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 چکیده

- هدف از این پژوهش، بهینه .رسانی توجه زیادي به خود جلب کرده استنانوذرات لیپیدي امروزه به دلیل داشتن پتانسیل دارو :سابقه و هدف
  .باشد فرمولاسیون نانوذره حاوي عصاره و بررسی ساختار حاصل میسازي استخراج عصاره برگ زیتون، روش تهیه آن و 

، همچنین HPLCبا روش گرم با استفاده از دستگاه ) 70:30(آب : هاي اتانولسازي استخراج عصاره برگ زیتون با حلالبهینه :هامواد و روش
و در نهایت جهت  HPLCو  DLSهاي ش سطح پاسخ توسط دستگاهبا استفاده از رو) اندازه ذرات و کارایی ریزپوشانی(سازي فرمولاسیون بهینه

در این پژوهش جهت تجزیه و تحلیل نتایج از روش . استفاده شد X-RDاز دستگاه  ساختار کریستالی و آمورف و میزان کریستالینیتیتشخیص 
  .استفاده گردید SPSSآنالیز واریانس، با استفاده از نرم افزار 

، در حمام )70:30(هاي اتانول و آب ها نشان داد که روش بهینه جهت استخراج عصاره برگ زیتون حلالاز کروماتوگرام نتایج حاصل :هایافته
نشان داد که فرمول  HPLCو  DLSهاي همچنین نتایج حاصل از دستگاه. باشددقیقه می 30گراد به مدت درجه سانتی 40بخار آب با دماي 

همچنین نتایج حاصل از دستگاه . زان ریزپوشانی، کمترین اندازه ذرات و کمترین شاخص پراکندگی را دارا بودعصاره، بالاترین می 05/0حاوي 
X-RD  درصد بود 48نشان داد که نانوذره حاصل ساختار کریستالی داشته و میزان کریستالینیتی.  
اي و سرعت افزودن فاز آبی حاوي عصاره به فاز لیپیدي کمتر و این پژوهش نشان داد در تهیه نانوذرات، هر چه مقدار ماده هسته :گیري نتیجه

  .تر و ساختار کریستالی منظم و بهتري حاصل خواهد شدهمچنین هر چه سرعت پروپ هموژنایزر بیشتر باشد، اندازه نانوذرات حاصل کوچک
    سازي، ریزپوشانی، نانوذرات لیپیدي، عصاره برگ زیتونبهینه :واژگان کلیدي

  مقدمه 
 اکسیدانی بـالا هسـتند  ها ترکیباتی با ویژگی آنتیفنولپلی

همچنـین در  . هـاي آزاد را جـذب نماینـد   که قادرنـد رادیکـال  
ــر اســترس  ــدن در براب ــت ب ــاي اکســیداتیو، محافظــت از باف ه

هـا بـا دانسـیته پـایین     جلوگیري از اکسیداسیون لیپـوپروتئین 
)LDL(ها مانند پروستات، سینه، پوست و روده بـزرگ  ، سرطان

هـا در  فنـل بـا توجـه بـه فوایـدي کـه پلـی      . تأثیر گذار هستند
هـا  فنـل  سلامتی انسان دارند، تولید مـواد غـذایی غنـی از پلـی    

  ). 1(گذار باشد تواند در افزایش سلامت بشر تأثیر می

-ها هستند که فعالیتهاي زیتون گروهی از بیوملکولفنول
ــده  ــوژیکی عم ــاي بیول ــی ه ــان م ــود نش ــد اي از خ ). 2(دهن

یدروکسـی  اولئوروپئین؛ استر گلوکوزیـدي النوئیـک اسـید و ه   
ــته    ــول بس ــا فرم ــروزول؛ ب ــولی   C25H32O13تی ــرم مولک و ج

، جزء اصلی بیوفنول موجود در برگ و )گرم بر مول( 514/540
هـاي روغـن   فنـول میوه زیتون فرآوري نشده است و اکثـر پلـی  

، 4(باشند زیتون و پساب زیتون محصول هیدرولیز شده آن می
لخی زیتون خـام  این گلوکوزید به شدت تلخ بوده و عامل ت). 3

از جمله ترکیبات مهم حاصـل از  ). 3(باشد و فرآوري نشده می
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تجزیه الئوروپین، هیدروکسی تیروزول است که ظرفیت جـذب  
برابر چاي سبز است و یک ماده بـا   10رادیکال اکسیژن در آن، 

 -هـاي قلبـی  پیشـگیري از بیمـاري  (اکسیدانی هاي آنتیویژگی
میکروبی قوي، به شمار و آنتی) هاي خونعروقی، تجمع پلاکت

از جمله معایب اولئوروپئین که امکـان اسـتفاده از   ). 2(رود می
هـاي غـذایی   آن را به عنوان یک جزء افزودنی در فرمولاسـیون 

مختلف، با چالش مواجه ساخته است، تلخی زیاد این ترکیب و 
اي شدن آنزیمی است هاي قهوههمچنین شرکت آن در واکنش

  .باشدساختار فنلی اولئوروپئین می که دلیل آن،
ــتم   ــواع سیس ــتا، ان ــن راس ــانی  در ای ــاي ریزپوش ــر (ه نظی

دهنـده  جهت حفاظت ترکیبات زیست فعال بهبود) هانانوحامل
سلامتی، حساس به شرایط نامساعد محیطـی و اکسیداسـیون،   
همچنین ثبات دراز مدت بسـیار بـالا، کنتـرل بهتـر سـینتیک      

پـذیري،  ه، افزایش زیست تخریـب رهایش ترکیبات محصور شد
امکان تولید در مقیاس بزرگ و پوشش عطر و طعـم نـامطلوب   

 ).5، 6(رود موجود در مواد غذایی و دارویی به کار می
Salminen  ــاران ــی   ) 2016(و همک ــواص فیزیک ــأثیر خ ت

