
  1400آذر  ،18 دوره ،118 شماره ران،یایی غذا عیصنا و ومعل مجله

 273

  
  

اکسایشی و ضدمیکروبی عصاره هاي ضدهاي آب و اتانول بر ویژگیبررسی اثر روش استخراج با حلال
  لیموبرگ به
  

  1، بهروز علیزاده بهبهانی*1محمد نوشاد
  

تان، استادیار، گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی، دانشکده علوم دامی و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی خوزس. 1
  ملاثانی، ایران 

  

 دهیچک                        مقاله اطلاعات
  

   :مقالهي ها خیتار
  

  1400/ 12/04: افتیدر خیتار
 16/05/1400: رشیپذ خیتار

  
  :يدیکل کلمات

  لیمو، به
  و آبی،عصاره اتانولی 

   اثر ضدمیکروبی، 
  اکسیدانی، فعالیت آنتی

 .ترکیب زیست فعال
 

DOI: 10.52547/fsct.18.09.23 
  
 مکاتبات مسئول :  

 noshad@asnrukh.ac.ir  
 

  

. لیمو به کمک روش ماسراسیون استخراج گردیدهاي آبی و اتانولی برگ بهدر این مطالعه، عصاره
 و DPPHهاي آزاد بر پایه مهار رادیکال(اکسیدانی محتواي فنول کل، فلاونوئید کل، فعالیت آنتی

ABTSبه روش  و احیاي آهن FRAP ( و ظرفیت ضدمیکروبی)هاي دیسک دیفیوژن بر اساس روش
تنی ها در شرایط برونعصاره) آگار، چاهک آگار، حداقل غلظت بازدارندگی و حداقل غلظت کشندگی

 به ترتیب (و فلاونوئید کل ) 32/60 و mg GAE/g 55/72 به ترتیب (محتواي فنول کل . بررسی شد

mg QE/g 5/40 اکسیدانی نشان نتایج فعالیت آنتی.  عصاره اتانولی بالاتر از عصاره آبی بود)25/32 و
  در برابرDPPH) mg/ml 4/45هاي آزاد داد که عصاره اتانولی کارایی بهتري در مهار رادیکال

mg/ml 5/52 ( وABTS) mg/ml 48/41در برابر  mg/ml 65/47 ( و ظرفیت احیاء کنندگی
)μmol Fe/g 1/15در برابر  μmol Fe/g 2/12 (نتایج اثر . در مقایسه با عصاره آبی دارد

 ،استافیلوکوکوس اورئوس، سالمونلا تیفی، اشرشیا کلی(هاي پاتوژن ضدمیکروبی بر میکروارگانیسم
هاي گرم مثبت نسبت به انواع گرم نشان داد که باکتري) کاندیدا آلبیکنسو  استرپتوکوکوس پیوژنز

مطابق نتایج، . باشند و اثر عصاره اتانولی بارزتر بودتر میلیمو حساس بهمنفی در برابر عصاره برگ
توان بعنوان عامل نگهدارنده طبیعی و به منظور کنترل فرایند لیمو را میعصاره آبی و اتانولی برگ به

  .هاي پاتوژن معرفی نموداکسیداسیون و رشد میکروارگانیسم
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   مقدمه- 1
ــط     ــذایی ایجــاد شــده توس ــساد غ ــودگی و ف ــی، آل ــور کل ــه ط ب

ها بر روي بسیاري از محصولات غذایی اثر داشـته           میکروارگانیسم
تخمین زده شده است که سـالیانه   . شودها می و منجر به نابودي آن    

 از محصولات غذایی به دلیـل عوامـل مختلفـی از         درصد 4حدود  
هـا،  باکتري. رودها به هدر می   جمله آلودگی توسط میکروارگانیسم   

ودگی   ترین میکروارگانیسمها از رایجمخمرها و قارچ   هاي عامـل آلـ
هـاي تولیـدي    باشند که ترکیبات مغذي و متابولیت     مواد غذایی می  

      ایجـاد مـسمومیت غـذایی      را مورد استفاده قـرار داده و منجـر بـه            
محافظت از مواد غذایی در برابـر عوامـل فـسادزا و            ]. 1[شوند  می

هـاي  ها از زمان گذشته با اسـتفاده از نگهدارنـده         اثرات ناشی از آن   
برخلاف اثرات بالقوه این ترکیبـات      . گرفته است شیمیایی انجام می  

هـاي ناشـی از     در نگهداري محصولات غـذایی و کنتـرل بیمـاري         
میت غذاي، استفاده مداوم از ترکیبات شیمیایی سبب تجمـع        مسمو

ها در مواد غذایی، افـزایش مقاومـت بـه ایـن مـواد و اثـر روي                آن
هـا، تـلاش جهـت    به دلیل ایـن نگرانـی  . سلامتی انسان شده است   

هاي غذایی مؤثر، ایمن و طبیعی افـزایش یافتـه      گسترش نگهدارنده 
هـاي گیـاهی    و اسـانس  هـا   اثرات ضد میکروبی عـصاره    ]. 2[است  

براي به تـأخیر انـداختن ایـن فرآینـد از طریـق ظهـور مـواد ضـد           
ها به عنـوان  میکروبی جدید و وجود ترکیبات فنولی موجود در آن     

