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Abstract 
 
Background: The medical application of oil-in-water nanoemulsion has been expanded due to its special 
properties. Nanoemulsions based on medicinal plants are important because of the simple and fast 
preparation method, high efficiency, and economic efficiency.  
Materials and methods: In this study, the oil-in-water nanoemulsion was prepared containing Mentha 
pulegium essential oil as the oil phase, Mentha pulegium extract as the aqueous phase, and span 80 surfactant 
for 30 minutes using homogenizer. The properties of samples were investigated. Chitosan was used as the 
natural biological material to modify the optimal nanoemulsion due to its biocompatibility, biodegradability, 
and antibacterial properties. The samples were evaluated by methods of dynamic light scattering (DLS) to 
investigate size and size distribution, transmission electron microscopy (TEM) to measure size and shape, 
and zeta potential to determine stability. Antibacterial activity, antioxidant activity, and cytotoxicity of the 
samples were investigated.  
Results: The results of the antibacterial activity of the essential oil, its extract, and nanoemulsions against 
gram-negative bacteria escherichia coli (E.Coli) and gram-positive bacteria staphylococcus aureus 
(S.Aureus) showed that these materials are suitable candidates instead of chemical drugs to deal with strains. 
The antioxidant activity of the samples was observed based on the measurement of total phenolic compounds 
and free radical inhibition. Also, the samples are not cytotoxic on healthy cells. 
Conclusion: Based on the results, oil-in-water nanoemulsion containing essential oil as the oily phase and 
extract as the aqueous phase can be suitable candidates for pharmaceutical and medical applications.  
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  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  364تا  355صفحات ، 1402 زمستان، 4، شماره 33 ورهد

  

  اكسيداني نانوامولسيون روغن در آب اسانس و عصاره پونهفعاليت ضدباكتري و ضد

  4، راحله حلبيان3، علي سليمي2نبي شريعتي فر ،1كاظمينگار معتكف ، 1اشگان زنديه
 هاي نوين، علوم پزشكي تهران، دانشگاه آزاد اسلامي، تهران، ايراني، دانشكده علوم و فناوريگروه نانوفناوري پزشك 1
 گروه بهداشت محيط، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشكي تهران، تهران، ايران 2
 مركز تحقيقات نانوبيوتكنولوژي پزشكي دانشگاه بقية االله (عج)، تهران، ايران 3
 ميكروبي، دانشگاه بقية االله (عج)، تهران، ايرانمركز تحقيقات علوم  4

   كيدهچ
ها بر پايه گياهان دليل خواص ويژه گسترش يافته است. نانوامولسيونكاربرد پزشكي نانوامولسيون روغن در آب به :سابقه و هدف

 . دليل روش تهيه ساده و سريع، كارايي بالا، و صرفه اقتصادي مهم هستنددارويي به

عنوان فاز آبي، و سورفكتانت اسپن عنوان فاز روغني، عصاره پونه بهدر اين پژوهش نانوامولسيون روغن در آب حاوي اسانس پونه به :روش بررسي
دليل زيست سازگاري، زيست تخريب ها مورد بررسي قرار گرفت. كيتوزان بهدقيقه توسط هموژنايزر تهيه شد. خواص نمونه 30به مدت  80

هاي پراكندگي نور ها با روشعنوان ماده زيستي طبيعي جهت اصلاح  نانوامولسيون بهينه استفاده شد. نمونهدباكتري بهپذيري، و خواص ض
) براي سنجش اندازه و شكل، و پتانسيل زتا براي TEM) جهت بررسي اندازه و توزيع اندازه، ميكروسكوپ الكتروني عبوري (DLSديناميكي (

   .ها بررسي شدد. فعاليت ضدباكتري، فعاليت ضداكسيداني، و سميت سلولي نمونهتعيين پايداري ارزيابي شدن

) و باكتري گرم مثبت E.Coli( اشرشياكليها عليه باكتري گرم منفي نتايج فعاليت ضدباكتري اسانس، عصاره، و نانوامولسيون ها:يافته
ها هستند. فعاليت ناسب بجاي داروهاي شيميايي جهت مقابله با سويه) نشان داد كه اين مواد كانديد مS.Aureusاستافيلوكوكوس اورئوس (

هاي ها سميت سلولي روي سلولسنجش تركيبات فنولي تام و مهار اديكال آزاد مشاهده شد. همچنين نمونه ها بر اساسضداكسيداني نمونه
   .سالم ندارند

تواند كانديد مناسبي عنوان فاز آبي ميعنوان فاز روغني و عصاره بهنس بهنانوامولسيون روغن در آب حاوي اسانتايج، بر اساس  :گيرينتيجه
  .براي كاربردهاي دارويي و پزشكي باشد

