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  )مقاله پژوهشي(

گياه شبدر  از شده استخراجكلروفيل  ييايضد باكترو  يدانياكس يآنتخواص  ارزيابي
  (.Trifolium resupinatum L)ي ايران

 
  ٤سرايي، آزاده قرباني حسن٤، سيد احمد شهيدي٣، رضا صفري*٢، علي معتمدزادگان١رضا مهدي پور داميريغلام

 
 .دانشگاه آزاد اسلامي، آمل، ايران  آملي،واحد آيت االلهصنايع غذايي، ري، گروه علوم و دكت آموخته دانش-١

  .، ساري، ايرانساري دانشيار، گروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده علوم مهندسي زراعي، دانشگاه كشاورزي و منابع طبيعي -٢
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 ٠١/٠٧/١٣٩٩ :تاريخ پذيرش                            ٠٤/٠٥/١٣٩٩: تاريخ دريافت

  
  

  چكيده
  و  يضدالتهاباثرات  با محصول شده وهاي حسي افزايش كيفيت و ويژگي غذايي موجبدر مواد هاي طبيعي رنگ يريكارگ به

 يها دانه رنگ از يكي عنوان بهنيز كلروفيل . دارند بر عهده انسان سلامت در نقش مهمىبنابراين،  و باشندميهمراه  نيز سرطاني ضد

 از كلروفيل استخراج منظور به آنزيمي روش از اين تحقيق استفاده هدف از. گيردمورد استفاده قرار مي غذايي مواد انواع در طبيعي،

 كلروفيل اكسيدانيآنتي فعاليت .است بوده آن ييايباكتر ضدهاي ويژگي و اكسيداني آنتي خواص ارزيابي ايراني و شبدر گياه

 و )FRAP( آهن احياكنندگي قدرت و ABTSو  DPPH آزاد هايراديكال مهار روش سه با ايراني شبدر گياه از شده استخراج

 و MIC( يساز قيرق و آگاردار محيط در ديسك انتشار روش دو با مختلف، هايميكروارگانيسم عليه باكتريايي ضد اثرات

MBC (كلروفيل نتايج نشان داد كه غلظت . گرفت انجامa  دو برابر غلظت كلروفيل  باًيتقردر شبدر ايرانيb هاي غلظتو  بوده

آهن نشان  احياكنندگي قدرت و نيز ABTSو  DPPH آزاد هايراديكال مهار اكسيداني بيشتري درآنتي يل فعاليتبالاتر كلروف

مت ومقا كه يطور بهمتفاوت بوده  ميكرومولار ١٠٠و  ٦٠، ٤٠ ،٢٠ هايغلظتلروفيل در ك ييايضد باكتر اتاثر .)p > ٠٥/٠( دادند

و در روش  )p > ٠٥/٠(ليستريا  >استافيلوكوكوس >سالمونلا>اشرشيا >روش انتشار به ترتيب سودوموناس درها باكتري

و  آمده دست بهنتايج  توجه به با .است مشاهدهليستريا = استافيلوكوكوس >اشرشيا >سالمونلا >به ترتيب سودوموناس يساز قيرق

شاخص در مواد غذايي و  دانه رنگ عنوان هبآن از  توانهاي بالاتر، ميكلروفيل در غلظت ييايضد باكتري و اكسيدانآنتي تأثيرات

  .رسدبه نتايج بيشتر ضروري به نظر مي دستيابي منظور بهتكميلي  يها شيآزماانجام  ،ولي با اين وجود. نمود استفادهدارويي 

  
  .اكسيداني، خواص ضد باكترياييص آنتيكلروفيل، شبدر ايراني، روش آنزيمي، خوا: كليدي واژه هاي
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  مقدمه - ١
 ،هاكربوهيدراتي، انواع ويتامين به علت داشتن منابع گياهان

