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 چكيده
 ).Citrus limon L(ترش سيتوتوكسسيته اسانس ليموو اكسيداني، هماتولوژي  ضد ميكروبي، آنتيهاي  در مطالعه حاضر فعاليت

ترتيب زيـر   ليمو براساس حساسترين به مقاومترين به ها در برابر اسانس نماي حساسيتي ميكروارگانيسم. مورد آزمايش قرار گرفت
هاي  حداقل غلظت .E.coli> K. pneumonia> S. aureus> Streptococcus faecalis> Candida albicans> P. aeruginosa: بود

خاصيت كشندگي و مهاركنندگي ميكروبي خوبي بجز        ، اسانس .تعيين گرديد  اسانس تازه    )MBC( و كشندگي    )MIC(مهاركنندگي  
زدايـي انجـام و    كاروتن-اكسيداني اسانس با روش بتا خاصيت آنتياين رو از  . نشان دادPseudomonas aeruginosaدر خصوص 
 تقريبـاً وسيله اسانس ليمو    ه  بازدارندگي پراكسيداسيون ليپيد ب   .  استاندارد انجام شد   سنتتيك هاي اكسيدان نتياي آنها با آ    نتايج مقايسه 

زدايـي اسـانس ليمـو       راديكـال % 50مقدار اسانس لازم بـراي      .  بود BHA و BHTهاي سنتتيك    اكسيدان برابر يا بيش از قدرت آنتي     
µg/ml 81/22 فيتمحتواي فنلي و ظر   طوري كه     به.  بود DPPH       نسبت بين محتواي فنلـي و       بعدزدايي براي هر اسانس مشخص و 
 ـ      .  بـود  µgGAE/mg 43/57فنل كل اسانس خالص ليمو      . زدايي تعيين گرديد  DPPH ظرفيت ه بازدارنـدگي پراكـسيداسيون ليپيـد ب

اكسيداني احيا فريك در      آنتي  قدرت . بود BHA و BHTهاي سنتتيك    اكسيدان  برابر يا بيش از قدرت آنتي      تقريباًوسيله اسانس ليمو    
نحوي كـه     به.  ميكروليتر اسانس گاواژ شده بودند افزايش نشان داد        100ماه و روزانه به ميزان       سرم خون موشهايي كه به مدت يك      

اسانس ليمـو بـر عليـه       ) IC50(كشندگي  % 50غلظت  . ات درماني در نتيجه تغذيه اسانس توسط موشها در خون آنها ديده شد            تأثير
دهـد كـه     نتايج نـشان مـي    بنابراين  . ليتر تعيين گرديد    ميكروگرم در هر ميلي    57/0 و   97/0ترتيب    و خون محيطي به    Helaلهاي  سلو

 .اسانس ليمو با احتياط و فقط پس از تعيين دوز مورد مصرف قرار گيرد
 
 .).Citrus limon L (ترش اسانسي، ليموهاي روغناكسيدان،  سيتوتوكسسيته، آنتيضد ميكروبي،  : كليديهاي هواژ
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 مقدمه
 پيچيـده معطـر و      هاي  تركيبهاي اسانسي داراي     روغن

 ـ        فراّ طـور   هر حاصل از متابوليسم ثانويه گياهان هستند كه ب
ــتي بـ ـ   ــشي و بهداش ــنايع آراي ــيعي در ص ــورت ه وس ص

هاي  عنوان افزودني  ه معطر و در صنايع غذايي ب      هاي  تركيب
. گيرنـد  اده قـرار مـي    معطر يا نگهدارنده طبيعي مورد اسـتف      

 اسانـسي و    هـاي   روغنعلاوه بر خواص معطر، بسياري از       
ــزا ــت ءاج ــا داراي فعالي ــاي آرام  آنه ــضلاني،   ه ــش ع بخ
؛ Lu et al., 2002 (باكتريــال و ضــد قــارچ هــستند آنتــي

D’Auria et al., 2001 .(هاي تركيب و سيناسا هاي روغن 
 هـستند از فعاليت بيولوژيكي     طيف وسيعي  داراي آنها مهم

هاي شيمي غذايي،    كه ممكن است اهميت زيادي در زمينه      
 فايده اصلي   .باشد داشته بهداشتي و آرايشي،  فارماكولوژي

تواننـد در    ها مـي    اينست كه اين روغن    ،هاي اسانسي  روغن
 generally عنــوان بــه ند وخيلــي از غــذاها اســتفاده شــو

recognized as safe (GRAS)  بررسـي شـوند ) Kabara, 

هاي ضد ميكروبي به دليل حضور       برخي از فعاليت  . )1991
ها  كومارين ها، مثل فلاونوئيدها، ترپن   بيولوژيك فعال    مواد
هـا بـه    اين روغـن  .)Tepe et al., 2005 (هاست كاروتن و

طور وسيعي استفاده    همطبوعي كه دارند ب    دليل بوي معطر و   
شـيميايي كـه داراي      استفاده از مواد مـصنوعي و     . شوند مي

 ـ (فعاليت ضـد ميكروبـي هـستند        هـا،  عنـوان مهاركننـده    هب
 يكـي از    )هـا  كننـده  يا حتـي غيرفعـال     دهنده رشد و   كاهش

ــديميترين تكنيــــك ــد   قــ ــرل رشــ ــراي كنتــ ــا بــ هــ
  و  طبيعي هستند  ،مواد ضد ميكروبي   .هاست رگانيسمميكروا

تغيير رنـگ،   از دهند و  عمر مفيد مواد غذايي را افزايش مي      
 بـه   مشكلات مرتبط با سلامتي كه اساساً       و مشكلات بافتي 

متــابوليكي  هــاي آنزيماتيــك و ســري فعاليــت دليــل يــك
 منجـر بـه تغييـر مـواد غـذايي           كـه  هاسـت  ميكروارگانيسم

