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 چکیده

به ویژه هاي مختلف پیشگیرانه و درمانی در بیماري داراي اثرات )DHA(و دوکوزاهگزاانوئیک اسید ) EPA(ایکوزاپنتاانوئیک اسید  :سابقه و هدف
تحقیق هاي حامل ترکیبات زیست فعال، ها به عنوان سامانهکاربرد نانولیپوزومبا در نظر گرفتن مزایاي  .هاي عروقی قلب و التهابی هستندبیماري

  .انجام گرفت EPAو  DHAبارگذاري شده با  Eویتامین  حاوينانولیپوزومی  هاي فرمولاسیون پایداري فیزیکیو ارزیابی  هیهحاضر با هدف ت
با روش اصلاح یافته فیلم نازك لیپیدي و امواج  )DPPC(هاي خالی بر پایه دي پالمیتوئیل فسفاتیدیل کولین نانولیپوزوم :هامواد و روش

به برخی  Eبه منظور بهبود پایداري ویتامین . انجام شد C°50با انکوباسیون در دماي حدود  EPA و DHA فراصوت تهیه، سپس بارگذاري
از طریق ارزیابی  آنها هايو متیل و پروپیل پارابن بر ویژگی Eویتامین بر اساس ترکیبات  هااي فرمولاسیونمطالعه مقایسه. ها اضافه شدفرمول

 EPA و  DHAو محاسبه درصد کارایی درون پوشانی (DSC)، کالریمتري روبشی تفاضلی (TEM)با زتاسایزر، میکروسکوپ الکترونی روبشی 
هاي نگهداري ررسی پایداري فیزیکی با ارزیابی تغییرات کارایی درون پوشانی، اندازه ذرات، توزیع اندازه ذرات و شکل وزیکولب. صورت گرفت
  .انجام شد С°40و  30، 4دماهاي  ماه در 3شده به مدت 

انجام شد و فرمولاسیون  Eویتامین در فرمولاسیون هاي بر پایه  EPA و  DHAآمیزي بارگذاري موفقیتنشان داد که به طور ها یافته :هایافته
و توزیع اندازه ذرات ) نانومتر 82±8/0(، داراي اندازه ذرات )درصد 96/81±4/1درصد و  1/89±6/0(داراي کارایی درون پوشانی بالا  بهینه

ادغام   EPA و  DHAنانولیپوزومی حاملهاي ارزیابی پایداري فیزیکی فرمولاسیون نتایج آزمون). ≥01/0P(مناسب دربرداشتند ) 02/0±13/0(
به  Eویتامین بر پایه  3امگا  هاي حاملنانولیپوزوم ارزیابی. مناسب بود C 4°ماه در دماي  3پس از نگهداري به مدت  Eشده با ویتامین 

  .را در غشاء دولایه لیپیدي تایید کردند EPA و  DHAنتشار و ا پدیده برهمکنش TEMو   DSCوسیله
در فرمولاسیون نانولیپوزومی اثرات محافظتی و پایدارکننده  Eهاي حاصل از این تحقیق نشان داد که ادغام ویتامین یافته :گیري نتیجه

ترکیبات محافظ  به افزودن . بارگذاري شده در غشاء دو لایه لیپیدي و پایداري فیزیکی آن در برداشته است EPA و  DHAچشمگیري بر میزان
  .نسبت به فرمول شاهد نگردید EPAو  DHAهاي فیزیکی فرمولاسیون لیپوزومی حاوي موجب پایداري بیشتر ویژگی Eهمراه ویتامین 
  Eویتامین  ،پایداري فیزیکیلیپوزوم، ، DHA، EPA :واژگان کلیدي

  مقدمه 
شـامل دوکوزاهگزاانوئیـک اسـید،     3اسیدهاي چرب امگـا  

اي از ترکیبـات  ایکوزاپنتاانوئیک اسید و لینولنیک اسید دسـته 
هـاي   زیست فعال هستند که در پیشـگیري و درمـان بیمـاري   

این اسیدهاي چرب . اي برخوردارندعروقی قلب از اهمیت ویژه
قـادر بــه مهــار تعــدادي از عوامـل التهــابی مربــوط بــه تولیــد   

. باشـند ها میئینها و لکوترایکوزانوئیدها مشابه پروستاگلندین

DHA  وEPA   از اسیدهاي چرب غیر اشباعی با چندین پیونـد
هـاي آن  مهم موجود در روغن ماهی و مکمل n-3دوگانه گروه 

   ).1-2(هستند 
 DHA  وEPA   نسبت به اکسایش حساس بوده و در طـی

فراوري عملکـرد آنهـا بـه دلیـل ماهیـت غیراشـباعی متحمـل        
بسـیاري از ایـن ترکیبـات     .شودتغییراتی غیرقابل برگشت می
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ترکیبـات ضـد اکسـایش    . عامل طعم نا مطلوب و فساد هستند
ــامین  ــل ویت ــی از قبی ــول در چرب ــوبی Eمحل ــون، ی ــا، کین ه

رتینوئیـدها، کاروتنوئیـدها، فلاونوئیـدهاي محلـول در چربـی،      
هاي سویا و ترکیبات ضد اکسایش سنتتیک محلـول  ایزوفلاون

توان به منظور جلوگیري را می TBHQو  BHTدر چربی مانند 
هـاي انتقـال اسـیدهاي    هاي آزاد در سـامانه از تشکیل رادیکال

و   Eالبتـه امـروزه کـاربرد ویتـامین    . به کـار بـرد   3چرب امگا 
مشتقات آن بـه دلیـل خـواص فیزیکوشـیمیایی، بیولوژیـک و      
داشتن مزایاي متعدد از جمله زیست سازگاري، بهبود قابلیـت  

پوشانی، افزایش گریز، افزایش میزان درونآبانحلال ترکیبات 
هاي زیسـت دارویـی ماننـد نیمـه عمـر و بهبـود       بهبود ویژگی

شاخص فعالیت ضد سرطانی ترکیبـات دارویـی حـائز اهمیـت     
از  .سلامت آن را تایید کـرده اسـت   FDAاست، ضمن این که 

هاي مختلف نیز مانند مشتقات اسید سوربیک، اسید نگهدارنده
اسید پروپیونیک، اتیلن دي امین تترا استیک اسید و بنزوئیک، 

هـاي  متیل، اتیل و پروپیل پارابن یا ترکیبی در تهیـه فـرآورده  
خواراکی و دارویی به منظور محافظت فرمولاسـیون در مقابـل   

  ).3-4(شود ها استفاده میرشد ریززنده
هاي انجام شده در زمینه اثـر درون پوشـانی   نتایج پژوهش

کـه درون پوشـانی در    دهنـد زیست فعال نشـان مـی  ترکیبات 
تواند منجر به کاهش سرعت اکسایش مقیاس میکرو گرچه می

شوند، با این وجـود بـه دلیـل متغیرهـاي مختلـف موجـود در       
هاي ناهمگن مانند نوع مـاتریکس، ترکیبـات لیپیـدي و    سامانه

بینی پایش کامل سرعت اکسـایش مشـکل   روش فراوري پیش
 مـواد ضداکسـایش  و براي محافظـت کامـل از    رسدبه نظر می

شود، از سوي دیگر میزان ترکیبـات زیسـت فعـال    استفاده می
در تحقیقات انجـام  . باشدنسبت به مواد پوشش دهنده کم می

درصـد   30-40هـا در حـدود   شده کارایی درون پوشانی روغن
ها یکنواخت بوده اما نحوه توزیع این ترکیبات در میکروکپسول

درون پوشــانی ایــن  بــا اســتفاده از کپســول یــا. ســتنبــوده ا
توان سـدي را در ممانعـت از واکـنش ایـن     اسیدهاي چرب می

در طراحـی کپسـول   ). 5(ترکیبات با عوامل کاهنده ایجاد کرد 
هایی را براي شناخت سلول هدف و پایداري در برابر باید مکان
 دستگاه گوارش با افزودن ترکیبـات شـیمیایی یـا    pHتغییرات 

کـارایی درون  . هاي محافظـت کننـده فـراهم نمـود    سایر گروه
زمـان نگهـداري میکـرو کپسـول حـاوي       پوشانی و پایداري در

هاي مناسب از نکات مورد توجه در توسعه سامانه 3روغن امگا 
  ). 6-7(درون پوشانی است 

نانوفناوري داراي ظرفیت بالقوه بـالایی در فنـاوري و علـم    
لیپوزوم هـا متشـکل از لیپیـدهاي قطبـی در      .موادغذایی است

