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چکیده
قند  با  واکنش  آزاد، به دلیل  فرم  در  متعددي دارد.  کاربردهاي  دارویی  و  غذایی  صنایع  در  ماده ضدمیکروبی  نایسین به عنوان 
احیاکننده و به طور غیراختصاصی با باندشدن بر لیپیدها و پروتئین ها خاصیت ضد میکروبی آن کاهش می یابد. براي غلبه بر این 
محدودیت، درون پوشانی نایسین با استفاده از لیپوزوم  گزارش شده است. لیپوزوم ها به دلیل امکان درون پوشانی مواد محلول در 
آب، محلول در چربی و هم چنین زیست  تخریب پذیري، قابلیت استفاده گسترده در صنایع غذایی را دارند. هدف این کار تحقیقی، 

بهینه سازي و بررسی ویژگی هاي فیزیکی لیپوزوم هاي حاوي نایسین است.
در این تحقیق، از روش سطح پاسخ براي بهینه سازي تولید لیپوزوم ها به روش گرمایی استفاده شد. طرح مرکب مرکزي شامل 
18 آزمایش با در نظر گرفتن سه متغیر، غلظت فسفولیپید (0/14 تا 2/14 گرم) ، سرعت فرایند (500 تا 1360 دور در دقیقه) و 
زمان فرایند (30 تا 90 دقیقه) و بررسی اثرات این متغیرها روي اندازه ذرات لیپوزوم ها، ارزیابی شد. سپس، کارایی درون پوشانی، 

آزمون هاي گرماسنجی اسکنی افتراقی و میکروسکوپ الکترونی گذاره براي نمونه بهینه شده، انجام گرفت.
مقادیر بهینه متغیرهاي غلظت فسفولیپید، سرعت فرایند و دماي فرایند در بهینه سازي، به ترتیب 2/14 گرم، 930 دور در دقیقه و 
90 دقیقه بود. نتایج حاصل از گرماسنجی اسکنی افتراقی (DSC)، تشکیل ساختارهاي جدید را نشان داد و کارایی درون پوشانی 

کپسول هاي لیپوزومی حاوي نایسین، 30٪ محاسبه گردید. 
از گرماسنجی  با روش گرمایی تولید شدند و نتایج حاصل  نایسین، به طور موفقیت آمیزي  لیپوزوم هاي حاوي  در این مطالعه 

اسکنی افتراقی (DSC) و میکروسکوپ الکترونی گذاره (TEM) تأییدي بر تشکیل ساختار لیپوزوم می باشد. 
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1- مقدمه
با  منابع  بر سر  رقابت  بقا در محیط طبیعی و  به منظور حفظ 
ضدمیکروبی  ترکیب هاي  باکتري ها  میکروارگانیسم ها،  سایر 
سوش هاي  کشته شدن  یا  مهار  به  منجر  که  می کنند  تولید 
گروه  دو  شامل  مشخص  به طور  ترکیبات  این  می شود.  رقیب 
باکتریوسین ها و آنتی بیوتیک ها هستند که اساس طبقه بندي 
باکتریوسین ها   .[1] است  بیوسنتز  مکانیسم  پایه  بر  آن ها 
ضد میکروبی  فعالیت  با  پروتئین هایی  یا  سنتزي  پپتید هاي 
قارچ ها  و  باکتري ها  از  مختلفی  گروه هاي  توسط  که  هستند 
 pH حرارت،  مقابل  در  باکتریوسین ها   .[2] می شوند  تولید 
آنزیم ها  و  نمک ها  یخ،  و  آلی ضعیف، سرما  حلال هاي  پایین، 
مقاوم بوده و در نتیجه قابلیت استفاده در سیستم هاي غذایی 
باکتریوسین ها به عنوان نگه دارنده زیستی، سالم  را دارند [3]. 
روده  و  گوارش  دستگاه  پروتئاز  آنزیم هاي  توسط  طبیعی  و 
بدون هیچ گونه عوارض جانبی، سریع هضم و تجزیه می گردند. 
اصلی  مانع  یک  به عنوان  ترکیبات  این  از  می توان  بنابراین 
جهت کنترل عوامل بیماري زایی ناشی از مواد غذایی نام برد. 
شناخته ترین باکتریوسینی که نه تنها از نظر اقتصادي بلکه از 
نظر علمی به طور گسترده مورد مطالعه قرار می گیرد، نایسین 
است [2]. نایسین پلی پپتید ضدباکتریایی با 34 اسید آمینه، 
باکتري  توسط  که  بوده  3/5 کیلودالتون  مولکولی  وزن  داراي 
 1998 در سال   .[4-5] می شود  تولید  لاکتوکوکوس لاکتیس 
سازمان غذا و دارو آمریکا نایسین را به عنوان یک ماده ي ایمن 
1  براي استفاده در صنایع غذایی معرفی کرد و پس از آن نیز 
توسط اتحادیه اروپا مورد تأیید قرار گرفت. اکنون بیش از 50 
نایسین  دنیا  سراسر  در  کشور   50 از  بیش  در  که  است  سال 
به عنوان نگه دارنده استفاده می شود [6]. استفاده از نایسین در 
و  یکنواخت  عدم پخش  به دلیل  لبنی  در محصولات  آزاد  فرم 
مصرف بیش تر اقتصادي نبوده هم چنین بر تولید اسید و آروماي 
باکتري هاي آغازگر در محصولی مانند پنیر، اثر بازدارندگی دارد. 
ترکیب این ماده در محصولات لبنی با سایر اجزاي مواد غذایی 
ضد میکروبی  فعالیت  کاهش  موجب  پروتئین  و  چربی  نظیر 
درون پوشانی،  مذکور،  مشکلات  حل  به منظور  می شود.  آن 
نایسین در گویچه هاي فسفولیپیدي (لیپوزوم) می تواند راهکار 
پایداري  و  مناسب  توزیع  می تواند  تکنیک  این  باشد.  مناسب 
1. GRAS (Generally Recognized as Safe)

