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چکیده
در این مطالعه سامانه هیدروژلى آلژینات کلسیم بارگذارى شده با نیوزوم ها و لیپوزوم ها به منظور ریزپوشانى کافئین به عنوان یک 
ترکیب زیست فعال آب دوست با وزن مولکولى پایین، با هدف طولانى کردن زمان رهش آن مورد استفاده قرار گرفت. به منظور 
بارگذارى لیپوزوم ها یا نیوزوم ها در شبکه آلژیناتى و کاهش اندازه هیدروژل از روش الکترواسپرى در محلول کلرورکلسیم استفاده 
شد. چرخه هاى پیاپى انجماد-رفع انجماد نیز با رویکرد کند کردن آهنگ رهش کافئین به کارگرفته شد. نتایج، گویاى بالاتر بودن 
کارایى ریزپوشانى نیوزوم ها نسبت به لیپوزوم ها در به دام اندازى کافئین بودند. هم چنین داده هاى سنجش آهنگ رهش بیانگر 
تأثیر مثبت چرخه هاى انجماد-رفع انجماد و کارامدتر بودن سامانه هیدروژل بارگذارى شده با نیوزوم در مقایسه با لیپوزوم بود. 
لیپوزوم هاى تولید شده از لسیتین با خلوص بالاتر در مقایسه با لسیتین تجارى کارایى درون پوشانى و الگوى رهش بهترى را از 
خود نشان دادند. نتایج مدل سازى ریاضى انتشار کافئین از ذرات هیدروژلى با توجه به مدل کورسمیر- پپاس مؤید پیروى آهنگ 
رهش از قانون انتشار فیک بود. بررسى ها نشان داد که میکروهیدروژل هاى بارگذارى شده با نیوزوم و لیپوزوم از قابلیت مناسبى در 
ریزپوشانى ترکیبات غذایى و دارویى آب دوست با هدف رهش بلند مدت برخودار مى باشند. هم چنین مشخص شد که استفاده از 
روش الکترواسپرى منجر به تولید ذراتى با توزیع اندازه یکنواخت مى گردد و از این رو مى تواند به عنوان جایگزینى براى روش هاى 

مرسوم تولید میکروذرات هیدروژلى از پلیمرهاى طبیعى مورد توجه قرار گیرد.
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1- مقدمه
سامانه هاى  به عنوان  که  است  طولانى  سال هاى  لیپوزوم ها 
بودن  دارا  به دلیل  و  داشته  کاربرد  انسان  بدن  در  دارو  رهش 
قابلیت رهاسازى ترکیبات آب دوست و آب گریز در بازه زمانى 
به نسبت طولانى مورد توجه مى باشند [1]. لیپیدهاى متداول 
مورد استفاده در تولید لیپوزوم فسفولیپیدها به ویژه فسفاتیدیل 
 .[2] مى باشند  آمین  اتانول  فسفاتیدیل  و  (لسیتین)  کولین 
به  قادر  لیپوزوم ها  خاص،  ساختارى  ویژگى هاى  داشتن  با 
درون پوشانى ترکیبات آب دوست در فاز آبى و ترکیبات آب گریز 

در بخش فسفولیپیدى دولایه اى خود هستند [3].
فعال سطحى غیریونى آلکیل  از هیدراسیون مواد  نیوزوم ها 
و  شده  ساخته  کلسترول  با  اتر  گلیسرول  پلى  آلکیل  دى  یا 
گویچه هایى با ساختار لایه اى مى باشند [4]. همانند لیپوزوم ها، 
نیوزوم ها نیز در محیط هاى درون تنى باعث طولانى شدن زمان 
با  و  در سامانه گردش خون شده  فعال  ترکیبات زیست  ماند 
افزایش پایدارى متابولیک آن ها رسانش به بافت هدف را تقویت 
مى کنند [5]. سامانه ها بر پایه لیپید اغلب با مسئله ناپایدارى 
مواجه هستند، هرچند زیست سازگارى بالاترى را در مقایسه 
اجزاى  از  زیرا  مى دهند،  نشان  خود  از  پلیمرى  سامانه هاى  با 
از آن جایى  با این حال  طبیعى بدن انسان محسوب مى شوند. 
با  مقایسه  در  بیش ترى  پایدارى  پلیمر  پایه  بر  سامانه ها  که 
انواع لیپیدى دارند به کارگیرى پلیمر به همراه لیپید مى تواند 

مقاومت آن ها در برابر تخریب را افزایش دهد [6].
بیوپلیمرهاى غیرسمى و با سازگارى زیستى نظیر کیتوزان، 
به عنوان  عمده  به طور  کاراگینان  و  نشاسته  پکتین،  آلژینات، 
 .[7] مى شوند  استفاده  ذرات  نانو  و  میکرو  ساختمانى  اجزاى 
توسط چنین پلى ساکاریدهایى مى توان ذرات ژلى تهیه نمود 
که در تولید غذاهایى با ساختار نوپدید و ویژگى ها و قابلیت هاى 
تشکیل  علاوه بر  ژلى  باشند. شبکه  داشته  کاربرد  یافته  بهبود 
فراهم  نیز  را  یون ها  و  مولکول ها  نفوذپذیرى  مستحکم،  بافت 

