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Background and Objectives Chemical preservatives are commonly used to prevent food from quick spoil-
ing and oxidizing. Despite their effect in increasing shelf life of foods, these compounds can have side 
effects. Residues of chemical compounds in foods increase microbial resistance. This study aims to in-
vestigate the antioxidant and antimicrobial properties of lemon verbena (Lippia citriodora L.) ethanolic 
extract against some gram-positive and gram-negative bacteria.
Methods In this experimental study, The soaking method and ethanol solvent was used for extraction. 
Antioxidant activities of different concentrations of extract were assessed using DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) radical scavenging activity test and compared with butylated hydroxyanisole (BHA) as 
a synthetic antioxidant. Antimicrobial effect of extract on Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Bacil-
lus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella typhimurium was determined by 
disk diffusion and well diffusion methods and measuring minimum inhibitory concentration (MIC) and 
minimum bactericidal concentration (MBC). Experimental data were analyzed in SPSS software, version 
20 using analysis of variance and the mean values were compared using Duncan’s multiple range test. 
Results The amounts of phenols and flavonoids in the ethanolic extract of were 96.47±0.35 mg of gallic 
acid/g of extract and 31.07±0.42 mg of quercetin/g of extract, respectively. The half-maximal inhibitory 
concentration of lemon verbena extract was 11.79±0.76 μg/mL, while it was 10.16±0.29 μg/mL for BHA. 
In both disk diffusion and well diffusion methods, with the increase of the concentration of extract, the 
inhibition zone diameter increased. The ethanolic extract of lemon verbena at the concentration of 12.5 
mg/mL had no inhibitory effect on gram-negative bacteria growth. In both methods, the extract had the 
greatest effect on S. aureus. The MIC of ethanolic extract ranged from 8 to 128 mg/mL, depending on 
the type of bacteria (gram-positive or gram-negative).
Conclusion The ethanolic extract of lemon verbena has higher antimicrobial effects on gram-positive 
bacteria. Therefore, it can be used in food and pharmaceutical industries as a natural antimicrobial 
agent. Considering the increasing resistance of bacteria to chemical antibiotics, more studies on lemon 
verbena and its antibacterial compounds are needed for treating infections.
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F
Extended Abstract

Introduction

or decades, food industries used synthetic 
food preservatives to prevent oxidation and 
microbial contamination of packed foods, but, 
now they intend to use natural antioxidant and 
antimicrobial compounds as preservatives due 

to the side effects of synthetic compounds on the environ-
ment and human health and the emergence of multidrug-
resistant bacteria. This has led many researchers to focus 
more on the use of natural preservatives in food production. 
Lemon verbena (Lippia citriodora L.) is an aromatic plant 
belonging to Verbenaceae family with high active com-
pounds in its leaves and with antioxidant properties. This 
study aims to investigate the antioxidant and antimicrobial 
properties of lemon verbena ethanolic extract against some 
gram-positive and gram-negative bacteria.

Methods

This experimental study was conducted in 2019 at Bu-
Ali Sina University. Soaking method and ethanol solvent 
were used for ethanolic extract preparation. The phenol 
content of the ethanolic extract was determined by using 
Folin-ciocalteu reaction method. The absorption of the re-
sulting blue color solution was measured using a UV–vis 
spectrophotometer at 760 nm. Total flavonoid content of 
each sample was measured using aluminum chloride col-
orimetric assay. The absorption was then measured spec-
trophotometrically at 415 nm. Antioxidant activities of 
different concentrations of extract were identified using 
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scaveng-
ing activity and compared with butylated hydroxyanisole 
(BHA) as a synthetic antioxidant. Antimicrobial effect of 
lemon verbena extract on Staphylococcus aureus, Listeria 
innocua, Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa and Salmonella typhimurium was determined 
by the disk diffusion method, agar well diffusion method 
and measuring minimum inhibitory concentration (MIC) 
and minimum bactericidal concentration (MBC). Experi-
mental data were analyzed in SPSS software, version 20 
software using analysis of variance and the mean values 
were compared using Duncan’s multiple range test. 

Results

The amount of phenols and flavonoids in the ethanolic ex-
tract of lemon verbena were 96.47±0.35 mg of gallic acid/g 
of extract and 31.07±0.42 mg of quercetin/g of extract, re-
spectively. The half-maximal inhibitory concentration of 
lemon verbena extract was 11.79±0.76 μg/mL, while it was 

10.16±0.29 μg/mL for BHA. The ability of lemon verbena 
ethanolic extract and BHA in scavenging free radicals was 
found in the ethanolic extract and BHA at a concentration 
of 1000 ppm. In both disk diffusion and agar well diffusion 
methods, with the increase of the concentration of lemon 
verbena extract, the inhibition zone diameter increased. The 
ethanolic extract of lemon verbena at the concentration of 
12.5 mg/mL had no inhibitory effect on gram-negative bac-
teria growth. In both methods, lemon verbena extract had 
the highest and lowest effect on S. aureus and P. aeruginosa, 
respectively. The MIC for S. aureus, L. innocua, B. cereus, 
E.coli, P. aeruginosa and S. typhimurium were 8, 16, 64, 
64, 128 and 128 mg/mL, respectively. The MIC of lemon 
verbena extract was higher in gram-negative bacteria than 
in gram-positive bacteria. The MBC of lemon verbena etha-
nolic extract ranged from 32 to 256 mg/mL, depending on 
the type of bacteria (gram-positive or gram-negative). The 
highest MIC and MBC were observed against P. aeruginosa 
and S. typhimurium bacteria, and the lowest MIC and MBC 
values were observed against S. aureus. The diameter of 
zone of microbial growth inhibition in the agar well diffu-
sion method was higher than in the disk diffusion method. 

Discussion

The ethanolic extract of lemon verbena has an accept-
able antibacterial activity against the study microorgan-
isms. It has higher antimicrobial activity against gram-
positive bacteria compared to gram-negative bacteria. 
Therefore, lemon verbena extract can be used in the food 
and pharmaceutical industries as a natural antimicrobial 
agent. Considering the increasing resistance of bacteria to 
chemical antibiotics, more studies on this plant and its an-
tibacterial compounds are needed for treating infections.
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مقاله پژوهشی

بررسی خواص آنتی اکسیدانی و ضدمیکروبی عصاره اتانولی به لیمو 

زمینه و هدف مواد نگهدارنده شیمیایی معمولاً برای جلوگیری از فساد مواد غذایی و عوامل مسمومیت زا استفاده می شوند. علی رغم افزایش 
ماندگاری مواد غذایی، این ترکیبات می توانند دارای اثرات مضری باشند. باقی مانده های ترکیبات شیمیایی در غذاها موجب افزایش مقاومت 
میكروبی می شوند. هدف اصلی تحقیق حاضر بررسی خاصیت آنتی اکسیدانی و ضدمیكروبي عصاره اتانولی به لیمو بر برخی از باکتري هاي 

گرم مثبت و گرم منفی بود. 
روش بررسی در این مطالعه تجربی از روش خیساندن و حلال اتانول جهت عمل عصاره گیری استفاده شد. محتوای فنول و فلاونوئیدی 
عصاره اتانولی به لیمو اندازه گیری شد. فعالیت آنتی اکسیدانی غلظتهاي مختلف عصاره با آزمون مهار رادیكالهاي آزاد دي فنیل پیكریل 
هیدرازیل بررسي شد و با آنتياکسیدان سنتزي بوتیل هیدروکسي آنیزول مقایسه شد. اثر ضدمیكروبی عصاره به لیمو روی باکتری های 
استافیلوکوک اورئوس، لیستریا اینوکوا، باسیلوس سرئوس، اشرشیاکلي، سودوموناس آئروژینوزا و سالمونلا تیفیموریوم به روش های دیسک 
دیفیوژن، چاهک در آگار، حداقل غلظت مهارکنندگی و حداقل غلظت کشندگی تعیین شد. داده هاي آزمایش با استفاده از آنالیز واریانس 

