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Abstract 

Nowadays, the development of new antimicrobial agents to replace antibiotics, especially biological 

compounds, is of great interest. In this study, the synthesis of nanoliposomes loaded with clove 

essential oil and their use as antibacterial and antifungal agent were investigated. For this purpose, 

liposomes were synthesized using the ethanol injection method with lecithin as a precursor in the 

presence of clove essential oil. Their physicochemical properties were characterized using 

transmission electron microscopy (TEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), dynamic 

light scattering (DLS) and zetasizer analysis. Then, their antimicrobial effects were evaluated 

against Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacteria, as well as Aspergillus niger, 

Aspergillus terreus and Aspergillus flavus fungi. Nanoliposomes loaded with clove essential oil 

showed high colloidal stability, with a zeta potential of -58.5 and no sedimentation was observed 

even after 6 months. TEM imaging showed that the nanoparticles had a hemispherical and 

homogeneous shape with a size range of 100-200 nm. Nanoliposomes showed high 

biocompatibility, with 73.8% and 81.3% of human fibroblast cells remaining viable after incubation 

with 200 μg/mL of the initial and clove essential oil-loaded nanoliposomes, respectively. Although 

nanoliposomes loaded with clove essential oil showed limited antibacterial effect against S. aureus 

and E. coli strains, they showed a potent antifungal effect on A. niger, A. terreus and A. flavus, with 

complete growth inhibition of fungal mycelia at concentrations of 2, 2, and 1 mg/mL, respectively. 

Based on the results, clove essential oil-loaded nanoliposomes can be a suitable antifungal agent for 

food and pharmaceutical applications. 
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Introduction 

Infectious diseases continue to pose a major challenge to global health, ranking as the second leading cause of 

mortality worldwide. The widespread use of antibiotics has contributed to a crisis of multidrug resistance among 

bacterial pathogens, prompting the World Health Organization (WHO) to designate antimicrobial resistance as 

one of humanity's most pressing health threats. Rising concerns about multidrug resistance have spurred research 

efforts toward innovative therapeutic modalities, particularly those leveraging bioactive compounds derived from 

natural sources. Plant-derived essential oils, rich in antimicrobial constituents, have emerged as promising 

alternatives to conventional antibiotics, exerting their effects through mechanisms such as disrupting cellular 

membranes, inhibiting protein synthesis, and interfering with DNA replication. 

Among these, clove essential oil (CEO) has considered attention, due to its rich composition of bioactive 

phenolics (e.g., eugenol and eugenol acetate), terpenes (e.g., beta-caryophyllene and alpha-humulene), and 

hydrocarbons. The valuable properties of CEO, including antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial, antifungal, 

and insecticidal activities, make it versatile for various applications such as cosmetics, food preservation, and 

pharmaceuticals. However, CEO's inherent volatility and susceptibility to degradation under environmental 

stressors such as light and heat, compromise its efficacy and longevity. Encapsulation technologies address these 

limitations by enhancing stability, bioavailability, and controlled release, thereby increasing the practical utility of 

essential oils across various sectors. 

The unique physicochemical properties of nanomaterials enable novel strategies for breaching microbial barriers, 

including bacterial cell walls, efflux pumps, and biofilms. Among different nanoparticles, nanoliposomes have 

garnered significant attention as carriers for bioactive agents. These vesicular structures, composed of 

phospholipids derived from biocompatible sources such as lecithin, can encapsulate both hydrophilic and 

hydrophobic compounds, protecting them from oxidative degradation. Their biocompatibility, biodegradability, 

and non-immunogenicity make them ideal for food and medical applications. Among various methods for 

synthesizing nanoliposomes, ethanol injection is favored due its simplicity, cost-effectiveness, and scalability. 

In this study, nanoliposomes were synthesized by ethanol injection and loaded with CEO. The resulting 

nanoliposomes were then characterized for their physicochemical properties using advanced techniques such as 

transmission electron microscopy (TEM), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), dynamic light 

scattering (DLS), and Zetasizer analysis. Subsequently, the antimicrobial efficacy of these CEO-loaded 

nanoliposomes was evaluated against bacterial strains (E. coli and S. aureus) and fungal species (A. niger, A. 

terreus, and A. flavus). Cytotoxicity assessments on human fibroblast cells highlighted their biocompatibility, 

suggesting their potential as antifungal agents for the food and pharmaceutical industries.  

 

Materials & Methods 

Ethanol (99%), dimethyl sulfoxide (99.9%), and L-alpha lecithin (97%) were purchased from Merck (Germany). 

The bacterial and fungal culture media were purchased from Condalab (Spain). 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) was purchased from Sigma (Germany). RPMI-1640 medium, trypsin, fetal 

bovine serum, and penicillin-streptomycin solution were purchased from Gibco. Cefixime antibiotic powder was 

donated by Farabi Pharmaceutical Company. 

Clove essential oil was extracted from dried clove bud powder via hydrodistillation. Briefly, 10 g of bud powder 

were ultrasonicated with 100 mL of distilled water for 30 min, then subjected to distillation in a Clevenger 

apparatus at 150 °C for 4 h. 

For synthesis of nanoliposomes and CEO loading, a solution of 400 mg lecithin in 4 mL ethanol was 

ultrasonicated for 5 min and stirred at 200 rpm for 3 h. Subsequently, 400 mg of CEO was added and stirred for 

15 min. This mixture was then injected into 20 mL of distilled water under stirring, continuing for 2 h to form 

liposomes. Ethanol was evaporated using a rotary evaporator at 150 °C for 2 h, resulting in a final sample with a 

concentration of 20 mg/mL and an organic-to-aqueous phase ratio of 1:5. 

