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  )مقاله پژوهشی(
گیاه شبدر  از شده استخراجکلروفیل  ییایضد باکترو  یدانیاکس یآنتخواص  ارزیابی

  (.Trifolium resupinatum L)ی ایران
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  چکیده
  و  یضدالتهاباثرات  با محصول شده وهاي حسی افزایش کیفیت و ویژگی غذایی موجبدر مواد هاي طبیعی رنگ يریکارگ به
 يها دانه رنگ از یکی عنوان بهنیز کلروفیل . دارند بر عهده انسان سلامت در نقش مهمىبنابراین،  و باشندمیهمراه  نیز سرطانی ضد

 از کلروفیل استخراج منظور به آنزیمی روش از این تحقیق استفاده هدف از. گیردمورد استفاده قرار می غذایی مواد انواع در طبیعی،
 کلروفیل اکسیدانیآنتی فعالیت .است بوده آن ییایباکتر ضدهاي ویژگی و اکسیدانی آنتی خواص ارزیابی ایرانی و شبدر گیاه

 و )FRAP( آهن احیاکنندگی قدرت و ABTSو  DPPH آزاد هايرادیکال مهار روش سه با ایرانی شبدر گیاه از شده استخراج
 و MIC( يساز قیرق و آگاردار محیط در دیسک انتشار روش دو با مختلف، هايمیکروارگانیسم علیه باکتریایی ضد اثرات

MBC (کلروفیل نتایج نشان داد که غلظت . گرفت انجامa  دو برابر غلظت کلروفیل  باًیتقردر شبدر ایرانیb هاي غلظتو  بوده
آهن نشان  احیاکنندگی قدرت و نیز ABTSو  DPPH آزاد هايرادیکال مهار اکسیدانی بیشتري درآنتی یل فعالیتبالاتر کلروف

مت ومقا که يطور بهمتفاوت بوده  میکرومولار 100و  60، 40 ،20 هايغلظتلروفیل در ک ییایضد باکتر اتاثر .)p > 05/0( دادند
و در روش  )p > 05/0(لیستریا  >استافیلوکوکوس >سالمونلا>اشرشیا >روش انتشار به ترتیب سودوموناس درها باکتري

و  آمده دست بهنتایج  توجه به با .است مشاهدهلیستریا = استافیلوکوکوس >اشرشیا >سالمونلا >به ترتیب سودوموناس يساز قیرق
شاخص در مواد غذایی و  دانه رنگ عنوان هبآن از  توانهاي بالاتر، میکلروفیل در غلظت ییایضد باکتری و اکسیدانآنتی تأثیرات
  .رسدبه نتایج بیشتر ضروري به نظر می دستیابی منظور بهتکمیلی  يها شیآزماانجام  ،ولی با این وجود. نمود استفادهدارویی 

  
  .اکسیدانی، خواص ضد باکتریاییص آنتیکلروفیل، شبدر ایرانی، روش آنزیمی، خوا: کلیدي واژه هاي
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  مقدمه -1
 ،هاکربوهیدراتی، انواع ویتامین به علت داشتن منابع گیاهان
باعث ارتقاء سیستم  ،اکسیدانو مواد آنتی معدنی ترکیبات

ها و بیماري انواع برابر در بدن مقاومتایمنی و افزایش 
 گیاهان و عصاره از امروزه .ردندگیم زودرس پیري

 در ...سویا و  عصاره سبز، چاي مانند گیاهی يهانوشیدنی

 هايرنگ .)3( گردداستفاده می غذایی مواد فرمولاسیون

 صورت به هستند که مواد افزودنی از گروهی خوراکی

 تأثیرگذار و مهم عوامل از و شده هیته مصنوعی یا و طبیعی

  محسوب  غذایی مواد يبازارپسند و ظاهري کیفیت در
 کاربرد غذایى صنایع در مصنوعى ىهارنگ. شوندمی

 نظیرجانبى  عوارضداشتن به لحاظ داشته ولی فراوانى 

 مانند پیش(رفتارى  و عصبى عوارض آلرژیک، اثرات

 در ها آن مصرف از ناشى  سمیت  همچنین و) فعالى

هاي رنگبه استفاده از  و گرایش تمایل ،مدت یطولان
. باشدبه افزایش می روها،  جایگزینی براي آن عنوان بهطبیعی 
بر افزایش کیفیت، کارایی و هاي طبیعی علاوه رنگ
 سرطانى، ضد داراي اثرات ،هاي حسی مواد غذاییویژگی

 و بوده نیز قند خون و کلسترول دهنده کاهش ،یضدالتهاب
 دارند بر عهده انسان سلامت ارتقاء در نقش مهمى رو نیازا

 اهانیدر گاصلی  يها دانه رنگکلروفیل یکی از  ).19 و 3(
داشته و  قرار هاتیلاکوئید کلروپلاست غشاي بوده که در

این  .گیردانجام می دانه رنگاین  واسطه بهفرآیند فتوسنتز 
غیرمحلول در آب و محلول در روغن بوده و دو  دانه رنگ

به ترتیب مسئول  bو  aکلاس مهم آن شامل کلروفیل 
 عنوان بهکلروفیل، . باشند یمزرد  - آبی و سبز- سبز يها رنگ

 غذایی نظیر در انواع مواد ،طبیعی يها دانه رنگ یکی از
 ها،نوشیدنى کیک، هاى خوراکى،روغن لبنى، هاىوردهفرآ

