
 415     …فروت بر اکسیدانی و ضدمیکروبی نانوامولسیون اسانس گریپهای آنتیبررسی ویژگیزنگانه و همکاران، 

Research Article 
Homepage: https://ifstrj.um.ac.ir 

 
Evaluation of Antioxidant and Antimicrobial Properties of Nanoemulsion of 

Citrus paradisi Essential Oil Against Pathogenic Microorganisms: In Vitro Study 
 

H. Zanganeh1, F. Shahidi 2, S.A. Mortazavi 3*, B. Alizadeh Behbahani4 

 
Received: 2021.07.26 

Revised: 2021.09.07 

Accepted: 2021.09.12 

Available Online: 2021.09.15 

 

 

 

 

 
Introduction 

Oxidation reactions and microorganisms’ activity are considered as the most important factors affecting the quality of 
food products. Recently, in the light of the inefficiency of some chemical preservatives against microorganisms and the 
presence of toxic residues in food products, the use of natural antimicrobials and antioxidants has been increased. Natural 
antimicrobial compounds have the potential to control microbial contamination and reduce the use of antibiotics. Plant 
essential oils are natural compounds with the potential to be used as active ingredients in the food, pharmaceutical, and 
cosmetic industries. Various studies have shown that essential oils have antifungal, antibacterial, antiviral, and antioxidant 
activity. The essential oils are considered as superb preservatives with various biological functions. Essential oils are 
generally recognized as safe product (GRAS) which can be used as an alternative to synthetic additives. 

Grapefruit (Citrus paradisi) peel and fruit contain active ingredients such as acids, flavonoids, vitamin C, and 
potassium, and its essential oil is composed of terpenic hydrocarbons, such as citral, limonene, citronelal, and geraniol. 
Although plant essential oils have antimicrobial and antioxidant properties, one of the main problems of these natural 
compounds is their high volatility and instability. In this context, nanoemulsion formulations are frequently used to 
increase the stability and efficiency of these biologically active compounds. This study is therefore aimed to 
nanoemulsifying the grapefruit essential oil and evaluate its antioxidant and antimicrobial properties. 

 

Materials and Methods 
β-carotene, linoleic acid, ABTS (2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt), and 

DPPH (2,2-diphenly-1-picrylhydrazyl) were purchased from Sigma-Aldrich Co. (USA). Mueller Hinton Broth (MHB) 

and Mueller Hinton Agar (MHA) were supplied from Merck Co. (Darmstadt, Germany). Grapefruit peel was dried at 

ambient temperature and then powdered. The obtained powder was then transferred to a Clevenger device containing 750 

ml of distilled water to perform the distillation extraction (3 h). The resulting grapefruit essential oil was stored at 4 °C 

until use. Grapefruit essential oil was prepared using the hydrodistillation method, and then nanoemulsified. The 

antioxidant activity of the nanoemulsified essential oil was investigated by DPPH and ABTS  radical scavenging activity 

and beta-carotene/linoleic bleaching test. The nanoemulsified essential oil or methanolic (control) was mixed with DPPH 

solution and the mixture was then stored at ambient temperature for 30 min, in a dark place. The control sample was 
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prepared by methanol. The absorbance of the samples was measured at 517 nm. To determine the ABTS-RS activity, the 

nanoemulsified essential oil was briefly charged with methanolic ABTS radical cation solution and the resulting mixture 

was left at room temperature for 30 min. Afterward, the absorbance was read at 734 nm. A spectrophotometric method 

was applied to monitor β-carotene/linoleate solution bleaching in the presence of the nanoemulsified essential oil. To do 

this, the absorbance of the solution was recorded at 490 nm after 120 min against the control sample at time zero and 

after 120 min. Antibacterial effect of the grapefruit essential oil nanoemulsion was also evaluated against Escherichia 

coli ATCC 25922, Salmonella typhi ATCC 6539, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Listeria innocua ATCC 

33090, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus subtilis ATCC 23857, Streptococcus 

pyogenes ATCC 19615, and Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, based on disk diffusion agar, well diffusion agar, 

minimum inhibitory concentration, and minimum bactericidal concentration.  
 

Results and Discussions 
The results showed that the nanoemulsion of grapefruit essential oil had a remarkable antioxidant effect of 42.27 

mg/ml, 33.27 mg/ml and 54.54%, respectively, based on DPPH, ABTS, and beta-carotene-linoleic acid bleaching tests. 
According to disk diffusion agar and well diffusion agar results, the lowest inhibition zone was related to E. coli and the 
highest inhibition zone was observed in L. innocua. The minimum inhibitory concentration for L. innocua and S. aureus 
(the most sensitive bacteria) was 25 mg/ml, and E. coli, S. typhi, and P. aeruginosa had the highest inhibitory 
concentration. Also, the lowest bactericidal concentration was related to L. innocua and S. aureus bacteria and the highest 
concentration was observed for E. coli, S. typhi and P. aeruginosa. The nanoemulsified essential oil generally exhibited 
greater antibacterial activity against Gram-positive species. This could be mainly due to the difference in the cell wall 
composition of Gram-positive bacteria in comparison to Gram-negative; Gram-positive bacteria have a thicker 
mucopeptide layer in their cell wall, while Gram-negative bacteria have only a thin layer of mucopeptide and the wall 
structure is mainly composed of lipoprotein and lipopolysaccharide, thereby leading to a higher resistant to antibacterial 
agents According to the results, grapefruit essential oil nanoemulsion can be used as a natural antioxidant and 
antimicrobial agent to control oxidation reactions and the growth of spoilage and pathogenic microorganisms. 
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 مقاله پژوهشی