؛ Feng & Zheng, 2007( دن ـكن ي مـي شـود، جلـوگير   مـي 
Lopez-Malo et al., 2000.(ميكروبي طبيعي،   از مواد آنتي

 گياهـان و از ي بـسيار هاي اسانسي استخراج شده از   روغن
 روبي آنها بررسي شده اسـت      اثر ضد ميك   كههستند  ها   ميوه

)Been et al., 2007 ؛Dehghan et al., 2007 .(
زيـاد، نـانوتكنولوژي،     هاي جديدي از قبيـل فـشار       تكنيك

ــوافكني و  ــ پرت ــره ب ــور  هغي ــيعط ــيوس ــازي  ي در خنث س
كـه   شـود، در حـالي     هاي مواد غذايي اسـتفاده مـي       يگژوي

هـاي عملكـردي بـه بهبـود         گـي ژ جديد بـا وي    هاي  تركيب
هـاي غـذايي كـه     حـذف افزودنـي   .كنند سلامتي كمك مي

 مورد تقاضاست، در حـالي  شود، طور وسيعي استفاده مي هب
هـم از نظـر      هاي طبيعي هم از نظـر كيفيـت و         كه افزودني 

به همين منظور محققـان بـدنبال       .  هستند تأييدايمني مورد   
ايـن   .هـا هـستند   افزودنـي  يـا  ا وه منابع جديدي از تركيب

ها داراي خاصيت ضـد ميكروبـي در چنـدين مـاده          عصاره
سـايز  ). Fernandez-Lopez et al., 2005 (غذايي هـستند 
 آنهـا اجـازه     هـاي اسانـسي بـه      هاي روغـن   كوچك ملكول 

هـاي   ينـد ابين ديواره سلولي نفوذ كننـد و فر        دهد كه از   مي
همچنـين  .  قـرار دهنـد    تـأثير بيوشيميايي مختلف را تحت     

 كـه   باشند  مي روحي رواني    تأثيرهاي اسانسي داراي     روغن
فعاليـت بيولـوژيكي   . شـوند  اسـتفاده مـي   رايحه درماني در

هـاي   غنرو. شان است ياه روغن اسانسي وابسته به تركيب    
ــباسانــسي كــه داراي ــولي هــاي  تركي مثــل تيمــول و  فن

ــارواكرول  ــستند، داراي ك ــأثيره ــيت ــسيداني و  ات آنت اك
 ,Misharina & Samusenko( باكتريايي قوي هـستند  آنتي

 از پژوهشهاي مهم امروز دنيـا، بررسـي    ديگريكي ).2008
اثر ضد سرطاني گياهان و امكان تهيه داروهاي مؤثر از آنها           

باشـد كـه در ابعـاد بـسيار        درمان بيماري سرطان مـي     براي
 هـاي  روغـن اسـتفاده از    . باشـد   وسيع در حـال انجـام مـي       
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 ياه ـاسانسي عاري از واكنشهاي سيـستميك مـضر يـا اثر          
اسانـسي   هـاي   روغـن برخـي   نحـوي كـه       بـه .  نيست يسم 
 اي را  توانند مسموميت همراه با انقبـاض حركـات روده         مي

و برخي ماننـد روغـن   ) Millet et al., 1981(سبب شوند 
 ,.Naganuma et al(ليمـو فتوتوكسـسيته ايجـاد نماينـد     

 بــر حيوانــات in vivo تــأثير منتــشره ياه گزارشــ.)1985
ــف  ــسيته) Orafidiya et al., 2004(مختل  و سيتوتوكس

in vitroاند   بر سلولهاي گوناگون را توضيح داده)Hayes 

& Markovic, 2002 .( حصول اطمينان از سلامت و ايمني
هر تركيب دارويي آرايشي يا مكمل غـذايي جديـد بـراي            

ش از ورود محـصول بـه بـازار دارويـي          كنندگان پي  مصرف
هـاي بررسـي     به همين منظـور آزمـايش     . باشد ضروري مي 

 روي in vitro جديــد بــه صــورت هــاي تركيــبســميت 
 روي انـواع  in vitroحيوانات آزمايشگاهي يـا بـه طريـق    

اين مطالعه با هـدف فـوق طراحـي     .دشو سلولها انجام مي
  .استشده 
 

 مواد و روشها
 اسانس ليمو

شـركت  (س ليمو از منابع توليـدي داخـل كـشور           اسان
رسـد تهيـه     ها به فروش مي    كه در داروخانه  ) باريج اسانس 

 . گرديد
 
 هاي ميكروبي سويه

 : هاي مورد مطالعه بشرح زير بودند ميكروارگانيسم
 

E.coli (ATCC25922)  
Streptococcus faecalis (PTCC33186)  
Klebsiella pneumonia (ATCC13883) 
S.aureus (ATCC 25923)  
Pseudomonas aeruginosa (ATCC8830)  
Candida albicans (ATCC 5027) 

 

 بررسي اثر ضد ميكروبي
 و همكـاران    Yadegariniaاثر ضد ميكروبـي بـا روش        

براي مطالعه اثـر ضـد ميكروبـي از دو          . انجام شد ) 2006(
 )Dilution test( و رقـت  )Diffusion test(روش انتـشار  

ه شد كه از ميان روشـهاي انتـشار از روش ديـسك             استفاد
 و از ميان روشهاي رقـت از  )Disk -plate method(پليت 

اسـانس بـا    µl30 مقـدار  .اي اسـتفاده شـد   روش رقت لوله
سوسپانـسيون   ليتر ميلي 5 در 1 و   2/1،  4/1،  8/1ي  ها  رقت

زدن در انكوبـاتور بـه مـدت         ميكروبي ريخته و پس از هم     
ــرار24-18 ــيله بعـــد  داده شـــد و ســـاعت قـ  بـــه وسـ