 فرمولاسیون غذاى پاستا، ها،ژله ،ها مکمل، انواع ها وهیم آب

در  همچنین و قنادى محصولات و شکر آدامس، کودك،
مورد  شده نسروک یا و منجمد هاىسبزى رنگ حفظ

فاکتورهاي مختلف نظیر . )25( استفاده قرار گرفته است
ها باعث تجزیه لا، نور، اکسیژن، اسیدها و آنزیمدماي با

حرارت . دهند کاهش میکلروفیل شده و پایداري آن را 

و آزاد شدن اسیدهاي  گیاه یواره سلولیباعث تخریب د
هش کااطراف سلول   pH جهیدرنتشده و  یسلول  درون

 ییغذا مواددر  عمده مشکلات از یکی ).30 و 21( ابدی یم
ی بوده زیرا چرب اکسیداسیون) غذاهاي پرچرب خصوصاً(

 بلوکه ها،پروتئین به آسیب( يا هیتغذ ارزش کاهش بر علاوه
 کاهش ضروري،هاي آمینه اسید اکسیداسیون و شدن
 تولید  ،ها نیپروتئ  حلالیت  و  امولسیفایري  فعالیت
طعم، (و حسی مواد غذایی ) هادیآلدئ و یدهاوپراکسهیدر

، سبب آغاز فرآیندهاي اکسیداتیو )رنگ، بو و بافت نامطبوع
 عروقی، و قلبی هايبیماريدر بدن مانند پیشرفت سرطان، 

ترکیبات  ).35(شود می هابیماري سایر و التهابات ها،آلرژي
ی هاي ثانویه آروماتیک گیاهفنولی یک گروه متابولیت

اند و اي در سراسر گیاه پخش شدهگسترده طور بههستند که 
        داراي تأثیرات بیولوژیکی متعددي همچون ظرفیت 

فعالیت . باشنداکسیدانی و فعالیت ضد باکتریایی میآنتی
اکسیدانی ترکیبات فنولی در گیاهان عمدتاً به دلیل آنتی

است کاهش و ساختار شیمیایی آنه - هاي اکسایشویژگی
       کردن   مهمی را در خنثی  هايتوانند نقشکه می
هاي آزاد، احاطه کردن فلزات انتقالی و فرونشاندن رادیکال
این  و داشته باشند گانه سههاي اکسیژن یگانه و مولکول
هاي فنولی بر روي اکسیدانها با تأثیرات مفید آنتیویژگی

ها ترکیباتی یداناکسآنتی ).9( انسان در ارتباط استسلامت 
و به دو  انداخته تأخیررا به فرآیندهاي اکسیداتیو هستند که 

از عوارض جانبی . صورت مصنوعی و طبیعی وجود دارند
زایی و توان به سرطانهاي مصنوعی میاکسیدانآنتی
هاي سنتزي محصول اکسیدانآنتی. زایی اشاره نمودهشج

رکیبات سنتزي ت. دست بشرند و اغلب مشتقات فنلی هستند
اکسیدانی وجود دارند ولی به دلیل متعددي با فعالیت آنتی

ایمنی کاربرد صرفاً تعداد اندکی از آنها  رانهیگ سختقوانین 
این مشتقات فنلی . در مواد غذایی مجاز اعلام شده است

 ؛معمولاً بیش از یک گروه هیدروکسیل یا متوکسی دارند
هاي طبیعی نظیر سیداناکبنابراین لزوم استفاده از آنتی

گیاهان و  يها دانه رنگها، فلاونوئیدها و توکوفرول
همچنین، ). 4 و 2( رسدها ضروري به نظر میمیکروجلبک
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سنتزي  يها دانیاکس یآنتهاي طبیعی نسبت به اکسیدانآنتی
فراریت کمتري داشته و مقاومت بیشتري در دماهاي بالاتر 

هاي ثانویه روه متابولیتترکیبات فنولی یک گ ).5( دارند
اي در سراسر گسترده طور بهآروماتیک گیاهی هستند که 

ثیرات بیولوژیکی متعددي أاند و داراي تگیاه پخش شده
باکتریایی  اکسیدانی و فعالیت ضدهمچون ظرفیت آنتی

اکسیدانی ترکیبات فنولی در گیاهان فعالیت آنتی. هستند
کاهش و ساختار  - هاي اکسایشعمدتاً به دلیل ویژگی

هاي مهمی را در خنثی توانند نقشهاست که می شیمیایی آن
هاي آزاد، احاطه کردن فلزات انتقالی و کردن رادیکال

داشته باشند  گانه سههاي اکسیژن یگانه و فرونشاندن مولکول
هاي فنولی بر اکسیدانثیرات مفید آنتیأها با تاین ویژگی

 راتیتأثست که به دلیل روي سلامت انسان در ارتباط ا
هاي ها در مقابل پیشرفت بسیاري از بیماري بازدارندگی آن

    هاي ناشی از اکسیداسیون، همچونحاصل از تنش
عروقی، سندرم روده التهابی و بیماري  - هاي قلبیبیماري

به  دهد که کلروفیلمطالعات مختلف نشان می. آلزایمر است
 اکسیدانی آنتیاراي اثرات د دلیل داشتن مقادیر بالاي فنل،

 1و  1بوده و قادر به غیرفعال کردن ترکیبات اکسیدان نظیر 
هاي فلزي ، یون(DPPH)پیکریل هیدرازیل  2دي فنیل 
و همچنین مهار تشکیل تیوباربیتوریک  IIآهن  خصوصاً