The morphology and size of nanoliposomes were assessed by depositing a diluted sample on a carbon-coated grid, 

drying, and imaging with a Philips EM208S TEM (Netherlands). Hydrodynamic diameter, polydispersity index 

(PDI), and Zeta potential of the nanoliposomes were measured using a Malvern Nano ZSP zeta sizer (UK). 

Surface functional groups were characterized by FTIR spectroscopy (Jasco FT/IR-6300, Japan) using KBr-

pelletized samples in the 400–4000 cm-¹ range. 
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Cytotoxicity of the samples was evaluated using the MTT assay on human fibroblast cells. Cells (10,000 per well) 

were seeded in 96-well plates with 200 µL RPMI-1640 medium and incubated at 37 °C with 5% CO2 for 24 h. 

Nanoliposomes (both pre- and post-loading) at concentrations of 0, 10, 50, 100, and 200 µg/mL were added and 

incubated for 48 h. The medium was then replaced with 100 µL of fresh medium containing 0.5 mg/mL MTT, 

followed by incubation for 4 h. The resulting formazan crystals were dissolved in 100 µL DMSO. Absorbance 

was measured at 570 nm, and cell viability was calculated relative to untreated controls. 

Antibacterial activity of samples was evaluated against E. coli (ATCC 25922) and S. aureus (ATCC 25923) using 

the agar well diffusion method in triplicate. Bacterial colonies were inoculated in 15 mL Luria-Bertani broth, 

incubated at 37 °C with shaking at 150 rpm for 24 h, and then diluted to an OD₆₃₀ of 0.08–0.13. One mL of this 

suspension was spread on Mueller-Hinton agar plates. Subsequently, 100 µL of cefixime (1000 µg/mL) or CEO-

loaded nanoliposomes (2400, 3000, 3600 µg/mL) were added into the individual wells (6 mm diameter). After 18 

h incubation at 37 °C, the diameters of the inhibition zones were measured. 

Antifungal activity was evaluated against A. niger (ATCC 1015), A. terreus (ATCC 20541), and A. flavus (ATCC 

200026) by the contact toxicity method on potato dextrose agar (PDA). CEO-loaded nanoliposomes (0.5, 1, 2 

mg/mL) were incorporated into molten PDA, poured into plates, and a 1×1 cm fungal colony plug was placed in 

the center of each plate. Then, plates were incubated at 35 °C for 5–7 days, mycelial growth was measured 

orthogonally, and inhibition percentage was calculated as: [(control growth - treated growth)/control growth] × 

100. 

The statistical analyses involved triplicate experiments, with data expressed as mean ± standard deviation. One-

way ANOVA assessed significance at a 99% confidence interval. 

 

Discussion of Results & Conclusions 

Stable colloidal CEO-loaded nanoliposomes were prepared with 20 mg/mL lecithin and active ingredient at an 

organic-to-aqueous ratio of 1:5. These formulations were stabile for 6 months at room temperature without 

sedimentation, underscoring the efficacy of the ethanol injection method for large scale production. TEM imaging 

revealed semi-spherical and uniform nanoparticles in the size range of 100–200 nm, ideal for enhanced 

permeability and microbial interaction. FTIR spectra confirmed surface functional groups (hydroxyl, carbonyl, 

carboxyl) contributing to negative charge, corroborated by a zeta potential of -58.5 mV, which imparts colloidal 

stability via electrostatic repulsion. DLS indicated a hydrodynamic diameter of 125 nm and PDI of 0.2, signifying 

monodispersity and suitability for biomedical applications. 

Cytotoxicity assays confirmed high biocompatibility, with unloaded nanoliposomes maintaining 73.8% fibroblast 

viability at 200 µg/mL, which increased to 81.3% post-CEO loading, suggesting CEO's protective or synergistic 

effects.  

Antibacterial evaluations showed dose-dependent effects. A significant inhibition (p < 0.01) against S. aureus was 

observed only at 3600 µg/mL, with an 8.3 ± 0.6 mm zone of inhibition— comparable to cefixime's 9.1 ± 1.3 mm 

at 1000 µg/mL. No activity was observed against E. coli, potentially due to the outer membrane barrier of Gram-

negative bacteria or insufficient CEO release kinetics. This finding contrasts with previous reports of enhanced 

antibacterial potency of encapsulated essential oils, such as thyme, against E. coli, indicating a need for surface 

modifications or adjuvants to improve bacterial targeting. 

Interestingly, CEO-loaded nanoliposomes showed dose-dependent inhibition of mycelial growth, A. flavus 

achieved 100% inhibition at 1 mg/mL, while A. niger and A. terreus required 2 mg/mL for complete suppression. 

At lower doses, inhibitions ranged 59.4–85%, highlighting species-specific sensitivities, with A. flavus most 

vulnerable.  