اسپكتروفتومتر جمعيت ميكروبي تعيين و در نتيجه حداقل        
 Minimal Inhibitory(غلظـــــت مهاركننـــــدگي 

concentration(ــد ــدام از  بعــد . مــشخص گردي از هــر ك
 ليتـر   ميلـي  1/0  نداده بودنـد   ها كه رشد جمعيت نشان     لوله

 و حـداقل    روي پليت حاوي نوترينت آگار كشت داده شد       
ــشندگي غ ــت كـــ  Minimal Bactericidal(لظـــ

concentration(     طوري   به .دي ماده ضد ميكروبي تعيين گرد
پـس از    ،كـشي اسـانس    بوسينتيك ميكـر  براي مطالعه   كه  

 106هـاي ميكروبـي محتـوي      از سوسپانسيون  MBCتعيين  
ــي  ــلول ميكروب ــدار   س ــه و مق ــانس در µl50تهي  ml5 اس

مقـدار   ،معـين   فواصل زمـاني   در. شدسوسپانسيون ريخته   
µl10      سـطح   بـر سـازي    پس از رقيـق   و   از هر لوله برداشته 

 به مـدت    وطور يكنواخت گسترده     محيط نوترينت آگار به   
هـا    تعداد كلني  بعد .شدداخل انكوباتور گذاشته      ساعت 24

 با ضرب عكـس رقـت در تعـداد          وبا كلني كانتر شمارش     
وسپانسيون ليتر س  تعداد باكتريهاي زنده در هر ميلي ،ها كلني

  .گرديدتعيين 
گيــري يــا  حلالهــاي مختلــف كــه در اســانسبنــابراين 

 در  د قـبلاً  رفتن ـگ سازي اسانس مورد استفاده قرار مـي       رقيق
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 آنها روي ميكروبهاي مـورد      تأثيري مختلف تهيه و     ها  رقت
 متـانول و    .مطالعه با روشهاي انتشار و رقت آزمـايش شـد         

DMSO) Dimethyl Sulfoxide( ــأثير ــد ت ــي  ض ميكروب
در كليـه    .سازي قرار گرفتنـد    نداشتند و مورد استفاده رقيق    

عنـوان شـاهد مـواد ضـد       بـه DMSOا از  ه مراحل آزمايش 
 .ميكروبي استفاده شد

 
 اكسيداني اسانس تعيين خواص آنتي

زدايـي و    كاروتن-اكسيداني با دو روش بتا     خواص آنتي 
ــال  ــدرت راديك ــين ق ــتاندارد   تعي ــهاي اس ــا روش ــي ب زداي

)Rasooli et al., 2008 (  ـ.انجـام شـد  طـور خلاصـه در    ه ب
 ميكروليتـر از هـر كـدام از         200 زدايي كاروتن-آزمايش بتا 

در  كـاروتن -بتـا ليتر از امولسيون      ميلي 5ها با    اكسيدان آنتي
 5 ميكروليتـر آب مقطـر بـه         200. گرديـد كووت مخلـوط    

عنـوان    اضافه كـرده و بـه      اسيد لينولئيكليتر امولسيون    ميلي
 با  اًها فور  همه نمونه . فتمورد استفاده قرار گر   منفي  اهد  ش

) t= 0زمان صفر يـا  (ند ددستگاه اسپكتروفتومتر خوانده ش
 nm470 دقيقه با طول مـوج       120 دقيقه تا    15 در هر    بعدو  

ميان  ه درجه در فاصل   50كووتها در دماي    . نديادداشت شد 
همـه  . نددش گيريهاي اسپكتروفتومتري ترموستاته مي    اندازه
 . نددگيريها سه بار تكرار ش اندازه

 AAC= Antioxidant Activity(اكسيداني  فعاليت آنتي

Coefficient( با فرمول زير محاسبه شد: 
 
AAC= [(AA(120) – AC(120)/(AC(0) – AC(120)] X 1000 

 
AA(120) =دقيقه 120اكسيدان در زمان  جذب آنتي )t= 120( 
AC(120)=  دقيقه 120جذب شاهد در زمان )t= 120( 

AC(0)=  دقيقه صفرجذب شاهد در زمان )t= 0( 

، DPPHبـا تـست    زدايـي  فعاليت راديكـال براي تعيين 
lµ10  اسانس را بـا lµ900يتـر  ميكرول(pH 7.4) 100mM  

Tris-HClميكروليتر 50و اتانول ميكروليتر 40 ؛ TWEEN 

20) w/w 5/0% (يـك بـه    فـوق  مخلـوط  و كـرده  مخلوط 
 اتـانول  در) DPPH  )0.5 mM= 0.2 mg/ml ميكروليتـر 

 بـا  ًفـورا  جـذب  و زده هـم  بـشدت  را مخلوط. دش اضافه

 دقيقـه ادامـه     70ثبت تـا    .  ثبت گرديد  nm 517 موج طول
كـه ديگـر نوسـاني       ييد تا جا  شا يادداشت   هيافت و نوسان  

  آب مقطـر و     از براي شـاهد بـه جـاي اسـانس        . ديده نشد 
Trolox )1 mM (يدان پايدار استفاده شداكس آنتي عنوان به. 