 .پونه، عصاره، اسانس ون،ينانوامولس ،ينانوفناور واژگان كليدي:
  

  1مقدمه
هاي مختلف پيشـرفت چشـمگير دارد. در   نانوفناوري در زمينه

هـاي  دليل ويژگـي ها بهولسيونهاي گذشته، ميكروامطول سال
سازي، شفافيت و پايـداري  فرد مانند سهولت در آمادهمنحصربه
. در )1(انـد  مدت توجه زيادي را بـه خـود جلـب كـرده    طولاني

دليـل كاربردهـاي بـالقوه در    ها بـه هاي اخير نانوامولسيونسال
صنايع مختلف مانند مواد غذايي، آرايشي، دارويي و كشـاورزي  
                                                 

، تهـران  يدانشكده بهداشت، دانشـگاه علـوم پزشـك    ط،يگروه بهداشت مح، تهران: آدرس نويسنده مسئول
 )  email: motakef@iaups.ac.ir(ي نگار معتكف كاظم

ORCID ID: 0000-0002-2161-2941    
     12/3/1402: تاريخ دريافت مقاله
  22/5/1402: تاريخ پذيرش مقاله

 هـا  . نانوامولسـيون )3 ،2(انـد  العه گسترده قرار گرفتـه مورد مط
هـا معمـولاً در   هـا و ميكروامولسـيون  عنوان واسطه امولسيونبه

   شـوند  نـانومتر در نظـر گرفتـه مـي     500تا  20محدوده اندازه 
تواند باعث افزايش نفوذ . اندازه كوچك نانوامولسيون مي)6-4(

ــا جــذب توســط ســلول  ي اصــلي بنــد. طبقــه)7(هــا شــود ي
ــت    ــن اس ــا آب در روغ ــن در آب ي ــامل روغ ــيون ش     نانوامولس

. اجزاي امولسيون شامل بخش چربـي دوسـت در فـاز    )10-8(
روغني و بخش آبدوست در فاز آبي در حضور امولسيفاير جهت 
حفظ پايداري است. انـدازه قطـرات توليـدي در نانوامولسـيون     

ســازي اســت.  وابســته بــه تركيــب اجــزا و روش همگــن    
سازي با انرژي هاي امولسيونتوان با روشها را ميمولسيوننانوا
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هاي بالا يا انرژي كم تهيه كرد. هموژنايزر فشار بالا يكي از روش
ــراي تشــكيل نانوامولســيون  . )12 ،11(هــا اســت پــر انــرژي ب

دليل اندازه كوچك مزايـايي ماننـد شـفافيت    ها بهنانوامولسيون
راهمـي زيسـتي افـزايش يافتـه     نوري بالاتر، پايداري بـالاتر و ف 
. با اين حال، كاربرد پزشكي )13(تركيبات چربي دوست دارند 

دليل خطرات بالقوه مانند سميت برخي از اجـزا  نانومولسيون به
ها، امكان اسـتفاده برخـي تركيبـات    عنوان مثال سورفكتانتبه

شود زيست فعال و اثرات نامطلوب بر سلامت انسان محدود مي
)14، 15(. 

عنوان رويكـردي  امروزه نانوفناوري در كاربردهاي ضدباكتري به
ها گسترش يافتـه  براي حذف يا كاهش فعاليت ميكروارگانيسم

عنـوان عوامـل ضـدباكتري    . گياهان دارويي بـه )17 ،16(است 
طبيعي براي افزايش اثربخشي و مهـار رشـد بـاكتري اسـتفاده     

ن تركيب طبيعي عنواكارگيري اسانس به. به)19 ،18(شوند مي
ــا فعاليــت ضــدميكروبي بــراي پاســخ بــه     مســتخرج از گيــاه ب

هـاي خـوراكي   هاي مصرف كننده جهت ايمني افزودنـي نگراني
هـا  . كاربرد اسـانس )20(مصنوعي به شدت افزايش يافته است 

اي دارد ها با كاربرد ضـدباكتري جايگـاه ويـژه   در نانوامولسيون
توانند خواص درماني فرار ميعنوان مواد ها به. اسانس)23-21(

. گسترش كاربرد ضداكسيداني )25 ،24(و دارويي ايجاد كنند 
ــانومواد  )26(تركيبــات گيـــاهي  ــراي جلــوگيري از  )27(و ن ب

هـاي  اكسيداسيون واكنش شيميايي با توانايي توليـد راديكـال  
ــه هــاي زنجيــرهآزاد و ايجــاد واكــنش ــا امكــان آســيب ب اي ب

شناسـي  . سم)28(ده حائز اهميت است هاي موجودات زنسلول
هاي هاي اين مواد با سامانهكنشنانومواد عبارت از مطالعه برهم

