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 چکیده

ين در ا وجود بنزوات سديم به عنوان نگهدارنده هاي گازدار،نوشابههاي مصرف كنندگان يكي از دغدغه: زمینه مطالعاتی

و ، فنیوني تركیبیات دیدمیكروبيداراي (.Citrus medica l)  وسیت باننی لايه داخلیي  عصاره  هدف:. استمحصولات 

و  mg/ml 2 ،5/1 ،1 ،8/0هاي بانن  با غلظت وست اتانوني در اين  ژوهش از عصاره  روش کار:باشد. ي مياكسیدانآنتي
ر نیمیويي اسیتداده و فلانییت دیدمیكروبي آن در برابی گیازدار به عنوان يک تركیب نگهدارنده در فرمولاسیون نوشیابه 0

نوكونوسییتو   بییاكتريلاكتوباسیییلود دنبروكییي،   شییامب بییاكتري گییازدار میكروارگانیسییم هییاي آنییوده كننییده نوشییابه

نتايج به دسیت  نتایج:گرفت. مورد بررسي قرار  كانديدا كروزوئي و مخمرساكارومايسس سروزيه  ،  مخمرمزنتروئیدد
لاكتوباسییلود ( بیاكتري MBC( و ایداقب غلظیت كشیندگي  MICآمده نشیان داد، مایادير ایداقب غلظیت بازدارنیدگي  

نوكونوسیتو  ، بیراي بیاكتري mg/ml 8/0و  mg/ml 6/0در برابر عصیاره اتیانوني  وسیت باننی  بیه ترتییب  دنبروكي
بیه مایدار يكسیان  كانديیدا كروزوئیيو  ساكارومايسس سیروزيهو براي مخمر  mg/ml  1به مادار يكسان  مزنتروئیدد

mg/ml 8/0 باكتري مااوم به اسیید، كکیک و مخمیر، هاي هوازي مزوفیب، شمارش تلیین شد. میزان شمارش كلي باكتري
فنیوني گییري تركیبیات ت به نمونه شاهد كمتیر بیود. نتیايج انیدازهبانن ، نسبعصاره  وست  mg/ml  2در نوشابه ااوي

اي نیمويي تونید شده ااوي عصاره  وسیت باننی  در تمیامي تیمارهی گازدار هاينشان داد، میزان تركیبات فنوني نوشابه
دار ملنیيكیاهش بالاتر بود و در طیي دوره نگهیداري ( P<05/0 دار ااوي عصاره نسبت به نمونه شاهد به صورت ملني

یمويي با كیدیت ن گازدار توان نوشابهمي mg/ml 2 با افزودن عصاره  وست بانن  به میزان گیری کلی:نتیجه. نشان نداد
 مطلوب و از نظر خصوصیات اسي قابب رقابت با نوشابه نیمويي گازدار ااوي بنزوات سديم تونید نمود. 

 

 تركیبات فنوني نوشابه نیمويي، عصاره،  وست بانن ، ، فلانیت ددمیكروبي: کلیدی واژگان

 

 مقدمه
هاي مختلف، عناصر و مركبات منابع غني از ويتامین

هاي اخیر توجه بیشتري به . در سالهستندفیبرها 
ها هاي غیر خوراكي میوهباكتريايي بخشخاصیت دد
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با نام  بانن (. میوه 1388توسلي و همكاران    شده است
 گونه اي از انواع مركبات است .Citrus medica l علمي
هاي طلم دار دروري از اين میوه (. روغن2014 دانیا 

ي  وسته رنگدانهي ترين لايه يلني لايه كه در خارجي
بیوتیک در نظر گرفته واقع شده اند( نیز بلنوان يک آنتي

ي بانن  به همراه شوند. علاوه بر اين، آب میوهمي
 .است شناخته شده ومسمعسب،  ادزهري موثر براي 
آندئیدها،  تر نها، ،سیترونلال وست میوه بانن  ااوي 

باشد، آني مي اسیدهاي ها و انكبها، استرها، كتون
-مي زاموجب خنثي شدن اثر میكروبهاي بیمارينیمونن 

موجود  يمونوتر ن ها ريو سا ولیژرانشود و همچنین 
 دد خاصیت داراي عصاره  وست میوه بانن  در

  (.2011و همكاران  مینا  سرطاني هستند 
اي است كه از اختلاط آب، نوشابه گازدار فرآورده

گازكربنیک، مواد افزودني مجاز خوراكي، قند و يا ساير 
آيد  انهامي راد و هاي مجاز به دست ميكنندهشیرين
مصرف نوشابه هاي  مضرات ناشي از(. 1385محمدي 

 باشدقابب بررسي ميصنلتي از ديدگاه هاي مختلدي 
گزارش هايي وجود دارد مبني بر اينكه در . (2005باوا  

اثر واكنش میان بنزوات موجود در نوشابه ها با اسید 
شود كه جزو تركیبات موند بنزن تشكیب مي اسكوربیک،
مضراتي كه از ديدگاه سلامتي  . به دنیبباشدسرطان مي
داده مي كننده به نوشابه هاي صنلتي نسبت مصرف

شود، بسیاري از محااین به دنبال يافتن راهكارهايي 
سازي مصرف نوشیدني هاي طبیلي جهت بهینه

باشند چرا كه بسیاري از تركیبات مورد استداده در مي
 دهندرا مواد سنتزي تشكیب مي صنلتيهاي نوشابه

 (. 2003هانتر  
فلانیت  ( در بررسي1391و همكاران   كرمي 

ددمیكروبي عصاره اتانوني ريشه شیرين بیان در 
نوشابه  رتااني  بلنوان جايگزين كامب بنزوات سديم( 

استداده از عصاره ريشه شیرين بیان كه  گزارش كردند
 90مدت در نوشابه  رتااني باعث ماندگاري نوشابه طي 

به بررسي ( نیز 1388ن  و همكارا توسلي روز مي شود.
سیداني و ددمیكروبي اسانس رزماري در اثر آنتي اك
نتايج به  . رداختند در نوشابه نیمويي مختلفغلظت هاي 

منحني رشد میكروارگانیسم هاي  دست آمده نشان داد

ها بلد از رسیدن به اداكثر مااوم به اسید در همه غلظت
خود با شیب نسبتا تندي شروع به كاهش كرد. اتي 

 بهتر از نمونه شاهدنمونه هاي ااوي اسانس رزماري 
توانستند باعث از بین رفتن میكروب  ااوي نگهدارنده

( 2012 و همكاران  رومکانا  .هاي مااوم به اسید شوند
كاهش استداده از رن  هاي مصنوعي در  به بررسي

نوشیدني هاي انكلي با استداده از گیاه بانن  و تاثیر آن 
بدست تمامي محصولات  بر سلامت انسان  رداخته اند.

آمده ااوي مادار قابب توجهي از تر ن ها بلنوان آنتي 
ادهام  .هاي موثر و عوامب دد سرطان بودنداكسیدان

 ددمیكروبي( تركیبات شیمیايي و خاصیت 2015 
عصاره  وست میوه بانن  كردستان عراق را مورد 

 لي فنب بررسي قرار داد. عصاره  وست بانن  ااوي 
آنكانوئیدها و  فلاونوئیدها،، زيادي تانن ها، مادار

بخصوص بر  میكروبيددخاصیت  و استروئید بود
مانوار و همكاران  علیه باكتري هاي گرم مندي داشت.

