
  

زعفران از فاز داخلی امولسیون  ي هنانوریزپوشانی شد ي هموثر سازي رهایش ترکیباتمدل
 دوگانه آب در روغن در آب 

  4االله میرزایی حبیب، 3الهام اسدپور ،2 *سید مهدي جعفري، 1 افشین فریدي اسفنجانی
  05/07/1393: تاریخ دریافت
  06/12/1393: تاریخ پذیرش

  چکیده
دف از این پژوهش بررسی سینتیک رهایش پیکروکروسین، کروسین و سافرانال نانوریزپوشانی شده در فاز آبـی داخلـی امولسـیون دوگانـه آب در     ه

بـراي ایـن   . زعفران به روش غرقابی استخراج و وارد امولسـیون دوگانـه گردیدنـد    ي هترکیبات موثر. به فاز آبی بیرونی آن بود  (W/O/W)روغن در آب 
زعفران در روغن به روش میکروامولسیون تشکیل و سپس ایـن سـامانه در فـاز آبـی شـامل پـروتئین آب پنیـر و         ي هنظور، ابتدا میکروامولسیون عصارم

یش منظور بررسی سینتیک رهـا به. پکتین و مالتودکسترین به صورت دولایه دوباره امولسیونه شد-مالتودکسترین به صورت تک لایه و پروتئین آب پنیر
کراول در نظـر گرفتـه   -هاي تجربی درجه صفر، درجه اول، هیگوچی و هیکسونزعفران به فاز آبی بیرونی امولسیون دوگانه، ابتدا مدل ي هترکیبات موثر

تـرین گرانـروي و   هاي آزمایشگاهی مشاهده شد که امولسیون دوگانه پایدار شده با کنسانتره پروتئین آب پنیر و پکتـین داراي بـیش  با بررسی داده. شدند
در مورد رهایش کروسین، بهترین مدل مربوط به مـدل مرتبـه   . روز نگهداري بود 22ترین درصد رهایش پیکروکروسین، کروسین و سافرانال در طی کم

،  (R2) ، ضریب برازشهاي بررسی شدهمبناي مقایسه مدل. اول و در مورد رهایش پیکروکروسین و سافرانال بهترین مدل مربوط به مدل مرتبه صفر بود
 .بود (RMSE) و ریشه میانگین مربعات خطا (SSE) مربعات خطا

  
  زعفران ي هامولسیون دوگانه، رهایش، نانوریزپوشانی، عصار :کلیدي ياه هواژ

  
  4  123مقدمه

زعفران به علت طعم و رنگ عالی کاربردهـاي فراوانـی در تولیـد    
و با توجـه بـه محـدودیت     هاي غذایی، دارویی و شیمیایی داردفراورده

زعفـران  . رودشـمار مـی  قیمـت بـه  هاي گرانکشت و تولید، از فراورده
عروقـی و   -هـاي مغـزي  ها، بیماريهمچنین در درمان برخی سرطان

هاي دستگاه تناسـلی، آسـم و   عروقی، اسهال، سرخک، عفونت -قلبی
ایــن ادویـه داراي خــواص  . اخـتلالات دسـتگاه گــوارش کـاربرد دارد   

 ،DNAبخشـــی، ضـــدتوموري، ضـــدکم خـــونی، ضـــدتخریب  آرام
  .باشداکسیدانی می ضدافسردگی، ضددیابت و آنتی

ــین و     ــه کروس ــران ب ــانی زعف ــیت درم ــی از خاص ــش اعظم بخ

                                                             
گروه علوم و  ،دکتري آموخته و دانش آموخته کارشناسی ارشد به ترتیب دانش -3و 1

  .صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایران
علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علـوم کشـاورزي و منـابع     ، گروهدانشیاران -4و  2 

 .طبیعی گرگان، گرگان، ایران
 )Email: smjafari@gau.ac.ir: نویسنده مسئول -(* 

3 

4  

رسد کـه ایـن خاصـیت    شود و بنظر میهایش نسبت داده می5همسان
 Zeng؛Chen et al, 2008 (کروسین به دلیل بخش قندي آن باشد 

et al, 2003 ؛Moraga et al, 2004.( 
حفاظت و کنتـرل رهـایش ترکیبـات فعـال همچـون کروسـین،        

  . گرددها میپیکروکروسین و سافرانال منجر به افزایش کارایی آن
ترکیبـات فعـال غـذایی و دارویـی محلـول در آب از       6ریزپوشانی

باشـد کـه   کاربردهاي مهم امولسیون دوگانه آب در روغـن در آب مـی  
کنترل رهایش ترکیبات ریزپوشانی شده در شرایط  منجر به حفاظت و

امولسیون دوگانه آب . (Sapei et al. 2012)شود محیطی مختلف می
در روغن در آب شـامل قطـرات کوچـک آب پخـش شـده در داخـل       

باشد که خود این قطرات نیز بعنوان فـاز پراکنـده در   قطرات روغن می
آب در روغـن در  (هـا  امانهاین س. گیرندفاز آبی پیوسته بیرونی قرار می

فاز آبی داخلی و خارجی که از (دو فاز آبی : باشدشامل سه فاز می) آب
و یک فاز روغنی که در بین آنها ) باشندلحاظ محتوا از هم متفاوت می

گریز از دو دوست و آبقرار گرفته است و به وسیله امولسیفایرهاي آب
دوگانـه آب در روغـن در   پس براي تهیه امولسیون . فاز جدا شده است

گریـز پایـدار   آب، ابتدا امولسیون آب در روغن به وسیله امولسـیفایرآب 
                                                             
5 Analogue 
6 Microencapsulation 
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دوسـت  شده سپس این امولسیون در فـاز آبـی شـامل امولسـیفایر آب    
  .(Lobato-Calleros, 2006; Raynal, 1993)گردد پراکنده می

تواننـد بـر افـزایش توانـایی امولسـیون      از عوامل مهمی کـه مـی  
(W/O/W)      براي حفاظت از ترکیبات ریزپوشـانی شـده اثـر بگذارنـد