 .[8-7] کند  تضمین  غذایی  ماده  شبکه  در  را  باکتریوسین 
لیپوزوم ها ذرات کروي تشکیل شده از لیپیدهاي قطبی بوده و 
به محض قرارگرفتن در محیط آبی به صورت سازمان یافته به 
فرم غشاهاي دولایه اي تجمع می یابند [9]. لیپوزوم ها می توانند 
ترکیبات  و عدم حضور  زیست تخریب پذیري  به دلیل سازگاري، 
و  آرایشی  داروسازي،  صنعت  در  گوناگونی  کاربردهاي  سمی، 
بهداشتی و صنایع غذایی داشته باشند [4]. از روش هاي تولید 
سونیکاسیون؛  نظیر:  مکانیکی  روش هاي  به  می توان  لیپوزوم 
غیرمکانیکی  روش هاي  از  و  ریزسیال سازي  و  هموژنیزاسیون 
لیپید  میسلی  ترکیب  تخلیه  معکوس،  فاز  تبخیر  به  می توان 
روش  یا  حرارتی  روش  و  انجمادي  خشک کردن  دترجنت،  ـ 
تهیه  براي  مکانیکی  روش هاي  اغلب  در  کرد.  اشاره  مظفري 
لیپوزوم ها، از حلال آلی فرار مثل کلروفرم و یا متانول استفاده 
می شود که البته مقادیر کمی از این مواد مضر در فاز لیپیدي 
به طورعملی  آن  خروج  و  می ماند  باقی  لیپوزوم  آبی  فاز  یا  و 
این نوع حامل را  از  ممکن نیست. این مشکل امکان استفاده 
دومی  نسل  رو  این  از  می کند.  محدود  کلینیکی  اهداف  براي 
از لیپوزوم هاي آنیونی ساخته شده که تولید آن بدون استفاده 
(روش  می گیرد  حرارت صورت  به کارگیري  با  و  مضر  مواد  از 
حرارتی) [10]. تحقیقات زیادي در رابطه با روش حرارتی انجام 
شده است. کولاس و همکاران، با استفاده از روش حرارتی و با 
در نظر گرفتن نسبت هایی متفاوت فسفولیپید، لیپوزوم هایی با 
توزیع ذرات باریک تر، راندمان درون پوشانی بالا و پایداري بالا 
طی زمان و هدف گیري بهتر سلول باکتري تولید کردند [11] 
هم چنین لاریدي و همکاران، در تحقیقی میزان درون پوشانی 
فاکتورهاي  بررسی کردند و  را    z نایسین  لیپوزوم هاي حاوي 
موثر بر میزان احتباس (pH، غلظت محلول نایسین z و غلظت 
این تحقیق  ارزیابی کردند.  را  لیپیدي)  کلسترول در غشاهاي 
نشان داد، pH   محلول آبی حاوي نایسین z، تأثیر قابل توجهی 
بر روي میزان نایسین درون پوشانی شده داشت. بالاترین میزان 
احتباس در  pH بین 2 تا 3 بود هم چنین نتایج حاصل از افزایش 
غلظت نایسین ( تا 5 میلی گرم بر میلی لیتر) نشان داد، افزایش 
غلظت باعث افزایش میزان درون پوشانی شده و طبق این نتایج، 
نایسین تا حداکثر غلظت 5 میلی گرم، روي غشاي لیپیدي قابل 
به نقش کلسترول  این تحقیق،  تثبیت شدن بود. هم چنین در 
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نیز  و دماي 4 درجه ي سانتی گراد جهت نگه داري طی زمان 