( فلانیت آنتي اكسیداني و راديكال گیرندگي 2015 
عصاره هاي ريشه،  وست و گوشت میوه بانن  را 

نتايج نشان داد بیشترين مادار تركیبات  بررسي كردند.
لي در ريشه وجود داشت وني عصاره  وست بانن  فن

وایدي و  اكسیداني را نشان داد.بالاترين فلانیت آنتي
و  ددمیكروبي( خصوصیات 2019همكاران  

اكسیداني اسانس  وست بانن  را مورد مطانله قرار آنتي
و  استافیلوكوكود اورئودبراي  MBCو MIC دادند. 

میكروگرم  500و  125، 250، 5/62به ترتیب  اشرشیاكلي
قابب  اكسیدانيآنتيبر میلي نیتر بود. اسانس قدرت 

( تركیبات 1387ابشي و همكاران   توجهي داشت.
موجود در اسانس  وست میوه بانن  را با دو روش 
استخراج تاطیر با آب و  رد سرد شناسايي كردند. در 

تركیب  23 اسانس  رد سردو در  25اسانس تاطیري 
شناسايي شد. عمده ترين تركیبات شناسايي شده 

محمودي و نتايج  نیمونن، گاما تر ینن و ژرانیال بود.
اكسیداني و دد باكتريايي اثرات آنتي( 1395همكاران  

شیمیايي و ماندگاري افزايش  اسانس  وست بانن  بر
طول دوره كمان در آلاي رنگینمیكروبي ماهي قزل

با توجه به اثرات سودمند میوه را نشان داد. نگهداري 
 وست اين اتانوني بانن ، در اين  ژوهش از عصاره 



 3                                         لیمویی گازدار در نوشابه وست بالنگاتانولی لایه داخلی پعصاره  و ترکیبات فنولی میکروبیارزیابی فعالیت ضد

به عنوان يک تركیب نگهدارنده در فرمولاسیون  میوه
نوشابه نیمويي استداده و فلانیت ددمیكروبي آن در 

هاي آنوده كننده نوشابه در محیط برابر میكروارگانیسم
 .گرفتنیمويي مورد بررسي  گازدار نوشابهكشت و در 

 

 هامواد و روش
اواخر  ايیز و در در ( .Citrus medica lمیوه بانن   

های میوهتهیه شد.  دزفولمراله رسیدگي از بازار محلي 

تازه چیده شده از یک باغ، سالم، یکنواخت و عاری از هر گونه 

مواد شیمیايي مورد نظر در اين ضایعات انتخاب شدند. 
تحایق شامب آگار، عصاره مخمر،  کتون، گلوكز، اتانول، 
مونر هیلتون براث، محیط كشت عصاره مخمر گلوكز 

 YGC: Yeast Glucose كلرا مدنیكب آگار 

chloramphenicol agar)  و عصاره مخمر گلوكز
محیط كشت شمارش  (،Yeast Malt  کتون مانت براث 

محیط كشت  (،PCA: Plate Count Agar  لیتي 
 (OSA:Orange Serum Agar  ااوي عصاره  رتاال

بودند. تمامي مواد مورد استداده در اين تحایق داراي 
 خلوص بالا بوده و از شركت مر  تهیه شدند. 

 تهیه عصاره پوست بالنگ
 ،درصد 67 اونیه با رطوبت 1 وست بانن لايه داخلي 

گراد در آون درجه سانتي 40جدا شده و در دماي 
 Memert  5تا رطوبت ، ساخت كشور آنمان( 800مدل 

ساخت كشور  Ikaو توسط آسیاب برقي درصد خشک 
شد.  ودر كردن در اد عبور ذرات  تبديب  ودر به آنمان

گرم  ودر به همراه  40( انجام شد. Mesh-80از انک  
 ساعت بر 24درصد به مدت  80نیتر از اتانول میلي 400

شد و سکس با كاغذ صافي واتمن  روي شیكر قرار داده
فیلتر شد. باقیمانده تحت شرايط يكسان مجدداً  42

گیري شد. مواد ااصب از فیلتراسیون تحت خلاء عصاره
 با دماي ساخت كشور آنمان(، Ika  (دستگاه روتاريدر 
شد. عصاره تبخیر  60تا بريكس گراد درجه سانتي 40

 الال سازيجداااصب درون  لیت ريخته شد و  س از 
تا  ودر ااصب  درجه سانتي گراد، 70با دماي  در آون

                                                           
1  Albedo 

درجه سانتیگراد در فريزر  -20در دماي زمان مصرف
 (.1387  ور امیر و گلي  قرار داده شد

 پوست بالنگعصاره  ضدمیکروبیارزیابی فعالیت 
 در اين مطانله عبارتهاي مورد بررسي میكروارگانیسم

PTCC 1333 ) Lactobacillus delbrucki  از:بودند 

Lukonostock Mesentroids(1591 PTCC), 
,Saccharomyces cerevisiae (5269 PTCC), 

Candida cruzei  (5295 PTCC) ترين كه عمده
هاي غیر انكلي هاي جدا شده از نوشابهمیكروارگانیسم

-هاي خانص اين میكروارگانیسمباشند. سويهگازدار مي

 هاي صنلتي ايرانركز كلكسیون میكروارگانیسمماز ها 
 به صورت نیوفیلیزه تهیه شدند. 

 هاروش تهیه محیط کشت
جهت تهیه محیط كشت مايع  مونر هینتون براث و 
عصاره مخمر گلوكز  کتون مانت براث( مورد استداده 

هاي میكروبي از روش غلظت مضاعف در آزمون
  (.1983تورنسبري و مک دوگال    استداده شد

 هاتهیه کشت تازه )در فاز لگاریتمی( از میکروارگانیسم
هیاي باكتريیايي يیک روز قبیب از انجیام هر يک از سويه

 Minimum inhibitory تست اداقب غلظت بازدارندگي 

concentration: MIC)  و اییداقب غلظییت كشییندگي
 Minimum bactericibal concentration:MBC و )

در مورد مخمرها دو روز قبیب از انجیام تسیت بیر روي 
محیط كشت نوترينت آگار، كشت سطحي داده شیدند تیا 

 روزها( يا دو  باكتري روزها  س از يک میكروارگانیسم
 مخمرها( گرمخانه گذاري در هنگام تهیه سوسکانسییون 

تورنسبري   میكروبي در فاز نگاريتمي قرار داشته باشند
 .(1983و مک دوگال 

 تهیه سوسپانسیون با مک فارلند شماره یک
مییک فارننیید بییا اسییتداده از  1سوسکانسیییون اسییتاندارد 

درصید  175/1نیتر از محلول آبي میلي 1/0ادافه كردن 
كلريد باريم به طور آهسته و همراه با همزني میداوم بیه 

گرديدنید درصد، تهیه  1نیتر اسید سوندوريک میلي 95/9
نیییانومتر خوانیییده  620و جیییذب آن در طیییول میییوج 

 .(1983تورنسبري و مک دوگال  شد

 تهیه سوسپانسیون میکروبی
-میلي 15هاي تازه برداشته و به يک نوپ كامب از كشت

https://en.wikipedia.org/wiki/Mesocarp#Mesocarp
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نیتر محیط داراي غلظت مضاعف استريب ادافه كرده و 
جذب آن با استاندارد مک فارنند شماره يک برابر گرديد. 

 cfu/ml 610در مراله بلد براي به دست آوردن مادار 
با محیط كشت  1:300تحت شرايط استريب به نسبت 
تورنسبري و مک دوگال  مايع مضاعف مخلوط گرديد 

1983.) 

