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چکیده
ناتامایسین  و  نایسین  مقدار  شدند.  تولید  مظفرى  روش  به  ناتامایسین  و  نایسین  حاوى  نانولیپوزوم هاى  تحقیق،  این  در 
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1- مقدمه
توسط  که  هستند  ضدمیکروبى  ترکیبات  باکتریوسین ها 
یا  مرگ  موجب  و  شده  تولید  ریبوزم  در  قارچ ها  و  باکترى ها 
عدم رشد باکترى ها و کپک ها مى شوند. باکتریوسین ها به عنوان 
نگه دارنده زیستى، سالم و طبیعى توسط آنزیم هاى پروتئاز دستگاه 
گوارش و روده، بدون هیچ گونه عوارض جانبى، سریع هضم و 
تجزیه مى گردند. بنابراین مى توان از این ترکیبات به عنوان یک 
مانع اصلى براى کنترل عوامل بیمارى زاى ناشى از مواد غذایى 
نام برد. شناخته شده ترین باکتریوسین هایى که به طور گسترده 
مورد مطالعه قرار مى گیرد، نایسین و ناتامایسین هستند[1-2]. 
نایسین، پلى پپتیدى کاتیونى با خاصیت ضدمیکروبى مى باشد 
که توسط باکترى لاکتوکوکوس لاکتیس تولید مى شود. نایسین 
با ایجاد شکاف در غشاء سلولى باکترى هاى گرم مثبت موجب 
ترشح مواد سیتوپلاسمى به خارج از سلول و در نهایت موجب 
از بین رفتن سلول باکتریایى مى شود. هم چنین بر باکترى هاى 
گرم منفى که غشاء خارجى آن ها تحت شوك حرارتى یا تیمار 
مى گذارد  اثر  نیز  شده اند،  تخریب   EDTA نظیر  ترکیباتى  با 
است  ناتامایسین  دیگر،  مهم  باکتریوسین هاى  جمله  از   .[3]
و  نوشیدنى ها  در  گسترده  به طور  و  مى باشد  پلى ان  یک  که 
برخى موادغذایى مانند پنیر، گوشت، آب میوه ها و غیره کاربرد 
دارد. ناتامایسین بر  روى مخمرها و کپک ها به طور کامل موثر 
همانند  ناتامایسین  ندارد.  اثرى  باکترى ها  روى  بر  ولى  بوده، 
سایر آنتى بیوتیک هاى پلى ان، از طریق اتصال به استرول هاى 
غشاء  انتخابى  نفوذپذیرى  قابلیت  در  اختلال  موجب  غشایى 
فرم آزاد، در مواد  باکتریوسین ها در  از  مى گردد [4]. استفاده 
اجزاى  با  ترکیبات ضدمیکروبى طبیعى  تمایل  به دلیل  غذایى 
ماده غذایى نظیر چربى ها و پروتیئن ها و هم چنین مداخله در 
براى  دارد.  محدودیت هایى  استارترهاى لاکتیکى،  رشد برخى 
گویچه هاى  در  ترکیبات  این  درون پوشانى  مشکل،  این  حل 
باشد[5]. مناسبى  راهکار  مى تواند  لیپوزوم،  فسفولیپیدى، 
لیپوزوم ها، سیستم هایى کروى شکل، تشکیل شده از لیپیدهاى 
قطبى هم چون فسفاتیدیل کولین و یا فسفاتیدیل اتانول امین و 
یا مخلوطى از چربى هاى قطبى همراه با کلسترول یا ارگسترول 
قادرند  فیلیک خود،  آمفى  به دلیل ساختار  لیپوزوم ها  هستند. 
ترکیبات آب دوست را در فضاى درونى و ترکیبات آب گریز را در 

بین غشاء دو لایه نگه دارى کنند [6]. روش هاى مختلفى براى 
تولید لیپوزوم ها وجود دارد. این روش ها شامل آب پوشانى لایه 
نازك1، دفع دترجنت2، تزریق اتر و اتانول3، تبخیر فاز معکوس4، 
یا روش مظفرى6 مى باشند  روش حرارتى  امولسیون5 و  روش 
یا  حرارتى  روش  لیپوزوم،  تولید  روش هاى  بین  در   .[6-7]
مظفرى نسبت به سایر روش ها، داراى مزایایى هم چون کاربرد 
نبودن فرایند تولید، کنترل آسان و  آسان، هزینه کم، زمان بر 
عدم استفاده از حلال هاى سمى مى باشد. این روش در صنایع 
تولید  روش هاى  اکثر  جایگزین  و  دارد  کاربرد  بسیار  غذایى 

