
 

  مجله علوم تغذیه و صنایع غذایی ایران
  219- 230 ، صفحات1392 بهار، 1 ، شمارههشتمسال 

  
  
  

به  کوزاهگزاانوئیک اسیدوحاوي ایکوزاپنتاانوئیک اسید و د هاينانولیپوزوم هاي تهیه و ارزیابی ویژگی
  ايسونیکاسیون میلههاي اکستروژن و روش

  4، سلیمان عباسی4، محسن برزگر3مقیمی، حمیدرضا 2محمد علی سحري ،1زهرا هادیان

  

اي  انستیتو تحقیقات تغذیه ،صنایع غذاییتحقیقات گروه  عضو هیات علمی و دانشکده کشاورزي دانشگاه تربیت مدرس ژي مواد غذایی، دانشجوي دکتري تخصصی تکنولو -1
   و صنایع غذایی کشور، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی

 sahari@modares.ac.ir :صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي دانشگاه تربیت مدرس پست الکترونیعلوم و د گروه استا: نویسنده مسئول -2
  استاد گروه فارماسیوتیکس، دانشکده داروسازي، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی -3
  ذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه تربیت مدرسدانشیار گروه علوم و صنایع غ-4

  20/2/92: تاریخ پذیرش                                                                                                    9/11/91: تاریخ دریافت
 چکیده

قلبی عروقی  و خطر ناشی از بیماري 3اي چرب غیراشباعی امگا اي معکوس میان مصرف اسیده تحقیقات موجود حاکی از رابطه :سابقه و هدف
)Cardiovascular disease( ایکوزاپنتاانوئیک اسید  هاي حاويو مصرف مکمل استEPA )Eicosapentaenoic acid (کوزاهگزاانوئیک اسیدوو د  

DHA Docosahexaenoic acid) ( توانند علاوه بر افـزایش پایـداري    لیپوزومی میهاي  ملنانوحا. توصیه شده است این بیماريدر پیشگیري از
 DHA و EPAحاوي  هاينانولیپوزومي  تهیه این پژوهش با هدف. ها شوند موجب زیست دسترسی بیشتر آن 3اسیدهاي چرب غیراشباعی امگا 

  .ها انجام شد هاي آن ویژگی ارزیابیو  ايسیون میلههاي اکستروژن و سونیکابه روش
پـس از  . بـه روش فـیلم لایـه نـازك تهیـه شـد        DPPCکـولین  فسـفاتیدیل پالمیتوئیلاز فسفولیپید دي  ابتدا لیپوزوم خالی :هاشمواد و رو

اي،  ي ذره اي، توزیـع انـدازه   ي ذره هـا از لحـاظ انـدازه   نانولیپوزوم اي،اکستروژن و سونیکاسیون میله هايبه روش DHAو  EPAپوشانی  درون
  .بررسی شدند ترکیبات آلدئیدي فراّرپوشانی اسیدهاي چرب و  درصد درون پتانسیل زتا، شکل،

ــایافتــه   در DHA و EPAپوشــانی  اي و پتانســیل زتــا، کــارایی درون  ي ذره اي، توزیــع انــدازه  ي ذره بــا وجــود شــباهت مقــادیر میــانگین انــدازه :ه
مطالعـات میکروسـکپ الکترونـی    ). >01/0p(روش اکستروژن داشت به داري نسبت اي افزایش معنیسونیکاسیون میلههاي تهیه شده به روش نانولیپوزوم 

اي مناسب ي ذره توزیع اندازه سونیکاسیونبه روش  هاي تهیه شده نانولیپوزوم .نشان دادکروي و هموژن را  تهیه شده به هر دو روش هاينانولیپوزومعبوري، 
  درصـد و   9/56 ± 2/5بـه ترتیـب    DHAو  EPAپوشـانی   دروندرصـد  . داشـتند میلی ولت  -8/43 ± 4/2نانومتر و پتانسیل زتا  1/90 ± 3/2با میانگین 

  .بود) 3ي اسیدهاي چرب امگا  عنوان شاخص اکسیداسیون ثانویه به(ترکیب آلدئیدي فرّار اصلی در هر دو روش پروپانال . درصد بود 6/38 ± 8/1
در غشاي نانولیپوزومی در مقایسه با DHA و  EPAپوشانی قابل توجه  هاي از قبل تهیه شده به درونماي براي لیپوزوروش سونیکاسیون میله :گیري نتیجه

شیمیایی این ترکیبات بسـتگی دارد، بلکـه    هاي فیزیکی در لیپوزوم علاوه بر این که به ویژگی DHAو  EPAي  بارگذاري بهینه. روش اکستروژن منجر شد
هاي از قبل تهیه شده به روش در نانولیپوزوم DHAو  EPAپوشانیِ توأم  بنابراین، درون. از عوامل مؤثر و مهم هستندترکیب غشاي دولایه و روش ساخت آن 

  .کندارائه  براي سایر ترکیبات زیست فعال هاي بیشتر و انجام مطالعات آیندهتواند یک حامل مناسب با کارایی لازم براي بررسیاي میسونیکاسیون میله
 ايانولیپوزوم، ایکوزاپنتاانوئیک اسید، دکوزاهگزاانوئیک اسید، اکستروژن، سونیکاسیون میلهن :لیديواژگان ک

  
 مقدمه 

ــر  ــدهاي متعــدد در  اســیدهاي چــرب غی ــا پیون اشــباعی ب
ــید   شـــکل ــک اسـ ــاي آلفالینولئیـ  (LNA, 18:3 n-3)هـ

و  (EPA, 22:6 n-3)ایکوزاپنتاانوئیـــــک اســــــید   
طی . وجود دارند (DHA, 22:6 n-3)کوزاهگزاانوئیک اسید ود

ها ثابـت کـرده    ي اخیر، مطالعات بالینی روي انسان چند دهه

توانـد بـر   که اصلاح محتواي اسیدهاي چرب رژیم غذایی مـی 
 1970ي  از دهــه. لیپیــد مــؤثر باشــد/ ي لیپــوپروتئین نمایــه

 مشــتقاتي اثــرات ســودمند  مطالعــات متعــددي در زمینــه
 هـا بـه ویـژه   پیشـگیري از بیمـاري  در  3امگا  چرباسیدهاي 

صـورت گرفتـه و محققـان را در جهـت      قلبی عروقی بیماري
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هاي رژیمی ایـن ترکیبـات بـا    ها و مکملي فرمولاسیون ارائه
هاي مختلف مانند ریزپوشینه کردن ترغیـب  استفاده از روش

  . کرده است
  هاي متعدد انجـام شـده در جوامـع مختلـف نشـان     بررسی

 840حـاوي  (گرم روغن مـاهی   1ف روزانه مصردهد که می 
میزان مرگ ناگهانی بیماران مبـتلا   )EPA +DHAگرم  میلی

. دهـد  به بیماري عروق قلبی را به طور چشمگیري کاهش می
بنابراین، مصرف این مکمل را همراه با داروهـاي ضـدانعقادي   

) FDA( سازمان غـذا و داروي آمریکـا   ).1-3(اند توصیه کرده
کلرینـه  پلـی هـاي فنیـل بـی  د ترکیبـاتی ماننـد  به دلیل وجـو 