 

ر فروت باکسیدانی و ضدمیکروبی نانوامولسیون اسانس گریپهای آنتیبررسی ویژگی

 زا: یک مطالعه آزمایشگاهیهای بیماریمیکروارگانیسم

 
 4بهبهانی علیزاده بهروز -*3مرتضوی سیدعلی -2شهیدی فخری -1زنگانه حسین

 04/05/1400تاریخ دریافت: 
 16/06/1400تاریخ بازنگری: 

 21/06/1400تاریخ پذیرش: 

 

 چکیده
لینولئیک -و رنگبری بتاکاروتن ABTSو  DPPHهای آزاد فروت )برحسب درصد مهار رادیکالاکسیدانی نانوامولسیون اسانس گریپدر این مطالعه، فعالیت آنتی

 Escherichia coli ،Salmonella typhi ،Pseudomonas aeruginosa ،Listeriaهای پاتوژن و مولد فساد اسید( و اثر ضدمیکروبی آن در برابر باکتری

innocua ،Staphylococcus aureus ،Bacillus cereus ،Bacillus subtilis ،Streptococcus pyogenes  وStaphylococcus epidermidis 
فروت های دیسک دیفیوژن آگار، چاهک آگار و حداقل غلظت مهارکنندگی و کشندگی بررسی گردید. نتایج نشان داد که نانوامولسیون اسانس گریپبر اساس روش
، DPPHهای مهار رادیکال ترتیب برحسب آزموندرصد به 54/54 و لیترگرم در میلیمیلی 27/33، لیترگرم در میلیمیلی 27/42 توجهقابلاکسیدانی دارای اثر آنتی

ABTS باشد. با توجه به نتایج، کمترین میزان قطر هاله عدم رشد مربوط به باکتری لینولئیک اسید می-و رنگبری محلول بتاکاروتنE. coli  و بیشترین میزان
ها( ترین باکتری)حساس S. aureusو  L. innocuaهای لظت مهارکنندگی برای باکتریمشاهده گردید. حداقل غ L. innocuaقطر هاله عدم رشد در باکتری 

( را به لیترگرم در میلیمیلی 200بیشترین غلظت مهارکنندگی ) P. aeruginosaو  E. coli ،S. typhiهایی مانند بود و باکتری لیترگرم در میلیمیلی 25برابر با 
و بیشترین مقدار آن )بیش  S. aureusو  L. innocuaهای ( مربوط به باکتریلیترگرم در میلیمیلی 200خود اختصاص دادند. همچنین کمترین غلظت کشندگی )

توان بعنوان ترکیب فروت را میگریپ بود. مطابق نتایج، نانوامولسیون اسانس P. aeruginosaو  E. coli ،S. typhi( مربوط به لیترگرم در میلیمیلی 400از 
 های مولد فساد و پاتوژن استفاده نمود. های اکسیداسیون و رشد میکروارگانیسماکسیدانی و ضدمیکروبی جهت کنترل واکنشطبیعی با فعالیت آنتی

 

 نانوامولسیون فروت، فعالیت ضدمیکروبی،اسانس گریپ ،اکسیدانیاثر آنتی: های کلیدیواژه

 

 مقدمه
 ها از جملهاکسیداسیون و فعالیت میکروارگانیسمهای واکنش

باشند. امروزه عدم تأثیر عوامل مهم در کاهش کیفیت مواد غذایی می
ا و وجود ههای شیمیایی بر تعدادی از میکروارگانیسمبرخی از نگهدارنده

بقایای سموم شیمیایی در محصولات غذایی و همچنین اثرات 
ش از مواد ضد میکروبی طبیعی را افزای زای این ترکیبات، استفادهسرطان

                                                           
 ترتیب دانشجوی دکتری و استادان، گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایرانبه -3و  2، 1
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ای هداده است. ترکیبات ضد میکروبی طبیعی قادر به کنترل آلودگی
زایش های سنتزی و افبیوتیکمیکروبی، کاهش میزان استفاده از آنتی

(. Noshad et al., 2020باشند )ها میماندگاری و تقویت ایمنی سلول
باشند که در صنایع غذایی، های گیاهی ترکیبات طبیعی میساسان

 های مختلف نشانای دارند. در پژوهشدارویی و آرایشی کاربرد گسترده
ها دارای فعالیت ضد قارچی، ضد باکتریایی، داده شده است که اسانس
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ن ها استفاده از ایاکسیدانی بوده که این ویژگیضد ویروسی و آنتی
های ضد میکروبی به منظور افزایش عنوان افزودنیترکیبات را به 

 Ahmadi etها و مواد غذایی افزایش داده است )ماندگاری نوشیدنی

al., 2020 .) 
باشد ( از خانواده مرکبات میCitrus paradisiفروت )گیاه گریپ

 در مجمعشود. این گیاه همچنین که در شمال و جنوب ایران یافت می
درخت  شود. اینالجزایر مالاکا، کالیفرنیا، فلوریدا و هند نیز کشت می

