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  چکیده
گیري مقدار استخراج و اندازه. تون استترین ترکیب فنلی برگ زیاکسیدانی بوده و فراواناولئوروپئین داراي خاصیت آنتی

اي موثر جهت از طرفی انکپسولاسیون این ترکیب ایده. بسیار ارزشمند است ،اولئوروپئین از برگ زیتون به عنوان یک منبع غنی
اي یوارهمواد د با )NLC(نانوساختار  هاي لیپیديحاملدر این تحقیق،. باشدطی نگهداري می منحصر به فرد آنهاي حفظ ویژگی

هاي فیزیکی ویژگی تهیه و )اولئوروپئین(اي و هسته) لیستین(، امولسیفایر )روغن سویا، اسید لینولئیک گلیسرول مونواستئارات(
دستگاه  از )70:30(آب : هاي اتانولبا حلالاولئوروپئین سازي استخراج بهینه جهت .نانوساختار حاصل مورد بررسی قرار گرفت

HPLC،جهت تشخیص  ،دستگاه زتاسایزر توسط هاي نانوحاملو پتانسیل زتا ،ه ذرات، شاخص پراکندگی ذراتتعیین انداز
بررسی ساختار سطحی در نهایت جهت  و ،XR-Dاز دستگاه  هانانوحامل ساختار کریستالی و آمورف، همچنین میزان کریستالینیتی

روش بهینه جهت استخراج نشان داد که  هاز کروماتوگرامحاصل ا نتایج .استفاده گردید FE-SEMاز دستگاه نانوساختارها 
باشد که دقیقه می 30گراد به مدت درجه سانتی 40، در حمام بخار آب با دماي )70:30(هاي اتانول و آب حلالاولئوروپئین با 

ایج حاصل از آزمون همچنین نت. باشدمی 22.137گرم بر گرم اولئوروپئین و درصد خلوص اولئوروپئین میلی 221.370حاوي 
، و پتانسیل 0.153نانومتر، شاخص پراکندگی  121.9پراکندگی دینامیکی نور نشان داد که فرمول بهینه داراي میانگین اندازه ذرات 

نتایج حاصل از بررسی ساختار و فازهاي تشکیل دهنده نانوحامل بهینه نشان داد که نانوحامل . باشدولت میمیلی -43.3زتاي 
باشد این نانوساختار اي متشکل از واحدهاي کروي میاي یا پولک مانند با ریزساختارهاي زنجیرهداراي ساختار کلی صفحهلیپیدي 

  .باشددرصد می 52حاوي ساختمانی کریستالی بوده و میزان کریستالینیتی آن حدود 
  .HPLC ،FE-SEM،XRD ،DLS، اولئوروپئین حامل لیپیدينانو: کلیدي واژه هاي

  
  sadeghi.gau@gmail.com:مسوول مکاتبات*                     
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 مقدمه-1
استر گلوکوزیدي النوئیک اسید و هیدروکسی  ؛ینئاولئوروپ
جزء اصلی بیوفنول موجود در برگ زیتون است  ؛تیروزول

کوزید به شدت تلخ بوده و عامل یاین گل.)28، 12، 11(
از جمله .)11(باشد تلخی زیتون خام و فرآوري نشده می

تحت شرایط اسیدي،  تجزیه تلخی، این ترکیبمعایب 
-میبه ترکیبات سازنده آن تبدیل بازي، نور و دماي بالا و 

که امکان استفاده از آن را به عنوان یک جزء افزودنی  باشد
مختلف، با چالش مواجه ساخته هاي غذایی در فرمولاسیون

نظیر (شانی هاي ریزپودر این راستا، انواع سیستم .است
حساس به فعال و حفاظت ترکیبات جهت ) هانانوحامل

در مواد غذایی و دارویی به کار شرایط نامساعد محیطی 
هاي انجام شده در برخی پژوهشادامه در  ).37، 36( رودمی

زاده و همکاران هاشمی .ذکر شده استزمینه نانوذرات 
ي هااکسیدانی و ویژگیبا بررسی اثرات آنتی) 1395(

هاي لیپیدي نانوساختار حاوي عصاره آویشن فیزیکی حامل
-آنتی هاياول فعالیت شیرازي گزارش نمودند در روز

هاي حاوي عصاره آویشن شیرازي در اکسیدانی نانوحامل
تر بوده ولی هاي برابر بیشمقایسه با عصاره آزاد در غلظت

روز این  16به مرور با نگهداري در دماي محیط به مدت 
تر از عصاره هاي حاوي عصاره کمصیت در نانوحاملخا

همچنین با بررسی کارایی . )5( آزاد گردیده است
 71مشخص شد این ذرات حاوي ریزپوشانی نانوحامل

پزشکی  .باشندنانومتر می 122اي درصد آویشن با اندازه ذره
-با بررسی عوامل موثر بر اندازه حامل) 1393(و همکاران 

پالمیتات و  Aوساختار حاوي ویتامین هاي لیپیدي نان
ها گزارش پایداري و کارایی ریزپوشانی این نانوحامل

ها موجب افزایش نمودند که افزایش غلظت سورفاکتانت
کارایی انکپسولاسیون و همچنین افزایش پایداري درون 

هاي همچنین گزارش نمودند نانوحامل. پوشانی گردید
با  602/0و درصد پراکندگی نانومتر  78حاصل داراي اندازه 

آکوستا و  .)1(باشنددرصد می 5/98کارایی درون پوشانی 

هاي هیدروفیلیک با پایه با بررسی سیستم) 2015(همکاران 
-باشند، ویژگیکیتوزان، که حاوي عصاره برگ زیتون می

در این . اکسیدانی آن را مورد ارزیابی قرار دادندهاي آنتی
نشان داد که هیچ  FT-IR  و XRDپژوهش نتایج حاصل از 

هاي عصاره برگ فنلتراکنش ویژه و چشمگیري بین پلی
همچنین . زیتون با ماتریکس کیتوزان صورت نگرفته است

داري در شرایط اتاق نشان داد که فرمول حاصل نتایج نگه
در دماي اتاق کاملاً پایدار بوده و داراي کارایی ریزپوشانی 

ا توجه به آنچه که در قبل ذکر شد ب .)7( باشددرصد می 44
هاي انجام شده در این زمینه، به و بررسی مقالات و پژوهش

طراحی و  رسد تا کنون هیچ کار تحقیقاتی بر پایهنظر می
 )NLC(هاي لیپیدي نانوساختار هاي فیزیکیبررسی ویژگی

