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 با نانوذرات ژلاتین ساخته شده به روش ضد D3درون پوشانی ویتامین 

  حلال دو مرحله اي
  

  2، زهرا امام جمعه 1سمیه میرآقائی 

  

   دانشجوي دکتري گروه علوم و صنایع غذایی پردیس بین المللی ارس دانشگاه تهران- 1
  طبیعی دانشگاه تهران عضو هیئت علمی گروه علوم و صنایع غذایی پردیس کشاورزي و منابع - 2

 )07/03/98: رشیپذ خیتار  97/ 07/07:  افتیدر خیتار(

  
  چکیده

در این مطالعه . هاي طبیعی است که به طور گسترده براي تهیه انواع نانو ذرات مورد استفاده قرار می گیرد ژلاتین یکی از فراوان ترین ماکرومولکول
مرحله اي تهیه شد و جهت بهینه سازي نانوذرات عوامل مختلفی مانند غلظت ژلاتین، استون با روش ضد حلال دو  Bنانوذرات از ژلاتین تیپ 

نتایج پژوهش نشان داد که .  در نانو ذره بهینه سازي شده درون پوشانی شدD3سپس ویتامین . مصرفی، دما و سرعت همزنی مورد بررسی قرار گرفت
 و سرعت C ৹40 میلی لیتر، دماي 15 میلی گرم بر میلی لیتر، حجم مصرفی استون 20لاتین مطلوب ترین شرایط براي تولید نانو ذرات با غلظت ژ

همچنین مورفولوژي نانو ذره حاصل به شکل کروي با .  نانومتر گزارش شد88.6اندازه ذره تولیدي با این شرایط .  تعیین شدrpm1000 همزنی 
 نانومتر افزایش 177.2 به D3اندازه ذره با افزودن ویتامین . وضوح قابل مشاهده استسطحی صاف می باشد که با میکروسکوپ الکترونی روبشی به 

  .یافت که نشان دهنده درون پوشانی نانو ذره می باشد
 

  ، ژلاتین، روش ضدحلال دو مرحله ايD3اندازه ذره، ویتامین : گانواژ کلید
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  مقدمه -1
مانند ویتامین در سال هاي اخیر بر روي ترکیبات ریزمغذي ها 
ویتامین ها . ها مطالعات قابل توجهی صورت گرفته است

موادي هستند که روزانه هر شخصی جهت متابولیسم طبیعی 
بین سلولی به آنها احتیاج دارد و خود به دو گروه ویتامین هاي 

 Dویتامین . محلول در آب و محلول در چربی تقسیم می شوند
ویتامین .  حساب می آیدجز ویتامین هاي محلول در چربی به

D یک هورمون استروئیدي است و به دو ساختار شیمیایی 
ارگو کوله  (D2ویتامین  و 1) کوله کلسیفرول (D3ویتامین 

در اثر تابش اشعه ماوراء بنفش .   دیده می شود2) کلسیفرول
ارگواسترول موجود در گیاهان و (نور آفتاب بر استرول هاي آن 

 و D2بترتیب ویتامین ) ود در پوست دهیدروکلسترول موج-7
D3 ویتامین . ]1[ سنتز می شودD از طریق قرار گرفتن در 

معرض نور آفتاب، رژیم غذایی و بصورت مصرف مکمل ها 
 در کودکان به شکل Dکمبود ویتامین . ]2[تامین می شود 

راشیتیسم، در بالغین بصورت استئومالاسی و در سالمندان به 
با این حال . نمایان می شود) استئوپروز(شکل پوکی استخوان 

 بر بافت Dدر سال هاي اخیر توجه بسیاري به اثر ویتامین 
همچنین کمبود . ]3[یر از استخوان جلب شده است هایی غ

، دیابت ]4[ با افزایش خطر بسیاري از سرطان ها Dویتامین 
، بیماري هاي خود ]5[ عروقی –، بیماري هاي قلبی ]4[ 2نوع 