های تقریباً های ساده، سبز و معطر، گلای منشعب، برگدارای تنه
های کروی آبدار به رنگ زرد یا لیمویی با بزرگ، سفید، معطر و میوه

 فروت حاویباشد. پوست و میوه گریپطعمی ترش و مقداری تلخ می
و پتاسیم بوده و  Cترکیبات فعالی مانند اسیدها، فلاونوئیدها، ویتامین 

های ترپنی مانند سیترال، لیمونن، سیترونلال اسانس آن از هیدروکربن
(. در مطالعه Mesgarpour et al., 2002و ژرانیول تشکیل شده است )

اکسیدانی اسانس اثر آنتی (Yang et al., 2010)و همکاران  یانگ
فروت گزارش شده است. همچنین خاصیت ضد میکروبی اسانس گریپ

بررسی و  (Alves et al., 2015)و همکاران  آلوزاین گیاه در مطالعه 
 تأیید شده است. 

گیاهی  هایاسانساکسیدانی با وجود خاصیت ضد میکروبی و آنتی
از مشکلات عمده این ترکیبات طبیعی فراریت بالا و به دنبال آن 

های مقابله با این مشکل استفاده باشد. از جمله راهها میناپایداری آن
از فرمولاسیون نانوامولسیون بوده که استفاده از این فناوری منجر به 

 Heydariود )شگیر پایداری و کارایی این ترکیبات میافزایش چشم

& Bagheri, 2018100 -1000ها ذرات با اندازه (. نانوامولسیون 
نانومتر(  50-200باشند که به دو گروه شفاف )ذراتی به اندازه نانومتر می

شوند. بر اساس درصد نانومتر( تقسیم می 500و غیر شفاف )ذراتی تا 
 2و آب در روغن 1ر دو گروه روغن در آبدهنده دوزنی فازهای تشکیل

ها دارای (. نانوامولسیونPoorhasan et al., 2012گیرند )جای می
های مختلف مانند روش خود پایداری سینتیکی بالایی بوده و از روش

ا هبه خودی و تغییر فاز، هموژنایزر و امواج اولتراسوند جهت تولید آن
ها به دلیل حل (. نانوامولسیونErfani et al., 2019شود )استفاده می

کردن ترکیبات غیرقطبی و ایجاد پیوندهای کوالانسی ترکیبات غیر 
قطبی بیشتری داشته و با افزایش نسبت سطح به حجم قطرات توانایی 

را میو طعم را دابیشتری در ریزپوشانی ترکیبات مؤثر در تولید عطر 
ها ابزاری مناسب جهت ریزپوشانی و اثرپذیری باشند. نانوامولسیون

ها به آن اثر ضد باکتریایی سمیمکانباشند و ترکیبات ضد باکتری می
عوامل مختلف مانند ماهیت ضد باکتری اسانس مورد استفاده در ساختار 

(. معصومی و همکاران Javanshir et al., 2020ها بستگی دارد )آن

                                                           
1- Oil in Water (o/w) 

2- Water in Oil (w/o) 

(Masoumi et al., 2016) های آویشنگزارش کردند که نانوامولسیون 
تواند به عنوان یک ماده ضد میکروبی در برابر باکتری شیرازی می
O157: H7 Escherichia coli مطرح شود (Masoumi et al., 

 ,.Gharenaghadeh et al)نقده و همکاران . در پژوهش قره(2016

 ی درگلمیمرهای اسانس بیان شده است که نانوامولسیون (2017
ه های مورد مطالعمقایسه با اسانس در حالت آزاد بر روی تمامی باکتری

 Bacillus cereus ،faecalis Enterococcus ،Klebsiellaاز جمله 

pneumoniae  وcatarrhalis Moraxella  دارای اثر ضد میکروبی
. همچنین گزارش (Gharenaghadeh et al., 2017) باشدبیشتری می

شده است که فعالیت ضد میکروبی اسانس آویشن دنایی در برابر باکتری 
E. coli شود، به میزان هنگامی که به نانوامولسیون تبدیل می

یابد، که به سهولت دسترسی اسانس به سلولی افزایش میتوجهقابل
(. با توجه Moghimi et al., 2016شود )های باکتری نسبت داده می

فروت و ناپایداری این به ترکیبات مؤثره موجود در اسانس گریپ
رکیبات، در این پژوهش نانوامولسیون اسانس این گیاه تهیه و فعالیت ت

 اکسیدانی و ضد میکروبی آن مورد بررسی قرار گرفت. آنتی

 

 هامواد و روش
بتاکارتن و لینولئیک اسید از  ،3DPPH ،4ABTSمواد شیمیایی 

ر مول، کشت مولر هینتون آگار هایمحیطشرکت سیگما )آمریکا( و 
رکت از ش تترازولیومفنلتریبلانک و محلول  دیسک ،هینتون براث

 مرک )آلمان( تهیه شدند.
 

 های میکروبیسویه

 Escherichia  های مورد مطالعه در این پژوهش شاملباکتری

coli ATCC 25922 ،Salmonella typhi ATCC 6539 ،
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ،Listeria 

innocua ATCC 33090 ،Staphylococcus aureus ATCC 

25923 ،Bacillus cereus ATCC 14579 ،Bacillus subtilis 

ATCC 23857 ،Streptococcus pyogenes ATCC 19615  و
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228  بودند که از

علوم و مهندسی صنایع غذایی، دانشگاه  گروهمجموعه میکروبی 
 فردوسی مشهد تهیه شدند. 