لیپوزوم شده است [6]. 
تحقیقات زیادى در رابطه با روش حرارتى و روش مظفرى 
انجام شده است. تیزچنگ و همکاران با استفاده از روش حرارتى، 
تحقیق  این  در  کردند.  تولید  نایسین  حاوى  نانولیپوزوم هاى 
مقادیر بهینه متغیرهاى جرم فسفولیپید، سرعت فرایند و دماى 
به ترتیب ذره اى  اندازه  براساس  ذرات  سازى  بهینه  در  فرایند 

rpm ،2/14 gr 930 و min 90 بود که در بررسى مورفولوژى ذرات 

با استفاده از میکروسکوپ الکترونى، وزیکول هاى کروى شکل، 
یونى لاملار با اندازه ذرات nm 180 گزارش شد. مقادیر کارایى 
درون پوشانى کپسول هاى لیپوزومى 30% بود [1]. هم چنین در 
تحقیقى دیگر، راستى و همکاران، با استفاده از روش مظفري 
از  با استفاده  نانولیپوزوم هایى  نازك،  و روش هیدراسیون لایه 
تولید  ایکوزاپنتانوئیک8  و  دوکوزاهگزانوییک7  چرب  اسیدهاي 
کردند، نتایج حاصل از میکروسکوپ الکترونى عبورى نشان داد 
که در روش مظفري نانوذرات ساختار کروي دارند، در حالى که 
زیاد  برشى  نیروي  و  اعمال فشار  به دلیل  نازك  لایه  در روش 
نانوذرات ساختار کروي نداشتند. اندازه ذرات در نانولیپوزوم هاي 
تولید شده به روش لایه نازك و روش حرارتى به ترتیب، 200 و 
nm 362 بود و نمونه هاي حاصل از این دو روش طى زمان دو 

ماهه، اختلاف معنى داري از نظر اندازه ذرات نداشتند و نتایج 
به روش  حاصل از پتانسیل زتا در فرمولاسیون هاي لیپوزومى 
و   -34/18 به ترتیب  مظفرى  روش  و  نازك  لایه  هیدراسیون 
1. Thin film hydration
2. Dewtergent depletion method
3. Injection method
4. Reverse phase evaporation method
5. Emulsion method
6. Heating or mozafari method
7. DHA (Docosa Hexaenoic Acid)
8. EPA (Eicosa Pentaenoic Acid)
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48/33– بود [1، 8]. با توجه به معایب روش هاى پیشین، از 
و  فرایند  بودن  زمان بر  شیمیایى،  از حلال هاى  استفاده  جمله 
استفاده از تجهیزات پیچیده و گران قیمت در تهیه لیپوزوم، در 
این تحقیق از روش مظفرى جهت تولید لیپوزوم استفاده شد. 
هم چنین به دلیل این که تاکنون از نایسین به همراه ناتامایسین 
در بررسى خصوصیات فیزیکى استفاده نشده است، از این رو در 
و  نایسین  نانولیپوزوم هاى حاوى  ارزیابى  و  تولید  تحقیق،  این 

ناتامایسین به روش مظفرى بررسى مى شود. 

2- مواد و روش ها
 ،Across فسفولیپید با درجه خلوص 99% از شرکت آمریکایى
از  اتیلن گلیکول 400 و گلیسرول با درجه خلوص %99  پلى 
شرکت آلمانى Merck، نایسین پودرى با نام تجارى Valisin از 
شرکتMayasan ترکیه، ناتامایسین از شرکت DSM دانمارك 
نمک  صورت  به   (K2HPO4) فسفات  هیدروژن  دى پتاسیم  و 
 Merck خشک و بدون آب جهت ساختن بافر فسفات از شرکت

آلمان، تهیه شدند.

2-1- تجهیزات مورد استفاده
مغناطیسى  همزن  از  عبارتند  استفاده  مورد  تجهیزات 
ذرات اندازه   سنجش  دستگاه  آلمان،   ،Ika ساخت   Rer مدل 
سایزر زتا  دستگاه   Japan و   Shimadzu ،Sald  ،1100

Nano-ZS ساخت شرکت Malvern کشور انگلستان، دستگاه 

 Beckman شرکت  ساخت   6360-D مدل   Labsoc اتوآنالیزر 
شرکت  ساخت   Ultrospec  200 مدل  اسپکتروفتومتر  آمریکا، 
فیلتردار فالکون  آمیکون،  انگلیس،   Pharmacia Biotech

شرکت  ساخت   Avanti30 مدل  سانتریفوژ  آلمان،   Millipore

 Leo ، TEM آمریکا، میکروسکوپ الکترونى عبورى ،Beckman

906 مدلZeiss 100 KV، ساخت آلمان.

2-2- تهیه محلول بافر فسفات
 1/7418   gr حدود   ،10  mMفسفات بافر  تهیه  جهت 
دى پتاسیم هیدروژن فسفات در یک لیتر آب دو بار تقطیر حل 
و سپس در مقادیر pH برابر 5/5، 6 و 7/4 براى فرمولاسیون هاى 

مختلف، روى همزن مغناطیسى تنظیم شد.