اکــسیدانی قــوي در جلــوگیري از بــسیاري از یــک ترکیــب آنتــی
  ].3[ها در نظر گرفته شده است بیماري
 متعلق به خـانواده  Lippia citriodoraلیمو با نام علمی گیاه به

Verbenaceaeــه ــاع  ، درختچ ــا ارتف         متــر، داراي5/1 -2اي ب
هایی ساده، کامل، خـشن   دار و برگ  هاي بلند، منشعب و زاویه    ساقه

لیمو بومی آمریکاي جنـوبی     گیاه به . باشدو به رنگ سبز روشن می     
. شـود بوده و در کشورهایی مانند شیلی، پرو و آرژانتین یافت مـی            

بر این، سایر کشورها مانند کشورهاي اروپـایی و ایـران نیـز          علاوه  
هاي ایـن گیـاه در      برگ]. 4[کنند  این گیاه را کشت داده یا وارد می       

آوري شده و پـودر معطـر، تنـد، کمـی تلـخ و          اواخر تابستان جمع  
لیمو داراي خواص درمـانی     هاي گیاه به  برگ. مانند بوي لیمو است   

ر طـب سـنتی کـشورهاي اروپـایی و        هاي گذشته د  بوده و از زمان   

ایـن گیـاه    ]. 5[گرفته اسـت    آمریکاي جنوبی مورد استفاده قرار می     
هـایی ماننـد سـرگیجه، تـپش قلـب، نفـخ و             جهت درمان بیمـاري   

سوءهاضــمه، ســردرد و تــب و همچنــین بــه عنــوان شــل کننــده  
. شـود دهنده دردهاي عصبی اسـتفاده مـی      عضلات شکم و تسکین   

ها و همچنین به عنـوان    ن گیاه در کنترل جهش    امروزه نقش مؤثر ای   
      گیـاه ]. 6[اکسیدان به شدت مـورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت            آنتی

لیمو سرشار از ترکیبات فلاونوئیدي بوده و به دلیـل عطـري کـه          به
شـود و اسـانس     دارد، به عنوان ادویه در صنایع غذایی استفاده مـی         

بـه  ]. 7[شـد   باکـشی مـی   کشی و حـشره   آن داراي خاصیت باکتري   
لیمـو در مطالعـات     هاي مختلـف در گیـاه بـه       دلیل وجود متابولیت  

. مختلف اثرات ضد میکروبی آن مورد بررسـی قـرار گرفتـه اسـت        
در بررسی اثـر ضـد میکروبـی عـصاره          ) 1385(قائمی و همکاران    

 مـشاهده   اسـتافیلوکوکوس اورئـوس   لیمو بـر بـاکتري      الکی گیاه به  
توانـد در  لید شده از عصاره اتانولی میکردند که استفاده از پماد تو    

ودگی            به تأخیر انداختن عفونت حاصل از این باکتري در محـل آلـ
سیون ) 1396(پور و همکـاران  غلامحسین]. 6[مؤثر باشد   -از امولـ

هـاي مختلـف اسـانس و عـصاره         هاي غذایی تیمار شده با غلظت     
 اکـسیدانی  الکلی جهت بررسی فعالیت ضد میکروبی و آنتـی         -آبی

نتایج این پژوهش نشان داد کـه اسـانس   . لیمو استفاده کردند گیاه به 
ــل      ــداد کـ ــشی و تعـ ــصولات اکسایـ ــاهی محـ ــصاره گیـ و عـ

، باســـیلوس ســـرئوس(هـــاي مـــورد مطالعـــه میکروارگانیـــسم
را ) لیستریا مونوسـیتوژنز   و   اشرشیا کلی ،  استافیلوکوکوس اورئوس 

ي، اثـر  در مطالعـه دیگـر    ]. 7[ روز نگهداري کـاهش دادنـد        8طی  
لیمـو بررسـی و   هاي مختلف اسـانس گیـاه بـه   ضدمیکروبی غلظت 

ــه   ــد ک ــشخص گردی ــیتوژنز م ــستریا مونوس ــتافیلوکوکوس ، لی اس
 ساکارومایـسس سـرویزیه   ،  استافیلوکوکوس اورئوس ،  اپیدرمیدیس

ها بـه اسـانس     ترین میکروارگانیسم  از حساس  آسپرژیلوس نایجر و  
  ]. 8[باشند این گیاه می

اکـسیدانی  اص درمانی و اثرات ضدمیکروبی و آنتـی   با توجه به خو   
لیمو هدف از این پژوهش تهیه عـصاره آبـی و اتـانولی ایـن     گیاه به 

ــیت      ــل، خاص ــد ک ــل، فلاونوئی ــول ک ــزان فن ــی می ــاه و بررس گی
  . باشد ها میاکسیدانی و ضد میکروبی این عصارهآنتی
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   مواد و روش-2
  هاي میکروبی مواد شیمیایی و سویه-2-1

هاي کشت مولر هینتون آگار، تترازولیوم، محیطفنلول تريمحل
مولر هینتون براث، سابروز دکستروز آگار و سابروز دکستروز 

، محلول کوئرستین، )آلمان( بلانک از شرکت مرك براث و دیسک
 از DPPHمحلول  و ABTSمحلول ، سیوکالچو -فولینمعرف 

کت صنایع  درصد از شر96و اتانول ) آمریکا(شرکت سیگما 
سایر مواد شیمیایی مورد . تهیه شدند)  ایران(شیمیایی غدیر 