نانومتر تا چند صد میکرومتر هستند و قادرند طیفی  20اندازه 
-لیپوزوم. وسیع از ترکیبات فراسودمند را درون پوشانی نمایند

ها با وجود زیست سازگاري توام با ماهیـت دوگانـه دوسـتی و    
ب اندازه کوچکتر به عنوان سـامانه هـاي انتقـال بسـیار مناس ـ    

از مزایاي متعدد لیپوزوم هـا  . باشندترکیبات مختلف مطرح می
توان به قابلیـت احتبـاس مقـادیر زیـاد ترکیبـات دارویـی،       می

افزایش فراهمـی ترکیبـات در سـلول، بافـت یـا انـدام خـاص،        
ماهیت دوگانه دوستی توام با زیست سازگاري، دارا بودن شارژ 

بزرگ با کـارایی  سطحی مثبت یا منفی، لیپوزوم هاي تک لایه 
هاي ساخت ساده و پایداري مناسب در درون پوشانی بالا، روش

طــول زمــان و پایــداري ترکیبــات محلــول در آب در شــرایط  
تحقیقـات نقـش مـوثر ایجـاد     ). 8(فعالیت آبی بالا اشاره کـرد  

 DHAبــراي  DPPCپایـداري غشـاء فســفولیپیدي متشـکل از    
ــدي از    ــاهی داراي درص ــن م ــالص و روغ در  EPA و DHAخ

توانـد  دهد، این ویژگـی مـی  مقابل عوامل اکساینده را نشان می
باشد  DHA هايي چیدمان اتممربوط به نقش لیپوزوم و نحوه

تحقیقات اخیـر انجـام شـده توسـط کـالریمتري روبشـی       ). 9(
را بـر   3امگـا  چرب اسیدهاي تفاضلی تأثیر جذب و برهمکنش

پایــداري ). 10(نشــان داده اســت  غشــاهاي دو لایــه لیپیــدي
یکی از نکات مورد توجـه  هاي انتقال لیپوزومی فیزیکی سامانه

داري و یعنی فراوري، نگهدر تمامی مراحل تولید و مصرف آنها 
پایداري لیپوزوم بـه عوامـل متعـددي     .)11( ها استانتقال آن

نظیر خواص ترکیـب دارویـی، انـدازه دارو و لیپـوزوم، یکسـان      
پایـداري  . بستگی دارد PHبودن لیپید و نوع آن، روش تهیه و 

ها با دو شاخص مهم مشـتمل بـر تغییـرات در    فیزیکی لیپوزوم
میانگین اندازه ذرات و توزیع بـه دلیـل تجمـع و همجوشـی و     

درون پوشانی ترکیب اصلی ناشی از نشت ارتباط کاهش میزان 
  ).12(دارد 

در برابـر   3با توجه به حساس بودن اسیدهاي چـرب امگـا   
شرایط محیطی، مطالعه قبلی ما مبتنـی بـر ارائـه روش تهیـه     
لیپوزوم از پیش ساخته شده و بارگذاري این اسـیدهاي چـرب   

ه دلیـل  ب). 13(هاي مناسب بود توام در فرمولاسیونی با ویژگی
و خصیصـه غیـر     Eویتـامین  نقـش و ماهیـت چربـی دوسـتی    

در راستاي ارائه فرمولاسیون لیپـوزومی   EPAو  DHAاشباعی 
یرخــی  ارزیــابیپایــدار، هــدف نخســت ایــن مطالعــه تهیــه و 

به عنوان حامـل   DPPCهاي متشکل از نانولیپوزوم هاي ویژگی
DHA  وEPA  ویتـامین  همراه با افزودنE مـواد نگهدارنـده   و 
  فیزیکـــی پایـــداريبررســـی و مقایســـه ســـپس بـــه . بـــود

هاي نانولیپوزومی مختلف نگهداري شده در دما و فرمولاسیون 
]   .بازه زمانی مشخص پرداخته شد
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  ها مواد و روش  
 90بـا خلـوص بـالاي     DPPCدر این تحقیق از فسفولیپید 

ــد  ــد  )Lipoid KG, Germany(درصــ ــتفاده شــ  ،اســ
بیش  با خلوص و دکوزاهگزاانوئیک اسید ایکوزاپنتاانوئیک اسید

، 96% با خلـوص  )توکوفرول-E )-DLαدرصد، ویتامین  99از 
-متیـل دي 5و  2و G-50 ، سـفادکس  ) :4/7pH(بافرفسـفات  

 (Sigma, St. Louis, MO, USA)فـوران از کمپـانی سـیگما    
ــدند  ــداري ش ــی  . خری ــافی پل ــذ ص ــانی  کاغ ــات از کمپ کربن
(Millipore, UK) تـري متیل و پروپیل پارابن، برن. تهیه شد-

، پنتادکاانوئیک اسید و  (Boron trifluoride)درصد 12فلوراید 
سایر مواد شـیمیایی بـه کـار رفتـه داراي خلـوص بـالا بودنـد        

.(Merck, Darmstadt, Germany)   ــه روش ــژوهش ب ــن پ ای
  . انجام شد) Experimental survey(تجربی 

ي خـالی چنـد   هابه طور کلی لیپوزوم :ت لیپوزومروش ساخ
با استفاده از یـک   (Multilamellar Vesicles: MLVs)اي لایه

  روش آبفسفولیپید زویتریونیک با اعمال اصلاحاتی جزئی در 

-Bangham thin) ارائه شده توسط بنگهـام   پوشانی لایه نازك

film hydration method)  به وسیله سـونیکاتور   تهیه و سپس
 Single Unilamellar)اي هـاي تـک لایـه   اي نانو لیپوزوممیله

Vesicles: SUVs) ویتامین  ).13( تهیه شدندE    5بـه نسـبت 
و مـواد نگهدارنـده متیـل پـارابن و پروپیـل      ) 14(درصد وزنی 

 02/0 و حجمـی  -وزنـی  درصـد  2/0 حدود در ترتیب پارابن به
بـه اختصـار در تهیـه     ).15(رفتند به کار  حجمی -وزنی درصد

 25، ابتـدا  پوشانی لایه نـازك   روش آببه  MLVsي هالیپوزوم
بـا  (هـاي کلروفـرم و متـانول    با افزودن حلال DPPCگرم میلی

کاملاً حل شد و سپس حلال آلـی در دسـتگاه   ) 1به  2نسبت 
  در دمـــاي rpm  150تبخیرکننـــده چرخـــان بـــا ســـرعت

 °C50  گردیـد و بـا تشـکیل فـیلم نـازك      و تحت خلاء تبخیر
کـاهش   .ساعت ادامـه یافـت   2لیپیدي، تبخیر حداقل به مدت 

  ايبـــــا دســــتگاه ســـــونیکاتور میلـــــه  MLVsانــــدازه  
Hielscher UP200H, Treptow,Germany)    داراي فرکـانس

و تـوان خروجـی    µm 210، بیشینه دامنه موج KHz 24ثابت 
W 600 هـاي یپـوزوم کـردن ل   به طور خلاصـه ریـز  . انجام شد 

متر در عمق میلی 7با قرار دادن میله با قطر  DPPCمتشکل از 
لیتـر  میلـی  5اي حـاوي  متـري ویـال شیشـه   سانتی 5/1حدود 

اي با فاصله دقیقه 2سیکل  5دقیقه، طی  10لیپوزوم در مدت 
سـپس بـا    .انجـام گرفـت   C°50دقیقه استراحت در دمـاي   5

 چـرب  اسـیدهاي و ) mM, PH20=  4/7(افزودن بافر فسـفات  
بــه صــورت محلــول اتــانولی داراي غلظــت مشــخص،  3 امگــا

به مدت حـدود   C50°در دماي  rpm40 انکوباسیون با سرعت 

. دو ساعت در دماي بالاتر از دمـاي انتقـال فـاز انجـام گرفـت     
  خـــالص ســـازي بـــر اســـاس کرومـــاتوگرافی طـــرد انـــدازه

 (Size exclusion chromatography: SEC)  انجام شد، به این
اســیدهاي چــرب محصــور شــده از آزاد بــا عبــور ترتیــب کــه 

از سـتون کرومـاتوگرافی حـاوي ژل    سوسپانسیون لیپوزوم هـا  
Sephadex G50 )  سـانتیمتر  5/1سـانتیمتر و قطـر    20طـول (

حامـل   SUVs هـاي   بـه ایـن ترتیـب لیپـوزوم     ).16(انجام شد 
DHA  وEPA   ت نهـایی  بـا غلظ ـ  70: 20: 10با نسبت مـولی

. لیتــر تهیــه شــدمیلــی گــرم بــه ازاي هــر میلــی 7/25لیپیــد 
ــاي لیپــوزومی فرمولاســیون ــا  F1ه ــه  F4ت و ) 1جــدول (تهی

ات، توزیع انـدازه ذرات  اندازه ذرهاي فیزیکی آنها شامل ویژگی
شـد و بـه    گیريتکرار اندازه 3با و درصد کارایی درون پوشانی 

روسـکوپ الکترونـی   طور همزمان بررسی ریخت شناسی با میک
ــوري  و  (Transmission electron microscopy: TEM)عب

ــلی      ــی تفاض ــالریمتري روبش ــا ک ــا ب ــاختاري آنه ــه س مطالع
(Differential scanning calorimetry: DSC) انجام گرفت.  