پوسدت میکروبی عصداره ارزیابی فعالیت ضددروش 

 های مورد بررسیبالنگ در برابر باکتری
هاي اتانوني با استداده اداقب غلظت مهاركنندگي عصاره

مورد بررسي قرار 1سازي در چاهک از روش رقت
اي خانه 96هاي استريب گرفت. براي اين منظور از  لیت

استداده شد. عصاره  وست میوه بانن  با فیلتر سرنگي 
هاي میكرونیتر از رقت 100میكرواستريب و سکس  22/0

، 3000، 2000، 1500، 1000، 800، 500، 200مورد نظر  
هاي  لیت الايزا نیتر( به چاهکمیكروگرم در میلي 4000

تكرار همراه كنترل مندي  3ها در ادافه گرديد. كلیه رقت
بودند. براي هر میكروارگانیسم نیز يک كنترل مثبت 
شامب محیط و سوسکانسیون و يک كنترل مندي عدم 

نیتر میكروگرم در میلي 100لول رشد و از مح
نانومتر  620ها در كلرامدنیكب استداده شد. جذب چاهک

 دماي گر الايزا خوانده شد و درتوسط دستگاه خوانش
 ساعت در گرمخانه 24گراد به مدت درجه سانتي 37

 ساعت جذب  لیت الايزا در 24نگهداري شدند.  س از 
ايت اداقب نانومتر خوانده كه در نه 620 طول موج

غلظتي از عصاره كه تغییر دانستیه نوري در آن 
در  شود به عنوان اداقب غلظت بازدارندگيمشاهده نمي

-ساعت از هر يک از غلظت 24نظر گرفته شد.  س از 

هايي كه در آنها تغییر جذب ديده نشده بر روي محیط 
كشت جامد نوترينت آگار، كشت سطحي انجام گرفت و 

مشاهده رشد يا عدم رشد به مدت  ها جهتسکس  لیت
گزارش  MBCساعت گرمخانه گذاري شدند و نتايج  24

 .  ( 2004كونیسیک و همكاران    گرديدند

                                                           
1 Microbroth dilution 

پوسدت عصداره  میکروبیضددارزیابی فعالیت روش 

بالندددگ در برابددددر مکمرهددددا )کاندیددددداکروز ی و 

 ساکارومایسس سروزیه( 
 22/0عصییاره  وسییت میییوه باننیی  بییا فیلتییر سییرنگي 

، 800، 500، 200هاي میورد نظیر  میكرواستريب و غلظت
-میكروگییرم در میلییي 4000، 3000، 2000، 1500، 1000

-هاي  لیت الايزا ادافه گرديد. كلیه غلظتنیتر( به چاهک

تكییرار و همییراه كنتییرل مندییي بودنیید. بییه هییر  3هییا در 
هیاي مختلیف نیتیر از غلظیتمیلیي 1میكروتیوب استريب 

نیتر محیط كشت عصاره مخمر گلیوكز میلي 1عصاره و 
 کتون مانت براث كه به صورت مضاعف تهیه شده بیود 

نیتییر از میلییي 1/0ادیافه شیید. بییه هییر میكروتییوب نیییز 
سوسکانسیون میكروبي تهیه شده ادافه شد.  در دمن 

نیتیر میلي 1/0نیتر محیط و میلي 1يک كنترل مثبت شامب 
 48-72میدت  هیا بیهسوسکانسیون تهییه گرديید. نمونیه

گییراد در گرمخانییه درجییه سییانتي 25سییاعت در دمییاي 
نگهداري شدند.  س از طي زمان لازم، اونین غلظتیي كیه 
كدورت در آنها مشاهده نگرديد به عنوان ایداقب غلظیت 

كیه در  هیاييبازدارندگي تلیین گرديید. سیکس از غلظیت
آنها كدورت مشاهده نشد، كشت سطحي بر روي محییط 

ها جهت مشاهده رشید يیا گرفت.  لیت كشت جامد انجام
درجیه  37 دمیاي سیاعت در 48-72عدم رشد بیه میدت 

گذاري شدند و نتايج به دست آمیده  گراد گرمخانهسانتي
  (.1983تورنسبري و مک دوگال   گزارش شد

 آماده سازی نوشابه حاوی عصاره پوست بالنگ 
هیاي هاي ااوي عصاره  وست بانن  در غلظیتنوشابه
تهیه گرديدند. در مراله بلیدي، ارزيیابي اسیي  متداوت
ها توسط گروه ارزياب صورت گرفت. بیا  یذيرش نمونه
هیايي بیا غلظیت مشیخص از عصیاره هاي نوشابهنمونه

 وست بانن  توسط گروه ارزياب و تطبیق نتايج ااصب 
 از ارزيابي اسي و با تست ایداقب غلظیت بازدارنیدگي،

و  mg/ml 8/0 ،1 ،5/1هاي عصاره  وسیت باننی  غلظت
در نوشابه نیمويي استداده شد و  نمونه شیاهد بیدون  2

گییرم در نیتییر  1/0و اییاوي  عصییاره  وسییت باننیی 
 براي تهییه نوشیابه شیكر،بود.  بنزوات سديمنگهدارنده 

را بیه نیمیويي سیتريک اسید، سیديم بنیزوات و عصیاره 
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مشخصي با هیم مخلیوط كیرده و بیا اسیتداده از  نسبت
مجهز به كربوكونر ساخت شیركت  به سازدستگاه نوشا

 4و در دمیاي  psi 5/1( سوئیس در فشیار Hookهو   
گراد آب گازدار بیه نوشیابه ادیافه گرديید درجه سانتي

نمونیه هیا  یس از تهییه در . (1385سلامي و همكیاران  
بنیدي شیده نیتر بستهمیلي 300به اجم  PETهاي بطري

. در يیک دوره شیدنددماي محییط نگهیداري و سکس در 
مرالیه زمیاني سیینتیک رشید   3ماهه و در  3نگهداري 

  گرديد.میكروارگانیسم ها بررسي 

بررسی فعالیت ضدمیکروبی عصاره پوست بالنگ در 

 نوشابه لیمویی 
درصد به  70ابتدا بطري نوشابه در يک بشر ااوي انكب 

نیتیر از قسیمت میلیي 25اي غوطه ور شد كیه انكیب گونه
را بکوشاند. بطري را از انكیب بییرون آورده بالاي بطري 

و صبر كرده تیا انكیب تبخییر شیود. بیا اسیتداده از يیک 
هییا را بیاز كیرده و  ییس از دربیازكن سیترون در بطیري

ها محتويیات آن را بیه يیک  یرف شلله دادن سر بطري
سترون منتاب كرده و با تكان دادن مداوم  رف، گاز آن 

ر مجاورت شلله و با كار د خارج شد. كلیه مرااب روش

رعايت شرايط ستروني انجام شد  موسسه استاندارد و 
 (.1387صنلتي ايران  تحایاات

 ها کشت نمونه
يک از  ها جهت بررسي هرگاز از نمونه  س از خروج
 لاكتوباسیلود هاي ذكر شده میكروارگانیسم

باكتري نوكونوستو  (، PTCC 1333دنبروكي 
، ساكارومايسس (PTCC 1591مزنتروئیدد  

مخمر كانديدا كروزوئي  ، (PTCC 5269  سرويزيه 
 PTCC 5295)  میلي نیتر از نمونه را به  لیت  1مادار

آماده  نیتر محیط كشتمیلي 15منتاب و به آن ادود 
انگلیسي به خوبي  8استريب افزوده و  لیت را به شكب 

ها  مطابق هم زده و بلد از بستن محیط كشت،  لیت
( گرمخانه گذاري شد  بلد از اين مدت كلني 1جدول 

هاي رشد يافته در  لیت ها شمارش هاي میكروارگانیسم
و محاسبه شد، لازم به ذكر است كه زمان بین افزودن 

دقیاه بیشتر  15نمونه به  لیت و محیط به  لیت نبايد 
باشد  موسسه استاندارد و تحایاات صنلتي ايران 

1387.) 