  .استفاده از درجه آزمایشگاهی برخوردار بودند
سالمونلا ، اشرشیا کلیهاي مورد استفاده شامل میکروارگانیسم

کاندیدا و  استرپتوکوکوس پیوژنز ،استافیلوکوکوس اورئوس، تیفی
لوم و مهندسی صنایع  از کلکسیون میکروبی گروه عآلبیکنس

غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی خوزستان تهیه 
  .گردید

   تهیه عصاره آبی و اتانولی-2-2
هاي آبـی و اتـانولی اسـتفاده      از روش خیساندن جهت تهیه عصاره     

لیمـو  هاي خشک شده و پودر شده برگ به       گرم از برگ   50. گردید
عـصاره  . ا آب مقطر اضافه شـد  درصد ی96لیتر اتانول   میلی 250به  

 ساعت در دماي آزمایـشگاه نگهـداري شـد و         24اتانولی به مدت    
مـایع  . شـد اي همـزده مـی  هر چند ساعت یکبار با یک میله شیـشه   

 دور در دقیقـه    3000 دقیقـه بـا سـرعت        10رویی حاصل به مدت     
بـا اتـانول    ) مایع رویی (حجم حاصل از عصاره     . سانتریفیوژ گردید 

ها پس از فیلتر شدن     سپس نمونه . به مقدار اولیه رسید   یا آب مقطر    
در ظروف تیره و در دمـاي  )  میکرومتر45/0(واتمن  با کاغذ صافی

  ]. 9[یخچال نگهداري شدند 
   تعیین میزان فنول کل-2-3

لیمو با استفاده از هاي آبی و اتانولی برگ به عصارهمیزان فنول کل
) 2020(نی و همکاران  طبق روش بهبهاسیوکالچو -معرف فولین

- میکرولیتر از هر یک از عصاره20بدین منظور، . گیري شداندازه

 مرتبه 10( تازه سیوکالچو - معرف فولینلیتر  میکرو110ها به 
لیتر محلول سدیم  میکرو70پس از آن . اضافه شد) رقیق شده

 دقیقه در دماي 30پس از گذشت . ها اضافه گردیدکربنات به آن
از گالیک .  نانومتر ثبت شد760موج ها در طول نمونهاتاق، جذب

جهت تهیه نمودار استاندارد استفاده و ) mg/ml  6/0 -1(اسید 
 اسید در گرم عصاره گرم گالیکمقدار فنول کل بر حسب میلی

)mg GAE/g ( 10[گزارش شد .[  
   تعیین میزان فلاونوئید کل- 2-4

لیتر از هر یک از  میلی1/0گیري فلاونوئید کل جهت اندازه
  mg/ml(یا کوئرستین ) mg/ml  1/0(هاي آبی و اتانولی عصاره

اضافه )  درصد5لیتر؛  میلی3/0(به محلول نیتریت سدیم ) 5/0 - 0
 3/0 دقیقه همزده شد و 5سپس محلول تولیدي به مدت . شد

به آن ) حجمی/ درصد وزنی10(لیتر آلومینیوم تري کلراید میلی
 2پس از اضافه کردن .  دقیقه دیگر همزده شد6اضافه و به مدت 

 510موج ها در طولها، جذب نمونه مولار به آن1لیتر سود میلی
گرم بر اساس میلیمیزان فلاونوئید کل . گیري شدنانومتر اندازه

محاسبه و گزارش ) mg QE/g(کوئرستین در گرم عصاره 
  ]. 11 [گردید

  انیاکسیدگیري فعالیت آنتی اندازه- 2-5
لیمو با هاي آبی و اتانولی برگ بهاکسیدانی عصارهفعالیت آنتی

، مهار رادیکال DPPHهاي مهار رادیکال آزاد استفاده از روش
) FRAP (1 و  قدرت احیاء کنندگی آهن فریکABTSآزاد 

  .بررسی گردید
  DPPHگیري مهار رادیکال آزاد اندازه -2-5-1

لیتـر   میلـی 1 و اتـانولی بـا   لیتـر عـصاره آبـی    میلی1در این روش،   
مخلـوط  )   درصـد 95مولار در اتانول  میلیDPPH)2/0 محلول 
 دقیقه در دمـاي اتـاق در مکـانی تاریـک     30ها مدت   نمونه. گردید

در نمونـه کنتـرل از آب مقطـر بـه جـاي نمونـه               . نگهداري شدند 
 نـانومتر   517مـوج   ها در طـول   در انتها، جذب نمونه   .  استفاده شد 

-عـصاره  DPPH فعالیت مهارکننـدگی رادیکـال  . یري شدگاندازه

لیمو با اسـتفاده از فرمـول زیـر محاسـبه           هاي آبی و اتانولی گیاه به     
  ]:12[گردید 

(%) = (1 – Abs sample / Abs control ) ×100 فعالیت
  مهارکنندگی

 گزارش IC50 بر حسب DPPHآزمون مهار رادیکال آزاد نتایج 
  . گردید

                                                             
1. Ferric reducing antioxidant power 
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   ABTSري مهار رادیکال آزاد گی اندازه-2-5-2
 از طریق افزودن پتاسیم پرسولفات به ABTSابتدا رادیکال آزاد 

