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  چکیده 
از  C. limonumلیمو ترش، میـوه رسـیده گیـاه    . یولوژي پزشکی انجام شداین تحقیق در زمینه میکروب :هـدف  زمینه و

میوه آن اثرات ضد میکروبـی فـوق العـاده اي علیـه     ) آب(می باشد که اسانس و عصاره  (Rutaceae)خانواده روتاسه 
بی و جلوگیري از هدف از انجام این تحقیق، جایگزینی ماده اي طبیعی به جاي داروهاي ضد میکرو .میکروارگانیسم ها دارد

 .عوارض آنها، همچنین کاهش مقاومت هاي آنتی بیوتیکی میکروارگانیسم هاي مختلف می باشد

در این تحقیق اثرات ضد میکروبی اسانس و عصاره لیمو ترش بر میکروارگانیسم هاي مهم دهـانی شـامل    :روش بررسی
، لاکتوباسـیلوس  Bوژنز، استرپتوکوکوس گـروه  استرپتوکوکوس سنگوئیس، استرپتوکوکوس موتانس، استرپتوکوکوس پای

با تعیین قطر هاله عدم رشـد   کازئی، لاکتوباسیلوس فرمنتوم، استافیلوکوکوس ارئوس، کاندیدا البیکانس و کاندیدا گلابراتا
در روش انتشار دیسک و تعیین کمترین غلظت ممانعت کننده رشد و کمترین غلظت کشندگی در روش تهیه رقـت، روي  

اسانس لیمو از . ابتدا این میکروارگانیسم ها به صورت خالص تهیه و کشت داده شدند. ولر هینتون اندازه گیري شدمحیط م
  . شرکت زردبند یاسوج تهیه گردیده و عصاره آن با دستگاه آبمیوه گیري از لیموي کامل به دست آمد

عصاره و اسانس لیمو ترش وجود ندارد ولی اسانس باتوجه به نتایج، تفاوت معنی داري بین قدرت ضد میکروبی  :یافته ها
  . آن با اختلاف کمی نسبت به عصاره داراي ارجحیت می باشد

. اسانس لیمو را می توان به عنوان یک ماده ضد میکروبی قوي در درمان عفونت هاي دهانی به کار برد :گیرينتیجه
سانس لیمو ترش می تواند جایگزینی براي آنتی بیوتیک در بنابراین با توجه به رویکرد جهانی به داروهاي بیولوژیک، ا

 .درمان بسیاري از عفونت ها باشد

 اثرات ضد میکروبی، لیمو ترش، باکتري هاي دهانی .:هاي کلیديواژه
 

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
   7-12 صفحه ،دهمچهار شماره ،چهارم دوره ،1391 پاییز
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 …)آب(بررسی اثرات ضد میکروبی اسانس و عصاره 

  مهمقد
 خـانوادة از  Citrus limonumرسـیدة گیـاه     میـوه  لیموترش
. باشـد  است که داراي روغـن فـرار مـی    ) Rutaceae (روتاسه 
     در کشور هـاي چـین و هندوسـتان پـرورش یافتـه و      اولین بار

در ایران ارقام مختلف تدریج به سایر کشورها وارد شده است ه ب
نامیـده  » تغـان «ید رو شود نوعی که در شمال می آن کاشته می

د شـو  مـی  شده و در جنوب ایران هم به مقدار وسـیعی کاشـته   
لیمو ترش یکی از انواع مرکبات بوده که به دلیـل داشـتن   . )1(

ویژگی هاي مهم حائز اهمیت فراوانی است، این میوه بـه دلیـل   
داشتن میزان بالایی از اسید هاي آلی به ویژه اسید سـیتریک و  

ر درمان بسیاري از عفونت هـاي روده اي  ایجاد شرایط اسیدي د
به کار می رود و کاربرد وسیعی در اپیدمی هاي بیماري وبـا در  
مناطق مختلف جهان داشته است زیرا خاصـیت ضـد میکروبـی    

 ویبریو کلرابالایی را نسبت به به باکتري مولد این بیماري یعنی 
     ).2، 3(دارد 

 پوسـت لیمـو  اسانس لیموترش که از فشردن قسـمت خـارجی   
هـاي   درصـد از تـرپن   92-95 آید حاوي دست میه ترش تازه ب