(Polychlorinated biphenyls = PCBs)  ــایر ــوه و س ، جی
ها در ماهی، دریافت این اسـیدهاي چـرب را صـرفاً از    آلاینده

کنـد و بـه دلیـل اثربخشـی      طریق مصرف ماهی توصیه نمـی 
در پیشــگیري از  DHAو  EPAهــاي حــاوي مصــرف مکمــل

ــراد داراي تــريدر ا قلبــی عروقــی بیمــاري ــالا  ف گلیســرید ب
Lovaza )Omacor (  را به عنوان یک مکمل دارویی اسـیدهاي

  ).4-6(تأیید کرده است  3چرب امگا 
موجـب حساسـیت ایـن     DHAو  EPA ماهیت غیراشباعی

. اسیدهاي چرب به اکسیداسـیون در شـرایط محیطـی اسـت    
 ي هیدروپراکسیدها محصولات حاصل از اکسیداسیون اولیـه 

EPA  و DHA ي اکسیداسیون  هستند که به ترکیبات ثانویه
بـا اسـتفاده از   . شـوند مانند ترکیبات آلدئیدي فرار تجزیه می

تـوان سـدي   پوشانی این اسیدهاي چرب مـی  درون کپسول یا
ترکیبـات بـا عوامـل کاهنـده     براي جلوگیري از واکنش ایـن  

هـایی را بـراي   در طراحـی کپسـول بایـد مکـان    . ایجاد کـرد 
دستگاه  pHلول هدف و پایداري در برابر تغییرات س نشناخت

هـاي  گوارش را با افزودن ترکیبات شـیمیایی یـا سـایر گـروه    
هـا بـه عنـوان    امـروزه، لیپـوزوم   .کننده فراهم کـرد  محافظت
ي وسـیعی از ترکیبـات زیسـت     محـدوده هاي حامل، سیستم

غــذایی، دارویــی و کشــاورزي در صــنایع  فعــال هســتند کــه
هـاي  وزیکـول  هـا لیپـوزوم ). 7-9( لفی دارنـد کاربردهاي مخت

ي مرکزي حاوي آب یا  بسیار کوچکی هستند که از یک حفره
ي فسـفولیپیدي تشـکیل    محلول آبی یا یک یا چنـد دولایـه  

هـا را در خـود   تواننـد انـواع بیوملکـول    بنابراین، مـی . اند شده
هـا   لیپـوزوم . ها را افزایش دهند پایداري آنکنند و  بارگذاري

پس سـمی نیسـتند و   . شوند هاي طبیعی ساخته میلیپیداز 
مناسب  (biodegradable) پذیري ضمن داشتن زیست تخریب

از دیگـر مزایـاي    .شـوند موجب تحریک سیستم ایمنی نمـی 
 سازي کنترل پذیري، آزادتوان به ویژگی انحلالها میلیپوزوم

ــت  ــده، جه ــات آب   دار ش ــواع ترکیب ــد ان ــز و  و هدفمن گری
تحقیقـات  . تر از غشا اشاره کردنفوذ و عبور آسان دوست، آب

اکسیدانی دارند و بـا  یپیدها فعالیت آنتینشان داده که فسفول
  .کننـد این اثـر سینرژیسـتی از روغـن مـاهی محافظـت مـی      

در لیپـوزوم   3پوشانی اسـیدهاي چـرب امگـا     علاوه، درونبه 
. شـود  ها نسبت به اکسیداسیون می موجب بهبود پایداري آن

نامطلوب ناشی از ترکیبـات   با افزایش پایداري و کاهش بوي
. یابـد اکسیداسیون ثانویه، بوي روغن مـاهی بهبـود مـی   فرار 

هـا بـه بافـت هـدف،      ي رساندن لیپـوزوم  صرف نظر از نحوه
تواند در شرایط مناسب پایداري ترکیب محبـوس  لیپوزوم می

اي را بیشتر کنـد و میـزان کـافی از آن بـر     شده در داخل آن
به دلیل مزایاي بسیار، استفاده . اثربخشی وجود خواهد داشت

هـاي  مناسـب بیوملکـول   هـاي ها به عنـوان حامـل  از لیپوزوم
چنین با تأیید مزایاي اثـرات درمـانی ترکیبـات     متعدد و هم

ها  ها نسبت به مصرف شکل آزاد آنبارگذاري شده در لیپوزوم
FDA ا تأییـد کـرده   هـا ر هاي متعددي از ایـن حامـل  فراورده
   .)10-13(است 

هـا وجـود دارد،    هاي گوناگونی براي ساخت لیپوزوم روش
 ، (thin layer film hydration)پوشانی لایه نـازك  آب: مانند

تزریق اتانول، حذف مواد شوینده، روش حرارتی و تبخیر فـاز  
). 14، 15(باشـند  می  (reverse phase evaporation)معکوس
هـاي مـورد   ده نشـان داده کـه روش  هـاي انجـام ش ـ  پژوهش

هاي ها اثر چشمگیري بر ویژگیي لیپوزوم استفاده براي تهیه
پوشانی ترکیبـات زیسـت    فیزیکی مانند اندازه و کارایی درون

هـا نقـش مهمـی در    هاي فیزیکی لیپـوزوم ویژگی .فعال دارد
اي و شـارژ  ي ذره انـدازه . کنـد  هـا ایفـا مـی    تبیین کـاربرد آن 

ي  ترین عوامل دستیابی به یک فـراورده  ز مهمسطحی ذرات ا
تـوان مسـاحت   اي مـی ي ذره با کـاهش انـدازه  . پایدار هستند

سطحی ویژه را افزایش داد و به یک ترکیب زیست فعـال بـا   
  .)17، 18(مطلوب دست یافت  دسترسی زیست

هـاي  اي روشسـیون میلـه  سـونیکا هاي اکسـتروژن و  روش
 روش. هستند ها اي لیپوزومهي ذر مناسبی براي کاهش اندازه

هاي وزیکولی نسـبتاً همـوژن   ي سوسپانسیون براي تهیه اکستروژن
ــوزوم ــکلیپ ــاي ت ــداره ه ــزرگ ج ــک و ب ــدازه ي کوچ ــا ان   ي ذرات ب

 nm 50 - 25 در این روش یک پراکنـدگی رقیـق از    .رود به کار می
ــول ــداره وزیک ــاي چندج ــزرگ  ه  MLVs )Multilamellarي ب

Vesicles (فعات مکرر در دماي حـدود  به دC°10    بـالاتر از دمـاي
کربنات انتقال فاز فسفولیپید و تحت فشار پایین از منافذ غشاي پلی

ها که از این منافذ تقریباً سیلندري شکل بوده و وزیکول. شودرد می
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ها دچار کاهش انـدازه   تر هستند، هنگام عبور از آن این منافذ، بزرگ
تر از منافذ هستند، بدون تغییر از  کوچک هایی کهوزیکول. شوند می

هـاي  پراکندگی اي،سونیکاسیون میلهدر روش  .شوندآن رد می
تحت تأثیر امـواج فراصـوت پـروب قـرار      MLVsرقیق حاوي 

ي  گیرند که با اعمال فشار موضعی باعث به کاهش انـدازه می
جـداره یـا    تر تک هاي کوچکو تشکیل وزیکول MLVsذرات 