با نرم افزار SPSS ویرایش 20 تجزیه و تحلیل شدند و مقایسه میانگین ها به روش آزمون آماری چند دامنه اي دانكن انجام شد. 
یافته ها مقدار فنول و فلاونوئید اندازه گیری شده عصاره اتانولی به لیمو به ترتیب برابر 0/35±96/47 میلی گرم اسید گالیک در گرم عصاره 
و 0/42±31/07 میلی گرم کوئرستین در هر گرم عصاره بود. میزان IC50 عصاره این گیاه 0/76±11/79 میكروگرم بر میلی لیتر تعیین شد. 
در حالی که این پارامتر برای آنتی اکسیدان بوتیل هیدروکسي آنیزول 0/29±10/16 میكروگرم بر میلی لیتر بود. در هر 2 روش دیسک 
دیفیوژن و چاهک در آگار، با افزایش غلظت عصاره به لیمو، قطر هاله عدم رشد افزایش یافت. عصاره اتانولی به لیمو در غلظت 12/5 
میلی گرم بر میلی لیتر هیچ اثر مهاری بر رشد باکتری های گرم منفی نداشت. در هر 2 روش مورد بررسی عصاره به لیمو بیشترین تأثیر را 
بر باکتری استافیلوکوک اورئوس داشت. محدوده حداقل غلظت مهارکنندگی عصاره اتانولی این گیاه بین 8 تا 128 میلی گرم بر میلی لیتر 

بسته به نوع باکتری )گرم مثبت یا گرم منفی( متفاوت بود. 
نتیجه گیری نتایج این پژوهش نشان داد عصاره اتانولی گیاه به لیمو داراي اثر ضدمیكروبي قوی تری بر باکتری های گرم مثبت بود. بنابراین 
می توان از عصاره به لیمو در صنایع غذایی و دارویی به عنوان یک ماده طبیعی ضدمیكروبی استفاده کرد. با توجه به نتایج حاصل و افزایش 
روز افزون مقاومت باکتري ها نسبت بـه آنتی بیوتیک هاي شیمیایی، پیشنهاد می شود با مطالعات بیشتر روي ترکیبات ضدمیكروبی این 

گیاه، امكان استفاده از آن براي درمان برخی از عفونت ها فراهم شود.
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مقدمه

به  جهان  کشورهای  اکثر  مردم  رویكرد  اخیر  سال های  در 
میرسد  نظر  به  است.  یافته  افزایش  گیاهی  داروهای  مصرف 
عوارض جانبی کمتر نسبت به داروهای شیمیایی، دلیل اصلی 
این تغییر الگوی مصرف به نفع داروهای گیاهی باشد. داروهایی 
که امروزه در دنیا به طور وسیعی برای درمان انواع بیماری ها اعم 
از عفونت های باکتریایی، ویروسی و قارچی تا انواع بیماری های 
متابولیک به کار می روند، منشأ طبیعی دارند. این ترکیبات نه تنها 
در درمان بیماری های ناشی از میكروارگانیسم های بیماری زا نقش 
دارند، بلكه به طور هم زمان می توانند اثرات جانبی که اغلب با 
مصرف نگهدارنده های شیمیایی و سنتزی همراه هستند را نیز 
کاهش دهند ]1، 2[. این مسئله به همراه عوارض جانبی بعضی 
آنتی بیوتیک ها موجب شده است که محققین و دانشمندان همواره 
به دنبال آنتی بیوتیک های جدید با اثرات جانبی کمتر باشند. به 
همین دلیل منابع طبیعی، به خصوص گیاهان دارویی دارای اسرار 
بی شماری هستند و کشف هر یک از اسرار، گامی در جهت درمان 
و ریشه کن کردن بیماری هاست و از جایگاه خاصی برخوردار است 
]3[. علاوه بر این به منظور حفظ کیفیت مواد غذایی و افزایش طول 

عمر نگهداری آن ها از آنتی اکسیدان ها استفاده می شود. 

استفاده از ترکیبات آنتی اکسیدانی به دلیل کنترل رادیكال های 
آزاد و جلوگیری از عمل اکسیداسیون )فساد شیمیایی( نقش 
بسزایی در افزایش پایداری و ماندگاری محصولات غذایی دارد. 
از سویی دیگر استفاده از آنتی اکسیدان های سنتزی مانند بوتیل 
بوتیل  تری  تولوئن2،  هیدروکسی  بوتیل  آنیزول1،  هیدروکسی 
هیدروکینون3 و پروپیل گالات در صنایع داروسازی، پزشكی و 
غذایی بسیار رواج یافته است ]4، 5[. با این حال اثرات نامطلوب 
تغذیه ای و سمیت این آنتی اکسیدان های سنتزی در مطالعات 
مختلف به اثبات رسیده است. به همین دلیل یافتن ترکیبات دارای 
پتانسیل آنتی اکسیدانی و فعالیت ضدمیكروبی با منشأ طبیعی 
قرار  پژوهشگران  توجه  مورد  و عصاره گیاهی( شدیداً  )اسانس 
گرفته است، تعدادي از ترکیبات با خواص آنتی اکسیدانی به عنوان 
فراورده هاي ثانویه توسط گیاهان ساخته می شود که ازجمله آن ها 
می توان به ترکیبات فنولی اشاره کرد ]6[. خوشبختانه سرزمین 
ایران به دلیل شرایط آب و هوایی مختلف داراي طیف وسیعی از 
گیاهان دارویی است و ایرانیان از دیرباز علاقه مند به استفاده از 

ترکیبات طبیعی دارویی بوده اند. 

بهره گیری از روش های نوین، امكان شناسایی مواد مؤثره درمانگر 
موجود در گیاهان را فراهم کرده است. بنابراین در سال های اخیر 
تحقیقات گسترده ای جهت بررسی و ارزیابی اثرات ضدمیكروبی 
فراورده هایی با منشأ گیاهی از جمله عصاره ها و اسانس ها صورت 

1. Butylated hydroxyanisole (BHA)
2. Butylated hydroxytoluene (BHT)
3. Tert-Butylhydroquinone (TBHQ)

گرفته و نتایج بیانگر قدرت و توانایی این ترکیبات در ممانعت از 
رشد دامنه وسیعی از میكروارگانیسم های بیماری زا و عامل فساد 

است ]7[. 