قسمت اعظم آن را لیمـونن همـراه بـا فلانـدرن،     . مختلف است
بوي مطبوع اسانس لیمو مربـوط  . دهد نن تشکیل می کامفن، پی

درصـد در آن یافـت    4-7 به وجود سیترال است که بـه مقـدار  
ینالول، سـیترونلول و بـه   علاوه داراي ژرانیول آزاد، له ب. شود می

  ).4، 5(مقدار کم از آلدئید نونیلیک و اسید آنترانیلیک است
لیمو ترش منبع غنی از ویتامین ث بوده که یکـی از مهمتـرین   
آنتی اکسیدان هاي شناخته شـده مـی باشـد طـوري کـه ایـن       
ــاري      ــرفت بیم ــوگیري از پیش ــی در جل ــش مهم ــامین نق ویت

ــکلروزیز ــرطان، آترواس ــراض قل، س ــا دارد ام ــت ه ــی و عفون       . ب
لیمو ترش داراي ماده اي به نام ترپین است که تولید کلسترول 
در بدن را کنترل می کند و مانع افزایش زیاد آن  می شـود و از  
سایر فواید آن می توان به مواردي همچون بالا بـردن عملکـرد   

دفـع  ، چـاقی ، نقـرس ، تصفیه کننده خـون ، سیستم ایمنی بدن
، اسـتفاده در محـل   مالاریـا ، یرقـان ، اري و صفراويرسوبات ادر

روشن  گزیدگی حشرات،  ضد تیفوس،  ضد سرخک،  مخملک، 
  ).6، 7(اشاره کرد ... کننده پوست و

قابل ذکر است مطالعات بسیاري در مورد اثرات ضـد مبکروبـی   
در برخی ). 8، 9(فراوانی انجام شده است  ویبریوعصاره لیمو بر 

 ــ ــمیت اس ــات، س ــانس مطالع ــه اس ــف از جمل ــاي مختل         انس ه
و باکتري ها ي فاسـدکننده غـذا   ) 11(لیمو ترش علیه قارچ ها 

در مطالعـه دیگــري اثـر تعــدادي از   . شـده اســت  رسـی بر )12(

ــنایع     ــاي ص ــاکتري ه ــر ب ــات ب ــاي مرکب ــانس ه ــذایی اس  غ
ــیلوس کورواتـــوس ( ــیلوس ســـاکئی ، لاکتوباسـ و  لاکتوباسـ

دیگـري ماننــد  کتري هــاي و بـا ) اسـتافیلوکوکوس کارنوســوس 
بررسـی شـده کـه     انترو باکتر آمنیگنـوس و  گرگوویا انتروباکتر

   ).12(اند  را داشتهاسانس هاي لیمو و گریپ فروت بهترین اثر 
بررسی خواص ضد میکروبی اسـانس  هدف از انجام این تحقیق، 

و عصاره لیمو ترش براي استفاده در بیماري هاي عفونی دهـان  
ــه منظــور  ــاي جــایگزیب ــه جــاي داروه ــاده اي طبیعــی ب          نی م

ضد میکروبی از جمله آنتی بیوتیک ها و جلـوگیري از عـوارض   
ــوتیکی        ــاي آنتــی بی ــت ه ــین کــاهش مقاوم ــا و همچن آنه

 .میکروارگانیسم هاي مختلف می باشد

  

  روش بررسی

اسانس خالص لیمو به صورت تجاري  :اسانس و آب لیمو ترش 
ه گردید و آب لیمـو تـرش پـس از    از شرکت زردبند یاسوج تهی

تهیه لیمو تازه جنوب ایران به روش معمـولی و بـا دسـتگاه آب    
میوه گیري هم از لیموي کامل با پوست و بدون پوست، آبگیري 

  .و در این تحقیق به کار گرفته شد 

      اســـترپتوکوکوس ســـنگوئیس  :ســـویه هـــاي میکروبـــی 
(PTCC 1449)   ــانس ــترپتوکوکوس موتـــــ             اســـــ

(PTCC 1683)  استرپتوکوکوس پایوژنز (PTCC 1447)                   
لاکتوباســیلوس  B (PTCC 1768)اســترپتوکوکوس گــروه 