از هر دو . نیز همراه است ]7[و بیماري هاي عفونی  ]6[ایمنی 
. پلیمر طبیعی و سنتزي براي تهیه نانوذرات استفاده شده است

اما اخیرا بکار رفتن پلیمرهاي طبیعی به علت منشا طبیعی و 
همچنین غیرسمی بودن آنها بطور چشمگیري افزایش یافته 

ژلاتین یکی از متنوع ترین بیوپلیمرهاي طبیعی است . ]8[است 
که به دلیل هزینه کم، دسترسی آسان، زیست تخریب پذیري و 
زیست سازگار بودن با طبیعت در صنایع غذایی و دارویی مورد 

این هیدروکلوئید پروتئینی از . ]9[توجه قرار گرفته است 
هیدرولیز جزئی کلاژن به دست می آید و از لحاظ تجاري 

 با نقطه Aژلاتین نوع (ژلاتین به دو صورت کاتیونی 
 و توسط هیدرولیز اسیدي از پوست pI (7 – 9(ایزوالکتریک 

 با Bژلاتین نوع (و آنیونی )  ساخته می شودIخوك کلاژن نوع 
 و توسط هیدرولیز قلیایی از pI( 8/4 - 5(نقطه ایزوالکتریک 

                                                   

1. cholecalciferol 
2. ergo cholecalciferol 

ژلاتین . ]8[قابل دسترس می باشد ) کلاژن گاوي تهیه می شود
از جمله ماکرومولکول هایی است که براي تولید نانوذرات از 

اخیرا نانوذرات ها مزایاي بسیار . ]10[آن استفاده می شود 
زیادي در بهبود سیستم هاي تحویل دارو از جهت افزایش 

 نانوذرات ها در مقایسه با .]9[ اند اثربخشی ارائه کرده
میکروذرات ها از جذب بالاتري برخوردارند نتایج تحقیقات 

 برابر نسبت به 2.5 نانومتر 100نشان داده که ذره اي با اندازه 
روش هاي . ]11[ میکرومتر جذب دارد 1ذره اي با اندازه 

متعددي براي تهیه نانوذرات ها از ماکرومولکول هاي طبیعی 
روش اول مبنی بر امولسیون سازي بوده و . گزارش شده است

در . روش دوم مبنی بر جداسازي فاز در محیط آبی می باشد
روش اول به دلیل ناپایداري امولسیون امکان تهیه نانوذرات 

زه ذره ي باریک وجود  نانومتر با توزیع اندا500کوچکتر از 
بنابراین روش کواسرواسیون و یا روش ضد حلال که . ندارد

مبتنی بر جداسازي فاز می باشد جهت تهیه نانوذرات ها از 
هدف ما در این . ]12[ماکرومولکول هاي طبیعی پیشنهاد شد 

پژوهش ابتدا تولید نانوذرات با روش ضدحلال دو مرحله اي 
بوده و جهت بهینه کردن اندازه ذرات عوامل مختلفی مانند 
غلظت ژلاتین، حجم استون مصرفی، دما و همچنین سرعت 

 در D3سپس از ویتامین . همزنی مورد بررسی قرار گرفت
  .فاده شددرون پوشانی بهینه نانوذره بدست آمده است

  

   مواد و روشها- 2
   مواد- 2-1

 از شرکت فراوري 240- 260با بلوم ) گاوي (Bژلاتین تیپ 
 25غذایی و دارویی ژلاتین حلال ایران، محلول گلوتارآلدهید 

، DSM از شرکت D3درصد آبی از شرکت سیگما، ویتامین 
استون از شرکت نوترون ایران و اسید هیدروکلریک از شرکت 

  .گردیدمرك خریداري 
   تهیه نانوذرات- 2-2

براي تهیه نانوذرات ژلاتین از روش ضد حلال دو مرحله اي 
 میلی 10 میلی گرم ژلاتین در 500 - 200در ابتدا . استفاده شد

