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اي در صنایع غذایی، آرایشی و بهداشتی صورت گستردههاي طبیعی بهدانهامروزه از رنگ

هاي استخراج و بررسی هاي اخیر تحقیقات متعددي پیرامون روشگردد و طی سالاستفاده می

        هايهدف از این تحقیق نیز مقایسه ویژگی. هاي طبیعی انجام یافتدانهخواص رنگ

گیري از  با بهره)Medicago sativa L(.شده از گیاه یونجه اجاکسیدانی کلروفیل استخرآنتی

اکسیدانی با سه روش مهار  فعالیت آنتی. باشدهاي استخراج آنزیمی و فراصوت میروش

 .انجام گرفت) FRAP( و قدرت احیاکنندگی آهن ABTS و DPPHهاي آزاد  رادیکال

 بوده است و bر از غلظت کلروفیل  در گیاه یونجه بیشتaنتایج نشان داد که غلظت کلروفیل 

علاوه براین . همچنین روش آنزیمی نیز عملکرد بالاتري در استخراج کلروفیل نشان داده است

 و DPPHاکسیدانی بیشتري در مهار رادیکال آزاد هاي بالاتر عصاره یونجه فعالیت آنتیغلظت

ایش غلظت عصاره، مقدار همچنین، با افز). .p>05/0(نیز قدرت احیاکنندگی آهن نشان داد 

- به دلیل عملکرد مطلوب). .p>05/0(و ترکیبات فلاونوئیدي افزایش یافت  ترکیبات فنلی کل

اکسیدانی یعنی مهار شده به روش آنزیمی در ارزیابی خواص آنتیتر، از کلروفیل استخراج

ا  و نیز قدرت احیاکنندگی آهن استفاده گردید و بATBS و DPPHهاي آزاد رادیکال

اکسیدانی با توجه به اثر آنتی. اکسیدانی افزایش یافتافزایش غلظت کلروفیل نیز خواص آنتی

توان کاربرد آن را در صنایع شده به روش آنزیمی از گیاه یونجه میمطلوب کلروفیل استخراج

هاي غذایی، دارویی و بهداشتی مورد ارزیابی قرار داد و با استفاده از این تکنیک سامانه

  .تخراجی در مقیاس صنعتی طراحی نموداس
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 مقدمه - 1