  ).19-21(شود  میچندجداره 
ــن   ــدف از ای ــه  ه ــان تهی ــق، امک ــیون تحقی  ي فرمولاس

ــانولیپوزومی  ــتفاده از دو روش  DHAو  EPAن ــا اس ــید ب  اس
هـا بـا   اي و ارزیابی ایـن روش سونیکاسیون میلهاکستروژن و 

هاي تهیـه شـده   لیپوزوم شیمیاییفیزیکیهاي ویژگیبررسی 
ــامل ــدازه   : شـ ــع انـ ــدازه، توزیـ ــین انـ  PDIاي ي ذره تعیـ

)polydispersity index( ــا ــیل زت ، (potential zeta)، پتانس
بـه منظـور   . بود پوشانی اسیدهاي چرب درون کاراییشکل و 

پوشـانی سـاختار فسـفولیپیدي تهیـه      بررسی میزان اثر درون
و محافظـت از اکسیداسـیون    DHAو   EPAشده بر پایـداري 

نویـه  حاصـل از اکسیداسـیون ثا   ها ترکیبات فرار آلدئیديِ آن
  .تعیین شد) پروپانال، پنتانال، هگزانال و هپتانال(
 ها مواد و روش 

  لیپیـــدهاي مـــورد اســـتفاده در ایـــن تحقیـــق شـــامل
ــلدي  ــفاتیدیلپالمیتوئی ــولین فس ــتئاریل، ديDPPCک -اس

آمین اتانول فسفاتیدیل لورئیلو دي DSPCکولین فسفاتیدیل
DLPE  از شرکت % 90با خلوصLipoid )هیـه شـد  ت) آلمان .

EPA  وDHA  ــوص ــا خل ، ) pH =4/7(، بافرفســفات %99ب
  Sigmaفوران از شـرکت متیلدي -5و  -2و G-50 سفادکس 

کربنـات از شـرکت   کاغذ صـافی پلـی  . خریداري شد) آمریکا(
Maidstone )پروپانال، پنتانال، هگزانال، هپتانـال،  ) انگلستان

 ،%12فلورایــد  تــري، بــرن% 99دودکــان بــا خلــوص   -ان
پنتادکانوئیک اسید و سایر مواد شیمیایی با خلوص از شرکت 

Merck )ایـن پـژوهش بـه روش اکتشـافی     . تهیه شد) آلمان
)Exploratory survey (انجام شد. 

      ي فرمولاسیون لیپوزومی  مراحل تهیه
ي هـا لیپوزوم: روش ساخت لیپوزوم و انتخاب فرمول بهینه

MLV ــاس روش آب ــر اس ــا  ب ــه ن ــامپوشــانی لای  زك بنگه

(Bangham thin-film hydration)   پس از ). 22(تهیه شدند
 DPPC و  DLPE  ،DSPCاستفاده از فسفولیپیدهاي مختلف

لیپوزومی و ارزیابی نتایج حاصـل  هاي ي فرمولاسیون در تهیه
 DPPCپوشانی، فسـفولیپید   کارایی دروناي و ي ذره از اندازه

 تهیـه  بـه منظـور  . رفـت  فرمولاسیون بهینه به کاري  در تهیه
، ابتـدا بـا   پوشانی لایه نـازك  به روش آب MLVي هالیپوزوم

و ) لیترگرم به ازاي هر میلیمیلی DPPC )7/25توزین دقیق 
کـاملاً  ) 1بـه   2نسـبت  (هاي کلروفرم و متانول افزودن حلال

بـا   evaporatorسپس حلال آلی در دستگاه روتاري . حل شد
و تحت خلأ تبخیر شد و با  C50°در دماي  rpm  150سرعت

سـاعت   2تشکیل فیلم نازك لیپیدي، تبخیر حداقل به مدت 
) mM, pH50=  4/7(پس از افزودن بافرفسـفات  . ادامه یافت

به صورت محلول اتانولی بـا غلظـت    3امگا  چرباسیدهاي و 
در دمـاي حـدود    rpm90 مشخص، هیدراتاسیون با سـرعت  

°C50 در این مرحله به منظـور  . به مدت دو ساعت انجام شد
هـاي لیپـوزومی مختلـف تهیـه شـده بـا       ارزیابی فرمولاسیون

از  آنها متعاقب عبور DPPCو   DPEA ،DSPCفسفولیپیدهاي
اي، پتانسیل زتـا  ي ذره هاي اندازه بر اساس شاخصاکسترودر 

. مقایسه شـدند  3پوشانی اسیدهاي چرب امگا  و کارایی درون
تهیـه شـده بـه روش    هـاي   لیپـوزوم هـا  از میان فرمولاسیون

بـا   EPAو  DHAپوشانی لایـه نـازك بارگـذاري شـده از      آب
با . انتخاب شد )DPPC:Omega 3 70:30مولی (نسبت ثابت 

پوشـانی، در   توجه بـه نتـایج حاصـل بـه ویـژه درصـد درون      
تهیــه  انتخــاب روش بهینــهي بعــدي تحقیــق بــراي  مرحلــه

تکـرار   9اي در ذرهي  از دو روش کـاهش انـدازه   فرمولاسیون
  . استفاده شد

هایی  براي داشتن وزیکول: ها اي لیپوزومي ذره کاهش اندازه
ــدازه  ــا انـ ــخصي ذره بـ ــتروژن و  اي مشـ از دو روش اکسـ

در روش اکسـتروژن بـه   . اي اسـتفاده شـد  سونیکاسیون میله
اي مشـخص  ي ذره هایی با انـدازه  منظور دستیابی به وزیکول

ــدود ( ــانومتر 100ح ــوزوملی) ن ــه   پ ــت و چندلای ــاي درش ه
)MLVs ( ــاوي ــترودر EPAو  DHAحـــــــ   از اکســـــــ
 )Lipex, Northern Lipids Inc مجهـــز بـــه) ، کانـــادا  
و  100کربنات داراي منافـذ  هاي غشایی از جنس پلیصافی 

پاسـکال  کیلـو  200تحت فشـار   C50°نانومتر در دماي  200
  ).19(عبور داده شد 

در کارایی امواج فراصـوت   در روش دیگر به منظور ارزیابی
 Hielscher(اي کردن ذرات لیپوزومی از سونیکاتور میلـه  ریز

UP200H, Treptow ــان ــایگزین روش  ) ، آلم ــوان ج ــه عن ب
ساخت از نظر متغیرهـاي   ابتدا روش. اکستروژن استفاده شد

ي  پـس از مرحلـه  . و دامنه بهینه شد Duty cycleزمان، دما، 
کردن  ریز) mM, pH50 =  4/7(ت با بافر فسفا هیدراتاسیون

لایه بـا   هاي تکها به لیپوزوم و تبدیل آن MLVهاي لیپوزوم
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داراي ) mm7قطـر  (اي استفاده از دسـتگاه سـونیکاتور میلـه   
 µm 210داراي حداکثر طول مـوج   KHz24 (فرکانس پایین 

کـردن   ریـز . انجـام شـد  ) W 460و حداکثر تـوان خروجـی   
اي بـا  دقیقه 2ي  چرخه 5قه، طی دقی 10ها در مدت لیپوزوم