In conclusion, CEO-loaded nanoliposomes, synthesized via a facile method, exhibit robust antifungal activity 

against Aspergillus spp., minimal cytotoxicity, and prolonged stability, positioning them as eco-friendly 

alternatives for combating fungal infections in food and pharma sectors. This underscores nanotechnology's role in 

revitalizing natural antimicrobials amid resistance crises, advocating for further translational research. 
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 چکیده

منشأ زیستی بسیار شایان توجه است؛ بنابراین در ویژه ترکیبات با ها، بهبیوتیکتوسعه عوامل ضدمیکروبی جدید برای جایگزینی آنتیامروزه 

ترتیب روی عنوان یک عامل ضدباکتری و ضدقارچ بهها و بارگذاری اسانس میخک درون آنها و استفاده بهاین پژوهش، سنتز نانولیپوزوم

ماده با روش تزریق اتانول در عنوان پیشبهها با استفاده از لسیتین بررسی شد. بدین منظور، لیپوزوم PDAو  مولر هینتون آگارهای کشت محیط

سنجی طیف(، TEMهای میکروسکوپ الکترونی عبوری )های فیزیکی شیمیایی آنها با روشحضور اسانس میخک، سنتز شدند و ویژگی

های ی باکتری( و زتا سایزر بررسی شد. سپس اثرات ضدمیکروبی آنها روDLS) پراکندگی نور پویا(، FTIR) مادون قرمز تبدیل فوریه

بررسی شد.  آسپرژیلوس فلاووس وآسپرژیلوس ترئوس  ،آسپرژیلوس نایجرهای و قارچ استافیلوکوکوس اورئوسو  اشریشیا کلی

ماه رسوبی  6که پس از نشان دادند؛ چنان -7/75پتانسیل زتای شده با اسانس میخک، پایداری کلوئیدی بالایی با های بارگذارینانولیپوزوم

ها نانومتر دارند. نانولیپوزوم 744تا  144کروی و همگون با اندازه بین نشان داد نانوذرات، شکلی نیمه TEMدیده نشد. تصویربرداری 

 744با غلظت ی پس از گرماگذاری انسان فیبروبلاست یهاسلولدرصد از  7/51و  5/57که سازگاری بالایی نشان دادند؛ چنانزیست

شده با های بارگذاریهمچنان زنده ماندند. نانولیپوزوم شده با اسانس میخکهای اولیه و بارگذاریترتیب نانولیپوزومبهلیتر از میکروگرم بر میلی

ای نشان دادند؛ اما اثر ضدقارچ برجسته اشریشیا کلیو استافیلوکوکوس اورئوس های اثر ضدباکتریایی محدودی روی سویه اسانس میخک،

لیتر گرم بر میلیمیلی 1و  7، 7های ترتیب در غلظتکه بهداشتند؛ چنان آسپرژیلوس فلاووس وآسپرژیلوس ترئوس  ،آسپرژیلوس نایجرروی 

ند توانمی شده با اسانس میخکهای بارگذاریها شدند. بر پایه نتایج، نانولیپوزومقارچ میسلیومها سبب مهار کامل رشد )وزنی حجمی( لیپوزوم

 یک عامل ضدقارچ مناسب برای کاربردهای غذایی و دارویی باشند.
 

 نانولیپوزوم، اسانس میخک، ضدباکتری، ضدقارچ های کلیدی:واژه
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 مقدمه