زدايي اسانس با فرمول زير و براسـاس         فعاليت راديكال 
 :گرديد هسباحم DPPHدرصد ممانعت 

 
Inhibition percentage (IP)= [(AB – AA)/AB] × 100 
Absorbance value of blank checked after 70 
minutes =AB 
Absorbance value of sample checked after 70 
minutes =AA 

 
 Total phenolic content (TPC)تعيين فنل كل اسانس 

و ) Kahkonen et al., 1999(فنل كل اسانس با روش 
 Folin–Ciocalteau(با استفاده از سنجش فولين سيوكالتيو 

assay ( ميكروليتـر نمونـه در      300طوري كـه      به. انجام شد 
ليتـر فـولين سـيوكالتيو بـا          ميلي 5/1لوله آزمايش ريخته و     

وزنـي  % 5/7(سـديم    ليتر كربنات   ميلي 2/1 برابر و    10رقت  
 دقيقـه   30هـا بـه مـدت        لولـه . به آن افزوده شـد    ) حجمي

ــده و  ــه ش ــدانكوب ــوري  بع ــف ن  nm 765 جــذب در طي
 Sigma Co., 0.2–1 mg/ml(گاليك اسيد . گيري شد اندازه

gallic acid (ــه ــد   بـ ــتفاده شـ ــتاندارد اسـ ــوان اسـ  عنـ

)y = 0.0111x−0.0148; r2= 0.9998 .(    فنـل كـل معـادل
 ]gallic acid equivalent (GAE)[گرم گاليك اسـيد   ميلي
 .دشگرم نمونه تعريف 100در 
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) FRAP(اكـسيدان    تعيين قـدرت احيـاي فريـك آنتـي        
 اسانس ليمو در سرم موش

ــاس ر  ــنجش براسـ ــن سـ  Strain  وBenzie وشايـ
 10-40(هــا  نمونــهنحــوي كــه  بــه.  شــدانجــام )1996(

-tripyridyl-s (ferric-TPTZليتـر     ميلي 3با  ) ميكروليتر

triazine ( 593تغيير جذب در طـول مـوج        . مخلوط شد 
گيري شـد تـا       دقيقه اندازه  90نانومتر در زمان صفر و تا       

ــد  ــت ش ــت. ثاب ــول   غلظ ــف محل ــاي مختل  از Fe(II)ه
)FeSO4.7H2O(    ــدرت ــنجش ق ــيون س ــراي كاليبراس ب

اسـانس ليمـو در     ) FRAP(اكـسيدان    احياي فريك آنتـي   
 .سرم موش استفاده شد

 
 Acute and(اسـانس  مـزمن  و تحـت  حاد سميت تعيين 

Subchronic toxicity( 
هاي اسانسي بـا دوز      براي تعيين توكسسيته حاد، روغن    

خـوراكي  طريق  ه  گرم در كيلو وزن بدن ب       ميلي 3000-100
 Wistar rats )Rattus norvegicus; 180–200 در موشهاي

g (دي ـمصرف گرد) Fontenelle et al., 2007( .   نتـايج بـا
مقايـسه   ]Tween 80 in saline (v/v) %3 [گـروه شـاهد  

. ندد سنجيده ش ـ  Excel افزار  با استفاده از نرم    LD50. نددش
قـرار گرفتـه و      ساعت مورد مـشاهده      1حيوانات به مدت    

براي سنجش توكسسيته تحـت      .نددشمشاهدات ثبت   عد  ب
ــاد  ــصرف  Subchronic txicity (30(ح ــس از م  روز پ

 پارامترهاي زير مـورد  Wistar rats خوراكي اسانس توسط
هماتولوژيـك، هيـستوپاتولوژيك و     : نـد فتمطالعه قـرار گر   
 urea ،creatinine ،glutamic-oxalacetic(بيوشيمي سرم 

transaminase (GOT)  وglutamic-pyruvic 

transaminase (GPT) .(آوري شـده   هاي خون جمع نمونه
 و WBCs ،RBCدر روزهــاي صــفر و ســي بــراي آنــاليز 

 . ندفتگر هماتوكريت هموگلوبين مورد استفاده قرار 

  اسانسسميت سلوليتعيين 
اي خـون    هـسته  دو رده سلول سرطاني و سـلولهاي تـك        

 Plumb et(ند فتارگر مورد مطالعه قرMTTمحيطي با روش 

al., 1989 .( در ايـــــن روش احيـــــا MTT] 3-(4,5-

dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide[ 
ها به محصول آبي فرمازان  هيدروژناز ميتوكندري وسيله ديه ب

دهنده عملكـرد طبيعـي ميتوكنـدري و     شود كه نشان  انجام مي 
از برداشـت از  پـس  ). Lau et al., 2004(حيات سلول است 

 5×105 تــا 1×104هــاي كــشت، ســلولها بــه تعــداد  فلاســك
هـاي   در پليـت ) براساس پروتكل كشت هر سلول سـرطاني      (

 ميكروليتـر محـيط كـشت در هـر          100 چاهكي محتـوي     96
 ساعت زمـان    24سلولها براي چسبيدن    . نددانكوبه ش  چاهك

 48 به مدت    ي مختلف اسانس  ها  رقتد و پس از آن با       نبر مي
 )MTT )mg/ml 5 ميكروليتـر از     20. شوند  مواجه مي  ساعت

به هر چاهك اضافه شده و بـه        ) PBS(در سالين بافر فسفاته     
. نددگراد انكوبه ش ـ    درجه سانتي  37 ساعت در دماي     4مدت  

 به هـر چاهـك      DMSO ميكروليتر   100محيط تخليه شده و     
 درجـه   37 دقيقه انكوباسيون در دمـاي       10پس از   . اضافه شد 

و  DMSO% 1/0مواجـه شـده بـا       (راد جذب شـاهد     گ سانتي
 در دسـتگاه الايـزا ريـدر بـا          شده با اسانس   هاي مواجه  نمونه

منحنـي بقـا    . دند نانومتر خوانـده و ثبـت ش ـ       570طول موج   
با توجه بـه سـلولهاي انكوبـه شـده شـاهد            ) سلولهاي زنده (

سيتوتوكسسيته عبارت خواهد بود از غلظـت       . شود ترسيم مي 
 ـ  ). IC50% (50 به ميزان    ماده مانع رشد   صـورت  ه  همه تستها ب

 .نددسه بار تكرار انجام ش
 

 نتايج
 ليمو اسانسها در برابر  نماي حساسيتي ميكروارگانيسم

 ترتيـب زيـر بـود      حـساسترين بـه مقـاومترين بـه       براساس  
 .)1جدول (
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E. coli>K. pneumonia>S. aureus>Streptococcus 
faecalis>Candida albicans>P. aeruginosa 
 