در  کلسترول  محتواي  افزایش  داد  نشان  نتایج  شد،  پرداخته 
کارایی  به کاهش  منجر  وزنی)  (وزنی   ٪20 تا  لیپیدي  غشاي 
حاوي  لیپوزوم هاي  پایداري  نتایج  در  و  درون پوشانی شده 
روز   27 مدت  به  سانتی گراد و  درجه ي   4 دماي  در   z نایسن 
در محیط هاي مختلف شامل شیر با سطوح چربی متفاوت (1، 
3/25 ٪) شیرپس چرخ، آب پنیر شیرین و نمک فسفات  2 و 
بافر نشان داد، لیپوزوم ها از نظر اندازه  ذرات پایدار بودند [12]. 
مظفري  روش  از  استفاده  با  همکاران،  و  راستی  تحقیقی،  در 
استفاده  با  نانولیپوزوم هاي  نازك،  لایه  هیدراسیون  روش  و 
 2 ایکوزاپنتانوئیک  و   1 دوکوزاهگزانوییک  چرب   اسیدهاي  از 
گذاره  میکروسکوپ الکترونی  از  حاصل  نتایج  کردند،  تولید 
داشتند  کروي  ساختار  نانوذرات  مظفري  روش  در  داد،  نشان 
نیروي  و  فشار  اعمال  به دلیل  لایه نازك  روش  در  حالی که  در 
در  ذرات  اندازه  نداشتند.  کروي  ساختار  نانوذرات  زیاد  برشی 
و روش حرارتی  لایه نازك  روش  به  تولید شده  نانولیپوزوم هاي 
از  حاصل  نمونه هاي  و  بود  نانومتر   362 و   200 به ترتیب، 
از  معنی داري  اختلاف  ماهه،  دو  زمان  طی  روش  دو  این 
در  زتا  پتانسیل  از  حاصل  نتایج  و  نداشتند  ذرات  اندازه  نظر 
لایه نازك  هیدراسیون  روش  به  لیپوزومی  فرمولاسیون هاي 
در  بود[13].   -48/33 و   -34/18 به ترتیب  مظفري  روش  و 
تحقیقی دیگر وفابخش و همکاران، با استفاده از روش مظفري، 
در  کردند،  تولید  را  فلیورزیم3   آنزیم   حاوي  نانولیپوزوم هاي 
این تحقیق کارایی درون پوشانی 21/9 ٪ به دست آمد و نتایج 
نشان داد که درون پوشانی آنزیم در حامل لیپوزومی به نسبت 
شیر  به  آنزیم  مستقیم  افزودن  از  ناشی  مشکلات  آزاد،  آنزیم 
نا  استحکام  به  منجر  که  زودرس  پروتئولیز  مانند   ) لخته  یا 
مطلوب لخته، تولید کم، از دست رفتن مقدار زیادي از آنزیم، 
و  آنزیم  اولیه  غلظت  به  نیاز  علت  به  محصول  قیمت  افزایش 
کاهش  پنیر  تولید  طول  در  را  می شود)  آنزیم   توزیع ضعیف 
تهیه  در  پیشین  روش هاي  معایب  به  توجه  با  می دهد[14]. 
لیپوزوم و هم چنین به دلیل این که تاکنون مطالعاتی در مورد 
بهینه سازي تولید لیپوزوم به روش گرمایی با روش سطح پاسخ 
انجام نشده است از این رو در این تحقیق بهینه سازي و بررسی
1. DHA (Docosa Hexaenoic Acid)
2. EPA (Eicosa Pentaenoic Acid)
3. Flavourzyme