 عنوان بهوان از آن تبنابراین می؛ گرددمی (TBARS)اسید 
عی در انواع مواد غذایی استفاده طبیاکسیدانو آنتی دانه رنگ
هاي سنتی از روش کلروفیل استخراججهت  ).4 و 2( نمود

سوکسله و یا  صورت  بههاي مختلف از حلالاستفاده (
 فراصوت، حلال نظیر امواج هاي نوینو تکنیک) يور غوطه
، آنزیمی میدان پالس الکتریکی و مایکروویو ،بحرانی فوق

 .گردداي قدیم و جدید استفاده میهو یا تلفیقی از روش... 
در روش آنزیمی، به دلیل هیدرولیز دیواره سلولی گیاه، 

هاي از مزیت. شوندآزاد می یراحت به یسلول درونترکیبات 
ارتی و حلال بوده که این روش، عدم استفاده از تیمار حر

انتخاب  بنابراین؛ کندهاي دیگر متمایز میرا از روش آن
ن مقدار کلروفیل دستیابی به بیشتری نظورم بهروش مناسب 

شبدر ایرانی  ).40و  37 ،15 ،12( باشدلازم و ضروري می

گیاهی است  .Trifolium resupinatum L نام علمی با
و پاییزه که بومی آسیاي صغیر و ایران است و  ساله کی

اغلب . داراي اکوتیپ هاي یک چین و چند چین می باشد
رابطه با اثرات درمانی شبدر بر  مطالعات صورت گرفته در

. هاي آن تأکید دارندنیک ایزوفلاونخواص فیتواستروژ
هاي با گیرنده انفعال و  فعلاز طریق  هاي گیاهایزوفلاون
ترکیبات . دهندیائسگی را در زنان بهبود می علائماستروژن 

 ریتأثتروژنیک بتا و با استروژنیک با اتصال به رسپتورهاي اس
دوپامینرژیک، سروتونرژیک و کولینرژیک  يها سامانهبر 

 .دهندرا نیز تحت تأثیر قرار می وخو خلقعملکرد شناختی و 
         اکسیدانی،بر اثرات استروژنیک، اثرات آنتی علاوه
در محیط برون سلولی، سرطانی گیاه شبدر  التهابی و ضد ضد

 ).38( تهاي جانوري نشان داده شده اسسلولی و مدل
ج کلروفیل از مطالعات اندکی بر روي استخرا اگرچه

اکسیدانی گیاه شبدر توسط گیاهان و یا بررسی اثرات آنتی
و  )1397(امینیان و همکاران توسط محققان مختلفی نظیر 
، اما در )8و  2( انجام یافت) 1396(صابریان و همکاران 

در این لذا، . یک از روش آنزیمی استفاده نگردیدهیچ
روش آنزیمی جهت استخراج کلروفیل از گیاه مطالعه از 

          ه و پس از تعیین غلظت، خواص شبدر استفاده شد
  .آن مورد ارزیابی قرار گرفت و ضدمیکروبی اکسیدانیآنتی

  
  مواد و روش -2
  تهیه گیاه - 2-1

 گیاه شبدر از شهرستان ساري واقع در استان مازندران در
از تائید نام علمی، جمع آوري شده و پس  1397 مهرماه

 PectineXکمپلکس آنزیمی . قرار گرفت یموردبررس

Ultra SP L همی سلولاز، پکتیناز، هايداراي آنزیم 
 67/16 سلولاز بوده و غلظت و فعالیت آنزیمی آن به ترتیب

این آنزیم از شرکت نووزایم . درصد می باشد 33/33و 
  .دانمارك تهیه گردید

  
 روش استخراج - 2-2

شبدر از روش آنزیمی   تخراج کلروفیل از گیاهجهت اس
 لیتر یلیم 100 با )وزن تر( نمونه از گرم 10 ابتدا. استفاده شد
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 دقیقه یک مدت به و مخلوطبافر فسفات  محلول از
 آنزیمی  محلولدر مرحله بعد، . گردید هموژنیزه

)PectineX Ultra SP L( نمونه به  درصد 5 به مقدار
درجه  40و نمونه در دماي  شده ضافهاسوسپانسیون اولیه 

در مرحله . شیک شد دقیقه 120مدت  براي گراد سانتی
دقیقه سانتریفوژ  20ت به مد g6500 در دور ها نمونه ،انتهایی

بعدي مورد استفاده  يها شیآزمابراي  ییرو عیماشده و 
  ).30( قرار گرفت

  
  کلروفیل يریگ اندازه - 2-3

 آمده دست بهیل، مایع رویی کلروف غلظت يریگ اندازهبراي 
و  شده قیرق درصد 80، با استفاده از استن از مرحله قبل

مورد نانومتر  645 و 663 يها موج طولکلروفیل در  جذب
بلانک یا شاهد  عنوان بهاز استن نیز . بررسی قرار گرفت

 ذیل يها فرمول در ،جذب عددهاي انتها در .استفاده شد
 گرم بر گرم یلیم برحسب لکلروفی مقدار و شده جایگزین

  ).1( ندشد محاسبه نمونه تر وزن
)1 (  Chlorophyll a = (19.3 × A663 -0.86 × A645) V/100W  
)2 (  Chlorophyll b = (19.3 × A645 -3.6 × A663) V/100W  