ــازئی ــوم   (PTCC 1608) کــ ــیلوس فرمنتــ        لاکتوباســ
(PTCC 1638)  استافیلوکوکوس ارئوس(PTCC 1112)                   

   دیـــدا گلابراتـــاکان  (PTCC 5027) کاندیـــدا البیکـــانس
(PTCC 5297)     که از کلکسیون میکروبی مرکـز تحقیقـات

 .عصر انقلاب تهیه شدند

انتشار اسانس لیمو به روش  عصاره و بررسی اثر ضد میکروبی
ــک  ــک        :(Disk Diffusion)دیس ــدا ی ــن روش ابت در ای

کـه کـدورتی   شـد  سوسپانسیون از باکتري مورد آزمایش تهیـه  
اسـتریل   ابند داشته باشد سپس یـک سـو  مک فارل 5/0معادل 

وارد این سوسپانسیون کرده و در داخل لوله بـه جـدار آن نیـز    
تـا مـایع اضـافی آن خـارج گـردد سـپس بـه طـور         شد فشرده 

بــه  Surface یکنواخـت در ســطح محـیط کشــت بـه صــورت   
طریقی که تمام سطوح آن با باکتري پوشانده شود کشـت داده  
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  و همکاران فاطمه رفیعی

 mm100 هـایی بـا قطـر   از پلیـت  براي انجام این آزمایش. شد
از  mm15  یســک روي آن بــا فاصــلهد 6اسـتفاده و حــداکثر  

 م فاصـله مرکـز دو دیسـک از ه ـ    قرار داده شده ودیواره پلیت 
mm24 عـدم رشـد   هـاي  تا از تلاقـی هالـه    در نظر گرفته شد

 استریل حاوي غلظت شاهدهاي سپس دیسک. جلوگیري گردد
کرولیتر یمـا  1، 2، 4، 8، 16، 32(اسانس  عصاره و هاي مختلف

و آب به عنـوان  ) به وسیله سمپلر روي هر دیسک قرار داده شد
و  وسیله پنس استریل در سطح آگار قـرار داده ه تهیه و بشاهد 

تماس پیدا  به طور کاملتا با سطح آگار شد به آرامی فشار داده 
 ها را در شرایط اپتیمم از نظـر دمـا،  پلیت. کرده و به آن بچسبد

در انکوبـاتور قـرار داده و   ) oC37در دمـاي   h24-18( ...زمان و
بعد از انکوباسیون نتایج براساس قطر هاله عدم رشد با اسـتفاده  

  ). 6(گردید ثبت  متر اندازه گیري و میلی از خط کش برحسب
  

بررسی اثر ضد میکروبی عصاره و اسانس لیمو به روش تهیه   
جهت تعیین حداقل      :(Broth Microdilution)رقت 

 Minimum Inhibitory)میزان ممانعت کننده 
Concentration)  و حداقل میزان کشنده (Minimum 

Bacteriocidal Concentration) ي نمونه ها از روش
خانه اي ابتدا در  96در یک پلیت . )8(تهیه رقت استفاده شد 

ردیف افقی دیگر  9میکرولیتر و  72شش ردیف آن، مقدار 
میکرولیتر محیط کشت مولرهینتون براث استریل  100ت، پلی

سپس جهت تعیین غلظت هاي . افزوده شد) دو برابر غلظت(
میکرولیتر عصاره و اسانس  128مختلف از عصاره و اسانس لیمو 

لیمو به طور جداگانه با سمپلر استریل به شش ردیف اول 
نه اول میکرولیتر از خا 100سپس با سمپلر استریل . افزوده شد

این روش تا خانه هشتم با . برداشته و به خانه دوم افزوده شد
خانه یکی  3در انتها . سر سمپلر هاي استریل مختلف انجام شد

محیط  µL100فقط حاوي (به عنوان شاهد رشد باکتري 
جهت بررسی رشد ) باکتري Stockاز  µL100کشت 

    میکروارگانیسم، دومی به عنوان شاهد ماده ضد میکروبی
اسانس و یا  µL100محیط کشت و  µL100فقط حاوي (

جهت بررسی عدم آلودگی میکروبی اسانس و ) عصاره لیمو
عصاره و سومی به عنوان شاهد محیط کشت که فقط حاوي 
محیط کشت می باشد، جهت اطمینان از استریل بودن محیط 