شـیمیایی ترکیبــات و لیپیــدهاي عملگــرا ریزپوشــانی شــده از  
وغـن مـاهی را در آرایـش    ر  ω3کـاروتن و - A،βجمله ویتامین 

نتـایج  . هاي لیپیدي مورد بررسی قرار دادندساختاري نانوحامل
ترین عوامل مؤثر بر آرایش ساختاري و ثبـات  نشان داد که مهم

هــاي لیپیــدي، شــیمیایی لیپیــدهاي عملگــرا در دیسپرســیون
انحلال آنها در فاز آبی و دماي تبلور آنهـا در رابطـه بـا چربـی     

هاي لیپیـدي  نانوحامل) 2012(و همکاران  Liu). 7(حامل بود 
)NLC (هاي مناسب مـواد مغـذي نـامحلول در    به عنوان حامل

ــوآنزیم  ــد ک ــت   )Q10  )CoQ10آب، مانن ــود زیس ــت بهب ، جه
هـا  این نانوحامل. پذیري آن را مورد استفاده قرار دادنددسترس

هاي حاوي نانوحامل. سازي فشار بالا تهیه شدندبه روش همگن
ــوآنزیم  ــتگاه  Q10کـ ــکلی در دسـ ــوي شـ ــوژي بیضـ ، مورفولـ

را ) AFM )Atomic force microscope میکروســکوپ اتمــی
ــدوداً      ــا ح ــانی آنه ــارایی ریزپوش ــانگین ک ــد و می ــان دادن نش

پایداري شیمیایی و فیزیکی مناسـب بـه   . درصد بود 3/0±4/98
سنجی همبستگی فوتون و کروماتوگرافی با ترتیب توسط طیف

غلظت (ها ماه نگهداري نانوحامل 3طی. کارایی بالا مشاهده شد
) لیتـر گرم در میلیمیلی 5/8±5/1در  Q10 هاي حاوينانوحامل

ــدازه ذرات  ــدگی  190±30ان ــا شــاخص پراکن ــانومتر، ب  PDI ن
)Polydispersity Index (بود  1/0از  کمتر)8.(  

 تـوان بـه  هاي ریز پوشانی لیپیدي مـی ترین سیستماز مهم
هـا  لیپـوزوم ، نـانو )Nanoemulsion(هـا  امولسـیون میکرو و نانو

)Nanoliposome(ذرات لیپیــدي جامــد ، نــانو)Solid Nano 

Particles(ساختار هاي لیپیدي نانو، و حامل)Nanostructured 

Lipid Carriers (هر کدام از آنها بسـته بـه شـرایط    . اشاره کرد
بـا  . باشـند خاص خـود مـی   مورد استفاده، داراي مزایا و معایب

توجه به این که ترکیبات لیپیدي زیست فعال از حلالیت بسیار 
هاي پذیري اندکی در سیستمپایین و در نتیجه زیست دسترس

ــانو ــذا ن ــد، ل هــاي روغــن در آب جهــت حامــلآبــی برخوردارن
شوند ریزپوشانی و به حداقل رساندن این مشکلات استفاده می

)12-9.(  
هاي انجام شده در این زمینـه، بـه نظـر    پژوهشبا توجه به 

 هـاي لیپیـدي  رسد تاکنون هیچ پژوهشی بر پایه نانوساختارمی
)NLC (لذا این پژوهش . عصاره برگ زیتون گزارش نشده است

سـازي  سازي استخراج عصاره برگ زیتون، بهینهبا اهداف بهینه
یـن  هاي فیزیکی اتولید نانوذرات حاوي عصاره و بررسی ویژگی

  .نانوذرات لیپیدي شکل گرفته است
  هامواد و روش  

  مواد
هـاي زیتـون   بـرگ  آوريجمعپس از : تهیه پودر برگ زیتون

ها با آب شهري شستشو و در سـایه  آبادي، این برگواریته خرم
هـاي خشـک شـده بـا     سپس بـرگ . و دماي اتاق خشک شدند

نگهـداري  استفاده از آسیاب به شکل پودر تهیـه و در یخچـال   
 .گردید

درجـه  (اولئـوروپئین   مواد شـیمیایی از جملـه  : مواد شیمیایی
، لیسـتین، گلیسـرول مونواسـتئارات، اسـید     )درصد 98خلوص 

، نمک )HPLCدرجه خلوص (کلریدریک، کلروفرم، استونیتریل 
 ،HPLCدرجه خلـوص  (فسفات دي هیدروژن پتاسیم، و متانول

ن طب خرم آباد ، از شرکت نگیSigma Aldrichساخت شرکت 
و روغــن ســویاي بکــر از ســوپر مارکــت بــازار محلــی گرگــان  

  . خریداري شد
  هاروش

هاي زیتون بـا اسـتفاده   سازي استخراج عصاره از برگبهینه
 .انجام شد)HPLC(از دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

-هـاي اتـانول  جهت استخراج برگ زیتون با روش گرم از حلال
) به ترتیب از چپ به راست، اتـانول و آب ( 70:30 آب با نسبت

 10نسبت حلال بـه بـرگ   (با ده گرم برگ زیتون آسیاب شده 
گراد استفاده درجه سانتی 40، در حمام آب گرم )باشدمی 1به 

تمــام  Fisonsآب دو بــار تقطیــر بــا اســتفاده از دســتگاه . شــد
 هـاي بـراي اسـتخراج اولئـوروپئین از بـرگ    . پیرکس تهیه شـد 

  Sunny(هاي خشک شده توسط آسیاب الکتریکی زیتون، برگ
گرم از پودر حاصل به  1پودر شد و سپس دقیقاً ) SG-80مدل 

ــه  ــري شیش ــل و بط ــی 10اي درب دار منتق ــلال  میل ــر ح لیت
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سپس بطري به . ن اضافه شدآبه ) 70:30(آب -استخراج اتانول
ب گـراد در حمـام آ  درجه سـانتی  40دقیقه در دماي  30مدت 