 

) موسسه استاندارد و تحقیقات های مورد بررسیمحیط کشت اختصاصی و شرایط گرمکانه گذاری میکروارگانیسم -1جدول 

 (1387صنعتی ایران 
Table 1- Specific culture medium and incubation conditions of investigated microorganisms (Iranian Institute of 

Standards and Industrial Research 2008) 

Method Incubation 

temperature (˚C) 

Incubation time Specific culture 

medium 

Type of 

microorganism 

Mixed culture 

 

37 48 (hours) PCA mesophilic aerobic 

bacteria  
Mixed culture 

 

30 5 (day) OSA acid resistant 

microorganisms 
Mixed culture 

 

25 5(day) YGC yeast and mold 
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 لی کل واندازه گیری ترکیبات فن
 -میییزان تركیبییات فنییوني كییب بییر اسییاد روش فییونین

( انییدازه گیییري گرديیید. Folin-Ciocalteuسیییوكانتو  
فنول هیا را اسیتخراج نمیوده و  اين روش ابتدامطابق با 
نیتر از نمونه ي استخراج شیده را در بیانن میلي 1سکس 

رسیانده شید. نیتیر میلي 100ته گرد ريختیه و بیه اجیم 
سکس به تلیین میزان  لي فنول ها بر اساد اسید گانیک 
 رداخته شد و با رسم منحني اسید گانییک ملادنیه خیط 

و جذب نمونه ها محاسبه گرديید  ارتباط بین اسید گانیک
 (. 2007 نین و تان  

 ارزیابی حسی
ندر از دانشجويان  10 س از آموزش هاي مادماتي 

كارشناسي ارشد به عنوان ارزياب انتخاب شدند و 
هاي رن ، عطر و طلم و  ذيرش كلي نمونه هاي ويژگي

 روش هدونیک با تكمیب  رسشنامه هتونید شده ب
 1در  رسشنامه عدد  .سي قرار گرفتارزيابي، مورد برر

 3  دلیف(، عدد 2دهند  خیلي دلیف(، عدد نشان
 خیلي خوب( بود  5  خوب(، عدد 4  متوسط(، عدد

 (.1391 كرمي و همكاران، 

 آنالیز آماری  
هییا براسیییاد طییر  كیییاملاً تصییادفي بیییه كمیییک داده

استداده  با هاداده بیوتحل هيتجز، Anovaآنانیزواريانس 
( و رسم نمودارهیا 19 نسخه  SPSSي افزارآمار نرماز 

 جينتا يآمار سهيماا انجام شد. Excelباكمک نرم افزار 
 صورت  ذيرفت. %95نانیسطح اطمردزین

 

 نتایج و بحث

ی پوست میکروبی عصارهارزیابی فعالیت ضدنتایج 

 بررسیهای موردبالنگ در برابر میکروارگانیسم
( و MICبازدارنیدگي  نتايج انجام تسیت ایداقب غلظیت 
( و در مییییورد MBCاییییداقب غلظییییت كشییییندگي  

لاكتوباسیییلود هییاي مییورد بررسییي  میكروارگانیسییم
، ساكارومايسیس نوكونوستو  مزنتروئیدد ، دنبروكي
نشیان  2( در جیدول كانديدا كروزوئیي مخمرسرويزيه، 

داده شییده اسییت. عصییاره اتییانوني  وسییت باننیی  روي 

بررسیي اثیر مهیار كننیدگي هیاي میورد میكروارگانیسم
( و ایداقب MICنشان داد. مایادير غلظیت بازدارنیدگي  

لاكتوباسییییلود ( بیییاكتري MBCغلظیییت كشیییندگي  
در برابیییر عصیییاره  وسیییت باننییی  بیییه  دنبروكیییي
ارزيییابي شیید، در اانیكییه   8/0و  6/0  (mg/ml)ترتیییب

( و ایداقب غلظیت MICمااديراداقب غلظت بازدارندگي  
 نوكونوسیتو  مزنتروئییددي ( بیاكترMBCكشندگي  
بییه دسییت آمیید. همچنییین نتییايج  1 (mg/ml)يكسییان و 

( و ایداقب MICااصب از مایادير غلظیت بازدارنیدگي  
 ساكارومايسس سروزيه( مخمر MBCغلظت كشندگي  

ارزيابي گرديید.  8/0به مادار يكسان  كانديدا كروزوئيو 
هیاي عصاره اتانوني  وست بانن  روي میكروارگانیسیم

نوكونوسیییتو  بیییاكتري ، توباسییییلود دنبروكیییيلاك
كانديیدا مخمیر ، ، ساكارومايسس سرويزيهمزنتروئیدد
 نشان داد. اثر مهار كنندگي كروزوئي

به نتايج مشیابهي  1392در سال  شجاعي مهر و نا ري 
بررسي اثیر دیدمیكروبي و آنتیي  دست يافتند، آنها در 

 سیايياكسیداني عصاره اندام هاي مختلف باننی  و شنا
فیتوشیمیايي برخي متابونیت هاي ثانويه بانن  و دارابي 

، عصیاره متیانوني بیر طییف گسیترده اي از بیان كردند
 2011و همكیاران در سیال . ساه باكتري ها تاثیر داشت

بییه بررسییي فلانیییت دییدمیكروبي آب میییوه باننیی ، 
ي ريشه، برگ،  وست درخت آن،  وست و  انی  عصاره

گونییه قییاری و يییک  2ع بییاكتري و نییو 7باننیی  در برابییر 
تمیامي نتايج به دسیت آمیده نشیان داد .  رداختندمخمر 

هییا و آب میییوه سییطو  متدییاوتي از فلانیییت عصییاره
در برابر يک يا چند گونه از بیاكتري میورد  ددمیكروبي

 آزمايش را نشان داد. 
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های آلوده های اتانولی پوست بالنگ در برابر میکروارگانیسمعصاره MBC (mg/ml)و MIC (mg/ml)نتایج  -2جدول 

 کننده نو شابه

Table 2- Results of citron peel extracts MIC (mg/ml) and (mg/ml) MBC against 

contaminant microorganisms of lemon drinks 

MBC (mg/ml) MIC (mg/ml) Microorganism 

0.8 0.6 Lactobacillus delbrueckii 

1 1 Leuconostoc mesenteroides 

0.8 0.8 Saccharomyces cerevisiae 

0.8 0.8 Candida krusei 

 