گیاه به لیمو4 از خانواده شاهپسند5 بومی آمریكای جنوبی بوده 
و درختچه ای همیشه سبز و برافراشته به ارتفاع 1/5 تا 2 متر 
تا 10 سانتی متر است ]8[.  به طول 7  برگ های سرنیزه ای  با 
جنس Lippia دارای بیش از 200 گونه است که در این بین، 
از  یكی  به لیمو  است.  ویژه ای  اهمیت  دارای   citriodora گونه 
گیاهان دارویی ارزشمند است که به عنوان یک گیاه معطر کشت 
و استفاده می شود. از برگ های این گیاه بوی خوشایند لیمو به 
مشام می رسد. برگ های این گیاه به صورت کشیده و به رنگ سبز 
کم رنگ به صورت دسته های سه تایی روی ساقه قرار می گیرند. 
برگ های به لیمو دارای ترکیبات فنولیک، فلاونوئیدها، اسیدهای 
فنولیک و فنیل پروپانوئیدها هستند ]9[. همچنین گزارش شده 
است که عصاره به لیمو دارای 2 نوع ایریدوئید6 به نام وربنالین7 و 
هاستاتوزید8 است ]10[. در فرهنگ گیاه درمانی ایران، برگ های 
بودن  آرام بخشی، ضد تشنج  برای  به صورت دم کردنی  گیاه  این 
و برطرف  کردن تپش قلب و سرگیجه مصرف دارد. برگ ها و 
اندام رویشی این گیاه دارای خاصیت تب بر، مسكن، ضد نفخ و 
کمک کننده به هضم غذاست. چای به لیمو فوق العاده آرام بخش 
و تسكین دهنده اعصاب است ]11[. همچنین گیاه به لیمو یک 
وسیله سنتی برای درمان سرماخوردگی، تب و اسپاسم است و 
این گیاه  نیز کاربرد دارد. عصاره  برای درمان تب و درد معده 
حاوی ترکیبات فنولی و دارای خواص ضد التهابی، ضدمیكروبی، 
ضد دردی و آنتی اکسیدانی است ]12[. به همین دلیل می تواند 

در صنایع دارویی و غذایی کاربرد زیادی داشته باشد. 

با توجه به خواص آنتی اکسیدانی و ضدمیكروبی گیاه به لیمو و از 
طرفی به دلیل سهل الوصول و ارزان بودن این گیاه و همچنین 
مصرف دارویی آن از زمان های دور، این تحقیق می تواند مقدمه ای 
جهت استفاده عملی از عصاره این گیاه در صنایع دارویی و غذایی 
آنتی اکسیدانی  فعالیت  ارزیابی  به منظور  حاضر  مطالعه  باشد. 
باکتری های  روی  به لیمو  گیاه  اتانولی  عصاره  ضدمیكروبی  و 
گرم مثبت )استافیلوکوک اورئوس، لیستریا اینوکوا و باسیلوس 
و  آئروژینوزا  )اشرشیاکلی، سودوموناس  منفی  گرم  و  سرئوس( 

سالمونلا تیفیموریوم( در شرایط آزمایشگاهی انجام گرفت. 

روش بررسی

در این مطالعه تجربی، برگ های گیاه به لیمو در ابتدای مرحله 
گل دهی در مهر ماه 1398 از گلخانه آموزشی پژوهشی دانشگاه 

4. Lippia citrodora L
5. Verbenaceae
6. Iridoids
7. Verbenalin
8. Hastatoside
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نهاوند برداشت شد. بعد از انتقال برگ ها به آزمایشگاه کشاورزی، 
جهت رفع گرد و غبار برگ ها با آب سرد به صورت سطحی شسته 
شدند و سپس 4 روز در سایه خشک شدند. برگ های خشک شده 
این گیاه توسط آسیاب آزمایشگاهی پودر شدند و با استفاده از 
حلال اتانول به نسبت 5 به 1 مخلوط شدند و 72 ساعت در 
دستگاه شیكر در دماي اتاق )25 درجه سانتی گراد( نگهداري 
شدند. عمل تكاندن دادن به دلیل تأثیر بهتر حلال بر گیاه جهت 
استحصال هر چه بهتر ترکیبات گیاه بود. بعد از 72 ساعت، ابتدا 
مخلوط حلال و گیاه از پارچه تمیز توري عبور داده شد و بقایاي 
گیاه پس از چند مرحله فشردن و اطمینان از استخراج کامل دور 
ریخته شد. مخلوط عصاره و حلال از کاغذ صافی عبور داده شده 
 ،Centrifugus( و سپس 10 دقیقه در 3000 دور سانتریفیوژ
ایران( شد. جهت حذف حلال اتانول، مخلوط به دستگاه روتاري 
)Heidolph, Hei-Vap, Germany( منتقل شد و در نهایت در 
دماي 45 درجه سانتی گراد در آون خشک شد. عصاره به لیمو 
توسط کاردک به طور دقیق تراشیده و درون ظرف شیشه ای تیره 

رنگ در یخچال نگهداری شد ]13[. 

محلول کوئرستین، معرف فولین سیوکالتو و محلول 2 و 2 دی 
فنیل 1- پیكریل هیدرازیل9 از شرکت سیگما )آمریكا( و اتانول از 
شرکت صنایع شیمیایی غدیر )ایران( و بقیه مواد از شرکت مرک 

)آلمان( تهیه شدند. 

مقدار 50 میلی گرم عصاره را با 1 میلی لیتر متانول مخلوط 
کرده و 50 میكرولیتر از آن با 1 میلی لیتر آب مقطر و 5 میلی لیتر 
معرف فولین سیوکالتو ترکیب شد. محلول مذکور 20 دقیقه در 
تاریكی قرار گرفت و سپس 2/5 میلی لیتر کربنات سدیم به آن 
افزوده و میزان جذب در طول موج 735 نانومتر قرائت شد ]14[. 
منحنی استاندارد با استفاده از گالیک اسید در غلظت های 250، 
500، 1000 و 1500 پی پی امِ تهیه و میزان جذب آن ها در طول 
نانومتر قرائت شد. سپس منحنی استاندارد رسم و  موج 760 

استفاده شد ]15[. 

میزان محتوای فلاونوئید عصاره اتانولی به لیمو از طریق روش 
رنگ سنجی ارزیابی شد. برای این منظور، غلظت 1 میلی گرم بر 
میلی لیتر از عصاره تهیه شد و 0/5 میلی لیتر از نمونه در 1/5 
میلی لیتر متانول حل شد و 0/1 میلی لیتر آلومنیوم کلراید 10 
درصد به آن اضافه شد. سپس 0/1 میلی لیتر از محلول پتاسیم 
استات 1 مولار و در نهایت 2/8 میلی لیتر آب مقطر هم به آن اضافه 
شد و 30 دقیقه در دمای اتاق نگهداری شد و جذب مخلوط 
حاصل در طول موج 415 نانومتر قرائت شد. کوئرستین به عنوان 

استاندارد برای رسم منحنی استاندارد استفاده شد ]16[. 

آزاد  رادیكال های  مهار  در  به لیمو  توانایی عصاره  اندازه گیری 
محلول 2 و 2 دی فنیل 1- پیكریل هیدرازیل به این صورت انجام 

9. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

شد که ابتدا محلول هایی با غلظت های مختلف )31/25، 62/5، 
125، 250، 500 و 1000 پی پی امِ( از عصاره آماده شدند، سپس 
0/3 میلی لیتر از عصاره با 2/7 میلی لیتر از محلول متانولی 2 و 2 
دی فنیل 1- پیكریل هیدرازیل به شدت مخلوط شد و 60 دقیقه 
در مكانی تاریک نگهداری شد و جذب آن در طول موج 517 
 Analytik Jena) با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر نانومتر 
آنتی اکسیدان  از   .]17[ شد  خوانده   (AG, Jena, Germany
سنتزی بوتیل هیدروکسی آنیزول جهت مقایسه استفاده شد. 
در نهایت درصد مهارکنندگی رادیكال های آزاد محلول 2 و 2 دی 

فنیل 1- پیكریل هیدرازیل طبق فرمول شماره 1 محاسبه شد:

1.

Ac × 100ش/ (Ac – As) = درصد مهارکنندگی رادیكال های آزاد 
DPPH

در این رابطه Ac و As به ترتیب جذب شاهد و جذب نمونه است. 
سپس با رسم منحنی درصد مهار در مقابل غلظت های مختلف 
عصاره، مقدار IC50 )غلظتی از سوبسترا بر حسب میكروگرم بر 
میلی لیتر که برای کاهش محلول 2 و 2 دی فنیل 1- پیكریل 
هیدرازیل به میزان 50 درصد اولیه مورد نیاز است( برای عصاره 

تعیین شد ]18[.