بـه  .  دقیقه در حمام فرا صوت قرار داده شد 15گرم و به مدت 
منظور اطمینان از اسـتخراج کامـل همـین عملیـات اسـتخراج      
یکبار بر روي تفاله حاصل از جداسازي عصـاره و تفالـه، انجـام    

سپس محلـول بـا عصـاره جـدا شـده در مرحلـه قبـل        . گردید
حلال  نمونه خشک شده قبل از تزریق با. مخلوط و خشک شد

مورد استفاده در استخراج به صورت محلول در آمده و پـس از  
  .میکرون مورد استفاده قرار گرفت 0.45صاف شدن از فیلتر 

از  HPLCبه منظور کشـیدن نمونـه و تزریـق بـه دسـتگاه      
سـاخت اسـترالیا    SGEشـرکت  (میکرولیتري  25میکروسرنگ 

ري گی ـبـراي جداسـازي و انـدازه   . استفاده شـد ) F-LC25مدل 
 HPLCهاي اسـتخراجی از دسـتگاه   کمی اولئوروپئین در نمونه

 25بـه طـول    Shim-Pack clc-c8 (M)مـدل   C-8بـا سـتون   
 5متـر و انــدازه ذرات پـر کننــده   میلــی 4.6متــر، قطـر  سـانتی 

. متـر اسـتفاده شـد   سانتی 1میکرومتر و ستون محافظ به طول 
یـک   این دستگاه مجهز به دو پمپ رفت و برگشتی، یـک آون، 

میکرولیتـر و   20گاز زداي پیوسته، یک لوپ نمونـه بـه انـدازه    
مجهـز بـه    SPD-10 AVPمـدل   UV/Visibleیک آشکار ساز 

نرم افـزار مـورد اسـتفاده    . میکرولیتر بود 8سل کوارتز با حجم 
Class-vp v.R 6.1 هــاي حــلال. بــودHPLC ) ،بــافر فســفات

و نمونـه اسـتخراجی قبـل از اسـتفاده     ) استونیتریل و آب مقطر
مـدل  (میکـرون   0.45توسط سیستم نگهدارنده فیلتر غشـایی  

Millipore (صاف شدند .  
شناسایی پیک اولئـوروپئین بـا اسـتفاده از مقایسـه زمـان      

آن با نمونه اسـتاندارد صـورت   ) tR )Retention Timeبازداري 
اطمینان بیشتر، مقداري از استاندارد اولئـوروپئین  براي . گرفت

مطابق انتظار ارتفاع . به نمونه افزوده شد و مجدداً تزریق گردید
بـراي  . پیک شناسایی شده به عنوان اولئوروپئین افزایش یافـت 

گیري کمـی اولئـوروپئین از رسـم منحنـی کالیبراسـیون      اندازه
. اسـتفاده شـد   توسط نمونه استاندارد بر اساس سطح زیر پیـک 

از یـک برنامـه    HPLCهـا در روي سـتون   براي جداسازي گونه
) لیتر بـر دقیقـه  میلی 1، 0.8، 0.6، 0.4، 0.2(شویشی گرادیانی 

مـولار   0.05بـافر اسـتات فسـفات    : با استفاده از دو حلال الـف 
)2.8=pH (سرعت جریـان  . استونیتریل استفاده شد: و حلال ب

  .قیقه بودلیتر بر دمیلی 1فاز متحرك 

عصاره خشک شده حاصل از برگ زیتون  راندمانمیزان 
  آسیاب شده

 )1معادله 

  گرم پودر برگ 10  درصد راندمان=  گرم پودر  عصاره برگ 10 -گرم پودر برگ 1  ×100
  

هاي لیپیدي به روش ي نانو حاملسازي روش تهیهبهینه
مقادیر ابتدا با : گراددرجه سانتی 40سازي در دماي همگن

و بررسـی   Design Expertافـزار  فرضی مواد با اسـتفاده از نـرم  
هاي نانوحامل طراحی هاي مشابه در این زمینه، فرمولپژوهش

هاي مختلف بـه کـار بـرده شـده در     سپس با بررسی روش. شد
ي موجود و آزمون هاي طراحی شدهمقالات و تغییر در  فرمول

در ایـن   .ب حاصل شـد و خطاهاي متفاوت، روش بهینه و مناس
درجـه بـالاتر از نقطـه     10تا  5روش مخلوط لیپیدي در دماي 

ابتدا پودر عصـاره  . حرارت داده شد) 60-70(ذوب لیپید جامد 
سـپس محلـول آبـی    . یا اولئوروپین در آب حل یا پراکنده شـد 

چربـی ذوب  (حاوي عصاره یا اولئوروپئین به فاز لیپیدي مذاب 
که تحت همزدن با ) لسیفایر لسیتینشده و روغن به همراه امو

قـرار داشـت،   ) دور در دقیقـه  2000-5000(نیروي برشی زیاد 
-2ساعت به صورت قطره قطره با فاصله زمانی  1-5/1به مدت 

انـدازه ذرات در  . افـزوده شـد  ) لانـدا  1000(ثانیه با سـمپلر   1
دمـاي  (دقیقه در حمام اولتراسـونیک   15امولسیون نهایی ابتدا 

ــه 40 ــانتی درج ــرادس ــپس ) گ ــیله    15و س ــه وس ــه ب دقیق
اي بـا فاصـله   سـیکل سـه دقیقـه    5در (دار اولتراسونیک پـروب 

) هرتـز  1و فرکانس  60دقیقه و همچنین بزرگی پاور  1زمانی 
پس از مراحل مذکور جهت سانتریفوژ نمودن، به . کاهش یافت

سـی  سی 1) لیتر سوسپانسیونمیلی 35حاوي (هر لوله فالکون 
مـولار جهـت کمـک بـه ترسـیب نـانوذرات        1لریدریک اسیدک