 Jager-lazer et(توان به استفاده از امولسیفایر مناسب اشاره نمود  می
al, 1997; chu et al, 2007( .هـا  بسپارهایی مانند پـروتئین  زیست

تواننـد در   باشند کـه مـی  یک مثال خوب از امولسیفایرهاي طبیعی می
. هـاي دارویـی مــورد اسـتفاده قـرار گیرنــد    صـنعت غـذا و امولســیون  

ها به دلیل خاصیت جذب در سـطح امولسـیون روغـن در آب     پروتئین
سـاکاریدها بـا    اغلب پلـی . شوندها میباعث افزایش پایداري امولسیون

کننـد و  عمـل مـی   1ایجاد شبکه در فاز پیوسته به عنـوان پایدارکننـده  
  ).  (Dickinson, 2011شوندباعث افزایش گرانروي فاز پیوسته می

غلظـت، نسـبت   (ساکارید در شرایط مناسب پلی -ترکیب پروتئین
ممکـن اسـت باعـث    ) ، نیروي یونی و دمـا pHساکارید، پروتئین و پلی

در حقیقـت ترکیـب پـروتئین و    . هـا شـوند  افزایش پایداري امولسیون
  .گیرد ساکارید بصورت کووالانسی و یا الکترواستاتیکی انجام می پلی

وه بر این استفاده از زیست بسپارهایی همچون مالتودکسترین علا
تواند با افزایش گرانروي فاز پراکنده امولسیون، برخورد قطـرات بـا   می

 یکدیگر را کاهش داده و درنتیجه پایداري امولسیون را افـزایش دهـد  
)Boyer et al, 2012.(  

 Lutz   ـ ا) 2009(و همکاران  ین ز ترکیب پروتئین آب پنیـر و پکت
براي پایدارسازي امولسیون دوگانه آب در روغن در آب استفاده نمودند 

پایـدار شـده بـا پـروتئین آب پنیـر داراي       و نشان دادند که امولسیون
پایداري کم و رهایش بیشتر در مقایسه با امولسـیون پایـدار شـده بـا     

و همکـاران    Girux. باشـد ترکیب پـروتئین آب پنیـر و پکتـین مـی    
ــامین از ) 2013( ــه در   B12ویت ــانی شــده در امولســیون دوگان ریزپوش

فرمولاسیون پنیر استفاده نمودند و نشان دادند که ریزپوشانی ویتـامین  
B12     با امولسیون دوگانه باعث حفظ و کنتـرل رهـایش آن در فرآینـد

  . گرددتولید پنیر و شرایط معده می
مشـکلات  ترکیبات فاز آبی داخلی به فاز آبی بیرونـی از   2رهایش

در امولسـیون  . باشـد اصلی امولسیون دوگانه آب در روغـن در آب مـی  
رهایش از : دوگانه آب در روغن در آب، دو نوع رهایش کلی وجود دارد

هـاي  طریق درهم آمیختگی بین قطـرات فـاز آبـی داخلـی و گلبـول     
. سطحی براي مثال پارگی غشاي بین فاز آبی داخلی و گلبول سطحی

واع مواد محلول به دام افتاده در فاز آبی داخلی بـدون  علاوه بر این، ان
به دلیل نیروي محرکه حاصله از تفـاوت  (پارگی غشا و از طریق انتشار 

از فاز آبی داخلی به فاز آبی بیرونی ) در غلظت و فشار لاپلاس قطرات
هـاي انتشـار   همچنـین، انـواع مختلفـی از مکانیسـم    . یابندرهایش می

                                                             
1 Stabilizer 
2 Release 

  : قرار گیرندتوانند مورد بحث  می
  هاي هیدروفیل به داخل روغن انتشار گونه -1
  نفوذ از لایه نازك مایع غشا  -2
هـاي معکـوس و   حل شدن مواد ریزپوشـانی شـده در میسـل    -3

  Magdassi, 1986; Pays, 2002). (ها به داخل روغن انتشار میسل
هـاي مربـوط بـه    سازي ریاضی رهایش ترکیبات فعال، بینشمدل

و فرایندهاي شیمیایی شامل در انتقـال ترکیبـات فعـال را     انتقال جرم
کند و اثر پارامترهاي دسـتگاهی همچـون شـکل و میـزان     فراهم می

  .دهدترکیبات فعال بارگذاري شده را بر رهایش داروها نشان می
بینی یک رویکرد سیستماتیک با حداقل بنابراین با استفاده از پیش

ه بهینه براي پروفایل رهایش ترکیبات توان سامانهاي تجربی، میداده
مطالعـات متعـددي در زمینـه    . داروهـا را طراحـی نمـود    دارویی و غذا

هـا صـورت گرفتـه    هاي آنسینتیک رهایش ترکیبات غذایی از حامل
هاي هایش هسپارین را از نانوحاملر) 2013(و همکاران   Fathi. است

هـا مـدل   آن. دنـد لیپیدي در شرایط دستگاه گوارش انسان بررسی نمو
پپاس را بعنوان بهترین مدل براي بررسی سینتیک رهایش هسـپارین  

 ـ آهـن را وارد فـاز آلـی    ) 2009(و همکـاران   Alvardoد معرفی نمودن
-پایدار شده با ترکیـب پـروتئین   (W/O/W)داخلی امولسیون دوگانه 

ساکارید نمـوده و سـینتیک رهـایش آن را از فـاز آبـی داخلـی بـا        پلی
کراول، درجه اول و درجه صـفر  -هیگوچی، پپاس، هیکسونهاي  مدل

  .بررسی نمودند
هـاي  اي در زمینه رهایش ترکیبات موثره زعفران از حامـل مطالعه

ها صورت نگرفته است، در این مطالعه سینتیک رهایش کروسـین،  آن
پیکرو کروسین و سافرانال نانوریزپوشانی شده از فـاز داخلـی بـه فـاز     

