانس آزاد و نانولیپوزوم حاوي اسانسبازدارندگیغلظتحداقل)4جدول (
Table 4 Minimum inhibitory concentration of free essential oil and nanoliposomes with Ferula gommosa essential oil on the E. coli O157:H7.

)µg/ml(بازدارندگیغلظتحداقل
Minimum inhabitory concentration

(mg)مقادیر لستین:کلسترول

Various concentrations of lecithin: cholesterol

Sample

نمونه
11b

Free essential oil

اسانس آزاد
10a*0-60

Nanoliposomes with essential oil

هاي حاوي اسانسنانولیپوزوم
11.5c10-50
13.5d20-40
14.5e30-30

* Means within a column with the same letters are not significantly different at P < 0.05.
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) اسانس باریجه 2) نانولیپوزوم حاوي اسانس باریجه و (1(کشندگیغلظت% حداقل75و 50، 25، 0هاي در غلظت اشریشیاکلیتشکیل کلنی )4شکل (
Fig. 4 Colony counting of E. coli O157:H7 cultured at sub-MIC concentration of nanoliposomal Ferula gommosa EO (1) and free Ferula

gommosa EO (2)

شاء لیپوزومی امکان رهایش ها و افزایش استحکام غلیپوزوم
سریع اسانس فراهم نگردیده است و اندازه لیپوزوم، ضخامت و 

کنشبرهمموجود درهاياستحکام غشاء لیپوزومی بر مکانیسم
. در همین ]40[باشد ار میذتأثیرگهاي زندهلسلوباهالیپوزوم

ارتباط، ساچتلی و همکاران افزایش خاصیت ضدمیکروبی 
سیستم لیپوزومی حاوي اسانس را مرتبط با دو مکانیسم 

شده و آمیختهباکتري سلول ءها با غشالیپوزوم) 1دانستند: 
لایه ) 2و یا ریزندسیتوپلاسم میداخل محتویاتشان را به 

در همکنش داده و بر باکتريسلولیءلیپیدي لیپوزوم با غشا
ها به کند و از این منفذ محتویات لیپوزومایجاد منفذ میآن 

]. 41[شودزاد میآدرون سلول 

تحت اشریشیاکلی. ارزیابی رشد و تکثیر باکتري6.3
تأثیر نانولیپوزوم اسانس باریجه

نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که نمونه نانولیپوزوم
و 50گرم لسیتین) با غلظت میلی60حاوي اسانس (داراي 

داري باعث کاهش شکل معنیبازدارندگی، بهغلظت% حداقل75

در مقایسه با اسانس آزاد گردید اشریشیا کلیرشد باکتري 
% 75استفاده از اسانس آزاد با غلظت . )>05/0p() 4(شکل 
در مقایسه با نمونه کنترل سبب کاهش غلظت کشندگیحداقل

ترتیب بهCFU/mL12/1و28/3لگاریتمی تعداد باکتري 
پس از کشت گردید. این کاهش در نانولیپوزوم h24و 12در

لگاریتم بود 53/2و CFU/mL4/3ترتیب حاوي اسانس به
)05/0p< .(هاباکترينهاییجمعیت)CFU/mL ( در تمامی

و50مورددر،h24ازپسبررسی مخصوصاًهاي مورد ساعت
کمتر از نمونه اسانس آزاد بود. بازدارندگیغلظتحداقل75%
مرتبطهالیپوزومازاسانستدریجیبه رهایشتواندمیاثراین

باکتري نیز همچنان ادامه تلقیحازبعدh24در کهباشد
داشت.

گیري. نتیجه4
ازاستفادهبااسانس باریجههاينانولیپوزوممطالعهایندر

روش ترکیبی هیدراسیون لایه نازك و امواج فراصوت تهیه
هاي فیزیکی و کلسترول بر ویژگی- شدند و تأثیر غلظت لسیتین
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نتایج نشان داد که با افزایش .ها بررسی شدمیکروبی آن
کلسترول در فرمولاسیون، اندازه ذرات افزایش و کارایی کاهش 

مقادیرافزودنباهالیپوزومالکترواستاتیکپیدا کرد. پایداري
کهزمانیدرزتاپتانسیلاماکلسترول بهبود یافت،ازمشخصی

داداري پیتغییر معنیشد،جایگزینهانانولیپوزومدراسانس
اصیت لیپوزوم متشکل از لسیتین خنانوهمچنین.نکرد

ها داشت. تري نسبت به سایر نمونهضدمیکروبی مطلوب
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Abstract
The aim of this study was to encapsulate the Barije (Ferula gummosa) essential oil (EO) in liposomal system and
evaluate its physical and microbial properties.  Accordingly, nanoliposomes were produced by using specific ratios
of lecithin-cholesterol by thin-film hydration-sonication method. Constitutive compounds of essential oil were
identified using GC-Mass.  The physical properties of the liposomes, such as particle size, polydispersity index, zeta
potential, and the efficiency of encapsulating system, were studied. Evaluation of antimicrobial properties was
performed by the two methods of minimum inhibitory concentration (MIC) and disc diffusion test on E. coli
O157:H7. Also, the effect of sub-inhibitory concentration of EO (sub-MIC) was evaluated before and after
encapsulation against the growth of bacteria over 24 h. The most important constituents of EO were β-pinene
(60.84%) and α-pinin (9.14%). The average particle size of EO loaded liposomes was in the range of 74.27 to 99.93
nm, which had a significant difference with the empty nanoliposome (138.76 nm) (p<0.05). Adding cholesterol to
lecithin in a double-layered membrane of liposomes increases particle size and reduces the effectiveness of
encapsulation (p<0.05). Electrostatic stability of empty liposomes was improved by adding a certain amount of
cholesterol, but the zeta potential did not change significantly in cholesterol-based samples when essential oil was
replaced in the liposomes (p<0.05). MIC of EO in encapsulating mode was lower in the liposomal system without
cholesterol than in free mode. This was confirmed by measuring the diameter of the bacteria's lack of growth.
Nanoliposome specimens containing essential oil (60 mg lecithin) with concentration of 50 and 75% MIC
significantly decreased the growth of E. coli O157:H7 compared to free essential oil (p<0.05). This research showed
that nano-liposomal essential oil was successfully produced by thin layer and ultrasonic hydration method and the
cholesterol-free sample in the liposomal membrane had an antimicrobial effect on E. coli O157:H7 relative to its free
essential oil.
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