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با افزایش مقاومت باکتري ها به آنتی بیوتیک ها و افزایش آگاهی مردم از ارتباط بین غذا و 

سلامتی انسان، مطالعات و بررسی هاي متعددي جهت پیدا کردن ترکیبات آنتی باکتریال بالقوه 

از خانواده ترپنها  عال مایع و بدون رنگک ترکیب زیست فیدي لیمونن . صورت گرفته است

بالا فراریت با این حال به دلیل . است که فعالیت آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی بالایی دارد

حلالیت پایین و حساسیت نسبت به نور کاربردهاي آن در صنایع غذایی و دارویی محدود شده 

در نانواسفنج   لیموننپژوهش، براي غلبه و رفع این محدودیت ها دي  در این.است

 1:8و 1:6، 1:4از نسبت مولی به همین منظور، .  شدانکپسولهبتاسیکلودکسترین نانو

به عنوان اتصال دهنده عرضی و همچنین از نسبت هاي  به دي فنیل کربنات بتاسیکلودکسترین

 نتایج نشان داد حلالیت دي.  دي لیمونن به نانواسفنج استفاده شد1:6و 1:4، 1:2وزنی 

.                برابر افزایش یافت154لیموننپس از انکپسوله شدن در نانواسفنج بتاسیکلودکسترین 

آزاد نشان  دي لیمونن انکپسوله شده فعالیت ضد باکتریایی بالاتري را در مقایسه بادي لیمونن

دي  )MBC( و حداقل غلظت کشندگی (MIC)داد و حداقل غلظت بازدارندگی رشد 

نتایج . مرتبه کاهش یافت 648 و 324به ترتیب  ز انکپسوله شدن در نانواسفنجلیمونن پس ا

نانواسفنج بتاسیکلودکسترینیک حامل مناسب براي ترکیبات آبگریز و حساس است  نشان داد که

وکمپلکس سنتز شده می تواند به عنوان یک ترکیب بالقوه به عنوان نگهدارنده با افزایش 

توجه به این نکته ضروري . رنامه هاي غذایی مورد استفاده قرار گیردفعالیت ضد باکتریایی در ب

است که نتایج این مطالعه در شرایط آزمایشگاهی به دست آمده است و مطالعات بیشتري در 

  .تأیید کاربرد در حوزه صنایع غذایی مورد نیاز است جهت) in vivo(مورد سمیت آنها 
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 مقدمه- 1