نـوع فرمولاسـیون بـه عنـوان      3بر اساس طراحی تحقیق 
خـالی  شاهد در نظر گرفته شد که مشـتمل بـود بـر لیپـوزوم     

)EL( ،پالمیتواولئین کـه بـه    فرمولاسیون شاهد بر پایه روغن
ــود در   EPA و DHAآن  ــادیر موجـ ــادل مقـ ــالص معـ خـ

ــیون ــه آن اضــافه شــد    F4 F1–هــاي   فرمولاس و ) BOO(ب
پـالمیتواولئین کـه بـه آن     فرمولاسیون شاهدي بر پایه روغن

DHA و EPA ویتامین خالص و E    معادل مقـادیر موجـود در
  ).BOOE(به آن افزوده شد  F2 F1–هاي ونفرمولاسی

 Photon correlation) فوتـون  همبسـتگی  سـنجی  طیف

spectroscopy) :     قطر هیـدرودینامیک و توزیـع انـدازه ذرات
 سـنجی  طیف روش با  SECهاي خالص شده به روش  لیپوزوم

ــون همبســتگی  ,Zetasizer Nano ZS ZEN 3600) فوت

Malvern Instruments Corp., Worcestershire, UK)    کـه
 فـاز  یک درون معلق براونی ذرات حرکت اساس بر آن عملکرد

تنگسـتن   -، طول موج هلیوم173°در زاویه پراکنش  است مایع
nm 633 دماي  وС°25  پس از 33/1و ثابت اندکس بازتابش ،

) Mm20 (برابر با بافر فسفات  10ه میزان رقیق کردن نمونه ب
  ).17( ن شدیتعی

 ):درصـد ( EPAو DHA تعیـین کـارایی درون پوشـانی    
 EPAو  DHAحاوي  SUVSهاي کارایی درون پوشانی وزیکول
پـس از تعیـین    Sephadex G50خالص سازي شده بـا سـتون   

مجهـز بـه   چرب با روش کروماتوگرافی گازي میزان اسیدهاي 
 UNICAM 4600, SB) اي یـونیزه کننـده شـعله   آشکارسـاز  

Analytical, UK) و متیلاسـیون بـر اسـاس     متعاقب استخراج [
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 ٦٦

تعیین مقـدار  و ) 19( Metcalfeو  )Folch et al)18 هاي روش
. شـد  انجـام  )Stewart )20 فسفولیپید بـه روش کالریمتریـک  
  :محاسبه شد 1کارایی درون پوشانی طبق معادله 

                                                     )1( معادله
×100 

W Entrapped 
EE%= 

W Total 
W Entrapped  وW Total  محصـور   3به ترتیب اسید چرب امگا

به کار رفته  3و کل اسید چرب امگا  (mg/ml)شده در لیپوزوم 
   .بود (mg/ml)در تهیه لیپوزوم 

عـلاوه بـر انـدازه     :بررسی میکروسکوپ الکترونی عبـوري 
هـا از اهمیـت   ذرات و توزیع اندازه ذرات، بررسی شکل وزیکول

براي بررسـی ریخـت شناسـی و انـدازه      .زیادي برخوردار است
بـا  آمیـزي منفـی   رنـگ  از چـرب اسـیدهاي ي حاوي هالیپوزوم

ــی   ــکوپ الکترون ــوريمیکروس  ),Ziess EM10 Germany( عب
رقیـق   یلیپـوزوم قرار دادن سوسپانسـون   پس از. استفاده شد

، )200مش (فرموار کربن  یمسروي گرید  با بافر فسفات هشد
محلـول  سپس نمونه بـا   .درصد تثبیت شد 5/2با گلوتارآلدئید 

آمیزي و در دقیقه رنگ 1به مدت  درصد 2 استات ورانیلیآبی 
آمیـزي  هـاي رنـگ  در خاتمه از نمونه. دماي محیط خشک شد

گرفته  تصویر kV  80با میکروسکوپ الکترونی داراي ولتاژ شده
  ).21(شد 

مطالعـه ترموتروپیـک    :گرماسنج روبشی تفاضـلی  مطالعه
و  DHAیـا   Eویتـامین   لیپوزوم خالی، لیپوزوم ادغام شـده بـا  

EPA  و فرمولاسیونF1 گرماسنج روبشـی تفاضـلی   با دستگاه 
DSC-60 (Shimadzu, Japan) پس از توزین دقیـق  . انجام شد

ی مخصـوص و  آلومینیومهاي محفظهدر ) گرم میلی 5(ها نمونه
بستن در آنها در کنار یک ظـرف خـالی اسـتاندارد بـا سـرعت      

C°5  در دقیقه در بازه دمـایی C°10–   تـاC°60   در دسـتگاه
DSC  لیتر در دقیقهمیلی 50جریان بانیتروژن در مجاورت گاز 

دمـایی تغییـرات سـاختاري     حرارت داده شدند تا با حفظ هـم 
لیپوزوم خـالی، لیپـوزوم    ها شاملنمونه. ها بررسی گرددنمونه

، لیپـوزوم حـاوي   3بارگذاري شده حاوي اسیدهاي چرب امگـا  
و لیپوزوم بارگذاري شـده حـاوي اسـیدهاي چـرب      Eویتامین 

هـا  آزمـون . براي آنالیز حرارتی تهیه شدند Eویتامین و  3امگا 
  ).22(براي هر نمونه با دو  تکرار انجام شد 

بررسـی پایـداري فیزیکـی     :هـا بررسی پایـداري لیپـوزوم   
ــیون ــوزومی  فرمولاس ــاي لیپ ــرات  F1–F4 ه ــایش تغیی ــا پ ب

ات، توزیع انـدازه ذرات و کـارایی   اندازه ذرهاي میانگین  ویژگی
روز  90و  30، 1در فواصل زمانی  EPAو  DHAدرون پوشانی 

. انجــام گرفــت بررســی ریخــت شناســیتکــرار تــوام بــا  3بــا 

اي تحـت فشـار   هاي شیشههاي لیپوزومی در ویالفرمولاسیون
، )یخچــال( С°1±4 هــايدر دما گــاز ازت دربنــدي شــدند و

С°1± 30  وС°1± 40 )65± 5 و رطوبت نسـبی ) انکوباتور 
بـازه زمـانی پایـداري کـارایی      در این ).23( درصد قرار گرفتند

هـاي نگهـداري شـده    در لیپوزوم EPAو  DHA درون پوشانی
پس از جدا کردن اسـیدهاي چـرب آزاد از لیپـوزوم بارگـذاري     

  .شده محاسبه گردید
فرمـول   4در مراحل تهیه و مقایسـه  : تجزیه و تحلیل آماري

 ANOVAها با اسـتفاده از تجزیـه واریـانس    تجزیۀ آماري داده
هـاي  روش حـداقل تفـاوت   هـا بـه  مقایسۀ میـانگین . م شدانجا

  بـا اسـتفاده از نـرم    )least significance difference(دار معنی

براي تجزیۀ آماري نتـایج  . انجام شد 3.1.9ویرایش  SASافزار 
هاي به دست آمده در قالب طـرح  پایداري تجزیه واریانس داده

ــاملی   ــرح عـ ــتفاده از طـ ــا اسـ ــادفی، بـ ــاملاً تصـ ــل کـ   کامـ
(Full Factorial Design)   با منابع تغییر فرمولاسیون، زمـان و

هـاي انـدازه   مقایسۀ میانگین. دما در سطوح مختلف انجام شد
ذرات، توزیع انـدازه ذرات و درصـد کـارایی درون پوشـانی بـه      