ضمنا یک کنترل منفی هم که فقط شامل . کشت استفاده شد
هاي مختلف پس از تهیه غلظت. ظر گرفته شدآب بود در ن

ها، سوسپانسیون میکروبی برابر نیم عصاره و اسانس در چاهک
مک فارلند تهیه شد؛ به دلیل اینکه سوسپانسیون میکروبی 

تهیه شده باعث رقیق شدن محیط کشت نشود، سوسپانسیون 
میکروبی با محیط کشت براث تهیه گردید، به این صورت که 

 -CFU/mL 106تري تلقیحی در این روش بایستی میزان باک
باشد، لذا چنانچه یک میلی لیتر از سوسپانسیون میکروبی  105

لیتر  میلی 100که کدورتی معادل نیم مک فارلند دارد به 
باکتري  CFU/mL106 محیط کشت براث اضافه گردد، تعداد 
 100سپس به اندازه . در غلظت نهایی به دست می آید

از این محیط کشت حاوي باکتري به هر خانه به جز میکرولیتر 
دو خانه شاهد که جهت بررسی عدم آلودگی میکروبی اسانس و 

سپس پلیت . جهت استریل بودن محیط کشت بود افزوده شد
گرمخانه گذاري  oC37ساعت در دماي  24فوق به مدت 

ها براساس رشد و یا عدم رشد گردیده سپس چاهک
بالاترین غلظت ماده ضد میکروبی بررسی میکروارگانیسم ها از 

و آخرین چاهکی که بعد از آن باکتري شروع به رشد کرده بود 
انتخاب و  (MIC)به عنوان کمترین غلظت ممانعت کننده 

غلظت ماده ضد میکروبی به کار رفته در چاهک فوق ثبت 
لازم به ذکر است جهت بررسی صحت عملکرد، هر کدام . گردید

سپس براي تعیین کمترین . بار تکرار شدند از آزمایشات دو
از کلیه چاهک ها کشت مجدد داده و  (MBC)غلظت کشنده 

ساعت گرمخانه گذاري نتایج بر اساس رشد و یا عدم  24پس از 
لازم به ذکر است که دماي گرمخانه . رشد بررسی و ثبت گردید

درجه سانتی  B ،37استرپتوکوکوس گروه گذاري براي باکتري 
      درجه سانتی گراد در محیط  25و براي کاندیدا، گراد 

  .کشت هاي متفاوت در نظر گرفته شد
  

  یافته ها
       نتایج به دست آمده از بررسی اثر ضد میکروبی عصاره 
لیمو ترش و اسانس آن به روش انتشار دیسک نشان داد که هر 
دو، قدرت اثر ضد میکروبی یکسان داشته و تفاوت معنی داري 

ن قدرت اثر ضد میکروبی عصاره لیموترش با اسانس آن وجود بی
  ) .   2و  1جداول شماره (ندارد 

اسانس  MBCو  MICهمچنین نتایج به دست آمده از تعیین 
و عصاره لیمو ترش نیز نشان داد که خاصیت ضد میکروبی 
عصاره لیمو و اسانس آن، تفاوت معنی داري با هم ندارد 

قابل ذکر است اسانس لیمو ترش  ) .4و  3اره جداول شم(
نسبت به عصاره آن در درمان بیماري هاي دهانی با توجه به 
اختلاف اثر کمی که با هم دارند داراي ارجحیت می باشد 

  ).4و  3، 2، 1جداول شماره (
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 …)آب(بررسی اثرات ضد میکروبی اسانس و عصاره 

بررسی اثر ضد میکروبی عصاره و اسانس لیمو ترش به روش 
تشار دیسک نتایج به دست آمده به روش ان     :انتشار دیسک

شامل قطر هاله هاي عدم رشد غلظت هاي مختلف عصاره و 
  .می باشد 2و  1ه شرح جداول شماره اسانس لیمو ب