A =920 ،991 يها موج طول در نور جذب 

=V از حاصل فوقانی محلول( شده صاف محلول حجم 
 )سانتریفیوژ

=W گرم برحسب نمونه تر وزن  
 
  یدانیاکس یآنتهاي آزمون - 2-4
 (DPPH)بررسی مهار رادیکال آزاد  -1- 2-4

 طور به کلروفیلي مختلف ها غلظت از تریل یلیم 1 ،منظور بدین
محلول  تریل یلیم 1 به) مولار میکرو 100، 60، 20(جداگانه 

پس  حاصل مخلوط و شده اضافه DPPH1میلی مولار  1/0
 داده قرار تاریک در اتاق دقیقه 15 مدت بهن دادن، از تکا

 موج طولدر  ها نمونهجذب نوري مرحله،  نیبعدازا. شد
nm 517  آب مقطر و معرف (در مقابل شاهدDPPH( 

روش محاسبه درصد مهار  در فرمول ذیل). 6( قرائت شد
  .رادیکال آزاد ارائه شده است

  DPPHدرصد مهار رادیکال آزاد ))= جذب شاهد -جذب نمونه/(جذب شاهد( ×100          ) 3(

                                                             
1- 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl 

 )FRAP٢( بررسی قدرت احیاکنندگی آهن -2- 2-4

 دانه رنگگرم از  1/0سنجش این ویژگی، مقدار  منظور به
یخ  در حماملیتر آب مقطر در هاون چینی سرد میلی 5با 

هموژنات حاصل با استفاده از کاغذ صافی . شدهموژن 
 هاي غلظتاز  تریل کرویم 50 به ه وشدصاف  1واتمن شماره 

لیتر معرف میلی 5/1 ،)مولار میکرو 100، 60، 20( شده هیته
FRAP  4مخلوط حاصل ورتکس و به مدت . گردیداضافه 

 700ها در جذب محلول. شدانکوبه  C 30°دقیقه در دماي 
آب مقطر به  تریل کرویم 50شامل (نانومتر نسبت به شاهد 

  ).26( قرائت شد، )FRAPمعرف لیتر میلی 5/1همراه 
  
  ABTS٣رادیکال  مهار سنجش -3- 2-4

و همکاران  Heطبق مطالعه  ABTSارزیابی مهار رادیکال 
میلی مولار از محلول  7در ابتدا . با اندکی تغییر انجام شد

ABTS  میلی مولار پرسولفات پتاسیم مخلوط شده  2.45با
ر داده ساعت قرا 16و مکان تاریک به مدت  اتاقو در دماي 

 80محلول کاري، با رقیق کردن محلول اولیه در اتانول . شد
نانومتر،  734 موج طولبطوریکه جذب در  شده هیتهدرصد، 

از کلروفیل با محلول  شده هیتهمحلول . قرائت گردد 7/0
 734ج ل مو، مخلوط شده و جذب در طوABTSنهایی 

  ).38( نانومتر قرائت گردید
  
  کروبیبررسی فعالیت ضد می - 2-5
  باکتري يساز آماده -1- 2-5
        باکتري  پنجدرایر شده فریزاستاندارد و  يها هیسو

،  Escherichia coli)(PTCC 1330 کلی اشرشیا
 (Staphylococcus aureus)استافیلوکوکوس اورئوس

PTCC 1113 لیستریا مونوسیتوژنز ،Listeria 

monocytogenes)( PTCC 1165Tتیفی ، سالمونلا 
)Salmonella typhi(  PTCC 1108و سودوموناس 

 Pseudomonas aeruginosa (PTCC( آئروجینوزا

 و تاتهیه  رانیاهاي علمی و صنعتی از سازمان پژوهش 1557

 گراد یسانتدرجه  - 20 فریزر در ها شیآزما انجام زمان

تحت شرایط و دستورالعمل طبق ابتدا .شدند نگهداري

                                                             
1- Ferric Reducing Antioxidant Power 
3- 2 ,2’-Azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid 
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 آن به داخل محتوي وشده  تهشکس ها سر ویال استریل 

 .انتقال داده شد (BHI) 1و قلب گاو آبگوشت مغز محیط
درجه   37ساعت در دماي  24به مدت  ها نمونهسپس 
، یافتهشده و از پرگنه هاي رشد  گذاري گرمخانه گراد یسانت

. استفاده گردیدرد اتهیه سوسپانسیون میکروبی استاندجهت 
و  BHIرگنه ها در محیط بدین ترتیب که پس کشت اولیه پ

 16به مدت  گراد یسانتدرجه  37گذاري در دماي  گرمخانه
، کشت آبگوشت در محیط شاهده کدورتمساعت و 

دقیقه  15به مدت  دور در دقیقه 6000در دور  ها نمونه
 ،استریل بافر فسفاتسرم شستشو با  ازپس سانتریفوژ شده و 

به تکرار شده و در مرت 3فرآیند این . وژ شدندفسانتری مجدداً
 مک فارلند استانداردلوله  کدورت نهایی هر باکتري، با

) باشدمی cfu/ml 108  ×5/1 مک فارلند معادل 5/0(
  .)18(مقایسه گردید 

  
 و    MIC  بازدارندگی  غلظت  حداقل  تعیین -2- 2-5

با استفاده از روش  MBC یکشندگ  غلظت حداقل
  يساز قیرق

 غلظت تقریبی درجداگانه و  طور به موردمطالعه يها يباکتر
cfu/ml 106 هاي آزمایشلوله به تریل یلیم 2/0میزان  به 