قرن در سلامت  مشکلات مهمازجمله  ی،عفون یهایماریب

های قلبی عروقی، که پس از بیماریچنان؛ هستند حاضر

. (1روند )ومیر در جهان به شمار میدومین عامل مرگ

 یهایماریببرای درمان  هاکیوتیبیاز آنت زیاداستفاده 

منجر  هایباکتر ییچنددارو تمقاوم گسترشبه  ی،عفون

به مقاومت  ،یسازمان بهداشت جهان کهطوریبه؛ است شده

ی هاچالش نیتراز بزرگ یکعنوان یبه بیوتیک راآنتی

 یهاروش نیاز به ن،یاست. بنابراسلامت بشر معرفی کرده 

و توجه  درخوربسیار  هایماریببرای این  دیجد یدرمان

  .(7) قرار گرفته استپژوهش 

 لیتشک ی از طریق سازوکارهایی همچوناهیگ ترکیبات

اثرات  ها،میآنز میمهار مستق ایخاص  یهامیکمپلکس با آنز

کردن خاموشغشا،  یکپارچگیبر ساختار و  یسم

در  یعیکشنده طب یهاسلول کیآزاد، تحر یهاکالیراد

اثرهای زیستی  دنتوانیم دیغلظت استروئ لیتعد و انسان

گیاهی، سرشار از  یهااسانس .(7) دنباش گوناگونی داشته

ترکیباتی هستند که از طریق سازوکارهای گوناگونی 

و  نیمهار سنتز پروتئ ،یسلول یاختلال در غشا همچون

دهند و ی نشان میکروبیضدماثرات ، DNA ریتداخل با تکث

توجه شایان  هاکیوتیبیآنتبرای  جایگزین مناسبیعنوان به

 باتیترک شتندا لیدلبه، خکی. اسانس م(0) اندهقرار گرفت

)اوژنول و اوژنول  اهفنول گوناگون همچونفعال ستیز

هومولن( و  -آلفا و لنیوفیکار-)بتاها استات(، ترپن

 ی،ضدالتهاب ،یدانیاکسیآنت هایویژگی ،هادروکربنیه

 ددهیمی و ضدحشره از خود نشان ضدقارچ یایی،ضدباکتر

و  ییغذا ،یشیآرا عیدر صنا ی گوناگونیکاربردها که

 . (7دارند ) ییدارو

ها در تماس همچون دیگر اسانس خکیاسانس مبا این حال 

بر  است که پذیرهیتجزبا نور و دمای بالا، بسیار ناپایدار و 

کردن کپسولهگذارد. می اثرآن  یفعالستیزو  تیفیک

چالش در  نیا حل یبرا دوارکنندهیام راهبرد کیعنوان به

افزایش اسانس را  یماندگار تواندیکه م شودینظر گرفته م

 یهانهیو کاربرد آن را در زم ییایمیکوشیزیف یداریپا دهد و

شده کپسوله یهااز اسانس .(5، 6) مختلف بهبود بخشد

 ،یداریپا شیافزا یبرا ییغذا یهاامانهمعمول در سطور به

شده استفاده کنترل ینامطلوب و آزادساز یهاپوشاندن طعم

 ییایمیکوشیزیفهای ویژگیبا توجه به  ،نانومواد(. 5) شودیم

عبور  یبرارا  و کارامدی دیجد یهافردشان، روشمنحصربه

 لیخروج و تشک یها، پمپییایباکتر یهاو دیوارهاز غشاها 

های گوناگونی دستهبه در این زمینه، . ندکنیم فراهم لمیوفیب

 انوذراتو ن هاپوزومیل ،ینانوذرات فلز همچون نانومواداز 

 یهاامانه. نانوس(5) ای شده استتوجه ویژه یمریپل

 یستیز یبهبود فراهم درآنها  لیپتانس لیدل، بهیدارورسان

 .(7) اندهشدبررسی  یریگهدف ییدارو و کارا

 کیعنوان به هاپوزومیلگوناگون،  یهاامانهنانوسدر میان 

 ،گوناگون فعالزیست باتیترک یبرا دوارکنندهیحامل ام

چرب در نظر گرفته  یدهایاسو  هانیتامیها، وازجمله اسانس

 سبب هاپوزومیها در لکردن اسانس. کپسولهشوندیم

 یو آزادساز ویداتیاکس بیدر برابر تخر آنها محافظت

 هاپوزومیل همچنین. شودیشده آنها در بدن انسان مکنترل

 یمتعدد یخود، کاربردها زیمتماهای زیستی ویژگی لیدلبه

های در میان روش .(14) دارند ییو غذا ییدارو عیدر صنا

 پیشنهاد شده هاپوزومیلگوناگونی که تاکنون برای سنتز 

ازجمله  یمتعدد هایمزیت دلیلبه لواتان قیروش تزر ،است

توجه شایان بسیار  یریو تکرارپذ عیسر یسازادهیپ ،یسادگ

روش با  هاپوزومیل(. در این پژوهش، 11قرار گرفته است )

سنتز و با اسانس میخک بارگذاری شدند. پس  لواتان قیتزر

، اثرات ضدباکتریایی و ضدقارچی هاپوزومیلیابی از مشخصه

 آنها بررسی شد.

 هامواد و روش

  مواد
و  درصد( 5/55) دیسولفوکس لیمتیددرصد(،  55اتانول )

درصد( از شرکت مرک )آلمان(  55آلفا لسیتین )-ال

doi:%2010.22108/bjm.2026.148096.1665
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های کشت باکتریایی و قارچی از خریداری شد. محیط

 لیمتید-0،7)-7شرکت کندالب )اسپانیا( خریداری شد. 

، تی(تی)ام دیبروم ومیتترازول لیفنید-7،7-(لیا-7-ازولیت

از شرکت سیگما )آلمان( خریداری شد. محیط کشت آر 

، تریپسین، سرم جنین گاوی و ترکیب 1604-پی ام آی

استرپتومایسین تولیدی شرکت -سیلینهای پنیبیوتیکآنتی

های داخل کشور خریداری شد. پودر گیبکو از فروشگاه

بیوتیک سفکسیم اهدایی از طرف شرکت داروسازی آنتی

 فارابی بود.

 گیری گیاه میخکاسانس

اسانس میخک با روش تقطیر با آب از پودر خشک جوانه 

میخک به پودر گرم  14گیاه میخک تهیه شد. بدین منظور، 

 دقیقه 74به مدت  درون بالن لیتر آب مقطرمیلی 144همراه 

فرایند قرار گرفت. سپس  تحت امواج فراصوت

درجه  174 در دمایدستگاه کلونجر  ردگیری اسانس

 .(17شد )انجام ساعت  0به مدت  گرادسانتی

 میخکها و بارگذاری اسانس سنتز لیپوزوم
لیتر اتانول در یک میلی 0گرم لسیتین به همراه میلی 044

 دقیقه و 7شیشه بشر افزوده شد و تحت امواج فراصوت برای 

ساعت در  7دور در دقیقه به مدت  744 سرعت با همزنی

گرم اسانس میخک به آن میلی 044اتانول حل شد. سپس 

دقیقه دور در  744 سرعت دقیقه با 17افزوده و به مدت 

حل شود. نمونه حاصل با سرنگ و با  همزده شد تا کاملاً

لیتر آب مقطر تحت میلی 74فشار به شیشه دیگری حاوی 

ساعت دیگر ادامه یافت  7همزنی افزوده شد و همزنی برای 

شوند. در نهایت، نمونه لیپوزوم تحت  سنتز هاتا لیپوزوم

اعت س 7به مدت  گرادسانتیدرجه  174 دمایروتاری در 

بدین طور کامل تبخیر و حذف شود. قرار گرفت تا اتانول به

لیتر ر میلیبگرم میلی 74ثره، ؤترتیب، غلظت لسیتین و ماده م

 (.17به دست آمد ) 7به  1و نسبت فاز آلی به آبی 

 