 

 فروتتهیه اسانس گریپ

فروت تازه )مشهد، ایران(، اسانس گرم گریپ 500پس از آسیاب 
گراد با کمک درجه سانتی 100آن از طریق روش تقطیر با آب در دمای 

3- 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

4- 2,2- azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) 
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استخراج گردید. پس از حذف آب اضافی اسانس  کلونجردستگاه 
درجه  4خشک و در دمای  4SO2Naاستخراج شده با استفاده از 

 (. Lou et al., 2017گراد نگهداری شد )سانتی

 

 فروتهای اسانس گریپتهیه نانوامولسیون

فروت با مخلوط کردن اسانس های اسانس گریپنانوامولسیون
وزنی/ وزنی با  89:1:10های و آب با نسبت 80فروت با توئین گریپ

 72، دامنه دقیقه 15راسونیک هموژنایزر در مدت استفاده از اولت
تهیه گردید کیلوهرتز  20وات و فرکانس  500میکرومتر، قدرت 

(Özogul et al., 2021 .) 

 

 اکسیدانی نانوامولسیون اسانسگیری فعالیت آنتیاندازه

 DPPHروش مهار رادیکال آزاد 

لیتر نانوامولسیون اسانس یا متانول )بعنوان نمونه میلی 1در ابتدا 
مولار( مخلوط میلی 1/0)با غلظت DPPH عرف ملیتر میلی 3کنترل( با 

تاریکی در دمای محیط قرار داده شد. سپس در دقیقه  30و به مدت 
ثبت گردید. از فرمول زیر جهت نانومتر  517 موجطول درجذب نمونه 

نانوامولسیون اسانس  DPPH فعالیت مهارکنندگی رادیکالمحاسبه 
 (:Tanavar et al., 2020استفاده شد )

جذب نمونه  –]جذب نمونه کنترل / )جذب نانوامولسیون اسانس 
کنندگی رادیکال آزادکنترل([ = فعالیت حذف  × 100 

اسانس نانوامولسیون غلظتی از ) 50ICبر حسب این آزمون نتایج 
( گزارش شودمی DPPHآزاد درصد از رادیکال  50ار که سبب مه

 گردید.

 

 ABTSمهار رادیکال آزاد روش 

از طریق اضافه کردن پتاسیم پرسولفات  ABTSهای آزاد رادیکال
مولار و رسیدن غلظت نهایی میلی 7با غلظت  ABTSبه محلول آبی 

 16محلول به دست آمده به مدت مولار تهیه شد. سپس میلی 45/2به 
ساعت در دمای اتاق و در محلی تاریک نگهداری شد. در مرحله بعد 

 7/0 ± 02/0 جذبتا رسیدن به  ABTS+سازی کاتیون رادیکال رقیق
لیتر از محلول میلی 3. در پایان شد نانومتر انجام 734 موجدر طول

فروت اسانس گریپ میکرولیتر از نانوامولسیون 30با ABTS رادیکالی 
گیری شد. همانند روش اندازه دقیقه جذب نمونه 6مخلوط و پس از 

 50ICدر این روش نیز نتیجه بر حسب  DPPHآزاد  کالیمهار راد
 (.Majdi et al., 2021گزارش گردید )

 
 

 

 لینولئیک اسید -بری بتاکاروتنروش رنگ

از اکسیداسیون لینولئیک اسید و این روش بر اساس جلوگیری 
 های آزاد که توانایی تولیدبری بتاکاروتن با استفاده از رادیکالرنگ

اشد. در بهستند، می دارارا  کانژوگهترکیبات فرار و هیدروپراکسیدهای 
فروت با محلول بتاکارتن/ این آزمون، نانوامولسیون اسانس گریپ
دقیقه درصد بازدارندگی  120لینولئیک اسید مخلوط و پس از گذشت 

 (:Noshad et al., 2020طبق فرمول زیر محاسبه گردید )
 100 × [(AC0 – AC120)/(AA120–AC120)] =(%) درصد بازدارندگی 
 

جذب  120ACجذب نانوامولسیون اسانس و  120AAدر این رابطه 
جذب نمونه کنترل در  0ACدقیقه و  120نمونه کنترل بعد از گذشت 

 باشد. زمان صفر می

 

 گیری فعالیت ضد میکروبی نانوامولسیون اسانساندازه

های میکروبی لیوفیلیزه به منظور احیاء و تکثیر در شرایط سویه
استریل به محیط کشت مولر هینتون براث اضافه شدند و سپس به مدت 

ی صورت گراد گرمخانه گذاردرجه سانتی 37ساعت در دمای  24
های میکروبی روی سطح محیط کشت مولر پذیرفت. در ادامه، سویه

هینتون آگار جهت بدست آوردن کشت تازه بصورت خطی کشت داده 
ساعت در  24شدند. گرمخانه گذاری تحت شرایط فوق تکرار گردید )

ازه های باکتریایی از کشت تگراد( و سوسپانسیوندرجه سانتی 37دمای 
 Colony Formingابق با استاندارد نیم مک فارلند  )ساعته( و مط 24)

/mLUnit 810 × 5/1 در سرم فیزیولوژی استریل تهیه گردید )
(Alizadeh Behbahani et al., 2019در نهایت آزمون .) های زیر

فروت جهت بررسی فعالیت ضدمیکروبی نانوامولسیون اسانس گریپ
 انجام شدند. 