2-3- تهیه محلول نایسین و ناتامایسین 
 10  mg نایسین،  محلول  تهیه  جهت  نایسین   10 mg ابتدا 
ناتامایسین جهت تهیه محلول ناتامایسین وmg  2/5 ناتامایسین 
وmg 5 نایسین جهت تهیه مخلوطى از ناتامایسین و نایسین با 
ترازوى حساس توزین شد. سپس گلیسرول v/v 3%، پلى اتیلن 
گلیکول v/v 3% و بافر فسفات با pH  5/5، 6 و 7/4 به ترتیب براى 
هر کدام از محلول هاى نایسین، ناتامایسین و مخلوط نایسین و 
ناتامایسین به میزان ml 5 اضافه و سپس مخلوط روى همزن 
 40˚C 500 در بن مارى در دماى rpm مغناطیسى با سرعت

گذاشته شد.

2-4- تهیه لیپوزوم 
ابتدا فسفولیپید با ml 4 آب دو بار تقطیر در شیکرانکوباتور 
در دماىC˚ 37، دور همزن rpm 70  به مدت یک شبانه روز 
هیدراته شد [6]. نایسین و ناتامایسین (نایسین، ناتامایسین و 
بافل دار  بشر  در  با فسفولیپید هیدراته شده،  دو)  این  مخلوط 
 10 min 1500به مدت rpm 60 با دور˚C ریخته و در دماى
 7/4 pH 5/5، 6 و  با  بافر فسفات   42 ml همزده شد. سپس 
این  مخلوط  و  ناتامایسین  نایسین،  محلول هاى  براى  به ترتیب 
دو اضافه شد و تا min 90 با هم مخلوط و تحت نیروى برشى 
دستگاه همزن مغناطیسى قرار گرفت. فرمولاسیون تولید شده 
به منظور پایدارى، به مدت min 30 در دماى اتاق و بعد در 

یخچال در دماى C˚ 4 نگه دارى شد [9].

2-5- تاثیر میزان فسفولیپید بر درصد درون پوشانى
ویژگى هاى  بر  مناسب فسفولیپید  این که میزان  به  توجه  با 
اندازه  پایدارى  درون پوشانى،  درصد  نظر  از  لیپوزومى  سیستم 
ذرات و کدورت تاثیر دارد، بنابراین جهت تعیین اثر فسفولیپید 
 ،250  ،150 سطوح  در  لیپید  مقدار  درون پوشانى،  درصد  بر 
500 و mg 1000 انتخاب شد. سپس مقدار مناسب از لحاظ 
بیش ترین میزان درون پوشانى، کم ترین اندازه ذرات و پایدارى 

فیزیکى بالا انتخاب شد.

2-6- تعیین اندازه ذرات و توزیع اندازه ذرات 
اندازه   سنجش  دستگاه  توسط  ذرات  اندازه  توزیع  و  تعیین 
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انجام شد. متوسط  اندازه  ذرات  ذرات توسط دستگاه سنجش 
یک  از  بعد  حجمى،  قطر  اساس  بر  شده  تهیه  ذرات  اندازه 
ساعت نگه دارى در دماى C˚ 4 توسط این دستگاه تعیین شد 

(معادله1). این آزمون ها در سه تکرار انجام شدند [10].

                                                                       (1)
 

di: قطر ذرات، 

[3وD 4]: میانگین قطر حجمى (میانگین حجم معادل)1.
شد  محاسبه  زیر  معادله  از  استفاده  با  نیز  ذرات  اندازه  توزیع 

[11]

                                                          
 (2)

 
2-7- پتانسیل زتا

حاوى  نمونه هاى  و  لیپوزوم ها  زتاى  پتانسیل  تعیین  براى 
نایسین و ناتامایسین، از دستگاه زتا سایزر استفاده شد. نمونه ها 
نخست با استفاده از آب مقطر 50 برابر رقیق شدند. اندازه  گیرى 
 25 ˚C برابر با 7/4، دماى pH پتانسیل زتا محلول لیپوزومى در

و توان W 149 انجام شد [12]. 

2-8- درصد درون پوشانى 
مخلوط  و  ناتامایسین  نایسین،  میزان  اندازه گیرى  جهت 
نایسین و ناتامایسین، محصور شده در فرمولاسیون لیپوزومى، 
از دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج nm 305 براى سنجش 
ناتامایسین و از دستگاه اتوآنالیزر براى سنجش نایسین استفاده 
در  پروتئین ها  که  است  صورت  این  به  آزمایش  اساس  شد. 
قرمز  کمپلکس  تشکیل  مولیبدات3  و  رد2  پیروگالول  حضور 
اتوآنالیزر  دستگاه  توسط  شده  ایجاد  رنگ  و  مى دهند  رنگ 
در  نایسین  که  آن جایى  از   .[13  ،1] است  اندازه گیرى  قابل 
در دستگاه  ناتامایسین  و  ندارد  اسپکتروفتومتر جذب  دستگاه 
مى توان  راحتى  به  بنابراین  نیست،  تشخیص  قابل  اتوآنالیزر 
ناتامایسین  و  نایسین  مخلوط  براى  را  درون پوشانى  میزان 
لیپوزوم در  ابتدا فرمولاسیون  براى این منظور  نمود.  محاسبه 
از سانتریفوژ با  آمیکون (فالکون فیلتردار) ریخته و با استفاده 
1. Debroukere mean
2. pyrogallol red
3. molybdate

با سرعت از سانتریفوژ  استفاده  با  و  فیلتردار) ریخته  (فالکون 
rpm  500 به مدت min 20، فاز حاوى مواد درون پوشانى شده 

در لیپوزوم ها از مایع شفاف که حاوى مواد غیر درون پوشانى شده 
بود، جدا شد. سپس درصد درون پوشانى نایسین و ناتامایسین 
طبق  اسپکتروفتومتر  و  اتوآنالیزر  دستگاه هاى  توسط  به ترتیب 

معادله (3) محاسبه شد.
 