ها و افزایش آگاهی بیوتیکها به آنتیيبا افزایش مقاومت باکتر

هاي مردم از ارتباط بین غذا و سلامتی انسان، مطالعات و بررسی

باکتریال بالقوه صورت کردن عوامل آنتیمتعددي جهت پیدا

         ویژههمین منظور اخیرا ترکیبات طبیعی بهبه . استگرفته

اهان مورد هاي به دست آمده از گیهاي روغنی و عصارهاسانس

است که نتایج به دست آمده نشان داده. اندگرفتهاي قرارتوجه ویژه

توانند باعث میکروبی جدا شده از ترکیبات طبیعی میترکیبات ضد

ها و جلوگیري کار آنوها، بهبود سازافزایش کارایی آنتی بیوتیک

ترکیبات . ها با شرایط طبیعی شونداز انطباق میکروارگانیسم

محلول و نامحلول فراوانی وجود دارد که فعال و مغذي کمزیست

        از جمله این ترکیبات. براي سلامتی انسان ضروري هستند

گانه و یا به صورت ها اشاره کرد که به طور جدامی توان به ترپن

افزایی با دیگر ترکیبات به منظور بهبود کارایی ترکیبات هم

فعال لیمونن یک ترکیب زیستدي. ]1[کنند فعال عمل میزیست

 این ترکیب .]1و 2[ها استمایع و بدون رنگاز خانواده مونوترپن

اما در حضور نور، . باشدمیدر تاریکی و دماي اتاق، نسبتا پایدار 

دي لیمونن  .]3[هوا، رطوبت و درجه حرارت بالا ناپایدار است 

به راحتی تحت تجزیه اکسیداتیو قرار می گیرد که در نهایت منجر 

به از دست رفتن عطر و طعم آن و ایجاد اپوکسید، کتون و الکل 

 بالامی باشد 1هم چنین این ماده داراي هیدروفوبیت. ]4[می شود

ز هاي مایع می که این ویژگی باعث حلالیت ضعیف آن در فا

بنابراین امروزه محققان به دنبال استفاده از برخی از روش . شود

هاي جدید براي افزایش حلالیت و محافظت از این ترکیب فرار 

یکی از روش هاي مهم که می توان در . در طول فرایند هستند

این زمینه به کار برد، استفاده از روش نانو انکپسولاسیون است 

هاي هاي هیدروفیل یکی از راهکارکردن با حاملنانوانکپسوله. ]5[

دستیابی و همچنین محافظت از این افزایش حلالیت و زیست

کردن باعث محافظت از ترکیبات نانوانکپسوله. باشدترکیبات می

ناپایدار در مقابل شرایط نامناسب در حین فرآوري، نگهداري و 

دستیابی ري و افزایش زیستشده و افزایش کیفیت، پایداانتقال

طور بالقوه در توانند بهها مینانواسفنج. آنها در بدن خواهد شد

هاي نانواسفنج. اي داشته باشندغذایی کاربرد گستردهصنایع

                                                           
1. Hydrophobic 

        يگریز و پوستهدلیل داشتن حفرات آبسیکلودکسترین به

هاي مناسبی دوست و همچنین کارایی بارگذاري بالا حاملآب

از طرفی چون . باشندمحلول و نامحلول میراي ترکیبات کمب

ها به صورت جامد هستند کاربرد آنها در محصولات نانواسفنج

ها و روش آسان تولید نانواسفنج. تر استغذایی و دارویی راحت

همچنین سهولت تولید در مقیاس صنعتی یکی دیگر از مزایاي 

محلول و حامل ترکیبات کمها به عنوان نانواستفاده از نانواسفنج

 گسترده اي با تحقیقات سال هاي اخیر رد .]6[باشدنامحلول می

نانوانکپسولاسیون براي افزایش خاصیت ضدمیکروبی  کارگیري به

 اثر ترکیبی دو مونوترپن در پژوهشی. است شده دي لیمونن انجام

 مورد بررسی 2 روي بیماري لیشمانیالیمونن و کارواکرول را بردي

نتایج به دست آمده نشان داد که اثر ترکیبی این دو می . قرار دادند

توانند به عنوان یک گزینه ي مناسب جهت نانو درمانی این 

اثر ضد باکتریایی دي لیمونن در تحقیق دیگري . ]7[بیماري باشند

هنگام کمپلکس با بتا سیکلودکسترین و هنگامی که با یک آنتی 

بر . بیوتیک همراه است مورد بررسی و مقایسه قرار داده شد

اساس نتایج به دست آمده، اثر ضدمیکروبی دي لیمونن هنگام 

ویه هاي کمپلکس با بتاسیکلودکسترین افزایش چندانی در برابر س

گرم مثبت و گرم منفی از خود نشان نداد و همچنین هنگامی که 

با نورفلوکساسین و ایمیپنم همراه بود، اثرات متضاد یا ناچیز در 

لازم به ذکر است مادامی که . برابر سویه هاي باکتریایی نشان داد

 بر روي 3دي لیمونن با جنتامایسین استفاده شد، اثر سینرژیستی

. ]1[کلاي از خود نشان داد.اسیلوس سرئوس و اباکتري هاي ب

 صمغ عربی می تواند به طور قابل پژوهش دیگري نشان داد،

توجهی پایداري فیزیکی دي لیمونن را افزایش دهد و از 

محافظت )  درجه سانتیگراد55(اکسیداسیون آن حتی در دماي بالا 

ت ضد میکروبی و تاثیر مثبت دي لیمونن از طرفی به خاصی. کند

همچنین . ]4[بر کاهش و مهار رشد میکرواورگانیسم ها اشاره شد

مطالعات متعددي پیرامون انکپسوله کردن ترکیبات طبیعی حساس 

به نور، دما و حلالیت پایین با زیست دست پذیري پایین در 

در پژوهشی با انکپسوله کردن .ه استنانواسفنج صورت گرفت

فلوتامید در نانواسفنج هاي بر پایه بتاسیکلودکسترین محققان 

فلوتامید یک داروي ضد . موفق به بهبود انحلال پذیري آن شدند

                                                           
2. leishmania 
3. synergic 
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سرطان در درمان پروستات است که زیست یابی آن از طریق 