 و رسیدن غلظت نهایی به ABTSمولار  میلی7/0محلول آبی 
 ساعت در 16محلول تولیدي به مدت . مولار تهیه شد میلی45/2

محلول . گراد و در تاریکی نگهداري شد درجه سانتی25دماي 
 در 7/0 توسط متانول تا رسیدن به جذب ABTSرادیکالی 

 میکرولیتر از 300در مرحله بعد، .  نانومتر رقیق شد734موج طول
لیتر از محلول  میلی9/3هاي آبی و اتانولی به هر یک از عصاره

 دقیقه جذب 5پس از گذشت . اضافه شد  ABTS  رادیکال
ر این روش نیز د]. 13[گیري گردید  نانومتر اندازه734ها در نمونه

  .  گزارش شدIC50نتایج بر حسب 
 قدرت احیاء کنندگی آهن فریک گیري اندازه-2-5-3
)FRAP(  

 میکرولیتر از 20 به FRAPلیتر معرف  میلی5/1به طور خلاصه 
 درجه 37هاي آبی و اتانولی اضافه شد و در دماي هر یک عصاره

ها در ه دقیقه جذب نمون6پس از . گراد قرار داده شدسانتی
گیري شد و نتایج بر حسب  نانومتر اندازه595موج طول

گزارش گردید ) μmol Fe/g(میکرومول آهن در گرم عصاره 
]14.[  
  گیري فعالیت ضد میکروبی  اندازه- 2-6

هاي دیسک دیفیوژن، چاهک آگار، حداقل غلظت از روش
گیري مهارکنندگی و حداقل غلظت کشندگی جهت اندازه

  .هاي آبی و اتانولی استفاده شدوبی عصارهخاصیت ضدمیکر
   آگاردیسک دیفیوژن -2-6-1

ها بر پس از کشت یک لوپ از کشت استاندارد میکروارگانیسم
هاي کشت مولر هینتون آگار و سابروز دکستروز آگار، روي محیط

، mg/ml  25 ،50هاي هاي کاغذي آغشته شده به غلظتدیسک
نولی با استفاده از پنس استریل هاي آبی و اتا عصاره100 و 75

گذاري پس از گرمخانه. هاي کشت تثبیت گردیدروي محیط
 درجه 37 ساعت در دماي 24هاي حاوي باکتري به مدت پلیت
 ساعت در دماي 72هاي حاوي مخمر به مدت گراد و پلیتسانتی

متر هاي عدم رشد بر حسب میلیگراد، قطر هاله درجه سانتی27
  ]. 15[شد گیري اندازه

  

   انتشار چاهک در آگار-2-6-2
هاي حاوي متر در پلیت میلی6هایی با قطر پس از ایجاد چاهک

و سابروز ) هابراي باکتري( مولر هینتون آگار هاي کشتمحیط
، با استفاده از انتهاي پیپت پاستور) براي مخمر(دکستروز آگار 

کل در سطح  شLهاي میکروبی با استفاده از میله سوسپانسیون
هاي تهیه شده در  میکرولیتر از غلظت20. ها کشت داده شدمحیط

 ساعت 24هاي حاوي باکتري به مدت پلیت. ها ریخته شدچاهک
هاي حاوي مخمر به مدت گراد و پلیت درجه سانتی37در دماي 

. گذاري شدندگراد گرمخانه درجه سانتی27 ساعت در دماي 72
هاي عدم رشد اطراف ذاري قطر هالهگدر پایان زمان گرمخانه

  ].  16[گیري گردید متر با خط کش اندازهها بر حسب میلیچاهک
   حداقل غلظت مهارکنندگی- 3- 6- 2

هاي کشت لیمو توسط محیطهاي آبی و اتانولی گیاه بهاز عصاره
مولر هینتون براث براي باکتري و سابروز دکستروز براي مخمر 

 تهیه 400 و mg/ml  5/12 ،25 ،50 ،100 ،200هاي رقت
  میکرولیتر از هر رقت در 100پس از افزودن . گردید

 میکرولیتر از سوسپانسیون 10اي،  خانه96هاي میکروپلیت
از محیط کشت همراه با سوسپانسیون . میکروبی به آن اضافه شد

میکروبی فاقد عصاره به عنوان کنترل مثبت و از محیط کشت 
د سوسپانسیون میکروبی به عنوان کنترل همراه با عصاره و فاق

 ساعت 24ها به مدت میکروپلیت حاوي باکتري. منفی استفاده شد
گراد و میکروپلیت حاوي مخمر به مدت  درجه سانتی37در دماي 

در . گراد نگهداري شدند درجه سانتی27 ساعت در دماي 72
 2متترازولیوفنل ها معرف تري مرحله بعد، به هر یک از چاهک

)mg/ml  5 (دقیقه 30ها مجدداً به مدت اضافه و میکروپلیت 
در پایان کمترین غلظتی که در آن . گذاري شدندگرمخانه

هیچگونه تغییر رنگی مشاهده نشد، به عنوان حداقل غلظت 
  ]. 17[مهارکنندگی گزارش شد 

   حداقل غلظت کشندگی-2-6-4
اتـانولی  هـاي آبـی و   جهت تعیین حداقل غلظت کشندگی عـصاره   