سـپس  . انجام شد C°4دقیقه استراحت در دماي  1ي  فاصله
DHA  وEPA ــوزوم بــه ــا اضــافه شــد و درون لیپ پوشــانی  ه

توسـط روتـاري    mM 15اسیدهاي چـرب بـا غلظـت نهـایی     
صـورت   سـاعت  1بـه مـدت    C°50حدود  چرخان در دماي

ي چـرب  هاي شاهد روغن حاوي اسـیدها نمونه). 10(گرفت 
  . بود 3امگا 

سازي  هاي متعددي براي خالصروش: هالیپوزومسازي  خالص
کـردن اسـیدهاي    در این تحقیـق، جـدا  . ها وجود داردلیپوزو

از سـتون کرومـاتوگرافی حـاوي    ها چرب آزاد با عبور لیپوزوم
) cm5/1سانتیمتر و قطـر   cm20طول ( Sephadex G50ژل 

 ).23(انجام شد 
 براي زتاسایزر دستگاه) : PDI(اي ي ذره زهتعیین توزیع اندا

 پویا نور تفرق روش از نانو ابعاد در ذرات ي اندازه توزیع تعیین

 (Dynamic light scattering) حرکـت  بـه  .کنداستفاده می 

 سـوي  از نیـرو  اعمال اثر بر دیسپرسانت درون ذرات تصادفی

 بـین  .شـود می براونی گفته حرکت دیسپرسانت، هايملکول

 نشـر  ضـریب  پـارامتر  دیگـر  عبارت به یا ذرات براونی حرکت

ي  بـه وسـیله  . دارد وجـود  ايرابطـه  ذرات ي انـدازه  با انتقالی
 بـه  کـه  ذرات انـدازه  و براونـی  حرکـت  بـین  موجود ي رابطه

 و اسـت  معـروف ) 1معادلـه  (انیشـتین   -اسـتوك  ي معادلـه 
 بـه  تـوان می انتقالی نشر آوردن ضریب به دست با چنین هم

همان  .یافت دست آزمایش مورد ي نمونه ذرات ي اندازه توزیع
 ي اندازه ي محاسبه براي شود،می دیده 1ي  معادله در که طور

 دماي و ذره، ویسکوزیته انتقالی نشر ضریب هاي شاخص ذرات

 بـا  زتاسـایزر  دسـتگاه  آزمـون،  این در .است نیاز مورد مطلق

 حرکت گیري اندازه اب که انتقالی نشر ضریب پارامتر ي محاسبه

محاسـبه   را ذرات   ي اندازه توزیع شود،می ذرات حاصل براونی
  .کندمی

  )1(معادله 

D
kTHd
3

)(  

      
ثابـت  : K هیـدرودینامیکی، ي  انـدازه : H(d(در این معادله 

:  Tویسـکوزیته و  : ηي انتقـالی،   ضریب نشر ذره: Dبولتزمن، 
  ).24(دماي مطلق است 

پـس از   هـا لیپوزوماي ي ذره اي و توزیع اندازهي ذره هانداز

برابر با بافر به روش تفرق نور  10رقیق کردن نمونه به میزان 
 Zetasizerتوسط دستگاه  (Dynamic light scattering)پویا 

Nano ZS )  1000مـدلHSa  دانشـگاه علـوم   در  )، انگلسـتان
  .انجام شد پزشکی شهید بهشتی

 میـدان  کـه  زمـانی : هااي سطح لیپوزومتعیین پتانسیل زت

 ذرات شـود، مـی  اعمـال  الکترولیـت  یک سراسر در الکتریکی

 بـار مخـالف   بـا  الکتـرود  جـذب  الکترولیت درون معلق باردار
 جابجـایی  ایـن  برابـر  در نیروهـایی  زمـان،  این در .شوندمی 

 بین وقتی .کنندمی مخالفت باردار ذرات حرکت با و مقاومت

 تعادل ذرات حرکت مخالف نیروي و ذرات ییجابه جا نیروي

 الکترولیـت حرکـت   درون ثابتی سرعت با ذرات شود، برقرار

 را بـا روش  زتـا  پتانسیل ي ه انداز زتاسایزر، دستگاه. کنندمی

 تمایل. دهدالکتروفورتیک ذرات گزارش می تحرك ي محاسبه

 بـا  مسـتقیمی  رابطـه  یکدیگر دفع به داراي بار یکسان ذرات

 ناپایـداري  و پایـداري  به طـور کلـی، مـرز   . دارد زتا یلپتانس

کـرد   تعیـین  زتـا  پتانسـیل  برحسب توانمی را سوسپانسیون
)25 .(  

 هـا بـه روش  در این مطالعه، پتانسیل زتاي سطح لیپوزوم

Laser Doppler Micro-electrophoresis     توسـط دسـتگاه
Zetasizer Nano ZS در دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی 

  هــــا توســــط بــــافر فســــفاتلیپــــوزوم. انجـــام شــــد 
 )4/7  =mM, pH50(  برابر رقیق شد و ارزیـابی   10به میزان

 nmتنگسـتن   -، طول موج  هلیـوم 173°ي پراکنش  در زاویه
  . صورت گرفت C25°و دماي  633

پوشانی با  بررسی کارایی درون: پوشانی بررسی کارایی درون
کرومـاتوگرافی گـازي   چرب بـه روش  تعیین میزان اسیدهاي 

و   Folchهـاي  روشو متیلاسیون بر اساس  پس از استخراج
Metcalfe )27 ،26( گیري غلظـت فسـفولیپید طبـق    و اندازه

ي کـارایی   به منظور محاسبه. انجام شد) Stewart )28روش 
چرب به لیپید  نسبت وزنی اسید 2معادله پوشانی طبق  درون

ت وزنی اسید چرب افـزوده  محاسبه و به نسب(C) در لیپوزوم 
  . ضرب شد 100تقسیم و در عدد (C₀) شده به لیپید اولیه 

 )2(معادله 
C0 EE(%)= C×100 

 
و  DHAمقدار :  EPAو  DHAاسیدهاي چرب تعیین مقدار 

EPA    ــتگاه ــتفاده از دس ــا اس ــاز    GCب ــه آشکارس ــز ب مجه
، UNICAM 4600, SB Analytical(اي  ي شعله کننده یونیزه
از جنس سـیلیس ذوب شـده    موئینه داراي ستون) تانانگلس
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BPX-70  به طولm30   و قطر داخلـیmm25/0   و ضـخامت
mµ22/0  دماي آون در . تعیین شد دانشگاه تربیت مدرسدر

در  C°5بـا سـرعت    C  160°تا  C°50ریزي دمایی از   برنامه
. رسـید  C°200در دقیقه به  C°20دقیقه و سپس با سرعت 

دماي آشـکار   .بود psi 20 )گاز حامل هلیوم(سر ستون  فشار
پـس از   .بـود  C 250°و C°300ساز و محل تزریق به ترتیب 

استخراج اسیدهاي چرب، اسـتر متیـل اسـیدهاي چـرب بـر      
شناسـایی  . تهیـه شـد  ی بـر متـانول   فلوئـور تـري  اساس روش 