دوگانه آب در روغن در آب بررسی شـد و امولسـیون   بیرونی امولسیون 
دوگانه مناسب براي حفاظت و کنترل رهایش ترکیبات موثره زعفـران  

  .بررسی گردید) کروسین، پیکروکروسین و سافرانال(
  

  مواد و روش
  مواد

. زعفران از مزارع تربت حیدریـه، خراسـان رضـوي تهیـه گردیـد     
ــروتئین آب پنیــر    ــانتره پ ــالا (کنس ــروتئین ب از شــرکت %) 80ي پ

Sapotocheese- مریکا، پلی گلیسرول پلـی ریسـنولئات از شـرکت    آ
Danisco-  دانمارك، سوربیتان مونواولئات از شرکتMerck-  ،آلمان

 MPتز شـرک ا  (GA: >65%, DE: 71.1%)پکتـین مرکبـات   
biomedical- هلنــد و مــالتو دکســترین )DE 16-20 (از شــرکت 

Qinhuangdao starch Co - روغـن آفتـابگردان از شـرکت    چـین ،
FRICO- سدیم آزاید از شـرکت سـیگما   . سیرجان، ایران تهیه شدند

  .آلدریچ خریداري شد
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  استخراج عصاره زعفران
و همکـاران    Kumpatiبراي اسـتخراج عصـاره زعفـران از روش   

گرم زعفران ساییده شده با هـاون چینـی بـه     10ابتدا . گردید )2003(
 24لیتر آب اضافه شـد و بـه مـدت    میلی 150بطري تیره رنگ حاوي 

، ساخت کشـور   کاووش مگا مدل(ساعت در داخل انکوباتور شیکر دار 
ســپس بمنظــور حــداکثر میــزان اســتخراج از . قــرار داده شــد) ایــران

ــدت (ســاز  همگــن ــه م ــه و  10ب ــه، 10000دقیق ــدل  دور در دقیق م
Heidolph محلـول بدسـت آمـده    . استفاده شـد ) ساخت کشور آلمان

درجـه   -18ها در دماي تحت خلا صاف گردید و تا زمان انجام آزمون
جـذب و مقـدار ترکیبـات مـوثره عصـاره      . گراد نگهداري گردید سانتی

میـــزان . (ISO/TS 3632, 2003)زعفـــران طبـــق اســـتاندارد  
 257درصـد در طـول مـوج     1حداقل تلخـی محلـول   (پیکروکروسین 

 1مقـدار محلـول   (، سـافرانال  6/150): ي خشکنانومتر بر اساس ماده
، 53/81): ي خشـک نانومتر بر اسـاس مـاده   330درصد در طول موج 

 440درصـد در طـول مـوج     1حداقل قدرت رنگی محلـول  (کروسین 
  .بود 83/243): ي خشکنانومتر بر اساس ماده

  
  سازي محلول بیوپلیمرها آماده

براي تهیه محلول مالتودکسترین و پکتین، پودر آنها بطور جداگانه 
زده  گـراد هـم   درجه سانتی 50ساعت در دماي 1در آب حل و به مدت 

سـاخت   IKA، مـدل  rpm500در دستگاه مگنت استایرر بـا دور  (شد 
ها بـه مـدت   و سپس جهت حل شدن کامل، این محلول) کشور آلمان

در مورد محلول پـروتئین آب  . در دماي اتاق نگهداري شدند یک شب
پنیر، بعد از حل شدن پودر این پروتئین در آب، محلول بدست آمده به 

گراد قرار گرفت و بلافاصله  درجه سانتی 70دقیقه و در دماي  20مدت 
خنک گردید و یک شب در دماي یخچال بمنظور حـل شـدن کامـل،    

ها لوگیري از فساد میکروبی به محلولهمچنین براي ج. نگهداري شد
 pHلازم به ذکر اسـت کـه   . درصد سدیم آزاید اضافه گردید 0001/0

بعد . تنظیم گردید 6ها با استفاده از بافر فسفات بر روي تمامی محلول
از انجام پیش آزمون و سنجش درصد مختلف ترکیبات،  طبق جـدول  

پـروتئین آب  % 8ین، مالتودکستر%25: ، محلول ترکیبی نهایی شامل2
  .درصد پکتین بود 2پنیر و 
  

  تهیه امولسیون دوگانه
امولسیون دوگانه آب در روغن در آب در دو مرحلـه بصـورت زیـر    

  :(Raynal,1993)تهیه شد 
 :(W/O)تولید امولسیون اولیـه عصـاره زعفـران در روغـن      -الف

مونواولئـات  هاي مختلفی از روغن آفتابگردان و سوربیتان ابتدا مخلوط
قطـره  (هـا بـه آرامـی    تهیه و سپس عصاره زعفران را به این مخلـوط 

) مخلوط روغن و سوربیتان مونـو اولئـات  (و در حالی که سامانه ) قطره
دور در دقیقـه قـرار داشـت، اضـافه      300زن و با دور روي دستگاه هم

اضافه نمودن عصاره زعفران تا جایی ادامـه یافـت تـا سـامانه     . گردید
فاف گردد و به محض غیر شفاف شدن، اضـافه نمـودن عصـاره    غیرش

این مراحل براي تمامی . قطع و میزان عصاره اضافه شده یادداشت شد
انجـام  ) مونواولئـات درصدهاي مختلـف روغـن و سـوربیتان   (ها سامانه
شفافیت سامانه و میـزان  ) شاخص(در انتها و با سنجش ویژگی . گرفت

% 5: ها مشـخص شـد  انه با این ترکیبعصاره اضافه شده بهترین سام
امولسـیفایر سـوربیتان   % 33روغـن آفتـابگردان،   % 62عصاره زعفران، 
ــات و  ــران، %10مونواولئ ــاره زعف ــابگردان، % 60عص ــن آفت % 30روغ

در واقـع، غیـر شـفاف شـدن سـامانه      . امولسیفایر سوربیتان مونواولئات
ره زعفران در این است که اندازه قطرات امولسیون عصا ي هنشان دهند