  
قطر هاله عدم رشد غلظت هاي مختلف عصاره لیمو بر   . 1جدول 

 حسب میلی متر
  ) lµ( غلظت آب لیمو 

  میکروارگانیسم
1 2 4 8 16 32 

 18 15 11 - - -  استرپتوکوکوس سنگوئیس

 18 14 9 - - -  استرپتوکوکوس موتانس

 15 10 9 - - -  استرپتوکوکوس پایوژنز

 B  - - - 8 13 17استرپتوکوکوس گروه 

 20 16 14 8 - -  لاکتوباسیلوس کازئی

 20 16 14 8 - -  لاکتوباسیلوس فرمنتوم

 23 20 15 11 - -  استافیلوکوکوس ارئوس

 17 15 14 - - -  کاندیدا البیکانس

 17 15 14 - - -  یدا گلابراتاکاند

  
قطر هاله عدم رشد غلظت هاي مختلف اسانس لیمو بر .  2جدول 

 حسب میلی متر
  غلظت اسانس لیمو       

                              )lµ(  
  میکروارگانیسم  

1 2 4 8 16 32 

 23 20 11 8 - - استرپتوکوکوس سنگوئیس

 21 16 9 - - - استرپتوکوکوس موتانس

 22 17 10 8 - - استرپتوکوکوس پایوژنز

 B - - - 8 13 17استرپتوکوکوس گروه 

 24 18 14 10 - - لاکتوباسیلوس کازئی

 24 18 14 10 - - لاکتوباسیلوس فرمنتوم

 20 15 12 8 - - استافیلوکوکوس ارئوس

 17 15 14 - - - کاندیدا البیکانس

 17 15 14 - - - کاندیدا گلابراتا

  

ی اثر ضد میکروبی عصاره و اسانس لیموبـه روش تهیـه   بررس
ي به دست آمده توسـط عصـاره و   MBCو  MICمیزان  :رقت

ه شـرح  اسانس لیمو در مورد میکروارگانیسم هاي مورد نظـر ب ـ 
  .می باشد 4و  3جداول شماره 

  
عصاره لیمو برحسب میکرولیتر  MBCو  MICمیزان   . 3جدول 

  در میلی لیتر
 )l/ml)µ میکروارگانیسم

MBC  
l/ml)µ( 

MIC 

 8 16  استرپتوکوکوس سنگوئیس

 16 32  استرپتوکوکوس موتانس

 16 32  استرپتوکوکوس پایوژنز

 B  16 8استرپتوکوکوس گروه 

 4 8  لاکتوباسیلوس کازئی

 4 8  لاکتوباسیلوس فرمنتوم

 4 8  استافیلوکوکوس ارئوس

 8 16  کاندیدا البیکانس

 8 16  کاندیدا گلابراتا

  
اسانس لیمو برحسب میکرولیتر  MBCو  MICمیزان   . 4ول جد

  در میلی لیتر
 )l/ml)µ میکروارگانیسم

MBC  
l/ml)µ( 

MIC 

 4 8  استرپتوکوکوس سنگوئیس

 8 16  استرپتوکوکوس موتانس

 4 8  استرپتوکوکوس پایوژنز

 B  16 8استرپتوکوکوس گروه 

 4 8  لاکتوباسیلوس کازئی

 4 8  لاکتوباسیلوس فرمنتوم

 8 16  استافیلوکوکوس ارئوس

 16 32  کاندیدا البیکانس

 16 32  کاندیدا گلابراتا
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، دوره چهارم، شماره چهاردهم91پاییز   

  و همکاران فاطمه رفیعی

  بحث
در این مطالعه نشان داده شد که اسانس و آب لیمو می توانند 
اثر ضدمیکروبی بر روي پاتوژن هاي مختلف داشته باشند و 
لیکن قدرت اثر ضد میکروبی اسانس نسبت به آب لیمو کمی 

مینه تحقیقات زیادي در سایر کشورهاي در این ز. بالاست
و همکارانش در  Tomotake .جهان نیز صورت گرفته است

اثر ضد میکروبی آب مرکبات مختلف از جمله لیمو  2005سال 
بررسی نمودند و به این  ویبریورا بر روي سویه هاي باکتري 

نتیجه دست یافتند که آب مرکبات بر روي همه سویه هاي 
خاصیت ضد میکروبی  ویبریو پراهمولیتیکوسبه ویژه  ویبریو