باعث ارتقاء سيستم  ،اكسيدانو مواد آنتي معدني تركيبات

ها و بيماري انواع برابر در بدن مقاومتايمني و افزايش 

 گياهان و عصاره از امروزه .ردندگيم زودرس پيري

 در ...سويا و  عصاره سبز، چاي مانند گياهي يهانوشيدني

 هايرنگ .)٣( گردداستفاده مي غذايي مواد فرمولاسيون

 صورت به هستند كه مواد افزودني از گروهي خوراكي

 تأثيرگذار و مهم عوامل از و شده هيته مصنوعي يا و طبيعي

  محسوب  غذايي مواد يبازارپسند و ظاهري كيفيت در

 كاربرد غذايى صنايع در مصنوعى ىهارنگ. شوندمي

 نظيرجانبى  عوارضداشتن به لحاظ داشته ولي فراوانى 

 مانند پيش(رفتارى  و عصبى عوارض آلرژيك، اثرات

 در ها آن مصرف از ناشى  سميت  همچنين و) فعالى

هاي رنگبه استفاده از  و گرايش تمايل ،مدت يطولان

. باشدبه افزايش مي روها،  جايگزيني براي آن عنوان بهطبيعي 

بر افزايش كيفيت، كارايي و هاي طبيعي علاوه رنگ

 سرطانى، ضد داراي اثرات ،هاي حسي مواد غذاييويژگي

 و بوده نيز قند خون و كلسترول دهنده كاهش ،يضدالتهاب

 دارند بر عهده انسان سلامت ارتقاء در نقش مهمى رو نيازا

 اهانيدر گاصلي  يها دانه رنگكلروفيل يكي از  ).١٩ و ٣(

داشته و  قرار هاتيلاكوئيد كلروپلاست غشاي بوده كه در

اين  .گيردانجام مي دانه رنگاين  واسطه بهفرآيند فتوسنتز 

غيرمحلول در آب و محلول در روغن بوده و دو  دانه رنگ

به ترتيب مسئول  bو  aكلاس مهم آن شامل كلروفيل 

 عنوان بهكلروفيل، . باشند يمزرد  - آبي و سبز- سبز يها رنگ

 غذايي نظير در انواع مواد ،طبيعي يها دانه رنگ يكي از

 ها،نوشيدنى كيك، هاى خوراكى،روغن لبنى، هاىوردهفرآ

 فرمولاسيون غذاى پاستا، ها،ژله ،ها مكمل، انواع ها وهيم آب

در  همچنين و قنادى محصولات و شكر آدامس، كودك،

مورد  شده نسروك يا و منجمد هاىسبزى رنگ حفظ

فاكتورهاي مختلف نظير . )٢٥( استفاده قرار گرفته است

ها باعث تجزيه لا، نور، اكسيژن، اسيدها و آنزيمدماي با

حرارت . دهند كاهش ميكلروفيل شده و پايداري آن را 

و آزاد شدن اسيدهاي  گياه يواره سلوليباعث تخريب د

هش كااطراف سلول   pH جهيدرنتشده و  يسلول  درون

 ييغذا مواددر  عمده مشكلات از يكي ).٣٠ و ٢١( ابدي يم

ي بوده زيرا چرب اكسيداسيون) غذاهاي پرچرب خصوصاً(

 بلوكه ها،پروتئين به آسيب( يا هيتغذ ارزش كاهش بر علاوه

 كاهش ضروري،هاي آمينه اسيد اكسيداسيون و شدن

 توليد  ،ها نيپروتئ  حلاليت  و  امولسيفايري  فعاليت

طعم، (و حسي مواد غذايي ) هاديآلدئ و يدهاوپراكسهيدر

، سبب آغاز فرآيندهاي اكسيداتيو )رنگ، بو و بافت نامطبوع

 عروقي، و قلبي هايبيماريدر بدن مانند پيشرفت سرطان، 

تركيبات  ).٣٥(شود مي هابيماري ساير و التهابات ها،آلرژي

ي هاي ثانويه آروماتيك گياهفنولي يك گروه متابوليت

اند و اي در سراسر گياه پخش شدهگسترده طور بههستند كه 

        داراي تأثيرات بيولوژيكي متعددي همچون ظرفيت 

فعاليت . باشنداكسيداني و فعاليت ضد باكتريايي ميآنتي

اكسيداني تركيبات فنولي در گياهان عمدتاً به دليل آنتي

است كاهش و ساختار شيميايي آنه - هاي اكسايشويژگي

       كردن   مهمي را در خنثي  هايتوانند نقشكه مي

هاي آزاد، احاطه كردن فلزات انتقالي و فرونشاندن راديكال

اين  و داشته باشند گانه سههاي اكسيژن يگانه و مولكول

هاي فنولي بر روي اكسيدانها با تأثيرات مفيد آنتيويژگي

ها تركيباتي يداناكسآنتي ).٩( انسان در ارتباط استسلامت 

و به دو  انداخته تأخيررا به فرآيندهاي اكسيداتيو هستند كه 

از عوارض جانبي . صورت مصنوعي و طبيعي وجود دارند

زايي و توان به سرطانهاي مصنوعي مياكسيدانآنتي

هاي سنتزي محصول اكسيدانآنتي. زايي اشاره نمودهشج

ركيبات سنتزي ت. دست بشرند و اغلب مشتقات فنلي هستند

اكسيداني وجود دارند ولي به دليل متعددي با فعاليت آنتي

ايمني كاربرد صرفاً تعداد اندكي از آنها  رانهيگ سختقوانين 

اين مشتقات فنلي . در مواد غذايي مجاز اعلام شده است

 ؛معمولاً بيش از يك گروه هيدروكسيل يا متوكسي دارند

هاي طبيعي نظير سيداناكبنابراين لزوم استفاده از آنتي

گياهان و  يها دانه رنگها، فلاونوئيدها و توكوفرول

همچنين، ). ٤ و ٢( رسدها ضروري به نظر ميميكروجلبك



  ١٣٣ ...يگياه شبدر ايران شده از كلروفيل استخراج ييايو ضد باكتر يدانياكس يخواص آنت ارزيابي      علي معتمدزاذگان و همكاران  

 