د شـو باشـد کـه باعـث ناپایـداري مـی     نانومتر مـی  100روغن بیش از 
)Sadeghi et al, 2014.(  

ــن در آب،   -ب ــیون آب در روغـ ــد امولسـ ــه دوم تولیـ در مرحلـ
به آرامـی بـه محلـول آبـی     ) عصاره زعفران در روغن(امولسیون اولیه 

اضافه % 2/0و پکتین % 25، مالتودکسترین %8داراي پروتئین آب پنیر 
ابتـدا، همگـن نمـودن بـا     . سازي انجام شدشده و در دو مرحله همگن

ساخت  Heidolphدور در دقیقه، مدل  12000دقیقه و 5(اولتراتوکس 
سازي دوباره براي تولید امولسیون نهـایی  و سپس همگن) کشور آلمان

سـاخت کشـور    Heidolphدور در دقیقه، مدل 15000دقیقه و  8(بود 
  ).آلمان

  سی خصوصیات امولسیون آب در روغن در آببرر
  بررسی رهایش کروسین، پیکروکروسین و سافرانال

رهایش کروسین، پیکروکروسین و سافرانال از فاز آبی داخلـی بـه   
درجه  30روز و در دماي  22فاز آبی بیرونی امولسیون دوگانه به مدت 

پـس از   هـا براي این منظـور، امولسـیون  . گیري شدندگراد اندازه سانتی
هـا در  اي ریخته و راندمان ریزپوشـانی آن تولید در داخل ظروف شیشه

میـزان اخـتلاف رانـدمان    . گیري شدنگهداري اندازه 22روز اول و روز 
. نگهـداري، بیـانگر میـزان رهـایش بـود      22ریزپوشانی روز اول و روز 

ــده در     ــانی ش ــات نانوریزپوش ــایش ترکیب ــانی و ره ــدمان ریزپوش ران
 Regan and Mulvihillش ب در روغــن در آب بــا روامولسـیون آ 

گرم از امولسـیون دوگانـه بـا      3بدین صورت که . تعیین شدند )2009(
دقیقـه در   90مخلوط شده و بـه مـدت   ) pH=7(گرم از بافر فسفات 3

 scientific, مـدل (دور در دقیقه سـانتریفوژ   4500دماي اتاق با دور 
centrifuge  سپس فـاز پـایینی بـه دقـت      .شد) اخت کشور امریکاس

پیکروکروسین به ترتیـب  و  آوري شده و جذب کروسین، سافرانال جمع
خوانده شـد و طبـق اسـتاندارد     نانومتر 257و  330، 440در طول موج 

(ISO/TS 3632, 2003)     درصد این ترکیبات در فـاز پـایینی تعیـین
ش و میـزان رهـای   با استفاده از فرمول زیـر درصـد ریزپوشـانی   . شدند

  : ترکیبات نانوریزپوشانی شده را مشخص کردیم
 )1     (                                  E (%) = 100- (C2×100/C1) 

ــه در آن،  ــده    C2ک ــوله ش ــات انکپس ــد ترکیب ــین(درص ، کروس
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درصد این ترکیبات  C1درفاز آبی بیرونی و  )سافرانالو  پیکروکروسین
  .باشددر فاز آبی داخلی می

  
  اندازه ذراتبررسی 

گیـري انـدازه و شـاخص پلـی دیسپرسـیتی قطـرات       براي انـدازه 
ــایزر   ــتگاه زتاســـ ــیون از دســـ ــدل(امولســـ  Malvernمـــ

InstrumentsWorcestershire  بـا آرگـون   ) ساخت کشور انگلـیس
اندازه گیري با زاویـه پراکنـدگی   . استفاده شد (λ = 488 nm)لیزري 

  .گراد انجام گرفت نتیدرجه سا 25درجه و در درجه حرارت ثابت  90
  

  بررسی گرانروي
سنج  گرانروي امولسیون آب در روغن در آب با استفاده از گرانروي

 model LVDV -II + Pro, Brookfield Engineeringمـدل  (
Laboratories 16بطـوري کـه   . بررسی گردید) ساخت کشور امریکا 

ویسکوزیته در لیتر از امولسیون در داخل سیلندر دستگاه ریخته و میلی
گــراد بررســی   درجــه ســانتی  25و دمــاي  s-1 1/6تــنش برشــی 

  . (Jafari et al, 2012)گردید
  
  سازي رهایش ترکیبات موثره زعفران مدل

براي بررسی سینتیک رهایش کروسین، پیکروکروسین و سافرانال 
 1طبق جـدول شـماره    (W/O/W)از فاز آبی داخلی امولسیون دوگانه 

کـراول  -صـفر، مرتبـه اول، هیگـوچی و هیکسـون    هاي مرتبه از مدل
  .استفاده شد

  هاي مورد استفادهمدل - 1جدول 
  مرجع  مدل  نام مدل

 Qt×t = Q0 + K0  Siepmann et al,2008  مرتبه صفر
 Q= [1-exp(-kt)] × 100  Siepmann et al,2008  مرتبه اول

 Qt=Kh×t1/2  Siepmann et al,2008  هیگوچی

 1/3 = -KHC+1  Siepmann et al,2008 ((Qt/Q0)-1)  کراول-هیکسون

K  ،ضریب مدلt  ،مدت زمانQt  درصد ترکیبات ریزپوشانی شده
درصد ترکیبـات    Q0ب،در فاز آبی بیرونی امولسیون آب در روغن در آ

 ریزپوشانی شده در فاز آبی داخلی امولسیون آب در روغن در آب
  

  ها تجزیه و تحلیل آماري داده
ها با آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کـاملا تصـادفی   کلیه آزمون

ها بر اساس آزمـون دانکـن در   میانگین داده .در سه تکرار انجام گرفت
 .مقایسه شدند SPSS (version 21)و با نرم افزار % 5سطح 