دقیقـه در دور   30به ترتیب، (سپس طی دو مرحله . افزوده شد
rpm 7000  دقیقـه در دور   15گـراد،  درجـه سـانتی   25دماي
rpm 15000  ــاي ــانتی 20در دم ــه س ــراددرج ــانتریفوژ ) گ س

پس از عمل جداسازي در سانتریفوژ، رسوب کـه  . صورت گرفت
توسـط  ه حامـل عصـاره بـود جداسـازي شـده و      حـاوي نـانوذر  

گـراد در فشـار   درجـه سـانتی   -80دماي (کن تصعیدي خشک
خشـک شـد و پـودر نـانو     ) ساعت 24بار به مدت میلی 001/0

  .هاي لیپیدي حاصل گردیدحامل
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 ٨٤

 نانوذراتسازي مقدار و نوع ترکیبات موجود در ساختار بهینه .1جدول 

  آب  کد فرمولاسیون
  )سیسی(

  گلیسرول مونواستئارات
  )گرم(

  اسید لینولئیک
  )گرم(

  روغن سویا
  )گرم(

  لسیتین
  )گرم(

  پودر عصاره برگ زیتون
  )گرم(

  اولئوروپئین
  )گرممیلی(

1  120 70/0  15/0  15/0  3/0 05/0  11.0685*  
2  120 70/0  15/0  15/0  3/0 1/0  22.137  
3  120 70/0  15/0  15/0  3/0 2/0  44.274  
4  120 70/0  15/0  15/0  3/0 4/0  88.548  
5  120 70/0  15/0  15/0  3/0 5/0  110.685  

  ).پودر عصاره برگجهت درك از مقدار اولئوروپئین موجود در (بکار رفته در هر فرمول گزارش شده است ) گرم(معادل مقادیر پودر عصاره برگ زیتون ) گرممیلی(در این جدول مقادیر اولئوروپئین * 

  
سازي غلظت و نسـبت مـواد در نـانوذرات حامـل     بهینه

ــاره ــه : عص ــه نانوحامــل منظــورب ــاي لیپیــدي حــاوي تهی ه
و  Design Expertافـزار  اولئـوروپین، ابتـدا بـا اسـتفاده از نـرم     

هاي مشابه در این زمینه، به صورت فرضی مقادیري در پژوهش
درصـد در   1محتواي فاز لیپیدي، در این مورد . نظر گرفته شد
درصـد فـاز چربـی     85شـود کـه از ایـن مقـدار     نظر گرفته می

ــتئارات( ــرول مونواس ــن   15و ) گلیس ــاز روغ ــد ف ــید (درص اس
 075/0و مقادیر لسیتین و اولئـوروپئین  ) سویالینولئیک، روغن 

بعد از آزمون و خطـا و  . در نظر گرفته شد )وزنی/ وزنی(درصد 
، در نهایت مقادیر در  HPLCگیري میانگین اندازه ذرات واندازه

سـپس بـا بررسـی و    . ضرب و سپس بر عدد سه تقسیم شـد  4
تغییر دادن مقادیر الئوروپئین و ثابت نگه داشتن مقادیر دیگـر،  

یه و اثر تغییـرات مـاده   ته) 1جدول (هاي متفاوت فرمولاسیون
بـا توجـه بـه فرمـول نهـایی      . اي مورد بررسی قرار گرفت هسته

هاي ها و دستیابی به فرمولاسیون بهینه نهایی، آزموننانوحامل
  . مربوط به نانوحامل بهینه مورد بررسی قرار گرفت

 DLS )Dynamic Lightنور  دینامیـکیآزمون پراکندگی 

Scattering( : از دستگاه  هانمونهبه منظور مطالعه اندازه ذرات
انـدازه  . اسـتفاده گردیـد   )Particle Sizer( سنجش اندازه ذرات

هاي تهیه شده بعد از یک شـبانه روز نگهـداري در   ذرات نمونه
کننـده تفـرق نـوري لیـزري     دماي محیط، توسط دستگاه آنالیز

قطـر  متوسـط انـدازه ذرات بـر اسـاس میـانگین      . انجام گرفـت 
  ).13(حجمی تعیین شد 

بازدهی ریزپوشانی کـردن نسـبت مـاده    : بازدهی ریزپوشانی
ذرات به کل ماده اضافه شده بـه فـاز   پوشانی شده درون نانوریز

مقدار ترکیب زیست فعال ریزپوشـانی نشـده یـا    . لیپیدي است
از جداسـازي فـاز    بعـد تخریب شـده پـس از فرآینـد بایسـتی     

) 2معادلـه  (پیوسته با سانتریفوژ با دور بالا محاسبه و کم شـود  
)8.(  

  )2معادله 
  اي اولیهماده هسته  بازدهی نانوحامل=  اي ریزپوشانی درون نانو حاملماده هسته

آزمون تعیین فازها و ساختار مـواد کریسـتالی فرمـول    
 Xتفرق پراش اشـعه   مکانیسم این تکنیک با استفاده از: بهینه

) X )X-ray Powder Diffractionو توسط دستگاه پراش اشعه 
بـه منظـور تشـخیص سـاختار کریسـتالی و یـا       . شودانجام می

 Xتوسط دستگاه پراش اشعه  X-RDآمورف نانوذرات، الگوهاي 
آوري اطلاعات با استفاده از آنود مـس  جمع شوند ومشخص می

الگوهـاي  . شـود کیلو ولـت انجـام مـی    40و ولتاژ مونوکروماتور 
بـا اسـتفاده از اسـکن مــداوم      20≥2 ≥ 800انکسـار در دامنـه   

  ). 14(گیرد انجام می
هاي آماري مـورد   نحوه تجزیه و تحلیل اطلاعات و روش

ها و وارد کـردن آنهـا در نـرم    آوري دادهپس از جمع :استفاده
هـاي مرکـزي و   پس از محاسبه شـاخص  SPSS 21افزار آماري 