 به همراه همزدن C৹1 ± 40لیتر آب مقطر در شرایط دمایی 
 میلی 10سپس . حل می شود تا یک محلول شفاف بدست آید

ول ژلاتین اضافه گردید تا وزن مولکولی لیتر استون به محل
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 را جدا 4بعد سوپرناتانت سفید .  ژلاتین رسوب کند3بالاي 
 میلی لیتر آب مقطر 10کرده و به وزن مولکولی بالاي ژلاتین 

 4,8 محلول به کمتر از pH. افزوده تا در حین همزدن حل شود
)pH<4.8 ( مولار تنظیم می 0,1با افزودن اسید هیدروکلریک 

 میلی لیتر استون 30در ادامه براي تشکیل نانوذرات . شود
بصورت قطره اي و تحت شرایط همزدن اضافه می گردد تا 

 در D3ویتامین . وقتی که کدورت بدست آید استون اضافه شد
سپس ). 1mg/mL(اتانول بعنوان محلول استوك حل می شود 

اي  بصورت قطره D3 میلی لیتر از محلول استوك ویتامین 0,3
 میلی لیتر از محلول نانوذرات ژلاتین افزوده می شود 2به داخل 

 دقیقه همزده شود تا ویتامین 30و اجازه داده می شود به مدت 
D3در انتها .  در داخل نانوذرات ژلاتین درون پوشانی شود
 میکرولیتر محلول گلوتارآلدهید جهت کراس لینک کردن 100

 دقیقه 30ده شد بمدت اضافه می شود و به محلول اجازه دا
 RPM 10500 دقیقه در 30محلول حاصل بمدت . همزده شود

سپس نانوذرات آماده شده در دستگاه فریزدرایر . سانتریفیوژ شد
  .]11[ و ]13[خشک می شوند 

  5  سنجش اندازه ذره -2-3
 ,HORIBA(سنجش اندازه ذره با دستگاه پخش نور دینامیک 

SZ-100z Dynamic Light Scattering (قطر . انجام شد
براي سنجش دامنه .  به عنوان اندازه ذره گزارش شد6موثر 

 در نظر 7پراکندگی ذرات در مخلوط نیز فاکتور بس پاشیدگی 
 25 درجه و در دماي 90 پخش آزمایش ها در زاویه. گرفته شد

  .]14[درجه سلسیوس اندازه گیري شد 
  )SEM(8میکروسکوپ الکترونی روبشی - 2-4

) KYKY EM3200(با میکروسکوپ الکترونی روبشی 
  .]11[موفولوژي نانوذرات ارزیابی شد

   آنالیز آماري-2-5
 one factor at the timeدر این مطالعه از روش آماري 

در هر آزمایش همه شرایط ثابت نگه داشته می . استفاده شد
همه آزمایشات با سه بار . شود و پارامتر مورد نظر تغییر می کند

  .تکرار انجام گرفت

                                                   

3. High molecular weight 
4. White supernatant 
5. Particle size 
6. Effective diameter 
7. Polydispersity index 
8 . Scanning electron microscopy 

   نتایج و بحث- 3
   تاثیر غلظت ژلاتین بر روي اندازه ذرات- 3-1

در این پژوهش تولید نانوذرات کوچکتر با توزیع اندازه هدف 
باریک می باشد و بنابر نتایج اعلام شده توسط محققین قبلی 

به همین . اندازه ذره تحت تاثیر غلظت ماده بکار رفته می باشد
همچنین نتایج . دلیل لازم است بهینه غلظت ژلاتین تعیین شود

ي ذره یکی از ویژگی سایر محققین نیز نشان داده که اندازه 
هاي مهم براي تحویل دارو در تولید محصولات نانو درون 
پوشانی می باشد به علت اینکه میزان رهایش دارو به اندازه ذره 

  .]11[و توزیع اندازه بستگی دارد 
 ارزیابی شد PDIتاثیر غلظت ژلاتین بر روي اندازه ذره و 