  (W/O/W)ترکیبات امولسیون دوگانه  -2جدول
  فاز آبی بیرونی  فاز آبی داخلی   امولسیون کد
  مالتودکسترین% 25پروتئین آب پنیر، % 8  عصاره زعفران% 5  پایدار شده با پروتئین آب پنیر  1
  مالتودکسترین% 25پکتین، % 2/0پروتئین آب پنیر، % 8  عصاره زعفران% 5  پایدار شده با ترکیب پروتئین آب پنیر  و پکتین 2
  مالتودکسترین% 25پروتئین آب پنیر، % 8  عصاره زعفران% 10  پایدار شده با  پروتئین آب پنیر   3
  مالتودکسترین %25پکتین، % 2/0پروتئین آب پنیر، % 8  عصاره زعفران% 10  پایدار شده با با ترکیب پروتئین آب پنیر  و پکتین  4

  
  نتایج و بحث

  میزان ترکیبات موثره عصاره زعفران و اندازه نانوذرات تولیدي
ترکیبـات  (ارزیابی کیفیت زعفران با اسـتفاده از مقـادیر کروسـین    

) ترکیبـات طعـم  (و پیکروکروسـین  ) ترکیبات عطـر (، سافرانال )رنگی
انـدازه ذرات  (شدن عصـاره در میکروامولسـیون   با حل . گیردانجام می

اکسـیدانی،  خـواص آن ماننـد خاصـیت آنتـی    ) باشدنانومتر می 100-5
 ,Flanagan and Singh)یابـد  پذیري آن افـزایش مـی  جذب و حل

نانوذرات تولید شده عصاره زعفران به وسیله میکروامولسـیون  . (2006
). 1شـکل (انومتر بودنـد  ن 100آب در روغن داراي اندازه ذرات کمتر از 

 2همچنین عکس میکروسکوپی نانوذرات عصـاره زعفـران در شـکل    
نشان دهنـده وجـود ذرات یکنواخـت و پوشـیده شـده بـا امولسـیفایر        

  .باشدسوربیتان مونو اولئات می
  
  

  

  
توزیع اندازه ذرات میکروامولسیون اولیه آب در روغن حاوي -1شکل

روغن % 62زعفران، عصاره %5 -الف: شامل بر اساس شدت
عصاره % -امولسیفایر سوربیتان مونواولئات و ب% 33آفتابگردان، 
امولسیفایر سوربیتان % 30روغن آفتابگردان، % 60زعفران، 

  .مونواولئات
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عکس میکروسکوپ الکترونی نانوذرات عصاره  -2شکل

  زعفران تولید شده با میکروامولسیون
بـا افـزایش درصـد     گـردد مشـاهده مـی   3همانطوریکه در جدول 

عصاره زعفران در میکروامولسیون، انـدازه قطـرات میکروامولسـیون از    
 1شاخص پلی دیسپرسیته. نانومتر افزایش یافت 4/68نانومتر به  8/56

باشـد و مقـادیر آن از صـفر    دهنده یکنواختی ذرات امولسیون مینشان
غیـر   هـاي هاي یکنواخت و کیفیت بالا تا یک براي نمونـه براي نمونه

ــاوت مــی ــدیکنواخــت متف ــده،  . باش ــایج بدســت آم ــه نت ــا توجــه ب ب
هاي تولید شده در این مطالعـه داراي ذرات یکنواخـت   میکروامولسیون

بوده و با افزایش درصد عصاره، شاخص پلی دیسپرسیته نیـز افـزایش   
  .یافت

  هاي ذرات میکروامولسیونویژگی -3جدول
  z-average (nm)  Polydispersity  امولسیون

  237/0  8/56  عصاره زعفرن% 5میکروامولسیون حاوي 
  224/0  4/68  عصاره زعفرن% 10میکروامولسیون حاوي 

  
  بررسی سینتیک رهایش

نانوذرات عصاره زعفران با بیوپلیمرها به شکل امولسیون دوگانـه   
(W/O/W)      پوشش داده شـد و رهـایش کروسـین، پیکروکروسـین و

بـراي  . سافرانال به فاز آبـی بیرونـی امولسـیون دوگانـه بررسـی شـد      
عصـاره زعفـران   % 5امولسیون پایدار شده با پروتئین آب پنیر و حامل 

،  درصد رهـایش کروسـین،   )فاز پراکنده امولسیون اولیه آب در روغن(
درجه  30روز نگهداري در دماي  22پیکروکروسین و سافرانال در طی 

بــود % 08/25و % 28/23، %28/14گــراد بــه ترتیـب برابــر بــا   سـانتی 
عصاره زعفران برابـر  % 10این میزان براي امولسیون حامل ). 4جدول(

ســافرانال % 86/37پیکروکروسـین و  % 03/38کروســین، % 03/28بـا  
پکتین و حامل در مورد امولسیون پایدار شده با پروتئین آب پنیر و . بود
% 83/13کروسـین،  % 9/10عصاره زعفران، میزان رهـایش برابـر   % 5

عصـاره  % 10سافرانال و امولسـیون حامـل   % 40/13پیکروکروسین و 
ــراي کروســین،  % 41/23و % 35/26، %13/19زعفــران  ــه ترتیــب ب ب

  ).4جدول(سافرانال و پیکروکروسین گزارش گردید 

                                                             
1 Poly dispersity 

سافرانال به فـاز آبـی    سینتیک رهایش کروسین، پیکروکروسین و
مـورد   1هـاي ذکـر شـده در جـدول     بیرونی امولسیون دوگانه با مـدل 

،  (R2) پارامترهاي ضـریب بـرازش  بررسی قرار گرفتند که با توجه به 
  (RMSE) و ریشـه میـانگین مربعـات خطـا     (SSE) ربعـات خطـا  م
، در مورد رهایش کروسین بهتـرین مـدل مربـوط بـه مـدل      )5جدول(

در مورد رهایش پیکروکروسین و سافرانال بهترین مـدل   مرتبه اول  و
روز  22، در طـی  5با توجه بـه جـدول   . مربوط به مدل مرتبه صفر بود