 هایابی لیپوزوممشخصه
برای بررسی شکل و اندازه نانوذرات، یک قطره از نمونه 

کلوئیدی روی گرید کربنی مخصوص پوشش یافته و 

خشک شد و با استفاده از میکروسکوپ الکترونی عبوری 

شرکت فیلیپس هلند بررسی شد. برای  EM208Sمدل 

و پتانسیل زتای نانوذرات هیدرودینامیکی گیری قطر اندازه

ساخت  Nano ZSPزتا سایزر مدل  کلوئیدی، از دستگاه

شد. برای شناسایی انگلستان استفاده  Malvernشرکت 

صورت قرص بهها های عاملی سطح نانوذرات، نمونهگروه

درآمدند و با دستگاه  پتاسیم برومایدفشرده در ترکیب با 

ساخت شرکت  FT/IR-6300مدل  FTIRسنج طیف

بر  0444تا  044 محدوده عدد موجیجاسکوی ژاپن در 

 متر بررسی شدند. سانتی

شده با بارگذاریهای لیپوزومبررسی سمیت 

 اسانس میخک

ها پیش و پس از بارگذاری با میزان سمیت سلولی لیپوزوم

با روش  انسان اسانس میخک روی رده سلولی فیبروبلاست

MTT  میکرولیتر محیط  744بررسی شد. بدین منظور، ابتدا

خانه  56کشت به همراه ده هزار سلول به هر چاهک پلیت 

 75ساعت گرماگذاری در دمای  70افزوده شد و پس از 

اکسید کربن در درصد دی 7در فشار  گرادسانتیدرجه 

، 4نانوذرات )شامل های گوناگون انکوباتور مرطوب، غلظت

طور جداگانه به( لیترر میلیبمیکروگرم  744و  144، 74، 14

های گوناگون، افزوده و دوباره برای ها در چاهکبه سلول

ساعت در همان شرایط گرماگذاری شد. سپس محیط  05

میکرولیتر محیط کشت  144کشت و نانوذرات جدا شدند و 

لیتر( به ر میلیبگرم میلی 7/4)با غلظت  MTTتازه به همراه 

ساعت در شرایط مشابه  0افزوده و دوباره برای  ،هر چاهک

ها جدا شد و گرماگذاری شد. سپس محیط کشت چاهک

 144ها در مانده در کف چاهکبلورهای فورمازان باقی

حل و جذب هر چاهک در  ،دیسولفوکس لیمتیدمیکرولیتر 

های گیری شد. نسبت سلولنانومتر اندازه 754طول موج 
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های تیمارشده بر کردن میزان جذب سلولتقسیمزنده، از 

 های کنترل )بدون تیمار( محاسبه شد.میزان جذب سلول

های لیپوزومهای ضدباکتریایی بررسی ویژگی

 شده با اسانس میخکبارگذاری

های ضدباکتریایی نانوذرات روی دو سویه باکتری ویژگی

 استافیلوکوکوس اورئوسو  (ATCC 25922)اشریشیا کلی 

(ATCC 25923با استفاده از آزمون ) های انتشار در چاهک

های آگار در سه تکرار بررسی شد. بدین منظور، ابتدا کلونی

ی در برتان ایلورلیتر محیط کشت مایع میلی 17باکتریایی در 

ساعت درون  70تلقیح و به مدت  ،رلن در شرایط استریلا

 174و دور  گرادسانتیدرجه  75شیکر انکوباتور با دمای 

های باکتری با دور در دقیقه گرماگذاری شدند. سپس کشت

ی رقیق شدند تا جذب آنها در برتان ایلورمحیط کشت مایع 

برسد. سپس یک  17/4تا  45/4نانومتر به  674طول موج 

شده به محیط کشت جامد مولر رقیقلیتر از کشت میلی

طور کامل پخش شد. در پایان، ههینتون آگار، افزوده و ب

در  وشد  جادیا تیهر پل یرو متریلیم 6هایی به قطر چاهک

 1444) میسفکس کیوتیبیآنتاز  تریکرولیم 144هر چاهک، 

پوزومینانول گوناگون یهاغلظت و( تریلیلیم بر کروگرمیم

 و، 7444، 7044) خکیم اسانس با شدهیبارگذار یها

 و افزوده ،جداگانه صورتبه( تریلیلیم بر کروگرمیم 7644

 75 یدر انکوباتور در دما یساعت گرماگذار 15پس از 

 (.10) شد یریگاندازه هاهاله قطر گرادسانتیدرجه 

های لیپوزومهای ضدقارچی بررسی ویژگی

 شده با اسانس میخکبارگذاری

ها روی سه گونه قارچ های ضدقارچی نمونهویژگی

 آسپرژیلوس ترئوس(، ATC 1015)آسپرژیلوس نایجر 

(ATCC 20541 و ) آسپرژیلوس فلاووس(ATCC 

آزمون سمیت تماسی روی محیط کشت جامد با ( 200026

PDA ( بررسی شد. ابتدا 16، 17های پیشین )بر پایه گزارش

کشت شدند و  PDAهای قارچی روی محیط کشت گونه

با توجه روز ) 5تا  7به مدت  گرادسانتیدرجه  77در دمای 

قارچی( گرماگذاری شدند تا اسپورهای قارچی به گونه 

های پدیدار شوند. برای انجام آزمون سمیت تماسی، غلظت

های لیتر( از لیپوزومگرم بر میلیمیلی 7و  1، 7/4)گوناگونی 

 ،PDAبه محیط کشت  شده با اسانس میخکبارگذاری

خوبی ترکیب و استریل شد و پیش از جامدشدن، بهافزوده و 

ها توزیع شد. پلیت حاوی محیط کشت بدون در پلیت

گروه کنترل تهیه شد. سپس یک برش عنوان بهنانوذرات نیز 

متر از پلیت حاوی کلنی فعال قارچی با سانتی 1×1با اندازه 

گذاری شد. جدا و در مرکز هر پلیت جای ،استفاده از لوپ

روز  5تا  7برای  گرادسانتیدرجه  77ها در دمای پلیت

گرماگذاری شدند و در این مدت، رشد میسلیوم در دو 

گیری و میانگین آن محاسبه شد و اندازه ،جهت عمود بر هم

در پایان، درصد بازدارندگی رشد میسلیوم با استفاده از 

  :رابطه زیر محاسبه شد

= درصد بازدارندگی رشد میسلیوم  

− قطر رشد کلنی در پلیت کنترل)  (قطر رشد کلنی در پلیت حاوی نانوذرات 

قطر رشد کلنی در پلیت کنترل
 ×  144 

 مطالعات آماری

 ±صورت میانگین بهانجام و نتایج  ،آزمایشات در سه تکرار

بیان شد. از آزمون سه تکرار مستقل  (SD) معیار انحراف

 ،( برای بررسی آماری نتایجANOVAتحلیل واریانس )

داربودن درصد برای معنی 55استفاده و فاصله اطمینان 

  اختلافات در نظر گرفته شد.