 Retention(ي زمـان بـازداري    در مقایسـه اسـیدهاي چـرب   

time ( صـورت  پنتادکانوئیـک اسـید    اخلـی با اسـتاندارد د آن
  .گرفت

بـه منظـور   : ها تعیین مقدار اسپکتروفتومتریک فسفولیپید
هاي قابل بازیافت پس از گـذر از مراحـل    تعیین درصد لیپید

ها، تهیه توسط هر دو روش اکستروژن و سونیکاسیون لیپوزوم
   .تعیین شد Stewartها بر اساس روش  مقدار فسفولیپید

 Transmission electron(رونی عبـوري  میکروسکوپ الکت

microscopy : (ي بررســــــــی شــــــــکل و انــــــــدازه  
آمیـزي منفـی   چـرب بـا رنـگ   هاي حاوي اسـیدهاي لیپوزوم 

، Ziess, EM10مـدل  (توسط میکروسکپ الکترونـی عبـوري   
پس از قـرار دادن سوسپانسـون لیپـوزومی    . انجام شد) آلمان

مش (ار کربن رقیق شده با بافر فسفات روي گرید مسی فرمو
ي  سـپس نمونـه  . درصد ثابت شـد  5/2با گلوتارآلدئید ) 200

ــتات   ــا محلـــول آبـــی یورانیـــل اسـ % 1فـــیکس شـــده بـ
شونده به گروه فسـفات   ي منفی کاتیونیِ متصل کننده تثبیت(

به ) فسفولیپیدها و داراي نفوذ بسیار کم به درون غشا دولایه
ي رنـگ   آمیزي شد و با برداشـتن اضـافه  دقیقه رنگ 2مدت 

در خاتمـه از  . توسط کاغذ صافی در دماي محیط خشک شد
آمیزي شده با میکروسـکوپ الکترونـی داراي    هاي رنگنمونه
  ).29(تصویر گرفته شد  kV  80ولتاژ

ماهیت : HS-LPMEتعیین ترکیبات فرار آلدئیدي به روش 
موجب حساسـیت ایـن اسـیدهاي     DHAو  EPA غیراشباعی

  هـاي د کـه بـا تعـداد موقعیـت    شـو  چرب به اکسیداسیون می
 bis-allylic هیدروپراکسـیدها  . ها مرتبط است موجود در آن

هستند که در  DHAو   EPAي اکسیداسیون  محصولات اولیه
ي اکسیداسیون مانند ترکیبات  مراحل بعد به ترکیبات ثانویه

 ارزیـابی اثـر فرمولاسـیون   . شـوند آلدئیدي فـرار تجزیـه مـی   
هـاي   از طریـق شـاخص   DHAو  EPA لیپوزومی بر پایـداري 

صـورت  ایـن اسـیدهاي چـرب    ي اکسیداتیو  حاصل از تجزیه
پس از اسـتخراج ترکیبـات آلدئیـدي فـرار پروپانـال،      . گرفت

ــال بــــه روش   ــال و هپتانــ ــال، هگزانــ  HS-LPMEپنتانــ
)Headspace liquid-phase microextraction ( شناســایی و

سنجی  ی گازي طیفها با دستگاه کروماتوگراف گیري آن اندازه
 7890A GC system/5975C inert MSD, Agilent(جرمی 

Technologiesدانشــگاه علــوم پزشــکی شــهید در  )، آمریکــا
ــرار از  .انجــام شــد بهشــتی اســتخراج ترکیبــات آلدئیــدي ف
در شـرایط بهینـه    3امگا  چرب اسیدهايهاي حاوي لیپوزوم

دي، مقـدار  گیـري ترکیبـات آلدئی ـ  براي انـدازه . انجام گرفت
مشخصی از سوسپانسـیون لیپـوزومی بـه ویـال اسـتخراجی      

ي بعد به آن آب مقطر اضافه شد و به  در مرحله. انتقال یافت
 rpm 70بـا سـرعت    C°40دقیقه درون حمـام آب   10مدت 

-سپس با وارد کردن سرنگ هامیلتون حاوي ان. هم زده شد

معلـق   دي متیل فوران درون ویال، قطره -5و  -2دودکان و 
ها از سطح لیپوزوم cm 1ي  حلال در نوك سوزن و در فاصله
دقیقـه   10پـس از گذشـت   . در فضاي فوقانی آن قرار گرفت

. تزریق شد GC/MSمحتویات درون سرنگ به درون دستگاه 
هـاي اسـتاندارد   منحنی کالیبراسیون بـا اسـتفاده از محلـول   

 ng/ml 200 - 02/0هـاي  فـرار در غلظـت   ترکیبات آلدئیدي
بـه اسـتاندارد   این ترکیبـات  رسم شد و نسبت سطح منحنی 

 .داخلی به عنوان سطح زیر منحنی نسبی در نظر گرفته شـد 
یـک نمونـه    ترکیبات آلدئیدي فرارپذیري، براي تعیین تکرار

سوسپانسیون لیپوزومی، در سه نوبت استخراج و به دسـتگاه  
ونـه،  دمـاي نم (سازي متغیرهاي مورد نظـر  بهینه. تزریق شد

انجـام   )کلرید سدیمزمان استخراج، سرعت هم زدن و مقدار 
، زمـان  C°50-30: و سطوح براي دماي محلول نمونه گرفت

و  rpm 1000- 400 :دقیقه، سرعت هم زدن 5-20: استخراج
). 30، 31(گرم بـه دسـت آمـد     3مقدار کلرید سدیم صفر تا 

  .نمونه ها تا زمان آزمایش در فریزر نگهداري شدند
ها از آنالیز ي آماري داده براي تجزیه: زیه و تحلیل آماريتج

ــک  ــانس ی ــه  واری ــد  ANOVAطرف ــتفاده ش ــه. اس ي  مقایس
بـا  ) LSD(دار هـاي معنـی  روش حداقل تفـاوت  ها بهمیانگین

درصـد   داريیدر سطح معن ـ SAS 9.1.3افزار  استفاده از نرم
01/0 p< انجام شد.   
 هایافته  

ژن و  ي دو روش اکســترو یســههــدف از ایــن تحقیــق، مقا
هـا بـر    اي و تعیـین اثـرات هـر یـک از آن    سونیکاسیون میله

، DPPCهاي متشـکل از فسـفولیپیدهاي   هاي  لیپوزوم ویژگی
DHA و EPA  ي  انـدازه هـاي  نتـایج آزمـایش   1جـدول  . بـود
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 ٢٢٤

اي، پتانســیل زتـــا و کـــارایی   ي ذره اي، توزیــع انـــدازه  ذره
هاي تهیـه  را در لیپوزوم 3 پوشانی اسیدهاي چرب امگا درون

  .     دهدتکرار براي هر روش نشان می 9شده با 
هاي تهیه شده بـه  لیپوزوم PDIاي و ي ذره میانگین اندازه

ــه ترتیــبهــاي اکســتروژن و سونیکاســیون میلــهروش   اي ب
ــانومتر،  ±7/99 5/3  ــانومتر،  1/90 ± 3/2  و 1/0± 04/0ن ن

به دست آمـده از دو   PDIو  ايي ذره اندازه. بود ±14/0 02/0
  ). >01/0p( داري را نشان دادروش اختلاف معنی