مى آورد [8].
دریایى  جلبک هاى  از  که  است  طبیعى  بیوپلیمر  آلژینات 
و  بودن  صرفه  به  مقرون  به دلیل  و  مى شود  استخراج  قهوه اى 
ویژگى هاى خوب ژل شوندگى به طور گسترده اى مورد استفاده 
قرار مى گیرد. غیرسمى بودن، زیست سازگارى، پایدارى دمایى 

را  آن  که  هستند  آلژینات  اصلى  شاخصه هاى  از  شیمیایى  و 
گزینه اى مناسب براى استفاده در ریزپوشانى ترکیبات زیست 
فعال و پروبیوتیک ها ساخته است [9]. آلژینات کوپلیمر خطى 
است  اسید  بتا–دى-مانورونیک  و  اسید  آلفا-ال-گلورونیک  از 
شده  متصل  یکدیگر  به   4 به   1 گلیکوزیدى  پیوندهاى  با  که 
و داراى ویژگى چسبندگى به مخاط مى باشد [10، 11]. این 
تا   80 منافذ  اندازه  با  هیدروژلى  ایجاد شبکه  با  پلى ساکارید 
100 آنگستروم به عنوان پرکاربردترین بیوپلیمر در ریزپوشانى 
توجه  مورد  پروبیوتیک ها  و  فعال  زیست  ترکیبات  رسانش  و 
آلژینات  شدن  ژل  سازوکار  توضیح  براى   .[13  ،12] مى باشد 
استفاده  مرغى  تخم  شانه  مدل  از  دوظرفیتى  کاتیون هاى  با 
بین  عرضى  اتصال  ایجاد  با  یون ها  آن  مبناى  بر  که  مى شود 
قرار  مجاورهم موجب  آلژینات  گروه هاى کربوکسیل دو رشته 
گرفتن منظم آن ها در کنار یکدیگر و تشکیل شبکه مى شوند 

.[14]
ذراتى  اندازى  دام  به  قابلیت  از  کلسیم  آلژینات  ژلى  شبکه 
نظیر لیپوزوم و نیوزوم که مى توانند حاوى ترکیبات هیدروفیل 
این  از  باشند برخوردار است. محققین مختلفى  یا هیدروفوب 
ویژگى براى تولید هیدروژل هاى بارگذارى شده با سامانه هاى 
مذکور با هدف حفظ و یا طولانى کردن زمان رهش ترکیبات 
فراسودمند استفاده کرده اند.  بوجانا و همکاران آنتى اکسیدان 
طبیعى ترانس-رزوراترول را در سامانه لیپوزوم-آلژینات کلسیم 
به دام انداخته و قابلیت آن را در کنترل انتقال جرم و کند کردن 
زمان رهش بررسى نمودند. استارسدات و بانجس امکان به دام 
لیپیدى در شبکه هیدروژلى آلژینات کلسیم  نانوذرات  اندازى 
و میزان پایدارى آن ها در این شرایط را مورد مطالعه قرار داده 
و سامانه هیدروژل بارگذارى شده با لیپوزوم را به عنوان حامل 
براى ترکیبات مؤثره غذایى و دارویى معرفى کردند.  مناسبى 
حمل  براى  نیز  هیدروژلى  شبکه هاى  سایر  آلژینات  علاوه بر 
لیپوزوم ها و نیوزوم هاى استفاده شده اند. به عنوان نمونه انتشار 
محتوى  کربوپول  هیدروژل  از  هیدروکلرید  لیدوکائین  داروى 
لیپوزوم هاى حامل این دارو مورد بررسى واقع شده است [17]. 
دیتیزیو و همکاران سامانه هیدروژلى ژلاتین-پلى اتیلن گلایکول 
را به منظور رهش آهسته کلروهگزیدین و سیپلوفلوکساسین از 
لیپوزوم ها طراحى نمودند. هم چنین سامانه هیدروژلى مخلوط 
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نیوزوم  اندازى  دام  به  براى  خرنوب  زانتان-لوبیاى  صمغ هاى 
به کار  کالکئین  و  ایبوپروفن  نظیر  ترکیباتى  با  شده  بارگذارى 

برده شده است [19].
پاشش  یا  الکترواسپرى  روش  از  پژوهش  این  در 
بهره  هیدروژل  ذرات  تشکیل  به منظور  الکتروهیدرودینامیک1 
کردن  اتمیزه  مبناى  بر  الکترواسپرى  فرایند  اساس  شد.  برده 
این روش محلول  است. در  الکتریکى  توسط میدان  یک مایع 
پلیمرى مورد نظر به آرامى به داخل مجراى یک نازل رسانا که 
یکى از قطب هاى میدان به آن متصل شده پمپ مى شود. دافعه 
شکل  پلیمرى  محلول  داخل  در  که  زیادى  الکترواستاتیکى 
مى گیرد باعث رانش آن به سمت خروجى نازل شده و چگالى 
مى آید.  به وجود  حاصله  قطره  سطح  در  زیادى  الکتریکى  بار 
چنان چه اختلاف پتانسیل الکتریکى میدان به اندازه کافى بالا 
قطره  نماید،  غلبه  محلول  سطحى  کشش  بر  بتواند  که  باشد 
خروجى تحت تأثیر نیروى جاذبه قطب مخالف به شکل خاصى 
که اصطلاحا مخروط تیلور نامیده مى شود در مى آید و جریان 
بسیار باریکى از محلول در مقیاس نانو یا میکرو از رأس آن به 
سمت قطب مخالف پرتاب مى شود [22-20]. از آن جایى که 
قطب مخالف در محلول جمع آورى کننده حاوى عامل اتصال 
دهنده عرضى قرار دارد، جریان هاى محلول پلیمرى به محض 
رسیدن به محلول جمع آورى کننده به سرعت و قبل از خروج 
به  تبدیل شوند و  به ذرات هیدروژل  آن ها  از  مؤثره  ترکیبات 
نیمه جامد  این ترتیب محتویات همراه آن ها در داخل شبکه 
محبوس مى شود [14، 23]. با کنترل بالایى که بر روى اندازه 
ذراتى  به  مى توان  دارد  وجود  الکترواسپرى  روش  در  قطرات 
ویژگى  این  یافت.  دست  یکنواخت  توزیع  و  کوچک  اندازه  با 
عامل مهمى در فرایند ریزپوشانى محسوب شده  به طورى که 
ترکیب  هر  براى  نظر  مورد  رهش  الگوى  به  توجه  با  مى توان 