همچنین در گزارشی آمده است، . ]8[مصرف خوراکی پایین است

ارلوتنیب در نانواسفنج هاي سیکلودکسترین با تلفیق کردن 

ارلوتنیب یک داروي ضد . حلالیت و پایداري آن افزایش یافت

سرطان است که به دلیل حلالیت پایین و ناپایداري در شرایط 

با در پژوهشی . ]9[معده و روده زیست دستیابی ضعیفی دارد

انکپسوله کردن ملوکسیکام در نانواسفنج هاي سیکلودکسترین 

حلالیت، پایداري و همچنین رهایش کنترل شده ي آن افزایش 

  .]10[یافت

در طی پژوهشی، محققان با انکپسوله کردن اسانس دارچین در 

فعالیت ضد میکروبی هاي سیکلودکسترین و ارزیابی نانو اسفنج

بیان کردند که  زاي مواد غذاییها در برابر عوامل بیماريآن

کمپلکس تولید شده نه تنها باعث محافظت از اسانس می شود 

 این بلکه عملکرد ضدباکتریایی اسانس را بهبود می دهد و 

کننده براي کاربردهاي  ترکیبات را به عنوان عوامل محصور

همچنین محققان . ]11[معرفی کردند اییبندي فعال مواد غذبسته

با انکپسوله کردن اسید فرولیک در نانواسفنج بتاسیکلودکسترین و 

کاربرد آن در نوشیدنی آب انار و بررسی اثر ضدمیکروبی آن و 

همچنین پایش تغییرات رنگی و میزان آنتی اکسیدان هاي آب انار 

شخص، به این نتیجه رسیدند که خاصیت در مدت زمان م

ضدمیکروبی فرولیک اسید پس از انکپسولاسیون افزایش و همین 

طور سبب حفظ ترکیبات آنتی اکسیدانی آب انار و حفظ رنگ آن 

با توجه به نتایج به دست آمده، آن ها چنین اذعان . می شود

داشتن که فرولیک اسید انکپسوله شده در نانواسفنج 

سترین به صورت بالقوه می تواند در آب میوه هاي بتاسیکلودک

 حاوي آنتوسیانین براي بهبود پایداري آنها در طول ذخیره سازي

در پژوهشی دیگر، محققان با . ]12[مورد استفاده قرار گیرد

انکپسوله کردن اسانس گشنیز در نانوااسفنج بتاسیکلودکسترین 

شده پایدار، فعالیت ایجادیک سیستم آزادسازي کنترلعلاوه بر 

هاي موجود در مواد غذایی را ضد میکروبی آن در برابر پاتوژن

بهبود بخشیدند و بیان کردند که این ترکیب به عنوان یک 

استراتژي جدید و بالقوه براي غلبه بر اثر ضعیف بسته بندي مواد 

اند ارایه فعلی از نظر خاصیت ضدمیکروبی می تو غذایی

از آنجا که تاکنون پژوهشی جهت نانوانکپسوله کردن . ]13[گردد

لیمونن در نانواسفنج بتاسیکلودکسترین جهت افزایش پایداري دي

     آن است لذا در این پژوهش برو حلالیت آن صورت نگرفته

لیمونن که حاوي ديهاي بتاسیکلودکسترین ایم تا نانواسفنجشده

فعال است را تولید کرده و تغییرات میزان یک ترکیب زیست

انحلال پذیري، کارایی انکپسولاسیون، ارزیابی خصوصیات ضد 

باکتریایی به روش انتشار از چاهک، تعیین حداقل غلظت 

بازدارندگی رشد و حداقل غلظت کشندگی آن  را مورد بررسی 

کنترل کیفیت و ایمنی مواد غذایی  لازم به ذکر است که .قرار دهیم

نقش حیاتی در سلامت انسان دارد و همواره یک رکن اساسی در 

تغذیه صحیح می باشد که به موازات آن کنترل ایمنی دقیق و 

غذا . مناسب در فرآیند تولید تا مصرف نیز، حائز اهمیت می باشد

ی و هر آنچه در تولید غذا مورد استفاده قرار می گیرد در صورت

می تواند براي انسان مفید باشد و نیازش را برطرف کند که عاري 

از هر گونه خطري باشد، در غیر این صورت از جنبه هاي 

. مختلف ضررهاي جبران ناپذیري به فرد و جامعه تحمیل می کند

 که تاکنون استاندارد و قوانینی پیرامون نانواسفنج هاي از آنجایی

 استاندارد ایران و همچنین بتاسیکلودکسترین توسط سازمان

وضع نشده است و با  )FDA(سازمان غذا و داروي آمریکا 

توجه به این نکته که ممکن در طی فرآیند سنتز کمپلکس اندازه 

، بنابراین کاربرد ا داراي سمیت باشندیذرات در حد نانو درآیند 

آن ها در فرمولاسیون مواد غذایی نیازمند انجام آزمونهاي 

، بررسی میزان آپوپتوز و نکروز MTTاز جمله توکسیستی 

احتمالی آن ها بر روي رده هاي سلولی مختلف و همچنین به 

کارگیري مدل هاي حیوانی با هدف عاري بودن خطرات سمی و 

  . می باشد         ایمن بودن

  

  ها مواد و روش- 2

   مواد شیمیایی-1- 2

 4 آلدریچفنیل کربنات از شرکت سیگمابتاسیکلودکسترین و دي

لیمونن از شرکت مرك آلمان و ایالت متحده آمریکا و اسانس دي

، مولر هینتون TSB(5(هاي تریپتون سوي براثمحیط کشت

کانادا  8از کیولب MHB(7(و مولر هینتون براث 6)MHA(آگار

                                                           
4. Sigma-Aldrich 
5. Tryptone Soy Broth 
6. Mueller Hinton Agar 
7. Muller Hinton Broth 
8. QUELAB 
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 کلايهاي باکتریایی اشرشیاسویه .خریداري شد

)35150:(ATCCدیسانتري ، شیگلا)12022:(ATCC ،

 ، انتروکوکوسATCC):25923 (اورئوس تافیلوکوکوساس

)29212:ATCC ( از انستیتو پاستور ایران تهیه شد.  