ــالیز پراکنــدگی مناســب، جهــت تحلیــل داده هــا از آزمــون آن
  .استفاده شد) با کروسکال والس(واریانس 

 هایافته  
میزان راندمان عصاره خشک شده حاصل از برگ زیتون 

گرم پـودر بـرگ    10از : آسیاب شده روش بهینه استخراج
  .گرم پودر عصاره حاصل شد 1زیتون، 

  
90=%100× 

   گرم پودر برگ 10 -گرم پودر عصاره 1
  گرم پودر برگ 10  درصد راندمان=

  
-پس از بررسی میـزان غلظـت حـلال   : سازي استخراجبهینه

آب در دماهاي مختلف مشخص شـد کـه   هاي اتانول، استون و 
آب به ترتیب از چـپ بـه    -هاي اتانولعصاره مستخرج با حلال

بیشترین میـزان جـذب را در لانـدا     70:30هاي راست با نسبت
پـس از  . داشـتند ) نـانومتر  254(مکس مختص به اولئوروپئین 

هـاي حاصـل،   هاي حاصل از بررسی عصارهبررسی کروماتوگرام
  . حاصل شد) 1شکل (نه کروماتوگرام بهی

ها، حـدود  بعد از تهیه پودر برگ زیتون و استخراج با حلال
گرم پودر بـرگ زیتـون حاصـل     10گرم پودر عصاره برگ از  1
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و بـه دسـت آوردن   ) 2شـکل  (بعد از رسم گراف استاندارد . شد
حاصل شد و در ادامه ) 1معادله (منحنی استاندارد معادله خط 

هـا و گـراف و معادلـه اسـتاندارد     گرامنتایج حاصـل از کرومـاتو  
  .ارایه شده است) 2جدول (

Y= 630995x 448993 +  

R2=0.9987 

  

    
  

  )70:30(هاي اتانول و آب عصاره برگ استخراج شده با حلال و) نمونه استاندارد(هاي حاصل از بررسی اولئوروپئین خالص کروماتوگرام .1شکل 
  

  
  

  HPLCگیري کمی اولئوروپئین توسط دستگاه منحنی کالیبراسیون براي اندازه .2شکل 

  
  آبادينتایج حاصل از آنالیز اولئوروپئین در برگ زیتون واریته خرم .2جدول 

  درصد خلوص  درجه خلوص  )گرم بر گرممیلی(اولئوروپئین   انتگرال سطح زیر پیک  نام نمونه
  22.1370  0.221370 221.370  140132419  آب:اتانول
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  کروماتوگرام استاندارد  کروماتوگرام بهینه اتانول
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 ٨٦

همان طـور کـه در نتـایج مشـخص شـد در ایـن پـژوهش        
ــوط   ــرگ زیتــون حاصــل از مخل ــودر عصــاره ب ــاتوگرام پ کروم

  . آب میزان اولئوروپئین بالایی را دارا بود-هاي اتانول حلال
گیـري انـدازه ذرات   انـدازه : آزمون پراکندگی دینامیکی نور

اي جهت تعیین و تأییـد  مشخصه هايترین تکنیکیکی از مهم
هـاي سیسـتم و   ویژگـی  2در جـدول  . باشدتولید نانوذرات می

 PDI، میانگین قطر ذرات، 3حلال و شرایط آزمون و در جدول 
نمـایش  ) 2شکل (، پهنا، میزان گسستگی و قطع شدن منحنی 

شـود  مشـاهده مـی   3طور که در جـدول  همان. داده شده است
بـه ترتیـب  داراي بیشـترین و کمتـرین      4و  5فرمول بـا کـد   

دلیل نامعقول بودن  میانگین قطر ذرات هستند؛ با این وجود به

اندیس پراکندگی ذرات و همچنین نامناسب بودن اندازه ذرات، 
نـانومتر و انـدیس    120با میـانگین قطـر ذرات    1فرمول با کد 

تـرین  فرمـول   بـه عنـوان مناسـب    153/0شاخص پراکنـدگی  
  .انتخاب گردید

به طور معقول بـه دلیـل تفـاوت کمتـر در      1فرمول با کد  
. تـر بـود  ي یکنواختی بیشـتر و سـطوحی نـرم   اندازه ذرات، دارا

ــوده و    ــز برخــوردار ب ــی نی ــریض و پهن ــین از نمــودار ع همجن
همچنـین  ) Intercept(دهد گسستگی آن در مقادیر بالا رخ می

 1تشابه زیادي بـا فرمـول بـا کـد      2ها، فرمول با کد بین نمونه
  .داري مشاهده گردیدداشت با این وجود تفاوت معنی

  
2(  

  

1(  

 

4(  

  

3(  

  
5(  

  
  منحنی بررسی اندازه ذرات و بررسی پراکندگی ذرات نانوذرات .3شکل 
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 فرمول بهینه نانوذره میانگین ذرات و شاخص پراکندگیگیري هاي سیستم جهت اندازهویژگی .3جدول 
  ها ویژگی      

  
  فرمول

  دما
درجه (

  )گرادسانتی

  نرخ شمارش
  )کیلو سانتی پوآز(

تضعیف  RIپخش 
  کننده

  

  شرایط
  گیرياندازه

  )مترمیلی(

طول زمان 
  آزمایش

  )ثانیه(

  ویسکوزیته
  )سانتی پوآز(

جذب 
  مواد

RI  مواد  

  59/1  01/0  8872/0  60  65/4  6  330/1  5/322  25  1کد 
  59/1  01/0  8872/0  60  65/4  5  330/1  4/262  25  2کد 
  59/1  01/0  8872/0  90  65/4  7  330/1  495  25  3کد 
  59/1  01/0  8872/0  80  65/4  7  330/1  1/303  25  4کد 
  59/1  01/0  8872/0  70  65/4  7  330/1  2/128  25  5کد 