سنتزي  يها دانياكس يآنتهاي طبيعي نسبت به اكسيدانآنتي

فراريت كمتري داشته و مقاومت بيشتري در دماهاي بالاتر 

هاي ثانويه روه متابوليتتركيبات فنولي يك گ ).٥( دارند

اي در سراسر گسترده طور بهآروماتيك گياهي هستند كه 

ثيرات بيولوژيكي متعددي أاند و داراي تگياه پخش شده

باكتريايي  اكسيداني و فعاليت ضدهمچون ظرفيت آنتي

اكسيداني تركيبات فنولي در گياهان فعاليت آنتي. هستند

كاهش و ساختار  - هاي اكسايشعمدتاً به دليل ويژگي

هاي مهمي را در خنثي توانند نقشهاست كه مي شيميايي آن

هاي آزاد، احاطه كردن فلزات انتقالي و كردن راديكال

داشته باشند  گانه سههاي اكسيژن يگانه و فرونشاندن مولكول

هاي فنولي بر اكسيدانثيرات مفيد آنتيأها با تاين ويژگي

 راتيتأثست كه به دليل روي سلامت انسان در ارتباط ا

هاي ها در مقابل پيشرفت بسياري از بيماري بازدارندگي آن

    هاي ناشي از اكسيداسيون، همچونحاصل از تنش

عروقي، سندرم روده التهابي و بيماري  - هاي قلبيبيماري

به  دهد كه كلروفيلمطالعات مختلف نشان مي. آلزايمر است

 اكسيداني آنتياراي اثرات د دليل داشتن مقادير بالاي فنل،

 ١و  ١بوده و قادر به غيرفعال كردن تركيبات اكسيدان نظير 

هاي فلزي ، يون(DPPH)پيكريل هيدرازيل  ٢دي فنيل 

و همچنين مهار تشكيل تيوباربيتوريك  IIآهن  خصوصاً

 عنوان بهوان از آن تبنابراين مي؛ گرددمي (TBARS)اسيد 

عي در انواع مواد غذايي استفاده طبياكسيدانو آنتي دانه رنگ

هاي سنتي از روش كلروفيل استخراججهت  ).٤ و ٢( نمود

سوكسله و يا  صورت  بههاي مختلف از حلالاستفاده (

 فراصوت، حلال نظير امواج هاي نوينو تكنيك) يور غوطه

، آنزيمي ميدان پالس الكتريكي و مايكروويو ،بحراني فوق

 .گردداي قديم و جديد استفاده ميهو يا تلفيقي از روش... 

در روش آنزيمي، به دليل هيدروليز ديواره سلولي گياه، 

هاي از مزيت. شوندآزاد مي يراحت به يسلول درونتركيبات 

ارتي و حلال بوده كه اين روش، عدم استفاده از تيمار حر

انتخاب  بنابراين؛ كندهاي ديگر متمايز ميرا از روش آن

ن مقدار كلروفيل دستيابي به بيشتري نظورم بهروش مناسب 

شبدر ايراني  ).٤٠و  ٣٧ ،١٥ ،١٢( باشدلازم و ضروري مي

گياهي است  .Trifolium resupinatum L نام علمي با

و پاييزه كه بومي آسياي صغير و ايران است و  ساله كي

اغلب . داراي اكوتيپ هاي يك چين و چند چين مي باشد

رابطه با اثرات درماني شبدر بر  مطالعات صورت گرفته در

. هاي آن تأكيد دارندنيك ايزوفلاونخواص فيتواستروژ

هاي با گيرنده انفعال و  فعلاز طريق  هاي گياهايزوفلاون

تركيبات . دهنديائسگي را در زنان بهبود مي علائماستروژن 

 ريتأثتروژنيك بتا و با استروژنيك با اتصال به رسپتورهاي اس

دوپامينرژيك، سروتونرژيك و كولينرژيك  يها سامانهبر 

 .دهندرا نيز تحت تأثير قرار مي وخو خلقعملكرد شناختي و 

         اكسيداني،بر اثرات استروژنيك، اثرات آنتي علاوه

در محيط برون سلولي، سرطاني گياه شبدر  التهابي و ضد ضد

 ).٣٨( تهاي جانوري نشان داده شده اسسلولي و مدل

ج كلروفيل از مطالعات اندكي بر روي استخرا اگرچه

اكسيداني گياه شبدر توسط گياهان و يا بررسي اثرات آنتي

و  )١٣٩٧(امينيان و همكاران توسط محققان مختلفي نظير 

، اما در )٨و  ٢( انجام يافت) ١٣٩٦(صابريان و همكاران 

در اين لذا، . يك از روش آنزيمي استفاده نگرديدهيچ

روش آنزيمي جهت استخراج كلروفيل از گياه مطالعه از 

          ه و پس از تعيين غلظت، خواص شبدر استفاده شد

  .آن مورد ارزيابي قرار گرفت و ضدميكروبي اكسيدانيآنتي

  
  مواد و روش - ٢
  تهيه گياه -١- ٢

 گياه شبدر از شهرستان ساري واقع در استان مازندران در

از تائيد نام علمي، جمع آوري شده و پس  ١٣٩٧ مهرماه

 PectineXكمپلكس آنزيمي . قرار گرفت يموردبررس

Ultra SP L همي سلولاز، پكتيناز، هايداراي آنزيم 

 ٦٧/١٦ سلولاز بوده و غلظت و فعاليت آنزيمي آن به ترتيب

اين آنزيم از شركت نووزايم . درصد مي باشد ٣٣/٣٣و 

  .دانمارك تهيه گرديد

  
 روش استخراج -٢- ٢

شبدر از روش آنزيمي   تخراج كلروفيل از گياهجهت اس

 ليتر يليم ١٠٠ با )وزن تر( نمونه از گرم ١٠ ابتدا. استفاده شد
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 دقيقه يك مدت به و مخلوطبافر فسفات  محلول از