هـاي تهیـه شـده بـه     میانگین پتانسیل زتاي نـانولیپوزوم 
اي بــه ترتیــب  ســیون میلــههــاي اکســتروژن و ســونیکاروش

ــی -7/1±4/42 ــت و میل ــی -8/43± 4/2ول ــود و  میل ــت ب ول
  ). <01/0p( داري را نشان نداداختلاف معنی

هـاي تهیـه   در لیپوزوم EPA و DHAپوشانی  یزان درونم
اي بـه  هـاي اکسـتروژن و سونیکاسـیون میلـه    روششده بـه  

 2/13 ± 1/1درصد و  38±  7/3درصد،  8/51 ± 8/3ترتیب 
 و DHAپوشـانی   میـزان درون . درصد بـود  5/6 ± 3/1درصد، 

EPA ــوزوم ــه دو   در لیپ ــده ب ــه ش ــاي تهی ــتلاف ه روش اخ
ــدازه). <01/0p( ن دادداري را نشــا معنــی  PDIاي و ي ذره ان

اي و تهیه شده بـه دو روش سونیکاسـیون میلـه   هاي  لیپوزوم
 . ي مناسب بودند در محدوده اکستروژن

 و DHAپوشـانی شـده از    هـاي درون تصویر لیپـوزوم  1شکل 
EPA  نشـان   میکروسـکوپ الکترونـی عبـوري   ي  را به وسـیله
ترکیبـات فــرار   گرومـاتوگرام مربـوط بـه    2شـکل  . دهـد  مـی 

میزان هر یـک از ترکیبـات   . است GC/MSشناسایی شده با 
هـاي  لیپـوزوم هـاي  از نمونـه اسـتخراج شـده   آلدئیـدي فـرار   

آورده شـده   2در جدول  EPA و DHAپوشانی شده از  درون
ي مقادیر آلدئیدهاي فرار شناسایی شـده در دو   مقایسه. است

نــال اخــتلاف روش نشــان داد کــه پروپانــال، هگزانــال و پنتا
، در حالی که آلدئید هپتانـال  ) <01/0p(داري نداشتند معنی

در این تحقیق، پروپانال ).  >01/0p(دار داشت  اختلاف معنی
در میــان ترکیبــات حاصــل از اکسیداســیون ثانویــه ترکیــب 

در مقـادیر   GC/MSآلدئیدي اصلی شناسایی شده بـه روش  
g/kgµ 5/0±5/96   تاg/kgµ 06/0±136 میزان پنتانال، . بود

هــاي تهیــه شــده بــه روش لیپــوزوم هگزانــال و هپتانــال در
 g/kgµ 8/1  ±3/9 ،g/kgµ 6/1±9/10اکستروژن بـه ترتیـب   

تهیــه شــده بــه روش  هــايو در لیپــوزوم g/kgµ 7/0±3/4و 
ــه  ــیون میلـ ــب  سونیکاسـ ــه ترتیـ   ،g/kgµ 2/1 ±2/9اي بـ

 g/kgµ 0/1±7/9  وg/kgµ 6/0±6/3 میــزان میــانگین .بــود 
هـاي  در نمونـه ترکیبات فرار آلدئیدي شناسایی شده مجموع 

اي کمتـر از  سیون میلـه تهیه شده به روش سونیکا لیپوزومی
  .هاي تهیه شده به روش اکستروژن بودنمونه

  
هاي تهیه شده به نانولیپوزوم DHA و EPAپوشانی اي، پتانسیل زتا و کارایی دروني ذره اي، توزیع اندازهي ذره اندازه. 1جدول 

  )میانگین ± SDو  n=9(هاي مختلف  روش
  ايي ذره اندازه  روش تهیه لیپوزوم ها

(nm)  
  پتانسیل زتا  ايي ذره توزیع اندازه

(mV)  
پوشانی  کارایی درون

DHA (%)  
  پوشانی کارایی درون

EPA (%)  
  a5/3  ±7/99  b04/0  ±10/0  a7/1  ±4/42-  b1/1  ±2/13  b3/1  ±5/6  اکستروژن

  b3/2  ±1/90  b02/0  ±14/0  a4/2  ±8/43-  a2/5  ±9/56  a8/1  ±6/38  ايسونیکاسیون میله
  )>01/0p(دار آماري است حروف متفاوت در یک ستون به معنی تفاوت معنی

  
 هاي مختلفهاي تهیه شده به روشاز نانولیپوزوم /GC-MS HS-LPME ترکیبات آلدئیدي فرار شناسایی شده به روش. 2جدول 

)9=n  وSD ± g/kgµ(  
  مجموع ترکیبات آلدئیدي فرار  هپتانال  هگزانال  پنتانال  پروپانال  روش تهیه لیپوزوم ها

 b4/4  ±7/83  a8/1  ±3/9  a6/1  ±9/10  b7/0  ±3/4  b9/6  ±3/107  اکستروژن

  ايسونیکاسیون میله
  )3روغن حاوي اسیدهاي چرب امگا (شاهد 

c1/1  ±1/81  
a2/2  ± 5/189  

a2/1  ±2/9  
b2/3  ± 8/10  

b0/1  ±7/9  
c5/0  ± 6/4  

c6/0  ±6/3  
a2/0  ± 4/5  

c2/2  ±6/103  
a9/2 ±2/223 

  )>01/0p(دار آماري است حروف متفاوت در یک ستون به معنی تفاوت معنی
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 )b(اي و سونیکاسیون میله) a(هاي اکستروژن روش تهیه شده بههاي نانولیپوزم TEMتصاویر  .1شکل 

  )×80000مایی بزرگن(
  
  
  

 
  ايتهبه شده به روش سونیکاسیون میله مینانولیپوزفرمولاسیون ترکیبات فرار  GC-MS گروماتوگرام. 2شکل 

  :25/8RTهپتانال . 4/5RT:  ،5هگزانال . 55/3RT:   ،4استاندارد داخلی . 25/2RT: ، 3پنتانال . 25/2RT:   ،2پروپانال . 1 
 
  
 بحث 

بر  DPPCهاي در نانولیپوزوم EPA و DHAدر این تحقیق 
دهد که تحقیقات نشان می. اساس روش فیلم نازك تهیه شد

پوشـانیِ   سونیکاسیون در عـین سـادگی، میـزان درون     روش
 ).32(قابل قبولی دارد 

هاي  لیپوزوم ايي ذره نتایج این تحقیق نشان داد که اندازه 
و داراي  نـانومتر  90حدود اي سیون میلهسونیکا تهیه شده با

PDI  مناسب  ايي ذره اندازهي   دهندهبود که نشان 1/0حدود
در ســال  Rastiو بــا نتــایج  و یکنــواختی توزیــع ذرات اســت

  ).15(مطابقت دارد  2012
اي ي ذره توزیـع انـدازه  اي و ي ذره ي اندازه دربارهها بررسی
اي ي ذره هـا داراي انـدازه  دهد که بهتـرین لیپـوزوم  نشان می

ــر  ــانومتر و  200از کمت ــدوده PDIن ــتند 1/0ي  در مح . هس
هاي حاصل از امواج فراصـوت کـاهش   لیپوزوم ايي ذره اندازه