هددای هددوازی مزوفیددل نتددایج شددمارش کلددی باکتری

(cfu/ml) 
مزوفیب شمارش كلي در برابر باكتري هاي هوازي 

 cfu/ml بین تیمارهاي تونیدي در 1( نشان داد  شكب ،)
 داري مشاهده نشدبا نمونه شاهد اختلاف ملني 0روز 
 50/0<P 1(، تیمارهايT  mg/ml8/0 و تیمار )

2T  mg/ml1تر بودند ( كه داراي ماادير عصاره  ايین
آزمايش در ماايسه با ساير تیمارها  60و  30در روز 

كلي باكتري هاي هوازي مزوفیب داراي شمارش 
 cfu/mlداري بودند( بالاتري به صورت ملني 
 50/0>P 4آزمون، تیمار  30(، همچنین در روزT 

 mg/ml 2عصاره  وست بانن  قادر به كاهش ملني )-

دار شمارش كلي باكتري هاي هوازي نسبت به ساير 
(. در تمامي P<05/0  ها اتي نمونه شاهد گرديدنمونه
 30تا  0از روز  4Tتیمار اي مورد بررسي به جز تیماره

هاي هوازي مشاهده يک روند افزايشي در میزان باكتري
هاي شد كه  س از آن با گذشت زمان میزان باكتري

هوازي مزوفیب به صدر كاهش يافت و هیچ رشدي 
( و 1T  mg/ml8/0مشاهده نشد  به غیر از تیمارهاي 

آزمون  90در روزطوريكه (، به2T  mg/ml1تیمار 
هاي هوازي در محدوده اعلام میزان شمارش باكتري

شده توسط سازمان ملي استاندارد  مندي( قرار گرفت 
2T  mg/ml( و تیمار 1T  mg/ml8/0به جز تیمارهاي 

(  كه در محدوده اعلام شده قرار نداشتند. عصاره 1
 وست بانن  با خاصیت دد باكتريايي خود توانست 

هاي ااوي عصاره را تاريباً به نمونهبار میكروبي 
 اندازه نمونه ااوي بنزوات سديم كاهش دهد. 

نتايج شمارش كلي باكتري هاي هوازي مزوفیب 
 cfu/ml نیز ااكي از فلانیت ددمیكروبي عصاره )

رسد  وست بانن  در نوشابه نیمويي بود. به نظر مي
عصاره  وست بانن  با خاصیت دد باكتريايي خود 

هاي ااوي عصاره را تاريباً بار میكروبي نمونه توانست
و  آبینو به اندازه نمونه ااوي بنزوات سديم كاهش دهد.

، در تايید نتايج تحایق فوق تاثیر 2007همكاران در سال 
دد باكتريايي عصاره اتانوني  وست  رتاال بر 
نوشیدني چاي قرمز را بررسي كردند و به شمارش كلي 

هاي داختند و مشاهده شد كه نمونهمیكروارگانیسم ها  ر
داراي عصاره  وست  رتاال در ماايسه با نمونه شاهد 
داراي شمارش كلي باكتري هاي هوازي مزوفیب 

 cfu/ml05/0 داري ( كمتري به صورت ملني>P )
ن در و همكاراتوسلي  .(2007بودند  آبینو و همكاران 

بي اكسیداني و ددمیكروبه بررسي اثر آنتي 1388سال 
نتايج به ند رزماري در نوشابه نیمويي  رداخت اسانس

ام تلداد در روز سيدست آمده نشان داد، 
میكروارگانیسم هاي مزوفیب به اد مجاز در نوشابه 

 كه با نتايج تحایق فوق مطابات داشت. رسید
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ارها تیم  (cfu/mlبالنگ در نوشابه لیمویی در برابر باکتری های هوازی مزوفیل ) پوستفعالیت ضدمیکروبی عصاره - 1شکل 

 (4T (mg/ml 2)( و mg/ml 5/1)1T (mg/ml8/0 ،)2T( mg/ml1 ،)3Tبر اساس غلضت عصاره پوست بالنگ 
Figure 1- Antimicrobial activity of citron peel extract in lemon carbonated drinks against mesophilic aerobic 

bacteria (cfu/ml) (Treatments base on concentration of citron peel extract: T1 (0.8 mg/ml), T2 (1 mg/ml), T3 (1.5 

mg/ml) and T4(2 mg/ml)) 

 

نتایج شمارش میکروارگانیسم های مقداوم بده اسدید 

(cfu/ml) 
آمده از فلانیییت دییدمیكروبي عصییاره نتییايج بییه دسییت

 وسییییت باننیییی  در نوشییییابه نیمییییويي  شییییمارش 
( نشیان داد cfu/mlمیكروارگانیسم هاي مااوم به اسید  

 0( بین تیمارهاي تونیدي با نمونه شیاهد در روز 2 شكب
 داري مشیاهده نشیدشاهد اختلاف ملنيآزمون با نمونه 

 50/0<P 1(، تیمارهیییییییايT  mg/ml8/0) ، تیمیییییییار

2T  mg/ml1)  3تیمیییار وT mg/ml 5/1)  كیییه داراي
 90و  60، 30تییر بودنیید در روز ماییادير عصییاره  ییايین
داري داشیتند و ها اختلاف ملنیيآزمايش با ساير نمونه

تیمیار داراي شمار كلني بالاتري نسبت به نمونه شاهد و 

4T mg/ml 2) 4 طیور كلیي، تیمیاربودند بهT mg/ml2) 
صیاره  وسیت باننی  و نمونیه شیاهد قیادر بیه ااوي ع

هیاي مایاوم بیه اسیید دار شمارش بیاكتريكاهش ملني
(. در تمیامي P<05/0  هیا بودنیدنسبت بیه سیاير نمونیه

يییک رونیید  30تییا  0تیمارهییاي مییورد بررسییي از روز 
هاي مااوم بیه اسیید مشیاهده افزايشي در میزان باكتري

هیاي بیاكتريشد كه  س از آن با گذشیت زمیان مییزان 
(  4T mg/ml 2مااوم به اسید در نمونیه شیاهد و تیمیار 

به صدر كیاهش يافیت و هییچ رشیدي در آنهیا مشیاهده 

آزمییون میییزان شییمارش  90طوريكییه در روزنشیید، بییه
اعیلام محیدوده هاي هوازي براي اين تیمارها در باكتري

شده توسط سازمان ملي استاندارد  مندي( قیرار گرفیت 
باكتريايي عصیاره  وسیت خاصیت دیدكه نشان دهنده 

باشید. امیا در میورد سیاير تیمارهیا افیزودن بانن  میي
هیاي مایاوم بیه اسیید و عصاره قادر به كاهش بیاكتري

رسییاندن آن در محییدوده اعییلام شییده توسییط سییازمان 
استاندارد نبود كه بییانگر كیافي نبیودن غلظیت عصیاره 

 باشد. افزوده شده مي
مااوم به اسید و همچنین  شمارش میكروارگانیسم هاي

كکک و مخمر نشان داد، عصاره  وست بانن  در نوشابه 
نیمويي فلانیت ددمیكروبي دارد. در نمونه شاهد و 

( كه غلظت بالاي عصاره  وست 4T mg/ml 2تیمار 
هاي مااوم به اسید بانن  وجود داشت شمارش باكتري

و كکک و مخمر با گذشت زمان نگهداري به صدر كاهش 
و  يافت و هیچ رشدي در آنها مشاهده نشد. آبینو

هاي ، گزارش كردند، نمونه2007همكاران در سال 
نوشیدني چاي قرمز داراي عصاره  وست  رتاال در 