مؤثره تنظیمات لازم را انجام داد [20].
کافئین (1و 3 و 7- ترى متیل زانتین) یک آلکالویید طبیعى 
است که به علت توانایى تحریک سامانه عصبى مرکزى به تنهایى 
و یا همراه با سایر ترکیبات در ساختار بسیارى از داروهاى تاخیر 
خواب و حفظ هوشیارى به کار مى رود. تحقیقات نشان مى دهد 
اثرات جانبى  یکجا  به صورت  کافئین  بالاى  مقادیر  که مصرف 
سوئى بر سیستم عصبى و قلبى و عروقى دارد [24]. از طرف 
1. Electrohydrodynamic spraying

تأثیر  نیز  کافئین  میلى گرم   200  mg از  کم تر  مصرف  دیگر 
ندارد  هوشیارى  حفظ  و  خواب  بروز  از  جلوگیرى  بر  چندانى 
[25]. بنابراین با توجه به عوارض جانبى مصرف یکجاى مقادیر 
بالاى کافئین، بهره مندى از اثرات مثبت آن در زندگى روزانه و 
نیز در فعالیت هاى نظامى مستلزم به کارگیرى سامانه هاى درون 
پوشانى و رهش مناسبى است که بتواند به تدریج و در یک بازه 

زمانى طولانى مدت کافئین را آزاد نماید [26].
پژوهش حاضر با هدف به دام اندازى کافئین در سامانه هاى 
هیدروژلى  شبکه  در  آن ها  بارگذارى  و  نیوزمى  یا  لیپوزومى 
آلژینات به منظور کنترل سرعت رهش در شرایط محیطى انجام 

شده است.

2- مواد و روش ها
2-1- مواد

مولکولى  (وزن  بالا  درصد خلوص  با  تجارى  سدیم  آلژینات 
~ g/mol 120000) از شرکت فیبریسول آلمان تهیه گردید. 
اتانول،  کلسترول و کافئین  از شرکت سیگما آلدریچ آلمان و 
کلروفرم، کلرید کلسیم بدون آب، اسید کلریدریک، مونوسدیم 
از شرکت مرك  فسفات دو آبه و دى سدیم فسفات هفت آبه 
بالاى  (خلوص  سویا  خالص  لستین  شدند.  خریدارى  انگلیس 
95%) از شرکت لیپوئید سوئیس تهیه شد و لستین تجارى از 
شرکت نان قدس رضوى به صورت هدیه دریافت گردید. براى 
قرار  استفاده  مورد  شده  زدایى  یون  آب  محلول ها  کلیه  تهیه 

گرفت. 

2-2- تولید نیوزوم و لیپوزوم 
تولید نیوزوم ها بر مبناى روش هیدراسیون لایه نازك انجام 
شد [27]. به این منظور اسپن 60 و کلسترول به نسبت 7 به 
با  و  گرد ریخته شده  ته  بالن  یک  درون  کافئین  همراه  به   3
افزودن کلروفرم حل شدند. جهت تسهیل هم خوردن 5 قطعه 
سنگ جوش به بالن اضافه شد. حذف کلروفرم و تشکیل لایه 
 50°C نازك به کمک تبخیرکننده دوار تحت خلاء و در دماى
صورت گرفت. هم چنین براى حذف حداکثرى حلال، لایه نازك 
C°50 قرار داده شد.  تشکیل شده به مدت یک شب در آون 
بالن  به  شده  زدایى  یون  آب  نازك  لایه  هیدراسیون  به منظور 
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شد.  استفاده   (Labomed, USA) نورى  میکروسکوپ  از 
دستگاه  توسط  لیپوزوم ها  و  نیوزوم ها  متوسط  قطر  هم چنین 
تفرق  اساس  بر   (Malvern Instruments Ltd., UK) زتاسایز 

نور لیزر و بر مبناى رابطه (1) به دست آمد.
       

(1)

میانگین اندازه ذرات هیدروژل آلژینات کلسیم بر اساس متوسط 
قطر حجمى مطابق رابطه (2) تعیین گردید:

(2)

در معادلات فوق ni تعداد ذرات با قطر متوسط di باشند.