هاي فاقد تغییر رنگ در آزمـون حـداقل غلظـت           لیمو، از چاهک  به
هـاي  هاي حاوي محیط   میکرولیتر در پلیت   100مهارکنندگی میزان   

. کشت مولر هینتون آگار و سابروز دکستروز آگار کـشت داده شـد       

                                                             
2. Triphenyltetrazolium chloride  
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 37 سـاعت در دمـاي   24هاي حاوي باکتري به مـدت     سپس پلیت 
 ساعت در   72اوي مخمر به مدت     هاي ح گراد و پلیت  درجه سانتی 

هاي فاقد  غلظت. گذاري شدند گراد گرمخانه  درجه سانتی  27دماي  
  ].18[رشد به عنوان حداقل غلظت کشندگی گزارش شد 

   آنالیز آماري- 2-7
و آزمون واریانس یک طرفه جهت ) 16نسخه  (SPSSنرم افزار 
گین ي میان مقایسه. هاي این پژوهش استفاده گردید آنالیز داده

 درصد 95نتایج با کمک آزمون دانکن و در سطح اطمینان 
  .صورت پذیرفت

  

   نتایج و بحث-3
   محتواي فنول و فلاونوئید کل-3-1

 mg به ترتیب (لیمو داراي میزان فنول کل عصاره اتانولی برگ به

GAE/g 55/72 بـه ترتیـب   (و فلاونوئیـد کـل   ) 32/60 و mg 

QE/g 5/40   قایـسه بـا عـصاره آبـی بـود          بالاتري در م  ) 25/32 و
توجه حلال اتـانول در اسـتخراج       که بازگوکننده اثر قابل   ) 1شکل  (

ایـن اثـر   . باشـد لیمـو مـی  ترکیبات مؤثره و زیست فعال از برگ بـه  
احتمالاً به ماهیت آبگریز ترکیبات فنـولی گیاهـان دارویـی نـسبت             

هـاي آلـی از     شود که داراي ضریب نفوذ بالاتري در حلال       داده می 
عـلاوه بـر ایـن،    . ]19[باشـند  قبیل اتـانول در مقایـسه بـا آب مـی        
هـاي  هاي آلی نسبت به حـلال  گزارش شده است که کارایی حلال     

قطبی در استخراج اسیدهاي فنولیک غیرقطبی و نیمه قطبـی بـالاتر      
مطـابق بـا   . باشـد که در راستاي نتایج مطالعه حاضر می ]20[است  
گزارش نمودنـد  ) 1399(همکاران  هاي این پژوهش، نوشاد و      یافته

که میزان فنول کل عصاره اتانولی پولک در مقایسه با عـصاره آبـی           
ــی ــالاتر م ــد ب ــاران  . ]21[باش ــار و همک ــه کوم ) 2008(در مطالع

لیمـو  مشخص گردید که محتواي فنول کل عصاره آبی و اتانولی به    
میـزان فنـول   . ]22[باشـد   می1/53 و mg GAE/g 12به ترتیب 

لیمو نسبت به عصاره آبی در مطالعـات        لاتر عصاره اتانولی به   کل با 
محتواي فلاونوئید کل عـصاره     . ]23[دیگر نیز گزارش شده است      

دین و  ي در مطالعـه mg QE/g 2-8لیمـو در محـدوده   آبی به  الـ
تفـاوت در نتـایج     . ]24[نـشان داده شـده اسـت      ) 2015(همکاران  

عـه بـا سـایر تحقیقـات        محتواي فنول و فلاونوئید کل در این مطال       

انجام گرفته در این مورد ناشی از شرایط مختلـف آب و هـوایی و         
جغرافیایی محل رشـد گیـاه، روش و شـرایط مختلـف اسـتخراج               

باشـد  گیـري ایـن ترکیبـات مـی    هاي مختلف اندازهعصاره و روش  
]13[ .  

  
Fig 1 Total phenolic (TPC) and flavonoid (TFC) 

contents of ethanolic and aqueous extracts of Lippia 
citriodora. 

 

  اکسیدانی فعالیت آنتی-3-2
لیمـو در   هاي آبی و اتانولی بـرگ بـه       اکسیدانی عصاره ظرفیت آنتی 

اکـسیدانی عـصاره آبـی    فعالیت آنتی.  نشان داده شده است 2شکل  
 FRAP و   ABTS و   DPPHهـاي آزاد    بر حسب مهار رادیکال   
ــا   ــر ب ــب براب ــه ترتی  ± mg/ml 37/0 ± 5/52،mg/ml  32/0ب

 بود؛ در حالیکه فعالیت mol Fe/mg μ 46/0 ± 2/12و   65/47
ــی ــب    آنت ــه ترتی ــانولی ب ــصاره ات ــسیدانی ع  ± mg/ml 60/0اک

4/45،mg/ml  5/0 ± 48/41   وmol Fe/mg μ 34/0 ± 
  .  بدست آمد1/15

  
Fig 2 Antioxidant activity of ethanolic and aqueous 

extracts of Lippia citriodora. 
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همانطور که از نتایج مشخص است، عصاره اتانولی ظرفیـت مهـار         
رادیکال آزاد بالاتري نسبت به عصاره آبی نشان داد که در راستاي             

). 1شـکل   (باشـد   لیمـو مـی   نتایج میزان ترکیبات فنولی عصاره بـه      
ی اکـسیدان همبستگی مثبت بین میزان ترکیبات فنولی و فعالیت آنتی 