 آنزيمي  محلولدر مرحله بعد، . گرديد هموژنيزه

)PectineX Ultra SP L( نمونه به  درصد ٥ به مقدار

درجه  ٤٠و نمونه در دماي  شده ضافهاسوسپانسيون اوليه 

در مرحله . شيك شد دقيقه ١٢٠مدت  براي گراد سانتي

دقيقه سانتريفوژ  ٢٠ت به مد g٦٥٠٠ در دور ها نمونه ،انتهايي

بعدي مورد استفاده  يها شيآزمابراي  ييرو عيماشده و 

  ).٣٠( قرار گرفت

  
  كلروفيل يريگ اندازه -٣- ٢

 آمده دست بهيل، مايع رويي كلروف غلظت يريگ اندازهبراي 

و  شده قيرق درصد ٨٠، با استفاده از استن از مرحله قبل

مورد نانومتر  ٦٤٥ و ٦٦٣ يها موج طولكلروفيل در  جذب

بلانك يا شاهد  عنوان بهاز استن نيز . بررسي قرار گرفت

 ذيل يها فرمول در ،جذب عددهاي انتها در .استفاده شد

 گرم بر گرم يليم برحسب لكلروفي مقدار و شده جايگزين

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

)٢ (  Chlorophyll b = (19.3 × A645 -3.6 × A663) V/100W  

A =٩٢٠ ،٩٩١ يها موج طول در نور جذب 

=V از حاصل فوقاني محلول( شده صاف محلول حجم 

 )سانتريفيوژ

=W گرم برحسب نمونه تر وزن  

 
  يدانياكس يآنتهاي آزمون -٤- ٢
 (DPPH)بررسي مهار راديكال آزاد  - ١-٤- ٢

 طور به كلروفيلي مختلف ها غلظت از تريل يليم ١ ،منظور بدين

محلول  تريل يليم ١ به) مولار ميكرو ١٠٠، ٦٠، ٢٠(جداگانه 

پس  حاصل مخلوط و شده اضافه DPPH١ميلي مولار  ١/٠

 داده قرار تاريك در اتاق دقيقه ١٥ مدت بهن دادن، از تكا

 موج طولدر  ها نمونهجذب نوري مرحله،  نيبعدازا. شد

nm آب مقطر و معرف (در مقابل شاهد  ٥١٧DPPH( 

روش محاسبه درصد مهار  در فرمول ذيل). ٦( قرائت شد

  .راديكال آزاد ارائه شده است

  DPPHدرصد مهار راديكال آزاد ))= جذب شاهد -جذب نمونه/(جذب شاهد( ×١٠٠          ) ٣(

                                                             
1- 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl 

 )FRAP٢( بررسي قدرت احياكنندگي آهن - ٢-٤- ٢

 دانه رنگگرم از  ١/٠سنجش اين ويژگي، مقدار  منظور به

يخ  در حمامليتر آب مقطر در هاون چيني سرد ميلي ٥با 

هموژنات حاصل با استفاده از كاغذ صافي . شدهموژن 

 هاي غلظتاز  تريل كرويم ٥٠ به ه وشدصاف  ١واتمن شماره 

ليتر معرف ميلي ٥/١ ،)مولار ميكرو ١٠٠، ٦٠، ٢٠( شده هيته

FRAP  ٤مخلوط حاصل ورتكس و به مدت . گرديداضافه 

 ٧٠٠ها در جذب محلول. شدانكوبه  ٣٠ C°دقيقه در دماي 

آب مقطر به  تريل كرويم ٥٠شامل (نانومتر نسبت به شاهد 

  ).٢٦( قرائت شد، )FRAPمعرف ليتر ميلي ٥/١همراه 

  
  ABTS٣راديكال  مهار سنجش - ٣-٤- ٢

و همكاران  Heطبق مطالعه  ABTSارزيابي مهار راديكال 

ميلي مولار از محلول  ٧در ابتدا . با اندكي تغيير انجام شد

ABTS  ميلي مولار پرسولفات پتاسيم مخلوط شده  ٢.٤٥با

ر داده ساعت قرا ١٦و مكان تاريك به مدت  اتاقو در دماي 

 ٨٠محلول كاري، با رقيق كردن محلول اوليه در اتانول . شد

نانومتر،  ٧٣٤ موج طولبطوريكه جذب در  شده هيتهدرصد، 

از كلروفيل با محلول  شده هيتهمحلول . قرائت گردد ٧/٠

 ٧٣٤ج ل مو، مخلوط شده و جذب در طوABTSنهايي 

  ).٣٨( نانومتر قرائت گرديد

  
  كروبيبررسي فعاليت ضد مي -٥- ٢
  باكتري يساز آماده - ١-٥- ٢

        باكتري  پنجدراير شده فريزاستاندارد و  يها هيسو

،  Escherichia coli)(PTCC 1330 كلي اشرشيا

 (Staphylococcus aureus)استافيلوكوكوس اورئوس

PTCC 1113 ليستريا مونوسيتوژنز ،Listeria 

monocytogenes)( PTCC 1165Tتيفي ، سالمونلا 

)Salmonella typhi(  PTCC 1108و سودوموناس 

 Pseudomonas aeruginosa (PTCC( آئروجينوزا

 و تاتهيه  رانياهاي علمي و صنعتي از سازمان پژوهش 1557

 گراد يسانتدرجه  - ٢٠ فريزر در ها شيآزما انجام زمان

تحت شرايط 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  تهشكس ها سر ويال استريل 