 

 آگار دیسک دیفیوژنروش 

دقیقه در نانوامولسیون اسانس  20های بلانک به مدت ابتدا دیسک
میکرون( نگهداری شدند.  45/0)استریل شده به کمک فیلتر سرسرنگی 

های طها روی محیسپانسیون استاندارد باکتریلیتر سومیلی 20سپس 
کشت مولر هینتون آگار کشت سطحی داده شد. در مرحله بعد دیسک
های آغشته به نانوامولسیون اسانس روی محیط تثبیت گردید. پس از 

درجه  37ساعت در دمای  24ها به مدت گذاری پلیتگرمخانه
د. گیری شمتر اندازههای عدم رشد بر حسب میلیگراد، قطر هالهسانتی

بیوتیک و اسانس بعنوان کنترل استفاده گردید از دیسک بدون آنتی
(Behbahani et al., 2018 .) 
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 آگار چاهکروش 

فارلند( میکرولیتر از سوسپانسیون باکتریایی )معادل نیم مک 100
میکرولیتر  20مولر هینتون آگار کشت داده شد. سپس  در سطح محیط

های ایجاد شده ریخته شد. از نانوامولسیون تهیه شده در درون چاهک
گراد قطر درجه سانتی 37گذاری در دمای ساعت گرمخانه 24پس از 

گیری متر اندازهها بر حسب میلیهای عدم رشد اطراف چاهکهاله
 (. Mehrnia et al., 2021گردید )

 

 کنندگیمهارحداقل غلظت روش 

فروت های متوالی از نانوامولسیون اسانس گریپپس از تهیه رقت
و  200، 100، 50، 25با استفاده از محیط کشت مولر هینتون براث )

-تیکروپلیاز هر رقت به ممیکرولیتر  200 لیتر(،گرم در میلیمیلی 400
)معادل  یکروبیم ونیاز سوسپانسمیکرولیتر  200 حاویی اخانه 96 های

 37ساعت در دمای  24مدت به  تیپل. گردیداضافه  نیم مک فارلند(
معرف میکرولیتر  20ها چاهکبه  سپس. گراد قرار داده شددرجه سانتی

اضافه و مجدداً به مدت درصد وزنی/حجمی  5/0 ومتترازولی فنل یتر
ر آن که د یغلظت نیکمتر انتها. در جام شدان گذاریگرمخانهدقیقه  30
 مشاهده نشد، به عنوان)قرمز تیره یا ارغوانی(  یرنگ رییتغ چگونهیه

 ,.Behbahani et alگردید ) گزارش یحداقل غلظت مهارکنندگ

2019 .) 

 

 گیکشندحداقل غلظت 

فاقد رنگ قرمز تیره های جهت تعیین نتایج این آزمون، از چاهک
میکرولیتر در  100یا ارغوانی در آزمون حداقل غلظت مهارکنندگی، 

های کشت مولر هینتون آگار به صورت سطحی های حاوی محیطپلیت
 37گذاری در دمای ساعت گرمخانه 24کشت داده شد. پس از گذشت 

به عنوان حداقل غلظت رشد  فاقد غلظتگراد، اولین درجه سانتی
 (. Noshad et al., 2021گردید )ی گزارش کشندگ

 

 آنالیز آماری
 ±انحراف معیار "تکرار انجام شدند. نتایج بصورت  3ها در آزمایش

آنالیز  SPSSافزار گزارش و نتایج بدست آمده با کمک نرم "میانگین
 5گردید. مقایسه میانگین نتایج توسط آزمون دانکن و در سطح احتمال 

 ( بررسی شد. P<05/0درصد )
 

 نتایج و بحث
ای ههای آزاد و گونههای گیاهی با مهار یا نابودی رادیکالمتابولیت

هند. داکسیژن فعال اثر محافظتی در برابر آسیب اکسیداتیو نشان می

ند در توانهای حاصل از محصولات طبیعی میاناکسیدبنابراین، آنتی
های حاصل از استرس اکسیداتیو مورد استفاده درمان یا مهار بیماری

ای هاکسیدانآنتی نیگزیجاقرار گیرند و تا حدودی یا به طور کامل 
دهد که در نشان می 1جدول (. Seibert et al., 2019سنتزی شوند )

یدانی اکسگیری فعالیت آنتیروش به کار گرفته شده جهت اندازه 3هر 
وبی اکسیدانی خفروت، ترکیب از فعالیت آنتینانوامولسیون گریپ

های اکسیدانی در روشای که میزان فعالیت آنتیبرخوردار است. به گونه
 50ICبر حسب  ABTSآزاد  کالیمهار رادو  DPPHآزاد  کالیمهار راد

گرم در میلی 27/33لیتر و گرم در میلیمیلی 27/42به ترتیب برابر با 
 54/54با  لینولئیک اسید برابر -بری بتاکاروتنلیتر و در روش رنگمیلی