و  نیوزوم ها  پوشانى  درون  راندمان  تعیین   -5-2
لیپوزوم ها

مشخصى  وزن  پوشانى،  درون  راندمان  ارزیابى  به منظور 
به منظور  و  اضافه شده  مقطر  آب  به  نیوزوم ها  و  لیپوزوم ها  از 
در   24  h به مدت   آن ها  از  کافئین  کامل  از خروج  اطمینان 
دماى محیط نگه دارى شدند. غلظت کافئین بعد از رقیق سازى 
 (CromTech Ct-5700, Taiwan) نمونه توسط اسپکتروفوتومتر
ضریب  با    y  =0/0474  x  +9×10-5 خط  معادله  اساس  بر  و 
غلظت هاى  جذب  استاندارد  منحنى  از   0/9976 رگرسیونى 
 273 nm  در طول موج (25 mg/Lit 2/5 تا) مشخص کافئین
کافئین  به ترتیب غلظت   y x و  رابطه مذکور  آمد. در  به دست 

(mg/Lit) و میزان جذب نمونه مى باشند.

شکل(1)  طرح واره تولید لیپوزوم به روش هیدراسیون لایه نازك همراه با 
فرایند انجماد-رفع انجماد 

محتوى آن اضافه و پس از تکان دادن هاى شدید اولیه ادامه هم 
زدن با انتقال به یک شیکر الکتریکى همراه با تکان هاى شدید 
درفواصل ده دقیقه اى انجام شد. براى کوچک تر و یکنواخت تر 
شدن نیوزوم ها، امواج فراصوت با فرکانس 20KHz و با %70 
توان اسمى مولد (Bandeline HD3200, 100 W,Germany) از 
 Bandelin sonopuls) 19 mm طریق پروب تیتانیومى به قطر
MS 73, Germany) در دو بازه زمانى min 2 در دماى C°4 به 

نمونه ها اعمال شد.
نازك  اساس روش هیدراسیون لایه  بر  نیز  لیپوزوم ها  تولید 
صورت پذیرفت [28]. از لستین در دو نوع تجارى و خالص به 
این منظور استفاده شد که به طور جداگانه به همراه کلسترول 
و کافئین در مقادیر مشخص به بالن ته گرد انتقال یافتند. براى 
حل کردن لستین تجارى از کلروفرم و براى لستین خالص از 
اتانول استفاده شد. به این ترتیب لیپوزوم هاى چندلایه تولید 
در  فراصوت  تیمار  لیپوزوم ها  نمودن  لایه اى  تک  براى  شدند. 
زمانى  بازه  چهار  در  و  نیوزوم ها  تولید  مشابه  عملیاتى  شرایط 
براى  گردید.  اعمال  نمونه ها  به   4°C دماى  در  دودقیقه اى 
-Hermle Z23HK, Ger) سانتریفیوژ  از  لیپوزوم ها  جداسازى 
یک  مدت  به   20°C دماى  در   38000  g سرعت  با   (many

ساعت استفاده شد. 

2-3- انجماد-رفع انجماد لیپوزوم ها
ارزیابى  به منظور  خالص  لستین  از  لیپوزوم ها  تولید  از  پس 
ریزپوشانى،  کارایى  بردن  بالا  بر  انجماد  رفع  و  انجماد  فرایند 
فرایند انجماد- رفع انجماد مطابق شکل (1) روى لیپوزوم هاى 
لیپوزوم  شد. سوسپانسیون حاوى  اعمال  و چندلایه  لایه  تک 
دماى  در  سپس  و  گردید  منجمد  مایع  نیتروژن  توسط  ابتدا 
C°4 رفع انجماد صورت پذیرفت. این فرایند 5 نوبت متوالى بر 

روى نمونه ها اعمال شد و سپس به منظور شکستن خوشه هاى 
در  محیط   دماى  در   3 min مدت  به  تشکیل شده  احتمالى 
 15 KHz با فرکانس (Elmasonic, ermanyG) حمام فراصوت

قرار داده شدند. 

2-4- سنجش اندازه ذرات
هیدروژل  ذرات  مورفولوژى  بررسى  و  اندازه  تعیین  جهت 
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2-6- تولید هیدروژل هاى بارگذارى شده با نیوزوم ها و 
لیپوزوم ها