هـاي گیـاهی در مطالعـات مختلـف بـه اثبـات             ها و اسانس  عصاره
با اینحـال گـزارش شـده اسـت کـه      . ]26 و   25،  21[رسیده است   

اگرچــه حــضور ترکیبــات فنــولی نقــش مهمــی در فعالیــت       
کننـد، امـا تنهـا عامـل تعیـین          اکسیدانی گیاهان دارویی ایفا می    آنتی

هـا و اجـزاء     کـول در این راستا، وجـود سـایر مول       . باشدکننده نمی 
هـاي مـذکور    موجود در عصاره که ممکن اسـت بـا کمـک روش           

علاوه . اکسیدانی آن نقش دارند   تعیین نشده باشند، در ظرفیت آنتی     
ــت قرارگیــري گــروه  ــن، موقعی هــاي هیدروکــسیل، وجــود بــر ای

هـاي کتـونی عـلاوه بـر تعـداد          پیوندهاي دوگانه و ترکیـب گـروه      
اکـسیدان بـر    ه سـاختار آنتـی    دهنـد هاي هیدروکسیل تـشکیل   گروه

در . ]28 و 27[باشــند اکــسیدانی آن تأثیرگــذار مــیفعالیــت آنتــی
هاي آلـی   راستاي نتایج این پژوهش، گزارش شده است که عصاره        

اکسیدانی بالاتري نسبت به عـصاره آبـی نـشان     لیمو ظرفیت آنتی  به
هـاي آزاد  لازم بـه ذکـر اسـت کـه رادیکـال       . ]29 و   23[دهنـد   می

هـاي  پذیري هستند که براحتی با مولکـول   هاي بشدت واکنش  گونه
دهند و اکثر ترکیبـات     هاي بیولوژیکی واکنش می   موجود در سامانه  

باشـند؛  ها مستعد تخریب توسـط ایـن ترکیبـات مـی          حیاتی سلول 
هاي آزاد منجـر بـه تخریـب پـروتئین، شکـستن            بطوریکه رادیکال 

ــاي رشــته ــات DNAه ــسریع اکــسیداسیون ترکیب ــاگون  و ت  گون
هاي آبـی و  با توجه به غنی بودن عصاره . ]31 و   30،  10[شوند  می

ــت  اتــانولی بــه ــا ظرفی لیمــو از ترکیبــات فنــولی و فلاونوئیــدي ب
هـاي زیـست فعـال قابلیـت     توجه، ایـن عـصاره  اکسیدانی قابل آنتی

سـازي  اکسیدان طبیعـی جهـت خنثـی      استفاده بعنوان ترکیبات آنتی   
وگیري از اکسیداسیون مواد غـذایی غنـی از   هاي آزاد و جل رادیکال

 . باشنداسیدهاي چرب غیراشباع را دارا می

   فعالیت ضدمیکروبی-3-3
هـاي رشـد در روش دیـسک دیفیـوژن در           نتایج میانگین قطر هاله   

 عـصاره   mg/ml 25در غلظت   . نشان داده شده است   ) a(3شکل  
مـین   و در ه  سـالمونلا تیفـی    و   اشرشـیا کلـی   هـاي   آبی در باکتري  

ه      سـالمونلا تیفـی    غلظت عصاره اتانولی در باکتري      هیچگونـه هالـ

هـاي ایجـاد   هـا قطـر هالـه   در سایر غلظت. عدم رشد مشاهده نشد   
هـــاي آبـــی و اتـــانولی بـــراي تمـــامی شـــده توســـط عـــصاره

. داري بـا یکـدیگر بودنـد      ها داراي اخـتلاف معنـی     میکروارگانیسم
زان قطـر هالـه عـدم    براي هر دو عصاره آبی و اتانولی کمتـرین می ـ      

 و  سـالمونلا تیفـی    و    اشرشـیا کلـی    هاي گرم منفی  رشد در باکتري  
 استافیلوکوکوس اورئـوس  بیشترین مقدار آن در باکتري گرم مثبت        

 دهنده مقاومـت و حـساسیت ایـن         مشاهده شد که به ترتیب نشان     
  .  باشدها میباکتري

  
Fig 3 Antimicrobial effect (inhibition zone (IZ), mm) 

of ethanolic and aqueous extracts of Lippia 
citriodora, based on disc diffusion agar (a) and well 

diffusion agar (b).  
 

، در روش ضد میکروبـی چاهـک آگـار در         )b(3با توجه به شکل     
ه   سـالمونلا تیفـی     عصاره آبی در بـاکتري     mg/ml 25غلظت    هالـ

ه قطر  . عدم رشدي مشاهده نشد    هـاي عـدم رشـد در بـاکتري         هالـ
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 عـصاره آبـی فاقـد    mg/ml 50 و 25هـاي   در غلظت اشرشیا کلی 
داري بــا یکــدیگر بودنــد، در حــالی کــه در ســایر اخــتلاف معنــی

 همچنـین در بـاکتري  . دار مـشاهده شـد  هـا اخـتلاف معنـی     غلظت
 عـصاره اتـانولی   mg/ml 50 و 25هـاي    در غلظت  سالمونلا تیفی 
ه    داري  عـدم رشـد ایجـاد شـده اخـتلاف معنـی       هـاي بین قطر هالـ