لیوفیلیزه  آمپول  به صورت  استاندارد  میكروبی  سویه هاي 
خریداري شدند. سویه هاي میكروبی شامل 3 سویه گرم مثبت 
)استافیلوکوک اورئوس، لیستریا اینوکوا و باسیلوس سرئوس( و 3 
سویه گرم منفی )اشرشیاکلی، سودوموناس ائروژینوزا و سالمونلا 

تیفیموریوم( بود )جدول شماره 1(. 

جهت فعال سازي سویه هاي میكروبی و استاندارد کردن آن ها 
جهت ارزیابی فعالیت ضدمیكروبی عصاره به لیمو بر آن ها، مطابق با 
استاندارد نیم مک فارلند اقدام شد. در این آزمایش از کشت تازه و 
24 ساعت از سویه هاي میكروبی استفاده شد. تک کلنی خالص از 
هر سویه میكروبی با دقت برداشته و در محلول رینگر ریخته شد 
و تا برابري جذب آن با محلول نیم مک فارلند عمل رقیق سازي 
انجام شد. جذب در طول موج 625 نانومتر اندازه گیري شد. در 
این حالت میزان هر سویه میكروبی برابر با 108×1/5 واحد تشكیل 

کلنی بر میلی لیتر است ]19[. 

فعالیت ضدمیكروبی  ارزیابی  براي  روش ضدمیكروبی  اولین 
عصاره اتانولی به لیمو شامل روش دیسک دیفیوژن آگار بود. در 
این روش از 5 دیسک کاغذي )ساخت پادتن طب( در اطراف و 
یک دیسک در مرکز پلیت به عنوان شاهد منفی استفاده شد. 
 100 و   50  ، 25  ،12/5 غلظت هاي  از  میكرولیتر   20 میزان 
بر سطح  به آرامی  به لیمو  اتانولی  بر میلی لیتر عصاره  میلی گرم 
دیسكهاي قرار گرفته و در سطح محیط کشت حاوي هر یک 
از سویه هاي استاندارد ریخته شد. پس از آن پتري دیش هاي 
کشت شده و جهت عمل پیش انتشار 15 دقیقه در دماي اتاق 
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قرار گرفتند ]20[. در نهایت پتري دیش ها در دماي 37 درجه 
سانتی گراد 24 ساعت درون انكوباتور قرار گرفتند. پس از اتمام 
زمان انكوباسیون پتري دیش هاي میكروبی از انكوباتور خارج شده 
و منطقه بازدارندگی یا عدم رشد در محیط اطراف دیسک ها با در 
نظر گرفتن قطر دیسک توسط خط کش اندازه گیري و برحسب 

میلی متر گزارش شد ]21[. 

براي  گرفته شده  کار  به  روش  دومین  آگار  در  روش چاهک 
اندازه گیري عصاره اتانولی به لیمو بر سویه هاي مورد بررسی بود. 
در این روش به طور خلاصه 5 عدد چاهک به قطر 6 میلی متر که 
شامل 4 عدد چاهک در اطراف پتري دیش و یک عدد چاهک 
به عنوان کنترل منفی بود توسط پیپت پاستور در سطح محیط 

کشت مولر هینتون آگار تعبیه شد.

 از پتري دیش 8 سانتی متري که حاوي 20 میلی لیتر محیط 
کشت مولر هینتون آگار بود استفاده شد. میزان 20 میكرولیتر از 
میلی لیتر عصاره  بر  میلی گرم  و 100  غلظت هاي 12/5، 25 ، 50 
اتانولی به لیمو توسط سمپلر به آرامی درون 4 چاهک ریخته شد. 
پس از آن پتري دیش هاي کشت شده 15 دقیقه در دماي یخچال 
قرار گرفتند. در نهایت پتري دیش ها در دماي 37 درجه سانتی گراد 
24 ساعت درون انكوباتور قرار گرفتند. پس از اتمام زمان انكوباسیون 
پتري دیش هاي میكروبی از انكوباتور خارج شده و منطقه بازدارندگی 
یا عدم رشد در اطراف هر یک از چاهک ها با خط کش به طور دقیق 

اندازه گیري و برحسب میلی متر گزارش شد ]22[. 

غلظت هاي  ابتدا  مهارکنندگی10  غلظت  حداقل  تعیین  برای 
مختلفی از عصاره اتانولی به لیمو شامل 0/5، 1، 2، 4، 8، 16، 32، 
64، 128 و 256 میلی گرم بر میلی لیتر تهیه شدند. میزان 100 
میكرولیتر از غلظت هاي مختلف عصاره اتانولی به لیمو درون خانه هاي 
از  یک  هر  از  میكرولیتر  شد. 10  ریخته  خانه اي  میكروپلیت 96 
سوسپانسیون میكروبی استاندارد نیز به هر خانه اضافه شد. جهت 

10. Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

تهیه غلظت هاي مختلف عصاره به لیمو میزان 2/56 گرم از عصاره 
اتانولی این گیاه با 9/5 میلی لیتر محیط کشت مولر هینتون براث و 
0/5 میلی لیتر دیمتیل سولفواکسید 0/5 درصد مخلوط شد و غلظت 
256 میلی گرم بر میلی لیتر ساخته شد. براي تهیه سایر غلظت ها با 
نصف کردن غلظت مادر، رقت هاي بعدي عصاره ساخته شد. در نهایت 
میكروپلیت 96 خانه اي درون انكوباتور 24 ساعت در دماي 37 درجه 
سانتی گراد قرار گرفت. پس از گذشت 24 ساعت، میكروپلیت 96 
خانه اي از انكوباتور خارج شد و میزان 20 میكرولیتر از معرف تري 
فنیل تترازویلیوم کلرید به هر یک از چاهک ها اضافه شد و مجدداً 
عمل انكوبه گذاري 15 دقیقه در دماي 37 درجه سانتی گراد انجام 
شد. در اثر واکنش بین معرف رنگی تري فنیل تترازویلیوم کلرید با 
سویه هاي میكروبی )در صورت رشد( رنگ قرمز یا ارغوانی مشاهده 
می شود. اولین چاهكی که در آن تغییر رنگ قرمز و ارغوانی مشاهده 
براي سویه  به عنوان حداقل غلظت مهارکنندگی  نشد غلظت آن، 

بیماري زا گزارش و ثبت شد ]23[. 

براي تعیین حداقل غلظت کشندگی11 عصاره اتانولی به لیمو، از 
غلظت حداقل غلظت مهارکنندگی به سمت غلظت هاي بیشتر به 
روش پورپلیت میزان 100 میكرولیتر از غلظت ها بر محیط کشت 
مولر هینتون آگار کشت داده شد. پس از کشت غلظت هاي مختلف 
عصاره به لیمو، پتري دیش هاي کشت شده درون انكوباتور در دماي 
37 درجه سانتی گراد 24 ساعت قرار گرفتند. پس از گذشت 24 
ساعت پتري دیش ها به صورت چشمی ارزیابی شدند. اولین پتري 
دیشی که در آن کلنی باکتري قابل مشاهده پیدا نشد، غلظت آن به 

عنوان حداقل غلظت کشندگی در نظر گرفته شد ]24[. 