های بیولوژیکی و شیمیایی اسانس باشد. بررسی ویژگیدرصد می
 DPPHل فروت نشان داد که این اسانس در روش مهار رادیکاگریپ

 Denkova-Kostovaباشد )اکسیدانی بالایی میدارای خاصیت آنتی

et al., 2021های گیاهی (. اگرچه تمام ترکیبات موجود در اسانس
اکسیدانی فعالیت آنتی حالنیبااباشند، اکسیدانی میآنتی تیخاصدارای 

های ای که در بین اسانسگونهی متفاوت است، به توجهقابلآنها به طور 
 (Misharina et al., 2008)و همکاران میشارینا  مورد مطالعه توسط
فروت، گشنیز و میخک کمترین میزان فعالیت شامل لیمو، گریپ

ت تفاوت در خاصی .فروت مشاهده شداکسیدانی در اسانس گریپآنتی
گیاهی تحت تأثیر شرایط اکولوژی مؤثر در های اکسیدانی اسانسآنتی

رشد گیاه مانند دما، طول و عرض جغرافیایی، رطوبت، ارتفاع، خاک و 
ها راهی مناسب (. نانوامولسیونBarzegar et al., 2019باشد )اقلیم می

الیت باشند و فعهای گیاهی میجهت رفع مشکل حلالیت پایین اسانس
 Louیابد )پذیری، پایداری و نفوذ بهتر بهبود میها به دلیل پخشآن

et al., 2017های مختلف (. گزارش شده است که با استفاده از روش
 و DPPHهای اکسیدانی از جمله مهار رادیکالارزیابی خاصیت آنتی

ABTS های اسانس نانوامولسیونCitrus limonum  دارای خاصیت
 Kaur etد )باشاکسیدانی بالاتری در مقایسه با اسانس تولیدی میآنتی

al., 2020ی از ااکسیدانی اسانس خالص گونه(. مقایسه خاصیت آنتی
 و( Citrus medica L. var. sarcodactylisخانواده مرکبات )

های قدرت احیاء ده از روشهای تولیدی از آن با استفانانوامولسیون
نشان دهنده فعالیت  DPPHکنندگی آهن و مهار رادیکال 

بود  های تولیدی در مقایسه با اسانساکسیدانی بالای نانوامولسیونآنتی
(Lou et al., 2017در بررسی خصوصیات آنتی .) اکسیدانی

ای هنانوامولسیون های اسانس شوید مشخص گردید کهنانوامولسیون
 و DPPHهای رادیکالتولیدی دارای پتانسیل خوبی جهت مهار 

ABTS ل های تولیدی توانایی تبدیبوده و گزارش شد که نانوامولسیون
های حاصل از استرس اکسیداتیو را دارا به روشی جهت درمان بیماری

 (. Tavakkol Afshari et al., 2019باشند )می



 421     …فروت بر اکسیدانی و ضدمیکروبی نانوامولسیون اسانس گریپهای آنتیبررسی ویژگیزنگانه و همکاران، 

 فروتاکسیدانی نانوامولسیون اسانس گریپنتایج فعالیت آنتی -1جدول 

Table 1- The results of antioxidant activity of grapefruit essential oil nanoemulsion 

DPPH 

(mg/ml :50IC) 
ABTS 

(mg/ml :50IC) 
Beta-carotene/linoleic acid (%) 

 کاروتن/لینولئیک اسید )%(-بتا

42.27 ± 0.59 33.27 ± 0.64 54.54 ± 0.66 
 

ی قادر های مختلفترکیبات ضد میکروبی گیاهی از طریق مکانیسم
 های میکروبی مقاومها بوده و از این رو در نابودی سویهبه مهار باکتری

(. نتایج حاصل از Yazdi et al., 2013باشند )بسیار ارزشمند می
نشان داده شده  2جدول های دیسک دیفیوژن و چاهک آگار در آزمون

شود که در هر دو روش قطر هاله بازدارندگی ناشی است. مشاهده می
 .Sبا  S. aureusفروت در باکتری از نانوامولسیون اسانس گریپ

epidermidis  و در باکتریB. cereus  باB. subtilis  فاقد اختلاف
ا اختلاف هباشند، در حالی که در سایر باکتریداری با یکدیگر میمعنی
شود. با توجه به جدول در روش دیسک دیفیوژن داری مشاهده میمعنی

متر( مربوط به میلی 30/7آگار کمترین میزان قطر هاله عدم رشد )
بوده که نشان از مقاومت بالای این باکتری گرم منفی  E. coliباکتری 

ر باشد. همچنین بیشترین میزان قطدر برابر نانوامولسیون تولیدی می
دهد نشان می L. innocua( در باکتری مترمیلی 50/13هاله عدم رشد )

که این باکتری گرم مثبت حساسیت بالایی در برابر نانوامولسیون 
د های عدم رشفروت دارد. کمترین و بیشترین قطر هالهاسانس گریپ

 .Lو  E. coliهای در روش چاهک آگار نیز به ترتیب در باکتری

innocua م های عدر قطر هالهشود. با این حال مقادیر بیشتمشاهده می
ند توارشد در روش چاهک آگار در مقایسه با روش دیسک دیفیوژن می

روش  ها دربه دلیل تماس مستقیم نانوامولسیون اسانس با باکتری
چاهک آگار و در نتیجه اثر بخشی بیشتر آن باشد. در حالی که در روش 
دیسک دیفیوژن ترکیب ضد میکروبی پس از گذشتن از سطح دیسک

دهد که در این میان ها نشان میای بلانک اثر خود را روی باکتریه
وری دیسک بر نتایج فاکتورهایی مانند قطر، ضخامت، دما و زمان غوطه

 ,.Behbahani et alباشد )حاصل از روش دیسک دیفیوژن مؤثر می

2018 .) 