. انجـام شـد   ≥ P 01/0 درصد داريدر سطح معنی LSDروش 
 .ترسیم شد Microsoft Excelمه نمودارها توسط برنا

 هایافته 
 بر اندازه ذرات و متغیرهاي فرمولاسیون، زمان و دما اثر

مقایسه تغییرات میانگین انـدازه   1شکل : توزیع اندازه ذرات
 .در مدت زمان نگهـداري اسـت   F4-F1هاي ذرات فرمولاسیون

 ،DHAحاوي ( F1میانگین اندازه ذرات فرمولاسیون لیپوزومی 
EPA ویتامین و E ( 30، 4روز نگهداري در دماهاي  90پس از 

نـانومتر در روز نخسـت    1/82±8/0افزایش یافت و از  С°40و 
ــه   5/110± 3/1و  2/105± 4/1، 8/88± 2/1بـــه ترتیـــب بـ

میـانگین انـدازه ذرات فرمولاسـیون    ). ≥01/0P(نانومتر رسـید  
بــه همــراه  E ویتــامین و DHA، EPAحــاوي ( F2لیپــوزومی 

و  4روز نگهـداري در دماهـاي    90پس از ) ندهترکیبات نگهدار
С°40  و 3/115± 4/3نــانومتر بــه ترتیــب بــه  2/107± 2از  
  در حـد  С°30نانومتر افـزایش یافـت و در دمـاي     2±3/119 
ــود   1±3/107  ــانومتر ب ــدازه ذرات  ). P<01/0(ن ــانگین ان می

 90پـس از  ) EPA و DHAداراي ( F3 فرمولاسیون لیپـوزومی 
افـزایش یافـت و بـه     С°40و  30، 4روز نگهداري در دماهـاي  

و  3/88±2/1، 5/419±3/12نانومتر به  40/73±3/1ترتیب از 
داري را  نانومتر تغییر یافت که تفاوت آماري معنی 3/3±7/129

به همـین ترتیـب میـانگین انـدازه ذرات     ). ≥01/0P(نشان داد 
پس  )ترکیبات نگهدارندهو  DHA، EPAحاوي ( F4 لیپوزومی

] . افـزایش یافـت   С°40و  30، 4روز نگهداري در دماهاي  90از 
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 زمان و دمامتغیرهاي فرمولاسیون،  ات متقابلاثرمقایسه نتایج 
هاي مختلـف نشـان داد کـه میـان     اندازه ذرات فرمولاسیون بر

و  F3(و فاقـد آن  ) F2و  E )F1 ویتامینهاي حاوي فرمولاسیون
F4 ( و  30روز نگهـداري در دماهـاي    90با نمونه شاهد پس از
С°40  01/0(وجــود داشــت دار معنــیتفــاوت آمــاريP≤ .( در

و  DHAلیپـوزومی حــاوي   انـدازه ذرات فرمولاسـیون   مجمـوع 
EPA  ــه همــراه ــامینمــول درصــد  5ب روز  90پــس از  E ویت

ها نگهداري در دماهاي مختلف در مقایسه با سایر فرمولاسیون
کمترین تغییر در انـدازه ذرات  . توزیع مناسبی برخوردار بود از

 С°40روز نگهــداري در دمــاي  90هــا در پایــان فرمولاســیون
بـه   F2و  F1هـاي  نسبت به زمان اولیه مربوط بـه فرمولاسـیون  

نگهداري شـده   1کوچکترین اندازه در فرمولاسیون . دست آمد
نـانومتر   89روز بـه میـزان حـدود     90به مدت  С°4در دماي 

 .حاصل شد
مقایسه میانگین اندازه ذرات لیپوزم خالی بعد از نگهـداري  

ــاي  ــانی  С°40و  30، 4در دماهـ ــد  90در دوره زمـ روز رونـ
 9/177±4/3نـانومتر،   9/149±7/6افزایشی داشت و به ترتیب 

  ).  ≥01/0P(نانومتر تعیین شد  4/650±1/33نانومتر و 
هـاي  ه ذرات فرمولاسیونروند تغییرات میانگین توزیع انداز

F4-F1  فرمولاسیون . نشان داده شده است 2در شکلF1  پس

ــاي   90از  ــداري در دماه ــه  13/0از  С°40و  30، 4روز نگه ب
میـانگین توزیـع   . افزایش یافت 20/0و  22/0، 20/0ترتیب به 

ــیون   ــدازه ذرات فرمولاس ــس از  F2ان ــداري در  90پ روز نگه
تعیـین   27/0و  24/0، 26/0ترتیب به  С°40و  30، 4دماهاي 

ــد ــدازه ذرات. ش ــع ان ــیون توزی ــس از F3  فرمولاس روز  90پ
 18/0افـزایش یافـت و از    С°40و  30، 4نگهداري در دماهاي 

توزیـع انـدازه ذرات   . رسـید  26/0و  21/0، 3/0به ترتیـب بـه   
و  30، 4 روز نگهداري در دماهـاي  90پس از   F4فرمولاسیون

С°40  27/0در برداشت به طـوري کـه در ابتـدا    نیز تغییراتی 
مقایسـه  . رسـید  46/0و  31/0، 93/0بود و سپس به ترتیب به 

هاي لیپـوزومی حـاوي   میانگین توزیع اندازه ذرات فرمولاسیون
DHA  وEPA  ــان ــاي   90در پای ــداري در دماه و  30روز نگه

С°40 بیشـترین میـزان   . داري را نشان دادتفاوت آماري معنی
 )(ELمیانگین توزیع اندازه ذرات در لیپوزوم خـالی  افزایش در 
روز حاصل  90پس از نگهداري به مدت  С°40و  30در دماي 

خـالی در   میانگین توزیع اندازه ذرات لیپـوزوم ). ≥01/0P(شد 
روز  90بـود کــه در پایـان بـازه زمــانی     16/0ابتـداي مطالعـه   

 94/0و  56/0، 18/0به ترتیب بـه   С°40و  30، 4نگهداري در 
   .افزایش یافت

  

  
  )میانگین ± SDو  n=3(هاي مختلف نگهداري  هاي لیپوزومی و لیپوزوم خالی در دماها و زمان مقایسه پایداري اندازه ذرات فرمولاسیون: 1شکل 

F1 :و ویتامین  3م حاوي امگا ولیپوزE  فرمولاسیون ،F2  :ویتامین  ،3م حاوي امگا ولیپوزE  فرمولاسیون ترکیبات نگهدارنده،و F3: 3م حاوي امگا ولیپوز ،
  و ترکیبات نگهدارنده 3م حاوي امگا ولیپوز: F4فرمولاسیون 
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 ٦٨

  
  هاي مختلف نگهداري مقایسه پایداري توزیع اندازه ذرات فرمولاسیون هاي لیپوزومی و لیپوزوم خالی در دماها و زمان: 2شکل 

 )3=n  وSD ± میانگین(  
F1 :و ویتامین  3م حاوي امگا ولیپوزE  فرمولاسیون ،F2  :ویتامین  ،3م حاوي امگا ولیپوزE  فرمولاسیون ترکیبات نگهدارنده،و F3: 3م حاوي امگا ولیپوز ،

  و ترکیبات نگهدارنده 3م حاوي امگا ولیپوز: F4فرمولاسیون 
  

بر کـارایی درون    زمان و دمامتغیرهاي فرمولاسیون،  اثر
شـود،  مشـاهده مـی   1همان طور که از نتایج جدول  :پوشانی

ــانی  ــارایی درون پوش ــانگین ک ــترین می و  EPA و  DHAبیش
 F1کمترین میانگین توزیع اندازه ذرات مربوط به فرمولاسیون 

-در فرمولاسـیون  ،DHAمیانگین کارایی درون پوشـانی   .است
با اختلاف آمـاري   )F2 و E )F1حاوي ویتامین  هاي لیپوزومی

 8/84±3/1و  1/89±2/1دار داشته و بـه ترتیـب حـدود    معنی
هـاي فاقـد   و در مـورد فرمولاسـیون  بـوده  ) ≥ P 01/0(درصـد  

ــدون آن  Eویتــامین  ــده و یــا ب   هــايفرمــول(و داراي نگهدارن
 F3  وF4 (  ــب ــه ترتی ــود   5/76±8/0و  1/75±1/1ب ــد ب درص
)01/0P≥.(  در این شرایط میانگین کارایی درون پوشانیEPA 