(3)

2-9- بررسى پایدارى لیپوزوم هاى تولید شده طى مدت 
زمان نگه دارى

طى  ذرات،  اندازه  نظر  از  لیپوزوم ها  پایدارى  براى سنجش 
مدت زمان نگه دارى، لیپوزوم هاى تولید شده که اندازه کم تر 
انتخاب و طى 70 روز، هر 14 روز یک  از nm 100 داشتند 
بار، اندازه ذرات با دستگاه پارتیکل سایز آنالایزر مورد بررسى 
اتیلن  پلى  و  گلیسرول  افزودن  تاثیر  هم چنین  گرفتند.  قرار 
گلیکول بر پایدارى اندازه ذرات سیستم نیز مورد بررسى قرار 

گرفت.
 

2-10- بررسى میزان رهاسازى مواد درون پوشانى شده 
در طى زمان نگه دارى

در  توانایى  لیپوزوم ها،  به فرد  منحصر  ویژگى هاى  از  یکى 
باعث  که  است  شده  درون پوشانى  مواد  هدفمند  رهاسازى 
مواد  اولیه  ویژگى هاى  حفظ  ضدمیکروبى،  مواد  عمل  تداوم 
دوز   از  استفاده  و  طولانى تر  مدت   براى  شده  درون پوشانى 
پایین ترى از ماده مورد نظر مى شود. براى این منظور، طى 35 
روز، هر هفت روز یک بار، میزان رهاسازى مواد درون پوشانى 

شده در فرمولاسیون ها محاسبه شد. 

TEM ،2-11- آزمون میکروسکوپ الکترونى عبورى
ذرات  اندازه  تأیید  و  ذرات  نانو  مورفولوژى  بررسى  به منظور 
روى  بر  لیپیدى  ذرات  نانو  نمونه سوسپانسیونى  از  قطره  یک 
گرید فیلم کربنى قرار داده شده و پس از خشک شدن آن در 
الکترونى  میکروسکوپ  از دستگاه  استفاده  با  آزمایشگاه  دماى 

عبورى، TEM، تصویربردارى شد.
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2-12 - طرح آمارى
آزمون ها در سه تکرار در قالب طرح کاملا تصادفى انجام شد. 
 (P<0/05) %95 احتمال  آمارى SPSS16 در سطح  افزار  نرم 
بین  براى تایید وجود اختلاف،  و آزمون چند دامنه اى دانکن 

میانگین ها مورد استفاده قرار گرفت.

3- نتایج و بحث
3-1- تاثیر میزان فسفولیپید بر درصد درون پوشانى 

نتایج تاثیر میزان فسفولیپید بر درصد درون پوشانى، در شکل 
1 آورده شده  است. نتایج تجزیه و تحلیل آمارى نشان داد، در 
از نظر درصد  mg 250 فسفولیپید،  و  نمونه هاى حاوى 150 
درون پوشانى اختلاف معنى دارى وجود ندارد (P>0/05)؛ ولى 
بین نمونه هاى حاوى 150، 250، 500 و mg 1000 فسفولیپید، 
اختلاف معنى دارى مشاهده شد (P<0/05). با توجه به نتایج، 
راندمان درون پوشانى در نمونه حاوى mg 1000 فسفولیپید، 
انجام  جهت  که  بود  مقدار  بیش ترین  نمونه ها  سایر  به  نسبت 

آزمایشات از این مقدار لیپید استفاده شد.