پس از تهیه نیوزوم ها و لیپوزوم هاى حامل کافئین، محلول هاى 
حاوى آن ها به طور جداگانه به محلول آلژینات سدیم اضافه شد. 
از  بعد  انتخاب گردید که  آلژینات طورى  محلول  اولیه  غلظت 
مخلوط با محلول هاى نیوزومى یا لیپوزومى غلظت نهایى آن به 
3% برسد. مطابق پژوهش پیشین، این غلظت بالاترین غلظت 
مناسب به منظور الکترواسپرى این نوع از آلژینات تعیین شده 
و  نیوزوم  ریزپوشانى  کارایى  گرفتن  نظر  در  با  هم چنین  بود. 
به  آن ها  مقادیر  آن ها،  کافئین  محتواى  محاسبه  و  لیپوزوم ها 
ذرات  که  گردید  لحاظ  شده  پر  هیدروژل هاى  درون  گونه اى 
باشند [29]. براى  از کافئین  هیدروژل حاوى مقادیر یکسانى 
تهیه محلول آلژینات مقدار مناسبى از این پلى ساکارید به آب 
همراه  یک شب  و  شد  افزوده   40°Cدماى در  شده  یونزدایى 
به طور  تا  گردید  نگه دارى   4°C دماى  در  ملایم  هم خوردن  با 
به منظور اختلاط دو محلول و پراکنده  نماید.  کامل آب گیرى 
کردن نیوزوم ها و لیپوزوم ها از شیکر لوله به مدت یک دقیقه 
نیوزومى  سوسپانسیون هاى  الکترواسپرى  براى  شد.  استفاده 
آن ها،  با  شده  بارگذارى  هیدروژل  ذرات  تولید  و  لیپوزومى  و 
دستگاه الکتروریسى با اندکى تغییر در نحوه پاشش در بهترین 
شرایط عملیاتى که در مطالعات اولیه حاصل شده بود، مطابق 
شکل (2) به کار برده شد. شرایط عملیاتى مذکور عبارت بودند 
گردآورنده محلول  تا  نازل  فاصله  8کیلوولت،   Kv ولتاژ  از: 
8cm (D)، ارتفاع سطح محلول آلژینات در مخزن تا خروجى 

نازل 20cm (H) و قطر داخلى نازل پلاستیک µm 500 ظرف 
گردآورنده حاوى محلول 2% کلرید کلسیم بود.

2-7- بررسى رهش کافئین از هیدروژل هاى بارگذارى شده
هیدروژل هاى  از  کافئین  رهش  سرعت  تعیین  به منظور 
بارگذارى شده، نمونه هاى مورد نظر در دماى C°37 به مدت 
h 2 در محلول اسید کلریدریک (pH =1/2) وh 6 در محلول 
بافر فسفات (pH =7/4) همراه با همزدن (انکوباتور شیکر دار، 
 3  ml 100) قرار گرفتند. سپس در فواصل معینrpm سرعت
نمونه برداشته شد و پس از اندازه گیرى جذب آن در طول موج
nm 273 دوباره به محلول اصلى بازگردانده شد. درصد کافئین 

آزاد شده با تقسیم عدد جذب قرائت شده به عدد جذب حاصل 
از خروج کامل کافئین از ذرات محاسبه گردید.

2-8- کینتیک رهش کافئین
از میکروهیدروژل ها  کافئین  الگوى رهش  توصیف  به منظور 
هیگوچى  اول،  درجه  صفر،  درجه  ریاضى  مدل هاى  آلژیناتى، 
و کورسمیر-پپاس به کار برده شدند و بر اساس میزان ضریب 
قرار  ارزیابى  مورد   (ss) تفاضل  مربعات  مجموع  و   R2 تعیین 
بیان   (3) رابطه  مطابق  که  صفر  درجه  مدل  در  گرفتند. 

مى گردد:
(3)

اولیه ماده در  Q1 مقدار ماده آزاد شده در زمان Q0 ، t مقدار 

شکل (2) طرح ساده تولید میکروهیدروژل هاى بارگذارى شده با لیپوزوم یا نیوزوم به روش الکترواسپرى
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محلول پیرامونى (که عموما برابر صفر در نظر گرفته مى شود) 
صفر  درجه  معادله  مى باشد.  صفر  درجه  رهش  ثابت   K0 و 
سامانه هایى را توصیف مى کند که رهش ماده مستقل از غلظت 
آن مى باشد [30]. در این مدل فرض مى شود که ساختار سامانه 
حامل متلاشى نشده و سطح انتشار دست نخورده باقى مى ماند.
به  وابسته  ذرات  از  اول، سرعت رهش ماده  مدل درجه  در 
غلظت آن مى باشد و بر اساس معادله لگاریتمى رابطه (4) بیان 

مى شود [31].

(4)

مدل هیگوچى سرعت رهش ماده از یک شبکه نامحلول را 
بر مبناى انتشار فیک و به عنوان تابعى از ریشه دوم زمان رهش 
بیان   (5) رابطه  به صورت  مذکور  مدل   .[32] مى کند  توصیف 
مى شود که در آن KH ثابت انتشار یا ثابت انحلال هیگوچى مى باشد.

(5)

مدل کورسمیر-پپاس مکانیسم رهش ماده را تلفیقى از انتشار 
ساده (قانون فیک) و انتقال نوع II (انتشار آب به داخل شبکه 
ماده حامل و تورم آن) در نظر مى گیرد و به صورت رابطه (6) 

بیان مى شود:
(6)

در این عبارت  ∞Mt/M مقدار ماده آزاد شده در زمان k ،t ثابت 
ویژگى هاى شبکه ماکروملکولى  بیانگر  ماده که  سرعت رهش 
براى  مى باشد.  رهش  مکانیسم  معرف   n انتشار  توان  حامل، و 
شکل  کروى  حامل  شبکه  از  فیک  انتشار  بر  مبتنى  رهش 
تلفیقى و حالت   0/85 II نوع  انتقال   ،0/43 مقدار عددى آن 
بررسى  به منظور  اغلب  مدل  این  مى باشد.   0/43<  n  <0/85
الگوى رهش از سیستم هاى پلیمرى به کار برده مى شود [33]. 