دارد و اسید سیتریک مهمترین اسید آلی موثر در خاصیت 
و  Decastillo). 8(بازدارندگی از رشد پاتوژن ها می باشد 

نیز با بررسی خاصیت ضد میکروبی  2000همکارانش در سال 
به نتایج مشابهی دست  ویبریو کلراآب لیمو تازه بر علیه باکتري 

 2006و همکارانش در سال  Prabuseenivasan). 9(تند یاف
اثر ضد میکروبی اسانس تعدادي از گیاهان دارویی و از جمله 

اشریشیا اسانس لیمو را بر روي پاتوژن هاي گرم منفی مثل 
پروتئوس  ،سودوموناس آئروجینوزا  ،کلبسیلا پنومونیه  ،کلی 

وکوس استافیلوکو  پاتوژن هاي گرم مثبت مثل  ولگاریس
). 10(مورد بررسی قرار دادند  باسیلوس سوبتیلیسو اورئوس 

در این مطالعه نیز اسانس لیمو داراي خاصیت ضد باکتریایی بر 
و همکارانش در  Martos. روي پاتوژن هاي مورد تست بود

پرتقال و گریپ فروت  ،اثر ضد قارچی اسانس لیمو  2007سال 
مورد  آسپرژیلوس نایجررا بر روي تعدادي از قارچ ها از جمله 

مطالعه قرار دادند و نتایج به دست آمده نشان داد که اسانس 
این مرکبات می توانند خاصیت ضد قارچی نیز داشته 

و همکارانش در تحقیقی دیگر  Martosهمچنین  .)11(باشند
اسانس مرکباتی همچون لیموترش را بر روي  2008در سال 

داده و نشان دادند که  باکتري هاي مختلف مورد بررسی قرار
اسانس لیمو می تواند اثر ضد میکروبی بهتري نسبت به سایر 

  در این مطالعه نیز با بررسی اثر ). 12(مرکبات داشته باشد 
ضد میکروبی اسانس و عصاره لیمو بر روي پاتوژن هاي مختلف 
نتایج مشابهی با موارد ذکر شده به دست آمد به طوري که 

دگی اسانس لیمو نسبت به عصاره آن بر روي میزان اثر بازدارن
و  استرپتوکوکوس سنگوئیسباکتري هاي مختلف از جمله 

  .بیشتر بود استرپتوکوکوس پایوژنز
در مقایسه قدرت ضد میکروبی عصاره و اسانس لیمو ترش با 
اسید هاي دیگر باید متذکر گردید که بسیاري از اسید ها حتی 

یت سلولی براي انسان دارند، در غلظت کم اثر سوزانندگی و سم
  بنابراین هر ماده اسیدي را نمی توان صرف این که ماده اي
ضد میکروبی است براي درمان عفونت هاي دهان به کار برد در 

        2/4ي معادل pHحالی که لیمو ترش با این که داراي 
می باشد، همیشه به صورت آب لیمو یا خشک شده آن مورد 

و هیچگونه عوارضی از آن گزارش نشده مصرف عموم بوده 
 .است

  نتیجه گیري 
نتایج به دست آمده در این تحقیق نشان دهنده این مطلب 
    است که اسانس لیمو ترش را می توان به عنوان یک ماده
. ضد میکروبی قوي در درمان عفونت هاي دهانی به کار برد

ژیک و بنابراین با توجه به رویکرد جهانی به داروهاي بیولو
طبیعی و اجتناب از دارو هاي شیمیایی به دلیل داشتن عوارض 
جانبی مختلف و زیاد، مطالعه روي مواد ضد میکروبی طبیعی 
که داراي قدرت بالایی می باشند حائز اهمیت بوده و می تواند 
   جایگزین خوبی براي آنتی بیوتیک در درمان بسیاري از 

ضد میکروبی اسانس و  عفونت ها باشد که در این طرح اثرات
عصاره لیمو ترش بر میکروارگانیسم هاي دهان مورد تایید قرار 

  .        گرفت
  

  تشکر و قدردانی 
از دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهر قدس براي حمایت هاي مالی 

قدردانی نموده همچنین  و کمک در اجراي این پروژه  تشکر  و
مراحل پروژه بنده از جناب آقاي حسین جمالی فر که در طول 

  .را یاري نمودند نهایت سپاسگذاري را دارم
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