آنالیز آماری

داده های  و  شد  تكرار  بار   3 ذکر شده  آزمایش هاي  تمامی 
 SPSS نرم افزار  با  واریانس  آنالیز  از  استفاده  با  جمع آوری شده 
میانگین ها  مقایسه  شدند.  آماری  تجزیه و تحلیل   20 ویرایش 

11. Minimum Bactericidal Concentration (MBC)

جدول 1. میكروارگانیسم هاي مورد بررسي در زي سنجي اثر ضدمیكروبي عصاره به لیمو 

نوع میکروارگانیسمکد اختصارینام میکروارگانیسم

کوکوس گرم مثبت(ATCC 25923)استافیلوکوک اورئوس

باسیل گرم مثبت(ATCC 33090)لیستریا اینوکوا

باسیل گرم مثبت(ATCC 1247)باسیلوس سرئوس 

باسیل گرم منفی(ATCC 25923)اشرشیاکلی

باسیل گرم منفی(ATCC 27853)سودوموناس ائروژینوزا

باسیل گرم منفی(ATCC 19430)سالمونلا تیفیموریوم
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با آزمون آماری چند دامنه ای دانكن انجام شد و میانگین آن ها 
به عنوان مقدار مورد نظر اعلام شد. داده ها با P کمتر از 0/05 
معنی دار در نظر گرفته شدند. نتایج بر اساس میانگین± انحراف 
معیار بیان شدند. همچنین جهت رسم نمودار از نرم افزار اکسل 

استفاده شد. 

یافته ها

اتانولی  عصاره  اندازه گیری شده  فلاونوئید  و  فنول  محتوای 
به لیمو به ترتیب برابر 0/35±96/47 میلی گرم اسید گالیک در 
گرم  هر  در  کوئرستین  میلی گرم  و 31/07±0/42  عصاره  گرم 
به  گیاه  این  عصاره  آنتی اکسیدانی  فعالیت  ارزیابی  بود.  عصاره 
روش محلول 2 و 2 دی فنیل 1- پیكریل هیدرازیل انجام شد 

و IC50 برای عصاره مورد نظر برابر با 0/76±11/79 میكروگرم بر 
میلی لیتر به دست آمد که در مقایسه با آنتی اکسیدان سنتزی 
بوتیل هیدروکسی آنیزول )0/29±10/16 میكروگرم بر میلی لیتر( 
ضعیف تر بود. همچنین فعالیت مهار رادیكال های آزاد محلول 2 و 
2 دی فنیل 1- پیكریل هیدرازیل عصاره این گیاه در غلظت های 
پی پی امِ(  و 1000   500 ،250 ،125 ،62/5 ،31/25( مختلف 
تعیین شد. همان طور که در تصویر شماره 1 مشاهده می شود، 
بوتیل  غلظت  افزایش  همانند  به لیمو  عصاره  غلظت  افزایش  با 
هیدروکسی آنیزول میزان مهار رادیكال های آزاد نیز افزایش یافت 
و تفاوت آن )به غیر از غلظت 1000 پی پی امِ عصاره( با بوتیل 
هیدروکسی آنیزول معنی دار بود )P>0/05(. بیشترین درصد مهار 
رادیكال های آزاد در غلظت 1000 پی پی امِ برابر با 84/25 درصد 

تصویر 1. مقایسه میانگین فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره اتانولی به لیمو و آنتی اکسیدان بوتیل هیدروکسی آنیزول در غلظت هاي مختلف 
حروف مشابه نشان دهنده عدم اختلاف معنی دار براساس آزمون دانكن هستند

ام پيپي 25/31در غلظت  ،درصد 56/12 با و كمترين قدرت مهاركنندگي برابر درصد 25/84 با برابرام پيپي 1000غلظت 
  .)1 (شكل حاصل گرديد

 

  
 

 

 

 

   مختلف هايدر غلظت BHAاكسيدانو آنتي ليموبهاتانولي عصاره اكسيداني ميانگين فعاليت آنتي مقايسه :1 شكل
  .دنباشدار براساس آزمون دانكن ميمعني لافدهنده عدم اخت حروف مشابه نشان

  
 جدولمورد بررسي در  هايباكتريبر آگار ليمو به روش ديسك ديفيوژن نتايج ارزيابي فعاليت ضدميكروبي عصاره اتانولي گياه به

هاي گرم مثبت ليتر بر تمامي باكتريگرم بر ميليميلي 5/12 نتايج نشان داد كه عصاره اتانولي در غلظت نشان داده شده است. 2
اشرشياكلي، ( نفيهاي گرم مكاملا موثر بود اما تاثيري بر باكتري) ، ليستريا اينوكوا و باسيلوس سرئوس(استافيلوكوك اورئوس

 (جدولد ها بر روي محيط كشت جلوگيري كننداشت و نتوانست از رشد اين باكتري )موريومسودوموناس ائروژينوزا و سالمونلا تيفي
 .ها هاله عدم رشد مشاهده شدليمو براي تمامي ميكروارگانيسمليتر عصاره بهگرم بر ميليميلي 100و  50، 25هاي در غلظت ).2

هاي ريبزرگتر از باكتهاي گرم مثبت همچنين مشخص گرديد كه قطر هاله عدم رشد مشاهده شده در اطراف ديسك براي باكتري
اهده شده در ، به طوري كه قطر هاله مشها، قطر هاله عدم رشد افزايش يافتليمو در تمامي باكتريبا افزايش غلظت عصاره به بود. گرم منفي

 ،اين گياه ليتر عصارهگرم بر ميليميلي 100در غلظت هاي ميكروبي بيشترين بود. ليتر براي تمامي سويهر ميليگرم بميلي 100غلظت 
كمترين در همين غلظت حاصل شد. متر ميلي 10/19±95/0با قطر استافيلوكوك ارئوس باكتري براي بيشترين قطر هاله عدم رشد 

نتايج آزمون آماري و مقايسه دوتايي . بودمتر ميلي 60/9±45/0 با قطر سودوموناس آئروژينوزاباكتري متعلق به قطر هاله عدم رشد نيز 
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عصاره BHA

جدول 2. میانگین قطر هاله عدم رشد بر حسب میلی متر عصاره اتانولی به لیمو بر میكروارگانیسم های مورد مطالعه )روش دیسک دیفیوژن آگار(

میکروارگانیسم
غلظت عصاره )میلی گرم بر میلی لیتر(

12/52550100

a14/60±0/32b17/50±0/73c19/10±0/95d*0/47±8/20استافیلوکوک اورئوس

0/35a13/40±0/33b15/30±0/55c18/60±0/51d±7/70لیستریا اینوکوا

0/50a12/00±0/65b12/90±0/25b15/30±0/66c±6/20باسیلوس سرئوس

0/25a11/30±0/50a13/40±0/35b±11/10**-اشرشیاکلي

0/45a7/90±0/70a9/60±0/45b±7/60-سودوموناس آئروژینوزا

0/25a9/00±0/55b10/30±0/35c±7/90-سالمونلا تیفیموریوم

* در هر ردیف میانگین های قطر هاله عدم رشد که دارای حروف مشابه هستند بر مبنای آزمون چند دامنه ای 
دانكن در سطح 5 درصد تفاوت معنی داری ندارند.

** علامت )-( نشان دهنده عدم وجود فعالیت ضد میكروبی است. 
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و کمترین قدرت مهارکنندگی برابر با 12/56 درصد، در غلظت 
31/25 پی پی امِ حاصل شد )تصویر شماره 1(. 