2-9- آنالیز آمارى
به منظور بررسى تاثیر متغیرهاى مختلف بر درون پوشانى و 
رهش کافئین آزمایشات در غالب طرح کاملاً تصادفى و آنالیز 
19) در سطح  (نسخه   SPSS افزار نرم  از  با استفاده  واریانس 

معنى دار 0/05 درصد انجام شد. براى مقایسه میانگین ها آزمون 
توکى (P< 0/05) به کار برده شد. محاسبات مربوط به کینتیک 
رهش کافئین با کمک نرم افزار متلب (a2014) صورت گرفت 
و نمودار هاى مربوط به رهش توسط نرم افزار اکسل (2016) 

ترسیم شدند.

3- نتایج و بحث
3-1- اندازه ذرات 

به نیوزوم ها و لیپوزوم هایى که بدون اعمال امواج فراصوت و 
تنها با تکان هاى شدید در مرحله هیدراسیون حاصل مى شوند 
اندازه  داراى توزیع  اغلب  که  مى شود  گفته  چندلایه  اصطلاحاً 
غیریکنواختى هستند. با اعمال امواج فراصوت لیپوزوم هاى تک 
لایه ایجاد مى شوند که اندازه کوچک ترى داشته و توزیع آن ها 
یکنواخت تر مى باشد [34]. این کاهش اندازه به حفره زایى صوتى 
نسبت داده مى شود که با تشکیل و فروپاشى حباب هاى ریز هوا 
نیز  و  رشد  حین  در  حباب ها  این  دیواره  نوسان  است.  همراه 
فروهش آن ها، میدان هاى برشى و امواج موئینگى ایجاد مى کند 
ایجاد  و  اندازه  درشت  لیپوزوم هاى  طولى  کشیدگى  باعث  که 
ضمایم لوله مانند طویلى در آن ها مى شود. ساختارهاى مذکور 
متعاقبا شکسته شده و به لیپوزوم هاى کوچک تر تقسیم مى شوند 
[35]. چنان که در شکل (3) مشاهده مى شود در حضور امواج 
فراصوت قطر نیوزوم ها به حدود nm 100 کاهش یافت، این در 
چندلایه  نیوزوم هاى  میکروسکوپى  مشاهدات  که  است  حالى 
با قطرى حدود µm 10 را نشان دادند. افزون بر این منحنى  
درآمد که  باریکى  قله اى  تک  به صورت  نیز  آن ها  اندازه  توزیع 
گویاى یکنواخت تر شدن گستره پراکنش اندازه ذرات مى باشد. 
در تحقیقى مشابه، راکمانى و سانکار گزارش کردند که اعمال 
 µm فراصوت نیوزوم هاى چندلایه تویین 80 با قطر اولیه 2 تا
3/5 را به نیوزوم هاى تک لایه اى با اندازه nm 801 تبدیل کرد. 
در شکل (4) منحنى هاى توزیع اندازه لیپوزوم هاى چندلایه 
و تک لایه نشان داده شده است که گویاى توزیع نایکنواخت 
این نوع از لیپوزوم ها در سه مقدار مختلف مى باشد. بیش ترین 
  5560 nm 342 و بعد از آن در 955 و nm تجمع لیپوزوم ها در
اثر اعمال  ملاحظه گردید. همان گونه که ملاحظه مى شود در 
فراصوت علاوه بر کاهش قابل ملاحظه اندازه لیپوزوم ها به حدود 
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شکل (3) منحنى توزیع اندازه نیوزم هاى تک لایه

شکل (4) منحنى توزیع اندازه لیپوزوم هاى چندلایه و تک لایه

شکل(5) توزیع اندازه لیپوزوم هاى چند لایه بعد از تولید و پس از اعمال انجماد- رفع انجماد و فراصوت

چند  حالت  از  نیز  آن ها  اندازه  توزیع  منحنى   ،38  nm حدود 
کشیده اى  و  باریک  به صورت  گسترده  و  پهن  کاملاً  و  قله اى 

درآمد که مؤید درجه بالاى یکنواختى ذرات است. 

3-2- اثر انجماد-رفع انجماد بر اندازه ذرات
پدیده  وقوع  به دلیل  انجماد  انجماد-رفع  فرایند  اعمال  با 

به هم پیوستگى و ایجاد اتصالات ضعیف جانبى بین لیپوزوم ها 
خوشه هایى با اندازه هاى مختلف تشکیل شد که براى شکستن 
توزیع   (5) شکل  در  گردید.  استفاده  فراصوت  حمام  از  آن ها 
اعمال  از  بعد  نیز  و  تولید  از  لیپوزوم هاى چندلایه پس  اندازه 
فرایند هاى انجماد-رفع انجماد و فراصوت نشان داده شده است. 
فراصوت  امواج  در حضور  اگر چه  مشاهده مى شود،  چنان که 
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اتصالات بین لیپوزومى شکسته شد و منحنى توزیع اندازه تک 
قله و باریکى به دست آمد، اما آنچه مسلم است فرایند انجماد 