 افزوده BHI کشت آبگوشت محیط تریل یلیم 1 حاوي

میکرو  100و  60، 40، 20 هاي غلظت ،بعد مرحله در .شدند
 2/0 هرکدام به مقدار 80 2تویینمولار از کلروفیل به همراه 

ساعت در  24به مدت  ها نمونهسپس  و هشد اضافه تریل یلیم
 نیتر نییپا .ندشد گذاريگرمخانه گراد سانتیدرجه37دماي
آزمایش  يها لولهدر  کدورتی هیچ آن در که غلظتی

 از پس .شد گرفته نظر در MIC عنوان بهمشاهده نگردید 

 از استریل شرایط در MBC ،جهت تعیین MIC تعیین

 گذاريگرمخانه ساعت 24 از پس که ییها لوله محتویات

 میزان بهنشد  مشاهده آنها در کدورتی و شفاف بودند هنوز

 سطحی کشت آگار BHI کشت محیط در تریل یلیم 1/0

 دماي در گذاري ساعت گرمخانه 24 از پس .شد داده

قرار  یموردبررس ها يباکتر رشد عدم و رشد ،مناسب

                                                             
1- Brain Heart Infusion 
2- Tween 

 اهدهمش يرشد گونه چیه آن در که غلظتی اولین و گرفته

  ).23و  7( شد گرفته نظر در MBC عنوان به نگردید
  
با استفاده از انتشار  بررسی قطر هاله عدم رشد -3- 2-5

  در محیط کشت آگار
از سوسپانسیون  میکرولیتر 100 ابتدا رشد، عدم هاله ارزیابی جهت

سطحی بر روي محیط  صورت به) cfu/ml 106(هر باکتري 
 ییها چاهکسپس . ه شدکشت مولر هینتون آگار کشت داد

و  شده هیتعبدر نقاط مختلف محیط کشت  متر یلیم 6به قطر 
، )يساز قیرقمشابه روش (کلروفیل مختلف  هاي غلظتاز 

از . اضافه شد ها چاهکبه هریک از  میکرولیتر 50به مقدار 
 )گرم یلیم 30( بیوگرام استرپتومایسین آنتی دیسک و مقطر آب

. مثبت استفاده گردید منفی و يها کنترل عنوان به به ترتیب
 در ساعت 24 مدت براي ها باکتري کشت يها طیمح

 قطرشده و  گرمخانه گذاري گراد یسانتدرجه  37 گرمخانه

 کولیساستفاده از  با ها چاهک در اطراف رشد عدم هاي هاله

  ).23و  7( گردید تعیین متر یلیم برحسبو  گیري اندازه
 
  ها داده وتحلیل یهتجز - 2-6

 SPSS افزار نرمها با استفاده از  آماري داده وتحلیل یهتجز

بررسی وجود یا عدم وجود جهت  .انجام شد 22نسخه 
درصد بین مقادیر حاصل هر  5در سطح  دار یمعناختلاف 
لازم  .شدواریانس طرفه استفاده  آنالیز آزموناز  ها شاخص

خطاي  وتحلیل یهتجزبه ذکر است که در تمامی مراحل 
  .درصد در نظر گرفته شد Ho، 5براي رد  مجاز

  
  نتایج و بحث -3
 کلروفیل مقادیر - 3-1

 شبدر از شده استخراج b و a هاي کلروفیل غلظت) 1(در جدول 
 وزن گرم بر  گرم یلیم برحسب آنزیمی روش از استفاده ایرانی با

دو  باًیتقر aمرطوب ارائه شده است که در آن غلظت کلروفیل 
در تحقیقات پویا  .گیري شده استاندازه bوفیل برابر غلظت کلر

نیز که بر روي شبدر سفید انجام شد، غلظت ) 1981( 3و همکاران
با همین نسبت  یباًتقرو  bبیشتر از غلظت کلروفیل  aکلروفیل 

  ).36( گزارش گردید

                                                             
3- Puia et al. 
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  بر گرم وزن مرطوب گرم یلیم سببرحاز شبدر با استفاده از روش آنزیمی  شده استخراج bو  aغلظت کلروفیل هاي  - 1جدول 
 (mg/g fw)غلظت   نوع کلروفیل

A  10/0 ± 435/1  
B  04/0 ± 715/0  

  
 اکسیدانیآنتی يها آزموننتایج  - 3-2

اکسیدانی ارزیابی اثر آنتی نتایج )3( تا )1( هايشکلدر 
گیري اندازه یعنی شبدر گیاه از شده استخراج کل کلروفیل

، میزان مهار رادیکال DPPH آزاد کالیراد مهارمیزان 
ABTS هاي غلظت. اند شده ارائه آهن احیاکنندگی قدرت و
. بالاتري را نشان داده است یدانیاکس یآنت تیفعالبالاتر، 

 و بیانگر Hoرد  نیز حاکی از نالیز واریانسنتایج ارزیابی آ
هاي مختلف درصد میان غلظت 5 اختلاف معنادار در سطح

  بود اکسیدانیآنتی یابی فعالیتکل جهت ارز  کلروفیل
)05/0 < p( ها با سطح معناداري نشان داد که تمامی گروه و
  .درصد با یکدیگر اختلاف دارند 5

  

  
   از گیاه شبدر شده استخراجکلروفیل کل  هاي مختلفدر غلظت DPPHدرصد مهار رادیکال آزاد نتایج  - 1 شکل

  است% 5دهنده اختلاف معنادار در سطح احتمال نشانحروف متغیر *
  

  
  از گیاه شبدر شده استخراجهاي مختلف کلروفیل کل در غلظت ABTSنتایج درصد مهار رادیکال آزاد  - 2شکل 