نتایج ارزیابی فعالیت ضدمیكروبی عصاره اتانولی گیاه به لیمو به 
روش دیسک دیفیوژن آگار بر باکتری های مورد بررسی در جدول 
شماره 2 نشان داده شده است. نتایج نشان داد عصاره اتانولی 
باکتری های  تمامی  بر  بر میلی لیتر  در غلظت 12/5 میلی گرم 
گرم مثبت )استافیلوکوک اورئوس، لیستریا اینوکوا و باسیلوس 
سرئوس( کاملًا مؤثر بود، اما تأثیری بر باکتری های گرم منفی 
تیفیموریوم(  سالمونلا  و  ائروژینوزا  سودوموناس  )اشرشیاکلی، 
نداشت و نتوانست از رشد این باکتری ها بر روی محیط کشت 
جلوگیری کند )جدول شماره 2(. در غلظت های 25، 50 و 100 
میلی گرم بر میلی لیتر عصاره به لیمو برای تمامی میكروارگانیسم ها 
هاله عدم رشد مشاهده شد. همچنین مشخص شد که قطر هاله 
عدم رشد مشاهده شده در اطراف دیسک برای باکتری های گرم 

مثبت بزرگ تر از باکتری های گرم منفی بود. 

قطر  باکتری ها،  تمامی  در  به لیمو  عصاره  غلظت  افزایش  با 
هاله عدم رشد افزایش یافت. به طوری که قطر هاله مشاهده شده 
تمامی سویه های  برای  بر میلی لیتر  در غلظت 100 میلی گرم 
میكروبی بیشترین بود. در غلظت 100 میلی گرم بر میلی لیتر 
باکتری  برای  رشد  عدم  هاله  قطر  بیشترین  گیاه،  این  عصاره 
حاصل  میلی متر   19/10±0/95 قطر  با  ارئوس  استافیلوکوک 
شد. در همین غلظت کمترین قطر هاله عدم رشد نیز متعلق به 
باکتری سودوموناس آئروژینوزا با قطر 0/45±9/60 میلی متر بود. 
نتایج آزمون آماری و مقایسه دوتایی میان غلظت های مختلف 
عصاره به لیمو نشان داد به غیر از غلظت های 25 و 50 میلی گرم 
بر میلی لیتر برای باکتری های باسیلوس سرئوس، اشرشیاکلی و 
ائروژینوزا در سایر غلظت های عصاره مورد بررسی  سودوموناس 

.)P>0/05( اختلاف معنی داری وجود دارد

همان طور که در جدول شماره 3 مشاهده می شود در روش 
چاهک در آگار با افزایش غلظت عصاره به لیمو از 12/5 به 100 

جدول 3. میانگین قطر هاله عدم رشد بر حسب میلی متر عصاره اتانولی به لیمو بر میكروارگانیسم های مورد مطالعه )روش چاهک در آگار(

میکروارگانیسم
غلظت عصاره )میلی گرم بر میلی لیتر(

12/52550100

a17/20±0/50b20/90±0/25c23/60±0/50d*0/35±11/50استافیلوکوک اورئوس

0/50a16/00±0/15b18/80±0/35c22/00±0/75d±10/30لیستریا اینوکوا

0/15a14/20±0/50b16/80±0/75c19/40±0/85d±9/00باسیلوس سرئوس

0/00a12/50±0/25b14/10±0/50c±11/60**-اشرشیاکلي

0/40a8/70±0/70b10/00±0/35b±7/80-سودوموناس آئروژینوزا

0/00a9/50±0/15b11/70±0/65c±8/20-سالمونلا تیفیموریوم

* در هر ردیف میانگین های قطر هاله عدم رشد که دارای حروف مشابه هستند بر مبنای آزمون چند دامنه ای 
دانكن در سطح 5 درصد تفاوت معنی داری ندارند.

** علامت )-( نشان دهنده عدم وجود فعالیت ضد میكروبی است. 

جدول 4. حداقل غلظت مهارکنندگی و حداقل علظت کشندگی برحسب میلی گرم بر میلی لیتر عصاره اتانولی به لیمو بر میكروارگانیسم های مورد مطالعه

حداقل غلظت مهارکنندگی میکروارگانیسم
میلی گرم بر میلی لیتر

حداقل غلظت کشندگی
میلی گرم بر میلی لیتر

832استافیلوکوک اورئوس

1664لیستریا اینوکوا

6464باسیلوس سرئوس

64128اشرشیاکلي

128256سودوموناس آئروژینوزا

128256سالمونلا تیفیموریوم
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معنی داری  به طور  رشد  عدم  هاله  قطر  میلی لیتر  بر  میلی گرم 
دوتایی  مقایسه  برای  آماری  آنالیز  به طوری که  یافت،  افزایش 
هر یک از غلظت های استفاده شده از عصاره به لیمو برای تمامی 
سویه های میكروبی دارای اختلاف معنی داری بود )P>0/05(. در 
این روش نیز همانند روش دیسک دیفیوژن آگار عصاره به لیمو در 
غلظت 12/5 میلی گرم بر میلی لیتر روی تمامی باکتری های گرم 
منفی بی تأثیر بود )جدول شماره 3(. در غلظت 100 میلی گرم بر 
میلی لیتر بیشترین و کمترین قطر هاله عدم رشد به ترتیب متعلق 
ائروژینوزا  اورئوس و سودوموناس  باکتری های استافیلوکوک  به 
بود. مقایسه نتایج فعالیت ضدمیكروبی عصاره اتانولی به لیمو در 
روش های انتشار دیسک و چاهک در آگار نشان داد قطر هاله 
عدم رشد در روش چاهک در آگار نسبت به دیسک دیفیوژن 

آگار بیشتر بود. 

نتایج حداقل غلظت مهارکنندگی و کشندگی عصاره اتانولی 
به لیمو بر سویه های میكروبی در جدول شماره 4 نشان داده شده 
است. نتایج نشان داد حداقل غلظت مهارکنندگی برای باکتری های 
سرئوس،  باسیلوس  اینوکوا،  لیستریا  اورئوس،  استافیلوکوک 
به  تیفیموریوم  آئروژینوزا و سالمونلا  اشرشیاکلی، سودوموناس 
ترتیب 8، 16، 64، 64، 128 و 128 میلی گرم بر میلی لیتر بود. 
گرم  باکتری های  در  به لیمو  عصاره  بازدارندگی  غلظت  حداقل 
منفی بیشتر از باکتری های گرم مثبت بود. همچنین مشخص 
شد به غیر از باکتری باسیلوس سرئوس حداقل غلظت کشندگی 
برای تمامی سویه ها بزرگ تر از حداقل غلظت مهارکنندگی بود. 
به طوری که برای کشندگی سویه های میكروبی باید از غلظت های 

بالاتری نسبت به مهار آن استفاده کرد )جدول شماره 4(. 

بحث 

با توجه به افزایش آگاهی مصرف کنندگان نسبت به عوارض مواد 
شیمیایی و سنتزی در انسان ها، امروزه پژوهشگران صنعت غذا به 
استفاده از گیاهان دارویی جهت کنترل اکسیداسیون محصولات 
نگهداری آن ها علاقه مند شده اند ]25[.  افزایش عمر  و  غذایی 
بنابراین، با توجه به پتانسیل بالای به لیمو جهت ایجاد عطر و طعم 
در مواد غذایی و درمان بسیاری از بیماری ها، عصاره این گیاه 
دارویی استخراج و پتانسیل آنتی اکسیدانی و فعالیت ضدمیكروبی 
آن در این مطالعه بررسی شد. میزان فنول کل و فلاونوئید عصاره 
اتانولی به لیمو به ترتیب برابر با 0/35±96/47 میلی گرم اسید 
گالیک در هر گرم عصاره و 0/42±31/07 میلی گرم کوئرستین 
در هر گرم عصاره تعیین شد. میزان محتوای فنول و فلاونوئید 
موجود  آنتی اکسیدانی  فعالیت  می تواند  تحقیق  این  از  حاصل 
در عصاره این گیاه را توجیه کند. همبستگی مثبت بین میزان 
ترکیبات فنولی و فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره ها و اسانس های 
اثبات رسیده است ]15، 26[.  به  گیاهی در مطالعات مختلف 
نوشاد و همكاران )2021( محتوای فنولی و فلاونوئیدی عصاره 