 و  )MIC(هـاي مهاركننـدگي      جهت تعيين حداقل غلظت   
ي مختلـف در    هـا   رقت اسانس تازه را در      )MBC(كشندگي  

 ميكروارگانيـسم   107بي محتوي   وبرابر سوسپانسيونهاي ميكر  
شـده در آزمـايش      ي تعيـين  هـا   رقـت  .ليتر قرار داديم   در ميلي 

MBC             در برابر سوسپانسيون ميكروبـي قـرار داده شـدند تـا 
 و رابطه آن با هاله ممانعت       )1 شكل(نتيك مرگ ميكروبي    سي

خاصـيت   ،اسـانس  .بدسـت آيـد    )2 شـكل (رشد ميكروبـي    
كشندگي و مهاركنندگي ميكروبي خوبي بجـز در خـصوص          

Pseudomonas aeruginosaنشان داد .  
 اكــــسيداني اســــانس بــــا روش خاصــــيت آنتــــي

 بـا   ايـي آنهـا    زدايي نيز انجـام و نتـايج مقايـسه         كاروتن-بتا
 نـشان داده    3 شـكل استاندارد در   سنتتيك  اكسيدانهاي   آنتي

 ـ      . شده اسـت   وسـيله  ه  بازدارنـدگي پراكـسيداسيون ليپيـد ب
هاي  اكسيدان  برابر يا بيش از قدرت آنتي      تقريباًاسانس ليمو   

% 50مقدار اسانس لازم بـراي      .  بود BHA و BHTسنتتيك  
 پـس از  .  بـود  µg/ml 81/22زدايـي اسـانس ليمـو        راديكال
 اسـتاندارد فنـل براسـاس ميكروگـرم گاليـك           شكلترسيم  

زدايـي بـراي هـر      DPPH اسيد، محتواي فنلـي و ظرفيـت      
اسانس مـشخص و سـپس نـسبت بـين محتـواي فنلـي و               

فنـل كـل    . )4 شـكل (زدايي تعيين گرديـد     DPPH ظرفيت
بازدارندگي . بود µgGAE/mg 43/57اسانس خالص ليمو    
 برابـر يـا     تقريبـاً ليمو  وسيله اسانس   ه  پراكسيداسيون ليپيد ب  
 BHA و BHTهـاي سـنتتيك      اكسيدان بيش از قدرت آنتي   

 .)2جدول  (بود

 

  براساس ايجاد هاله عدم رشدليموس  ضد ميكروبي اسانتأثير -1جدول 
 )دقيقه( Dارزش  انحراف معيار )متر ميلي(نعت رشد اميانگين هاله مم نام ميكروارگانيسم
E. coli 75/15  71/1  57/8  

Streptococcus faecalis 25/10  96/0  42/6  

K. pneumonia 11 82/0  57/8  

S. aureus 5/10  58/0  57/8  

P. aeruginosa 0 0 - 

Candida albicans 9 15/1  42/6  

 

اسانس ليمو ) IC50(زدايي  راديكال% 50و غلظت (%) زدايي   محتواي فنلي معادل گاليك اسيد و تعيين قدرت راديكال-2جدول 
 اكسيدانهاي استاندارد  و مقايسه با آنتيDPPHآزمايش در 

 مقدار اسانس
)µg( 

DPPH 
درصد ممانعت 
inhibition(%) 

 انحراف معيار
 معادل ميكروگرم گاليك اسيد 

 گرم نمونه در هر ميلي
 IC50 (µg) انحراف معيار

µg 10 47/21 46/0 43/57 53/1 81/22 
 µg5 18/11 14/0 10/26 1  
 µg5/2 18/4 16/0 77/8 58/0  

BHT 1mM 66/12     
BHA 1mM 12/18     

Trolox 1mM 64/99     
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 اسانس ليمو در سرم موش) FRAP(اكسيدان   قدرت احياي فريك آنتي-3جدول 
 %) (نسبت اسانس به شاهد معادلFeSO4.7H2O (µg/ml) نمونه

19/405 اسانس خالص ليمو ± 7/8  178 

25/226 شاهد ± 8/5  100 

 
 هاي سرم خون موشهايي كه به مدت يك ماه   نتايج هماتولوژيك و شيمي باليني نمونه-4جدول 

 مصرف كردند  ميكروليتر در روزCitrus limon (100(اسانس ليمو 
Parameters Control Mean value (Test) % change P value 

Initial Body weight (g) 142.50±2.89 155±5 108.77 0.0083 
Final Body weight (g) 157.50±5.00 199.67±4.51 126.77 0.0001 

Weight gain (%) 110.53±2.92 128.84±1.26 18.31 0.0002 
Erythrocyte count (RBC) (×106/lL) 8.81±0.27 9.17±0.84 104.11 0.4461 
Total white blood cell (WBC) and 

differential leukocyte count (×103/µL) 
9400±668.33 11666±1553.49 124.11 0.0442 

Hemoglobin concentration (HGB) 
(g/dL) 

15.83±0.17 16.4±1.35 103.63 0.4220 

Hematocrit (HCT) (%) 48.18±1.31 47.9±1.65 99.43 0.8149 
Platelet count (PLT) (×103/µL) 238500±16583.12 566333±38475.10 237.46 0.0000 

Red Cell Distribution Width [RDW 
(%)] 

13.13±0.88 14.7±3.32 112.00 0.3928 

Mean Platelet Volume (MPV) 7.20±0.39 7.23±0.51 100.46 0.9256 
Mean corpuscular volume (MCV) 

(fL) 
54.70±1.46 51.33±2.52 93.85 0.0735 

Mean corpuscular hemoglobin (MCH) 
(pg) 

18.25±0.57 17.83±0.15 97.72 0.2804 

Mean corpuscular hemoglobin 
Concentration [MCHC (g/dL)] 