اي منطقي بين ويژگي فيزيكوشيميايي زيستي براي ارائه رابطه
باشد. فعاليـت زيسـتي و سـميت    ها ميهاي زيستي آنو پاسخ

د هـاي فيزيكوشـيميايي مانن ـ  نانومواد ارتباط مستقيم با ويژگي
هاي سطحي و اندازه، شكل، نسبت سطح به حجم، تراكم، نقص

 .)29(ساختاري دارد 

هـا در ارتبــاط بـا   امروزه تركيبات گيـاهي با توجه بـه نگرانـي
اي مـورد توجـه قـرار گرفته داروهاي شيميايي بـه طـور ويـژه

و نـام محلـي    Mentha pulegiumاست. گياه پونه با نام علمي 
هاي خانواده نعناعيان است و كاربردهـاي  از گونهخالواش يكي 

عنوان تسهيل كننده فرآيند قاعـدگي، مسـكن، مـدر،    فراوان به
. وجود تركيبـات فنـولي بـه    )30(معرقِ، و باد شكن معده دارد 

خصوص تركيبات فلاونوئيدي در اين گياه باعث خواص بـالقوه  
روزه . ام ـ)31-33(شـود  مذكور و خاصـيت ضداكُسـيداني مـي   

دليـل  بر پايه گياهان بـه  هاكاربرد  زيست پزشكي نانوامولسيون
. از اين رو )34-39(خواص منحصر به فرد گسترش يافته است 

در اين پژوهش نانوامولسيون حاوي عصاره و اسانس پونه تهيـه  
و فعاليت ضدباكتري، ضداكسيداني، و سميت سلولي آن مـورد  

      .ارزيابي قرار گرفت

  
  هامواد و روش

  مواد و تجهيزات

نمونه برداري از گياه پونه از مناطق بكر پلكو از توابـع شهرسـتان   
سنگر در استان گيلان انجام شد و پس از تائيد در بخش هرباريوم 

در سـايه   AUPF- 1634دانشگاه علوم پزشكي آزاد اسلامي تهران 
و به دور از نور مستقيم خورشيد و در شـرايط اسـتاندارد خشـك    

  و كيتوزان از مرك (آلمان) خريداري شد.  80سپن شد. اِ
ساخت كشور آلمان براي تهيه  Heidolphهموژنايزر مدل  دستگاه

 GENESYS 30اسپكتروفتومتر مـدل   نانوامولسيون استفاده شد.
ساخت كشور آمريكا استفاده شد. دستگاه پراكندگي نور ديناميكي 

انـدازه و   ساخت كشور كره جنـوبي بـراي ارزيـابي    Quadixمدل 
توزيع اندازه نانوامولسيون اسـتفاده شـد. ميكروسـكوپ الكترونـي     

ساخت كشور آلمان براي   Zeiss-EM10C-100 KVعبوري مدل 
  بررسي شكل و اندازه نانوامولسيون استفاده شد. 

ــلاق    ــد اخــ ــا كــ ــه بــ ــان نامــ ــتخرج از پايــ ــه مســ مقالــ
IR.IAU.PS.REC.1398.064  .است  

  ها روش
  گيرياسانس
 2گـرم از گيـاه پونـه در يـك بـالن       100ابتدا  گيريسانسبراي ا

ليتري ريخته و به آن كمي بيشتر از نصف حجم بـالن آب اضـافه   
گيري با اعمال حـرارت  شد. سپس با دستگاه كلونجر عمل اسانس

ساعت تا زمان ثابت ماندن سطح اسانس انجام شد. در  3به مدت 
ر بـراي افـزايش   نهايت آبگيري اسانس توسط سولفات سديم انيد
اي درب بسـته و  كيفيت انجام شد و نمونه نهايي در ظرف شيشه

  با فويل پوشيده در يخچال نگهداري شد.
  گيريعصاره

حلال در  10نمونه به  1گيري پودر گياه پونه با نسبت براي عصاره
درجـه   80سـاعت در دمـاي    6يك بالن ژوژه ريخته و بـه مـدت   

حـرارت داده شـد. سـپس     rpm 700سانتي گراد و دور چرخش 
عصاره با كاغذ صافي صاف شده و تـا زمـان اسـتفاده در يخچـال     

شود. لازم به ذكر است كه اگر حلال آب باشد عصاره نگهداري مي
درصد متانول باشـد عصـاره متـانولي اسـت. تهيـه       80آبي، و اگر 

عصاره فراكشن متانولي مشابه عصاره متانولي است با ايـن تفـاوت   
ساعت تحت همزدن در دما محـيط و دور از نـور    48كه به مدت 