عصاره برگ زیتون گزارش نشده است، لذا این پژوهش با 
ستخراج عصاره برگ زیتون، بهینه سازي ااهداف بهینه

هاي سازي تولید نانوذرات حاوي عصاره، و بررسی آزمون
  .شکل گرفته استساختارهاي لیپیدي فیزیکی این نانو

  
  مواد و روش-2
  مواد- 2-1
- آوري برگپس از جمع: تهیه پودر برگ زیتون-2-1-1

ها با آب شهري آبادي، این برگهاي زیتون واریته خرم
سایه، به دور از نور، و دماي اتاق خشک  شستشو و در

هاي خشک شده با استفاده از آسیاب، به سپس برگ. شدند
  .شدندشکل پودر تهیه و در یخچال نگهداري 

  
  سایر مواد شیمیایی -2- 2-1

 98درجه خلوص (اولئوروپئین  مواد شیمیایی از جمله
 ،اسید کلریدریک، لیستین، گلیسرول مونواستئارات، )درصد
نمک  ،)HPLCدرجه خلوص ( فرم، استونیتریلکلرو

درجه خلوص (فسفات دي هیدروژن پتاسیم، و متانول
HPLC،  ساخت شرکتSigma Aldrich،  از شرکت

نگین طب خرم آباد و روغن سویاي بکر از سوپر مارکت 
  . بازار محلی گرگان خریداري شد
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  هاروش- 2-2
هاي سازي استخراج عصاره از برگبهینه-1- 2-2
ون با استفاده از دستگاه کروماتوگرافی مایع با زیت

تعیین غلظت اولئوروپئین حاصل از و  ،)HPLC(کارایی بالا 
  هاکروماتوگرام

تمام پیرکس  Fisonsب دو بار تقطیر با استفاده از دستگاه آ
هاي زیتون، براي استخراج اولئوروپئین از برگ. تهیه شد
 Sunny(هاي خشک شده توسط آسیاب الکتریکی برگ
گرم از پودر حاصل  1پودر شد و سپس دقیقا ) SG-80 مدل

لیتر حلال میلی 10اي درب دار منتقل و به بطري شیشه
سپس بطري . ن اضافه شدآبه ) 70:30(آب -استخراج اتانول

گراد در حمام درجه سانتی 40دقیقه در دماي  30به مدت 
اده ه در حمام فرا صوت قرار ددقیق 15آب گرم و به مدت 

به منظور اطمینان از استخراج کامل همین عملیات  .شد
بار بر روي تفاله حاصل از جداسازي عصاره  استخراج یک

سپس محلول با عصاره جدا شده در . و تفاله، انجام گردید
نمونه خشک شده قبل از . مرحله قبل مخلوط و خشک شد

تزریق با حلال مورد استفاده در استخراج به صورت محلول 
میکرون مورد  45/0آمده و پس از صاف شدن از فیلتر  در

به منظور کشیدن نمونه و تزریق به  .استفاده قرار گرفت
شرکت (میکرولیتري  25از میکروسرنگ  HPLCدستگاه 

SGE  ساخت استرالیا مدلF-LC25 (براي . استفاده شد
هاي در نمونه 1گیري کمی اولئوروپئینجداسازي و اندازه
-Shimمدل  C-8با ستون  HPLC ستگاه استخراجی از د

Pack clc-c8 (M) متر میلی 4.6متر، قطر سانتی 25ه طول ب
میکرومتر و ستون محافظ به طول  5و اندازه ذرات پر کننده 

این دستگاه مجهز به دو پمپ رفت . متر استفاده شدسانتی 1
و برگشتی، یک آون، یک گاز زداي پیوسته، یک لوپ 

میکرولیتر و یک آشکار ساز  20نمونه به اندازه 
UV/Visible  مدلSPD-10 AVP  مجهز به سل کوارتز

 Class-vpنرم افزار مورد استفاده . میکرولیتر بود 8با حجم 

v.R 6.1 هاي حلال. بودHPLC ) بافر فسفات، استونیتریل
و نمونه استخراجی قبل از استفاده توسط ) و آب مقطر

                                                           
1 Oleuropein 

مدل (میکرون  0.45سیستم نگهدارنده فیلتر غشایی 
Millipore (سایی پیک اولئوروپئین با شنا. صاف شدند

آن با نمونه استاندارد  )Rt( 2استفاده از مقایسه زمان بازداري
براي اطمینان بیشتر، مقداري از استاندارد . صورت گرفت

. اولئوروپئین به نمونه افزوده شد و مجدداً تزریق گردید
یی شده به عنوان اولئوروپئین مطابق انتظار ارتفاع پیک شناسا

گیري کمی اولئوروپئین از رسم براي اندازه. افزایش یافت
منحنی کالیبراسیون توسط نمونه استاندارد بر اساس سطح 

ها در روي براي جداسازي گونه. زیر پیک استفاده شد
، 0.4، 0.2(از یک برنامه شویشی گرادیانی  HPLCستون 

: با استفاده از دو حلال الف) یقهلیتر بر دقمیلی 1، 0.8، 0.6
: و حلال ب) pH=2.8(مولار  0.05بافر استات فسفات 
- میلی 1سرعت جریان فاز متحرك . استونیتریل استفاده شد

  .لیتر بر دقیقه بود
  
هاي لیپیدي ي نانو حاملسازي روش تهیهبهینه-2- 2-2

  گراددرجه سانتی 40سازي در دماي به روش همگن
 Designیر فرضی مواد با استفاده از نرم افزار ابتدا با مقاد

Expert و بررسی مقالات تحقیقاتی در این زمینه، فرمول -

هاي سپس با بررسی روش. هاي نانوحامل طراحی شد
- مختلف به کار برده شده در مقالات و تغییر در پروتوکل

هاي موجود، و آزمون و خطاهاي متفاوت، روش بهینه و 
 5این روش مخلوط لیپیدي در دماي در  .مناسب حاصل شد

درجه  60-70(درجه بالاتر از نقطه ذوب لیپید جامد  10تا 
ابتدا پودر عصاره یا . حرارت داده شد) گرادسانتی

اولئوروپین در آب حل یا پراکنده، سپس محلول آبی حاوي 
چربی ذوب شده (عصاره یا اولئوروپئین به فاز لیپیدي مذاب 