33.40±1.19 34.47±1.52 103.19 0.3423 

Fasting glucose (GLUC) (mg/dL) 221±7.79 199.67±1.53 90.35 0.0060 
Blood Urea nitrogen (BUN) (mg/dL) 45.33±2.68 38.1±3.42 84.06 0.0253 

Blood creatinine (CREA) (mg/dL) 0.64±0.10 0.56±0.12 87.66 0.3861 
Uric acid 6.08±0.22 6.43±0.71 105.90 0.3737 

Total cholesterol(CHOL) (mg/dL) 75.75±0.96 73±1.73 96.37 0.0417 
Triglycerides (TRIG) (mg/dL) 45±9.20 54.67±5.51 121.48 0.1715 

HDL 45.50±4.01 27.33±2.52 60.07 0.0010 
LDL 15.05±1.92 23.67±0.58 157.25 0.0007 

Cholesterol/HDL ratio 1.68±0.16 2.69±0.25 160.30 0.0013 
LDL/HDL ratio 0.33±0.03 0.87±0.06 263.20 0.0000 

SGOT 530.75±68.64 521.33±8.50 98.23 0.8267 
SGPT 236.75±49.73 133.67±6.51 56.46 0.0176 

Alkaline phosphatase (ALKP) (U/L) 136.75±33.42 231.33±11.93 169.17 0.0059 
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ــا فريــك در ســرم خــون   قــدرت آنتــي اكــسيداني احي
 100موشهايي كه به مـدت يـك مـاه و روزانـه بـه ميـزان        

ميكروليتر اسانس گـاواژ شـده بودنـد، افـزايش نـشان داد             
 اسانس توسط   تأثيرات درماني در نتيجه تغذيه    ). 3جدول  (

% 50غلظـت   ). 4جـدول   (موشها در خون آنها ديـده شـد         
 و  Helaاسانس ليمو بـر عليـه سـلولهاي         ) IC50(كشندگي  

 ميكروگـرم در هـر      57/0 و   97/0ترتيـب    خون محيطي بـه   
 ).5جدول (ليتر ارزيابي گرديد  ميلي

 
 و طبيعي انسان نتايج تاثير توكسيك رقتهاي مختلف اسانس ليمو بر سلولهاي سرطاني -5جدول 

درصد لنفوسيتهاي زنده رقت ليمو Helaدرصد مرگ سلول Helaدرصد سلول زنده  رقت ليمو
 درصد 

 مرگ لنفوسيتها

0 32/11±100 0 0 09/3±100 0 

1/0 0±21/0 79/99 1/0 13/1±27/73 73/26 

05/0 19/1+42/3 58/96 01/0 80/8±70/79 30/20 

025/0 05/2±33/12 67/87 001/0 35/3±57/92 43/7 

0125/0 19/1±47/42 53/57 - - - 

00625/0 51/15±70/63 30/36 - - - 

IC50 gµ 97/0   gµ 57/0  
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 سانس ليمو رابطه قطر هاله ممانعت رشد با سينتيك مرگ ميكروبي در مواجهه با ا-2 شكل

 

 
 كاروتن-هاي استاندارد با روش بتا اكسيدان اكسيداني اسانس ليمو با آنتي  مقايسه خاصيت آنتي-3شكل 
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 بحث
 ضـد هـاي    در مطالعه حاضر تركيب شيميايي و فعاليت      

س ليمـو    اسـان   سيتوتوكسـسيته  اكـسيداني و   ، آنتي ميكروبي
 در مواجهـه   ميكروبيحساسيت  . آزمايش قرار گرفت  مورد  

قارچي اسانس ليمو با     خاصيت ضد . با اسانس متفاوت بود   
اسـت   هدف نگهداري مواد غذايي با موفقيت گزارش شده       

)Viuda-Martos et al., 2008(.  ــه ــأثيرمطالع ــدت   ض
ــي ــانسميكروب ــده  اس ــاوت عم ــر   اي را تف ــه ه ــسبت ب ن

يـد  ؤي مختلف نـشان داد كـه م       ها  رقتميكروارگانيسم در   
ســاير   در مقايــسه بــا )Digrak) 1996و Bagci  نظــر
هـاي اسانـسي     روغناين محققان    .باشد هاي فرار مي   روغن

  كشي به سه دسته غيرفعال، تقريباً ميكروباز نظر قدرت  را
 ايـن   تأييـد ضمن  . اند بندي نموده  مفعال و بسيار فعال تقسي    

بنـدي در    د كـه چنـين تقـسيم      تـوان اضـافه كـر       مي ،مطلب
هـاي متنـوع از      پذيري ميكروارگانيسم تأثيرخصوص ميزان   

 بازدارنـدگي   تـأثير . يك نـوع اسـانس نيـز صـحيح اسـت          

ــت ــا رق ــن ه ــف روغ ــد    ي مختل ــر رش ــسي ب ــاي اسان ه
ــسم ــشان داد ميكروارگاني ــا ن ــا  هه ــا و مخمره ــه باكتريه  ك

 & Kivanc(هـا هـستند    حـساستر از سايرميكروارگانيـسم  

Agkul, 1986( . بررسـي هالـه عـدم رشـد     طـوري كـه    بـه
ــشتن   ــراي كــ ــان لازم بــ ــداقل زمــ ميكروبــــي و حــ

دهد كه اندازه قطـر هالـه عـدم          نشان مي  ها ميكروارگانيسم
 كـشي آن نـدارد     ميكـروب رشد ارتباط چنداني با سـينتيك       

كه در اين مطالعـه نـشان داده شـد           طوري همان. )2 شكل(
 بـود ولـي در      ميكروبي اسانس بيـشتر    چند قدرت ضد   هر