ویژگی هاي فیزیکی لیپوزوم هاي حاوي نایسین بررسی می شود. 

2- مواد و روش ها
آلفاـ  ـ  ال  تجاري،  نام  با  این پژوهش، فسفولیپید گرانولی  در 
آمریکا،   Across شرکت  از   ٪99 خلوص  درجه  با  لسیتین 
، آمریکا،   Aldrichبا خلوص 95٪ از شرکت کلسترول پودري 
نایسین پودري با نام تجاري Valisin از شرکتMayasan  ترکیه 
و گلیسرول با درجه خلوص 80٪ به همراه مواد شیمیایی جهت 

تهیه بافر از شرکت Merck، آلمان، تهیه شدند.

2-1- تهیه لیپوزوم 
و   ،(pH≈6) فسفات  بافر  از  میلی لیتر   50 با  فسفولیپید  ابتدا 
از  جدا   ،(pH≈6) فسفات  بافر  از  میلی لیتر   50 با  کلسترول 
شدند.  هیدراته  محیط  دماي  تحت  ساعت  یک  مدت  به  هم، 
کلسترول هیدراته شده در حمام روغنی در دماي 110 درجه ي 
دقیقه) به طور کامل  (1370 دور در  زیر هم زن  سیلسیوس و 
به  ذوب شده  کلسترول  و  فسفولیپید  سپس  شد[15].  ذوب 
ماري  بن  در  میلی لیتر)،   10 در  میلی گرم   5) نایسین  همراه 
و  مخلوط  هم  با  سانتی گراد،  درجه    60 دماي  در   (W350B)
 ،Jenwey1000) تحت نیروي برشی دستگاه هم زن مغناطیسی
ساخت انگلستان) (مقادیر دور هم زن: 500، 674 930، 1186 
و 1360 دور در دقیقه می باشد) قرار گرفت. به منظور پایداري، 
اتاق قرار  به مدت 15 دقیقه در دماي  فرمولاسیون لیپوزومی 
سانتی گراد  درجه ي   4 دماي  در  یخچال  در  سپس  و  گرفت 

نگه داري شد[4 و 16].

2-2- تعیین  اندازه ذرات 
به منظور مطالعه  اندازه  ذرات نمونه ها، از دستگاه سنجش اندازه  
اندازه  استفاده شد.    (Shimadzu, Sald 1100, Japan) ذرات 
دماي  در  نگه داري  ساعت  یک  از  بعد  شده،  تهیه  نمونه هاي 
قطر  اساس  بر  ذرات  اندازه   متوسط  و  سانتی گراد  درجه    4
تمامی  (معادله1).  شد  تعیین  دستگاه  این  توسط  حجمی 

نمونه ها در سه تکرار اندازه گیري شدند [17].

(1)
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: قطر ذرات،[3و4 ] D : میانگین قطر حجمی (میانگین حجم 
.DeBroukere mean معادل) یا

2-3- بهینه سازي لیپوزوم ها حاوي نایسین  
در این تحقیق از طرح مرکب مرکزي (RSMCC0318) با 18 
آزمایش که شامل 4 آزمایش در نقطه مرکزي است، به منظور 
فسفولیپید،  غلظت  فاکتورهاي  متقابل  و  اصلی  آثار  بررسی 
استفاده  اندازه ذرات  بر ویژگی  فرایند و سرعت هم زدن  زمان 
پاسخ مشاهده  غیرقابل توجیه در  اثرات تغییر پذیري  گردید. 
شده، به علت عامل هاي خارجی به وسیله تصادفی کردن ترتیب 
پنج  در  مستقل طرح  متغیرهاي  شد.  داده  کاهش  آزمایش ها 
غلظت  شامل   (+1/682  ،  +1  ،0   ،  -1  ،  -1/682) سطح 
گرم)،   2/14 تا   0/14) سطوح  در   (X1, %w/w) فسفولیپید 
(30 تا90 دقیقه)، سرعت  (X2,min) در سطوح  فرایند،  زمان 
هم زن، (X3,rpm) در سطوح (500 تا 1360 دور در دقیقه) بود 

(جدول1) در حالی که متغیر وابسته اندازه ذرات بود.
از نرم افزار SAS-9.1 استفاده  براي تجزیه و تحلیل داده ها 
شد. معادله چند جمله اي درجه دوم استفاده شده در تجزیه و 

تحلیل به صورت زیر است: 

(2)

 βij و βii ، βi، β0 ،متغیر وابسته یا پاسخ مدل Y که در این فرمول
به ترتیب ضرایب رگرسیون براي عامل هاي ضریب ثابت (عرض 
از مبدأ)، ضریب اثر خطی، ضریب اثر درجه دوم و ضریب اثر 

متقابل هستند وXi  و Xj  متغیرهاي مستقل می باشند.