3-2- نتایج تعیین اندازه ذرات و توزیع اندازه ذرات
شاخص  و  ذرات  متوسط  قطر  اندازه گیرى  به  مربوط  نتایج 
فرمولاسیون هاى مختلف در جدول 1 آورده شده  براى  اسپن 
اندازه  توزیع  و  حجمى  قطر  متوسط  نتایج،  به  توجه  با  است. 
ذرات به ترتیب در محدوده 76 تا 90 نانومتر و شاخص اسپن 
بین  0/73 تا 0/9 مى باشد. نتایج نشان داد که در نمونه هاى 
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حاوى پلى اتیلن گلیکول (نمونه2)، پلى اتیلن گلیکول به همراه 
ناتامایسین  همراه  به  گلیکول  اتیلن  پلى  و  (نمونه3)  نایسین 
(نمونه 4)، نسبت به فرمولاسیون فسفاتیدیل خالص (نمونه1) 
 .(P<0/05) از نظر اندازه ذرات، اختلاف معنى دارى وجود دارد
افزایش  ذرات  اندازه  (نمونه2)،  گلیکول  پلى اتیلن  افزودن  با 
ناتامایسین  و  نایسین  افزودن  با  ذرات  اندازه  سپس  یافته، 
کاهش یافته  است. هم چنین با توجه به جدول 1، توزیع اندازه 
ذرات، شاخص اسپن، در نمونه هاى 1 تا 5، تفاوت معنى دارى 
مشاهده نشد (P<0/05). نتایج حاصل از شاخص اسپن نشان 
دهنده توزیع اندازه ذرات باریک تر و سیستم کلوئیدى همگن تر 
در  یعنى  بوده  باریک  نمونه ها  تمام  براى  ذرات  توزیع  است. 
است.  مشاهده  قابل  تکرارپذیرى  و  محتوا  یکنواختى  نمونه ها، 
نانو وزیکول هاي  روي  بر  همکاران،  و  تیکسیرا  که  تحقیقى  در 
پلى اتیلن  باکتریوسین،  شبه  ترکیبات  حاوي  فسفولیپیدي 
از رشد لیستریا مونوسیتوژنز  گلیکول و گلیسرول در ممانعت 
با  وزیکول ها،  متوسط  قطر  که  داد  نشان  نتایج  دادند،  انجام 
 570 nm به   485 از  گلیسرول  و  گلیکول  اتیلن  پلى  افزودن 
و  مهامد  که  تحقیقى  در  [14]. هم چنین  است  یافته  افزایش 
در  فعال  ماده  چیدمان  و  نوع  اهمیت،  در خصوص  همکاران، 
نتیجه رسیدند که مواد  این  به  انجام دادند  ساختار لیپوزوم ها 
فعال آب گریز با قرار گرفتن در سطح و بین ساختار دو لایه اى 
منجر به افزایش چگالى چیدمان فسفولیپیدى مى شوند. آن ها 
اندازه گیرى فشار سطحى مشاهده کردند که مساحت مؤثر  با 
یافته  فعال کاهش  افزودن ترکیبات  با  هر مولکول فسفولیپید 

شکل (1) تاثیر مقدار فسفولیپید بر درصد درون پوشانى 
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و این امر موجب کاهش اندازه ذرات مى شود [15]. در این 
ناتامایسین  و  نایسین  آب گریز  ساختار  به  توجه  با  تحقیق 
گرفتن  قرار  با  ولى  مى یافت،  کاهش  بایستى  ذرات  اندازه 
یافته  افزایش  ذرات  اندازه  سطح،  در  گلیکول  اتیلن  پلى 

است. 

3-3- پتانسیل زتا
فرمولاسیون  در  زتا  پتانسیل  مقادیر   2 جدول  به  توجه  با 
حاوى فسفاتیدیل خالص 29/8- است که با افزودن پلى اتیلن 
گلیکول، نایسین و ناتامایسین مقادیر پتانسیل زتا، کاهش یافته 
این  است. در تحقیقى که کنورتى و همکاران، انجام دادند به 
و  شده  استفاده  گلیکول  اتیلن  پلى  مقدار  که  رسیدند  نتیجه 
وزن مولکولى آن عامل مهمى در تعیین نیروهاى پایدار کننده 
سیستم مى باشند. به طورى که هر چه مقدار و وزن مولکولى 
پلى اتیلن گلیکول بیش تر باشد، دافعه و ممانعت فضایى غالب 
مى شود [16]. هم چنین با توجه به نتایج این تحقیق، با افزودن 
به  نسبت  منفى  زتا  پتانسیل  مقادیر  ناتامایسین  و  نایسین 
فرمولاسیون اول یعنى فسفاتیدیل کولین خالص کاهش یافته 
است. در این خصوص سوبرین-لوپز و همکاران، به این نتیجه 
رسیدند که نایسین و ناتامایسین درpH اسیدى داراى بار مثبت 
در  کاهش  به دلیل  منفى  زتاى  پتانسیل  کاهش  لذا  مى باشد. 
مولکول هاى  جذب  به دلیل  امر  این  که  است  ذرات  منفى  بار 
داراى بار مثبت نایسین و ناتامایسین، توسط مولکول ها با بار 
افزدون هم زمان  منفى موجود در غشا امکان پذیر است [17]. 
زتاى  پتانسیل  شدیدتر  کاهش  باعث  ناتامایسین،  و  نایسین 
هم افزایى  اثر  به دلیل  زیاد،  احتمال  به  که  است  شده  منفى 
نایسین و ناتامایسین بر کاهش بارهاى منفى موجود در سطح  
 ،PDI لیپوزوم ها مى باشد. هم چنین در جدول 2 نتایج حاصل از
است.  شده  آورده  ذرات  اندازه  یکنواختى  از  معیارى  به عنوان 
کلیه فرمولاسیون ها داراى مقادیر PDI پایینى هستند. مقادیر 
پایین PDI، (PDI<0/35) نشان دهنده هموژن بودن سیستم 
و مقادیر بالاتر PDI (PDI>0/35) نشان دهنده هتروژن بودن 
که  گرفت  نتیجه  مى توان  این رو  از   .[18] مى باشد  سیستم 
اندازه  از نظر  1 تا 5)  لیپوزمى (فرمولاسیون هاى  سیستم هاى 

ذره اى هموژن مى باشند.  