دار قرار داده شد. سـپس مخلـوط صـاف شـده و در ظرفـي درب     
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نگهداري شد و بار ديگر به آن متانول اضافه و روند ذكر شـده بـه   

ساعت ديگر تكرار شد. سپس مخلوط صاف شده و هـر   48مدت 
دو عصاره با يكديگر مخلوط شده و درون روتـاري تحـت شـرايط    

درجه سانتيگراد قرار داده تا به پـودر همـان    50لاء و در دماي خ
فراكشن متانولي تبديل شود. سپس براي بدست آوردن فراكشـن  

ميلـي   500گرم از پودر متانولي تـام را درون ارلـن    10آبي ابتدا 
ميلي ليتر ان هگزان اضافه شـد و بـه    200ليتري ريخته و به آن 

مـا قـرار گرفـت. سـپس     ساعت تحت همـزدن بـدون د   24مدت 
 200محلول حاصله را با كاغذ صافي شـده و بـه مـواد باقيمانـده     

سـاعت همـزده و    24ميلي ليتر دي كلرومتان افزوده و به مـدت  
سپس صاف شد. سپس به آن اتيل استات افزوده و همـين رونـد   
تكرار شد. در نهايت به همـين روش بـا اضـافه كـردن آب مقطـر      

  خواهد بود. عصاره حاصله فراكشن آبي 
  تهيه نانوامولسيون

سه ماده اساسي شامل فاز پيوسته، فاز پرآكنده و سورفكتانت براي 
هـاي  تهيه نانوامولسيون نياز است. بر اسـاس نتـايج قبـل نسـبت    

. بـه  )34(ها ارزيـابي و گـزارش شـد    مختلف اجزاي نانوامولسيون
ن بـه عنـوا   80ليتـر اسـپن   ميلـي  2منظور تهيه نانوامولسـيون از  

 4ليتر عصاره پونه به عنوان فـاز پيوسـته، و   ميلي 44سورفكتانت، 
ليتر اسانس پونه به عنوان فاز پراكنده با دستگاه هموژنايزر به ميلي

اسـتفاده شـد. مراحـل تهيـه      rpm1900دقيقـه بـا دور    30مدت 
نانوامولسيون حاوي كيتوزان مشابه قبل است با اين تفاوت كه در 

كيتوزان و يك درصد اسيداستيك است. حضور محلول يك درصد 
 )W.E، عصـاره آبـي E O (S1  )ها شامل اسانس (در نهايت نمونه

S2) عصاره متانولي ،M.E( S3، ) فراكشن آبيW.F( S4  فراكشـن ،
ــانولي ( ــي M.F( S5 )مت ــاره آب ــيون عص ، W.E.N(S6، نانوامولس

، نانوامولسيون فراكشن N.M.E( S7نانوامولسيون عصاره متانولي (
، و N.M.F( S9نانوامولسيون فراكشن متانولي N.W.F( S8، )آبي (

ارزيـابي   W.E.N.CH (S10نانوامولسيون عصاره آبي با كيتـوزان ( 
  شدند.

  بررسي فعاليت ضدباكتري
فعاليت ضدباكتري عليه باكتري گرم منفي و باكتري گرم مثبـت  

بدسـت آمـده از دانشـگاه آزاد اسـلامي      استافيلوكوكوس اورئوس
ميكروليتـر   100ابتـدا مقـدار    MICي شد. براي انجام تست بررس

محيط كشت را درون هر چاهك ريختـه سـپس بـه هـر چاهـك      
غلظت  3ميكروليتر باكتري فعال شده افزوده و در ادامه  10مقدار 

كنـيم. در  ها اضـافه مـي  متفاوت از اسانس، عصاره و نانوامولسيون
 24گذاشته و بعد از طي ها را درون انكوباتور شيكردار نهايت پليت

خوانـديم بـه   nm  620ساعت جذب نوري آنها را در طـول مـوج   
بـار تكـرار از    3غلظت متفـاوت و   3ها در دليل تعداد بالاي نمونه

خانه استفاده شده اسـت. پـس از مشـخص شـدن      96هاي پليت
يــك دوز بــالاتر  MBC، در تســت MICمقــدار بهينــه در تســت 

يق از روش چاهك گـذاري اسـتفاده   شود. در اين تحقانتخاب مي
شد. براي اين كار در ابتدا در دو پليت حاوي محيط كشـت مـولر   
هيلتون آگار به صورت جداگانه، به كمـك سـر سـمپلر آبـي و بـا      

هـاي مـورد   رعايت فواصل كافي چاهك ايجاد شد، سپس باكتري
نظر را با رعايت تمام موارد ايمنـي در ايـن دو پليـت بـه صـورت      