 نتایج 

شده با  بارگذاریهای یابی لیپوزومسنتز و مشخصه

 اسانس میخک
در اختیار داشتن یک روش سنتز آسان و کارامد برای تولید 

های مناسب و ویژگیهایی با اندازه انبوه لیپوزوم

نیازهای اصلی برای از پیش یفیزیکوشیمیایی مطلوب، یک

doi:%2010.22108/bjm.2026.148096.1665


 66 کجانی عباسی ابوالقاسمو  منشآرین آرمیتا.../  بررسی و میخک اسانس با شدهبارگذاری هاینانولیپوزوم یابیمشخصه و سنتز

 

doi: 10.22108/bjm.2026.148096.1665 

در گام اول  ،بنابراین ؛پزشکی استتمام کاربردهای زیست

تلاش شد با تغییر غلظت اسانس در مخلوط واکنش سنتز، 

های کلوئیدی پایدار با شرایط بهینه برای ساخت لیپوزوم

آید. در نهایت، دست ه ظرفیت بارگذاری اسانس ب نهیشیب

ثره و نسبت ؤلیتر لسیتین و ماده مر میلیبگرم میلی 74غلظت 

دست ه عنوان ترکیب بهینه واکنش ببه 7به  1فاز آلی به آبی 

ماه پایداری  6های کلوئیدی تا آمد. در این شرایط، لیپوزوم

گونه رسوبی حفظ کردند و هیچ خود را در دمای اتاق کاملاً

اری میکروسکوپ الکترونی عبوری از دیده نشد. تصویربرد

شده با اسانس میخک نشان داد اغلب های بارگذاریلیپوزوم

 744تا  144ای بین و اندازه ندکروی بودنانوذرات، نیمه

(. بررسی و مقایسه شیمی سطح 1شکل نانومتر دارند )

 ها پیش و پس از بارگذاری با اسانس با روشلیپوزوم

، وجود تفاوت بارز بین سنجی مادون قرمز تبدیل فوریهطیف

های عاملی گوناگون ازجمله آنها و وجود گروه

هیدروکسیل، کربونیل و کربوکسیل را نشان داد که عامل 

(. بر پایه آزمون 1شکل ها هستند )اصلی بار سطحی لیپوزوم

DLSنانومتر و  177ها پوشی لیپوزوم، متوسط قطر آب

بود که بر توزیع اندازه  7/4آنها ( PDIشاخص پراکندگی )

ها مطلوب آنها دلالت دارد. همچنین، پتانسیل زتای لیپوزوم

دهد و بود که پایداری کلوئیدی بالای آنها را نشان می -77

تطابق دارد. سنجی مادون قرمز تبدیل فوریهطیفبا نتایج 

  
 هاپوزومیلنانو هیفور لیمادون قرمز تبد فی)راست( و ط خکیبا اسانس م شدهیبارگذار یهاپوزومیلاز نانو یعبور یالکترون کروسکوپیم ریتصو -1 شکل

 )چپ(. خکیم اسانس با یبارگذار از پس و شیپ
Figure 1. TEM image of CEO-loaded NLPs (right) and FTIR spectra of NLPs before and after loading with CEO (left). 

 

شده با بارگذاریهای لیپوزومبررسی سمیت 

 اسانس میخک

ها پیش و پس از بارگذاری با بررسی سمیت سلولی لیپوزوم

نشان داد  انسان فیبروبلاست اسانس میخک روی رده سلولی

 ؛سازگار هستندهای ابتدایی، بسیار زیستکه لیپوزوم

ساعت تماس با بیشترین غلظت  05که پس از طوریبه

درصد از  5/57لیتر(، ر میلیبمیکروگرم  744نانوذرات )

ها همچنان زنده ماندند و در کمترین غلظت نانوذرات سلول

ها درصد از سلول 55بیش از لیتر(، ر میلیبمیکروگرم  14)

(. جالب توجه اینکه پس از 7شکل همچنان زنده بودند )

ها در بارگذاری اسانس میخک، سمیت سلولی لیپوزوم

که در غلظت طوریبه ؛های بالا حتی کاهش یافتغلظت

ها همچنان درصد از سلول 7/51لیتر، ر میلیبمیکروگرم  744

ها پس از تیمار نیز دند. بررسی مورفولوژی سلولزنده مان

که تفاوت طوریبه ؛را تأیید کرد MTTنتایج آزمون 

های فیبروبلاستی پس از در مورفولوژی سلول چشمگیری

شده با اسانس میخک دیده های بارگذاریتیمار با لیپوزوم

ها بالای لیپوزومسازگاری (. این نتایج بر زیست7شکل نشد )

پیش و پس از بارگذاری با اسانس میخک اشاره دارد. 
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 .خکیم اسانس با شدهیبارگذار یهاپوزومیل با ماریت از پس )چپ( MTTآزمون  جینتا و )راست( یبروبلاستیف یهاسلول یمورفولوژ -7 شکل

Figure 2. Morphology of fibroblast cells (right) and the results of MTT assay (left) after treatment with CEO-loaded NLPs. 
 