  
راندمان ریزپوشانی به پتانسیل مـواد  : کارایی انکپسولاسیون

اي درون مـواد هســته اي در حفـظ یـا بـه دام انـداختن     دیـواره 
راندمان ریزپوشانی همچنین مرتبط با . ها اشاره داردریزکپسول

کارایی . باشدعمر ماندگاري ماده محصور شده درون دیواره می
هاي طراحی شـده بـه   ریزپوشانی عصاره برگ زیتون در فرمول

، 04/12±91/0: 2، کـد  82±41/8: 1کـد  : باشـد این شرح مـی 
ــد  ــد 27/18±30/0: 3کــ ــد 36/16±48/0: 4، کــ : 5، و کــ

32/0±84/1 .  
هـاي  از جمله روش: آزمون فازها و ساختار مواد کریستالی

در ایـن  . باشـد آنالیز و شناسایی مواد، پراش اشـعه ایکـس مـی   

آزمون، هدف بررسی کریستالی بودن و آمورف بـودن نـانوذرات   
شود، ذرات نانوحامل مشاهده می 4طور که در شکل همان. بود

  .باشنداراي ساختار کریستالی منظم میلیپیدي د
آزمون بررسی تعیین میزان کریسـتالینیتی نـانو ذرات   

همچنـین پـس از تشـخیص    : حاوي عصـاره بـرگ زیتـون   
کریستالی بودن نانو ذره مشخص شد که میزان کریسـتالینیتی  

  .باشددرصد می 48نانوذرات لیپیدي 
  
  
  

  
  هاي فیزیکی مهم در تعیین بهترین نوع فرمولاسیونجدول مقادیر ویژگی .4جدول 

  میانگین قطر ذرات  کد فرمولاسیون
  )نانو(

  قطر ذرات غالب ذرات
 )نانو(

PDI  Intercept پهنا  
  )نانومتر(

  شدت
 Intensity )درصد(

  *0/912a  52/18±5/111c  07/0±202/0  13/0±919/0b  47/2±36/32a 14±100a±6/21  1کد 
  9/121d  42/17±72/88d  04/0±153/0d  016/0±0922/0b  44/0±53/17c 50/24±100a±53/20  2کد 
  6/382c  34/12±3/115b  07/0±428/0b  017/0±848/0c  44/1±08/16d  51/24±100a±18/42  3کد 
  416/3e  0.00  05/0±638/0a  046/0±77/1a  0  00/0±  4کد 
  4/400b  12/15±1/134a  08/0±435/0b  21/0±915/0b  53/0±95/23b  36/15±85.8b±46/60  5کد 

  .است 05/0حروف غیر یکسان در هر ستون، نشان دهنده اختلاف آماري در سطح  *
  

  
  XRمنحنی بررسی ساختار بلوري نانوذرات با دستگاه  .4شکل 
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  بحث  
سـازي اسـتخراج و   حلالـی جهـت بهینـه   هاي چند سیستم

. شودحصول ترکیبات فنولیک از ماتریکس گیاهان استفاده می
بندي شده و بـه  طبقه) GRAS(اتانول به عنوان یک ماده سالم 

عنوان حلال مؤثري جهت استخراج ترکیبات فنولیـک گـزارش   
هــاي بنــابراین بـراي حصــول و احیــاء ایـن گــروه  . شـده اســت 

یژه زمـانی کـه ایـن ترکیبـات بـراي تولیـد       فیتوشیمیایی، به و
کـاربرد  ) دارو-غـذا ) (Nutraceutical(محصولات نوتراسوتیکال 

برخی پژوهشگران مـؤثر   ).15(شود دارند، از اتانول استفاده می
ــی  ــق بــودن حصــول و اســتخراج ترکیبــات پل فنولیــک از طری

هاي متفاوت آب به این استخراج حلال اتانولی با افزودن نسبت
طـور کـه در نتـایج    همـان  ).16، 17(حلال را گـزارش کردنـد   

مشخص شد در این پژوهش، کروماتوگرام پـودر عصـاره بـرگ    
آب بالاترین میـزان   -هاي اتانولزیتون حاصل از مخلوط حلال

همچنــین اســتاموفولوس و همکــاران . اولئــوروپئین را دارا بــود
، 40، 20(هاي متفاوت از اتانول و آب با بررسی نسبت) 2014(

گـزارش کردنـد کـه بیشـترین ترکیبـات فنــولی      ) 80، 70، 60
شود کـه  آب زمانی حاصل می -حاصل از استخراج حلال اتانول
) 18(باشـد  ) 70:30( 30بـه   70نسبت اتانول به آب به ترتیب 

 .که با نتایج حاصل در این پژوهش همخوانی و مطابقت داشـت 
سـریع جهـت    در این بخش از تحقیـق، روشـی سـاده و نسـبتاً    

با استفاده از برنامه گرادیـان  . استخراج اولئوروپئین ارایه گردید
سـازي نمونـه جداسـازي مناسـبی     شویشی به کار رفته و رقیق

این نتایج با مشـاهدات سـایر محققـین    . براي آنالیز حاصل شد
  ).24-19(همخوانی داشت 

بنابراین این روش به دلیل حضور اولئوروپئین بـالا و ایمـن   
هاي کاربردي در صـنعت غـذا و دارو جهـت ادامـه     دن حلالبو

  .پژوهش به کار گرفته شد
 هـاي تـرین تکنیـک  گیري اندازه ذرات یکـی از مهـم  اندازه

. باشـد اي جهت تعیـین و تأییـد تولیـد نـانوذرات مـی     مشخصه
ــتگاه  ــر   DLSدس ــدي، قط ــاختارهاي لیپی ــدازه ذرات نانوس ، ان

کـه  ) PDI(ندگی ذرات هیدرودینامیکی و همچنین اندیس پراک
نمایانگر میزان توزیع و پراکندگی انـدازه ذرات اسـت را نشـان    