بـه  ) F2و  F1هـاي  فرمـول ( Eهاي حاوي ویتـامین  در لیپوزوم
درصد با اخـتلاف   68/77±65/0و  96/81±85/0ترتیب حدود 
میانگین کـارایی درون پوشـانی   . دار حاصل شدندآماري معنی

EPA ــه ــامین نمون ــد ویت   )F4و  F3هــاي مــولفر( Eهــاي فاق
   ).<01/0P(درصد تعیین شد  7/67± 4/1و  1/1±4/68

هـاي  موجـود در سوسپانسـیون  ) درصـد ( EPA و DHAمیزان 
با ستون حاوي سفادکس سازي لیپوزومی قبل از مرحله خالص

G50  روز نگهـداري در دمـاي    90در طیС°40   2در جـدول 
ــارایی درون  . نشــان داده شــده اســت ــه منظــور محاســبه ک ب

، میزان اسیدهاي چرب بارگذاري شده و EPA و  DHAپوشانی
هـاي  هاي لیپـوزومی در زمـان  فسفولیپید در انواع فرمولاسیون

روز نگهداري در دماهاي مختلف پس از مرحله  90و  30صفر، 
 غییـر منـابع ت  نتایج نشان داد که. گردید سازي محاسبهخالص

ــیون،  ــا فرمولاس ــان و دم ــارایی درون    زم ــته ک ــر وابس متغی
ــانی   دهنــدرا تحــت تــاثیر قــرار مــی    EPA و  DHAپوش

 )01/0P≤ .( مختلـف  دماهـاي  و هـا زمـان  تـاثیر  4و  3اشکال 
 EPA و  DHAپوشــانیرا بــر درصــد کـارایی درون   نگهـداري 

 90پس از گذشـت  . دهندمی نشان میلیپوزوهاي فرمولاسیون
هاي لیپوزومی در دماهاي مختلف از نگهداري فرمولاسیونروز 

ــانی   ــارایی درون پوشــ ــد  DHAو  EPAکــ ــته شــ .کاســ

  
  )میانگین ± SDو  n=3(ها نانولیپوزوم اندازه ذرات و توزیع اندازه ذراتکارایی درون پوشانی، : 1جدول 

  اندازه   )درصد( EPAکارایی درون پوشانی   )درصد( DHAکارایی درون پوشانی    ها نانولیپوزوم فرمولاسیون
(nm) 

  توزیع اندازه ذرات

F1(DPPC+E+DHA+EPA) c*6/0±1/89  d4/1±9/81  b8/0±82  a02/0±13/0  
F2(DPPC+E+DHA+EPA+ ME/P)  b8/0±9/84  c4/0±8/77  d8/1±2/107  02/0±27/0c 

F3 (DPPC +DHA+EPA) a9/1±1/75  b2/1±3/68  a3/1±4/73  b03/0±18/0  
F4 (DPPC +DHA+EPA+ ME/P) a9/1±5/76  a4/0±9/40  c2/0±3/97  a02/0±27/0  

F1 : و ویتامین  3حاوي امگا  یمولیپوزفرمولاسیونE  فرمولاسیون ،F2  :ویتامین  ،3حاوي امگا  یموفرمولاسیون لیپوزE  ترکیبات نگهدارنده،و  
 F3: فرمولاسیون 3حاوي امگا  یمولیپوز فرمولاسیون ،F4 :و ترکیبات نگهدارنده 3حاوي امگا م ولیپوز.  

]     ). >01/0P(دار آماري است حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده تفاوت معنی*. 
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روز نگهداري در دماي  90در بازه زمانی سازي هاي لیپوزومی قبل از مرحله خالصفرمولاسیونموجود در ) درصد( EPA و DHAمیزان  :2جدول 
С°40  )3=n  وSD ± میانگین(  

     DHA میزان    EPA میزان  فرمولاسیون

  1  30  90  
  

1  30  90  

F1 a*9/0±3/91  b8/1±5/81  d4/2±9/67  a7/1±4/94  c6/1±3/66  d3/2±8/47  

F3  b1/1±8/80  c3/2±8/72  e5/0±5/54    b3/1±7/89  e7/1±5/50  f5/0±2/35  
F1 : ویتامین  و 3لیپوزم حاوي امگاE  ،F3 : 3لیپوزم حاوي امگا.   
  ). >01/0P(دار آماري است حروف متفاوت در مورد هر متغیر نشان دهنده تفاوت معنی*. 
  

  
  )میانگین ± SDو  n=3(هاي مختلف نگهداري فرمولاسیون هاي لیپوزومی در دماها و زمان DHAمقایسه کارایی درون پوشانی : 3شکل 

F1 :و ویتامین  3م حاوي امگا ولیپوزE  فرمولاسیون ،F2  :ویتامین  ،3م حاوي امگا ولیپوزE  فرمولاسیون ترکیبات نگهدارنده،و F3: 3م حاوي امگا ولیپوز ،
  و ترکیبات نگهدارنده 3م حاوي امگا ولیپوز: F4فرمولاسیون 

  
  

  
  )میانگین ± SDو  n=3(هاي مختلف نگهداري فرمولاسیون هاي لیپوزومی در دماها و زمان EPAمقایسه کارایی درون پوشانی : 4شکل 

F1 :و ویتامین  3م حاوي امگا ولیپوزE  فرمولاسیون ،F2  :ویتامین  ،3م حاوي امگا ولیپوزE  فرمولاسیون ترکیبات نگهدارنده،و F3: 3م حاوي امگا ولیپوز ،
  و ترکیبات نگهدارنده 3م حاوي امگا ولیپوز: F4فرمولاسیون 
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 ٧٠

در نمونـه شـاهد    DHAمیـزان اولیـه    3مطابق بـا جـدول   
BOO )اولئین حـاوي  -روغن پالم DHA  و EPA (  77حـدود 

ــس از   ــود، پ ــاي  90درصــد ب ــداري در دماه و  30، 4روز نگه
С°40  6درصـد،   28به ترتیب بـه حـدود   روند نزولی داشت و 

 EPA )86درصد و صفر رسید و به طـور مشـابه میـزان اولیـه     
در . درصد و صفر کـاهش یافـت   8درصد،  33به حدود ) درصد

و  DHA، EPAاولئین حاوي -روغن پالم( BOOEفرمولاسیون 
 86حـدود   DHAدر ابتداي مطالعـه میـزان اولیـه    ) Eویتامین 

و  30، 4درصد بود کـه در بـازه زمـان  نگهـداري در دماهـاي      
С°40  و حـدود   درصـد  15درصد،  43مقادیر آن به ترتیب به

درصد بود و  EPA 95صفر رسید، به همین ترتیب میزان اولیه 

به ترتیب به حـدود   مذکوردر پایان زمان نگهداري در دماهاي 
  ). ≥01/0P(و صفر تقلیل یافت  20، 48

شکل  :اثر ترکیبات فرمولاسیون بر رفتار حرارتی لیپوزوم
 همـراه  لیپـوزوم  لیپوزوم خـالی،  DSCهاي ترموگرام منحنی 5

را  F1و فرمولاسـیون   EPAو  DHAحاوي  لیپوزوم، Eویتامین 
حضـور اسـیدهاي    DSCبر اساس نتایج آزمون . دهدنشان می

در دو لایه لیپیدي و بـرهمکنش آنهـا منجـر بـه      3چرب امگا 
کاهش دماي ذوب فسفولیپید و پهن شـدن پیـک انتقـال فـاز     

با تاثیر بـر دمـاي انتقـال فـاز      Eحضور ویتامین . گردیده است
به همـین ترتیـب بـا     .منجر به کاهش آن گردید DPPCاصلی 
 3در فرمولاسیون حاوي اسیدهاي چرب امگا  Eویتامین  ادغام

  .این روند کاهشی مشاهده گردید
  

  شناسایی شده به ) درصد( EPA و DHAمقایسه میانگین اثر متقابل زمان و دما بر میزان  : 3جدول 
  )میانگین ± SDو  n=3(شاهد  هاي در فرمولاسیونGC/FID  وسیله

   )°С(دما  فرمولاسیون
 )روز(زمان 

1  30 90 
   DHA  میزان 

BOO*  
4  2/1±5/77  2/3±4/54 7/0±9/27 
30 2/1±5/77 1/1±5/27 3/0±9/5 
40 2/1±5/77 3/0±9/4 NDa 

BOOE** 
4 6/0±5/86 02/0±79 15/0±٠/43 
30 6/0±5/86 04/0±7/14 1/0±9/14 
40 6/0±5/86 1/1±1/10 ND  

  EPA   میزان 

BOO  
4 8/2±6/85  4/0±8/66  2/0±1/33  
30 8/2±6/85  6/0±7/30  2/0±9/7  
40 8/2±6/85  5/0±2/7  ND  

BOOE 
4 5/3±0/95  1/4±6/87  2/1±5/47  
30 5/3±0/95  1/4±1/56  5/1±0/20  
40 5/3±0/95  4/0±9/12  ND  

BOO*: است که به آن  اولئین -پالم  نمونه شاهد بر پایه روغنDHA و EPA هاي  خالص معادل مقادیر موجود در فرمولاسیون–F4 F1 به آن اضافه شد.  
** BOOE: اولئین است که به آن  - پالم نمونه شاهد بر پایه روغنDHA و EPA ویتامین خالص و E هاي  معادل مقادیر موجود در فرمولاسیون–F2 F1 به آن اضافه شد.  