به روش كشت چمني كشت شد. پس از اين كار بـراي   جداگانه و
ها ها و نانوامولسيوناز اسانس، عصاره µL 40مقدار  E.Coliباكتري 

آب مقطر مخلوط و درون هـر چاهـك ريختـه    µL  160به همراه 
انجام شد با اين تفاوت  S.Aureusشد و همين كار را براي باكتري 

و  50افه شده به ترتيب كه مقدار ماده موثره و مقدار آب مقطر اض
ميكروليتر بوده اسـت. دليـل اضـافه كـردن آب مقطـر نيـز        120

هاي درون چاهـك پـس از   جلوگيري از خشك شدن سريع نمونه
  باشد.درجه سانتيگراد مي 37ها درون انكوباتور گذاشتن نمونه

  بررسي فعاليت ضداكسيداني
 لي تـام و گيري تركيبات فنواندازهفعاليت ضداكسيداني با بررسي 

ــابي  ــار راديكــال آزاد فعاليــت ارزي -DPPH (2,2-diphenyl-1مه

picrylhydrazyl)    انجام شد.  ميزان تركيبات فنولي تام بـا روش
گرم اسـيد  گيري شد و نتايج برحسب ميليفولين سيوكالتو اندازه

اساس كـار در ايـن روش، احيـاء     گاليك در گرم عصاره بيان شد.
ات فنـولي در محـيط قليـايي و ايجـاد     معرف فولين توسط تركيب

 760كمپلكس آبي رنگ است كه حداكثر جذب را در طول مـوج  
ميكروليتر  20دهد. به طور خلاصه در اين روش، نانومتر نشان مي

ليتر آب مقطر ميلي 160/1از محلول عصاره درون لوله آزمايش با 
بعـد از  ميكروليتر معرف فولين سيوكالتو مخلـوط شـدند.    100و 

 20( ميكروليتر محلول كربنات سديم  300دقيقه  8تا  1گذشت 
هـاي  به محتواي لوله آزمايش افـزوده شـد. لولـه    وزني/حجمي) %

دقيقه در تـاريكي   30آزمايش بعد از تكان دادن و پس از گذشت 
نـانومتر   760جذب آنها با دستگاه اسپكتروفتومتر در طـول مـوج   

  خوانده شد. 
- روش رنگ سنجي آلومينيوم كلريد اندازه ميزان فلاونوئيد تام به

گيري شد. اصول روش رنگ سـنجي آلومينيـوم كلريـد، تشـكيل     
هاي اسيدي آلومينيوم كلريد بـا گـروه كتـو و يـا گـروه      كمپلكس

بيشترين جذب را هيدروكسيل فلاونوئيدها است كه اين تركيبات 
ــوج  ــد. 415در طــول م ــانومتر دارن ــزان در  ن ــن روش مي      5/0اي

 1/0، % 95ليتـر اتـانول   ميلـي  5/1تر از محلول عصاره بـا  ليميلي
ليتر استات پتاسيم يك ميلي 1/0، %10ليتر آلومينيم كلرايد ميلي

ليتر آب مقطر مخلوط گرديد. بعـد از نگهـداري   ميلي 8/2مولار و 
 415دقيقه، جذب مخلوط در  30ها در دماي اتاق به مدت نمونه
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ن به منظور رسم منحني استاندارد نانومتر خوانده شد. از كوئرستي
گـرم   50گـرم كوئرسـتين در   استفاده شد و نتايج برحسب ميلـي 

  پودر خشك گياه پونه بيان شد. 
، راديكـال چربـي   DPPHهيدرازيل يا پيكريل_1_فنيلدي _2،2

نـانومتر   517دوستي است كه داراي جذب بيشينه در طول موج 
- ل تركيبـات آنتـي  هاي هيدروكسي، گروهDPPHاست. در آزمون 

منجر به كاهش  DPPHهاي آزاد به راديكال Hاكسيداني با دادن 
شوند كه با تغيير رنگ محلول واكـنش از  مي DPPHهاي مولكول

رنگ بنفش تيره به زرد روشن همراه اسـت. در نتيجـه جـذب در    
 517يابد. جذب در طول مـوج  نانومتر كاهش مي 517طول موج 

باقيمانـده اسـت. بـراي ايـن منظـور،       DPPHنانومتر بيانگر مقدار 
 500، 250، 100، 75، 50هـاي مختلـف (  محلولهايي بـا غلظـت  

اكسـيدان سـنتزي   ليتر) از عصاره و نيـز آنتـي  ميكروگرم در ميلي
BHT )Butylated hydroxytoluene ــاده ــانول آم ) در حــلال مت

بـا غلظـت يـك    ( DPPHليتر از محلول متـانولي  شدند. يك ميلي
ليتـر از عصـاره   ميلي 3گرم)  به ميلي 0,394ر معادل با مولاميلي