  .  نشان داده شده است1نتایج در جدول 
Table 1 Effect of gelatin concentration on 

nanoparticles size 
Polydispersity index 

(PDI) 
Particle size 

(nm) 

Concentration of 
Gelatin 

(mg) 
0.111d ± 0.02 224.7d ± 2.83 200 
0.208c ± 0.03 269.7c ± 2.75 300 
0.326b ± 0.02 328.1b ± 2.76 400 
0.356a ± 0.03 367.3a ± 2.69 500 

Data are presented as mean values (n=3) ± standard 
deviation. Data with different superscript letter 

show statistical difference at p≤0.05. 
Polydispersity index شاخصی است که جمعیت توزیع 

ذره را محاسبه می کند هر چه این شاخص پایینتر  اندازه نانو
همانطوري که در جدول . ]11[باشد توزیع اندازه باریکتر است 

ذرات و   مشاهده می شود با افزایش غلظت ژلاتین اندازه نانو1
این نتایج با .  بطور قابل توجهی افزایش می یابدPDIهمچنین 

تحقیقات محققین مطابقت داشت و همچنین آنها دریافتند که با 
 کاهش می یابد PDIافزایش تعداد بلوم ژلاتین اندازه ذره و 

در این مرحله مطلوب ترین مقدار مصرف ژلاتین براي . ]15[
 نانومتر 224.7 میلی گرم با اندازه ذره 200تولید نانوذرات 

مدنظر قرار گرفت و از این مقدار ژلاتین در مرحله بعد استفاده 
  .شد
 تاثیر حجم استون مصرفی بر روي اندازه - 2-  3

  ذرات
 آن نیز PDI تاثیر حجم استون مصرفی بر روي اندازه ذره و

بنا بر نتایج اعلام شده اثر حلال تاثیر . مورد بررسی قرار گرفت
بنابراین بهتر است بهینه غلظت . مستقیم بر روي اندازه دارد
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به طور کلی محققین نشان دادند نانو ذراتی . استون تعیین شود
 تهیه 9که با استون نسبت به اتانول به عنوان عامل ضد حلال

. ]16[چنین اندازه ذره ي کوچکتري داشتند  و همPDIشده اند 
 تاثیر مقادیر استون مصرفی بر روي اندازه ذره را نشان 2جدول 
 نیز PDIبا افزایش حجم استون اندازه ذره و همچنین . می دهد

تحقیقات سایر محققین نیز نشان داده است که . افزایش می یابد
با . ]15[با افزایش غلظت استون اندازه ذره نیز افزایش می یابد 

 بهینه ترین حجم استون مصرفی براي 2توجه به نتایج جدول 
 نانومتر با 209.3 میلی لیتر با اندازه ذره 15تولید نانوذرات 

PDI 0.083از این مقدار حجم استون در .  مشخص شد
  .مرحله بعد استفاده شد

Table 2 Effect of volume of acetone consumed 
on nanoparticles size 

Polydispersity index 
(PDI) 

Particle size 
(nm) 

Acetone 
consumable 

(ml) 
0.083d ± 0.003 209.3c ± 3.04 15 

0.090c ± 0.004 216.8b ± 4.31 20 

0.101b ± 0.002 219.9ab ± 3.39 25 

0.111a ± 0.02 224.7a ± 2.83 30 
Data are presented as mean values (n=3) ± standard 

deviation. Data with different superscript letter 
show statistical difference at p≤0.05. 

 
  تاثیر دما بر روي اندازه ذرات - 3-3

. با توجه به اینکه ماده بکار رفته یعنی ژلاتین پروتئینی می باشد
دما یکی از . لذاانجام آزمون هاي پایداري به حرارت لازم است

عامل دما نیز بر روي . عوامل موثر بر اندازه ذرات می باشد
 3 که در جدول  ذرات مورد ارزیابی قرار گرفتPDIاندازه و 

 به عنوان C৹ 40 دماي 3مطابق جدول . نشان داده شده است
کوچکترین و مطلوب ترین دما براي تولید نانوذرات تعیین شد 