منجر به افرایش اندازه لیپوزوم ها به nm 5500 گردید.
لایه  تک  لیپوزوم هاى  اندازه  توزیع  منحنى هاى  بررسى 
بلافاصله بعد از تولید، پس از انجماد-رفع انجماد و نیز بعد از 
صوت دهى (شکل 6) حاکى از این است که در اثر انجماد به 
با هم  به یکدیگر و تماس آن ها  علت نزدیک شدن لیپوزوم ها 
علاوه بر شکل گیرى اتصالات ضعیف بین ذره اى که بعدا توسط 
است  افتاده  اتفاق  هم  آمیختگى  شد،  شکسته  فراصوت  امواج 
لیپوزوم ها در کنار هم و  با اجتماع  تصور مى شود   .[38  ،37]
پاره شدن غشاى آن ها در اثر ایجاد بلور هاى یخ در داخل و یا 
در فاز پیوسته بینابینى محتویات دو یا چند لیپوزوم با یکدیگر 
ادغام شده و سپس غشاى پیرامون آن ها دوباره تشکیل مى شود 
که نتیجه آن افزایش اندازه ذرات مى باشد [38]. بعد از فرایند 
انجماد-رفع انجماد اندازه ذرات به nm 396 رسید که پس از 
این  خوشه ها  و شکسته شدن  فراصوت  حمام  در  گرفتن  قرار 

اندازه به nm 91 کاهش پیدا نمود.

3-3- اندازه ذرات هیدروژل بارگذارى شده از نیوزوم ها 
و لیپوزوم ها

و  لیپوزوم ها  بارگذارى  براى  الکترواسپرى  روش  از  استفاده 
با  ذراتى  که  شد  باعث  آلژینات  هیدوژلى  شبکه  در  نیوزوم ها 
متوسط  قطر  و   (0/898 اسپن  (عدد  یکنواخت  اندازه  توزیع 
در حالى است که در شرایط  این  آید.  به دست   765/29 µm

مشابه و بدون اعمال ولتاژ قطر ذرات به mm 1±2/7 افزایش 
یافت (شکل هاى 7-الف و 7-ب). این نتایج مؤید کارایى بالاى 
روش پاشش الکتریکى در تولید ذرات کوچک اندازه و با توزیع 

یکنواخت در مقایسه با سایر روش ها مى باشد [39] . 

3-4- راندمان ریزپوشانى نیوزوم و لیپوزوم ها
 %28/21 نیوزومى  ذرات  در  کافئین  پوشانى  درون  راندمان 
توسط  اندازى  دام  به  راندمان  مقابل  در  گردید.  محاسبه 

شکل (6) تغییرات منحنى توزیع اندازه لیپوزوم هاى تک لایه بعد از فرایند انجماد-رفع انجماد و پس از اعمال فراصوت

(الف)                                                               (ب)
شکل (7) ذرات هیدروژل پرشده آلژینات کلسیم الف) تولید شده بدون اعمال ولتاژ بالا ب) با اعمال ولتاژ بالا (الکترواسپرى)
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لیپوزوم هاى چند لایه حاصل از لسیتین تجارى بالغ بر %7/48 
برآورد شد و در انواع تهیه شده با لستین خالص به %13/58 
لیپوزوم هاى  ایجاد  و  فراصوت  اعمال  از  بعد  اما  یافت،  افزایش 
تک لایه به 12/18% کاهش پیدا کرد که نشان دهنده تخریب 
و از دست رفتن محتویات آن ها در این شرایط مى باشد. با این 
حال به طور کلى راندمان درون پوشانى لیپوزوم ها و نیوزوم ها 
براى ترکیبات آب دوست پایین است و عدد بالایى گزارش نشده 
است [19]. فام و همکاران نیوزوم و لیپوزوم محتوى کافئین با 
راندمان درون پوشانى 9/7% تولید نمودند. هم چنین ماریانکى 
و همکاران نیوزوم هاى بارگذارى شده با را کافئین با استفاده از 
توئین 20 تهیه کردند و به راندمان درون پوشانى بسیار پایین 
با اعمال چرخه هاى  یافتند. شایان ذکر است که  0/2% دست 
لیپوزوم هاى  براى  پوشانى  درون  راندمان  انجماد  انجماد-رفع 
افزایش   %13/41 و   14/88 به  به ترتیب  لایه  تک  و  چندلایه 
موضعى  تخریب هاى  افزایش  این  علت  مى رود  احتمال  یافت. 
ساختار لیپوزوم ها در اثر بلورهاى یخ  و امتزاج آن ها با یکدیگر 
باشد که افزایش حجم حفره داخلى و کاهش سطح را به دنبال 
کاهش  به دلیل  و  انجماد  حین  در  این  علاوه بر   .[38] دارد 
تغلیظ  پیوسته  فاز  به  یافته  تراوش  کافئین  آزاد  آب  تدریجى 
شده و انتشار معکوس به داخل لیپوزوم ها اتفاق مى افتد که در 

نتیجه مقدار آن در ذرات افزایش مى یابد [37].