-هـا داراي اخـتلاف معنـی      مشاهده نشد، در حالی که سایر غلظت      

ه            . داري بودند  در این روش نیز کمترین و بیشترین میزان قطـر هالـ
هـاي  هاي آبـی و اتـانولی بـه ترتیـب در بـاکتري          عدم براي عصاره  

شاهده  م ـاستافیلوکوکوس اورئوس و سالمونلا تیفی  - اشرشیا کلی 
  .شد

هـاي دیـسک دیفیـوژن و     شـود در روش   همانطور که مشاهده مـی    
چاهک آگار با افـزایش غلظـت عـصاره خاصـیت ضـد میکروبـی              

در راسـتاي ایـن نتـایج سورشـجانی و همکـاران            . یابدافزایش می 
با مطالعه اثر ضد میکروبی عصاره آبـی و اتـانولی کـرفس        ) 2014(

هـا سـبب افـزایش      رهکوهی گزارش کردند که افزایش غلظت عصا      

]. 32[شـود   هاي عدم رشد در روش دیسک دیفیوژن مـی        قطر هاله 
در این پژوهش نیز مشابه بسیاري از مطالعات انجام شده اثـر ضـد          

هاي آبی و اتانولی در روش چاهک آگار بیـشتر از     میکروبی عصاره 
باشد که علت ایـن امـر تمـاس مـستقیم          روش دیسک دیفیوژن می   

باشـد در   ها در روش چاهک آگـار مـی       ارگانیسمها با میکرو  عصاره
حالی که در روش دیسک دیفیوژن عصاره پس از عبور از دیـسک          

شود و در نتیجه اثر ضد میکروبـی       به سطح محیط کشت منتقل می     
  ]. 34 و 33، 17[کمتري را نشان خواهد داد 

 mg/ml(دهد که کمترین غلظت مهارکننـدگی        نشان می  1جدول  
عصاره آبی مربوط بـه بـاکتري   ) < mg/ml 400(و کشندگی  ) 25

. باشـد  مـی کاندیـدا آلبیکـنس   و مخمـر   استافیلوکوکوس اورئـوس  
همچنین کمترین غلظت مهارکنندگی عصاره اتانولی بـراي بـاکتري     

 و حداقل غلظـت     mg/ml 5/12 برابر با    استافیلوکوکوس اورئوس 
 . باشد میmg/ml 100کشندگی برابر با 

  
Table 1 Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal/fungicidal (MBC/MFC) of 

Lippia citriodora aqueous and ethanolic extracts against pathogenic microorganisms. 
Extract type Microorganism type MIC (mg/ml) MBC/MFC (mg/ml) 

Aqueous E. coli 100 > 400 
Aqueous S. typhi 100 > 400 
Aqueous S. aureus 25 200 
Aqueous S. pyogenes 50 200 
Aqueous C. albicans 25 200 
Ethanolic E. coli 50 400 
Ethanolic S. typhi 100 400 
Ethanolic S. aureus 12.5 100 
Ethanolic S. pyogenes 25 200 
Ethanolic C. albicans 25 200 

  
       هاي ضـد میکروبـی عـصاره اتـانولی گیـاه          ه به نتایج آزمون   با توج 

لیمو در مقایـسه بـا عـصاره آبـی داراي فعالیـت ضـد میکروبـی              به
گـزارش شـده اسـت کـه عـصاره اتـانولی گیـاه              . باشدبیشتري می 

مخلصه نیز خاصیت ضد میکروبی بیشتري در مقایـسه بـا عـصاره             
عـصاره اتـانولی در     اثـر ضـد میکروبـی بیـشتر         ]. 35[آبی آن دارد    

توان به مقادیر بیشتر ترکیبـات فنـولی و   مقایسه با عصاره آبی را می    
هـاي  در بررسـی اثـر روش     . فلاونوئیدي عصاره اتانولی نسبت داد    

مختلف استخراج اسانس بر میـزان فعالیـت ضـدمیکروبی اسـانس           

لیمو گزارش شـده اسـت کـه مـستقل از روش اسـتخراج،              برگ به 
بت در مقایسه با انواع گرم منفـی از حـساسیت           هاي گرم مث  باکتري

باشند که علت این امر به دلیـل عـدم وجـود       بیشتري برخوردار می  
باشـد مقاومـت بیـشتر      هاي گرم مثبت می   غشاي بیرونی در باکتري   

هـا در  هاي گرم منفی به دلیل پیچیدگی غشاي ایـن بـاکتري         باکتري
هاي گـرم   باکتري اسید تایکوئیک    -مقایسه با غشاي گلیکوپروتئینی   

ترکیبات ضـد میکروبـی دیـواره سـلولی و غـشاي          . باشدمثبت می 
باکتري را تخریب کرده که منجر بـه خـروج سیتوپلاسـم و مـرگ               
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ترکیب عصاره با محیط و رشد قارچ در چنین         ]. 5[شود  سلول می 
. شـود هاي قارچی می  محیطی منجر به جلوگیري از رشد میسیلیوم      

ارچی نـوعی فعالیـت ضـد قـارچی         هـاي ق ـ  کاهش قطر میـسیلیوم   
 ].  36[باشد عصاره می