2-4- کارایی درون پوشانی
براي تعیین کارایی درون پوشانی فرمولاسیون بهینه شده حاصل 
از مرحله ي قبل، ابتدا 300 میکرولیتر از فرمولاسیون لیپوزوم، 
به همراه 1200 میکرولیتر بافر داخل اپندورف تیوپ ریخته شد 
بالا 18407 (متر بر  و بیست دقیقه توسط سانتریفیوژ با دور 
مجذور ثانیه) سانتریفیوژ گردید سپس روشناور (سوپر ناتانت) 
را به آرامی جدا کرده [8] و میزان پروتیئن در فاز رسوب توسط 
کیت اندازه گیري پروتئین پروگالول رد 1 محاسبه شد. اساس 
آزمایش به این صورت است که، پروتئین ها در حضور پروگالول 
رد و مولبدات  2 تشکیل کمپلکس قرمز رنگ می دهند و رنگ 
است  اندازه گیري  قابل  آنالیزور  اتو  دستگاه  توسط  ایجاد شده 

.[18]
سپس کارایی درون پوشانی طبق فرمول زیر محاسبه شد:

(3) 

 (DSC) 2-5- گرماسنجی اسکنی افتراقی
به منظور اندازه گیري گرماسنجی، بعد از منجمدکردن  نمونه ي 
لیپوزوم (فرمولاسیون بهینه)، در فریزر 80- درجه  سانتی گراد،  
(christ مدل  لیوفیلیزاتور  نمونه هاي منجمدشده در دستگاه 
ساعت   24 مدت  به  آلمان)  کشور  ساخت   ،ALPHA 1-  4

در  گرماسنجی  اندازه گیري  سپس  خشک شدند  کامل  به طور 
دستگاه DSC مدل Sald 2101-Shimadzu ساخت ژاپن، انجام 
1. pyrogallol red 
2. molybdate
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سطوح کدبندي شده متغیرنمادریاضیواحدنوع متغیر
+1/682+10-1-1/682

mµX130241682لظت فسفولیپید
minX29078604230زمان فرآیند

rpmX313601186930674500سرعت به همزدن
       

جدول(1)  نمایش متغیرهاي مستقل فرایند و مقادیر آن ها
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شد. کالیبراسیون دستگاه توسط ایندیوم صورت گرفت. ظرف 
نمونه هاي  و  شد  استفاده  مرجع  به عنوان  خالی  آلومینیومی 
نمونه هاي  و  شده)  خشک  (لیپوزوم هاي  پرولیپوزوم  بهینه  
 4 تقریبی  وزن  با  نایسین)،  و  کلسترول  (فسفولیپید،  پودري 
با سرعت C/min °20 در گستره دمایی 25 تا 300  میلی گرم 
حاصل،  گرمانگاشت  روي  از  شدند.  اسکن  سانتی گراد  درجه 

نقطه ذوب ترکیبات تعیین شد [19].

(TEM)  2-6- آزمون میکروسکوپ الکترونی گذاره
یک  ذرات،  اندازه  تأیید  و  ذرات  مورفولوژي  بررسی  به منظور 
قطره از نمونه  سوسپانسیونی ذرات لیپیدي بر روي گرید فیلم 
دماي  در  آن  خشک شدن  از  پس  و  داده شده  قرار  کربنی 
آزمایشگاه با استفاده از دستگاه میکروسکوپ الکترونی گذاره 
آلمان)  ساخت   ،Zeiss 100 KVمدل  TEM)(Leo 906)

شد. تصویربرداري 

3- نتیجه ها و بحث
3-1- نتایج بهینه سازي لیپوزوم هاي حاوي نایسین 

نتایج آزمایش هاي مرحله بهینه سازي تأثیر غلظت فسفولیپید، 
در  ذرات  اندازه  میزان  روي  هم زدن  سرعت  و  فرایند  زمان 
و  توجه به جدول، بیش ترین  با   آورده شده است.   (2) جدول 
کم ترین میزان اندازه ذرات به میزان 5220 و 410 نانومتر (در 
نمونه هاي شماره یک با مشخصات غلظت (gr)7/6644، سرعت 
هم زدن (rpm)674 ، زمان فرایند (min)42 و در نمونه یازده 
با مشخصات غلظت (gr)2، سرعت هم زدن (rpm)930، زمان 
فرایند (min)60  مشاهده شد. نتایج آنالیز واریانس متغیرهاي 
مورداستفاده روي اندازه ذرات در جدول(3) قابل مشاهده است. 
با توجه به این جدول، تأثیر خطی غلظت فسفولیپید و سرعت 
به هم زدن و اثر درجه دوم غلظت فسفولیپیدروي سایز ذرات 
معنی دار بود و مقادیر P براي مدل (p<0/01) و براي عدم برازش 
(عدم تطابق داده ها با مدل) (0/27) تأییدي بر تطابق خوب مدل 
 R2

adj تبیین  ضریب  عددي  مقدار  دارد.  آزمایشی  داده هاي  با 
براي مدل رگرسیونی به دست آمده 78٪ بود. بنابراین می توان 
نتیجه گرفت که مدل رگرسیونی توانسته رابطه بین متغیرهاي 
مستقل (زمان هم زدن و سرعت هم زن) و متغیر وابسته (اندازه 