 .انتقال داده شد (BHI) ١و قلب گاو آبگوشت مغز محيط

درجه   ٣٧ساعت در دماي  ٢٤به مدت  ها نمونهسپس 

، يافتهشده و از پرگنه هاي رشد  گذاري گرمخانه گراد يسانت

. استفاده گرديدرد اتهيه سوسپانسيون ميكروبي استاندجهت 

و  BHIرگنه ها در محيط بدين ترتيب كه پس كشت اوليه پ

 ١٦به مدت  گراد يسانتدرجه  ٣٧گذاري در دماي  گرمخانه

، كشت آبگوشت در محيط شاهده كدورتمساعت و 

دقيقه  ١٥به مدت  دور در دقيقه ٦٠٠٠در دور  ها نمونه

 ،استريل بافر فسفاتسرم شستشو با  ازپس سانتريفوژ شده و 

به تكرار شده و در مرت ٣فرآيند اين . وژ شدندفسانتري مجدداً

 مك فارلند استانداردلوله  كدورت نهايي هر باكتري، با

) باشدمي ٥/١×  ١٠٨ cfu/ml مك فارلند معادل ٥/٠(

  .)١٨(مقايسه گرديد 

  
 و    MIC  بازدارندگي  غلظت  حداقل  تعيين - ٢-٥- ٢

با استفاده از روش  MBC يكشندگ  غلظت حداقل
  يساز قيرق

 غلظت تقريبي درجداگانه و  طور به موردمطالعه يها يباكتر

cfu/ml هاي آزمايشلوله به تريل يليم ٢/٠ميزان  به ١٠٦ 

 افزوده BHI كشت آبگوشت محيط تريل يليم ١ حاوي

ميكرو  ١٠٠و  ٦٠، ٤٠، ٢٠ هاي غلظت ،بعد مرحله در .شدند

 ٢/٠ هركدام به مقدار 80 ٢تويينمولار از كلروفيل به همراه 

ساعت در  ٢٤به مدت  ها نمونهسپس  و هشد اضافه تريل يليم

 نيتر نييپا .ندشد گذاريگرمخانه گراد سانتيدرجه٣٧دماي

آزمايش  يها لولهدر  كدورتي هيچ آن در كه غلظتي

 از پس .شد گرفته نظر در MIC عنوان بهمشاهده نگرديد 

 از استريل شرايط در MBC ،جهت تعيين MIC تعيين

 گذاريگرمخانه ساعت ٢٤ از پس كه ييها لوله محتويات

 ميزان بهنشد  مشاهده آنها در كدورتي و شفاف بودند هنوز

 سطحي كشت آگار BHI كشت محيط در تريل يليم ١/٠

 دماي در گذاري ساعت گرمخانه ٢٤ از پس .شد داده

قرار  يموردبررس ها يباكتر رشد عدم و رشد ،مناسب

                                                             
1- Brain Heart Infusion 
2- Tween 

 اهدهمش يرشد گونه چيه آن در كه غلظتي اولين و گرفته

  ).٢٣و  ٧( شد گرفته نظر در MBC عنوان به نگرديد

  
با استفاده از انتشار  بررسي قطر هاله عدم رشد - ٣-٥- ٢

  در محيط كشت آگار
از سوسپانسيون  ميكروليتر ١٠٠ ابتدا رشد، عدم هاله ارزيابي جهت

سطحي بر روي محيط  صورت به) ١٠٦ cfu/ml(هر باكتري 

 ييها چاهكسپس . ه شدكشت مولر هينتون آگار كشت داد

و  شده هيتعبدر نقاط مختلف محيط كشت  متر يليم ٦به قطر 

، )يساز قيرقمشابه روش (كلروفيل مختلف  هاي غلظتاز 

از . اضافه شد ها چاهكبه هريك از  ميكروليتر ٥٠به مقدار 

 )گرم يليم ٣٠( بيوگرام استرپتومايسين آنتي ديسك و مقطر آب

. مثبت استفاده گرديد منفي و يها كنترل عنوان به به ترتيب

 در ساعت ٢٤ مدت براي ها باكتري كشت يها طيمح

 قطرشده و  گرمخانه گذاري گراد يسانتدرجه  ٣٧ گرمخانه

 كوليساستفاده از  با ها چاهك در اطراف رشد عدم هاي هاله

  ).٢٣و  ٧( گرديد تعيين متر يليم برحسبو  گيري اندازه

 
  ها داده وتحليل يهتجز -٦- ٢

 SPSS افزار نرمها با استفاده از  آماري داده وتحليل يهتجز

بررسي وجود يا عدم وجود جهت  .انجام شد ٢٢نسخه 

درصد بين مقادير حاصل هر  ٥در سطح  دار يمعناختلاف 

لازم  .شدواريانس طرفه استفاده  آناليز آزموناز  ها شاخص

خطاي  وتحليل يهتجزبه ذكر است كه در تمامي مراحل 

  .درصد در نظر گرفته شد ٥ ،Hoبراي رد  مجاز

  