که تحت همزدن یا ) سیفایر لیستینو روغن به همراه امول
قرار داشت، ) دور در دقیقه 2000-5000(نیروي برشی زیاد 

ساعت به صورت قطره قطره با فاصله زمانی  1-1.5به مدت 
اندازه ذرات در . شدافزوده ) لاندا 1000(ثانیه با سمپلر  2-1

دماي (دقیقه در حمام اولتراسونیک  15امولسیون نهایی ابتدا 
دقیقه به وسیله  15و سپس ) گرادسانتیدرجه  40

                                                           
2. Retention Time 
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اي با فاصله سیکل سه دقیقه 5در (دار اولتراسونیک پروب
و  60 نیرویی با بزرگیدقیقه، و همچنین بزرگی  1زمانی 

پس از مراحل مذکور جهت . کاهش یافت) هرتز 1فرکانس 
لیتر میلی 35حاوي (سانتریفوژ نمودن، به هر لوله فالکون 

مولار جهت  1سی اسیدکلریدریک سی 1) سوسپانسیون
کمک به ترسیب نانوذرات افزوده شده، سپس طی دو 

 25دماي  rpm7000دقیقه در دور  30به ترتیب، (مرحله 
در دماي  rpm15000دقیقه در دور  15گراد، درجه سانتی

پس از . سانتریفوژ صورت گرفت) گراددرجه سانتی 20
حاوي نانوذره عمل جداسازي در سانتریفوژ، رسوب که 

کن توسط خشکحامل عصاره بود جداسازي شده و 
 0.001گراد در فشار درجه سانتی -80دماي (تصعیدي 

-خشک شد و پودر نانو حامل) ساعت 24بار به مدت میلی

  .هاي لیپیدي حاصل گردید
  
هاي سازي غلظت و نسبت مواد در حاملبهینه-3- 2-2

  لیپیدي نانوساختار
هاي لیپیدي حاوي اولئوروپئین، ابتدا به منظور تهیه نانوحامل

و مقالات  Design Expertبا استفاده از نرم افزار 

در . در نظر گرفته شد مقادیر اولیهتحقیقاتی در این زمینه، 
در نظر گرفته شد، درصد  1این مورد محتواي فاز لیپیدي، 

گلیسرول (درصد فاز چربی  85که از این مقدار 
اسید لینولئیک، (درصد فاز روغن  15و ) مونواستئارات

پودر عصاره برگ زیتون  ، و مقادیر لیستین و)سویاروغن 
گرم میلی 16.602یا به عبارتی ) وزنی/ وزنی(درصد  0.075

خطا و بعد از آزمون و . اولئوروپئین در نظر گرفته شد
، در نهایت  HPLCوگیري میانگین اندازه ذرات اندازه

سپس با . ضرب و سپس بر عدد سه تقسیم شد 4مقادیر در 
بررسی و تغییر دادن مقادیر در هر ماده و ثابت نگه داشتن 

هاي متفاوت تهیه و تاثیر تغییرات مقادیر دیگر، فرمولاسیون
جدول ( رفتمورد بررسی قرار گ )اولئوروپئین(پودر عصاره 

ها و دستیابی به با توجه به فرمول نهایی نانوحامل. )1
 بهینهبراي فرمول  هاسایر آزمونفرمولاسیون بهینه نهایی، 
  . مورد بررسی قرار گرفت

  هاي لیپیدي نانوساختارمقدار و نوع ترکیبات موجود در حامل سازيبهینه -1جدول 

کد 
 فرمولاسیون

 آب
)سیسی(  

گلیسرول 
 مونواستئارات

)گرم(  

 اسید لینولئیک
)گرم(  

  روغن سویا
  )گرم(

 لیستین
)گرم(  

پودر عصاره برگ 
  زیتون

)گرم(  

  
  **اولئوروپئین

  )گرممیلی(
1 120 93/0  2/0  2/0  3/0 1/0  137/22  

2 120 93/0  2/0  2/0  3/0 05/0  0685/11  
3 120 93/0  2/0  2/0  3/0 2/0  274/44  
4 120 93/0  2/0  2/0  3/0 4/0  548/88  
5 120 93/0  2/0  2/0  3/0 5/0  685/110  

جهت درك (بکار رفته در هر فرمول گزارش شده است ) گرم(معادل مقادیر پودر عصاره برگ زیتون ) گرممیلی(در این جدول مقادیر اولئوروپئین ** 
  ).از مقدار اولئوروپئین موجود در پودر عصاره برگ
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تعیین میانگین اندازه ذرات، شاخص -4- 2-2
  پراکندگی ذرات، شاخص بس پاشیدگی و پتانسیل زتا 

از دستگاه پارتیکل  هانهنموبه منظور مطالعه اندازه ذرات 
بعد هاي لیپیدي نانوساختار فرمول حامل. شدسایزر استفاده 

در بافر فسفات  از یک شبانه روز نگهداري در دماي محیط،
 1، به طوري که غلظت فاز لیپیدي به شدرقیق تا غلظت رقیق 

سپس اندازه ذرات و شاخص . رسیدلیتر گرم در میلیمیلی
سنجی همبستگی فوتونی با طیفبس پاشیدگی به وسیله 

درجه و دماي  90دستگاه آنالیز کننده اندازه ذرات در زاویه 
همچنین بار الکتریکی نانوذرات نیز . گیري شدمحیط اندازه

بعد از مشخص شدن  .)12(به وسیله این دستگاه تعیین شد 
نمونه بهینه، تست شاخص بس پاشیدگی و پتانسیل زتا براي 

  .م شدنمونه بهینه انجا
 
  بازدهی ریزپوشانی -5- 2-2

-پوشانی شده درون نانوبازدهی ریزپوشانی نسبت ماده ریز

در این . ذرات به کل ماده اضافه شده به فاز لیپیدي است
تحقیق میزان ریزپوشانی اولئوروپئین با استفاده از دستگاه 

HPLC  22(مشخص و محاسبه گردید.(  
  
فرمول در واد آزمون تعیین فازها و ساختار م-6- 2-2

 بهینه
توسط دستگاه  Xاین تکنیک با استفاده از تفرق پراش اشعه 

به منظور تشخیص ساختار . شودانجام می X3پراش اشعه 
توسط  X-RDکریستالی و یا آمورف نانوذرات، الگوهاي 

آوري شوند، جمعمشخص می Xدستگاه پراش اشعه 
 40ماتور اطلاعات با استفاده از آنود مس و ولتاژ مونوکرو