است% 5دهنده اختلاف معنادار در سطح احتمال حروف متغیر نشان*
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  از گیاه شبدر شده استخراجهاي مختلف کلروفیل کل آهن در غلظت احیاکنندگی نتایج قدرت - 3شکل 

  است% 5دهنده اختلاف معنادار در سطح احتمال حروف متغیر نشان*
  
  

 طور به که است روشی آهن احیاء یدانیاکس یآنت فعالیت آزمون
     هانمونه در را هاکننده احیا یا و ها دانیاکس یآنت مستقیم
 اکسیدانیآنتی غلظت با خطی و رابطه کندمی گیرياندازه
بالا  آهن احیاء یدانیاکس یآنت چنانچه فعالیت. دارد ها آن

 29( یابدآزاد نیز افزایش می يها کالیرادباشد، توانایی مهار 
 اکسیدانی آنتیاثر  یبررسدر نیز  همکارانو  فرقانی  ).33 و

 عصاره، غلظت افزایش دادند که بانشان  به اهیگ عصاره
در  ).4( شود می بیشتر اکسیدانی آنتی اثر و جذب مقدار

نیز با افزایش غلظت کلروفیل  Choi & Leeتحقیقات 
نتایج ). 13( افزایش یافت )DPPH(فعالیت رادیکال آزاد 

نیز پیرامون  .Kolodziejczyk-Czepas et alتحقیقات 
ش غلظت سبب افزایش نشان داد که افزای ایرانی شبدر
 DPPHآزاد  هاياکسیدانی یعنی مهار رادیکالآنتی فعالیت

). 24( گرددآهن می احیاکنندگی و قدرت ABTSو 
خود نشان  يها شیآزمادباغیان و همکاران نیز در هاشم

هاي رادیکال با افزایش غلظت عصاره جلبک، مهار دادند که
آهن  احیاکنندگی و نیز قدرت ABTSو   DPPHآزاد 
سلطان و همکاران نیز به استخراج حسن). 16(یابد می افزایش
و نتایج نشان  پرداختنداز جلبک سبز  bو  aهاي کلروفیل

اکسیدانی داد که با افزایش میزان کلروفیل، فعالیت آنتی
  ).17( یابدافزایش می DPPHیعنی مهار رادیکال آزاد 

  
  ضد میکروبی هاي یشآزمانتایج  - 3-3
  نتایج آزمون هاله عدم رشد -1- 3-3

، 20هاي غلظت شود،می مشاهده) 4( شکل در که گونه همان
جهت بررسی هاله عدم  میکرومولار کلروفیل 100و  60، 40

 دو میکروارگانیسم برابر در .رشد مورد بررسی قرار گرفت
 اثرات استافیلوکوکوس اورئوسو  مونوسیتوژنز لیستریا

ها در تمامی باکتري. ادندنشان د يترچشمگیر بازدارندگی
میکرومولار  40غلظت . میکرومولار مقاوم بودند 20غلظت 

. تأثیر بودبیو سودوموناس  اشرشیا کلیکلروفیل بر روي 
رشد در تمامی   عدم  بر این، بیشترین هاله  علاوه

میکرومولار کلروفیل  100در غلظت  هامیکروارگانیسم
 لیستریاروفیل بر روي تأثیر بازدارنده کل. مشاهده گردید

نتایج  .بود هاسایر میکروارگانیسمبیش از  مونوسیتوژنز
و بیانگر اختلاف  H0ارزیابی آنالیز واریانس نیز حاکی از رد 

هاي مختلف کلروفیل درصد میان غلظت 5 معنادار در سطح
در برابر تمامی رشد  گیري هاله عدمکل جهت اندازه
    بود آئروجینوزا   وناسسودوم جز  بهها میکروارگانیسم

)05/0 < P .(ها با سطح گروه نتایج نشان داد که تمامی
  .درصد با یکدیگر اختلاف دارند 5معناداري 
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اشرشیا کلی لیستریا مونوسیتوژنز استافیلوکوکوس اورئوس
سالمونا تیفی سودوموناس آئروجینوزا

  
هاي شاخص در روش انتشار در محیط آگاردار از گیاه شبدر بر باکتري شده استخراجکلروفیل کل  مهارکنندهنتایج اثرات  - 4شکل 

  .)مترمیلی(گیري هاله عدم رشد از طریق اندازه
  است% 5 احتمال سطح در معنادار اختلاف دهندهنشان هر باکتري، متغیر در حروف*

 
 ضد اثر تحقیق امینیان و همکاران نیز که به بررسی  نتایج

ختند، نشان الکلی شبدر شیرین پردا هیدرو عصاره باکتریایی
و  یابدداد که با افزایش غلظت، هاله عدم رشد افزایش می

سیلین و هایی نظیر پنیبیوتیکآنتی  مشابه اثر  اثري
میانگین قطر هاله عدم  در همین تحقیق،. اریترومایسین دارد

هاي گرم مثبت و گرم منفی رشد نیز در مقابل برخی باکتري
یلانی و همکاران نیز در م). 6(د گزارش نمودن متر یلیم 24/7

   طبیعی بیکسین بر روي   میکروبی رنگ  تعیین فعالیت
 و مونوسیتوژنز لیستریا، کلی اشرشیاهاي باکتري

نشان دادند که افزایش غلظت  اورئوس استافیلوکوکوس
حسینی و  ).28( گرددبیکسین سبب افزایش بازدارندگی می