هايي بـا قطـر كمتـر ولـي قـدرت             هاله  بعضاً ،تست انتشار 
شد كه اين موضـوع بـا نظـر          كشي بيشتر ديده مي    ميكروب
Pandey   ممكـن اسـت    . مطابقت دارد ) 1996 (همكاران و

اسانس بـا ايجـاد هالـه بـزرگ، زمـان بيـشتري نيـز بـراي                 
تـوان اسـتنباط      مي بنابراين. كشي لازم داشته باشد    ميكروب

توانـد    نمـي  هاي عدم رشـد دقيقـاً      مود كه اندازه قطر هاله    ن
 باشد و براي تعيين ميزان حساسيت       MBC يا   MICبيانگر  
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 آن )GAE(ليمو با محتواي گاليك اسيد اسانس  )DPPH(اكسيداني   رابطه فعاليت آنتي-4شكل 
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ميكروبـي تعيـين قطـر       هر ميكروارگانيسم به هر ماده ضد     
ــه و  ــتلاف .  لازم اســتMBC و MICهال ــن اخ ــأثيراي  ت
ــن ــراّ روغ ــاي ف ــاري ه ــل بيم ــر عوام ــشان ر ب ــده  زا، ن دهن
 متفاوت و خاص آنها نسبت بـه   ،مؤثري   شيمياي هاي  تركيب

زاست و ايـن اخـتلاف       يكديگر و نسبت به عوامل بيماري     
شـود كـه     هاي متفاوت بيشتر مـي     با گياهان مختلف و گونه    

هـا از     شـيميايي اسـانس    هـاي   تركيبدهنده وابستگي    نانش
 & Shu(هاي مختلف گياهي و شـرايط اقليمـي آنهـا     گونه

Lawrence, 1997 (ل موارد استفاده دارويـي  و حتي احتما
رسد  به نظر مي  بنابراين  . باشد گوناگون يك گونه گياهي مي    

  مـورد  هاي  ميكروبي در كليه اسانس    يت ضد صبيشترين خا 
ماننـد ليمـونن باشـد        منـوترپني  هاي  تركيبمطالعه مرهون   

)Lis-Balchin et al., 1998.(  
اكـسيداني   گزارشي از مطالعه خاصيت آنتـي     به هر حال    

 & Misharina( ليمـــو در دســـترس اســـت اســـانس

Samusenko, 2008.(     فنل كل اسـانس خـالص ليمـوµg 

GAE/mg 43/57   فنلهـا و فلاونوئيـدهاي     ). 2جدول  ( بود
ــشاني    ــا فرون ــد را ب ــسيداسيون ليپي ــاهي ممانعــت پراك گي

كـردن آهـن در آنـزيم        راديكالهاي پروكسي و احيا يا كلاته     
ــاً  ــسيژناز و نهايتـ  ــليپوكـ ــت از شـ ــنش  ممانعـ روع واكـ

؛ Takahama, 1985( دهنـد  پراكسيداسيون ليپيد، انجام مـي 
orel et al., 1986 .(  روشهاي زيادي براي ارزيابي قـدرت

هاي بيولوژيكي وجود دارد كه همگـي        اكسيداني نمونه  آنتي
 براسـاس نـوع واكـنش        و طـور كلـي زيـر دو مجموعـه         هب

روشـهاي  ). Huang et al., 2005(شـوند   بنـدي مـي   طبقـه 
ربرگيرنده واكنش انتقال الكترون شامل سنجش فنـل كـل      د

ــتفاده از   ــا اسـ   وFolin–Ciocalteu reagent ،TEACبـ
DPPH radical-scavenging assay ــستند ــايش . ه آزم

 روش حساس و مـستقل از       DPPHزدايي   سنجش راديكال 

ــستر ــت سوب ). Yamaguchi et al., 1998(اســت  قطبي
DPPH توانـد بـا      كـه مـي    راديكال آزاد پايـدار اسـت       يك

لكـول  وگرفتن يك الكترون يا راديكال هيدروژن به يـك م         
داري بـين    نـسبت معنـي   . ديامغناطيس پايدار تبـديل شـود     

اي  زدايي براي هـر ادويـه       DPPH محتواي فنلي و ظرفيت   
در ايـن مطالعـه   ). Ho et al., 2008( گزارش شـده اسـت  

يك هاي سـنتت  اكسيدان زدايي اسانس با آنتي  DPPH ظرفيت
تفـاوت در   طـوري كـه       به). 3 شكل(د  شاستاندارد مقايسه   

تواند مربـوط بـه توانـايي زدودن         اكسيداني مي  فعاليت آنتي 
ــسي، راديكا ــاي پروكــ ــاي آزاد لراديكالهــ  و DPPHهــ

). Singh et al., 2005(راديكالهــاي هيدروكــسي باشــد 
ها با محتواي فنلي بـالا و خاصـيت خـوب            بنابراين اسانس 

اي و نگهـداري     د براي اهداف تغذيه   نتوان ي مي اكسيدان آنتي
 & Thippeswamy(د نغذايي مورد استفاده قرار گيرمواد 

Naidu, 2005 .( نسبت مثبت بين محتواي فنلي و خاصيت
-Tzung(شده  ها گزارش    ها و اسانس   اكسيداني عصاره  آنتي

Hsun et al., 2008 (يــد آن اســتؤو مطالعــه حاضــر م 
 خـوراكي   تـأثير ي ديگران مبني بر     تحقيقات قبل . )4 شكل(

گـر   هـاي واكـنش    ها بر سلامتي مبتني بر وجود گونـه        ادويه
اكسيژني مانند سوپراكسيد، پروكسيد هيدروژن و راديكـال        

نتـايجي ماننـد   ). Suhaj, 2006(هيدروكسيل در بدن است 
دار بـا     فنلـي و ارتبـاط معنـي       هـاي   تركيـب  نـسبي    اوانيفر

ــي  ــيت آنت ــاس   خاص ــسيداني براس ــشي  ك ــهاي سنج روش
ييد مطالعـات ديگـران     أتواند در ت    مي DPPHكاروتن يا   -بتا