های لیپوزومهای ضدباکتریایی بررسی ویژگی

 شده با اسانس میخکبارگذاری

های ها پس از تیمار با غلظتبررسی هاله عدم رشد باکتری

میخک نشان شده با اسانس بارگذاریهای گوناگون لیپوزوم

و  دارندوابسته به دوز  ییباکتریاضدفعالیت  داد نانوذرات،

فعالیت  لیترر میلیبمیکروگرم  7644غلظت تنها در 

 7/5 ± 6/4با قطر هاله ( > 4,41pی )دارمعنییی باکتریاضد

. در همین نشان داد اس. اورئوسمتر روی باکتری میلی

ها، فعالیت ضدباکتریایی روی یک از غلظتدر هیچشرایط، 

 دیده نشد. ای.کلیباکتری 

 

 میسفکس کیوتیبیآنت یبرا( تریلیلیعدم رشد )مقطر هاله  -1 جدول

یبارگذار یهاپوزومینانول گوناگون یهاغلظت و( راست سمت)ستون 

 ی( روتریلیلیم بر کروگرمیم حسب)بر خکیم اسانس با شده

 .یکل ایشیاشر واورئوس  لوکوکوسیاستاف یهایباکتر
Table 1. The inhibition zone diameter (mm) for cefixime 

antibiotic (right column) and different concentrations (μg 

mL-1) of CEO-loaded nanoliposomes on S. aureus and E. 

coli bacteria. 
1000 2400 3000 3600 

Concentration 

Species 

9.1 ± 1.3 0 0 8.3 ± 0.6** S. aureus 
7.3 ± 0.9 0 0 0 E. coli 

 

 لوسیآسپرژ یهاقارچ ومیسلیرشد م یدرصد بازدارندگ -7 جدول
با  ماریپس از ت فلاووس لوسیآسپرژ وترئوس  لوسیآسپرژ ،جرینا

 شدهیبارگذار یهاپوزومیل( تریلیلیم بر گرمیلیگوناگون )م یهاغلظت

 .خکیم اسانس با

Table 2. The inhibition percentage of mycelium growth 

in A. niger, A. flavus, and A. terreus after treatment with 

different concentrations (mg mL-1) of CEO-loaded 

nanoliposomes. 
 

2 1 0.5 0 
Concentration 

Species 

100 85 ± 0.7 82.3 ± 0.9 0 A. niger 
100 100 71.9 ± 0.5 0 A. flavus 
100 68.3 ± 1.6 59.4 ± 1.9 0 A. terreus 

 

های لیپوزومهای ضدقارچی بررسی ویژگی

 شده با اسانس میخکبارگذاری

های نتایج آزمون ضد قارچ نشان دادند لیپوزوم

طور مؤثری از رشد شده با اسانس میخک، بهبارگذاری

 وآسپرژیلوس ترئوس  ،آسپرژیلوس نایجرهای قارچ میسلیوم
. در میان سه گونه دنکنمی جلوگیری آسپرژیلوس فلاووس

 آ. فلاووسشده، بیشترین اثر ضدقارچی روی گونه بررسی

لیتر گرم بر میلیمیلی 1که در غلظت طوریدیده شد؛ به

در دو  طور کامل باز داشته شد.ها، رشد قارچ بهلیپوزوم

 ها بود و دراز لیپوزومگونه دیگر، نیاز به غلظت بیشتری 

شده با های بارگذاریلیپوزوم لیترگرم بر میلیمیلی 7 غلظت

 و آسپرژیلوس نایجرهای رشد قارچاسانس میخک، 
 شد.مهار طور کامل به آسپرژیلوس ترئوس
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با اسانس  شدهیبارگذار یهاپوزومینانول تریلیلیم رب گرمیلیم 4و  7/4، 1، 7گوناگون )از راست به چپ  یهاغلظت یتماس تیسم آزمون جینتا -7 شکل

 (.نیی)پا. ترئوس آ)وسط(، و  آ. فلاووس )بالا(، جری. ناآ یهاقارچ یرو خکیم

Figure 3. The results of contact toxicity of different concentrations (0, 0.5, 1, and 2 mg mL-1) of CEO-loaded NLPs on A. 
niger (up), A. flavus (middle), and A. terreus (down). 
 

 گیریبحث و نتیجه

تشکیل  هاپروپنلیها و فناز مونوترپنبیشتر ها که اسانس

عوامل مقابله با  یمعطر برا اهانیگتوسط  اند،شده

ترکیبات کردن کپسوله .شوندیم سنتز مختلف یزایماریب

 تیحلال ،هستند ناپایدار و فرار های گیاهی که اغلباسانس

دلیل به هاپوزومیل. بخشدیآنها را بهبود م ییایمیش یداریو پا

 گریز،دوست و آبتوانایی حمل هردو ترکیبات آب

زایی، و عدم ایمنی یریپذبیتخر ستی، زیسازگارستیز

 ها مناسب هستندفعال اسانسستیز باتیترکجایی هجاب یبرا

 یدهایاز فسفات یعیطب ییغذا بیترکیک  ن،یتیلس(. 15)

 منیا یطور کلاست که به تولینوزیو ا نیمآاتانول ن،یکول

(GRASشناخته م )مهم بافت  یاز اجزا یکی ،نیتی. لسشودی

 پستانداران است بیشتر یغالب در غشا دیپیو فسفول یعصب

 همچون یاهیگ یروغن یهادانه از یتجار صورتهکه ب

زرده  همچون یوانیکلزا و تخمه آفتابگردان و منابع ح ا،یسو

(. قیمت پایین 17آید )دست میه بو بافت مغز  ریمرغ، شتخم

در برای کاربرد گسترده آن بزرگ  تیمز کی نیز نیتیلس

 با خلوص متوسط ایسو نیتیلسکه چنان ؛است ییغذاصنایع 

اند دانستهمناسب  یخوراک یهاپوزومینانول را برای ساخت

 ،یسادگدلیل از سوی دیگر، روش تزریق اتانل، به .(11)