.:Not Detected: ND :a اسیدهاي چرب شناسایی نشد.  

   
و لیپوزوم بارگذاري  Eویتامین ، لیپوزوم حاوي 3لیپوزوم خالی، لیپوزوم بارگذاري شده حاوي اسیدهاي چرب امگا  DSCهاي ترموگرام منحنی :5شکل 

]   Eویتامین و  3شده حاوي اسیدهاي چرب امگا 
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ــاویر ــوزوم TEM تص ــکال  :لیپ ــا  6اش ــویربرداري  8ت تص
) خـالص  DPPC( خالی لیپوزوم میکروسکوپ الکترونی عبوري

 و DHA حاوي لیپوزوم ،)d 6و a6،b 6،c 6 تصاویر(نمونه شاهد 
EPA ویتـامین   فاقدE ) تصـاویر a7،b 7،c 7 وd 7 ( و لیپـوزوم 

 زمـان  در) d 8و a8،b 8،c 8 تصـاویر ( Eادغام شده با ویتامین 
مختلـف را   دماهـاي  در نگهداري روز 90 گذشت از پس و صفر

انـواع   TEMطور که از مقایسـه تصـاویر    همان .دهندنشان می
تهیـه  تازه  هايفرمولاسیون هاي لیپوزومی مشهود است نمونه

و نتـایج ارزیـابی فیزیکـی را     بودند همگن و منظم کروي، شده
در  با گذشـت زمـان تغییـرات نسـبتاً محسوسـی     . یید کردندأت

  .مشاهده شد هاریخت شناسی و اندازه لیپوزوم
  

  
با بزرگنمایی  (A)هاي خالی تازه تهیه شده تصاویر لیپوزوم: 6شکل

 С°4 (B) ،С°30 (C)وز نگهداري در دماهاي  90و پس از  80000
  )80000و  25000، 80000به ترتیب با بزرگنمایی ( С°40 (D)و 

  

  
 Eفاقد ویتامین  EPAو  DHAهاي حاوي تصاویر لیپوزوم: 7شکل 

و پس از نگهداري به مدت  80000با بزرگنمایی  (A) تازه تهیه شده
به ترتیب ( С°40 (D)و  С°4 (B) ،С°30 (C) روز در دماهاي  90

  )63000و  80000، 40000با بزرگنمایی 
  
  

  
همراه ویتامین   EPAو  DHAهاي حاوي تصاویر لیپوزوم: 8شکل 

E در زمان صفر(A)  و پس از نگهداري به  80000با بزرگنمایی
به ( С°40 (D)و  С°4 (B) ،С°30 (C)روز در دماهاي  90مدت 

  )63000و  80000، 40000ترتیب با بزرگنمایی 

  بحث  
ــدازه ذرات و ــدازه ذرات  ان ــع ان ــق   :توزی ــن تحقی در ای

هاي از پیش ساخته شده حاصـل از روش هیدراسـیون    لیپوزوم
و ترکیبـات   Eویتـامین  لایه نـازك اصـلاحی پـس از افـزودن     

اي قـرار گرفـت و بارگـذاري    سونیکاسـیون میلـه  محافظ تحت 
DHA  وEPA،  هـاي  یافتـه . انجـام شـد   به وسیله انکوباسـیون

پوشانی این ترکیبات آب گریز حاصل از این بررسی موید درون
نتــایج تجزیــه . در ســاختار نــانولیپوزومی تشــکیل یافتــه بــود

نشان داد کـه اثـرات متقابـل بـین متغیرهـاي       هاواریانس داده
دار در سطوح مختلـف معنـی  ) فرمولاسیون، زمان و دما(اصلی 
داراي میانگین ) F1-F4(تمامی تیمارهاي تازه تهیه شده . بودند

کمتـر از   توزیع اندازه ذرات مناسب و بـه ترتیـب  اندازه ذرات و 
  ).1و  2اشکال (داشتند  27/0نانومتر و کمتر از  100

میانگین بر متغیرهاي اصلی  ات متقابلاثرهاي مقایسه داده
هـاي لیپـوزومی   اندازه و توزیع اندازه ذرات کلیـه فرمولاسـیون  

هـاي شـاهد پـس از    بـا نمونـه   و بـدون آن  Eویتـامین  حـاوي  
 دار بـود معنـی روز در دماهـاي مختلـف    90نگهداري به مدت 

)01/0P≤ .( لیپوزم خالی بعد از نگهـداري  اندازه ذرات میانگین
داري را ها و در دوره زمانی مختلف روند افزایشی معنیدر زمان

مقایسه این مقادیر نشانه کـاهش پایـداري فیزیکـی    نشان داد، 
ها گردیـده  لیپوزوم خالی است که منجر به تجمع یا امتزاج آن

 ).24(نمایـد  هاي سایر محققین مطابقـت مـی  است که با یافته
مطالعه پایداري فیزیکی لیپوزوم از اهمیت به سزایی برخـوردار  

هـاي تجمـع و امتـزاج    است، تغییر در اندازه ذرات در اثر پدیده
رکیبـات لیپیـدي مـورد    عوامل مختلفی ماننـد ت . دهدروي می

، قدرت pH، شرایط فرمولاسیون مانند استفاده مانند کلسترول
ثر ؤم ـلیپـوزوم  پایـداري   یونی، دما و ترکیبات بافر به نحوي در
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تشکیل کلوئیدها مجتمـع تـوام بـا افـزایش     . )25، 26( هستند
بـا توجـه بـه تحقیقـات انجـام شـده       . توزیع اندازه ذرات است

هـاي فیزیکـی ماننـد انـدازه ذرات و توزیـع      تغییرات در ویژگی
اندازه ذرات این فرمولاسیون لیپوزومی ممکن اسـت بـه دلیـل    

حذف شد با توجه به نوسـان   28 ).27( باشد هاتجمع لیپوزوم
میزان اندازه ذرات و توزیع اندازه ذرات به دست آمده ناپایداري 

با و نگهدارنده در مقایسه  DHA، EPAحاوي  فیزیکی لیپوزوم
در  .بیشـتر بــوده اســت  Eویتــامین  هــاي حـاوي فرمولاسـیون 

تواند موجب افزودن مشتقات پارابن میگزارشها آمده است که 
ــن     ــت ای ــردد و ماهی ــک گ ــاهاي بیولوژی ــرد غش ــر عملک تغیی

همـانطور کـه بررسـی    . برهمکنش بستگی به غلظت آنهـا دارد 
و  MLVsهـاي  اثرات پروپیـل پـارابن بـا وزیکـول     DSCنتایج 

ULVs   متشکل از دي پالمیتوئیل فسفاتیدیک اسـید(DPPA) 
بافر مـورد   pHنشان داد که مکانیسم برهمکنش آن مستقل از 

استفاده بوده و بر تغییر فاز ترموترپیک و تحرك مولکولی غشاء 
ها همسـو بـا   این یافته ).15(دولایه لیپیدي اثرگذار بوده است 

هـاي  فرمولاسـیون  هاي فیزیکینتایج حاصل از مقایسه ویژگی
  .حاوي متیل و پروپیل پارابن بررسی اخیر است

کارایی درون پوشـانی   :EPAو  DHAکارایی درون پوشانی 
یکی از عوامل مهم و موثر در استفاده کاربردي لیپـوزوم اسـت   

سـازي لیپـوزوم، ماهیـت    که تحت تاثیر روش و شـرایط آمـاده  
غلظت و نوع  ترکیب فعال از نظر آب دوستی یا آب گریز بودن،