  ).4، 25(دهد می
PDI  اگر . نشان داد 0-1کیفیت توزیع ذرات را در محدوده

باشد؛ باشد نمایانگر بالاترین کیفیت توزیع می DPI≥1/0مقدار 
را به عنـوان مقـدار اپتـیمم و بهینـه      DPI≥3/0اغلب محققین 

PDI 5/0کـه مقـدار کمتـر از    دهند، طوريتشخیص می≤DPI 

طـور کـه در مبحـث    همـان  ).25(باشـد  مقدار قابل قبـول مـی  
بـا میـانگین قطـر     1مشاهده شد فرمول با کد  3ها شکل  یافته

ــدیس شــاخص پراکنــدگی  120ذرات  ــانومتر و ان ــه  153/0ن ب
با آزمـون و خطـا در   . ترین فرمول انتخاب گردیدعنوان مناسب

این پژوهش مشخص شد پارامترهاي فرآینـد از جملـه سـرعت    
، ....)سرعت پروب هموژنـایزر، سـرعت ترکیـب شـدن مـواد و      (

ولتاژ، مدت زمان هموژنایزر، مـدت زمـان اولتراوسـونیک، نـوع     
اي و همچنین مقدار ماده هسـته ) حمام یا پروب(اولتراسونیک 

امل مؤثر در افزوده شده به فرمولاسیون، نوع پلیمر، از جمله عو
اي و ساختار کریستالی اندازه ذرات، میزان بارگیري ماده هسته

  .باشدمنظم در نانو ذرات می
Shah  گزارش نمودند کـه هـر چقـدر    ) 2014(و همکاران

میزان امولسیفایر بیشتر باشد اندازه ذرات و شاخص پراکنـدگی  
ذرات نیز کمتر خواهد بـود و میـزان لیپیـد تـأثیري در انـدازه      

) 25(این با نتایج پژوهش حاضـر مطابقـت داشـت    . ات نداردذر
که عدم تأثیر لیپید مطالعه فوق بر اندازه ذرات با نتایج در حالی

و  Mainardes .حاصـل در ایـن پـژوهش مغـایرت نشـان داد     
کوانتـل  در بررسی آنـالیز حرارتـی نـانوذرات    ) 2006(همکاران 

ــد ــی لاکتی ــو-پل ــد -ک ) Poly-lactide-co-glycolide(گلایکولی
گزارش کردند که هر چقـدر انـدازه ذرات ریزتـر باشـد میـزان      

که با نتـایج حاصـل   ) 26(کارایی ریزپوشانی بیشتر خواهد بود 
) 2017(اسرینیواس و پریتـی   .در این پژوهش همخوانی داشت

در بررســـــی و تولیـــــد نـــــانوذرات لیپیـــــدي حـــــاوي 
) Gemcitabine hydrochloride(هیدروکلریدجمســــیتابین 

ــدازه ذرات و   گــزارش کردنــد کــه زمــان و نــوع دســتگاه در ان
در این پژوهش اندازه ذرات حاصـل  . باشدپتانسیل زتا مؤثر می

تـر  از اولتراسونیک نسبت به ذرات حاصل از هموژنایزر کوچـک 
بودند و هر چقدر مدت زمان سونیکه کردن بیشتر باشد انـدازه  

ج حاصـل در  کـه مشـابه بـا نتـای    ذرات کمتر خواهد بود طوري
  .پژوهش فوق بود

هــاي در رابطـه بــا شــاخص پراکنـدگی ذرات در نانوحامــل  
رود افزایش اندازه ذرات بـه دلیـل بـه کـار     لیپیدي، احتمال می

بردن مقدار بیشتر ذرات بـزرگ پـودر عصـاره بـرگ زیتـون در      
فرمول و یا تجمع ذرات نانوحامل چرب به دلیـل تمایـل ذرات   

  .دچربی به تشکیل زنجیره باش
هاي نانوحامل با کد طور که در نتایج بیان شد، فرمولهمان

به ترتیـب داراي بیشـترین و کمتـرین مقـدار مـاده       5و کد  1
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از جمله عوامـل مـؤثر بـر میـزان کـارایی      . محبوس شده بودند
اي و سرعت ترکیب شـدن مـواد و   ریزپوشانی مقدار ماده هسته

-چقدر مقدار مادهباشد به طور که هر دور پروب هموژنایزر می
اي به فاز لیپیـدي  اي کمتر، سرعت افزودن ماده هستهي هسته

کمتر و سرعت هموژنایزر بیشتر باشـد  ) مخلوط چربی و روغن(
اي بیشـتر  میزان محبوس شدن و بـه دام افتـادن مـاده هسـته    

هـا  با توجه به این که شرایط آزمـون بـراي فرمـول   . خواهد شد
بـا کمتـرین مقـدار     1ل با کـد  یکسان در نظر گرفته شد، فرمو

اي داراي بیشـترین میـزان محبـوس شـدن یـا بـه       ماده هسـته 
  عباراتی بیشترین کارایی انکپسولاسیون بود

Srinivas   وPreeti )2017 (  در بررسی و تولید نـانوذرات
به این نتیجـه رسـیدند    لیپیدي حاوي هیدروکلریدجمسیتابین

کـارایی ریزپوشـانی    که افزایش مقدار لیپید تـأثیري در میـزان  
که با نتـایج حاصـل در   ) 27(دارو در ماتریکس نانوذرات ندارد 

، در )2016(و همکـاران   Wei. این پـژوهش مطابقـت نداشـت   
 114پژوهشی تولید و رهایش نانوذرات لیپیدي حاوي دینسان 

نتـایج نشـان داد کـه هـر     . در روده را مورد بررسی قرار دادنـد 
ه در تهیـه فرمـول بیشـتر باشـد     کنندچقدر مقدار مواد شرکت

و هر چقدر هموژنیزاسیون مـواد بـا   راندمان ریزپوشانی کاهش 
شـود  راندمان ریزپوشانی بیشتر مـی سرعت کمتري انجام شود، 