هاي آزمايش به افزوده و مخلوط حاصله به شدت همزده شد. لوله
دقيقه در محل تاريك قرار گرفتند. بعـد از ايـن مـدت،     30مدت 

نانومتر خوانده شد لازم بـه ذكـر    517ميزان جذب در طول موج 
ليتر متانول جـايگزين  يميل 3است كه در نمونه كنترل، عصاره با 
توسط عصـاره بـا    DPPHهاي شد. در نهايت درصد مهار راديكال

  شود:فرمول زير محاسبه مي
I % = ((Ac - As) / Ac) × 100  

به ترتيب جذب كنترول و جذب نمونه  Asو  Acكه در اين رابطه 
  است.

  بررسي سميت سلولي
ي سميت سلولي پس از كشت سلول و خواندن ميزان جـذب نـور  

يـك   MTTها توسط دستگاه الايزا رايدر انجام شد. آزمايش سلول
روش رنگ سنجي جهت ارزيابي فعاليت متابوليك سلولي است. به 
   عبارت ديگر اسـاس ايـن روش مبتنـي بـر فعاليـت ميتوكنـدري       

هاي زنده به صورت پايـدار  باشد. فعاليت ميتوكندري در سلولمي
هاي زنده به صورت د سلولاست و بنابراين افزايش يا كاهش تعدا

خطي با فعاليت ميتوكندري در ارتبـاط اسـت. رنـگ تترازوليـوم     
MTT شـود.  هاي فعال (به لحاظ متابوليكي)، احياء مـي در سلول

هاي زنده، حلقة تترازوليوم دهيدروژنازهاي ميتوكندريايي در سلول
منجر به تشكيل رسوب  NADPHو  NADHرا شكسته و با توليد 

    شـوند. ايـن رسـوب    رغواني رنگ بـه نـام فورمـازان مـي    نامحلول ا
) DMSOتواند توسط ايزوپروپانول يا دي متيل سولفواكسـيد ( مي

هاي مرده، چنين توانايي را نداشته حل شود. از سوي ديگر، سلول
دهند. در اين روش، تشكيل رنگ و بنابراين واكنشي را نشان نمي

گيرد. بديهي فاده قرار ميهاي زنده مورد استعنوان نشانگر سلولبه
هـا، ميـزان   است كه با افزايش غلظت رنگ توليد شـده در سـلول  
  يابد. جذب خوانده شده در دستگاه الايزا رايدر افزايش مي

هاي فيبروبلاست جنيني موش براي بررسي در اين پژوهش سلول
هـا  سميت سلولي استفاده شد. ابتـدا محـيط كشـت روي سـلول    

ميلـي ليتـر    4. سپس تـه فلاسـك را بـا    توسط سمپلر خالي شد
شست و شو داده شد. در مرحلـه سـوم بـه     PBS/EDTAمخلوط 

ميلي ليتر آنزيم تريپسين مستقيماَ به ته فلاسـك   0,5آنها مقدار 
انگليسي حركت داده و  8اضافه كرده و فلاسك را به صورت عدد 

مدت زمان كوتـاهي آن را درون انكوبـاتور گذاشـته شـد. سـپس      
ميلـي   15خـارج و محتويـات آن را درون يـك فـالكون     فلاسك 

ليتري ريخته شـد. در مرحلـه چهـارم فـالكون را درون دسـتگاه      
 5سانتريفيوژ گذاشته و پس از تنظيم كردن دسـتگاه (بـه مـدت    

حله پنجم، به دليل دور در دقيقه) روشن شد. در مر 1200دقيقه، 
نشـين شـدند، بـه    ها در ته فـالكون تـه  نيروي گريز از مركز سلول

همين دليل ابتدا سطح رويي را بـه آرامـي خـالي شـد و سـپس      
بـه آن اضـافه شـد تـا      FBSو يا  DMEMمقداري محيط كشت 

آنزيم تريپسين خنثي شـود. در مرحلـه ششـم، مقـداري محـيط      
) به آن اضافه شد. Pen/Strepو  DMEM ،FBSكشت غني شده (

محيط كشت داراي سلول،  µL 100مرحله هفتم، در ادامه مقدار 
هــا كــه بيــانگر غلظتهــاي از نمونــهµL  2,10,20,50مقــدارهاي 

10,20,100,250 µg/ml هـاي پليـت   باشند را درون چاهـك مي
درجـه همـراه بـا     37ها را درون انكوباتور ريخته و در نهايت پليت

 2CO5 ها را در روزهاي تا تست سميت سلولي آن درصد گذاشته
ابتدا محـيط كشـت    MTTانجام شود. براي انجام تست  5و  3، 1