3-4- درصد درون پوشانى 
اساس  بر  فرمولاسیون ها،  در  شده  درون پوشانى  ماده  مقدار 
از میزان درون پوشانى در  فرمول محاسبه شد و نتایج حاصل 
فرمولاسیون هاى حاوى نایسین، ناتامایسین و مخلوطى از هر دو 
به ترتیب 92-85%، 96-89% و 89-85% محاسبه گردید. نتایج 
تحقیقى که توسط ویلکینسون و همکاران انجام شد نشان داد 
از ترکیباتى مانند کلسترول  که در سیستم هاى لیپوزومى که 
به دلیل سخت شدن  لیپوزومى استفاده شده،  در فرمولاسیون 
دیواره لیپوزوم ها و در نتیجه کاهش اندازه ذرات آن ها نسبت به 
یافته  راندمان درون پوشانى کاهش  فسفاتیدیل کولین خالص، 
ولى استفاده از پلى اتیلن گلیکول در ساختار لیپوزوم به دلیل 
افزایش اندازه ذرات، افزایش چشم گیرى در راندمان درون پوشانى 
.[19] دارد  مطابقت  تحقیق  این  نتایج  با  که  کرده  ایجاد 

3-5- نتایج بررسى پایدارى نانولیپوزم ها از نظر اندازه 
در طى زمان

زمان  طى  ذرات،  اندازه  نظر  از  لیپوزوم ها  پایدارى  بررسى 
و  گلیکول  اتیلن  پلى  حاوى  فرمولاسیون هاى  براى  نگه دارى 
بدون پلى اتیلن گلیکول به ترتیب در شکل هاى 2 و 3 و نتایج 
تجزیه و تحلیل آمارى براى نمونه هاى مختلف نانولیپوزوم فاقد 
نشان  نتایج  است.  آورده شده   2 در شکل  اتیلن گلیکول  پلى 
مى دهد، طى 70 روز نگه دارى، بین نمونه هاى مختلف نایسین 
نمونه  و  لیپوزومى  مخلوط  لیپوزومى،  ناتامایسین  لیپوزومى، 
شاهد اختلاف معنى دارى وجود ندارد (P>0/05). هم چنین از 
نظر مدت زمان نگه دارى، نمونه هاى مختلف نایسین لیپوزومى، 
ناتامایسین لیپوزومى، مخلوط لیپوزومى و نمونه شاهد بین 0 تا 
 ،(P>0/05) 14 روز نگه دارى، اختلاف معنى دارى مشاهده نشد
و70   56  ،42  ،28 زمان هاى  در  مختلف  نمونه هاى  بین  ولى 
مورد  در    .(P<0/05) داشت  وجود  معنى دارى  اختلاف  روز 
نمونه هاى حاوى پلى اتیلن گلیکول با توجه به شکل 3، نتایج 
بین  تجزیه و تحلیل آمارى نشان داد، طى 70 روز نگه دارى، 
لیپوزومى،  ناتامایسین  لیپوزومى،  (نایسین  مختلف  نمونه هاى 
وجود  معنى دارى  اختلاف  شاهد)  نمونه  و  لیپوزومى  مخلوط 
نداشت (P>0/05). هم چنین از نظر مدت زمان نگه دارى، در 
لیپوزومى،  ناتامایسین  لیپوزومى،  (نایسین  مختلف  نمونه هاى 
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جدول(1) نتایج مربوط به اندازه گیرى اندازه ذرات و شاخص اسپن براى فرمولاسیون هاى مختلف (حروف غیر مشابه نشان دهنده وجود اختلاف معنى دار 
در سطح 0/05 در آزمون دانکن است)

±(nm) نمونه                                                                     شاخص اسپن                                                 میانگین قطر حجمى
                                                                                                                                                انحراف معیار

76±2/8  a                                                      0/73±0/022  a                                               فسفاتیدل کولین خالص
       90±3/3  b                                                     0/78±0/095  a                               فسفاتیدل کولین و پلى اتیلن گلیکول

              86±4  c                                                      0/87±0/083  a                 فسفاتیدل کولین و پلى اتیلن گلیکول و نایسین
85±3/8  c                                                   0/86±0/086   a              فسفاتیدل کولین و پلى اتیلن گلیکول و ناتامایسین
81±2/3  d                                                    0/9±0/051  a                              فسفاتیدل کولین و پلى اتیلن گلیکول و

مخلوط ناتامایسین و نایسین                                           

جدول(2) نتایج مربوط به پتانسیل زتا و PDI براى فرمولاسیون هاى مختلف
نمونه                                                                           PDI                                                       پتانسیل زتا                                                             