دما تاثیر قابل . و در مرحله بعد مورد استفاده قرار گرفت
توجهی بر روي اندازه ذرات گذاشت با افزایش دما اندازه و 

ارزیابی ها نشان دادند که .  ذرات افزایش یافتPDIهمچنین 
غیر ممکن بود به این دلیل ) C৹25(تولید نانوذره در دماي اتاق 

. که ژلاتین در این دما ژل بسیار ویسکوزي را تشکیل می دهد
 شروع 10وقتی که دما افزایش می یابد ساختار هلیکس سه تایی 

. به باز شدن می کند و همزمان ویسکوزیته نیز کاهش می یابد

                                                   

9. Desolvating agent 
10. Triple helix structure 

 زنجیره ها اینطور بنظر می آیند که به اندازه C৹40اي در دم
کافی باز شدند و الحاق استون به عنوان ضد حلال در این دما 
نسبت به دماهاي بالاتر منجر به رسوب بهتر ماکرومولکول ها 

  .]15[ و ]11[می شود 
Table 3 Effect of temperature on nanoparticles 

size 
Polydispersity index 

(PDI) 
Particle size 

(nm) 
Temperature 

(৹ ) C  
0.083c ± 0.003 209.3b ± 3.04 40 
0.149b ± 0.004 242.3a ± 5.37 50 
0.189a ± 0.006 249.3a ± 7.64 60 

Data are presented as mean values (n=3) ± standard 
deviation. Data with different superscript letter 

show statistical difference at p≤0.05. 
 

  روي اندازه ذرات تاثیر سرعت همزنی بر -4-  3
با توجه به گزارش هاي منتشره سرعت همزنی از عوامل موثر 

بنابراین در این تحقیق جهت تعیین . بر اندازه ذره می باشد
. کوچکترین اندازه ذره بهترین سرعت همزنی تعیین می شود
. بطور کلی سایز ذرات با افزایش دور همزنی کاهش می یابد

 ذرات را PDIروي اندازه و  تاثیر سرعت همزنی بر 4جدول 
 ذرات PDIبا افزایش سرعت همزنی اندازه و . نشان می دهد

 88.6(کوچکترین اندازه ذره . بطور قابل توجهی کاهش یافت
 بدست آمد که به عنوان rpm 1000با سرعت همزنی ) نانومتر

بهینه سرعت همزنی براي تولید نانوذرات ژلاتین در نظر گرفته 
حققین نیز نشان داد که با افزایش سرعت نتایج سایر م. شد

آنها . همزنی اندازه ذره بطور قابل توجهی کاهش می یابد
ذرات بزرگتر در سرعت همزنی هاي پایین  دریافتند که نانو

  .]17[تري تشکیل می شوند 
Table 4 Effect of stirring speed on 

nanoparticles size 
Polydispersity index 

(PDI) 
Particle size 

(nm) 
stirring speed 

(rpm) 
0.079a ± 0.003 178.4a ± 4.20 800 
0.068b ± 0.004 118.7b ± 5.02 900 

0.047c ± 0.006 88.6c ± 3.53 1000 
Data are presented as mean values (n=3) ± standard 

deviation. Data with different superscript letter 
show statistical difference at p≤0.05. 

ذرات ژلاتین با   تصاویر نانو- 3-5
  میکروسکوپ الکترونی

 Dynamic Lightتعیین اندازه ذره توسط دستگاه 
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Scattering روش مطمئن و پرکاربردي است ولی با این 
لذا جهت بررسی . تار ذره معلوم نمی شودروش شکل و ساخ

شکل و ساختار ذره از روش میکروسکوپ الکترونی استفاده 
ذرات ژلاتین با میکروسکوپ الکترونی در  مورفولوژي نانو. شد

شکل نانوذرات ژلاتین بصورت .  نشان داده شده است1شکل 
کروي با سطحی صاف می باشد آنها بصورت جداگانه یا به 