 100هـا  رويي را كـاملا خـالي و سـپس بـه هـر يـك از چاهـك       
سـاعت پليـت را    3رقيق شده اضافه و به مـدت   MTTميكروليتر 

درون انكوباتور گذاشته شد. سپس پليت را بيرون آورده و محـيط  
 100رقيق شده به دقت و با سمپلر خـالي كـرده و    MTTحاوي 

به هر چاهك اضافه شد و پيپتاژ كرده و بعد از  DMSOميكروليتر 
چند دقيقه ميزان جذب آن را به كمك دسـتگاه الايـزا در طـول    

    نــانومتر بــا ارتبــاط مســتقيم بــا تعــداد  630تــا  570مــوج بــين 
  هاي زنده بررسي شد. سلول

  آماري تحليل
انجـام  مرتبه تكـرار بـه   3و با   Triplicateصورت ها بهمونكليه آز

صـورت  دست آمـده و ميـزان بقـاي سـلولي بـه     رسيدند. نتايج به
 مورد استفاده قرار گرفت.  (mean ± SD)انحراف معيار  ±ميانگين

    خطــاي معيــار و  ســازي ودامنــه طبيعــيدرآنــاليز واريــانس، بــا 
 >05/0pو  >001/0p< ،01/0pاخـتلاف درسـطح    داري بـا يمعن

  .  درنظر گرفته شد
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  و بحث هايافته

  بررسي اندازه
 يبا روش پراكندگ هاونياندازه نانوامولس عيو توز اندازه

 جي. بر اساس نتا)1(جدول  شد يبررس ينور كيناميد
بر اساس اندازه و پايداري و عدم  بهينه ونينانوامولس

با  يبآ ونيو نانوامولس يآب ونينانوامولسجدايش فازي 
حضور  ).1هستند (شكل  كيبار اندازه عيبا توز توزانيك

- كيتوزان باعث كاهش اندازه شده است، كه احتمالا به

است.  ونينانوامولسدليل بار كيتوزان و افزايش پايداري 
  .)34(نتايج مويد گزارش قبل است 

بررسي شد. زتا  ليپتانستوسط  ونينانوامولس پايداري
با  يآب ونيو نانوامولس يآب ونيامولسنانوبراي زتا  ليپتانس

است ولت  يليم 46,9و  - 31,7برابر با  بيبه ترت توزانيك
). از اين رو افزودن كيتوزان باعث افزايش 2(شكل 

  شده است. ونينانوامولسپايداري 
با  يآب ونيو نانوامولس يآب ونيشكل و اندازه نانوامولس

سي شد برر يعبور يالكترون كروسكوپيمتوسط  توزانيك

نانوذرات كروي شكل مشاهده  جيبر اساس نتا). 3(شكل 
  .شد
  ضدباكتري تيفعال

 يهايباكتر يبرا هانمونه يحداقل غلظت مهار كنندگ
E.Coli  وS.Aureus  و بر اساس 4انجام شد (شكل (
 E.Coli يباكتر يغلظت مهار كننده برا نيبهتر نتايج

 µg/ml 10غلظت  S.Aureus يباكتر يو برا 5غلظت 
  .باشديم
 يهايباكتر يبرا هانمونه يحداقل غلظت كشندگ 

E.Coli  وS.Aureus 5گرفت (شكل  مورد سنجش قرار (
 يباكتر يغلظت مهار كننده برا نيبهتر و بر اساس نتايج

E.Coli  يباكتر يو برا 10غلظت S.Aureus  20غلظت 
µg/ml است.  

 
  

 هابراي نانوامولسيون DLS. نتايج 1جدول 

نانوامولسيون   نمونه
  آبي

نانوامولسيون 
  متانولي

ا فراكشن نانوامولسيون ب
  آبي

نانوامولسيون با فراكشن 
  متانولي

نانوامولسيون آبي با 
  %1كيتوزان 

  nm(  6/21  198  38/6  4/81  23/7( اندازه
  

 
  آبي و ب) نانوامولسيون آبي با كيتوزان. الف) نانوامولسيون DLS. نمودار 1شكل 

 

 
 ون آبي با كيتوزان.آبي و ب) نانوامولسي . نمودار پتانسيل زتا الف) نانوامولسيون2شكل 
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  S.Aureusو ب)  E.Coliكتري الف) اراي بب MIC. نتايج 4شكل 

  
  ضداكسيداني تيفعال
 پس هاجذب نمونه زانيتام، م يفنول باتيسنجش ترك يبرا
 دياس استاندارد يمنحنبا نانومتر  760در  سازي آماده از