ــه روش اکســتروژن داشــت معنــی ــابراین، . داري نســبت ب بن
تهیه شده به هـر دو روش  هاي  لیپوزوم PDIاي و ي ذره اندازه

هاي انجام شـده نشـان   پژوهش. ي مناسب بودند در محدوده
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 ٢٢٦

ها اثـر  هاي مورد استفاده براي تهیه لیپوزومد که روشدهمی
هـاي فیزیکـی ماننـد انـدازه و کـارایی      چشمگیري بر ویژگـی 

ــال دارد  درون ــات زیســت فع ــر از . پوشــانی ترکیب یکــی دیگ
هـا پتانسـیل زتـا اسـت کـه      هاي فیزیکی مهم لیپوزوم ویژگی

کنـد،  بینـی مـی   عملکرد لیپوزوم را در شرایط بیولوژیک پیش
ها است و شاخصی براي پایداري یانگر بار سطحی وزیکولنما

 کـه  ذراتـی  ).17، 18، 32-34(ي کلوئیدي است  یک سامانه

ــاي آن پتانســیل ــا از زت ــی 30 ه ــت میل ــا بیشــتر ول   از ی
 ازیکـی  . هسـتند  پایـداري  داراي باشد، کمتر ولت میلی -30 

فسـفولیپید   ي لایـه  در اسـیدهاي چـرب   هاي کلیـدي ویژگی
 اسـید چـرب   وقتـی میـزان  . اسـت  سطحی زاسیونیونیغشاء 

اسـت کـه    آن آزادشـکل  در  pH~ 4/7 اسـت، در  بسیار کـم 
). اسـت منفی بار آن ( یونیزه شده است کامل طور به احتمالاً
 کربوکسـیل گـروه   فسفولیپید از طریق یون فسفات باارتباط 

اسـید چـرب    کربوکسـیل  pKa افزایش مجاور آن است که به
  ســــیل زتــــاي کمتــــر از  پتان. شــــود مــــی منجــــر

ي یک  ولت نمایانگر پایداري الکترواستاتیک بهینه میلی -30 
زیرا بـا ایجـاد دافعـه میـان ذرات بـاردار       . سوسپانسیون است
یابـد   ها به تجمع یا چسـبیدن کـاهش مـی    تمایل طبیعی آن

  ي حاضــر، میــانگین پتانســیل زتــا حــدود  در مطالعــه ).35(
داري را بـین دو روش  بـود و اخـتلاف معنـی    ولتمیلی -43 

در  Jenapاین نتایج با تحقیق انجام شده توسـط  . نشان نداد
  .همسویی دارد 2012سال 

Hamilton ــال ــال  Habib، 1999 در سـ و  2012در سـ
Schwenk  هاي خود نشـان دادنـد    در پژوهش 2012در سال
آزاد نسـبت   EPA و DHAمربوط بـه   pKaتر بودن که  پایین

شـکل  %  50جـب پروتـونیزه شـدن   محـیط اطـراف مو   pHبه 
در نتیجه، بـه راحتـی و بـدون وجـود     . شود غیریونیزه آن می

ي لیپیـدي   هاي الکتروشیمیایی درون غشـاي دولایـه  ممانعت
تحرك داشته و در صورت از دسـت دادن یـون هیـدروژن از    

این جابه جایی به غلظت اسیدهاي چـرب  . شوندغشا جدا می
نتایج پتانسیل زتاي به دسـت   ارتباط دارد و با pHو تغییرات 

  ).36-38(آمده در این تحقیق همسویی دارد 
موجـود در لیپـوزوم    DHAدر روش سونیکاسیون، مقـدار   

حـالی کـه پـس از     در. میزان اولیه به دست آمد%  57حدود 
کـاهش  %  13عبور از غشاي اکسترودر، این مقدار بـه حـدود   

ن باعث کاهش دهد که فرایند اکستروژ می نتایج نشان. یافت
تواند بـه دلیـل   بخشی از آن می. شود پوشانی می شدید درون

ها براي عبور خروج اسیدهاي چرب حین تغییر شکل لیپوزوم

 3 امگا چرباسیدهاي بارگذاري نامناسب . از منافذ غشا باشد
 هاي تهیه شـده بـا وجـود اسـتفاده از فسـفولیپید     در لیپوزوم

را طـی فراینـد سـاخت     هـا  رفـتن آن  دست یکسان مسئله از
 70:30با توجه به ثابت بودن نسـبت مـولی   . سازدمطرح می

 50و غلظـت نهـایی     DPPC: n-3 FAsترکیب فرمولاسـیون 
اي به عنوان جایگزینی براي مول، کارایی سونیکاتور میلهمیلی

 به طـور  3امگا  چرباسیدهاي روش اکستروژن در بارگذاري 
دهد که ها نشان میگزارش).  >01/0p( داري بیشتر بودمعنی
ي  لایـه  در غشـاي دو  دوسـت  پوشانی ترکیبات چربـی  درون

ي  دهنـده  هاي تشـکیل تا حد زیادي به نوع لیپید ها لیپوزوم
انتخـاب  . ها بسـتگی دارد  سازي آن هاي آمادهلیپوزوم و روش

ترکیب لیپیدي براي ساخت هر لیپوزوم باید با ترکیب حامل 
هـاي موجـود، میـزان    گـزارش  طبق. دنظر متناسب باش مورد

ي بلند، بسیار کم و در حـد   انحلال اسیدهاي چرب با زنجیره
مول است و بارگذاري ترکیبات با ماهیت هیدروفوبیک  10-10

هـاي   در غشاي لیپوزوم با توجه به شکل EPA و DHAمانند 
بالاتر بودن درصـد   .گیرد می ها صورت  یونیزه و غیریونیزه آن

در  Arasekiگـزارش  بـا   EPA نسبت به DHA پوشانی درون
  ).39-41(مطابقت دارد  2006در سال  Onukiو  2002سال 

مطالعات میکروسکپ الکترونی عبـوري بـا قـدرت تفکیـک     
را تهیه شده به هر دو روش  هاينانولیپوزومبسیار بالا، شکل 

اي مناسـب و  توزیـع ذره . نشـان داد کروي، منظم و همـوژن  
پراکندگی نور بـود  گیري به روش ر اندازهتأکیدي بیکنواخت 

  ).42(است  2011در سال  Bibiکه مشابه نتایج 

نســبت بــه اکسیداســیون  EPA و DHA اســیدهاي چــرب
بســیار حســاس هســتند و طــی فــراوري بــه دلیــل ماهیــت  

این اسـیدهاي چـرب   . شوندغیراشباعی متحمل تغییراتی می
درجه حـرارت   ها و با قرار گرفتن در معرض نور، پرواکسیدان

شوند و محصولات اکسیداتیو اولیـه   بالا به سرعت اکسیده می
ــی  ــه وجــود م ــد ب ــه . آین ــی از تجزی ــرات حســی ناش ي  تغیی

ها، هاي ثانویه مثل آلدئیدها، کتنهیدروپراکسیدها به فراورده
ي غیراشباعی اسیدهاي  اسیدها و الکل با طول زنجیر و درجه