این شواهد با نتایج .  پراکنده می شوندشکل خوشه اي
تحقیقات سایر محققین که از نانوذرات ژلاتین بدون بارگذاري 
شده با میکروسکوپ الکترونی تصویر برداري کرده بودند 

آنها نیز بیان نمودند که شکل نانو . ]18[ و ]11[مطابقت داشت 
  .ذرات ژلاتین بصورت کروي و یکنواخت می باشد

 
 

Fig 1 Scanning Electron microscopy (SEM) images 
of gelatin nanoparticles 

 

  ندازه ذرات بر روي اD3تاثیر ویتامین  - 3-6
با توجه به اینکه ذرات ساخته شده مقرر بود جهت درون 

 بر D3 بکار رود تاثیر بارگذاري ویتامین D3پوشانی ویتامین 
ذرات ژلاتین با  نانو. روي اندازه ذره مورد بررسی قرار گرفت

در نظر گرفتن بهینه عوامل موثر در اندازه ذرات ساخته شد و 
. ات ژلاتین درون پوشانی می شودذر  در داخل نانوD3ویتامین 

 ذرات PDI بر روي اندازه و D3 تاثیر ویتامین 5در جدول 
 مشاهده می 5همانطوري که در جدول . نشان داده شده است

 در D3شود و انتظار می رفت با درون پوشانی کردن ویتامین 
 نانومتر به 88.6 ذرات ژلاتین اندازه ذرات از داخل نانو

 نسبتا کوچکتر PDIهمچنین . فزایش یافت نانومتر ا 177.2
این ذرات درون پوشانی شده نیز نشان می دهد که توزیع ذرات 

این نتایج با نتایج سایر محققین نیز . یکنواخت می باشد
  .]13[همخوانی داشت 

Table 5 Effect of vitamin D3 on nanoparticles 
size 

Polydispersity index 
(PDI) 

Particle size 
(nm) sample 

0.319 ± 0.003 177.2 ± 2.40 Vitamin D3 
Data are presented as mean values (n=3) ± standard 

deviation. 
 

  نتیجه گیري - 4
نتایج تحقیقات نشان داد که بهینه شرایط براي تولید ذره اي به 

 میلی گرم 20، غلظت ژلاتین C ৹40 نانومتر، دماي 88.6اندازه 
 میلی لیتر و سرعت 15بر میلی لیتر، حجم مصرفی استون 

مورفولوژي نانوذرات ژلاتین .  می باشدrpm1000همزنی 
صاف بوده که با ساخته شده به شکل کروي با سطحی 

همچنین . میکروسکوپ الکترونی به وضوح قابل مشاهده است
 در داخل نانوذرات ژلاتین D3با درون پوشانی نمودن ویتامین 

  . نانومتر افزایش یافت177.2اندازه ذره به 
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Encapsulation of Vitamin D3 with Gelatin-Based Nano-Particles 
Produced by the Two-Step Desolvation Method 
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Gelatin is one of the most common natural macromolecules which is extensively used for preparing 
the nanoparticles. In the present study, type B gelatin-based nanoparticles were prepared using a two-
step desolvation method and to optimize the nanoparticles, gelatin concentration, consumed acetone, 
temperature, and stirring speed were examined. Subsequently, vitamin D3 was encapsulated in 
obtained nanoparticles. Findings of the study indicated that the most optimum conditions for 
producing the nanoparticles with 20 mg/ml gelatin concentration were 15 ml acetone consumed 
volume, 40  temperature and 1000 rpm stirring speed. The size of a produced particle under these 
conditions was reported as 88.6 nanometers. Also, the morphology of the obtained nanoparticle was 
spherical with a smooth surface which was observable through the scanning electron microscope. The 
size of the afore-mentioned particle increased to 177.2 nanometers followed by the addition of vitamin 
D3 to the produced nanoparticle which represents the encapsulation of the nanoparticle. 
 
Keywords: Droplet diameter, Vitamin D3, Gelatin, Two-Step Desolvation Method 
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