 
 فروت بر اساس دیسک دیفیوژن آگار و چاهک آگارنتایج فعالیت ضد میکروبی نانوامولسیون اسانس گریپ -2جدول 

Table 2- The results of antimicrobial activity of grapefruit essential oil nanoemulsion based on disc diffusion agar and well 

diffusion agar methods 

Well diffusion agar (mm) 

 متر(چاهک آگار )میلی
Disc diffusion agar (mm) 

 متر(دیسک دیفیوژن آگار )میلی
Microorganism 

 میکروارگانیسم
e8.00 ± 0.19  e7.30 ± 0.25  E. coli 

de8.30 ± 0.26  de8.10 ± 0.32  S. typhi 
cd9.50 ± 0.50  cd9.00 ± 0.41  P. aeruginosa 

a 70.513.80 ±  a13.50 ± 0.52  L. innocua 
b 39± 0. 12.10 b 7± 0.2 11.30 S. aureus 
c 47± 0. 10.20 c 45± 0. 9.80 B. cereus 
c 37± 0. 10.00 c 37± 0. 9.60 B. subtilis 

bc 5± 0.5 0.901 bc 46± 0. 10.10 S. pyogenes 
b12.00 ± 0.50  b11.20 ± 0.33  S. epidermidis 

 .باشدمی p < 0.05دار در مشابه نشان دهنده تفاوت معنی حروف غیر

Different letters indicate a significant difference at p<0.05 . 

 
 .Lهای ( برای باکتری3جدول حداقل غلظت مهارکنندگی )

innocua  وS. aureus گرم میلی 25ها( برابر با باکتری ترین)حساس
با غلظتی برابر  S. epidermidisبود و پس از آن باکتری  لیتردر میلی

 .E. coli ،Sهایی مانند قرار داشت. باکتری لیترگرم در میلیمیلی 50با 

typhi  وP. aeruginosa  بیشترین غلظت مهارکنندگی را به خود
کشندگی مربوط به اختصاص دادند. همچنین کمترین غلظت 

و بیشترین مقدار آن مربوط به  S. aureusو  L. innocuaهای باکتری
E. coli ،S. typhi  وP. aeruginosa  بود. گزارش شده است که اثر

رم های گهای گیاهی روی باکتریضدمیکروبی کمتر عصاره و اسانس
 های گرم مثبت به دلیل وجود غشاهایمنفی در مقایسه با با باکتری

های گرم منفی بوده که منجر به افزایش مقاومت خارجی اطراف باکتری
های گرم منفی دارای ساختار پیچیده شود. در حقیقت، باکتریها میآن

رعت باشند که سبب کاهش سساکاریدی در غشای بیرونی میلیپوپلی
اما  شود؛ها به داخل سلول مینفوذ ترکیبات آبگریز موجود در اسانس

ای گرم مثبت دارای لایه موکوپپتیدی ساده و با نفوذپذیری هباکتری
باشند که منجر به حساسیت بیشتر بالایی در ساختار غشای خود می
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 ;Shahidi et al., 2019a)گردد ها نسبت به ترکیبات آبگریز میآن

Shahidi et al., 2019b .) و همکاران  دنگ(Deng et al., 2020) 
اکسیدانی ترکیبات شیمیایی، فعالیت ضد میکروبی و خاصیت آنتی

فروت را بررسی کردند و مشخص گردید که کمترین قطر اسانس گریپ

و بیشترین  P. aeruginosaهاله عدم رشد مربوط به باکتری گرم منفی 
 Deng) باشدمی B. subtilisوط به باکتری گرم مثبت میزان آن مرب

et al., 2020).   

 
 فروت( نانوامولسیون اسانس گریپMBC( و حداقل غلظت کشندگی )MICحداقل غلظت مهارکنندگی ) -3جدول 

Table 3- Minumum inhibitory concentration (MIC) and minimum bacricidal concentration (MBC) of grapefruit essential oil 

nanoemulsion 

MBC (mg/ml) 

 حداقل غلظت کشندگی 
MIC (mg/ml) 

 حداقل غلظت مهارکنندگی 
Microorganism 

 میکروارگانیسم

> 400 200 E. coli 
> 400 200 S. typhi 
> 400 200 P. aeruginosa 
200 25 L. innocua 
200 25 S. aureus 
400 100 B. cereus 
400 100 B. subtilis 
400 100 S. pyogenes 
400 50 S. epidermidis 

 

وست میکروبی اسانس پبررسی ترکیبات شیمیایی و خاصیت ضد 
فروت با استفاده از روش دیسک دیفیوژن آگار نشان داد که گریپ

 .S. aureus ،Sهایی مانند اسانس تهیه شده در برابر باکتری

epidermidis  وE. coli  دارای خاصیت ضد میکروبی با میانگین قطر
(. Uysal et al., 2011باشد )متر میمیلی 11-53های عدم رشد هاله

 هایفروت برای باکتریحداقل غلظت مهارکنندگی اسانس گریپ
Lactobacillus plantarum  وStreptococcus mutans  بیشتر از

 (.Filoche et al., 2005گزارش شده است ) لیترگرم در میلیمیلی 10
ها منجر به کاهش محدودیتنانوامولسیونهمانگونه که اشاره شد 

های مختلف از شوند، از این رو در پژوهشها میهای استفاده از اسانس
انواده های مختلف خاین فناوری جهت بررسی فعالیت ضدمیکروبی گونه

 ,.Özogul et al)و همکاران  اوزگول مرکبات استفاده شده است.