ــر   فســفولیپید، ترکیبــات لیپیــدي فرمولاســیون و مــوارد دیگ
ــی ــد  م ــود   ). 23-25، 8(باش ــا وج ــدي ب ــه لیپی ــاء دو لای غش

هاي غیرکووالانسی قـادر اسـت انـواع ترکیبـات آب     برهمکنش
هـاي ایـن   تجزیه تحلیـل آمـاري یافتـه    .گریز را محصور نماید
مولاسـیون،  ات متقابـل متغیرهـاي فر  اثـر تحقیق نشان داد که 

دار معنـی  EPAو  DHAکـارایی درون پوشـانی   بر  زمان و دما
 EPAو  DHAمیانگین کارایی درون پوشانی ). ≥01/0P( شدند

بـا   Eویتامین حاوي  هاي لیپوزومی تازه تهیه شدهفرمولاسیون
داري بودند و نگهدارنده و بدون آن داراي اختلاف آماري معنی

و داراي نگهدارنده و  Eویتامین هاي فاقد در مورد فرمولاسیون
ــد     ــاهده نش ــاري مش ــتلاف آم ــن اخ ــده ای ــدون نگهدارن ــا ب   ی

)01/0>P .(داشته اسـت  مطالعات دیگرهاي این نتایج با یافته 
ــت   ).27( ــس از گذش ــیون  3پ ــداري فرمولاس ــاه نگه ــاي م ه

از کـارایی  بـه طـور معنـی داري    لیپوزومی در دماهاي مختلف 
یکـی   ).4و  3اشکال (کاسته شد  DHAو  EPAدرون پوشانی 

هاي با شارژ از دلایل بالاتر بودن کارایی درون پوشانی لیپوزوم
منفی در این مطالعـه ممکـن اسـت بـه دلیـل نیـروي جاذبـه        

و  3هـاي اسـیدهاي چـرب امگـا     الکترواستاتیک میان مولکول

ها نمایانگر مقایسه یافته. باشد DPPCگروه فسفات فسفولیپید 
 DHA حامـل  SUVsدر پایداري غشاء  Eامین نقش مثبت ویت

و همکاران مبنی بر  Claresاست و در راستاي گزارش  EPAو 
به فرمولاسیون و بهبود استحکام غشـاء و آب   Eویتامین ادغام 

گریزتر شدن توام بـا نفوذپـذیري کمتـر و در نتیجـه افـزایش      
  ).28(باشد  بارگذاري آن می

پوشانی مولکـول بارگـذاري   از علل عدم ثبات کارایی درون 
، )فتـولیز (هاي انتقال لیپـوزومی تجزیـه نـوري    شده در سامانه

یکـی از عوامـل مهـم کـاهش     . اکسیداسیون و هیدرولیز اسـت 
در بـازه زمـانی مطالعـه     DHAو  EPAپایداري درون پوشـانی  

ماننـد کلسـترول یـا    اخیر عدم کـاربرد ترکیبـات پایدارکننـده    
بـوده  ) مشتقات پلیمـري لیپیـد  ( لیپیدهاي پایدار شده فضایی

تجمع (ها در مقابل تغییرات فیزیکی پایدارسازي لیپوزوم .است
با استفاده از مقادیر کم لیپیدهاي باردار منفی یا ) یا همجوشی

اتصال بسپارهاي آب دوسـت مصـنوعی بـه غشـاءهاي دولایـه      
هاي بر طور مشابه وزیکوله ب. پذیر گردیده استلیپیدي امکان

ها نقش محـافظتی حامـل را بـراي ترکیبـات     رفکتانتپایه سو
 .)29-30(کننـد  زیست فعال در غشاء دو لایه وزیکولی ایفا می

ــا داشــتن ضــریب  DHAو  EPAترکیبــات آب گریــز ماننــد  ب
کاملاً در غشاء دو  5اکتانول و آب، حدود -1پذیري میان پخش

بـا ایـن وجـود    . شـوند لایه لیپیدي لیپوزوم درون پوشانی مـی 
به میزان زیادي به دلیل قرارگیـري ایـن    SUVsپایداري غشاء 

. یابندترکیبات در بخش دولایه و افزایش همجوشی کاهش می
پایداري کلوئیدي و فیزیکی در مجموع مرتبط با ثابـت مانـدن   

بـه عـلاوه در کلوئیـدهاي حـلال     . باشداي میتوزیع اندازه ذره
ا موجـب نشـت مـواد درون پوشـانی     هگریز همجوشی لیپوزوم

ارزیـابی  نتـایج   .)31-33(شود هاي مجتمع میشده یا مولکول
ــارایی درون پوشــانی ــد از خــالص ک ــیون بع ســازي سوسپانس

مشـاهده   ).2جـدول  ( هـا همسـو اسـت   ها با این یافتهلیپوزوم
موجــود در   EPA و DHA مقــادیراخــتلاف بــارز میــان   

از  و بعـد  حل قبـل امردر  F3و  F1هاي لیپوزومی فرمولاسیون
مویـد   С°40روز نگهـداري در دمـاي    90در طی سازي خالص

ساختار لیپیدي این سامانه هماننـد تمـام کلوئیـدهاي حـلال     
تشـکیل   Metastableهاي متعدد گریز است که از طریق حالت

شوند و در مجموع از نظر ترمودینـامیکی ناپایدارنـد کـه در    می
در  3چشمگیر اسیدهاي چرب امگا نتیجه موجب نشت مقادیر 

  ). 34( مدت نگهداري در دماي بالا شد
مطالعــات در ایــن تحقیــق  :گرماســنج روبشــی تفاضــلی

 نشان داد کـه  С°60تا  -С°10گرماسنجی در محدوده دمایی 
]  15بـا غلظــت   EPAو   DHAحــاوي فرمولاسـیون لیپـوزومی  
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درصد وزنی موجب کـاهش   5با غلظت  Eویتامین و  مولمیلی
مطـابق بـا تحقیقـات     ).5شکل (شد  DPPCدماي انتقال ذوب 

 DPPCانجام شده دماي انتقال فاز غشاء دو لایه فسـفولیپیدي  
بـه   EPAو   DHAمول درصـد اسـیدهاي چـرب    30افزودن با 

 تغییر یافت این روند کاهشی بـا  С°3/36و  С°2/36ترتیب به 
هـا  پژوهشاین  ).13، 22(نماید مطابقت میهاي اخیر  پژوهش

و افــزایش ســیالیت غشــاء دو لایــه  نشــانگر وقــوع بــرهمکنش
 DHAدر لیپوزوم بـود و   EPAو  DHAلیپیدي با ادغام و ورود 

رغـم ایـن کـه    علی DHA ).13، 22(اثري بیشتري دربرداشت 
ــب از    ــفولیپیدي مرک ــه فس ــیالیت غشــاء دو لای ــه س منجــر ب

شود اما باعث نفوذپذیري بیشتر غیراشباع نمیاسیدهاي چرب 
گردد، در این رابطه یک و حساسیت به امتزاج غشاء دو لایه می

در غشاء  3تواند عدم توزیع یکنواخت اسید چرب امگا دلیل می
در دو  3حضور اسیدهاي چـرب امگـا   . ها باشددو لایه وزیکول

و بـا   DPPCهـاي  لایه لیپیدي منجر به تغییر آرایش مولکـول 
دماي ذوب فسفولیپید منجر به کاهش  برهمکنش فیمابین آنها

همـانطور کـه منحنـی     .گـردد و پهن شدن پیک انتقال فاز می
خالص نشان داد که در دماي انتقـال فـاز ژل    DPPCترموگرام 

. انـد هاي هیدروکربنی آن به صورت عمودي قرار گرفتهزنجیره
بـر   3امگـا  چـرب  اسـیدهاي  بررسی تأثیر جذب و بـرهمکنش 

بـا   (DMPC)میریستوئیل فسفاتیدیل کولین غشاهاي مدل دي
کوتاه شدن پیک انتقـال مقـدماتی و پهـن شـدن      DSCروش 
هاي کالریمتریک را تایید نموده و بیشترین کاهش نقطـه  پیک
و سپس به ترتیب مربوط بـه اسـیدهاي    DHAمربوط به  ذوب
  ).35(بوده است  LNAو  DPA چرب

خـالی   ي نـانولیپوزوم هابه فرمولاسیون Eبا ادغام ویتامین 
DPPC  و حاويn-3 FAs  پیک بـه ترتیـب از   دماي انتقال فاز

С° 64/41  بهС° 93/36  وС° 12/30    تقلیل یافت و یـک پیـک
پهن مشاهده شد که نشانه برهمکنش میان این آنتی اکسیدان 