برگ به لیمو را به ترتیب 72/55 میلی گرم اسید گالیک در هر 
عصاره  گرم  هر  در  کوئرستین  میلی گرم   40/5 و  عصاره  گرم 
گزارش کردند ]27[ که محتوای فنولی آن به مراتب از عصاره 
بود. بیشتر  آن  فلاونوئیدی  محتوای  و  کمتر  گیاه  این   اتانولی 

 کومار و همكاران )2008( گزارش کردند که محتوای فنولی 
عصاره اتانولی به لیمو 53/1 میلی گرم اسید گالیک در هر گرم 
عصاره بود ]28[. آلدین و همكاران )2015( نیز بیان کردند که 
محتوای فلاونوئیدی عصاره آبی به لیمو در محدوده 2 تا 8 میلی گرم 
کوئرستین در هر گرم عصاره بود ]29[. تفاوت در نتایج محتوای 
فنول و فلاونوئید در این مطالعه با سایر تحقیقات صورت گرفته 
می تواند ناشی از نوع واریته، محل رشد گیاه )نوع خاک، دما و 
میزان آب(، زمان جمع آوری گیاه، روش خشک کردن، روش و 
شرایط مختلف استخراج عصاره و همچنین روش های مختلف 

اندازه گیری این ترکیبات باشد ]30، 31[. 

هستند  آزاد  رادیكال هاي  مهارکننده  که  آنتی اکسیدان هایی 
یكی از مهم ترین انواع آنتی اکسیدان هستند کـه بررسی ظرفیت 
آن هـا موضوع بسیاري از تحقیقـات و بحث هاي علمـی است. 
از  قبل  آزاد  رادیكال  مهار  از طریق  مهاري  آنتی اکسیدان هاي 
حمله به مولكول هاي ضروري بدن عمل می کنند ]32[. مهار 
رادیک ال آزاد یكـی از شناخته شده ترین مكانیسم هایی است کـه 
بـه واسـطه آن ترکیبـات آنتی اکسیدان می توانند اکسیداسیون 
چربی ها را مهار کننـد. اساس این روش بر مبناي احیای رادیكال 
آزاد محلول 2 و 2 دی فنیل 1- پیكریل هیدرازیل به وسیله 
آنتی اکسیدان ها در غیاب سایر رادیكال هاي آزاد در محیط است 
که نتیجه این عمل باعث ایجاد رنگی در محیط می شود که شدت 

آن با دستگاه طیف سنجی قابل اندازه گیري اسـت ]33[. 

نتایج حاصل از بررسی خواص آنتی اکسیدانی عصاره به لیمو نیز 
دال بر خاصیت آنتی اکسیدانی آن بود و با افزایش غلظت عصاره 
میزان مهارکنندگي رادیكال آزاد افزایش یافت که به علت افزایش 
مقدار ترکیبات فنولي و فلاونوئیدی در غلظت بالاتر عصاره اسـت. 
غلظت 1000 پی پی امِ عصاره این گیاه با آنتی اکسیدان بوتیل 
هیدروکسی آنیزول تفاوت معنی داری نداشت. قاسمی و همكاران 
آنتی اکسیدانی غلظت های مختلف  به بررسی فعالیت   )2019(
اسانس به لیمو پرداختند، آن ها اعلام کردند تمامی غلظت های 
اسانس به لیمو دارای خاصیت آنتی اکسیدانی بود ]34[. نوشاد و 
همكاران همچنین پتانسیل آنتی اکسیدانی عصاره آبی و اتانولی 
به لیمو را بررسی و مشاهده کردند که عصاره به لیمو از فعالیت 
آنتی اکسیدانی مناسبی برخوردار بود و عصاره اتانولی ظرفیت مهار 
رادیكال آزاد بالاتری نسبت به عصاره آبی نشان داد ]27[. رودکی 
دارای  به لیمو  گیاه  عصاره  کردند  گزارش   )2015( همكاران  و 

فعالیت آنتی اکسیدانی نسبتاً بالایی )70 درصد( است ]35[. 

نتایج حاصل از اندازه گیري قطر هاله عدم رشد به روش انتشار 
در آگار )دیسک و چاهک( نشان داد که عصاره اتانولی به لیمو بر 
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همه میكروارگانیسم هاي مورد بررسی موثر بود و با کاهش غلظت 
اثر بازدارندگی آن نیز کاهش یافت. به طوري که غلظت  عصاره 
12/5 میلی گرم بر میلی لیتر اثر کمی بر باکتری های گرم مثبت 
مورد آزمون داشت، اما بر هیچ یک از باکتري هاي گرم منفی موثر 
نبود و نتوانست هاله عدم رشد ایجاد کند. بر اساس نتایج حاصل 
عدم  هاله  قطر  میانگین  کمترین  مورد بررسی  روش   2 هر  در 
رشد در باکتری های گرم مثبت و گرم منفی به ترتیب مربوط 
به غلظت های 12/5 و 25 میلی گرم بر میلی لیتر بود. پروین و 
همكاران )2013( گزارش کردند باکتری های گرم مثبت نسبت 
میكروارگانیسم ها  سایر  از  حساس تر  زردچوبه  گیاه  اسانس  به 
بودند ]36[. نوشاد و همكاران نیز گزارش کردند که در غلظت 25 
میلی گرم بر میلی لیتر عصاره اتانولی به لیمو در باکتری سالمونلا 

تیفی هیچ گونه هاله عدم رشد مشاهده نشد ]27[. 

چوپانی و همكاران )2014( گزارش کردند عصاره متانولی گیاه 
به لیمو در غلظت های 25 درصد و بالاتر از آن بر باکتری های 
استافیلوکوک اورئوس و اشرشیاکلی دارای اثر ضدمیكروبی است 
]37[. باکتری های گرم مثبت نسبت به باکتری های گرم منفی 
حساس تر بودند. در بررسی اثر روش های مختلف اسانس بر میزان 
فعالیت ضدمیكروبی اسانس برگ به لیمو گزارش شده است که 
مستقل از روش استخراج، باکتری های گرم مثبت در مقایسه 
با انواع گرم منفی از حساسیت بیشتری برخوردار بودند ]38[. 
نیز گزارش کردند که سویه های گرم منفی  نوشاد و همكاران 
)اشرشیاکلی و سالمونلا تیفی( در مقایسه با سویه های گرم مثبت 
)استافیلوکوک اورئوس و استرپتوکوک پیوژنز( دارای هاله عدم 
رشد کمتری بودند ]27[. شاید علت حساسیت کمتر باکتري هاي 
گرم منفی نسبت به عصاره این گیاه غشای خارجی اطراف دیواره 
سلولی باکتري هاي گرم منفی باشد که سبب محدود کردن انتشار 

ترکیبات ضدمیكروبی به لایه لیپوپلی ساکاریدي می شود.