ذرات) را نشان داده و پیش بینی کند. مدل به دست آمده براي 
 ،(X2) غلظت فسفولیپید ،(X1) پیش بینی تأثیر سرعت هم زدن
زمان هم زدن (X3) بر روي اندازه ذرات لیپوزوم  (Y) با حذف 

عوامل غیرمعنی دار به صورت زیر به دست آمد

 (4)
Y =1.162194 – 1.315645X1 – 0.445125X3 

+ 0.554265X1
2 

اندازه  کم ترین  براي  دو،  درجه   RSM مدل   از  استفاده  با 
ذرات لیپوزوم، مقادیر بهینه غلظت فسفولیپید 14/2(گرم)، دور 
هم زدن  930 (دور در دقیقه) و زمان فرایند 90 (دقیقه) تعیین 

شد.

3-2 کارایی درون پوشانی  
مقدار پروتئین موجود در فرمولاسیون بهینه لیپوزوم، بر اساس 
درون پوشانی،  میزان  از  حاصل  نتایج  و  شد  محاسبه  فرمول 
گردید.  محاسبه   %  30 حدود  در  نایسین  حاوي  لیپوزوم هاي 
از  استفاده  با  نایسین  درون پوشانی  روي  بر  که  پژوهشی  در 
درون پوشانی  درصد  گرفت،  خالص صورت  کولین  فسفاتیدیل 
لیپوزومی در حدود %30 گزارش شد.  در فرمول هاي مختلف 
این  به  خود  تحقیقات  در  همکاران،  و   Wilkinson هم چنین 
افزایش  شامل:  کلسترول  افزودن  تأثیر  که  رسیدند  نتیجه 
با  درون پوشانی  میزان  کاهش  و  نفوذپذیري  کاهش  پایداري، 
فشرده تر کردن ساختار لیپوزوم، می باشد. با توجه به این که در 
این تحقیق از کلسترول نیز استفاده شده است، می توان یکی از 
عوامل کم بودن نسبی میزان درون پوشانی را، حضور کلسترول 
[21] هم چنین عوامل دیگري که در کاهش راندمان  برد  نام 
درون پوشانی نقش دارند شامل: ماهیت ماده و خلوص ماده ي 

درون پوشانی شده، است [22]. 
در  همکاران،  و    Colas هم چنین   و  همکاران  و   Laridi

اشاره  نکته  این  به  درون پوشانی شده  ماده ي  ماهیت  خصوص 
کردند که به دلیل آب گریزبودن نایسین، نایسین در میان غشاي 
دو لایه اي قرار می گیرد و اگر انرژي جهت کاهش اندازه ذرات 
درون پوشانی کاهش  میزان  تنش،  اعمال  به دلیل  اعمال شود، 
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میانگین اندازه ذرات*نمونهمیانگین اندازه ذرات *نمونه
15022±0/06510524±0/002
24239±0/08211410±0/001
33692±0/01112827±0/002
41302±0/145132137±0/2 01
5631±0/00214660±0/001
6431±0/00315770±0/030
7571±0/00116798±0/007
8547±0/00317830±0/008
93910±0/00418990±0/006

* میانگین اندازه ذرات برحسب نانومتر می باشد.

جدول(2)  نمایش متغیر وابسته (میانگین اندازه ذرات)

درجه آزاديضرایب رگرسیونمنبع تغییرات
(df)

مجموع مربعات
(SS)

میانگین مربعات
(MS)

FP

X1-1/315123/638923/638946/49090/0001**

X2-0/27111/00471/00471/97610/1970
X3-0/44512/70592/70595/32170/0499*

X120/55414/24724/24725/66200/0140**

X1X20/56512/55492/55495/02480/0552
X1X30/39311/23791/23792/43460/1572
X220/06210/04960/049610/09750/7627

X2X3-0/15410/19000/19000/37370/5579
**330/592010/197313/59410/0001-مدل

**327/34959/116517/92950/0006-اثر خطی

35/69351/89783/73250/0605-اثردرجه دوم
33/98291/32762/61100/1235-اثر متقابل
--1410/50170/7501-باقی مانده