 ≥ 800الگوهاي انکسار در دامنه . شودکیلو ولت انجام می
  ).31(گیرد با استفاده از اسکن مداوم  انجام می 20≥2
  
با  فرمول بهینه سطحیساختار  بررسیآزمون -7- 2-2

FE-SEM  
هاي مورفولوژي نانوذرات فریزدراي شده با استفاده ویژگی

لیوفیلیزه به  یک قطره از نانوذره .شد تعیینFE-SEMاز 

                                                           
3 .X-ray Powder Diffraction (XRD) 

هاي سطحی یک فلز متصل شده با طلا پوشیده شد و ویژگی
 .مشاهده گردید FE-SEMو شکل نانوذرات با استفاده از 

  
  تجزیه و تحلیل آماري -6- 2-2

سازي استخراج عصاره برگ هاي بهینهنتایج کروماتوگرام
بار تزریق انجام  25زیتون در قالب طرح کاملاً تصادفی با 

هترین نمونه بر اساس بیشترین غلظت اولئوروپئین گردید و ب
سازي به منظور بهینه .نانومتر انتخاب شد 254در طول موج 

تولید فرمولاسیون، از روش سطح پاسخ با طراحی مرکب 
ترکیبات . شد استفاده Design  Expertمرکزي و نرم افزار 

اولئوروپئین، گلیسریل مونواستئارات، روغن سویا، اسید 
ئیک، لسیتین و پودر عصاره برگ زیتون به عنوان لینول

-نتایج اندازه .متغیرهاي مستقل مورد استفاده قرار گرفتند

گیري میانگین ذرات و شاخص پراکندگی ذرات به منظور 
فرمول طراحی و به همراه  5رسیدن به فرمول بهینه در قالب 

. گیري پتانسیل زتاي فرمول بهینه یک بار انجام شداندزه
اي و ي ذرهخاب بهترین نمونه بر اساس کمترین اندازهانت

) ≥0.2PDIي در محدوده(کمترین شاخص پراکندگی 

بازدهی ریزپوشانی تیمارها با استفاده از . انجام گردید
HPLC  هاي مربوطه از نرم افزار تحلیل داده جهتوSPSS 

هاي دانکن در و آنالیز واریانس و آزمون مقایسه میانگین 10
  .درصد انجام شد 5سطح 

  
  نتایج و بحث-3
سازي استخراج و تعیین غلظت اولئوروپئین بهینه- 3-1

  هاحاصل از کروماتوگرام
سازي استخراج و حصول هاي چند حلالی جهت بهینهسیستم

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

ه عنوان حلال موثري جهت استخراج ترکیبات فنولیک ب
گزارش شده است، بنابراین براي حصول و ریکاوري این 

هاي فیتوشیمیایی، به ویژه زمانی که این ترکیبات براي گروه
کاربرد دارند، ) دارو-غذا(تولید محصولات نوتراسوتیکال 

برخی پژوهشگران موثر ). 27( شوداز اتانول استفاده می
ن حصول و استخراج ترکیبات پلی فنولیک از طریق بود

هاي متفاوت آب به استخراج حلال اتانولی با افزودن نسبت
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در این تحقیق پس از ).38، 8( این حلال، را گزارش نمودند
هاي اتانول و آب در دماهاي بررسی میزان غلظت حلال

هاي مختلف مشخص شد که عصاره مستخرج با حلال
 70:30هاي رتیب از چپ به راست با نسبتآب به ت -اتانول

مختص به  موم یا بیشینهماکسی بیشترین میزان جذب را در
پس از بررسی . داشتند) نانومتر 254(اولئوروپئین 
هاي حاصل، هاي حاصل از بررسی عصارهکروماتوگرام

  .حاصل شد) 1شکل (کروماتوگرام بهینه 
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 هاي اتانول و آبو عصاره برگ استخراج شده با حلال  )نمونه استاندارد(سی اولئوروپئین خالص هاي حاصل از بررکروماتوگرام -1شکل 

  کروماتوگرام استاندارد  کروماتوگرام بهینه اتانول
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ها، حدود عد از تهیه پودر برگ زیتون و استخراج با حلالب
گرم پودر برگ زیتون  10گرم پودر عصاره برگ از  1

و به  )2شکل ( بعد از رسم گراف استاندارد. حاصل شد
حاصل ) 1معادله (ستاندارد معادله خط دست آوردن منحنی ا

ها و گراف و شد و در ادامه نتایج حاصل از کروماتوگرام
  .ارایه شده است) 2جدول (معادله استاندارد 

 
Y= 630995x 448993 +  
R2=0.9987 

  
  

گیري کمی منحنی کالیبراسیون براي اندازه -2شکل 
  HPLCاولئوروپئین توسط دستگاه 

  
  

  آباديحاصل از آنالیز اولئوروپئین در برگ زیتون واریته خرمنتایج  -2جدول 
  

  نام نمونه
انتگرال سطح زیر 

  پیک
-میلی(اولئوروپئین 

  )گرم بر گرم
  درصد خلوص  درجه خلوص

  22.1370  0.221370 221.370  140132419  آب:اتانول
  
  

در این بخش از تحقیق، روشی نسبتاً سریع جهت استخراج 
با استفاده از برنامه گرادیان . گردیداولئوروپئین ارایه 

سازي نمونه جداسازي مناسبی شویشی به کار رفته و رقیق
این نتایج با مشاهدات سایر محققین . براي آنالیز حاصل شد

همانطور که در  ).29، 10،24، 9، 6، 2(همخوانی داشت 
نتایج مشخص شد در این پژوهش کروماتوگرام پودر 

آب -هاي اتانولز مخلوط حلالعصاره برگ زیتون حاصل ا
همچنین . بالاترین میزان اولئوروپئین را دارا بود

هاي با بررسی نسبت) 2014(استاموفولوس و همکاران 
گزارش ) 80، 70، 60، 40، 20(متفاوت از اتانول و آب 

نمودند که بیشترین ترکیبات فنولی حاصل از استخراج 
سبت اتانول به شود که نآب زمانی حاصل می -حلال اتانول

،که با نتایج )32(باشد ) 70:30( 30به  70آب به ترتیب 
. حاصل در این پژوهش کاملاً همخوانی و مطابقت داشت

بنابراین این روش به دلیل حضور اولئوروپئین بالا و ایمن 
هاي کاربردي در صنعت غذا و دارو، جهت بودن حلال