 گیاه آبی عصاره باکتریایی ضد اثرات همکاران نیز به بررسی
 اشرشیا و اورئوس استافیلوکوکوسترشک بر روي  شبدر
 هايهاله قطر میانگین که داد نتایج نشان. پرداختند کلی
ايه کیوتیب یآنت از  بیشتر  ترشک  شبدر گیاه توسط شده ایجاد

 عصاره غلظت افزایش با طرفی از بوده و شیمیایی داروهاي 
 عصاره توسط جادشدهیا لهها قطر میانگین درصد 20 تا 5 از

 یا غلظت افزایش با که معنی  بدین  .کرد  پیدا  افزایش
بیشتر  باکتري ضد اثر مؤثره ماده افزایش با گرید عبارت به

  ).20( گردید
 
 MBCو  MICنتایج تعیین میزان  - 3-4

یعنی  MIC، در روش رقت در آگار میزان )2(مطابق جدول 
و  کلی اشرشیاکتري براي با رشد کنندهمهار غلظت ترینکم

 نتایج. بوده استها سایر میکروارگانیسمبیش از  سالمونا تیفی
  دو   نیز براي MBCکشنده یعنی  غلظت حداقل میزان تعیین

 اورئوس استافیلوکوکوسو   مونوسیتوژنز  لیستریا  میکروارگانیسم
و  80هاي کنترل مثبت تویین در نمونه .با یکدیگر برابر بوده است

ها و ایجاد يهاي مذکور اضافه شدند که با رشد باکتراکتريب
و  80 یینتوهاي کنترل منفی نیز شامل نمونه. کدورت همراه بودند

بدون باکتري بودند و به همین دلیل تغییري در آنها حاصل 
  .نگردید
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  يساز قیرقاي شاخص در روش هاز گیاه شبدر بر باکتري شده استخراجکلروفیل کل  MBCو  MICتغییرات نتایج  - 2جدول 
 MBC (μM)غلظت مورد استفاده  MIC (μM) غلظت مورد استفاده  نوع باکتري

 -   100 اشرشیا کلی

  100 60  لیستریا مونوسیتوژنز
 100 60  استافیلوکوکوس اورئوس

  -   100  سالمونلا تیفی
  -   -   سودوموناس آئروجینوزا

 
 MBCو  MICمیلانی و همکاران نیز به تعیین 

، اشرشیا کلیهاي طبیعی بیکسین بر باکتري يها دانه نگر
. پرداختند اورئوس استافیلوکوکوس و مونوسیتوژنز لیستریا

براي اشرشیا و لیستریا با هم برابر و  MICنتایج نشان داد که 
نیز  MBCبیشترین مقدار . اندبیشتر از استافیلوکوکوس بوده

افیلوکوکوس مشاهده است لیستریا و در مقابل اشرشیا، ترتیب به
  ).28( گردید

  
 گیرينتیجه -4

نتایج حاصل از این تحقیق بر مبناي استخراج آنزیمی نشان 
دو برابر  باًیتقردر شبدر ایرانی  aکلروفیل داد که غلظت 
 ،هاي بالاتر کلروفیلغلظت ده و دربو b غلظت کلروفیل

 و DPPH آزاد کالیراد مهار یعنی یدانیاکس یآنت تیفعال
 اثر ضد باکتریایی آن بیشتر نیزآهن و  احیاکنندگی تقدر
 ریتأث بیانگر میکروبی آزمون نتایج یطورکل به .ه استبود

 مثبت گرم هايباکتري برابر در بازدارندگی قوي کلروفیل
 باکتري و استافیلوکوکوس نسبت به مونوسیتوژنز لیستریا
 یتحساس مطالعات متعددي بیانگر. بود کلی اشرشیا منفی گرم

 یا مؤثره ترکیبات در برابر مثبت گرم هايبیشتر باکتري
       منفی گرم هايباکتري به نسبت مختلف يها هیعطرما
نتایج تحقیقات امینیان نیز ). 34و  32، 31 ،22، 11(باشند می

هاي نشان داد که شبدر قرمز سبب بازدارندگی بیشتر باکتري
 شده است که هاي گرم منفیگرم مثبت در مقابل باکتري

       مقاومت در هايمکانیسم وجود دلیل به تواند یم
میکروبی  ضد ترکیبات برابر در منفی گرم هايباکتري
 فسفولیپیدي غشاي ).6( باشد گیاهی عصاره در موجود
 ها نعمومی آ منفی سبب مقاومت گرم هايباکتري بیرونی
 برابر در باًیتقرگردد که می هاو عصاره ها هیعطرما برابر در

به دلیل عدم . باشدمی نفوذ نیز غیرقابل لیپوفیلیک ترکیبات
 هیدورفوب مثبت، اجزاء گرم هايباکتري در مانع این وجود
 سلولی غشاء با تماس مستقیم در شده استخراج هايعصاره
نفوذپذیري  میزان بر اثرگذاري با توانندو می گیرندمی قرار
 سلولی ترکیبات نشت مختلف، هايیون برابر در غشاء
 آنزیمی، يها سامانه انداختن کار از ي واسطه بهیا  و حیاتی
برخی ). 14(ها شوند  مرگ آن یا و بازدارندگی موجب

 ضدمیکروبی و فعالیت شیمیایی ساختار نیز پژوهشگران
   یکدیگر مرتبط  را با طبیعی ترکیبات و ها هیعطرما