-در بررسی اثر ضد میکروبـی عـصاره  ) 1399(نصیري و همکاران  

آوري شـده در    لیمو جمـع  هاي آبی، استونی و اتانولی برگ گیاه به       
اســـتافیلوکوکوس ، اســـترپتوکوکوس پیــوژن گلــستان بــر روي   

گـزارش   بروسـلا ملـی تنـسیس      و   کلبـسیلاپنومونیه ،  اپیدرمایدیس
هـا خاصـیت ضـدمیکروبی      کردند که بـا افـزایش غلظـت عـصاره         

-هاي تهیه شده عصاره اتـانولی بـه  باید و در بین عصاره افزایش می 

در ]. 37[باشـد  لیمو داراي بیشترین فعالیت ضد ضـدمیکروبی مـی   
اکسیدانی و ضد میکروبـی     شناسایی ترکیبات شیمایی، فعالیت آنتی    

 در یونـان مـشخص گردیـد کـه      لیمـو رشـد کـرده     اسانس گیاه بـه   
 اسـتافیلوکوکوس   ،لیستریا مونوسـیتوژنز  هایی مانند   میکروارگانیسم

استافیلوکوکوس اورئوس، ساکارومایـسس سـروزیه      ،  اپیدرمایدیس
سـالمونلا  ها و ترین میکروارگانیسم از حساس آسپرژیلوس نایجر و

-یها به اسانس م ـ   ترین باکتري از مقاوم   اشرشیا کلی  وموریوم  تیفی
آوري شده از منـاطق مختلـف        گیاه جمع  16در مطالعه   ]. 8[باشند  

گزارش کردند که عصاره متـانولی   ) 2008(یمن، موتانا و همکاران     
ــه  ــاه ب ــر روي  گی ــو ب ــیلوس  لیم ــوس، باس ــتافیلوکوکوس اورئ اس

داراي اثر ضد میکروبی بوده     ووس  فلاس  کوکوومیکرو  سوبتیلیس  
ند اشرشیا کلی فاقـد خاصـیت   هایی ماندر حالی که در برابر باکتري 

  ].  29[باشد ضد میکروبی می
  

  گیري نتیجه-4
هـاي آبـی و اتـانولی بـرگ         نتایج این مطالعه نشان داد کـه عـصاره        

. باشـند لیمو منبع سرشاري از ترکیبات فنولی و فلاونوئیـدي مـی   به
بدلیل محتواي فنول و فلاونوئید کل بیشتر، عصاره اتانولی فعالیت          

عـلاوه بـر   . تري نسبت به عصاره آبی نـشان داد ی قوي اکسیدانآنتی
لیمـو  هاي آبی و اتانولی بـرگ بـه       این، فعالیت ضدمیکروبی عصاره   

هـاي پـاتوژن بـه اثبـات رسـید و عـصاره       در برابر میکروارگانیـسم  
هاي گرم مثبـت  باکتري. اتانولی در این مورد کارایی بالاتري داشت    
 ـ           لیمـو  ه عـصاره بـرگ بـه   در مقایسه با انـواع گـرم منفـی نـسبت ب

هـاي کمتـري از     تر بودند و رشد آنهـا در حـضور غلظـت          حساس
لیمو قابلیـت   برگ به ) آبی و اتانولی  (عصاره  . عصاره متوقف گردید  

استفاده بعنوان ترکیب زیست فعال و نگهدارنده طبیعی در صـنعت     
با اینحال، مطالعـات بیـشتري جهـت بررسـی          . باشدغذا را دارا می   

اکسیدانی و ضدمیکروبی عـصاره در شـرایط        لیت آنتی سازوکار فعا 
  .تنی مورد نیاز استدرون تنی و برون

  

   تقدیر و تشکر- 5
دانند از معاونت پژوهشی و نویسندگان مقاله بر خود لازم می

فناوري دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی خوزستان به دلیل 
  . نمایندهاي مادي و معنوي صمیمانه تشکر و قدردانیحمایت
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In this study, aqueous and ethanolic extracts of Lippia citriodora were obtained by 
the Maceration method. The total phenol content, total flavonoid content, antioxidant 
activity (based on DPPH and ABTS free radical scavenging activity and FRAP 
methods) and antimicrobial effect (based on disc diffusion agar, well diffusion agar, 
minimum inhibitory concentration, and minimum bactericidal/fungicidal 
concentration) of the extracts were investigated. Total phenols (72.55 vs. 60.32 mg 
GAE/g) and flavonoid (40.5 vs. 32.25 mg QE/g) contents of the ethanolic extract 
were higher compared to the aqueous extract. Antioxidant activity results revealed 
that the ethanolic extract was more effective in scavenging DPPH free radicals (45.4 
mg/ml vs. 52.5 mg/ml) and ABTS free radicals (41.48 mg/ml vs. 47.65 mg/ml) with a 
greater reducing power (15.1 μmol Fe/g vs. 12.2 μmol Fe/g) in comparison to the 
aqueous one. Antimicrobial effect of the extracts against pathogenic microorganisms 
(Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, 
and Candida albicans) showed that Gram-positive organisms were generally more 
sensitive than the Gram-negative ones, and the antimicrobial activity was more 
pronounced in the presence of the ethanolic extract. Based on the results, the aqueous 
and ethanolic extracts of L. citriodora could be introduced as natural preservatives to 
control the oxidation reaction and the growth of pathogenic microorganisms.  
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