  نتايج و بحث - ٣
 كلروفيل مقادير -١- ٣

 شبدر از شده استخراج b و a هاي كلروفيل غلظت) ١(در جدول 

 وزن گرم بر  گرم يليم برحسب آنزيمي روش از استفاده ايراني با

دو  باًيتقر aمرطوب ارائه شده است كه در آن غلظت كلروفيل 

در تحقيقات پويا  .گيري شده استاندازه bوفيل برابر غلظت كلر

نيز كه بر روي شبدر سفيد انجام شد، غلظت ) ١٩٨١( ٣و همكاران

با همين نسبت  يباًتقرو  bبيشتر از غلظت كلروفيل  aكلروفيل 

  ).٣٦( گزارش گرديد

                                                             
3- Puia et al. 
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  بر گرم وزن مرطوب گرم يليم سببرحاز شبدر با استفاده از روش آنزيمي  شده استخراج bو  aغلظت كلروفيل هاي  - ١جدول 

 (mg/g fw)غلظت   نوع كلروفيل

A  ٤٣٥/١ ± ١٠/٠  

B  ٧١٥/٠ ± ٠٤/٠  

  
 اكسيدانيآنتي يها آزموننتايج  -٢- ٣

اكسيداني ارزيابي اثر آنتي نتايج )٣( تا )١( هايشكلدر 

گيري اندازه يعني شبدر گياه از شده استخراج كل كلروفيل

، ميزان مهار راديكال DPPH آزاد كاليراد مهارميزان 

ABTS هاي غلظت. اند شده ارائه آهن احياكنندگي قدرت و

. بالاتري را نشان داده است يدانياكس يآنت تيفعالبالاتر، 

 و بيانگر Hoرد  نيز حاكي از ناليز واريانسنتايج ارزيابي آ

هاي مختلف درصد ميان غلظت ٥ اختلاف معنادار در سطح

  بود اكسيدانيآنتي يابي فعاليتكل جهت ارز  كلروفيل

)٠٥/٠ < p( ها با سطح معناداري نشان داد كه تمامي گروه و

  .درصد با يكديگر اختلاف دارند ٥

  

  

   از گياه شبدر شده استخراجكلروفيل كل  هاي مختلفدر غلظت DPPHدرصد مهار راديكال آزاد نتايج  - ١ شكل
  است% ٥دهنده اختلاف معنادار در سطح احتمال نشانحروف متغير *

  

  

  از گياه شبدر شده استخراجهاي مختلف كلروفيل كل در غلظت ABTSنتايج درصد مهار راديكال آزاد  - ٢شكل 
است% ٥دهنده اختلاف معنادار در سطح احتمال حروف متغير نشان*
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  از گياه شبدر شده استخراجهاي مختلف كلروفيل كل آهن در غلظت احياكنندگي نتايج قدرت - ٣شكل 

  است% ٥دهنده اختلاف معنادار در سطح احتمال حروف متغير نشان*

  
  