ي  بـات، حـد آسـتانه   برخی از این ترکی. چرب متناسب است
بویایی بسیار پایینی دارند و بنابراین، با غلظت بسیار کـم بـر   

طعــم و بــوي گذارنــد و منجــر بــه  کیفیــت حســی اثــر مــی
، میزان ترکیبات آلدئیـدي فـرار در   )43(شوند  ناخوشایند می

ي شاهد تأکیدي بـر حساسـیت بـالقوه ایـن اسـیدهاي       نمونه
ــی و اثربخشــی درون     پوشــانی  چــرب بــه شــرایط محیط

ــداري اکســیداتیو  ــانولیپوزومی در پای . اســت EPA و DHAن
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 ،1997-8هـاي   طـی سـال   Naraمطالعات انجام شده توسط 
Khan  2000در سال ،Cansell  2001در سال ،Moussaoui 

در ســال  Rastiو  2005 در ســال Lyberg، 2002 در ســال
ــفولیپیدها و درون   2012 ــه فس ــان داده ک ــانی بــا  نش   پوش

ها موجب افزایش پایداري اکسیداتیو اسیدهاي چرب پوزوملی 
هاي تحقیق حاضر مشابهت دارند شوند که با یافتهمی 3امگا 

)47-44 ،15 ،12 ،11 .(  
فسفولیپیدها از ترکیبات مهم غشاهاي بیولوژیکی هسـتند،  

ي آسیمتریک هیدروکربنی دارند که یکی اشـباع و   دو زنجیره
ي سـیس غیـر اشـباع     وند دوگانهدیگري داراي یک یا چند پی

ــت ــره. اس ــباع   زنجی ــر اش ــدروکربن غی  EPA و DHAي هی
ي سـیس دارد کـه از    خمیدگی بارزي در محل پیوند دوگانـه 

هاي هیدروکربنی گیري منظم زنجیرهمجاورت فشرده و جهت
کند و در نتیجه، موجـب افـزایش    فسفولیپیدها جلوگیري می

  دیکــال اکســیژنرا. شــود ســیالیت غشــاهاي بیولوژیــک مــی
ي  ي ســیسِ زنجیــره توانــد بــه ســادگی پیونــد دوگانــهمــی 

ــالاترین میــزان ). 48(غیراشــباع را اکســید کنــد  ترکیبــات ب
مربـوط بـه    هـا نـانولیپوزوم آلدئیدي فرار شناسـایی شـده در   
 3امگـا  ي اسـیدهاي چـرب    پروپانال به عنوان شاخص تجزیه

ین شده بسیار ي تعی میزان آن در مقایسه با حد آستانه. است
در   Segaناچیز است و با نتایج تحقیقات انجام شـده توسـط  

   .)44، 49(همسویی دارد  2011سال 
دهـد  هاي حاصل از این تحقیق نشان میدر مجموع، یافته 

هاي از قبل تهیه اي براي لیپوزومکه روش سونیکاسیون میله

در غشـاي   EPAو DHA پوشانی قابل توجه  شده باعث درون
 زیـرا  شـود  لیپوزومی در مقایسه بـا روش اکسـتروژن مـی   نانو

در لیپوزوم علاوه بر این کـه   EPAو  DHAي  بارگذاري بهینه
هاي فیزیکی شیمیایی این ترکیبـات بسـتگی دارد،    به ویژگی

بلکه ترکیب غشاي دولایه و روش ساخت آن از عوامل مؤثر و 
در  EPAو  DHAپوشـانی تــوأم   بنــابراین، درون. مهـم اسـت  

هاي از قبـل تهیـه شـده بـه روش سونیکاسـیون      انولیپوزومن
تواند یک حامل مناسب با کـارایی  میعلاوه براین که اي  میله

را فراهم نماید، روشی مناسبی  هاي بیشتر لازم جهت بررسی
ــانی  ــراي درون پوش ــایر ب ــال س ــت فع ــات زیس ــه ترکیب   ارائ

  . نمایدمی 
 سپاسگزاري

اي تخصصی تکنولوژي ي دکتر ي حاضر حاصل رساله مقاله
ي کشـاورزي دانشـگاه تربیـت     مواد غذایی مصـوب دانشـکده  

ایـن مطالعـه بـا    . شـود  مدرس است که از حامیان تشکر مـی 
در تـأمین   دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشـتی حمایت مالی 

 6202ي ها در قالب طرح تحقیقـاتی شـماره  بخشی از هزینه
و همکـاري   شورک اي و صنایع غذاییتغذیهانستیتو تحقیقات 

معاونـت علمـی و فنـاوري     ي توسعه فنـاوري نـانو   ستاد ویژه
 و محتـرم ریاسـت  چنـین از   هـم . انجام شد ریاست جمهوري
بـه   ي آنهاي داروسازي به ویژه آزمایشگاه کارکنان دانشکده

  .شود خاطر همکاري در اجراي این تحقیق سپاسگزاري می
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Background and objective: Available evidence indicates that ther is an inverse relationship between the 
consumption of omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA)  and risk of cardiovascular disease (CVD).  
Based on this, dietary supplementation with eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid is 
recommended as a preventive measure for CVD. Liposomal nanocarriers can increase stability and 
improve bioavailability of omega-3 polyunsaturaed fatty acids (PUFAs). Therefore, this study was 
initiated to prepare and characterize co-encapsulated liposomes containing DHA and EPA by extrusion 
and probe sonication. 

Materials and Methods: After preparing empty liposomes ( that is, with no di-palmitoyl phosphatidyl 
choline (DPPC)) using the thin-layer filmt technique, DHA and EPA were encapsulated by extrusion and 
probe sonication. The physicochemical characteristics of the optimized liposomes (DHA/EPA), such as 
particle size, zeta potential, encapsulation efficiency, and volatile aldehyde compounds, were then 
determined. 

Results: The results indicated that, despite similarities in the average particle size, particle size 
distribution and the zeta potential in nanolysosomes produced by the two methods, the encapsulation 
efficiency for DHA and EPA of the probe sonicated liposomes was significantly higher than that of the 
extruded liposomes (p < 0.01). Transmission electron microscopy images of both liposomes showed that 
they were both spherical in shape and maintained high structural integrity. The sonicated liposomes 
showed a narrow size distribution with an average diameter of 90.1 ± (2.3) nm and a  zeta potential of -
43.8 ± (2.4) mV, the encapsulation efficiency for DHA and EPA being 56.9 ± 5.2% and 38.6 ± 1.8%, 
respectively. Propanal, an indicator of secondry oxidation of omega-3 fatty acids, was the major volatile 
aldehyde product formed in nanoliposomes prepared with both methods.  
Conclusion: It can be concluded that probe ultrasound of pre-formed nanoliposomes facilitates more 
effective encapsulation of DHA and EPA into the nanoliposomal membrane, as compared with the 
extrusion method. Optimum loading of DHA and EPA is not solely dependent on their physiochemical 
properties; other important contributing factors are bilayer composition and method of preparation. Co-
encapsulated DHA/EPA in pre-formed liposomes, presented a promising formulation capable of effective 
reversal of bioactive resistance. 
 

Keywords: Nanoliposome, Eicosapentaenoic acid, Docosahexaenoic acid, Extrusion, Probe sonication 
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