3-5- رهش کافئین در  شرایط اسیدى و بافر فسفات 
به  منحنى هاى رهش نشان داد که ذرات هیدروژل  بررسى 
از  به  شروع  سرعت  به  اسیدى  محیط  در  گرفتن  قرار  محض 
دست دادن کافئین کردند (شکل 8) که عمدتا به دلیل حلالیت 
به  آلژیناتى  شبکه  کامل  تراوایى  و  اسید  حضور  در  آن  بالاى 
کاتیون هیدروژن مى باشد. در بین هیدروژل هاى مورد مطالعه 
تجارى  لستین  از  حاصل  لیپوزوم هاى  با  شده  بارگذارى  انواع 
بیش ترین و با نیوزوم ها کم ترین نرخ رهش کافئین را داشتند. 
از طرف دیگر هیدروژل هاى حاوى لیپوزوم هاى چندلایه اى که 
تحت فرایند انجماد-رفع انجماد قرارگرفته بودند سرعت رهش 
چندلایه  لیپوزوم هاى  داراى  شبکه هاى  با  مقایسه  در  کم ترى 
مثبت  تاثیر  که گویاى  دادند،  نشان  خود  از  لایه  و تک  اولیه 
همکاران  و  فادا  مى باشد.  ذرات  در  کافئین  ابقاى  بر  انجماد 

لیپوزوم هاى چند لایه نرخ رهش کندترى  گزارش کردند که 
انجماد  نسبت به لیپوزوم هاى تک لایه دارند. به نظر مى رسد 
(احتمالاً  تغییراتى  پوشانى  ریز  راندمان  افزایش  علاوه بر 
لیپوزوم ها  غشاى  در  هم  را  ملکول ها)  فشردگى  نرخ  افزایش 
ایجاد مى کند که سرعت انتقال جرم را کاهش مى دهد. رهش 
کافئین در محیط شبیه سازى شده روده حاکى از کندتر بودن 
سرعت آن نسبت به محیط اسیدى بود. با این حال همان گونه 
که از منحنى هاى شکل (8) پیدا است رهش کافئین از ذرات 
هیدروژلى روندى مشابه شرایط اسیدى داشت، ضمن این که 
اعمال فرایند انجماد-رفع انجماد نیز تا حدودى منجر به کندى 
رهش کافئین گردید. متفاوت بودن نرخ رهش از لیپوزوم هاى 
چندلایه و تک لایه در مطالعات پیشین نیز گزارش شده است 

.[40]

هیدروژل هاى  از  کافئین  رهش  مدل سازى   -6-3
بارگذارى شده 

از میکروذرات آلژیناتى که با چهار  کینتیک رهش کافئین 
کورسمیر- و  هیگوچى  اول،  درجه  صفر،  درجه  ریاضى  مدل 
پپاس برآورد گردید نشان داد که الگوى رهش از هیدروژل هاى 
پر شده با دو مدل کورسمیر-پپاس و سپس درجه اول برازش 
بهترى داشتند. مقادیر عددى ضرایب این مدل ها براى رهش 
کافئین در محیط هاى  اسیدى و قلیایى در جدول (1) خلاصه 
هیدروژل هاى  خصوص  در  که  مى شود  نشان  خاطر  شده اند. 
بارگذارى شده با لیپوزوم هاى حاصل از لستین تجارى ضرایب 
قابلیت  عدم  گویاى  که  نیامد  به دست  مناسبى  رگرسیونى 
برازش داده هاى رهش این ذرات با مدل هاى ریاضى مورد نظر 
که  کورسمیر-پپاس  مدل  در   n مقدارعددى  به  توجه  با  بود. 
مى باشد   0/43 از  کم تر  بررسى  مورد  سامانه هاى  تمام  براى 
ذرات  تورم  رغم  على  که  مى رسد  نظر  به  چنین   (1 (جدول 
مبناى  بر  انتشار  کافئین  آزاد شدن  مکانیسم غالب  هیدروژل 
 0/43  ≥  n مقدار  اگر  مدل  این  اساس  بر  است.  فیک  قانون 
که  در صورتى  و  مى نماید  تبعیت  فیک  قانون  از  رهش  باشد 
انتشار  از  ترکیبى  انتشار  مکانیسم  باشد   0/85 تا   0/43 بین 
فیک و انتقال نوع II و اگر 0/85 باشد رهش به حالت انتقال 

نوع II مى باشد [41].
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(الف)

(ب)

شکل (8) الف) سرعت رهش کافئین از هیدروژل هاى بارگذارى شده با لیپوزوم ها و نیوزوم ها در حضور اسید کلریدریک طى h 2 در دماىC °37. ب) 
.37° C6 در دماى h سرعت رهش کافئین از هیدروژل هاى بارگذارى شده با لیپوزوم ها و نیوزوم ها در بافر فسفات طى
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4- نتیجه گیرى
در این مطالعه قابلیت هیدروژل هاى بارگذارى شده با نیوزوم 
و لیپوزوم به منظور درون پوشانى کافئین به عنوان یک ترکیب 
آب دوست کوچک مولکول مورد بررسى قرار گرفت. به کارگیرى 
اندازه  توجه  قابل  کاهش  به  منجر  الکترواسپرى  روش 
هیدروژل هاى حاصل نسبت به روش اکستروژن و بدون اعمال 
ولتاژ شد. نتایج نشان داد که لیپوزوم ها و نیوزوم هاى تک لایه 
که با اعمال امواج فراصوت حاصل شده بودند اندازه اى به مراتب 
کوچک تر از لیپوزوم هاى چندلایه داشته و داراى توزیع اندازه 
ذرات یکنواخت ترى نیز بودند. تیمار انجماد-رفع انجماد تا حدود 
قابل ملاحظه اى در بالابردن راندمان درون پوشانى لیپوزوم ها
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