با بررسی ) 2014(جبار الحمد  .ادامه تحقیق به کار گرفته شد
آب جهت استخراج عصاره -آب و باز-تاثیر ترکیب الکل

برگ زیتون گزارش نمود ترکیب دو سیستم حلال مذکور 

منجربه بهبود استخراج عصاره برگ زیتون و کیفیت عصاره 
شود؛ با این وجود ترکیب اتانول یا متانول با آب حاصل می

-ل میمنجربه افزایش ترکیبات فنلی و کیفیت عصاره حاص

حاصل در این تحقیق همخوانی داشت  شود، که با نتایج
جهت استخراج عصاره ) 1387(هاشمی و همکاران  ).15(

هاي کشت شده در مرکز تحقیقات برگ زیتون از واریته
-آباد گزارش نمودند که با استفاده از حلالکشاورزي خرم

به  40در دماي  30به  70آب به ترتیب به نسبت -هاي اتانول
اي توان پودر عصارهدقیقه در اولتراسونیک، می 30ت مد

همچنین گزارش . سرشار از اولئوروپئین استخراج نمود
نمودند که اولئوروپئین در ارقام مختلف زیتون داراي تنوع 

 112.9زیادي بوده به طوري که این مقدار در رقم کالامون 
رم گرم بر گمیلی 235.7گرم و براي رقم سویلانا / گرممیلی

داري بین مقدار اولئوروپئین ارقام بود و اختلاف کاملاً معنی
بنابراین روش بهینه  ).6(جود داشت مختلف زیتون و

مذکور، به دلیل راندمان بالاي عصاره برگ زیتون، حضور 
کاربردي در صنعت غذا  اولئوروپئین بالا و ایمن بودن حلال

  .و دارو، جهت ادامه تحقیق به کار گرفته شد

ک
ح پی

سط
 

  )ppm( اولئوروپئین
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  آزمون پراکندگی دینامیکی نور- 3-2
شاخص  ،گیري میانگین قطر ذراتاندازه -1- 3-2

  و تعیین پتانسیل زتا پراکندگی ذرات
 هايترین تکنیکگیري اندازه ذرات یکی از مهماندازه

. باشداي جهت تعیین و تأیید تولید نانوذرات میمشخصه
ین ذرات پتانسیل زتا اندیکاتوري از میزان دفع بار بهمچنین 

با بار مشابه در فرمولاسیون و یا به عبارتی پایداري ذرات را 
، پهنا، PDI، میانگین قطر ذرات، 4در جدول  .دهدنشان می

. شودمیزان گسستگی و قطع شدن منحنی نمایش داده می
 4و  5شود فرمول با کد مشاهده می 4همانطور که در جدول 

گین قطر ذرات به ترتیب داراي بیشترین و کمترین میان
هستند؛ با این وجود به دلیل نامعقول بودن اندیس پراکندگی 

 1ذرات و همچنین نامناسب بودن اندازه ذرات، فرمول با کد 
نانومتر و اندیس شاخص  121.9با میانگین قطر ذرات 

ترین فرمول انتخاب به عنوان مناسب 0.153پراکندگی 
یل تفاوت کمتر به طور معقول به دل 1فرمول با کد . گردید

تر در اندازه ذرات، داراي یکنواختی بیشتر و سطوحی نرم
همجنین از نمودار عریض و پهنی نیز برخوردار بوده و . بود

مقدار (دهد گسستگی آن در مقادیر بالا رخ می
Intercept .(2هاي حاضر فرمول با کد همچنین بین نمونه 

جود تفاوت داشت با این و 1تشابه زیادي با فرمول با کد 
) 2014(شه و همکاران  .داري مشاهده شدبسیار معنی

گزارش نمودند که هر چقدر میزان امولسیفایر بیشتر باشد 
اندازه ذرات و شاخص پراکندگی ذرات نیز کمتر خواهد 

که با نتایج . بود و میزان لیپید تاثیري در اندازه ذرات ندارد
لیپید بر  مطلب عدم تاثیر اما) 30(حاضر مطابقت داشت 

 .اندازه ذرات با نتایج حاصل در این پژوهش مغایرت داشت

در بررسی آنالیز حرارتی ) 2006(یناردس و همکاران م
گزارش 4گلایکولید-کو-کوانتل پلی لاکتیدنانوذرات 

کردند که هر چقدر اندازه ذرات ریزتر باشد میزان کارایی 
ل در این که با نتایج حاص) 23(ریزپوشانی بیشتر خواهد بود 
در رابطه با شاخص پراکندگی .پژوهش همخوانی داشت

رود افزایش هاي لیپیدي، احتمال میذرات در نانوحامل
اندازه ذرات به دلیل به کار بردن مقدار بیشتر ذرات بزرگ 
پودر عصاره برگ زیتون در فرمول و یا تجمع ذرات 
نانوحامل چرب به دلیل تمایل ذرات چربی به تشکیل 

همانطور که در جدول در رابطه با پتانسیل زتا .باشدزنجیره 
ولت میلی -43.3ابل مشاهده است میزان پتانسیل زتا ق، 5
در  باشد که میزان دفع ذرات و پایداري نانوذرات رامی

ران اشه و همکدر این رابطه  .دهدشرایط نگهداري نشان می
ر هر چقدر میزان امولسیفایر بیشت گزارش نمودند که )2014(

باشد پتانسیل زتاي ذرات نیز بیشتر خواهد بود که یک 
رود و میزان لیپید و امولسیفایر بر به شمار می مثبتفاکتور 

پتانسیل زتا و یا به عبارتی بر پایداري فیزیکی ذرات تاثیر 
گزارش نمودند که ) 2012(مارتین و همکاران  .)30(دارد 

یل زتاي هاي غیریونی علیرغم داشتن پتانسسورفاکتانت
کمتر، تمایل به پوشش تقریباً کامل نانوذرات دارد و 
پایداري استریک بیشتر، و پایداري الکترواستاتیک کمتر 

سطح پوششی نانوذرات . باشدمسئول چنین رفتاري می
تحرك الکتروفورتیک  توسط امولسیفایرهاي غیریونی

دهد، بنابراین ذرات پتانسیل زتاي نانوذرات را کاهش می
گیري در نهایت این که اندازه. خواهند داشت کمتري