دکسترین با استفاده از بتا نانواسفنج تولید-2- 2

 روش مذاب

جهت تولید نانواسفنج بتاسیکلودکسترین از روش مذاب استفاده 

ه عنوان کربنات بفنیلسیکلودکسترین و ديبتابدین منظور از . شد

ترکیب  مختلف هاي مولیدهنده عرضی با نسبتعامل اتصال

فنیل ابتدا دي.  استفاده شد1:8و 1:6، 1:4دهنده اتصال: نانواسفنج

درون یک بشر ریخته  عرضی پیوند کربنات به عنوان عامل ایجاد

سیکلودکسترین به آرامی و ذوب شد، سپس مقدار مشخصی از بتا

          درجه 90-100ساعت در دماي 5 مدت به آن اضافه و به

 پس از اتما. شد مغناطیسی همزده زنهم گراد توسطسانتی

سفید رنگی به دست آمد که به منظور حذف مواد  مواکنش، ماده

                    و اتانول ) حذف سیکلودکسترین(واکنش نداده، با آب 

شو داده وبا استفاده از کاغذ صافی شست) کربناتفنیلدي حذف(

گراد خشک  درجه سانتی45ها در آون در دماي سپس نمونه. شد

 .]14[و ذخیره شدند

          لیمونندرنانواسفنج انکپسوله کردن دي-3- 2

  سیکلودکسترینبتا

آب حل شد و بر  سی سی10در سیکلودکسترینبتا ابتدا نانواسفنج

مختلف  هاي وزنیسپس نسبت. گرفتیسی قرارزن مغناطروي هم

به محلول اضافه و به مدت 1:6و 1:4، 1:2نانواسفنج  :لیمونندي از

 .شد تر شدن اندازه ذرات اولتراسونیک دقیقه به منظور ریز10

          درجه 25 ساعت در دماي 24نظر به مدت  سپس محلول مورد

منظور به.  شدزدهزن مغناطیسی همگراد بر روي همسانتی

جلوگیري از تابش نور، دور بشر محلول با فویل آلومینیومی 

    پس از صرف زمان مورد نظر، سوسپانسیون به مدت. شد پوشانده

 لیمونندي کردن جدا منظور به rpm 2000 دور با دقیقه 10

نشده در نانواسفنج  بارگذاري لیمونندي و شده بارگذاري

        سپس . شد)   لهستان- Mpw nstrument(سانتریفوژ 

کن گراد در دستگاه خشک درجه سانتی–40 در دماي 9روییماده

  .]15[ خشک شد10انجمادي

   کارایی انکپسولاسیون -3-1- 2

سپس .  میلی لیتر اتانول پراکنده شد10 میلی گرم از نمونه در 10

)  لهستان- Mpw nstrument (  دقیقه در سانتریفوژ10به مدت 

 دور در دقیقه قرار گرفت، پس از آن جذب مواد رویی 2000با 

 231 در طول موج UVبا استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 

لیمونن نانوانکپسوله ظرفیت بارگذاري دي .نانومتر خوانده شد

 محاسبه 2 و 1شده در نانواسفنج  به ترتیب با استفاده از معادله 

  .]15[شد

1(  

  
2(  

×100 

  حلالیت-3-2- 2

 میلی لیتر آب مقطر 10 میلی گرم از کمپلکس در 10منظور، بدین

سپس .زده شد ساعت در دماي اتاق هم24پراکنده و به مدت 

 دقیقه در دستگاه 10 دور در دقیقه به مدت 2000ها با نمونه

قرار گرفتند، در  )  لهستان- Mpw nstrument( سانتریفیوژ 

رویی با استفاده از دستگاه موادمرحله ي بعد میزان جذب 

  .]5[ نانومتر خوانده شد231 در طول موج UVاسپکتروفتومتري 

   ارزیابی ویژگی هاي ضد میکروبی-4- 2

  استاندارد باکتریهاي سازي  آماده-4-1- 2

گراد  درجه سانتی-80هاي مورد آزمایش از فریزر ابتدا باکتري

 ساعت 18–24منتقل و به مدت  TSB  به محیطخارج و

 به TSBها از محیط در مرحله بعد باکتري. گذاري شدندگرمخانه

شدند و به   به صورت خطی کشت داده منتقل وMHAمحیط 

گذاري گراد گرمخانه درجه سانتی37 ساعت در دماي 24مدت 

جهت استفاده در طول ها هاي حاوي باکتري پلیت.شدند

  .گراد نگهداري شدند درجه سانتی4 مختلف دردماي آزمایشات

                                                           
9. supernatant 
10. Freez dryer 
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   روش انتشار از چاهک در آگار-4-2- 2