لایه  که  دارند  لایه   2 غشا،  منفی  گرم  باکتري هاي   
نام  به  و خارجی  داخلی  بین غشاي  فضایی  در  پپتیدوگلیكان 
فضاي پري پلاسمی قرار دارد. پري پلاسم بسیار فعال بوده و 
آنزیم هاي  و سم زداست.  تجزیه کننده  آنزیم هاي مختلف  داراي 
گروه  از  پروتئازها  و  )فسفاتاز  پلاسمی  پري  فضاي  در  موجود 
آنزیم هاي  و  سیلیناز  پنی  بتالاکتامازها(  و  تجزیه اي  آنزیم هاي 
فسفوریله کننده آمینوگلیكوزید از گروه آنزیم هاي سم زدا قادرند 
مولكول هاي وارد شده را تجزیه کنند ]39[. در مورد باکتري هاي 
گرم مثبت، مواد ضدمیكروبی به راحتی دیواره سلولی و غشای 
سیتوپلاسمی را تخریب می کنند که به نشت سیتوپلاسم و انعقاد 
آن منجر می شود. مكانیسم دیگر توانایی ترکیبات فنولی در اتصال 
با پروتئین هاست. این ترکیبات با تخریب گیرنده هاي سطحی 
می کنند  ایجاد  اختلال  پروتئین ها  سنتز  در  باکتري ها،  دیواره 
]40[. در شناسایی ترکیبات شیمیایی، فعالیت آنتی اکسیدانی 
مشخص  یونان  در  یافته  رشد  به لیمو  اسانس  ضدمیكروبی  و 

شد که میكروارگانیسم های لیستریا مونوسیتوژنز، استافیلوکوک 
اپیدرمایدیس، استافیلوکوک اورئوس، ساکارومایسس سروزیه و 
آسپرژیلوس نایجر از حساس ترین میكروارگانیسم ها و سالمونلا 
تیفیموریوم و اشرشیاکلی از مقاوم ترین باکتری ها به اسانس این 

گیاه بودند ]41[. 

از  جمع آوری شده  گیاه   16 روی  که  دیگر  مطالعه ای  در 
مناطق مختلف یمن انجام شد، مشخص شد که عصاره متانولی 
و  باسیلوس سوبتیلیس  اورئوس،  استافیلوکوک  بر  به لیمو  گیاه 
میكروکوکوس فلاووس دارای اثر ضدمیكروبی است. در حالی که در 
برابر باکتری هایی مانند اشرشیاکلی فاقد این خاصیت بود ]42[. 
همچنین مشخص شد که فعالیت ضدمیكروبی عصاره وابسته 
به غلظت است. با مطالعه اثر ضدمیكروبی عصاره اتانولی کرفس 
کوهیمشخص شد افزایش غلظت عصاره سبب افزایش قطر هاله 
عدم رشد در روش دیسک دیفیوژن می شود ]43[. سمنانی و 
همكاران نیز بیان کردند که با افزایش غلظت عصاره های اتانولی، 
استونی و آبی به لیمو، اثر ضد میكروبی تمامی عصاره ها افزایش 
یافت ]44[. وجود یا عدم وجود تفاوت معنی دار بین میانگین قطر 
هاله عدم رشد در غلظت هاي مختلف را می توان به مقدار ترکیبات 
فنولی و فلاونوئیدی موجود در عصاره نسبت داد. ارتباط مستقیمی 
بین افزایش غلظت عصاره و افزایش اثر مهارکنندگی وجود داشت. 
با افزایش غلظت، قطر هاله عدم رشد به طور معنی داري افزایش 
یافت. رابطه مثبت و معنی دار بین غلظت عصاره و ترکیبات فنولی 
رزماری،  کاکوتی،  بادرنجبویه،  شیرازی،  آویشن  چون  گیاهانی 
برگبو، مورد، زنیان، نعناع، اسطوخودوس، سیاه دانه و بوزیدان 
ثابت شده است. بنابراین با افزایش غلظت عصاره، غلظت ترکیبات 
فنولی به طور معنی داری افزایش یافته و به دنبال آن خاصیت 

ضدمیكروبی آن ها نیز افزایش یافت ]45[. 

به طور کلي مقایسه نتایج بین 2 روش دیسک دیفوژن آگار و 
چاهک در آگار نشان داد قطر هاله عدم رشد در روش چاهک 
در آگار نسبت به دیسک دیفیوژن آگار بیشتر است. علت این 
امر را می توان نفوذ بهتر عصاره اتانولی به لیمو در محیط کشت و 
تماس مستقیم بین عصاره با سویه های میكروبی در روش چاهک 
و ناکارآمدي روش دیسک در جذب کافی عصاره و انتشار آن 
این  دلیل  نیز  زیادي  پژوهشگران  دانست.  درون محیط کشت 
اختلاف را ذکر کرده اند ]46[. نتایج حداقل غلظت مهار کنندگی 
و حداقل غلظت کشندگی عصاره این گیاه نیز نشان داد بیشترین 
حساسیت در برابر عصاره به لیمو مربوط به باکتری استافیلوکوک 
سودوموناس  باکتری های  را  مقاومت  بیشترین  و  بود  ارئوس 

آئروژینوزا و سالمونلا تیفیموریوم از خود نشان دادند. 

زارع )2018( فعالیت ضدمیكروبی اسانس گیاه به لیمو را بر 
لوتئوس،  میكروکوکوس  اورئوس،  استافیلوکوک  باکتري هاي 
باسیلوس سرئوس، باسیلوس سوبتیلیس، اشرشیاکلی، کلبسیلا 
پنومونیه، سودوموناس آئروژینوزا، کلبسیلا اکسیتوکا، آسپرژیلوس 
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بررسی  دیفیوژن  با روش دیسک  را  آلبیكانس  کاندیدا  و  نایجر 
اسانس  فعالیت ضد قارچی  داد  نشان  پژوهشگر  این  نتایج  کرد. 
این گیاه از فعالیت ضدباکتریایی آن بیشتر است و حساس ترین 
میكروارگانیسم نسبت به اسانس آن آسپرژیلوس نایجر گزارش شد 
]47[. سمنانی و همكاران گزارش کردند عصاره هاي آبي، اتانولي 
و استوني استخراج شده از گیاه به لیمو داراي فعالیت ضدمیكروبي 
تنسیس،  ملی  بروسلا  پیوژن،  استرپتوکوک  باکتري هاي  علیه 

استافیلوکوک اپیدرمایدیس و کلبسیلا پنومونیه بودند ]44[.

نتیجه گیری

نتایج مطالعه حاضر نشان داد در عصاره اتانولی گیاه به لیمو 
ظرفیت مهارکنندگی رادیكال آزاد قابل توجه بود و اثر ضدمیكروبی 
بر سویه هاي مورد بررسی به ویژه باکتري هاي گرم مثبت از خود 
نشان داد. نتایج نشان داد باکتري هاي استافیلوکوک اورئوس و 
سودوموناس آئروژینوزا به ترتیب بیشترین و کمترین حساسیت را 
در برابر عصاره گیاه به لیمو از خود نشان دادند. مطابق نتایج، عصاره 
زیست فعال به لیمو قابلیت استفاده به عنوان منبع طبیعی ترکیبات 
ضدمیكروب جهت جلوگیری از ضرر اقتصادی محصولات غذایی، 
بروز مشكلات سلامتی ناشی از سویه های میكروبی و مقاومت 
باکتریایی نسبت به آنتی بیوتیک های مختلف را دارد. علاوه براین، 
و  فراسودمند  غذاهای  تولید  جهت  به لیمو  عصاره  از  می توان 
به منظور خنثی سازی صدمات ناشی از رادیكال های آزاد در بدن 
استفاده کرد. اگرچه انجام آزمون های تكمیلی به منظور کاربرد 

بالینی عصاره به لیمو پیشنهاد می شود.

در خاتمه به عنوان مهم ترین عوامل محدود کننده این تحقیق 
و  فیتوشیمیایی  آنالیز  امكانات  و  به کمبود دستگاه ها  می توان 
از سایر روش های  استفاده  برای  اعتباری  همچنین محدودیت 

تعیین خصوصیات آنتی اکسیدانی اشاره کرد.
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