 طور به كه است روشي آهن احياء يدانياكس يآنت فعاليت آزمون

     هانمونه در را هاكننده احيا يا و ها دانياكس يآنت مستقيم

 اكسيدانيآنتي غلظت با خطي و رابطه كندمي گيرياندازه

بالا  آهن احياء يدانياكس يآنت چنانچه فعاليت. دارد ها آن

 ٢٩( يابدآزاد نيز افزايش مي يها كاليرادباشد، توانايي مهار 

 اكسيداني آنتياثر  يبررسدر نيز  همكارانو  فرقاني  ).٣٣ و

 عصاره، غلظت افزايش دادند كه بانشان  به اهيگ عصاره

در  ).٤( شود مي بيشتر اكسيداني آنتي اثر و جذب مقدار

نيز با افزايش غلظت كلروفيل  Choi & Leeتحقيقات 

نتايج ). ١٣( افزايش يافت )DPPH(فعاليت راديكال آزاد 

نيز پيرامون  .Kolodziejczyk-Czepas et alتحقيقات 

ش غلظت سبب افزايش نشان داد كه افزاي ايراني شبدر

 DPPHآزاد  هاياكسيداني يعني مهار راديكالآنتي فعاليت

). ٢٤( گرددآهن مي احياكنندگي و قدرت ABTSو 

خود نشان  يها شيآزمادباغيان و همكاران نيز در هاشم

هاي راديكال با افزايش غلظت عصاره جلبك، مهار دادند كه

آهن  احياكنندگي و نيز قدرت ABTSو   DPPHآزاد 

سلطان و همكاران نيز به استخراج حسن). ١٦(يابد مي افزايش

و نتايج نشان  پرداختنداز جلبك سبز  bو  aهاي كلروفيل

اكسيداني داد كه با افزايش ميزان كلروفيل، فعاليت آنتي

  ).١٧( يابدافزايش مي DPPHيعني مهار راديكال آزاد 

  
  ضد ميكروبي هاي يشآزمانتايج  -٣- ٣
  نتايج آزمون هاله عدم رشد - ١-٣- ٣

، ٢٠هاي غلظت شود،مي مشاهده) ٤( شكل در كه گونه همان

جهت بررسي هاله عدم  ميكرومولار كلروفيل ١٠٠و  ٦٠، ٤٠

 دو ميكروارگانيسم برابر در .رشد مورد بررسي قرار گرفت

 اثرات استافيلوكوكوس اورئوسو  مونوسيتوژنز ليستريا

ها در تمامي باكتري. ادندنشان د يترچشمگير بازدارندگي

ميكرومولار  ٤٠غلظت . ميكرومولار مقاوم بودند ٢٠غلظت 

. تأثير بودبيو سودوموناس  اشرشيا كليكلروفيل بر روي 

رشد در تمامي   عدم  بر اين، بيشترين هاله  علاوه

ميكرومولار كلروفيل  ١٠٠در غلظت  هاميكروارگانيسم

 ليسترياروفيل بر روي تأثير بازدارنده كل. مشاهده گرديد

نتايج  .بود هاساير ميكروارگانيسمبيش از  مونوسيتوژنز

و بيانگر اختلاف  H0ارزيابي آناليز واريانس نيز حاكي از رد 

هاي مختلف كلروفيل درصد ميان غلظت ٥ معنادار در سطح

در برابر تمامي رشد  گيري هاله عدمكل جهت اندازه

    بود آئروجينوزا   وناسسودوم جز  بهها ميكروارگانيسم

)٠٥/٠ < P .(ها با سطح گروه نتايج نشان داد كه تمامي

  .درصد با يكديگر اختلاف دارند ٥معناداري 
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)ميكرومولار(غلظت كلروفيل 

اشرشيا كلي ليستريا مونوسيتوژنز استافيلوكوكوس اورئوس

سالمونا تيفي سودوموناس آئروجينوزا

  

هاي شاخص در روش انتشار در محيط آگاردار از گياه شبدر بر باكتري شده استخراجكلروفيل كل  مهاركنندهنتايج اثرات  - ٤شكل 

  .)مترميلي(گيري هاله عدم رشد از طريق اندازه
  است% ٥ احتمال سطح در معنادار اختلاف دهندهنشان هر باكتري، متغير در حروف*

 
 ضد اثر تحقيق امينيان و همكاران نيز كه به بررسي  نتايج

ختند، نشان الكلي شبدر شيرين پردا هيدرو عصاره باكتريايي

و  يابدداد كه با افزايش غلظت، هاله عدم رشد افزايش مي

سيلين و هايي نظير پنيبيوتيكآنتي  مشابه اثر  اثري

ميانگين قطر هاله عدم  در همين تحقيق،. اريترومايسين دارد

هاي گرم مثبت و گرم منفي رشد نيز در مقابل برخي باكتري

يلاني و همكاران نيز در م). ٦(د گزارش نمودن متر يليم ٢٤/٧

   طبيعي بيكسين بر روي   ميكروبي رنگ  تعيين فعاليت

 و مونوسيتوژنز ليستريا، كلي اشرشياهاي باكتري

نشان دادند كه افزايش غلظت  اورئوس استافيلوكوكوس

حسيني و  ).٢٨( گرددبيكسين سبب افزايش بازدارندگي مي

 گياه آبي عصاره باكتريايي ضد اثرات همكاران نيز به بررسي

 اشرشيا و اورئوس استافيلوكوكوسترشك بر روي  شبدر

 هايهاله قطر ميانگين كه داد نتايج نشان. پرداختند كلي

ايه كيوتيب يآنت از  بيشتر  ترشك  شبدر گياه توسط شده ايجاد

 عصاره غلظت افزايش با طرفي از بوده و شيميايي داروهاي 

 عصاره توسط جادشدهيا لهها قطر ميانگين درصد ٢٠ تا ٥ از

 يا غلظت افزايش با كه معني  بدين  .كرد  پيدا  افزايش

بيشتر  باكتري ضد اثر مؤثره ماده افزايش با گريد عبارت به

  ).٢٠( گرديد

 
 MBCو  MICنتايج تعيين ميزان  -٤- ٣

يعني  MIC، در روش رقت در آگار ميزان )٢(مطابق جدول 

و  كلي اشرشياكتري براي با رشد كنندهمهار غلظت ترينكم

 نتايج. بوده استها ساير ميكروارگانيسمبيش از  سالمونا تيفي

  دو   نيز براي MBCكشنده يعني  غلظت حداقل ميزان تعيين

 اورئوس استافيلوكوكوسو   مونوسيتوژنز  ليستريا  ميكروارگانيسم

و  ٨٠هاي كنترل مثبت تويين در نمونه .با يكديگر برابر بوده است

ها و ايجاد يهاي مذكور اضافه شدند كه با رشد باكتراكتريب

و  ٨٠ يينتوهاي كنترل منفي نيز شامل نمونه. كدورت همراه بودند

بدون باكتري بودند و به همين دليل تغييري در آنها حاصل 

  .نگرديد
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  يساز قيرقاي شاخص در روش هاز گياه شبدر بر باكتري شده استخراجكلروفيل كل  MBCو  MICتغييرات نتايج  - ٢جدول 