تنهایی و لیمونن بهمیکروبی ديگیري خاصیت ضدجهت اندازه

شده در نانواسفنج بتاسیکلودکسترین از روش لیمونن انکپسولهدي

هاي به همین جهت باکتري. انتشار از چاهک در آگار استفاده شد

 توسط سواپ استریل به 11فارلندمک آزمایش با رقت نیممورد

در . شدند کشت دادهMHAروش سطحی بر روي محیط کشت 

 12بوررمتر به وسیله کرك میلی6هر پلیت پنج چاهک به قطر 

، 25/6، 12/3، 56/1در مرحله ي بعد غلظت هاي . ایجاد شد

لیمونن لیمونن به تنهایی وديلیتر از ديگرم بر میلی میلی5/12

سپس در چاهک مربوط به . انکپسوله شده در نانواسفنج تهیه شد

ها به شد و پلیت میکرولیتر از هر رقت ریخته100هر باکتري، 

گذاري گراد گرمخانه درجه سانتی37 ساعت در دماي 24مدت 

ي عدم رشد  ساعت قطر هاله24پس از گذشت حداکثر . شدند

در . گیري شدمتر اندازه میلی01/0ورنیه با دقت باکتري با کولیس

 16با رقت(بیوتیک مروپنم  میکرولیتر از آنتی100این آزمون 

 میکروگرم بر 32با رقت ( سیلین و پنی) لیترمیکروگرم بر میلی

مثبت به منفی و گرمهاي گرمبه ترتیب براي باکتري) لیترمیلی

         تمامی . عنوان کنترل مثبت در چاهک وسط استفاده شد

ها در ي عدم رشد باکتريهاي مربوط به ارزیابی قطر هالهآزمایش

مورد هر نمونه و هر باکتري با سه بار تکرار صورت 

   .]16[پذیرفت

و  (MIC) 13بازدارندگی  غلظت حداقل  تعیین-4-3- 2

  MBC(14(حداقل غلظت کشندگی رشد باکتري ها 

اده ضد میکروبی که رشد قابل مشاهده حداقل مقدار م

. شودشناخته میMICکند، به عنوان میکروارگانیسم را مهار می

تنهایی لیمونن بهي رشد ديحداقل غلظت بازدارنده جهت تعیین

            لیمونن انکپسوله شده در نانواسفنج از روشو دي

بتدا جهت انجام این آزمایش ا.براث استفاده شددایلوشنمیکرو

هاي به هر کدام از چاهک MHB میکرولیتر محیط کشت 100

           سپس در ستون اول هر ردیف،. اي اضافه شد خانه96پلیت 

 میلی گرم 3/1 و v/v 50 (420( میکرولیتر از غلظت100ترتیب به

                                                           
11. 0.5 McFarland (108 CFU/ml) 
12.Cork borer 
13. Minimum Inhibitory Concentration 
14. Minimum Bactericidal Concentration 

لیمونن انکپسوله شده اضافه لیمونن و ديبر میلی لیتر براي دي

 مختلف ضمن مخلوط شدن دویی-هاي دوسپس رقت. شد

             هاي  تا رسیدن به غلظتMHBها با محیط کشت نمونه

)v/v 097/0 - 50 (82/0-420 گرم بر  میلی3/1 -0025/0 و

ترتیب در شده بهلیمونن انکپسولهلیمونن و ديلیتر ديمیلی

 میکرولیتر از 5ي بعد در مرحله. ها تهیه گردیدمیکروپلیت

معادل رقت  (CFU/ml107  باکتري با رقتسوسپانسیون هر

CFU/ml 105×5 (هاي حاويبه هر کدام از چاهک MHB و 

 .لیمونن انکپسوله شده اضافه شدتنهایی و یا ديلیمونن بهدي

 24گراد به مدت  درجه سانتی37ها در دماي سپس میکروپلیت

) OD (15تراکم نوري. ساعت اگرمخانه گذاري شدند

 630گذاري درطول موج و بعد از گرمخانهها قبل میکروپلیت

 )آمریکا - Microplate Reader )Biotekنانومتر در دستگاه 

گیري شده در هر دو هاي اندازهمقایسه میزان کدورت. تعیین شد

 در .ها تعیین شدعنوان حداقل غلظت مهار رشد باکتريمرحله به

ترل رشد براي کن این آزمایش، براي کنترل منفی از محیط کشت و

براي کنترل مثبت نیز از  .گردیداز محیط کشت و باکتري استفاده

، از هر یک از MICپس از تعیین.تنهایی استفاده شدنانواسفنج به

اي که کدورت ظاهري حاصل از رشد  خانه96هاي پلیت چاهک

 استریل نمونه برداشته و 16بودند ، با لوپ ها را نشان ندادهباکتري

 37 شد و در دماي کشت دادهMHAت بر سطح محیط کش

گذاري  ساعت گرمخانه24گراد به مدت  سانتی   درجه

لیمونن نانو تنهایی و ديلیمونن بهحداقل غلظتی از دي.شدند

ها بر روي  درصد باکتري9/99انکپسوله شده که سبب مهار رشد 

هاي  تمامی آزمایش. گزارش شدMBCپلیت شد، به عنوان 

در مورد هر نمونه و هر باکتري با سه بار  MBCمربوط به تعیین 

  .]16[تکرار صورت پذیرفت

   تجزیه و تحلیل آماري-4-4- 2

 انحراف معیار ±ها به صورت میانگین در این پژوهش داده

.  شدندSPSS 20آوري وارد نرم افزار گزارش و پس از جمع

 زوجی T.testري از آزمون هاي براي تعیین اختلاف معنی دا

براي متغییرهاي ( و ویلکاکسون)براي متغییرهاي پارامتري(

براي مقایسه ي پارامترهاي قبل و بعد از ) ناپارامتري

                                                           
15. Optical density 
16. Loop 
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لازم به ذکر است که در این مطالعه . انکپسولاسیون استفاده شد