عصاره  ). بر اساس نتايج6گيري شد (شكل اندازه كيگال
 نيشتريب يبدست آمده در روش حمام روغن دارا يمتانول

 اهيگ نيكه اسانس ا نيبوده و با ا يفنول باتيترك زانيم
اما در  ،است يفنول باتياز ترك اييمقدار قابل ملاحظه يدارا
بدست آمده  يمواد در عصاره متانول نيهم زانيبا م سهيمقا

  .استكمتر  اريدر روش حمام روغن بس
  

 
  .S.Aureusو  E.Coliهاي اكتريراي بب MBC. نتايج 5شكل 

  
 يتام از روش رنگ سنج يديفلاونوئ باتيسنجش ترك يبرا

استفاده  نياستاندارد كوئرست يمنحنبا  ديكلرا ومينيآلوم
نانومتر بررسي شد  415 در را هاجذب نمونه زانيمشد و 
و  متانولي عصاره ها،عصاره نيب ر اساس نتايجب ).7(شكل 

با  ونينانوامولس هاونينانوامولس نيو در ب يفراكشن متانول
 يديفلاونوئ باتيترك زانيم نيشتريب يدارا يفراكشن متانول

  است. 
آزاد  كاليبا استفاده از مهار اد يدانيسنجش قدرت ضداكس

 در را هانمونه يجذب نوربا بررسي  DPPHبه كمك روش 
). بر اساس 8ارزيابي شد (شكل نومتر نا 517 موج طول

 
  آبي و ب) نانوامولسيون آبي با كيتوزان. الف) نانوامولسيون TEM. تصوير 3شكل 
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 كه مويد استنمونه بالا  يتمام يدانيضداكس فعاليت نتايج
  .)41 ،40( است گريگران دپژوهش قاتيتحق

 
  نمودار تركيبات فنولي تام بر اساس اسيد گاليك. .6شكل 

  
  

 
  نمودار تركيبات فنولي تام بر اساس كوئرستين.. 7شكل 

  
  سميت سلولي

نشان داده شده است. با  9شكل ي در سلول تيسمنتايج 
، سوم و پنجم يدر روزها يسلول تيسم جيتوجه به نتا

سالم را  يهاسلول يبودن برا يسم تيخاصنه تنها  هانمونه
 شافزاي موجب هااز نمونه كيغلظت هر  شيندارند بلكه افزا

ستفاده از اسانس، ز اين رو ا. اشونديم هاولسل ريتكث زانيم
پونه  اهياسانس و عصاره گ يحاو يهاونيعصاره و نانوامولس

 يهاسلول ختهيموجب مهار رشد افسار گس تواندمي
 ريتاث تركيبات نياست كه ا يدر حال نيا، ندشو يسرطان

 شيآزما نيدر ا يسالم مورد بررس يهاسلول يرو يمنف
  . نداشته است

 
  .DPPHمهار اديكال آزاد به كمك . 8شكل 

  

 
  ها.الف) روز سوم و ب) روز پنجم نمونه MTT. تست 9شكل 

  
  نتيجه گيري

د براي نانوامولسيون با توجه به خواص و مزايا منحصر به فر
بهبود افزايش ارزش زيستي پتانسيل كاربردي گسترده و بالقوه 
دارد. در تحقيق حاضر نانوامولسيون روغن در آب اسانس و 
عصاره پونه با روش ساده و سريع تهيه شد. فعاليت ضدباكتري، 
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ها بررسي شد. اكسيداني، و سميت سلولي نمونهو فعاليت ضد
 TEMاندازه باريك و  توزيع DLSها براساس نتايج نمونه

درصد  8نانوذرات كروي شكل هستند و نمونه بهينه شامل 
باشد. درصد عصاره مي 88درصد سورفكتانت و  4اسانس و 

و اشرشياكلي فعاليت ضدباكتريايي عليه باكتري گرم منفي 
براي حداقل  استافيلوكوكوس اورئوسباكتري گرم مثبت 

و  10، 5تيب غلظت مهاري و حداقل غلظت كشندگي به تر
ليتر است. فعاليت ضداكسيداني ميكروگرم بر ميلي 20، 10

دليل وجود تركيبات فنلي و فلاونوئيدي در ها بهخوب نمونه
ها بر پايه گياه گزارش شد. عدم سميت سلولي ضد اكسيدان
هاي مورد هاي فيبروبلاست جنيني موش در غلظتروي سلول

شد. بر اساس نتايج هاي سالم مشاهده استفاده براي سلول
تواند چشم دليل خواص درماني مينانوامولسيون حاوي پونه به

در صنايع مختلف مانند پزشكي،  انداز آينده گسترش تحقيقات
دارويي، غذايي، و آرايشي و بهداشتي را بيش از گذشته نشان 

   .دهد
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