 فنلی، حلقه رايدا فعال ترکیبات بعضی ).10( اندبرشمرده
از  گردند که ناشیقلمداد می سمی هابراي میکروارگانیسم

با  واکنش مانند ترکیبات نمودن اکسید در فنلی حلقه ریتأث
 غیراختصاصی هايواکنش انجام یا و سولفیدریل هايگروه

 چهار یا سه ها حضوردر کلروفیل).39( باشدها میبا پروتئین
 فنولیک، اسیدهاي لهجم از فنولیک، مواد از گروه

مشاهده شده که  فلاونوئیدها سایر و هاایزوفلاون کلوامیدها،
عصاره  .)24(باکتریایی دارند  ضد و اکسیدانیآنتی خاصیت

) 27(پور و همکاران مطابق تحقیقات مهدينیز شبدر ایرانی 
 با به نحوي که دباشمیحاوي ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي 

 خاصیت فلاونوئیدي، ترکیبات و لک فنل محتواي افزایش
به نحو مطلوبی  کلروفیل نیز باکتریایی ضد و اکسیدانیآنتی

لذا،  .است برقرار ها آن بین مستقیم ارتباطی و یابدمی افزایش
سرطانی این گیاه و  تحقیقات بیشتر در زمینه خاصیت ضد

ها باکتریایی آن بر روي سایر میکروارگانیسم اثرات ضد
 توجه قابلبا توجه به اثر بازدارندگی  .واهد بودخ توجه قابل

استافیلوکوکوس  مونوسیتوژنز، هاي لیستریادر مقابل باکتري
 و از شناسایی بعد گیاه این عصاره از توان یم ،کلی اشرشیاو 
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 بیان عصاره، بررسی در موجود میکروبی ضد عوامل تغلیظ
 در مؤثر الیسیتورهاي يریکارگ بهنیز  و آن سنتز در دخیل ژن

 تولید دارو و نیز صنایع غذایی در نظر مورد ژن بیان افزایش
کرد که البته استفاده از روش استخراج آنزیمی خود  استفاده

  .محرکی جهت افزایش میزان کلروفیل است
  
  سپاسگزاري-5
 پژوهشکده بیوتکنولوژي بخش کارشناسان از لهیوس نیبد

 نهایت روبیمیک يها شیآزما در که خزر دریاي اکولوژي
  .گرددمی قدردانی و تشکر اندرا داشته همکاري

  
  منابع-6

 .14838شماره . 1390. استاندارد ملی ایران .1
ي حاصل از تجزیه ها فرآوردهتعیین میزان 

 ICS 10. ي آزمونها روش -کلروفیل 

67200. 3 -1.  
 . ، و بلوریان، ش.، حسینی، ف.صابریان، ح .2

a1396 .رنگ  ي شرایط استخراجساز نهیبه
ي ها یژگیوو بررسی  ونجهطبیعی کلروفیل از ی

کمی و کیفی آن در مقایسه با منابع گیاهی 
، 71جلد . مجله علوم و صنایع غذاییمختلف، 
 .47- 57، 14شماره

 . ، و بلوریان، ش.، حسینی، ف.صابریان، ح .3

b1396 .رنگ استخراج بر فراصوت روش ریتأث 

. شاتوت درخت برگ از کلروفیل خوراکى
، 4جلد . غذایی نوین يها يفناور نامهفصل

  .67- 76، 16شماره
 حسن ، قربانی.ا .س ،ديیشه، .فرقانی، م .4

. 1397. رئیسی، ش زاده و نقی .سرایی، آ
 هاي ویژگی و اکسیدانی آنتی فعالیت بررسی

 استخراج شده فعال زیست ترکیبات رئولوژیکی
. اولتراسوند روش از استفاده با به درخت از
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Abstract 
The use of natural dyes in foods enhances the quality, efficiency and sensory properties of the 
product and also, they are associated with anti-inflammatory and anti-cancer effects and 
therefore they play an important role in human health. Chlorophyll is used as a natural 
pigment in a variety of foods. The aim of this study was extraction of chlorophyll from 
Persian clover (Trifolium resupinatum L.) using enzyme method and evaluation its 
antioxidant and antibacterial properties. Antioxidant activity of chlorophyll extracted from 
Persian clover was performed by three methods including DPPH and ABTS free radicals 
scavenging and ferric reducing antioxidant power (FRAP) and antibacterial effects against 
different microorganisms was also carried out using agar disk diffusion and microdilution 
(MIC and MBC) methods. The results showed that the concentration of chlorophyll a was 
almost twice of chlorophyll b and higher concentrations of chlorophyll had higher antioxidant 
activity in DPPH and ABTS free radicals scavenging and FRAP (p>0.05). Antibacterial 
effects of chlorophyll at concentrations of 20, 40, 60 and 100 μM were different, with 
bacterial resistance in Pseudomonas aeruginosa > Salmonella typhi > Escherichia coli > 
Staphylococcus aureus > Listeria monocytogenes (P<0.05) in agar disk diffusion and 
Pseudomonas aeruginosa > Salmonella typhi > Escherichia coli > Staphylococcus aureus = 
Listeria monocytogenes in microdilution respectively. Based on the results and the 
antioxidant and antibacterial effects of chlorophyll at higher concentrations, it can be used as 
a biocolorant in food and pharmaceuticals. However, further tests are needed to obtain further 
results. 
 
Keywords: Chlorophyll, Persian Clover, Enzyme Method, Antioxidant Properties, 
Antibacterial Properties. 
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