  . در نظر گرفته شد≥P 05/0میزان معنی داري در سطح 

   نتایج- 3

ی انکپسولاسیون، میزان بار گذاري و  کارای-1- 3

  میزان حلالیت

 به کربناتفنیلدي مختلف هاي مولینسبدر این پژوهش از 

             مختلف وزنی هاينسبتو ) 1:8 ، 1:6 ، 1:4(نانواسفنج 

دست آوردن براي به )1:6 ، 1:4 ، 1:2(نانواسفنج  لیمونن بهدي

طور که همان. استفاده شدلیمونن بهترین نسبت انکپسولاسیون دي

لیمونن در آب شود، حلالیت ديمشاهده می) 1-3( در جدول

ها به دلیل به پس از انکپسولاسیون در نانواسفنج در تمامی نسبت

            گریز نانواسفنج افزایشهاي آبلیمونن در حفرهدام افتادن دي

نن لیمومیزان حلالیت با افزایش نسبت ديالبته . استیافته

کاهش یافت که احتمالاً به دلیل ) 1:6 به 1:2از ( بهنانواسفنج 

            هاي بالاتر لیمونن در نانواسفنج در نسبتحلالیت اشباع دي

اي هاي پیچیدهتوانند نانوکانالها میدهندههمچنین اتصال. باشدمی

. لیمونن جلوگیري کنندرا تشکیل دهند و از انکپسولاسیون دي

گرم است  میلی5/7آزاد ه ذکر است که حلالیت دي لیمونن لازم ب

 برابر افزایش یافت که این افزایش 154 انکپسولاسیون که پس از

        لیمونن به خوبی در نانواسفنج انکپسوله دهد دينشان می

ذکر است که دیگر محققان نتایجی مبنی بر  لازم به.استشده

ها به دست در نانواسفنجمحلول افزایش حلالیت ترکیبات کم

بیشترین میزان بارگذاري و کارایی انکپسولاسیون در . اندآورده

طور که در مورد حلالیت احتمالا همان. مشاهده شد 1:2 نسبت

دهنده به نانواسفنج سبب کاهش اتصالبیان شد، افزایش نسبت 

نتایج . میزان کارایی انکپسولاسیون و کارایی بارگذاري شده است

) 1- 3(میزان بارگذاري و کارایی انکپسولاسیون در جدول مربوط 

با استناد به نتایج به دست آمده از میزان . آورده شده است

حلالیت، میزان بارگذاري و کارایی انکپسولاسیون نسبت مولی 

دي لیمونن  (1:2و نسبت وزنی ) نانواسفنج به اتصال دهنده (1:4

ت انجام آزمایشات بعدي به عنوان نمونه بهینه جه) به نانواسفنج

                   .]9 ،15 ،20- 17[ .انتخاب  و مورد استفاده قرار گرفت

                  محققان  با انکپسوله کردن در گزارشاتی آمده است،

ترکیبات زیست فعالی همچون فلوتامید، دارچین و ارلوتنیب در 

                           لال پذیرينانواسفنج بتاسیکلودکسترین موفق به بهبود انح

.]8و 9و 17[  آن ها شدند

  

Table 1 Encapsulation efficiency, Loading capacity and solubilityof limonene loaded nanosponge(L-NS). 
Proportion of 

CDa:DPCb  
(molar ratio) 

Proportion of Lc:NSd 
(weight ratio) 

Encapsulation 
efficiency 
of L (%) 

Loading capacity 
of L (%) 

Solubility of L-NS 

 1:2 52.95 ± 1.16 26.4 ± 0.10 1161.60 
1:4 1:4 15.65 ± 0.46 3.9 ± 0.04 362.58 

 1:6 11.36 ± 0.74 1.8 ± 0.06 312.73 
 1:2 10.74 ± 0.35 5.37 ± 0.08 217.12 

1:6 1:4 12.24 ± 0.44 3.06 ± 0.05 254.96 
 1:6 8.96 ± 0.21 1.4 ± 0.03 915.46 
 1:2 13.12 ± 0.80 6.56 ± 0.07 381.26 

1:8 1:4 11.46 ± 0. 65 2.8 ± 0.05 366.08 
 1:6 8.4 ± 0.30 1.3 ± 0.03 141.43 

 

β-cyclodextrin (a), Diphenyl carbonate (b), limonene(c), nanosponge(d) 

  17چاهک در آگار انتشار از -2- 3

لیمونن در فرم آزاد انتشار از چاهک در آگار براي دينتایج روش 

ي عدم قطر هاله. است  ارائه شده2جدولانکپسوله شده در و نانو

         5/12، 25/6، 12/3، 56/1هاي لیمونن در غلظترشد دي

                                                           
17. Agar well diffution 

 ،5/10، 0کلاي  اشرشیابه ترتیب براي باکتري لیترمیلی بر گرممیلی

 میلی 15 و 13، 10، 0  شیگلادیسانتريمتر، براي میلی5/15، 14

 میلی متر و براي 14 و 5/12، 0، 0 انتروکوکوس متر، براي

 .متر بوده است میلی13 و 12، 0، 0 ستافیلوکوکوس اورئوسا

لیمونن بارگذاري شده در نانواسفنج در همچنین قطر مهاري دي

لیتر به میلیگرم برلی می5/12، 25/6، 12/3، 56/1هاي غلظت
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         5/20 و 5/19، 13، 5/11 اشرشیاکلايترتیب براي باکتري 