مولکولی جدید توام هاي فسفولیپید و تشکیل آرایش با مولکول
هـاي  بـرهمکنش . بـا تغییـر در سـیالیت سـاختار غشـاء اسـت      

مویـد اهمیـت    DPPCبا ساختار لیپیـدي   EPAو   DHAمیان
. نقش ترکیب و نسبت لیپید به کار رفته در فرمولاسیون اسـت 

ــامین   ــام ویت ــی ادغ ــارزي در   Eاز طرف ــر ب در فرمولاســیون اث
. پایداري فیزیکی نانولیپوزم بارگذاري شـده در برداشـته اسـت   

  EPA و DHA نکته مهم دیگر شناسـایی مقـادیر قابـل توجـه    
 حل قبلامردر  F3و  F1هاي لیپوزومی فرمولاسیونموجود در 

اسـت   С°40روز نگهداري در دماي  90در طی سازي از خالص
در  .نمایـد را اثبـات مـی   E ظتی ویتامینکه اهمیت نقش محاف

هـا در  فرمولاسـیون  DSCمجموع با توجه به نتـایج حاصـل از   

مراحل مختلف، در اثر وقوع برهمکنش میان اسـیدهاي چـرب   
م بـا کـاهش نظـم    أتـو  DPPCبا غشاء دو لایه لیپیـدي   3امگا 

در طـی زمــان  . زنجیـره آسـیل نقطــه ذوب آن کـاهش یافــت   
ــر تغییــرات ســاختار  نگهــداري دمــا از عوامــل مهــم و مــوثر ب

هـا نشـانه   تغییرات مشاهده شـده در ترمـوگرام  . لیپوزومی بود
هـاي حـاوي   کاهش دماي تغییر انتقال فاز لیپید فرمولاسـیون 

بـر نفوذپـذیري    و تـاثیر  Eویتـامین  و  3اسیدهاي چرب امگـا  
 درEPA و  DHAپوشانی غشاء دو لایه لیپیدي و کاهش درون 

هاي سـایر  ي مختلف نگهداري بوده که با یافتههادماها و زمان
  ). 36-38(نماید محققین مطابقت می

هـاي  تصـاویر تهیـه شـده از نمونـه     :TEM ریخت شناسی با
ویتـامین  بـا   EPA و DHAهاي حاوي خالی و لیپوزوم لیپوزوم

E     ــت ــس از گذش ــفر و پ ــان ص ــدون آن را در زم روز  90و ب
تازه  هاينانولیپوزومنگهداري در دماهاي مختلف نشان داد که 

اشـکالی کـروي، مـنظم و همگــن داشـته و بـا گذشـت زمــان       
 تصــاویر بررســی. هــا مشــاهده شــدتغییراتــی در ایــن ویژگــی

 قـدرت  بـا  EPA و DHA حـاوي  هـاي از لیپوزوم میکروسکوپی
 در آنهـا  شناسی ریخت در تغییر از حاکی TEM بالاي تفکیک
 دلیـل  بـه  توانـد می احتمالاً که است مختلف نگهداري دماهاي

 عدم کاربرد ترکیبات پایدارکننده ساختار فیزیکـی نانوسـاختار  
در سایر تحقیقـات نقـش روش تهیـه و     چنانچه باشد، لیپوزوم

ــداري  ــیون در پای ــات فرمولاس ــا  ترکیب ــدي ب ــاختار کلوئی  س
هاي میکروسکوپیک ارزیـابی  تصویربرداري به وسیله انواع روش

تغییرات محسوس در اندازه ذرات  ).39-41(و تایید شده است 
 95-620در محـدوده   DPPCهـاي خـالی متشـکل از    لیپوزوم

. نانومتر در طی نگهـداري در دماهـاي مختلـف وجـود داشـت     
تـازه تهیـه    E فاقد ویتـامین  EPAو  DHAهاي حاوي لیپوزوم

نـانومتر بودنـد و پـس از     73شده داراي اندازه ذراتـی معـادل   
روز در دماهـاي مختلـف ایـن رونـد نیـز       90نگهداري به مدت 

، بـه عـلاوه سـاختار    )نـانومتر  89-410(افزایشی مشاهده شـد  
 با ادغام ویتـامین . ظاهري آنها دستخوش تغییراتی گردیده بود

E افزایش انـدازه   3ب امگا هاي حاوي اسیدهاي چربه لیپوزوم
وجــود ) نــانومتر 82-110(ذرات در محـدوده نســبتاً کــوچکی  

انجـام شـده بـا نتـایج      ارزیابی ریخت شناسـی  بنابراین .داشت
  . هاي فیزیکی فرمولاسیون ها همسو بودویژگی

ــامین   ــام ویت ــق ادغ ــن تحقی ــرات محــافظتی و  Eدر ای اث
و پایـداري   EPA وDHA پایدارکننده چشـمگیري بـر میـزان    

ارزیابی پایداري فیزیکوشیمیایی اولین . فیزیکی آن دربرداشت
با توجه به مزایاي . گام در توسعه یک حامل لیپیدي تازه است

] بـه منظـور کسـب    ، 3اي اسـیدهاي چـرب امگـا    بالقوه تغذیـه 
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 ٧٤

در گامی بعدي این تحقیق به ارزیـابی میـزان   اطلاعات بیشتر 
هاي نانولیپوزومی فرمولاسیونپتانسیل زتا و پایداري شیمیایی 

  .    پرداخته خواهد شد EPA و DHAحامل 
  سپاسگزاري

مقاله حاضر حاصل رساله دکتراي تخصصی تکنولوژي مواد     
غذایی مصوب دانشـکده کشـاورزي دانشـگاه تربیـت مـدرس      

مالی دانشـگاه علـوم پزشـکی     حمایتاین مطالعه با . باشد می
هـا در قالـب طـرح    هزینـه مین بخشـی از  أشهید بهشتی در ت

اي و صنایع تغذیهانستیتو تحقیقات  6202ي تحقیقاتی شماره
معاونت علمی  ستاد ویژه توسعه فناوري نانوو همکاري  غذایی

انجام شـد، بـدین وسـیله از آنـان     و فناوري ریاست جمهوري 
همچنــین از کارکنـان محتــرم دانشــکده  . شـود قـدردانی مــی 

هـاي آن بـه خـاطر همکـاري در     داروسازي به ویژه آزمایشگاه
  .نماییماجراي این تحقیق سپاسگزاري می
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Background and Objectives: Eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) have 
preventative and therapeutic effects against various disorders, especially cardiovascular and 
inflammatory conditions. Considering the advantages of using nanoliposomes as carrier systems of 
bioactive compounds, this study was aimed to the development nanoliposomes containing vitamin E 
loaded with DHA and EPA and evaluation of their physical stability. 

Materials and Methods: Preformed nano-liposomes were prepared based on dipalmitoyl-
phosphatidylcholine (DPPC) with vitamin E using a modification thin film method and sonication. 
Loading of EPA and DHA into nano-liposomes was done by incubation. To improve stability, vitamin E 
was added to some formulae. After formulation, a comparative study was performed between them 
through evaluation by Zetasizer, transmission electron microscopy (TEM), differential scanning 
calorimetry (DSC), and calculating the percent of DHA and EPA entrapment efficiency. Physical 
stability study was carried out by investigating the change in the vesicles’ encapsulation efficiency, 
particle size, size distribution and shape when stored at 4, 30 and 40°C for 3 months. 

Results: The results showed that vitamin E-based nanoliposomal formulations successfully entrapped 
EPA and DHA with high encapsulation efficiencies (81.96±1.4% and 89.1±0.6%), respectively, and 
appropriate particle size (82±0.8 nm) and PDI (0.13±0.02) were achieved for the optimized formulation. 
The results of the physical stability tests of the optimized nanoliposome carriers of DHA and EPA 
incorporated with vitamin E were suitable after a 3-month storage at 4°C. DSC and TEM results 
confirmed vitamin E–DPPC:Omega 3 interactions and vesicular dispersion phenomenon of DHA and 
EPA.  

Conclusion: The findings of this study showed that incorporation of vitamin E in nanoliposomal 
formulation had significant protective and stabilizing effects on the DHA and EPA loaded in bilayer 
membrane lipid and its physical stability. The combination of preservatives and vitamin E in liposome 
containing EPA and DHA was not more effective on the physical stability of liposome formulation than 
the control formulation.  

Keywords: DHA, EPA, Liposome, Physical Stability, Vitamin E 
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