 MBC (μM)غلظت مورد استفاده  MIC (μM) غلظت مورد استفاده  نوع باكتري

 -   ١٠٠ اشرشيا كلي

  ١٠٠ ٦٠  ليستريا مونوسيتوژنز

 ١٠٠ ٦٠  استافيلوكوكوس اورئوس

  -   ١٠٠  سالمونلا تيفي

  -   -   سودوموناس آئروجينوزا

 
 MBCو  MICميلاني و همكاران نيز به تعيين 

، اشرشيا كليهاي طبيعي بيكسين بر باكتري يها دانه نگر

. پرداختند اورئوس استافيلوكوكوس و مونوسيتوژنز ليستريا

براي اشرشيا و ليستريا با هم برابر و  MICنتايج نشان داد كه 

نيز  MBCبيشترين مقدار . اندبيشتر از استافيلوكوكوس بوده

افيلوكوكوس مشاهده است ليستريا و در مقابل اشرشيا، ترتيب به

  ).٢٨( گرديد

  
 گيرينتيجه - ٤

نتايج حاصل از اين تحقيق بر مبناي استخراج آنزيمي نشان 

دو برابر  باًيتقردر شبدر ايراني  aكلروفيل داد كه غلظت 

 ،هاي بالاتر كلروفيلغلظت ده و دربو b غلظت كلروفيل

 و DPPH آزاد كاليراد مهار يعني يدانياكس يآنت تيفعال

 اثر ضد باكتريايي آن بيشتر نيزآهن و  احياكنندگي تقدر

 ريتأث بيانگر ميكروبي آزمون نتايج يطوركل به .ه استبود

 مثبت گرم هايباكتري برابر در بازدارندگي قوي كلروفيل

 باكتري و استافيلوكوكوس نسبت به مونوسيتوژنز ليستريا

 يتحساس مطالعات متعددي بيانگر. بود كلي اشرشيا منفي گرم

 يا مؤثره تركيبات در برابر مثبت گرم هايبيشتر باكتري

       منفي گرم هايباكتري به نسبت مختلف يها هيعطرما

نتايج تحقيقات امينيان نيز ). ٣٤و  ٣٢، ٣١ ،٢٢، ١١(باشند مي

هاي نشان داد كه شبدر قرمز سبب بازدارندگي بيشتر باكتري

 شده است كه هاي گرم منفيگرم مثبت در مقابل باكتري

       مقاومت در هايمكانيسم وجود دليل به تواند يم

ميكروبي  ضد تركيبات برابر در منفي گرم هايباكتري

 فسفوليپيدي غشاي ).٦( باشد گياهي عصاره در موجود

 ها نعمومي آ منفي سبب مقاومت گرم هايباكتري بيروني

 برابر در باًيتقرگردد كه مي هاو عصاره ها هيعطرما برابر در

به دليل عدم . باشدمي نفوذ نيز غيرقابل ليپوفيليك تركيبات

 هيدورفوب مثبت، اجزاء گرم هايباكتري در مانع اين وجود

 سلولي غشاء با تماس مستقيم در شده استخراج هايعصاره

نفوذپذيري  ميزان بر اثرگذاري با توانندو مي گيرندمي قرار

 سلولي تركيبات نشت مختلف، هاييون برابر در غشاء

 آنزيمي، يها سامانه انداختن كار از ي واسطه بهيا  و حياتي

برخي ). ١٤(ها شوند  مرگ آن يا و بازدارندگي موجب

 ضدميكروبي و فعاليت شيميايي ساختار نيز پژوهشگران

   يكديگر مرتبط  را با طبيعي تركيبات و ها هيعطرما

 فنلي، حلقه رايدا فعال تركيبات بعضي ).١٠( اندبرشمرده

از  گردند كه ناشيقلمداد مي سمي هابراي ميكروارگانيسم

با  واكنش مانند تركيبات نمودن اكسيد در فنلي حلقه ريتأث

 غيراختصاصي هايواكنش انجام يا و سولفيدريل هايگروه

 چهار يا سه ها حضوردر كلروفيل).٣٩( باشدها ميبا پروتئين

 فنوليك، اسيدهاي لهجم از فنوليك، مواد از گروه

مشاهده شده كه  فلاونوئيدها ساير و هاايزوفلاون كلواميدها،

عصاره  .)٢٤(باكتريايي دارند  ضد و اكسيدانيآنتي خاصيت

) ٢٧(پور و همكاران مطابق تحقيقات مهدينيز شبدر ايراني 

 با به نحوي كه دباشميحاوي تركيبات فنولي و فلاونوئيدي 

 خاصيت فلاونوئيدي، تركيبات و لك فنل محتواي افزايش

به نحو مطلوبي  كلروفيل نيز باكتريايي ضد و اكسيدانيآنتي

لذا،  .است برقرار ها آن بين مستقيم ارتباطي و يابدمي افزايش

سرطاني اين گياه و  تحقيقات بيشتر در زمينه خاصيت ضد

ها باكتريايي آن بر روي ساير ميكروارگانيسم اثرات ضد

 توجه قابلبا توجه به اثر بازدارندگي  .واهد بودخ توجه قابل

استافيلوكوكوس  مونوسيتوژنز، هاي ليستريادر مقابل باكتري

 و از شناسايي بعد گياه اين عصاره از توان يم ،كلي اشرشياو 
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 در مؤثر اليسيتورهاي يريكارگ بهنيز  و آن سنتز در دخيل ژن

 توليد دارو و نيز صنايع غذايي در نظر مورد ژن بيان افزايش

كرد كه البته استفاده از روش استخراج آنزيمي خود  استفاده

  .محركي جهت افزايش ميزان كلروفيل است
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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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