مـدل مرتبـه صفرکروسـین بـا افـزایش       )k(نگهداري سرعت رهایش 
. افزایش یافت) عصاره زعفران(میزان فاز آبی داخلی امولسیون دوگانه 

مــدل مرتبــه اول ) k(هــایش ایـن رونــد افــزایش در مــورد ســرعت ر 
 5(میزان فاز آبی داخلی . پیکروکروسین و سافرانال نیز مشاهده گردید

امولسیون دوگانـه بررهـایش ترکیبـات مـوثره     ) عصاره زعفران% 10و 
با افـزایش  ). p>05/0(داري بود زعفران از فاز داخلی داراي تاثیر معنی

مولسـیون دوگانـه   میزان فاز آبی داخلی، انـدازه قطـرات آبـی داخلـی ا    
افزایش و در نتیجه رهایش ترکیبات فاز آبی داخلی به فاز آبی بیرونـی  

در . بود) 2013(و همکاران   Schuchنیز افزایش یافت که مشابه نتایج
 2واقع با افزایش میزان فاز آبی داخلی امولسیون دوگانه، کواسرواسیون

تشـکیل  بین قطرات داخلی افزایش یافته و همچنین قطـرات بـزرگ   
گردد که منجر به افزایش سرعت رهایش ترکیبات ریزپوشانی شده می
علاوه بر این، افزایش میزان فاز آبی داخلی منجر به افزایش . گرددمی

کواسرواسیون بین قطرات داخلی و گلبولهاي سطحی روغن شـده کـه   
منجر به کـاهش ضـخامت غشـاي روغـن و مبادلـه آب بـین دو فـاز        

  .)(Schuch et al, 2013گردد امولسیون دوگانه می
کروسـین   )k( روز نگهداري، میـزان سـرعت رهـایش    22در طی 

رهایش پیکروسین و سافرانال مدل مرتبه صـفر  ) k(مدل مرتبه اول و 
). 5جـدول (باشـد  امولسیون دوگانه دولایه نسبت به تک لایه کمتر می

ز فاز رهایش کند کروسین، پیکروکروسین و سافرانال ا دهنده که نشان
 -پایدار شده با پـروتئین آب پنیـر  (آبی داخلی امولسیون دوگانه دولایه 

امولسـیون  ) تـک لایـه، دولایـه   (پس نوع دیواره خارجی . بود) پکتین
دوگانه بررهایش ترکیبات مـوثره زعفـران از فـاز داخلـی داراي تـاثیر      

  ).p>05/0( داري بودمعنی
Alvardo   بررسی توانایی ریزپوشانی آهـن   با) 2009(و همکاران

با امولسیون دوگانه آب در روغـن در آب نشـان دادنـد کـه اسـتحکام      
تـاثیر  ) دیـواره خـارجی  (دیواره اطراف قطرات روغن امولسیون دوگانه 

  .گذاردبارزي بر رهایش آهن محبوس شده در فاز آبی داخلی می
ــارجی در     ــواره خ ــوان دی ــر بعن ــروتئین آب پنی ــط از پ ــی فق وقت

شود مقاومـت امولسـیون در   رمولاسیون امولسیون دوگانه استفاده میف
یابـد ولـی در مقابـل    برابر رهایش ترکیبات فاز آبی داخلی کاهش مـی 

پکتین باعث افزایش این مقاومـت  -استفاده از ترکیب پروتئین آب پنیر
                                                             
2 Coacervation 
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هاي پایدار شـده بـا    در واقع امولسیون. (Lutz et al, 2009)گردد می
علت استحکام بـالاي دیـواره از قابلیـت بـالایی در حفـظ      دو لایه به 

  .باشندترکیبات ریزپوشانی شده برخوردار می

  
  راندمان ریزپوشانی کروسین، پیکروکروسین و سافرانال در امولسیون دوگانه آب در روغن در آب - 4جدول 

(%)راندمان ریزپوشانی کروسین    امولسیون (%)راندمان ریزپوشانی پیکروکروسین     (%)راندمان ریزپوشانی سافرانال   

 
 

 22روز  1روز 
 

 22روز  1روز 
 

 22روز  1روز 

1 73/97  Aa± 23/0  45/83 Ba± 11/0  94/96 Aa± 28/0  37/74 Ba± 65/0  74/95 Aa± 76/0  72/71 Ba± 5/0   
2  72/98 Ab± 63/0  17/83 Bb± 48/0   26/98 Ab± 93/0  54/87 Bb± 25/0   55/97 Ab± 86/0  47/84 Bb± 39/0  
3  27/92 Ac± 85/0  85/68 Bc± 26/0   22/96 Ac± 61/0  24/69 Bc± 48/0   58/94 Ac± 37/0  77/58 Bc± 45/0  
4  82/95 Ad± 25/0  19/73 Bd± 39/0   28/97 Ad± 54/0  66/78 Bd± 34/0   32/95 Ad± 54/0  02/73 Bd± 29/0  

  .اعداد انحراف استاندارد ±*
  )p>0.05آزمون دانکن (داري با یکدیگر دارند  اعداد داراي حروف بزرگ متفاوت در هر ردیف از لحاظ آماري تفاوت معنی* 
  

  
 هابررسی گرانروي و رفتار جریانی امولسیون

هاي پایدار شده با هاي ما نشان داد که ویسکوزیته امولسیونیافته
بیشــتر از ویســکوزیته   ) پــروتئین آب پنیــر و پکتــین  (دو دیــواره 

 ایـن . هاي پایدار شده با پـروتئین آب پنیـر بـه تنهـایی بـود      امولسیون
هـاي داراي دو  دهنده پایداري بالاي امولسـیون  تواند نشانموضوع می
ویسکوزیته امولسـیون اکثـرا بـه آزادي حرکـت آب فـاز      . دیواره باشد