عدم تطابق داده ها 
54/822780/96451/52860/2730-با مدل

--95/67900/6310-خطاي خالص
---1741/0937-  کل

جدول(3) نتایج تجزیه واریانس تاثیرغلظت فسفولیپید، زمان هم زدن و سرعت هم زدن بر روي اندازه ذرات
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می یابد. در خصوص خلوص ماده می توان به این مورد اشاره کرد 
که، خلوص ماده درون پوشانی شده و خلوص مواد مورد استفاده 
قابلیت  تراوایی،  خصوصیات  سطحی،  بار  بر  فرمولاسیون  در 
انحصار و میزان درون پوشانی تأثیر خواهد گذاشت [11 و 12].

3-3- نتایج حاصل از بررسی گرماسنجی اسکنی افتراقی 
(DSC)

آنالیز DSC به منظور بررسی رفتار کریستالی نایسین، لسیتین، 
کلسترول و حالت توزیع نایسین (کریستالی، آمورف و پخش شده 
به صورت مولکولی) در ساختار لیپوزوم ها در فرمولاسیون بهینه 
مورد ارزیابی قرار گرفت و هم چنین تداخل نایسین در حامل 
لیپوزومی و اثر آن بر ذرات و تغییراتی که در شبکه کریستالی

می آورد، نیز بررسی گردید. شکل (1-الف) منحنی  به وجود  آن 
همان طور  می باشد.  پودري  لسیتین  به  مربوط   DSC گرمایشی
که در شکل مشاهده می شود در نمونه لستین پودري دو پیک 
اندوترمیک مشاهده شد، پیک اندوترمیک اول در دماي 198 درجه 
سانتی گراد و پیک اندوترمیک دوم در دماي 233 درجه سانتی گراد 
مشاهده شد. وجود دو پیک اندوترمیک نشان دهنده دو نوع بلور در 
لستین پودري است. این دو نوع بلور می تواند به علت تشکیل دو نوع بلور
ترمودینامیکی  پایداري  و  بلوري  ساختار  و  نظم  با  چربی 
از لستین  یا به دلیل استفاده  باشد و  از یک ماده واحد  متفاوت 
به  توجه  با  باشد.  فسفولیپید  نوع  چندین  حاوي  تجاري 
پیک  پودري)  کلسترول  به  مربوط  (منحنی  ب)،   -1) شکل 
سانتی گراد درجه   150/85 دماي   در  ذوب  اندوترمیک 

(DSC) شکل(1) نتایج حاصل از بررسی گرماسنجی اسکنی افتراقی
(الف) لستین پودري، (ب) کلسترول پودري، (ج) لستین لیپوزومی، (د) لستین لیپوزومی حاوي کلسترول، 

(ه) لستین لیپوزومی حاوي نایسین، (و) لستین لیپوزومی حاوي نایسین و کلسترول
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دماي  خود  تحقیقات  در  همکاران،  و   Rudra شد.  مشاهده 
گزارش  سانتی گراد  درجه   149 را  پودري  کلسترول  ذوب 

کردند[23]. 
پیک  دو  (شکل1-ج)  لیپوزومی  لستین  نمونه  مورد  در 
اندوترمیک مشاهده شد، پیک اندوترمیک اول در دماي 218 
درجه سانتی گراد و پیک اندوترمیک دوم در دماي 150 درجه 
تشکیل  اثر  در  ذوب  نقطه  کاهش  شد.  مشاهده  سانتی گراد 
لیپوزوم، می تواند ناشی از این باشد که در اثر تشکیل لیپوزوم ها 
اندازه ذرات نسبت به حالت توده کاهش می یابد و این کاهش 
این  نتایج  می گردد.  ذوب  دماي  کاهش  موجب  ذرات  اندازه 
دو  این  داشت.  مطابقت   Unruh و     Bunjes نتایج  با  تحقیق 
این نتیجه اشاره کردند که نقطه  محقق در تحقیقات خود به 
ذوب نانوذرات تولید شده، نسبت به توده مواد (لسیتین خالص) 
نمونه  که  می دهد  نشان  شکل(1-د)  می باشد[24].  کم تر 
حاوي لستین و کلسترول داراي دو پیک اندوترمیک می باشد. 
پیک اندوترمیک اول در دماي 211 درجه سانتی گراد و پیک 
اندوترمیک دوم در دماي 189 درجه سانتی گراد مشاهده شد. 
این امر نشان دهنده این است که با ورود کلسترول به ساختار 
کلسترول  احتمالا  است.  یافته  کاهش  ذوب  دماي  لیپوزومی 
به عنوان ناخالصی موجب تشکیل بلورهاي ناقصی از لیپوزوم شده 
و   Chung شده است.   ذوب  دماي  کاهش  موجب  امر  این  و 
همکاران، تأثیر افزودن کلسترول بر دماي انتقال فاز فسفاتیدیل 
کولین C (18) :C (10) (نوعی فسفاتیدیل کولین با ترکیبی از 
دو زنجیره آسیل نامتقارن) را بررسی کردند. نتایج نشان داد که 
با افزودن کلسترول، آنتالپی کل و دماي انتقال فاز کاهش یافت 
25 درصد  یافته و در  افزایش  انتقال  پهناي پیک  و هم چنین 
مولی کلسترول به طور کامل حذف شد [25] هم چنین Hung و 
همکاران، در تحقیقات خود به این نتیجه رسیدند که گروه متیل 
ماتریکس  در  بی نظمی  موجب  اسید چرب کلسترول،  انتهایی 
لیپید می شود که این امر منجر به کاهش دماي انتقال فار در 
دولایه به هم پیوسته ترکیبی از دو زنجیره آسیل می شود [26].
Darvis و همکاران، در تحقیقات خود در رابطه با فاکتورهاي 