فسفاتیدل کولین خالص                                                    0/227                                                         29/8-
فسفاتیدل کولین و پلى اتیلن گلیکول                                    0/266                                                         19/3-     
فسفاتیدل کولین و پلى اتیلن گلیکول و نایسین                        0/253                                                         14/3-             
فسفاتیدل کولین و پلى اتیلن گلیکول و ناتامایسین                     0/266                                                        16/1-               

فسفاتیدل کولین و پلى اتیلن گلیکول و                                   0/253                                                        12/5-
مخلوط ناتامایسین و نایسین                                           
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روز   42 و   28  ،14  ،0 بین  نمونه شاهد)  لیپوزومى و  مخلوط 
 .(P>0/05) نشد  مشاهده  معنى دارى  اختلاف  نگه دارى، 
با  روز   70 و   56 زمان هاى  در  مختلف  نمونه هاى  بین  ولى 
 .(P<0/05) داشت  وجود  معنى دارى  اختلاف  نمونه ها  سایر 
هم چنین بین نمونه هاى مختلف نایسین لیپوزومى، ناتامایسین 
لیپوزومى، مخلوط لیپوزومى و نمونه شاهد که در آن ها از پلى 
از  با نمونه هایى که در آن ها  اتیلن گلیکول استفاده شده بود، 
پلى اتیلن گلیکول استفاده نشده بود، اختلاف معنى دارى وجود 
فرمولاسیون هاى  مقایسه  از  حاصل  نتایج   .(P<0/05) داشت 
با توجه  اتیلن گلیکول  اتیلن گلیکول و بدون پلى  حاوى پلى 
به شکل 4 نشان مى دهد، به غیر از زمان هاى 0 تا 14 روز در 
اندازه ذرات  بین  اختلاف معنى دارى  نگه دارى  تمامى روزهاى 
اندازه  آمده  به دست  نتایج  به  توجه  با   .(P<0/05) دارد  وجود 
ذرات در طى 70 روز نگه دارى، به خصوص در نمونه هایى که در 
آن ها از پلى اتیلن گلیکول استفاده شده، کم تر از nm 400 بود، 
از پلى اتیلن گلیکول استفاده  ولى در نمونه هایى که در آن ها 

از کم تر  نگه دارى  روز   42 طول  در  نمونه ها  اندازه  نشده، 
nm 400 باقى مانده است. از مواردى که موجب افزایش پایدارى 

سیستم لیپوزمى مى شود، مى توان به موارد زیر اشاره کرد:
موجب  که  است  مواردى  از  یکى  گلیسرول  از  استفاده  الف) 
خاصیت  با  گلیسرول  مى شود.  لیپوزومى  سیستم  پایدارى 
مى شود  ذرات  اندازه  افزایش  و  اتصال  از  مانع  پخش کنندگى، 
 %3 v/v ،[20]. در این تحقیق نیز از مقدار مناسب گلسیرول

استفاده شده است [6].
ب) میزان پراکندگى اندازه ذرات سیستم لیپوزومى در پایدارى 
اندازه  پراکندگى  افزایش  با  که  به طورى  دارد.  تاثیر  سیستم 
انتقال  ذرات، سیستم دچار ناپایدارى از نوع رسیدگى اسوالد، 
با توجه  از ذرات کوچک به ذرات بزرگ، مى شود [21].  جرم 
و  اسپن  شاخص  فرمولاسیون ها  همه  آمده،  به دست  نتایج  به 

پراکندگى ذرات باریک تر داشتند. 
ج) استفاده از روش مظفرى جهت تولید نانولیپوزوم ها نیز نسبت 
طول  در  پایدارترى  نانولیپوزوم هاى  تولید،  روش هاى  سایر  به 
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زمان تولید مى کند. نتایج به دست آمده از پایدارى لیپوزوم ها 
همکاران،  و  راستى  تحقیقات  از  آمده  به دست  نتایج  با 
امگا  نانولیپوزوم هاى حاوى  تحقیق  این  در  داشت.  مطابقت 
تولید  مظفرى  و  نازك  لایه  هیدراسیون  روش  دو  به  سه، 
درون پوشانى  میزان  و  پایدارى  که  داد  نشان  نتایج  شدند. 
لایه  هیدراسیون  روش  از  بیش تر  مظفرى  روش  در  ذرات 

نازك بوده است [22].