فروت دارای اثر ضد گزارش کردند اگرچه اسانس پوست گریپ (2021
جاندن باشد، اما گنهای مورد مطالعه میمیکروبی بر روی بیشتر باکتری

اسانس در سیستم نانوامولسیون سبب افزایش خاصیت باکتریواستاتیک 
. بررسی اثر ضد میکروبی (Özogul et al., 2021) شودمی

گونه از خانواده مرکبات شامل  4های تولیدی های اسانسنوامولسیوننا
 آلازلقفروت، پرتقال، نارنگی و لیمو بر روی فیله نوعی ماهی گریپ

های تولیدی سبب افزایش ماندگاری شده و نشان داد که نانوامولسیون
اوی های حدر پایان دوره نگهداری کمترین میزان رشد باکتری در نمونه

(. در مقایسه Durmus, 2020فروت مشاهده شد )مولسیون گریپنانوا
 Citrus medica L. var. sarcodactylisهای اسانس نانوامولسیون

های مختلف مشخص ها و کوسورفاکتانتبا استفاده از سورفاکتانت
 دارای خاصیت ضد باکتریایی بالاییهای تولیدی گردید که تمام نمونه

باشند که می S. aureusو  E. coli ،B. subtilisهای در برابر باکتری
اشد بهای غذایی و آشامیدنی مینشان دهنده کاربرد بالقوه آنها در زمینه

(Li et al., 2018 فعالیت ضد میکروبی نانوامولسیون اسانس لیمو و .)
های درصد اسانس آن بر روی تعدادی از پاتوژن 100و  10 غلظت 2

های ماهی با استفاده از روش کنندهآلودههای غذایی و تعدادی از باکتری
دیسک دیفیوژن آگار، حداقل غلظت مهارکنندگی و کشندگی نشان داد 

-های تولیدی سبب بهبود خاصیت ضد میکروبی میکه نانوامولسیون

توانند به عنوان ترکیب ضد ها مینوامولسیونشود، بنابراین این نا
رد ها مومیکروبی طبیعی در جهت کنترل و مهار این گروه از باکتری

 (.  Yazgan et al., 2019استفاده قرار گیرند )
های گیاهی حضور دارند و مکانیسم ترکیبات متعددی در اسانس

ها در نظر گرفت. برای اسانس توانمیکروبی واحدی را نمی ضد
 های گیاهی و ترکیباتهای اسانسترین ویژگیآبگریزی یکی از مهم

که منجر به نفوذ این ترکیبات به بخش لیپیدی غشای سلولی  استآنها 
گردد. این باکتریایی و میتوکندری و در نهایت اختلال در ساختار آنها می

وم آن شود که تداول میها و دیگر ترکیبات سلپدیده سبب نشت یون
های حیاتی سلول و در نهایت تخریب آن منجر به خروج مولکول

گردد. علاوه بر این، ساختار لیپید و بار الکتریکی غشای سلولی نیز می
ت تأثیر آبگریز از سلول، تح کروبیضد مبدلیل قابلیت عبور ترکیبات 

گیرند که کاهش رشد و در نتیجه مرگ سلول را بدنبال دارد قرار می
(Behbahani et al., 2017.) 
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 یریگجهینت
فروت نتایج این مطالعه نشان داد که نانوامولسیون اسانس گریپ

ثر باشد. ای میتوجهقابلزاد های آدارای فعالیت مهارکنندگی رادیکال
ضدمیکروبی شکل نانوامولسیون این ترکیب زیست فعال در برابر 

بود و نانوامولسیون  توجهقابلو مولد فساد نیز  زایماریبهای باکتری
 .Eهای فروت سبب مهار رشد و از بین بردن باکتریاسانس گریپ

coli ،S. typhi ،P. aeruginosa ،L. innocua ،S. aureus ،B. 

cereus ،B. subtilis ،S. pyogenes  وS. epidermidis  گردید و این
اثر وابسته به غلظت اسانس ریزپوشانی شده و نوع باکتری بود. بنابراین، 

ل فروت قابلیت کاربرد بعنوان عاماسانس گریپ هیبر پانانوامولسیون 
ژن و مولد وهای پاتاکسیدان و ضدمیکروب طبیعی در برابر باکتریآنتی

باشد. در این راستا، بررسی اثر فساد در صنایع غذایی را دارا می

اکسیدانی و همچنین فعالیت ضدمیکروبی نانوامولسیون اسانس آنتی
ی مولد فساد و پاتوژن در مواد غذایی هایباکترفروت در برابر گریپ

 . گرددیممختلف در مطالعات آتی پیشنهاد 
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