هاي مااوم به اسید ماايسه با نمونه شاهد داراي باكتري
( بودند  آبینو و P<05/0 داري كمتري به صورت ملني

 (. 2007همكاران 
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 9                                         لیمویی گازدار در نوشابه وست بالنگاتانولی لایه داخلی پعصاره  و ترکیبات فنولی میکروبیارزیابی فعالیت ضد

 
 (cfu/mlفعالیت ضدمیکروبی عصاره پوست بالنگ در نوشابه لیمویی در برابر شمارش باکتری های مقاوم به اسید ) -2شکل 

Figure 2- Antimicrobial activity of citron peel extract in lemon carbonated drinks against acid resistant 

microorganisms (cfu/ml) 
 

 (cfu/mlنتایج شمارش کپک و مکمر )
نتییايج فلانیییت دییدمیكروبي عصییاره  وسییت باننیی  در 

(  نشیان cfu/mlنوشابه نیمويي  شمارش كکک ومخمر  
(. بین تیمارهاي تونیدي بیا نمونیه شیاهد در 3داد  شكب 

(، P>05/0  داري مشیاهده نشیدصدر ااتلاف ملني روز
-كه داراي ماادير عصاره  ايین 3Tو  1T  ،2Tتیمارهاي 

ها آزمايش با ساير نمونه 90و  60، 30تر بودند در روز 
داري داشتند و داراي شمار كلنیي بیالاتري اختلاف ملني

بودنیید  (4T mg/ml 2 نسییبت بییه نمونییه شییاهد و تیمییار
 50/0>P در تمامي تیمارهیاي میورد بررسیي بیه جیز .)

يیک رونید افزايشیي در مییزان  30تا  0از روز  4Tتیمار 
كکک و مخمر مشاهده شد كه  س از آن با گذشت زمیان 

 4T mg/mlمیزان كکک و مخمر در نمونه شاهد و تیمار 
آزمیون  90طوريكیه در روز( به صدر كاهش يافیت بیه2

ن تیمارهیا در رنیج میزان شمارش كکک و مخمر براي اي
اعلام شده توسط سازمان ملي اسیتاندارد  مندیي( قیرار 
گرفت كه نشان دهنده خاصیت دید باكتريیايي عصیاره 

 باشد.  وست بانن  مي
عصاره  وست بانن  با داشتن تركیبات آنتي اكسیداني 

موجب خنثي شدن اثر میكروبهاي ها و نیمونن و فنول
توسلي و همكاران شود و همچنین  ميموند بیماري 

تواند به طور كامب مانع از فلايت ( مي1388
هاي تونیدي گردد. انبته در ها در نوشابهمیكروارگانیسم

ها هم بررسي اضور و رشد میكروارگانیسم 30روز 
هاي ااوي هاي ااوي عصاره و هم در نمونهدر نمونه

بنزوات  شاهد( مشاهده گرديد. دنیب وجود 
ها، آنودگي مواد اونیه در نمونهها میكروارگانیسم

مصرفي است كه يكي از مواد اونیه شكر است كه منبع 
اي از اسکورهاي باسیلود هست كه بانطبع شناخته شده

شوند. در بررسي اثر در محصول نهايي نیز ديده مي
ساير گیاهان در نوشابه محااان نتايجي  ددمیكروبي

ا همخواني گزارش كردند كه نتايج تحایق اادر با آنه
دارد. در تائید نتايج تحایق فوق، موسوي زريني و 

 ددمیكروبيدر بررسي تاثیر  1394همكاران در سال 

 نارنج و بانن   وست میوه  اتانوني و ونينمتا عصاره

 Digitatum  گیاهي زاي بیماري قاری گونه 2 علیه

Penicillium  وAlternaria citri)  گزارش كردند كه
 ppm150عصاره متانوني گیاه بانن  و نارنج در غلظت 

موثر  Digitatum Penicilliumبر روي قاری  200و 
روي  ppm 200بوده و عصاره اتانوني بانن  با غلظت 

 تاثیر داشت.  Alternaria citri اتوژن 
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 (cfu/mlفعالیت ضدمیکروبی عصاره پوست بالنگ در نوشابه لیمویی در برابر کپک و مکمر ) -3شکل 

Figure 3- Antimicrobial activity of citron peel extract in lemon carbonated drinks against yeast and mold 
(cfu/ml) 

 

 لی کل وترکیبات فننتایج اندازه گیری 
ني كیب ونتايج تاثیر عصاره  وست بانن  بر تركیبیات فنی

 نشیان داده شیده اسیت، 4در نوشابه نیمیويي در شیكب 
هیاي نیمیويي تونیید شیده میزان تركیبات فنوني نوشیابه

اسییدي در  pHااوي عصاره  وست بانن  با توجه بیه 
روز  30طي دوره نگهداري ادظ گرديد و  س از گذشت 

به میزان قابب توجهي افیزايش يافیت و سیکس مایدار آن 
ثابت ماند و بین تیمارهیاي تونییدي بیا نمونیه شیاهد در 

داري هاي بررسي اختلاف ملنيصدر و ساير زمان روز
مشاهده شد و تمامي تیمارهاي ایاوي عصیاره  وسیت 

دار بالاتر از ني به صورت ملنيوركیبات فنبانن  میزان ت
( و با افیزايش مییزان P<05/0  نمونه شاهد ارزيابي شد

ني نییز افیزايش وعصاره  وست بانن  میزان تركیبات فن
 يافت. 

بییا افییزايش میییزان عصییاره  وسییت باننیی  در نوشییابه 
-ني نیز افزايش يافت كیه میيوتونیدي میزان تركیبات فن

ن عصاره  وست بانن  از تركیبیات تواند در اثر غني بود
بییان گیر وجیود ( 2015ادهام  نتايج تحایق باشد. ني وفن

عصاره  وست باننی  مادار قابب توجه تركیبات فنلي در 
نییز وجیود مایدار بیالاي  (2015مانوار و همكاران  د. بو

در تركیبییات فنلییي در  وسییت باننیی  را گییزارش دادنیید. 
محیییط اسیییدي،  بررسییي  ايییداري تركیبییات فنییوني در

تیوت و (، عصاره فنیوني شیاه2007عربشاهي و اعلمي  

نلنا را به آب آناناد ادافه كردند و الانیت و  ايیداري 
آنها را مورد مطانلیه قیرار دادنید. نتیايج نشیان داد كیه 

هییاي مییذكور بییه خییوبي  ايییداري خییود را طییي عصییاره
(. شهابي 2007نگهداري ادظ كردند  عربشاهي و اعلمي 

( در بررسي  ايداري تركیبیات فنیوني 1387اران  و همك
در آب سییب در طیي دوره نگهییداري، افیزايش تركیبییات 
فنوني را گزارش كردند كه با نتايج تحایق فیوق مطابایت 

         داشت. 
بییه ارزيییابي فلانیییت  1391و همكییاران در سییال كرمییي 

دییدمیكروبي عصییاره اتییانوني ريشییه شیییرين بیییان در 
نتییايج نشییان داد میییزان  ،انیید رداختهنوشییابه  رتاییاني 

ني در طي ايین میدت نییز نشیانگر  ايیداري وتركیبات فن
اسییدي   pHرخوب عصاره اتانوني ريشه شیرين بیان د