سازي و انتخاب فرمول پتانسیل زتا فاکتور مناسبی براي بهینه
 ).25(باشد مناسب نانوذرات نمی

                                                           
4. Poly-lactide-co-glycolide 
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  هاي فیزیکی مهم در تعیین بهترین نوع فرمولاسیونجدول مقادیر ویژگی -4جدول 
کد 

  فرمولاسیون
  میانگین قطر ذرات

  )نانو(
قطر ذرات غالب 

  اتذر
 )نانو(

PDI  Intercept پهنا  
  )نانومتر(

  شدت
  )درصد(

Intensity 

  100  32.36  0.919  0.202  111.5  9/120  1کد 

  100  17.53  0.922  0.153  88.72  9/121  2کد 

  100  16.08  0.848  0.428  115.3  6/382  3کد 

  0  0  1.77  0.638  0.00  416/3  4کد 

  85.8  23.95  0.915  0.435  134.1  4/400  5کد 

 
  

 تعیین پتانسیل زتا و شاخص بس پاشیدگی فرمول بهینه نانوذره -5جدول 

  هاویژگی                   
  فرمول

  پتانسیل زتا
  )ولتمیلی(

  انحراف زتا
  )ولتمیلی(

رسانایی / قابلیت هدایت
)mS/cm(  

  ویسکوزیته
  )سانتی پوآز(

 سطح

  )درصد(
  پهنا

  )ولتمیلی(
  34/8  100  8872/0  0647/0  34/8  -3/43  درصد  0.05فرمول 
  

آزمون و خطا مشخص شد با  خش ازتحقیقبدر این 
سرعت پروب (پارامترهاي فرآیند از جمله سرعت 

، دستگاه ، ولتاژ..)هموژنایزر، سرعت ترکیب شدن مواد و 
مدت زمان هموژنایزر، مدت زمان اولتراوسونیک، نوع 

- ته، و همچنین مقدار ماده هس)حمام یا پروب(اولتراسونیک 

هاي به نوع پلیمر و نانوحامل اي افزوده شده به فرمولاسیون
 ، از جمله عوامل موثر در اندازه ذراتکار رفته در فرمول

ماده  یا محصور شدن میزان بارگیريو همچنین ، هانانوحامل
  .باشدمی هاحاملنانو در اي هسته

  
  آزمون فازها و ساختار مواد کریستالی- 3-3

الیز و شناسایی مواد پراش اشعه ایکس هاي آناز جمله روش
داخلی  ساختمان شناسایی جهت XRDدستگاه . باشدمی

 ماده پودر پراش آن کار اساس شود ومی استفاده بلورها
 در ماده بلورهاي از زیادي تعداد وجود. است نظر مورد
به  کریستالی ختلفم صفحات شود کهمی باعث آن پودر
 قرارگرفته تحت تاثیراشعه متفاوت زوایاي در تصادفی طور

در این تست، هدف  .شود گیرياندازه آنها پراش و شدت
بررسی و تشخیص ساختار کریستالی و یا آمورف بودن 

دیفراکتوگرام دستگاه پراش اشعه ایکس .نانوذرات بود
دهد هاي لیپیدي نشان میساختار کریستالی را در نانو حامل

وزن (هاي پلیمري ساختار کریستالی به ویژگی). 3شکل (
ولتاژ و سرعت به کار (پارامترهاي فرآیند ) 14) (مولکولی
 -سرعت تبخیر حلال و واکنش حلال(، و حلال )برده شده

کردن مواد با یکدیگر ، و احتمالاً زمان ترکیب )14) (پلیمر
نتایج مشابهی ) 2017(کورد و همکاران .)14( بستگی دارد

اي حاوي موسیلاژ دانه(را در ساختار کریستالی نانو فیبرهاي 
باسیل به عنوان ماده جدید هیدروکلوئیدي و پلی وینیل 

که با ، )19(گزارش دادند ) الکل به عنوان ماده کمک کننده
همانطور که در  .نتایج حاضر در این پژوهش مطابقت داشت

-مشاهده می) 3شکل (ش اشعه ایکس نانوحامل منحنی پرا

هاي فراوان با ها با ساختار لیپیدي داراي پیکشود نانوحامل
پیک کریستالی نشان  9باشند که ارتفاع و طول متفاوتی می
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دهنده تشکیل ، نشانθ2در زاویه  3داده شده در شکل 
پیوندهاي قوي و محکم درون و بین مولکولی هیدروژنی و 

هایی در این منحنی بازتاب .باشدریستالی منظم میساختار ک
هاي اسیدهاي هاي کوتاه زنجیرهفاصله 23.49و 21.82در 

دهد که نوعی نشان می 0.30و 0.43چرب را به ترتیب در 
باشند می (′β)5ساختار پلی مورف متا استیبل اورترومبیک

هاي ظریف و کوتاه مشابهی در همچنین پیک ).35 ،16(
ها نانوحامل وجود دارد که برخی از این پیک یطول منحن

که بر اساس  )35، 17( باشدمی 4.9تا  3.2در فاصله کوتاه 
- می ′βنمایانگر پلی مورف ) 2008(نتایج ویس و همکاران 

) یا به عبارتی پیک(به طور کلی مقادیر فواصل کوتاه . باشند
یابد و با گذشت زمان، شدت در انتهاي منحنی کاهش می

. )35( یابدکاهش می) طول یا ارتفاع(ها کاس پیکانع
تر در نتیجه ساختار کریستالی تر و پهنهاي عریضپیک

، وشدت )16(باشد تر، و نقص در کریستال میمنظم کم
دهد که کریستالینیتی کاهش یافته است تر نشان میکم

 19.903و  19.452هایی در همچنین در منحنی پیک). 21(
و  0.44که به ترتیب مسئول فواصل کوتاه درجه یافت شد 

باشند که نمایانگر تشکیل جزئی ساختار پلی نانومتر می 0.21
 ).15(باشد می (βi)مورف تري کلینیک اورترومبیک 

تفاوت در نوع پلی مورف و کریستالی در نانوحامل به 

                                                           
5 . Orthorhombic metastable polymorph 

اسید (حضور ترکیبات متنوع موجود در ساختار نانوحامل 
) ا، گلیسرول مونو استئارات و لیستینلینولئیک، روغن سوی

از ابتدا تا انتهاي منحنی، میزان کریستالیزاسیون .باشدمی
 سبب به است ممکن پدیده این. کاهش پیدا کرده است