وقتی از محلول پکتین و پروتئین آب پنیر بعنوان . پیوسته بستگی دارد
فاز پیوسته استفاده شد، میزان آزادي حرکـت آب کـاهش یافتـه و در    

افـزایش میـزان فـاز    . یابـد زیته امولسـیون افـزایش مـی   نتیجه ویسکو
% 10بـه  % 5امولسیون اولیه آب در روغـن از  ) عصاره زعفران(پراکنده 

بـا افـزایش فـاز    . گرددباعث افزایش ویسکوزیته امولسیون دوگانه می
پراکنده امولسیون اولیه، اندازه قطرات امولسیون نهـایی آب در روغـن   

نتیجه افـزایش میـزان برخـورد قطـرات بـا       در آب افزایش یافته و در
، 3با توجه به شکل . یابدیکدیگر، ویسکوزیته امولسیون نیز افزایش می

امولسیون پایدار شده با دو دیواره پروتئین آب پنیر و پکتین رفتار غیـر  
پلاستیک و امولسیون پایدار شده با پروتئین آب پنیر رفتـار  نیوتنی شبه

در واقع ترکیب پکتین و پروتئین آب پنیر از . ندنیوتنی از خود نشان داد
 دهـد سیالیت امولسیون کاسته و میزان ویسکوزیته آن را افـزایش مـی  

(Olivieri et al, 2003; Lutz et al, 2003).  
  

  سافرانال    پیکرو کروسین    کروسین ترکیب
 4 3 2 1 4 3 2 1 4 3 2 1   کد

K  68/0 51/0 28/1 886/0 مرتبه صفر  22/1  64/0  72/1  2/1  14/1  96/0  7/1  06/1  
 R2  91/0 87/0 94/0 883/0 833/0  906/0  956/0  83/0  96/0  91/0  964/0  951/0  
 sse 033/0 025/0 06/0 072/0 097/0  02/0  049/0  087/0  045/0  025/0  06/0  038/0  
 rmse  08/0  71/0  11/0  12/0  139/0  064/0  099/0  132/0  095/0  071/0  11/0  087/0  

K  094/0 093/0 099/0 097/0 094/0 1/0 0014/0 0172/0 09/0 مرتبه اول  087/0  096/0  09/0  
 R2  959/0 947/0 906/0 955/0 9/0 92/0 8/0  82/0 8/0  85/0  88/0  84/0  
 sse 0002/0 0003/0 0003/0 0002/0 001/0 49/2e - 05/0  0005/0 0004/0 0013/0  0006/0  0002/0  0004/0  
 rmse  0067/0  0079/0  0088/0  0066/0  017/0 0022/0 0010/0 0091/0 016/0  011/0  007/0  001/0  

K  95/5 6/3 56/8 23/5 24/6 32/8 23/3 75/4 95/5 هیگوچی  61/2  6/3  56/8  
 R2  94/0 74/0 95/0 88/0 117/0 0009/0 0014/0 007/0 94/0  52/0  74/0  95/0  
 sse 168/0 04/1 476/1 88/0 003/0 0029/0 0028/0 0032/0 168/0  842/0  04/1  47/1  
 rmse  417/0 456/0 543/0 42/0 0246/0 0241/0 0239/0 0253/0 417/0  41/0  45/0/0  54/0  

K  115/0 113/0 129/0 124/0  24/6 11/0 003/0 0246/0 105/0 هیکسون کراول  05/0  05/0  105/0  
 R2  048/0 022/0  102/0  073/0  32/8 0009/0 0029/0 0241/0 087/0  056/0  056/0  087/0  
 sse 0044/0  0049/0 0037/0 0049/0 23/3 014/0 0028/0 0239/0 1/0  001/0  001/0  1/0  

  rmse  41/0  45/0 54/0 42/0 75/4 007/0 0032/0 0253/0 1/0  08/0  1/0  12/0  
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) عصاره زعفران(تاثیر مواد دیواره و درصد فاز پراکنده : 3شکل

رئولوژیکی  بر ویسکوزیته و رفتار) آب در روغن(امولسیون اولیه 
پایدار شده با پروتئین  ■. امولسیون نهایی آب در روغن در آب

پایدار شده با با ترکیب   × ،)عصاره زعفران% 5(آب پنیر 
پایدار شده  ●، )عصاره زعفران% 5(پروتئین آب پنیر  و پکتین 

پایدار شده با  ▲، )عصاره زعفران% 10(با پروتئین آب پنیر 
   ).عصاره زعفران% 10(و پکتین ترکیب پروتئین آب پنیر  

  

  گیري نتیجه
در این پژوهش، امولسیون دوگانه آب در روغن در آب بـه عنـوان   
یک حامل مناسب بـراي انتقـال و کنتـرل رهـایش ترکیبـات مـوثره       

در پایداري امولسیون از بیوپلیمرهاي خـوراکی  . زعفران طراحی گردید
فرمولاسـیون مـواد غـذایی اسـتفاده     استفاده گردید تا بتوان از آنها در 

نتایج نشان داد که امولسیون دوگانه آب در روغن در آب پایـدار  . نمود
شده با کمپلکس پروتئین آب پنیر و پکتین به علت کـاربرد دو دیـواره   

. نمایـد در فرمولاسیون آن، ترکیبات موثره زعفران را بهتـر حفـظ مـی   
هاي مناسـب  عنوان مدلهاي مرتبه صفر، مرتبه اول به همچنین مدل

جهت بررسی سینتیک رهایش ترکیبـات مـوثره زعفـران از فـاز آبـی      
  . داخلی به فاز آبی بیرونی پیشنهاد گردیدند
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Introduction: Controlling and targeting release of bioactive compounds have a key role in improving their 

functional properties such as antioxidant and anti-disease activities. Encapsulation is one of the best methods for 
protection and controlling release of bioactive ingredients. Indeed, in this process, protection and controlling 
release of ingredients as core materials are performed by surrounding of them via variety of wall materials. 
Emulsions are most popular encapsulation systems that are classified in variety types such as single layer 
emulsion, multi-layer emulsion, doubleemulsion, and etc. Hydrophilic bioactive compounds can be loaded in 
inner aqueous phase of water in oil in water (W/O/W) double-emulsions. The stability of doubleemulsions is low 
due to presence of two interfaces in them.Applying a thermodynamically stable W/O emulsion (e.g., micro-
emulsion) as a primary emulsion and using of complex biopolymers as emulsifier and stabilizer in outer phase of 
doubleemulsions can improve their stability (Dickinson, 2011; Boyer et al, 2012). 