 ). Shan et al., 2005؛ Dragland et al., 2003(باشد 
ــا فريــك در ســرم خــون   قــدرت آنتــي اكــسيداني احي

 µl100ماه و روزانـه بـه ميـزان          موشهايي كه به مدت يك    
. )3جـدول   (اسانس گاواژ شده بودنـد افـزايش نـشان داد           

تواند بـه محتـواي فنلـي اسـانس          اكسيداني مي  يت آنتي فعال
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 بـا   جات مختلف ظـاهراً     محتواي فنلي ادويه    و مربوط باشد 
ــأثير ــسبت   ت ــد ن ــسيداسيون ليپي ــر پراك ــافظتي در براب  مح

ات درمـاني در  تـأثير ). Ho et al., 2008( مستقيمي دارنـد 
ها توسط موشها در خون آنها ديده شد         نتيجه تغذيه اسانس  

ــده شــد كــه در  . )4جــدول ( افــزايش وزن در موشــها دي
مصرف اسـانس ليمـو   . دار بود خصوص مصرف ليمو معني 

 جـدول (طور چشمگيري افـزايش داد       هها را ب   ميزان پلاكت 
) =006/0P( درصــدي 10دار  كــاهش معنــي  و موجــب)4

)  =02/0P( درصدي نيتروژن اوره خون 16قندخون ناشتا و 
ايت از آثار مفيـد     حكشد كه    SGPTو كاهش آنزيم كبدي     

و از طرف ديگر افزايش  HDLليمو و در عين حال كاهش       
ــي ــسبت  معن و  LDL/ HDL و Cholesterol/ HDLدار ن

رويـه   آنزيم آلكالين فسفاتاز از محل نگراني در مصرف بي        
طلبد تا  اين اسانس داشته كه لزوم تعيين دوز مصرفي را مي    

هـا و    اسـانس البتـه   . مانع اثر سوء مـصرف اسـانس گـردد        
اكـسيداني   هاي محتوي فنل زيـاد و خاصـيت آنتـي          عصاره

ــستند   ــذايي مناســب ه ــصارف غ ــراي م ــراً.خــوب ب   اخي
Dragland  نشان دادند كه مصرف يك      )2003 ( و همكاران 

 بـسزايي   تـأثير اكسيداني   هايي با خاصيت آنتي    گرم از ادويه  
اسانس ليمو ) IC50(كشندگي % 50غلظت . در سلامتي دارد

 و  97/0ترتيـب     و خون محيطي بـه     Helaولهاي  بر عليه سل  
جـدول  (ارزيـابي گرديـد    ليتر    ميكروگرم در هر ميلي    57/0
 منفـي مقـدار كـم اسـانس ليمـو بـر             تـأثير با توجه به    . )5

 منفي خـوراكي    تأثيرتوان    مي ،سلولهاي سالم خون محيطي   
اين اسانس و عصاره را با توجه به نتـايج هماتولوژيـك و             

 اسانس  تأثير. هاي سرم خون توجيه كرد     شيمي باليني نمونه  
ز بر سلولهاي سرطاني  عصاره رو عصاره فوق و مخصوصاً

پيشگيري شيميايي سرطان عبارت اسـت      . اميدواركننده بود 
 شـيميايي يـا غـذايي بـراي بلوكـه،           هاي  تركيباز استفاده   

ممانعت يا برگشت ايجاد سرطان در بافت طبيعي يـا پـري          
 ايـن مطالعـه   جنتـاي ). Samarth et al., 2006(نئوپلاستيك 

اكسيداني و كموتراپي    ارزش توجه از دريچه خاصيت آنتي     
پيـدا  ) anti-neoplastic chemotherapy(ضد نئوپلاسـتي  

تواند پايه يك تحقيق ارزشـمند ديگـر قـرار         كنند كه مي   مي
دهد كه اسانس ليمو با احتياط و فقط         نتايج نشان مي   .گيرد

 . مصرف قرار گيردپس از تعيين دوز مورد
 

 سپاسگزاري
ــدين ــشي وزارت   ب ــرم پژوه ــت محت ــيله از معاون وس

مدير عامل  (بهداشت و نيز جناب آقاي محمدعلي رضايي        
هاي اين طرح امكـان      مين هزينه أ كه با ت   )شركت ايمان مهر  

ودنـد كمـال تـشكر و قـدرداني         نمشدن آن را فراهم      عملي
 .آيد بعمل مي
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Abstract 

In the present study the antimicrobial, antioxidative, hematologic and cytotoxic properties of 
Citrus limon L. essential oil were studied. The bacterial strains sensitive to Citrus limon L. oil 
were in the following order: E. coli> K. pneumonia> S. aureus> Streptococcus faecalis> 
Candida albicans> P. aeruginosa  . The minimum inhibitory and bactericidal concentrations of 
the fresh oil were determined. The essential oils had good bactericidal and bacteriostatic 
properties except for P. aeruginosa. Antioxidative property of the oil was carried out by using 
beta-carotene bleaching test and the results were compared to the standard synthetic 
antioxidants. Lipid peroxidation inhibitions were comparable or higher than the synthetic 
antioxidant BHT and BHA. The oil concentration required for 50% free radical scavenging 
(IC50) was 22.81 µg/ml with total phenol contents of 57.43 µg GAE/mg for C. limon L. oil. 
Ferric-reducing antioxidant power (FRAP) in the blood sera of the rats gavaged with a daily 
dose of 100 µl oil increased. Therapeutic effects were noted as a result of feeding the rats with 
lemon essential oil. The volatile oil of lemon displayed cytotoxic effects on the human tumor 
cell line (Hela cells) and peripheral blood cells with the IC50 of 0.97 and 0.57µg/ml respectively. 
The results showed that the lemon oil might be consumed with precautions after dose 
determination.  
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