-بخش درمیان) ترکیبات فنولی(زیستی  فعال ترکیب تلفیق

چربی باشد،که منجربه نقص بیشتر در  بلوري ازشبکه هایی
احتمال بیشتري  آن ودر ساخت ساختار کریستالی شده

محبوس باقی بمانند  طی نگهداري داردکه اجزاء فعال وجود
نتایج مشابهی را در ساختار ) 2017(کورد و همکاران ).26(

اي باسیل به حاوي موسیلاژ دانه(کریستالی نانو فیبرهاي 
عنوان ماده جدید هیدروکلوئیدي و پلی وینیل الکل به 

؛ که با نتایج )19( گزارش دادند) عنوان ماده کمک کننده
 .حاضر در این پژوهش مطابقت داشت

  
آزمون بررسی تعیین میزان کریستالینیتی نانو - 3-4

  ذرات حاوي عصاره برگ زیتون
همچنین پس از تشخیص کریستالی بودن نانو ذره مشخص 

 52نوساختار هاي لیپیدي ناشد که میزان کریستالینیتی حامل
که نشان از کیفیت بالاي شرایط  )3شکل (باشد درصد می

تهیه نانوحامل و انتخاب مناسب مواد تشکیل دهنده 
 .باشدنانوحامل می
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  XRDمنحنی بررسی ساختار بلوري نانوذرات با دستگاه  -3شکل 

  
با میکروسکوپ آزمون بررسی ساختار سطحی - 3-5

  6الکترونی روبشی گسیل میدانی
-FEو شناسایی مواد استفاده از هاي آنالیز از جمله روش

SEM هاي لیپیدي با دستگاهمورفولوژي نانوحامل. باشدمی 
FE-SEM  در این تست، هدف بررسی ساختار . شدانجام
دستگاه ها و بررسی اندازه ذرات با استفاده از این نانوحامل

شود مشاهده می 6و  5، 4همانطور که در اشکال . بود
اره برگ زیتون و نانوحامل تصاویرنانوحامل شاهد، عص

میکرون و  10حاوي عصاره برگ زیتون با دو بزرگنمایی 
با توجه به اشکال ارایه شده . نانومتر درج شده است 500
هاي لیپیدي توان مشاهده نمود که ذرات حاملمی

اي و یا پولکی بسیار منظم و نانوساختار داراي ساختار صفحه
شود ابعاد ذرات اهده میهمانطور که مش. باشندزیبایی می

نشان داده شده در اشکال میکروسکوپ الکترونی ذیل بسیار 
تر از اندازه واقعی و طبیعی نانو با چشم غیر مسلح بزرگ
هاي لیپیدي در این تصاویر مشخص شد حامل. باشندمی

هاي نانوساختار حاصل، داراي ساختار هموژن با زنجیره
-درصد حفرگی بین ذرهمنظم و پیوسته از ذرات کروي با 

                                                           
6. Field emission scanning electron microscopy 
(FE_SEM) 

اي، پایینی بوده که نشان از کریستالینیتی مناسب و تبلور 
هاي لیپیدي داراي ساختاري زنجیره همچنین. باشدقوي می

چسبنده، جداره سالم، کروي، یکنواخت و بدون شکاف، و 
باشد که این خصوصیات بدون چروکیدگی در جداره می

شده به روش بیان کننده ویژگی مناسب پودرهاي تهیه 
خشک کردن تصعیدي، کاربرد مناسب این روش براي 
تحقیقات در سطح نانو؛ و همچنین کارایی بالاي این غلظت 

هاي لیپیدي با خواص فیزیکوشیمیایی مطلوب و در نانوحامل
کروي بودن ذرات لیپیدي در .باشدپذیري مناسب میجریان

د این شوهاي لیپیدي باعث میساختار زنجیره مانند حامل
ذرات بیشترین توانایی را جهت آزادسازي کنترل شده و 

اي محبوس شده داشته باشند زیرا محافظت از ماده هسته
ترین مسیر جهت حرکت هسته اشکال کروي داراي طولانی

در نانو ذره و کمترین سطح تماس با محیط آبی فاز پراکنده 
جه به با تو )13، 4(باشد نسبت به سایر اشکال نانوذرات می

-تصویر نانوحامل شاهد و عصاره برگ زیتون، به راحتی می

حامل نوتوان حضور عصاره برگ زیتون محصور شده در نا
-در رابطه با اندازه.حاوي عصاره برگ زیتون مشاهده نمود

همانطور که  FE-SEMگیري اندازه ذرات با دستگاه 
شود به طور تصادفی چند نانوحامل انتخاب و ملاحظه می
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در این تحقیق و بررسی . گیري شدازه قطر ذرات اندازهاند
، 60.07هاي مشخص شد نانوحامل شاهد داراي اندازه

که نانو حامل نانومتر در حالی 62.27، و 63.33، 45.03
-می 31.13و  28.11، 27.31حاوي عصاره داراي اندازه 

با بررسی موفولوژي ) 2012(خلیل و همکاران .باشد
وي عصاره برگ زیتون گزارش نمودند نانوذرات نقره حا

که نانوذرات با ماهیت کریستالی داراي توزیع باریکی از 
اندازه ذرات هستند به عبارتی داراي شاخص پراکندگی 

 20باشند به طوري که اندازه ذرات آنها از ذرات پایینی می
باشد که با نتایج حاصل در این نانومتر متغیر می 50تا 

همچنین خلیل و همکاران در این . تپژوهش همخوانی داش
تحقیق مشخص کردند نانوذرات حاصل دراي ساختار 

باشند که در برخی نقاط به دلیل تبلور ضعیف یا منظمی می
کریستالینیتی پایین، حضور سنگدانه در شکل نانوذرات 

همچنین هاشمی زاده و همکاران ).18( شودمشاهده می
هاي حاوي آویشن با بررسی ساختار نانوحامل) 1395(

شیرازي گزارش نمودند که ذرات حاصل داراي ساختار 
کروي منظمی هستند و در برخی نقاط که دراي ساختار 

با  اي است ممکن است با گذشت زمان اندازه ذراتتودره
محمدي و همکاران ).5(حذف این تجمع ذرات کاهش یابد 

 و بررسی Dهاي ویتامین با تولید نانولیپوزوم) 1392(
مورفولوژي آنها گزارش نمودند که نانوذرات، داراي 