Saffron bioactive compounds include crocin, picrocrocin, and saffranal are widely used for a variety of 
functional and healthy goals in food and pharmaceutical industries. These compounds have many different 
functions, including anti-carcinogenic, anti-oxidant, anti-depressant, anti-apoptotic, anti-tussive, anti-
nociceptive, anti-inflammatory and anti-thrombotic properties (Moraga et al, 2004). 

In the present study, our main goal was kinetically evaluated release of crocin, picrocrocin and saffranal from 
inner phase to outer phase of doubleemulsion during 22 days storage by Zero order, Fist order, Higuchi, and 
Hixson-Crowell. 

Materials and method: Saffron was provided from Torbatheydariyeh farms, Khorasan-e-razavi, Iran. 
Sunflower oil and sodium azide were purchased from FRICO (Sirjan, Iran) and Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), 
respectively. Whey protein concentrate (80% protein) and sorbitanmonooleate (span 80) were obtained from 
Sapoto cheese (USA) and Merck (Germany), respectively. Maltodextrin was obtained from Qinhuangdao starch 
Co. (DE 16-20, China) and citrus pectin with a degree of methyl esterification of 71.1% and galacturonic acid 
>65% was purchased from MP biomedical (Netherland). All other chemicals used in this study were of 
analytical grade. 

For extraction of crocin, picrocrocin and saffranal, a total of 10 grams of saffron sample was macerated in 
150 mL of water in a glass bottle, covered with aluminum foil (to prevent direct exposure to light), and was 
placed in an incubator shaker (Kavooshmega, Iran) for 24 hours at 30oC. Then, this solution was homogenized 
(10000 rpm for 10 minutes, HeidolphSilentcrusher, Germany) for maximum extraction of saffron compounds. 
Finally, the extract was filtered under vacuum by using a Whatman No. 1 (11 mm) filter paper, and kept in the 
freezer at -18oC prior to any examination. ISO/TS 3632 procedure (2003) was used for the measurement of 
saffron compounds.  

The doubleemulsions were prepared in two-step: 
(a) Frist, primary W/O micro-emulsions were produced by two formulations: 60:30:10% and 62:33:5% of 

sunflower oil, span 80, and saffron extract, respectively.  
(b) Then, the W/O micro-emulsions was gradually added into the outer aqueous phase contains why protein 

concentrate (WPC)/maltodextrin or WPC/pectin/maltodextrin while blending by a homogenizer (12000 
rpm for 5 minutes at 10oC, HeidolphSilentcrusher, Germany) and then these coarse emulsions were further 
emulsified using mentioned homogenizer (15000 rpm for 8 minutes at 10oC). All doubleemulsions were 
composed of 25% primary emulsion and 75% outer aqueous phase 

Droplet size of doubleemulsions after one day and 22 days storage weremeasured using Zetasizer (Malvern 
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Instruments, Worcestershire, UK). 
The released components in the outer aqueous phase were measured by evaluation of encapsulation 

efficiencyof the ratio of crocin, picrocrocin, and saffranalat a specific time: 
E (%) = 100- (C2×100/C1)      (1) 
Where C2 is the percentage of crocin, picrocrocin and saffranal in outer aqueous phase and C1 equals to the 

percentage of compounds in inner aqueous phase. 
C2 is a released into outer aqueous phase relative to the total amount present in the outer aqueous phase if all 

compounds were released (M ∞). 
The viscosity of emulsions was measured using a programmable viscometer (model LVDV -II + Pro, 

Brookfield Engineering Laboratories, USA) and by a ULA spindle. 
The released are kinetly evaluated by Zero order, Fist order, Higuchi, and Hixson-Crowell. 
The experiments were all carried out in triplicate. The collected data were analyzed by one-way ANOVA; the 

means were compared by the Duncan's multiple range tests at the 5% level through SPSS version 21 (IBM, 
USA). 

Results and Discussion: As shown in fig. 1, the droplet size of produced W/O micro-emulsions were 
lower than 200 nm. In fact, these droplets are water droplets containing bioactive compounds of saffron 
dispersed within oil phase that surrounded with Span 80 (Fig. 2).Also, it was found that by increase of saffron 
extract (from 5% to 10%) as dispersed phase in W/O micro-emulsions, droplet size and poly-dispersityindex 
(PDI) weresignificantly (P< 0.05) affected (Table. 3). 

As shown in table. 4, crocin, picrocrocin, and saffranal had a same release trend, but the release rate of crocin 
was lower than saffranal and picrocrocin. As regard to R2, SSE, and RMSE from kinetic modeling in table. 5, the 
firstorder was a best model for release of crocin, and zero order was a best model for release of picrocrocin and 
saffranal. Also, kinetic date of release showed that the high release of crocin, saffranal, and picrocrocin was 
observed by increasing the dispersed phase content of primary W/O micro-emulsion and also it was found that 
WPC/pectindelayed the release of encapsulated ingredients more than single WPC (Table. 5). Indeed, the using 
of complex biopolymers as the external binary film of doubleemulsions causes a resistance to release for inner 
compounds (Dickinson, 2011). 

As shown in fig. 3, the viscosity of doubleemulsions stability with WPC/pectin complex was higher than 
doubleemulsions stabilized by only WPC. This can confirm the higher stability of stabilized doubleemulsions 
with complex biopolymers (Olivieri et al, 2003). 

 
Keywords: Release, Nanoencapsulation, W/O/W double emulsion, saffron. 
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