كیه بیا نتیايج تحاییق فیوق مطابایت  نوشابه  رتااني بود
 .داشت

هاي اكسیداتیو در بدن انسان، عدم در اثر ايجاد تنش
اكسیداني و مواد ناشي از تلادل میان سامانه آنتي
-گردد كه اين ماونه به علت برهماكسیداسیون ايجاد مي

هاي اكسیژني فلال هاي آزاد و گونهكنش میان راديكال
-باشد. اين امر منجر به ايجاد بیماريها ميبا بیومونكول

آسیب و  عروقي -هاي قلبيهايي نظیر سرطان  بیماري
 (2002ابي  كاوانیشي هاي انتهنظمييا مرگ سلوني و بي

گردد. براي غلبه بر اين آسیب ها نیاز به استداده از مي
 هايي كه از طريق مواد غذايي وارد بدناكسیدانآنتي
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 11                                         لیمویی گازدار در نوشابه وست بالنگاتانولی لایه داخلی پعصاره  و ترکیبات فنولی میکروبیارزیابی فعالیت ضد

(. با توجه به اينكه 2007شوند، وجود دارد  لاگور مي
غذاها  اكسیدانكننده  تانسیب آنتيعامب اصلي تلیین
باشند، مصرف مواد غذايي ااوي تركیبات فنوني مي

-تواند از طريق اعمال خاصیت آنتياينگونه تركیبات مي

 اكسیداني، به ادظ سلامت بدن كمک نمايند.

  

 
 (mg/100mlیر عصاره پوست بالنگ بر ترکیبات فنولی کل )تاث -4شکل 

Figure 4- Effect of citron peel extract on phenolic compounds (mg/100ml) 
 

 نتایج ارزیابی حسی
شود، بین تمامي مشاهده مي 3در جدول همانطور كه 

تیمارهاي ااوي عصاره  وست بانن  با نمونه شاهد از 
داري مشاهده نظر میزان طلم و مزه، رن  اختلاف ملني

(. میزان طلم و مزه و  ذيرش كلي با P>05/0  نشد
افزايش میزان عصاره  وست بانن  نسبت به نمونه 
ها شاهد كاهش يافت اما اين میزان كاهش توسط ارزياب

ها از نظر (. ارزيابP>05/0دار ارزيابي نگرديد  ملني
شاهد قادر به تشخیص اختلاف نبودند و  رن  با نمونه

 دار نداشتاختلاف ملنياين  ارامتر با نمونه شاهد 
 05/0<P.)  در (1390 قهدرخي و همكاران شهابي ،

بررسي تاثیر دد باكتريايي عصاره  وست انار بر آب 
 وست انار  يهاسیب گزارش كردند، تمامي عصاره

موجب ايجاد طلم و مزه نامطلوب در آب سیب نگرديد و 
هاي ااوي عصاره هیچ تغییري در طلم و مزه نمونه

كرمي و  ار با نمونه شاهد مشاهده نشد. وست ان
به ارزيابي فلانیت ددمیكروبي  (1391  همكاران

عصاره اتانوني ريشه شیرين بیان در نوشابه  رتااني 
اند، نتايج نشان داد میزان ارزيابي اسي  رداخته

  ذيرش كلي( تیمارهاي ااوي عصاره ريشه شیرين 
 نداشتند.داري بیان نسبت به نمونه شاهد تغییر ملني

 

 مقایسه میانگین ارزیابی حسی در نوشابه لیمویی -3جدول 
Table 3- Mean comparison of lemon carbonated drinks sensory evaluation   

Overall 

acceptability 

Color Taste Treatments 

a±0.5574.667 a±0.5574 a±0.5574.337 Control Treatment (C) 
a±0.5574.667 a±0.004 a±0.5574.337  (0.8) Treatment 1T 
a±0.5574.337 a±0.004 a±0.004 Treatment (1) 2T   
a±0.5574.337 a±0.004 a±13.667 Treatment (1.5) 3T  
a±0.5574.337 a±0.004 a±13.667 Treatment (2) 4T 

Each value in the table represents the mean ±standard deviation of triplicate analysis. Different superscripts within the 

same line represent significant difference at P≤0.05. 
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 نتیجه گیری کلی
نتايج اين  ژوهش ااكي از آن بود كه عصاره  وست 

و ، فنوني ددمیكروبيبانن  با داشتن تركیبات 
فلانیت ددمیكروبي در برابر ني داراي اكسیداآنتي

باشد. نتايج مي هاي آنوده كننده نوشابهمیكروارگانیسم

به دست آمده نشان داد، افزودن عصاره  وست بانن  
نوشابه نیمويي گازدار با توان مي mg/ml 2به میزان 

تر و از هاي شیمیايي مطلوبكیدیت میكروبي و ويژگي
نظر ارزيابي اسي قابب رقابت با نوشابه نیمويي گازدار 

 ااوي بنزوات سديم تونید نمود.

 

 مورد استفاده منابع
. بررسي فرمولاسیون نوشابه گازدار با استداده از عرق بیدمشک و ارزيابي تغییرات فیزيكو 1385 ،و محمدي ع   انهامي راد ا

 .27-39 صدحات . 1 شماره 2    دوره  ،ايران غذايي صنايع و علوم  ژوهشهايمجله  نگهداري.شیمیايي و میكروبي آن در طي 

. بررسي فلانیت آنتي اكسیداني عصاره  وست نارنج و اثر بازدارنده آن بر اكسیداسیون نیکیدي در مدل 1387 ،گلي ز و  ورامیر م 
 .هجدهمین كنگره ملي علوم و صنايع غذايي ،بیونوژيک

اسانس  ددمیكروبياكسیداني و .  بررسي خواص آنتي1388 ،توسلي ص، ابراهیم زاده موسوي م ع، امام جمله ز و ردوي ه
 تهران. رزماري در نوشابه نیمويي،  ايان نامه، دانشكده صنايع غذايي، دانشگاه

 Citrus. شناسايي و ماايسه تركیبهاي موجود در اسانس  وست میوه بانن   1387ابشي م، میرزا م، مستوفي ي و جايمند  ، 

medica l24جلد   ،( با دو روش استخراج   تاطیر با آب و  رد سرد(. فصلنامه تحایاات گیاهان دارويي و ملطر ايران ،
 .428-436. صدحات 4شماره

ثیر اسانس روغني  وست بانن  بر تغییرات كیدیت شیمیايي و میكروبي فیله ماهي . تا1395 ا  بین ب، وایدي ر،  محمودي ر،
  .369-379صدحات ، 3، شماره 26دوره  ،نشريه  ژوهش هاي صنايع غذايي. كمان ذخیره شده در سرماآلاي رنگینقزل

 در ني رتاا گازدار نوشابه طلم و عطر جذب گیري . اندازه1385 ،سلامي م، امام جمله ز، ابراهیم زاده موسوي، م و ردايي  
یمي شمهندسي  و شیمي كروماتوگرافي. نشريه گازی  جامد فاز با استخراجمیكرو از استداده با اتیلن  لي ترفتالات  روف
 .75-69. صدحات 3شماره . 25دوره  ،ايران

یايي و آنتي اكسیداني عصاره اندام هاي مختلف و شناسايي فیتو شیم ددمیكروبي. بررسي اثر 1392 ،و نا ري د شجاعي مهر م
 برخي متابونیت هاي ثانويه بانن  و دارابي،  ايان نامه دانشگاه بوعلي سینا، دانشكده علوم كشاورزي.