اي هستند که در اثر ساختار متخلخل و بهم چسبیده
قرارگیري سریع اجزاء تشکیل دهنده در اثر فرایند خشک 
کردن انجمادي ایجاد شدند، و اندازه ذرات به دلیل به هم 

هم جنین گزارش . گیري نبودندچسبیدگی قابل اندازه
ییدي بر أهاي سفید در نانوذرات تور نقطهنمودند که حض
) 1393(پزشکی و همکاران ).3( باشدمی Dحضور ویتامین 

 Aهاي لیپیدي حاوي ویتمین با بررسی موفولوژي نانوحامل
پالمیتات، گزارش نمودند که ذرات نانوحامل تقریباً کروي 

ییدي بر اندازه ذرات با أتا بیضوي با اندازه نانو بودند که ت
همچنین لاکاتوسا و ).1(بود  DLSاده از دستگاه استف

هاي لیپیدي در تصاویر حاصل از حامل) 2012(همکاران 
حاوي بتاکاروتن با استفاده از میکروسکوپ الکترونی، 

 100تر از نانوذراتی با اشکال کروي و متوسط اندازه کم
نانومتر با مناطق کریستالی نامنظم سوزنی شکل مشاهده و 

سوزنی شکل نشان از  ند که این مناطقگزارش نمود
ها هاي بتا بود، که با تشکیل این فرم از کریستالکریستال

ر ماتریکس لیپیدي مقدار بیشتري از ترکیب فعال در ساختا
 ).20(ماند باقی می

 

 

هاي لیپیدي بهینه حاوي اولئوروپئینساختار نانوحامل -4شکل   
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  نتیجه گیري-4
نشان داد عصاره  HPLCهاي کروماتوگرامنتایج حاصل از 

، در دماي کمتر از )70:30(ول و آب حاصل از مخلوط اتان
دقیقه بالاترین میزان پلی  30گراد به مدت درجه سانتی 40

همچنین نتایج حاصل از  .باشدرا دارا می) اولئوروپئین(فنل 
پودر  0.05پراکندگی نور ذرات نانو نشان داد که فرمول 

عصاره داراي کمترین میانگین اندازه ذرات، کمترین میزان 
، و پتانسیل هااندازه ذرات نسبت به سایر فرمولپراکندگی 
با توجه به نتایج حاصل از آزمون . باشدمی زتاي مناسبی

مشخص شد نانوذره حاصل داراي  X-RDدستگاهی 
ویژگی کریستالی بوده که نمایانگر پایداري فیزیکی نانوذره 

 X-RDهمچنین از نتایج . باشدحاصل طی انبارداري می

 52کریستالینیتی نانوذره حاصل  مشخص شد که میزان
-FEنتایج حاصل از آزمون دستگاهی  .باشددرصد می

SEM  نشان داد نانوساختار حاصل داراي ساختار پولک
مانند بوده و با وجود ریزپوشانی کردن عصاره، نسبت به نانو 

  .حامل شاهد تغییر محسوسی مشاهده نشد
 

  سپاسگزاري-5
و  ش مراتب قدردانیاین پژوه و پژوهشگران نویسندگان
دانشگاه علوم پزشکی و خدمات  محمد امیدنژاد، تشکر را از
آباد، لرستان، سرکار خانم مهندس شاهکرمی درمانی خرم

جناب آقاي مهندس ، )آزمایشگاه مرکزي دانشگاه لرستان(
کارشناس آزمایشگاه مرکزي دانشگاه علوم (کمیل جوادي 

و سرکار خانم  )پزشکی و خدمات درمانی استان کرمانشاه
، دانشگاه X-RDکارشناس آزمایشگاه (مهندس نظري 
  .دارند) صنعت شریف

  
  منابع-6

، مقدم، .، همیشه کار، ح.، قنبرزاده، ب.، اپزشکی .1
هاي لیپیدي حامل. 1393. ، و محمدي، م.م

پالمیتات؛  Aحاوي ویتامین  )NLC(نانوساختار 
عوامل موثر بر اندازه ذرات، کارایی درون 

 هايفصلنامه علوم و فناوري. و پایداري پوشانی
  .67- 82، 5 ، جلدنوین غذایی

 ساختار پودر عصاره برگ زیتون حاوي اولئوروپئین -5شکل 

 ساختار سطحی نانوحامل لیپیدي شاهد -6شکل 
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22 ،78 -74. 
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. 1392. ا. ، و محمدي فر، م.رضایی مکرم، ر
هاي هاي فیزیکی نانولیپوزومارزیابی ویژگی

تولید شده به روش  D3حامل ویتامین 
 مجله علوم. سونیکاسیون- هیدراسیون لایه نازك
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 لیپیدى اىهحامل یزیکىف هاىویژگى
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Abstract 
Oleuropein has antioxidant properties and is the most abundant phenolic compounds in olive 
leaves. Extracting and measuring the amount of oleuropein from the olive leaves as a rich 
source is very valuable. On the other hand, the encapsulation of this compound is an effective 
idea to maintain its unique characteristics during storage. In this study, nanostructured lipid 
carrier (NLC) materials were prepared with wall materials (glycerol monostearates, soybean 
oil, linoleic acid), emulsifiers (lecithin) and nuclei (oleuropein), and the physical properties of 
the nanostructured product were investigated. To optimize the extraction of oleuropein with 
ethanol solvents: water (70:30) by HPLC, determining the particle size, particle dispersion 
index, and the zeta potential of the nano-carrier by the zeta-sizer, to determine the crystalline 
and amorphous structure, as well as the crystallinity of the nano-carriers from the XR- D, and 
finally, FE-SEM was used to study the surface structure of nanostructures. The results of the 
chromatograms showed that the optimal method for extraction of oleuropein with ethanol and 
water (70:30) solvents was in a steam bath with a temperature of 40 ° C for 30 minutes 
containing 221.370 mg / g of oleuropein and a purity of 18.137 oleuropein. Also, the results 
of the light dynamic dispersion test showed that the optimal formula had an average particle 
size of 121.9 nm, a scattering index of 0.153, and a zeta potential of -43.3 mV. The results of 
the study of the structure and phases of the optimal nanocarriers lipid structure showed that 
the lipid nanocarriers has a general structure of the plate or polka like a microstructure 
consisting of spherical units. This nanostructure contains a crystalline structure with a 
crystallinity content of about 52%. 
 
Keywords: Nanostructured Lipid Carriers, Encapsulation, HPLC, FE-SEM, XRD, DLS. 
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