رسیدند،  نتیجه  این  به  لیپیدي  دولایه  ساختار  در  موثر 
از قبیل تفاوت در طول زنجیره، آرایش مولکولی،  فاکتورهایی 
تعداد و موقعیت باندهاي دو گانه و تفاوت در وضعیت قرارگیري 

زنجیره ها نقش مهمی در تعیین ساختار دو لایه لیپیدي دارد. 
ساختار  در  کلسترول  قرارگیري  با  فاکتورها  این  از  بسیاري 
تغییر می کند. هم چنین آن ها معتقد بودند که حلقه تتراپیرولی 
کلسترول تأثیر بی نظم کنندگی بر روي زنجیره هاي آسیل دارد 
[27]. نمونه حاوي لستین و نایسین لیپوزومی داراي دو پیک 
اندوترمیک می باشد (شکل1-ه). پیک اندوترمیک اول در دماي 
220 درجه سانتی گراد و پیک اندوترمیک دوم در دماي 190 
افزایش  یک  نشان دهنده  که  شد  مشاهده  سانتی گراد  درجه 
جزیی در دماي ذوب می باشد. با توجه به این که پودر نایسین 
پیک هاي تیز و بزرگی را نشان نداده است به نظر می رسد این امر 
می تواند مربوط به ساختاري تقریبا آمورف آن باشد ولی انتقال 
شیشه اي در دماي 186 و 216 درجه سانتی گراد قابل مشاهده 
)شکل1-و)  نایسین  و  کلسترول  لستین،  حاوي  نمونه  است. 
در  اول  اندوترمیک  می باشد. پیک  اندوترمیک  پیک  داراي دو 
دماي 214 درجه سانتی گراد و پیک اندوترمیک دوم در دماي 
ذوب  دماي  در  کاهش  شد.  مشاهده  سانتی گراد  درجه   189
کلسترول  نشان دهندهتأثیر  نایسین  حاوي  لیپوزوم  به  نسبت 

است که به عنوان ناخالصی عمل کرده است. 

(TEM)  3-4-میکروسکوپ الکترونی گذاره
به منظور بررسی مورفولوژي ذرات و تأیید اندازه ذرات، تصویر 
از نمونه بهینه شده فاقد کلسترول تهیه  میکروسکوپ الکترونی 
شد (شکل 2). تصویر مربوطه، وجود وزیکول هاي کروي شکل، 
این  می دهد که  نشان  را  نانومتر   180 اندازه  با   1 یونی لاملار 
نتایج، نتایج حاصل از اندازه گیري ذرات با استفاده از دستگاه 
اندازه ذرات در فرمولاسیون بدون کلسترول را تأیید  سنجش 

می نماید.

 4- نتیجه گیري 
نتایج این پژوهش نشان داد، سرعت و زمان هم زدن تأثیر قابل 
توجهی در سایز ذرات دارد. نتایج حاصل از گرماسنجی اسکنی 
تشکیل  بر  تأییدي  گذاره  میکروسکوپ الکترونی  و  افتراقی 
لیپوزوم و نتایج درون پوشانی تأییدي در جهت استفاده از روش 

حرارتی در تشکیل لیپوزوم ها می باشد. 

1. ULVS (Unilamellar Vesicles)
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