لیتر،  میلی5/26 و 5/23، 19، 17دیسانتريشیگلامتر، براي میلی

لیتر و براي  میلی5/16، 5/12، 5/12 انتروکوکوسبراي 

          متر میلی5/21 و 19، 5/17، 5/12 اورئوساستافیلوکوکوس

براساس نتایج به دست آمده، دي لیمونن در فرم آزاد  .است هبود

و انکپسوله شده از رشد سویه هاي گرم مثبت و گرم منفی ذکر 

            لیمونن انکپسوله شده تاثیر ديشده جلوگیري می کند که در 

پژوهشگران دیگر  با ). ≥05/0P( گیرتري مشاهده شدچشم

 نانواسفنج بتاسیکلودکسترینانکپسوله کردن اسانس آویشن در 

نسبت به فرم آزاد آن  این اسانس MIC موفق به کاهش مقدار

دیگر محققان با انکپسوله کردن اسانس هایی همچنین  .]21[شدند

 موفق به بهبودمانند دارچین در نانواسفنج بتاسیکلودکسترین 

همچنین  .]17[فعالیت ضدباکتریایی اسانس مورد نظر شدند 

 انکپسوله کردن اسانس روغنی گشنیز در نانواسفنج پژوهشگران با

بتاسیکلودکسترین موفق به افزایش خاصیت ضدمیکروبی آن 

.]13[شدند

Table 2 Mean and standard deviation  of the inhibition zone of limonene(L) and limonene loaded in 
nanosponge (L-NS) 

 
Bacterium 

 
Concentration 

(mg/ml) 
 

Inhibition zone 
of positive 

control in plates 
containing L 

(mm) 

Inhibition 
zone of free 

L 
(mm) 

Inhibition zone of 
positive control in 

plates containing L-
NS 

(mm) 

Inhibition 
zone of          
L-NS 
(mm) 

p.value 

12.50 15.50 ± 0.5 20.50 ± 0.5 0.001a 

6.25 14.00 ± 0 19.50 ± 0.5 0.000b 

3.12 10.50 ± 0.5 13.00 ± 1 0.000b 

 
Escherichia 

coli 
1.56 

28.00 ± 0 

- 

27.00 ± 0.5 

11.50 ± 0.5 0.000a 

12.50 15.00 ± 1 26.50 ± 0.5 0.000a 

6.25 13.00 ± 0 23.50 ± 0.5 0.000a 

3.12 10.00 ± 0 19.00 ± 1 0.000b 

 
Shigella 
flexneri 

1.56 

34.00 ± 1 

- 

37.00 ± 1 

17.00 ± 1 0.000a 

12.50 14.00 ± 0 21.50 ± 0.5 0.000a 

6.25 12.50 ± 0.5 19.00 ± 1 0.000a 

3.12 - 17.50 ± 0.5 0.000b 

 
Staphylococcus 

aureus 
1.56 

40.00 ± 1 
 

- 

42.00 ± 1 
 

12.50 ± 0.5 0.000b 

12.50 13.00 ± 0 16.50 ± 0.5 0.000b 

6.25 12.00 ± 0 12.50 ± 0.5 0.122a 

3.12 - 12.50 ± 0.5 0.000a 

 
Enterococcus 

1.56 

39.00 ± 0.5 

- 

38.00 ± 0.5 

10.00 ± 0 0.000a 

a paired samples T.test 
b Wilcoxon test 
(P-value < 0.05 )  

 نتایج حداقل غلظت بازدارندگی رشد و -3- 3

  حداقل غلظت کشندگی

و حداقل غلظت ) MIC(داقل غلظت بازدارندگی رشدنتایج ح

                     لیمونن لیمونن آزاد و ديدي (MBC) کشندگی

نتایج نشان .  ارائه شده است4 و 3شده در جدول  انکپسولهنانو

کلاي اشرشیاهاي لیمونن در فرم آزاد براي باکتريدي  MICداد 

 لیتر و برايمیلی رب گرم میلی25/26 دیسانتريشیگلا و

           50/52 برابر با استرپتوکوکوسو  اورئوساستافیلوکوکوس

لیمونن  ديMICدرحالی که . است لیتر بودهمیلی بر گرممیلی

 به دیسانتريو شیگلاکلاي اشرشیاهاي شده براي باکتريانکپسوله

 برايلیتر و میلی بر گرم میلی081/0 و 162/0ترتیب برابر با 

 به ترتیب برابر با استرپتوکوکوساورئوس و  استافیلوکوکوس

این مقادیر نشان دهنده ي . لیتر بوده استمیلیبرگرم میلی650/0

شده در مقایسه با لیمونن انکپسوله ديMICکاهش چشم گیر 

لیمونن در فرم آزاد  ديMBCنتایج آزمایش .باشدفرم آزاد آن می

 و اورئوساستافیلوکوکوس دیسانتري،لاکلاي، شیگاشریشیابراي 

 420، 210، 50/52، 25/26 به ترتیب برابربا انتروکوکوس

        پس از انکپسوله کردن . دست آمدلیتر بهگرم بر میلیمیلی

و کلاي اشریشیا براي MBCلیمونن در نانواسفنج مقادیر دي

       رمگ میلی081/0 و 162/0 به ترتیب برابر با دیسانتريشیگلا

 مقدار  انتروکوکوس واورئوساستافیلوکوکوسلیتر، و براي میلیبر
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با استناد به مقادیر ذکر . دست آمدلیتر بهگرم در میلی میلی65/0