 ).28(که با نتایج ایـن پـژوهش همخـوانی و مطابقـت داشـت      
Shilei   ــاران ــه ) 2014(و همک ــس از بهین ــد  پ ــازي تولی س
-ستین، کارایی ریزپوشانی را انـدازه هاي لیپیدي کوئرنانوحامل

ــدار آن را   ــري و مق ــد  5/93±35/0گی ــزارش کردن ــد گ . درص
هـاي کوئرسـتین ثبـات فیزیکـی     همچنین شـاخص نانوحامـل  

کـه بـا نتـایج    ) 29(مناسبی در شرایط دمایی محـیط داشـتند   
) 2013(فتحی و همکـاران  . حاصل همخوانی و مطابقت داشت

ــانوذرات لیپیــدي جامــد هــاي لیپیــدي و حامــل در بررســی ن
ــد کــه کــارایی   نانوســاختار حــاوي هســپریدین گــزارش کردن

تـا   90/39هـاي تولیـد شـده در محـدوده     حاملریزپوشانی نانو
  ).30(درصد قرار داشت  08/63

دیفراکتوگرام دستگاه پراش اشعه ایکس، سـاختار  ، 3شکل 
سـاختار  . دهدهاي لیپیدي نشان میکریستالی را در نانو حامل

ــیکریســ ــه ویژگ ــري تالی ب ــاي پلیم ــولی(ه ) 31) (وزن مولک
و حـلال  ) ولتاژ و سرعت به کار بـرده شـده  (پارامترهاي فرآیند 

و احتمـالاً  ) 31) (پلیمـر  -سرعت تبخیر حلال و واکنش حلال(
نشان  3شکل .  زمان ترکیب کردن مواد با یکدیگر بستگی دارد

هـاي  کها بـا سـاختار لیپیـدي داراي پی ـ    دهد که نانوحاملمی
پیک کریستالی نشان داده شده در شکل  9باشد که فراوانی می

، نشان دهنده تشکیل پیوندهاي قـوي و محکـم   θ2در زاویه  3
 .باشدمی) 32، 33(مولکولی هیدروژنی درون و بین
Kurd  نتــایج مشــابهی را در ســاختار ) 2017(و همکــاران

به عنوان  اي باسیلحاوي موسیلاژ دانه(فیبرهاي کریستالی نانو
وینیل الکـل بـه عنـوان مـاده     ماده جدید هیدروکلوئیدي و پلی

که بـا نتـایج حاضـر در    طوري) 34(گزارش دادند ) کنندهکمک
  .این پژوهش مطابقت داشت

نشـان داد عصـاره    HPLCهاي نتایج حاصل از کروماتوگرام
 40، در دمـاي کمتـر از   )70:30(حاصل از مخلوط اتانول و آب 

فنـل  دقیقه بالاترین میـزان پلـی   30راد به مدت گدرجه سانتی
همچنین نتایج حاصـل از پراکنـدگی   . را دارا بود) اولئوروپئین(

پـودر عصـاره داراي    05/0نور ذرات نانو نشان داد کـه فرمـول   
کمترین میانگین اندازه ذرات و کمترین میزان پراکندگی اندازه 

تـایج حاصـل از   با توجه به ن. ها بودذرات نسبت به سایر فرمول
مشـخص شـد نـانوذره حاصـل داراي      X-RDآزمون دستگاهی 

ویژگی کریستالی بوده که نمایـانگر پایـداري فیزیکـی نـانوذره     
 X-RDهمچنــین از نتــایج . باشــدحاصــل طــی انبــارداري مــی

درصد  48مشخص شد که میزان کریستالینیتی نانوذره حاصل 
 .باشدمی

  سپاسگزاري
دکتر  ين پژوهش از جناب آقاپژوهشگران و نویسندگان ای

هیئت علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشـکی  (روح االله حیدري 
و جنـاب آقـاي مهنـدس    ) و خدمات درمانی خرم آباد، لرستان

کارشـناس آزمایشـگاه مرکـزي دانشـگاه علـوم      (کمیل جوادي 
و سـرکار خـانم   ) پزشکی و خدمات درمـانی اسـتان کرمانشـاه   

 ، دانشـگاه صـنعت  X-RDکارشناس آزمایشگاه (مهندس نظري 
  .دارند خود را اعلام می مراتب قدردانی و تشکر) شریف
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Background and Objectives: Today, lipid nanoparticles have attracted a lot of attention due to their drug 
potential. The aim of this study was to optimize the extraction of olive leaf extract, its method of preparation, 
and formulation of the nanoparticles and investigate the resulting structure. 

Materials and Methods: The extraction of olive leaf extract was optimized of with the solvents of 
ethanol:water (70:30) with the steam bath methods. Also formulations (encapsulation efficiency and particle 
size) were optimized with applying response surface methodology and using DLS and HPLC instruments. 
Finally, crystalline and amorphous structures, as well as the crystallinity were detected using the XRD 
device. In this study, analysis of variance was employed for data analysis using SPSS software. 

Results: The results of the chromatograms showed that the optimal method for extraction of olive leaf 
extract is the solvent of ethanol:water (70:30) in a steam bath at 40°C for 30 minutes. The results of DLS and 
HPLC instruments showed that the encapsulated formulation containing extract 0.05 had the highest and 
lowest particle size and particle distribution index, respectively. The results showed that the nanoparticles 
obtained from the X-RD have crystal structure with the crystallinity of 48 %. 

Conclusion: The current study showed that in preparation nanostructured lipid carrier, the more is the 
nuclear material and the less is the speed of adding aqueous phase containing the extract to the lipid phase, 
and also the more is the speed of probe homogenizer, the smaller will be the size of nanoparticles and the 
better will be the crystal structure. 

Keywords: Encapsulation, Optimizing, Olive leaf extract, Nano-structured lipid carrier 
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