زمان طى  نانولیپوزوم ها  رهایش  میزان  بررسى   -6-3
توانایى  لیپوزوم ها  فرد  به  منحصر  ویژگى هاى  از  یکى   
زمان  طول  در  مواد  شده  کنترل  رهایش  و  آزادسازى  در 
شده  درون پوشانى  ماده  کارایى  افزایش  باعث  که  مى باشد 
مى شود [23]. درصد درون پوشانى فرمولاسیون هاى مختلف 
از  حاصل  نتایج  است.  شده  آورده   5 شکل  در  زمان  طى 
فرمولاسیون هاى  تجزیه و تحلیل آمارى نشان مى دهد، بین 
مخلوط  و  لیپوزومى  ناتامایسین  لیپوزومى،  نایسین  مختلف 
 .(P>0/05) ندارد  وجود  معنى دارى  اختلاف  لیپوزومى 
هم چنین نمونه ها در زمان هاى 0 تا 7 روز نگه دارى، اختلاف 
با گذشت زمان  (P>0/05)، ولى  با هم نداشتند  معنى دارى 
نگه دارى  روز   35 تا   14 طى  درون پوشانى،  درصد  نظر  از 
که  همان طور   .(P<0/05) داشت  وجود  معنى دارى  اختلاف 
به  لیپوزوم ها  در  شده  محصور  فعال  مواد  مى شود  مشاهده 
صورت تدریجى و بسیار آهسته در طول حدود 35 روز آزاد 
فرد  به  منحصر  ویژگى  این  که  مى شود  محیط  وارد  و  شده 
را  ضدمیکروبى  فعال  ماده  کارایى  و  خصوصیات  لیپوزوم ها، 
به شدت افزایش داده و هم چنین باعث کاهش مصرف مقدار 
میزان  بر  مختلفى  عوامل  مى شود.  استفاده  مورد  فعال  ماده 
تاثیرگذار است.  لیپوزوم ها  از  مواد  و نشت  سرعت رهاسازى 
در  مهمى  عامل  هسته  فعال  ترکیب  و  لیپید  فرمولاسیون 
لیپوزوم  در  شده  محصور  مواد  نشت  و  سازى  آزاد  کنترل 
مى باشد [24]. نایسین و ناتامایسین به علت ساختار آب گریز 
خود با قرارگیرى بین غشاء دو لایه اى لیپوزوم ها باعث افزایش 
سفتى لیپوزوم ها شده که منجر به پایدارى و حفظ ماده فعال 
در  موجود  گلیکول  اتیلن  پلى  مى شود.  لیپوزوم ها  داخل  در 
فرمولاسیون، ساختار هاى حلقوى مانندى را تشکیل داده و در

سطح  سفتى  باعث  مى تواند  و  جذب  لیپوزوم ها  سطح 
پایدارى و حفظ ماده درون پوشانى شده  افزایش  لیپوزوم ها، 
براى مدت طولانى در داخل لیپوزوم  شود. هم چنین پلى اتیلن 
آب دوست  سر  به  خود  آب دوست  قسمت  طریق  از  گلیکول 
لسیتین متصل شده و زنجیره هاى خود را در محیط اطراف 
لیپوزوم ها  اتصال  از  ایجاد دافعه شده و  باعث  پخش کرده و 
و  پایدارى  افزایش  موجب  امر  این  که  مى کند  جلوگیرى 
داخل  در  شده  درون پوشانى  مواد  مدت  طولانى  ماندگارى 
در قسمت  اتیلن گلیکول  پلى  قرارگیرى  مى شود.  لیپوزوم ها 
چیدمان  شدن  منظم  باعث  نیز  لیپوزوم ها  و خارجى  داخلى 
بیرون غشا  باره مواد به  از نشت یک  لیپوزوم شده و  غشاى 

مى کند[25]. جلوگیرى 

TEM ،3-7-میکروسکوپ الکترونى عبورى
اندازه ذرات،  به منظور بررسى مورفولوژى نانو ذرات و تایید 
تصویر میکروسکوپ الکترونى از نمونه بهینه، تهیه شد( شکل6). 
تصویر وجود وزیکول هاى کروى شکل یونى لاملار1 با اندازه 180 
نانومتر را نشان مى دهد و نتایج حاصل از اندازه گیرى ذرات با 

استفاده از دستگاه سنجش اندازه ذرات را تایید مى نماید.

4- نتیجه گیرى
نتایج این پژوهش نشان داد، هر چه غلظت فسفولیپید افزایش 
افزایش مى یابد و  نیز  یابد، تعداد ذرات و درصد درون پوشانى 
استفاده از لیپید به میزان mg  1000 تاثیرى بر افزایش اندازه 
استفاده  و  مظفرى  روش  از  استفاده  با  هم چنین  ندارد.  ذرات 
ذرات   اندازه  با  نانولیپوزوم هایى  مى توان  اتیلن گلیکول  پلى  از 
nm  100 با راندمان درون پوشانى و پایدارى فیزیکى بالا تولید 

کرد. 

1. ULVS (Unilamellar Vesicles)
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شکل(2) بررسى پایدارى نانولیپوزوم ها طى زمان نگه دارى بدون استفاده از پلى اتیلن گلیکول

شکل(3) بررسى پایدارى نانولیپوزوم ها طى زمان نگه دارى با استفاده از پلى اتیلن گلیکول

شکل(4) نمودار افزایش اندازه ذرات در طول زمان براى فرمولاسیون هاى حاوى پلى اتیلن گلیکول و بدون پلى اتیلن گلیکول
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شکل (5) درصد درون پوشانى فرمولاسیون هاى مختلف طى زمان (میزان رهایش)

شکل (6) تصویر میکروسکوپ عبورى نمونه بهینه نانولیپوزوم هاى حاوى نایسین و ناتامایسین تهیه شده به روش مظفرى
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