بر  . بررسي خواص آنتي باكتريال تركیبات فنوني هسته انگور و  وست انار در آب سیب1387 ،شهابي ا، اامدي ع و اجازي م
-1ات ،  ايان نامه كارشناسي ارشد. دانشكده صنايع غذايي، دانشگاه تهران. صدحAlicyclobacillus acidoterrestrisباكتري 

10. 

ب سیب در آ Alicyclobacillus acidoterrestrisنترل باكتري ك. 1390 ،اامدي زنوز ع، قنبرزاده با،  م ، اجازياقهدرخي شهابي 
 .8دوره  2هاي  وست انار. فصلنامه علوم و صنايع غذايي، شمارهبه وسیله وسیله عصاره
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اول،  . ويژگي ها و روش هاي آزمون میكروبیونوژي نوشابه هاي گازدار، چاپ1387موسسه استاندارد و تحایاات صنلتي ايران، 
 .3846شماره استاندارد ايران 

 و نن با هوايي هاي اندام اتانوني و متانوني عصاره قارچيدد اثرات . بررسي1394 ،علوي م موسوي زريني د، نجدي زريني م و
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Introduction: Citron (Citrus medica L.), belonging to citrus genus and native to southeast Asia 

(Dalia, 2014). Citrus fruits are rich sources of different vitamins, minerals, and fibers. In recent 

years, more attention has been paid to the antibacterial properties of non-edible parts of fruits 

(Tavasoli et al., 2009). Essential oil of the fruit peel (located in the inner layer of citron peel) have 

repetitively demonstrated antibacterial bioactivities. The citron juice along with honey is also 

known as an effective antidote to poisons. Citron peel contains citronellal, terpenes, aldehydes, 

ketones, esters, alcohols, and organic acids. Limonene, most abundant cyclic monoterpene of the 

fruit, has demonstrated considerable antimicrobial activity in many studies. Moreover, geraniol and 

other monoterpenes found in the extract of citron peel have exhibited anti-cancer properties (Mina 

et al., 2011). In recent decades, many are studying the ways of converting low-value products (by-

products) to value-added products. Carbonated beverages are products made of water, sugar, carbon 

dioxide, additives, and, other sweeteners (Elhami Rad & Mohammadi, 2006). The harmful effect of 

consuming industrial soft drinks can be examined from different perspectives (Bawa, 2005). There 

are some reports that show benzene forms by a reaction between benzoate in soft drinks and 

ascorbic acid, which is a cancer-causing compound. Due to the health risks attributed to 

consumption of industrial soft drinks, many researchers are looking for ways to optimize the 

consumption of natural drinks, as synthetic materials make up most of the compounds used in 

industrial soft drinks (hunter, 2003). In this study, given the beneficial effects of citron, we used the 

ethanolic extract of citron peel as a natural preservative in the formulation of lemon soft drinks. 

Furthermore, we studied the antimicrobial activity of extract against soft drink contaminating 

microorganisms in a culture medium and lemon carbonated beverages.  

Materials and methods: In this study, we added ethanolic extract of citron peel with increasing 

concentrations of 0, 0.8, 1, 1.5, and 2 mg/ml to the formulation of lemon soft drinks, as a natural 

preservative. Furthermore, antimicrobial activity of the additive was investigated against a series of 

soft drink contaminating microorganisms (Lactobacillus delbrueckii, Leuconostoc mesenteroides, 

Saccharomyces cerevisiae, and Candida krusei). The total phenolics of the lemon soft drink was 

measured based on the Folin-Ciocalteu method (Lin & Tang, 2007). The characteristics of color, 

taste, and flavor as well as the overall acceptability of final products were evaluated by ten 

evaluators using the hedonic method and an assessment questionnaire (Karami et al., 2012). Data 

were analyzed based on a completely randomized design, one-way ANOVA, using SPSS (version 

19). The charts were plotted using Excel software. The statistical comparison of results was 

conducted at a 95% confidence level.  
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Results and discussion: Ethanolic extract of citron peel exhibited an inhibitory effect on the 

growth of our test microorganisms. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum 

bactericidal concentration (MBC) of the extract against Lactobacillus delbrueckii were 0.6 mg/ml 

and 0.8 mg/ml, respectively. Moreover, the extract had inhibitory and bactericidal effect against 

Leuconostoc mesenteroides at the concentration of 1 mg/ml. Per our results, saccharomyces 

cerevisiae and candida krusei were killed and inhibited at the concentration of 0.8 mg/mL. 

Overall, the ethanolic extract of citron peel exhibited significant inhibitory activity against 

Lactobacillus delbrueckii, Leuconostoc mesenteroides, saccharomyces cerevisiae, and candida 

krusei. The results of the total count of mesophilic aerobic bacteria (colony forming unit per mL 

(CFU/mL)) indicated the antimicrobial activity of citron peel extract in lemon soft drinks. The 

citron peel extract, with its antibacterial properties, was able to reduce the microbial load of 

samples. Comparable results were obtained by sodium benzoate. The count of acid-resistant 

microorganisms showed the antimicrobial activity of citron peel extract in the lemon soft drink. The 

count of acid-resistant bacteria dropped to zero over the time of storage in the control and T4(2 mg/
ml) treatment samples. Our results indicated the antimicrobial activity of citron peel extract in the 

lemon soft drink (based on yeast and molds count (CFU/ml). There was no significant difference 

between the treatments and the control at day 0 (P>0.05). Treatments 𝑇1, 𝑇2, and 𝑇3 were 

significantly different from other samples at day 30, 60, and 90 of the experiment. Furthermore, 𝑇1, 

𝑇2, and 𝑇3 treatments had higher colony counts than the control and 𝑇4(2 𝑚𝑔/𝑚𝑙) group (P<0.05). 

The antimicrobial effect of extract was concentration and time dependent. There was an increasing 

trend in the amount of yeast and molds in 𝑇1, 𝑇2, and 𝑇3 treatments yet growth of the 

microorganisms in T4 and control group was completely inhibited over the storage time. At day 90, 

yeast and mold count reached the standard set by Institute of Standards and Industrial Research of 

Iran (negative). As expected, increasing concentrations of the extract lead to higher total phenolics 

in the produced soft drink. Considering the acidic pH, total phenolics in the produced lemon soft 

drinks containing citron peel extract significantly increased after 30 days, and then remained 

constant throughout the storage period was. There was a significant difference between the total 

phenolics of treatments and the control at day 0 and other time points. Phenolics were significantly 

higher in all the treatments containing the citron peel extract compared with the control (P<0.05). 

The results of sensory evaluation showed that there was no significant difference between all the 

treatments containing the citron peel extract and the control sample in terms of taste, flavor, and 

color (P>0.05). By increasing the amount of citron peel extract, the rates of taste, flavor, and overall 

acceptability decreased compared with the control. However, rate was not evaluated as significant 

by the evaluators (P>0.05). No significant difference was detected between treatments and the 

control in terms of color by the evaluators(P>0.05).  

Conclusion: The results of current study indicated that phenolics-rich citron peel extract has 

notable antimicrobial activity against soft drink contaminating microorganisms. The results showed 

that we can produce a quality product, in terms of microbial quality and chemical properties, by 

adding 2 mg citron peel extract per mL of soft drink. In terms of sensory properties, the final 

product could compete with sodium benzoate containing lemon soft drinks. 
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