 راتییتغ ای دیپیل بیتخر سبب کهنیو ا یریتکرارپذ سرعت،

 سنتز شیافزا یبرال ئااید روش کی شود،ینم ویداتیاکس

بنابراین،  ؛(15) است در مقیاس انبوه و تجاری هاپوزومیل

ی بر پایه لسیتین با روش تزریق اتانل برای هاپوزومیلساخت 
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تواند روشی مناسب های گیاهی، به نظر میاسانسبارگذاری 

برای کاربرد گسترده در صنایع غذایی و کشاورزی باشد. 

کردن کپسوله اندهنشان دادهای پیشین نیز پژوهش

پایداری  تواندیم پوزوم،یصورت نانولبههای گیاهی اسانس

شپشه  هیعل ینیتدخ تیسموخصوصیات زیستی آنها ازجمله 

آفات  تیریطور بالقوه در مدبهو  دهدرا افزایش آرد 

اسانس  باکتریاییضد تیفعال شیافزا .(15شود )استفاده 

پس از  یکل ایشیاشر در برابر باکتری یرازیش شنیآو

استفاده از و  نیز گزارش شده هاپوزومیکردن در نانولکپسوله

عنوان عوامل به هاپوزومیشده در نانولکپسوله یعیطب باتیترک

بلکه در  ییغذا عیتنها در صنانه ،ینگهدارنده قو

 .(74معرفی شده است ) یشیآرا و یپزشک یهافرآورده

شده ی ساختههاپوزومینانول ندنتایج این پژوهش نیز نشان داد

ناچیزی سازگار بوده و سمیت بر پایه لسیتین، بسیار زیست

ند. همچنین بر پایه نتایج اههای فیبروبلاستی داشتروی سلول

این پژوهش، یک روش کارامد و سریع برای ساخت نانو 

های گیاهی با پایداری اسانسشده با ی بارگذاریهاپوزومیل

دست آمد. هرچند ه کلوئیدی بالا و توزیع اندازه مناسب ب

ریایی مطلوبی های ضدباکتی حاصل، ویژگیهاپوزومیلنانو

نشان ندادند که پژوهش بیشتر برای رفع این محدودیت را 

ها با ترکیبات د. اصلاح سطح نانولیپوزومکنضروری می

 تواند در این زمینه مفید باشد. ضدباکتریایی مناسب می

میخک  اسانسشده با ی بارگذاریهاپوزومیلحال، نانو هره ب

داشتند  سپرژیلوسآهای ای روی قارچاثر ضدقارچ برجسته

که بر پتانسیل بالای آنها در نقش عامل ضدقارچ اشاره دارد. 

افزایش اثر ضدقارچ  ةهای پیشین درباراین نتایج با گزارش

شده های گیاهی کپسوله( و دیگر اسانس71اسانس میخک )

 ( همخوانی دارد. یک مطالعه جدید77، 77ها )در لیپوزوم

و  یقارچ یهاسلولی زیاد لیپیدها با هاکنشبرهم نیز (70)

بر میزان این  دیپیاشباع لدرجه  ریتأثو پستانداران 

ها را گزارش کرده است. مطالعات مولکولی و کنشبرهم

های کارامدتر برای تواند به یافتن روشیی بیشتر میایمیوشیب

 های قارچی منجر شود.مقابله با عفونت

Sebaaly et al. (2015) روش یی که با هاپوزومیاز ل نیز

 کلسترولو  ایسو یعیطب دیپیفسفول و ترکیب اتانول قیتزر

و اوژنول  خکیاسانس م یداریبهبود پا یبرا ساختند،

از نظر اندازه، شاخص  یپوزومیل یهادسته. استفاده کردند

راندمان  ،یزتا، سرعت بارگذار لیپتانس ،یپراکندگ

شدند.  سهیمشخص و مقا یو مورفولوژ یسازکپسوله

و  ایچندلایه یهاپوزومیلیابی، تشکیل های مشخصهشیآزما

 دراوژنول  بیاز تخر داد کهرا نشان  یشکل نانومتر یکرو

 تیفعالاز  جلوگیری کرده وماوراء بنفش  پرتویمعرض 

 .(77ند )اهکرداوژنول محافظت  اکسیدانیآنتی

Sebaaly et al. (2015)  یهاپوزومیل نیزدر مطالعه ای دیگر 

 قیروش تزربا استفاده از  را و اوژنول خکیاسانس م یحاو

سنتز کردند. آنها گزارش ( تریل 7بزرگ ) اسیاتانول در مق

و  یبا اندازه نانومتر دار،یهمگن، پا یهاپوزومیلکردند 

و  اوژنول یبارگذار بالایمیزان بالا،  دیپیبا فسفول هیچندلا

به دست  خکیاسانس م یاکردن اجزکپسوله بالای راندمان

 .(76) آمد

 انستوینانوذرات ک سنتز ةهمچنین چندین گزارش نیز دربار

و  یدانیاکسیآنت یهاتیفعال با، خکیاسانس م یحاو

اما بر پایه  ؛(75، 17باکتریایی و ضدقارچی وجود دارد )ضد

های ما، بررسی اثرات ضدمیکروبی اسانس میخک بررسی

 است. ها گزارش نشدهدر نانولیپوزوم
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