لیمونن به خوبی در نانواسفنج توان نتیجه گرفت که ديشده می

لازم به ذکر است که بیشترین حساسیت را . است انکپسوله شده

 آن MBCو  MIC نشان داد که مقدار دیسانتريگلاشیباکتري 

 مرتبه کاهش 648 و 324لیمونن به ترتیب دي نسبت به فرم آزاد

دراین آزمایش نانواسفنج به تنهایی خصوصیت . یافت

همچنین در بررسی هاي دیگري . ضدمیکروبی از خود نشان نداد

که بر روي فرولیک اسید انکپسوله در نانواسفنج 

 MICترین صورت گرفته است، مشاهده شد میزان بتاسیکلودکس

فرولیک اسید پس از انکپسوله شدن نسبت به فرم آزاد آن کاهش 

در پژوهشی دیگر، محققان با انکپسوله کردن اسانس  .]22[یافت

آویشن در نانواسفنج بتاسیکلودکسترین موفق به کاهش میزان 

MIC و MBC21[ آن نسبت به فرم آزاد آن شدند[.

Table 3 Minimal inhibitory concentration (MIC) of L and L-NS 
 MIC  

P-value L-NS L 
Bacterium 

0.00 * 0.162 26.25 Escherichia coli 
0.00 * 0.081 26.25 Shigella flexneri 
0.00 * 0.65 52.5 Staphylococcus aureus 
0.00 * 0.65 52.5 Enterococcus 

*(P-value < 0.05 ) 
 

Table 4 Minimal bactericidal concentration (MBC) of L and L-NS 
 MBC  

P-value L-NS L 
Bacterium 

0.00 * 0.162 26.25 Escherichia coli 
0.00 * 0.081 52.5 Shigella flexneri 
0.00 * 0.65 210 Staphylococcus aureus 
0.00 * 0.65 420 Enterococcus 

* (P-value < 0.05 ) 
 

   نتیجه گیري- 4

هاي لیمونن درون نانواسفنجانکپسوله کردن ديدر این مطالعه، نانو

نتایج ما نشان داد . سیکلودکسترین با موفقیت انجام شدمبتنی بر بتا

لیمونن پس از انکپسوله شدن نسبت به فرم آزاد که حلالیت دي

نگی  برابر افزایش یافت که احتمالا به دلیل کاهش بلوری154آن 

 .هاي نانو اسفنج استلیمونن و به دام افتادن آن درون ماتریسدي

لیمونن به تنهایی و به مطالعه خواص ضد میکروبی نشان داد دي

میکروبی در برابر شده داراي فعالیت ضدصورت انکپسوله

اورئوس دیسانتري، استافیلوکوکوسکلاي، شیگلاهاي اشرشیاسویه

یمونن انکپسوله شده خاصیت لو انتروکوکوس هست که دي

باید اضافه کرد که . گیرتري از خود نشان دادمیکروبی چشمضد

هاي باکتریایی در برابر سویهنانواسفنج به تنهایی فعالیت ضد

 بدین ترتیب نتایج ما نشان می دهد که .آزمایش شده نشان نداد

سیکلودکسترینیک حامل مناسب براي ترکیبات نانواسفنج بتا

تواند به عنوان کمپلکس سنتز شده می و حساس است وگریز آب

هاي فرمولاسیونیک ترکیب بالقوه به عنوان نگهدارنده یا در 

هاي غذایی مورد باکتریایی در برنامهبا افزایش فعالیت ضدغذایی 

با توجه به این نکته که ممکن در طی فرآیند  .استفاده قرار گیرد

ا داراي سمیت ینو درآیند سنتز کمپلکس اندازه ذرات در حد نا

، بنابراین کاربرد آن ها در فرمولاسیون مواد غذایی نیازمند باشند

، بررسی میزان MTTانجام آزمونهاي توکسیستی از جمله 

آپوپتوز و نکروز احتمالی آن ها بر روي رده هاي سلولی مختلف 

و همچنین به کار گیري مدل هاي حیوانی با هدف عاري بودن 

  . ایمن بودن می باشدخطرات سمی و
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Following the increasing resistance of bacteria to antibiotics and increasing 
public awareness of the relationship between food and human health, several 
studies have been conducted to find potential antimicrobial agents. D-
limonene(L) is a liquid and a colorless bioactive compound of the terpene 
family that has high antioxidant and antimicrobial activity. Due to its low 
solubility, high volatility, and sensitivity to light, its applications in the food 
and pharmaceutical industries are limited. In this study, L was incorporated in 
β-cyclodextrin nanosponges (CD-NS) to overcome these limitations. For the 
preparation of L-NS, different molar ratios of β-CD and Diphenyl carbonate 
(DPC) as cross-linker (1:4, 1:6, and 1:8 of CD:DPC) and different ratios 
(w/w) of L: NS (1:2, 1:4, and 1:6) were prepared. The results showed the 
solubility of L increased after encapsulation in the nanosponges. Encapsulated 
L showed higher antibacterial activity compared to free L and minimum 
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration of L  
decreased 324 and 648 times after encapsulation. Our results propose that CD-
NS is a suitable carrier for hydrophobic and sensitive compounds and L-NS 
can be used as a potential preservative with enhanced antibacterial activity in 
food applications. It is important to note that the results of this study were 
obtained in vitro and further studies related to their toxicity (in vivo) are 
needed for confirmation of their application in the era of nutrition and 
genomics. 
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