وجه به سلامت انسان در صنایع غذایی و دارویی ت همواره

گیري از مواد غذایی سالم در این موردتوجه بوده است و بهره

آمیز سلامتی یکی از عوامل مخاطره. خصوص بسیار مؤثر است

-هاي اکسیداسیون در بدن به دلیل تولید رادیکالانسان، واکنش

 شود میها منجرباشد که به آسیب یا مرگ سلولهاي آزاد می

ها در بدن منجر به پیري اکسیدانپایین آمدن سطح آنتی. ]1[

یافته، نسج و بافتِ  دیده یا جهش هاي آسیب زودرس، سلول

 و افزایش DNAهاي معیوب در   ژنفعال شدندیده،  آسیب

هاي علمی حاکی یافته .]2 [شود فشار بر سیستم ایمنیِ بدن می

ي انواع مختلفی مواد ها حاوها و سبزياز آن است که میوه

ها هستند که به آنها ترکیبات دانهمغذي و غیرمغذي نظیر رنگ

این ترکیبات از نظر بیوزیستی اثرات . گویندفیتوشیمیایی می

هاي مفیدي بر سلامتی انسان دارند و از ابتلا به برخی بیماري

 عروقی و دیابت -  قلبیهاي بیماريمزمن نظیر انواع سرطان، 

ترین عملکردهاي این ترکیبات مهار از مهم. کنندجلوگیري می

. ]4 و 3 [باشنداکسیدانی میهاي آزاد و اثرات آنتیلرادیکا

اي هستند که در ها در حقیقت ترکیبات شیمیاییدانهرنگ

باشند و از موج ناحیه مرئی قادر به جذب نور میگستره طول

ص سلامت هاي طبیعی در کنار خوادانهترین مزایاي رنگمهم

 توان به تنوع و گستردگی رنگی آنها اشاره نمودبخش آنها می

دانه عنوان رنگهاي مختلفی از اندام یک گیاه بهاز بخش. ]5[

گردد که به دلایل مختلف داراي خواص متفاوتی نیز استفاده می

 شامل دانهدر گیاهان چهار گروه اصلی رنگ. ]6 [باشندمی

ها وجود ا، فلاونوئیدها و آنتوسیانینها، کاروتنوئیدهکلروفیل

ها در کلروفیل. باشنداکسیدانی میدارند که داراي اثرات آنتی

عنوان عامل اي به نام کلروپلاست که بهواحدهاي سلولی ویژه

ترین ها که مهمکلروفیل. اندکند، واقع شدهفتوسنتز عمل می

د و نقش باشنکننده نور در فرآیند فتوسنتز میدانه جذبرنگ

     اصلی آنها جذب انرژي نور و تبدیل آن به انرژي شیمیایی

باشد و عمدتاً به رنگ سبز مایل به آبی و یا سبز مایل به می

انتقال رنگ  دانه غذا، کلروفیل عاملعنوان رنگبه. باشدزرد می

در میان انواع . باشدسبز پایدار به برگ اسفناج، کاهو و غیره می

هاي  که با نسبتb و کلروفیل aع کلروفیل کلروفیل، دو نو

هاي گیاهان سبز وجود متفاوتی برحسب شدت نور در بافت

باشند، در مواد غذایی  می1 به 3دارند و عمدتاً به نسبت 

این دو نوع کلروفیل داراي . ]5 [گیرندمورداستفاده قرار می

 Rاگر . هاست آنRساختار مشابهی بوده و تفاوتشان در گروه 

 و اگر عامل aباشد، کلروفیل از نوع ) CH3( گروه متیل یک

هسته چهار .  استbباشد، کلروفیل از نوع  )CHO(فرمیل 

دوست و زنجیر پیرولی با سر مولکول کلروفیل قطب آب

آن را ) دوست چربییا (گریز فیتولی یا دم کلروفیل قطب آب

هاي نظیر دهد و به همین جهت کلروفیل و مولکولتشکیل می

  .]7 [نامند می1آن را ترکیبات دوپسند

هاي مصنوعی در رنگ جایگزینى براى اى فزایند تمایل  امروزه

 وجود به طبیعى منشأ با هاىبا رنگ صنایع غذایی و بهداشتی

 آلرژیک، اثرات قبیل از جانبى متعددى اثرات. است آمده

 سمیت همچنین و) فعالى مانند بیش(رفتارى  و عصبى عوارض

 مدتطولانى در هاى مصنوعىدانهرنگ مصرف از ناشى

 مشتق هاىرنگ که  استدر حالی این. ]8 [است شده مشاهده

 و کارایى کیفیت، که داراىاین بر علاوه طبیعى، منابع از شده

 متعددى دارویى اثرات هستند، داراى مناسبى حسى هاىویژگى

 یابتد و کلسترول ضد ضدالتهابى، سرطانى، ضد اثرات قبیل از

بر  انسان سلامتى ارتقاء در نقش مهمى بنابراین و باشندمى نیز

یندهاي اها ترکیباتی هستند که فراکسیدانآنتی. ]9 [دارند عهده

 انداخته و به دو صورت مصنوعی و تأخیراکسیداتیو را به 

هاي اکسیداناز عوارض جانبی آنتی. طبیعی وجود دارند

 زایی اشاره نمود جهشزایی وتوان به سرطانمصنوعی می

هاي طبیعی نظیر اکسیدانبنابراین لزوم استفاده از آنتی؛ ]10[

 گیاهان هاي دانه رنگها و ها، فلاونوئیدها، کلروفیلتوکوفرول

توانند استرس ها میاکسیدانآنتی. رسدضروري به نظر می

ها رو، تجویز آنازاین. ها کاهش دهنداکسیداتیو را در سلول

  .]11 [ها مفید و مؤثر استبیماري مان بسیاري ازبراي در

. باشدمنظور استخراج کلروفیل، یونجه میاز جمله گیاهان به

گیاهی علفی و چندساله از ) Medicago sativa L(.یونجه 

 و alfalfaهاي انگلیسی ، با نام)Fabaceae(تیره بقولات 

Lucerneمحتوي مواد شیمیایی گیاهی متنوعی .  است

هاي ضروري،  آلکالوئیدها، آمینواسیدها و آنزیمهمچون

ها، فلاونوئیدها، مواد ها، فلاونها، فیتواستروژنفیتواسترول

این گیاه به علت غنی . ]12 [ها استمعدنی، ساپونین، ویتامین

عنوان افزودنی غذایی در ها بهها و فیتواستروژنبودن از ویتامین

در ایران یونجه . ]13 [ودشیافته استفاده میچند کشور توسعه

اجزاي مختلف این . یافته است ترین محصول زراعی رشدرایج

                                                
1. Amphiphilic compounds 
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هاي مختلف ازجمله گیاه مثل اندام هوایی و بذر از جنبه

 شوري و ویژه بههاي محیطی توانایی در مقاومت به تنش

خشکی جهت کاربردهاي کشاورزي و دامی و نیز اثر در درمان 

از تنش اکسایشی بررسی شده هاي ناشی برخی از بیماري

هایی مبنی بر وجود طیف  به گزارشبا توجهوجود بااین. است

 ازآنجاکهو  وسیعی از ترکیبات شیمیایی مؤثر در گیاه یونجه

یابد و کشت محدوده جغرافیایی وسیعی رشد می گیاه یونجه در

هزینه است، ضروري است حداکثر پتانسیل آن آسان و کم

ناسایی و براي توسعه عوامل جدید که فعالیت بالقوه این گیاه ش

  .]14 [بیولوژیکی خوبی دارند، استفاده گردد

گیري از خواص مختلف گیاهان در صنایع با توجه به اینکه بهره

هاي باشد، ارزیابی روشگیري میمختلف نیازمند عصاره

ترین و کارآمدترین گیري جهت یافتن بهینهمختلف عصاره

چرا که کیفیت و کمیت عصاره علاوه . شدباروش، ضروري می

-بر وابستگی به اندام گیاهی به انتخاب روش مناسب عصاره

ها هاي اخیر، کاربرد آنزیمدر سال .]15 [گیري نیز وابسته است

 در صنایع استخراج ترکیبات زیست فعال گیاهی به دلیل مزایاي

 بیولوژیکی، بیشتر مورد توجه قرار گرفته است؛ زیرا ازنظر

زیستی فرآیند استخراج آنزیمی روشی سبز و دوستدار محیط

 یک راه عنوان بهنزیمی  استخراج آ.باشدزیست نیز میمحیط

مؤثر و نوین براي رهاسازي ترکیبات باند شده و افزایش 

هاي خاصی مانند سلولاز، عملکرد کل، با اضافه نمودن آنزیم

ز طریق شکستن سلولاز و پکتیناز در طی فرآیند استخراج اهمی

تواند باعث افزایش دیواره سلولی و هیدرولیز پلی ساکارید می

در این مطالعه نیز به استخراج کلروفیل با  .]10 [بازیابی گردد

هاي آنزیمی و فراصوت از گیاه یونجه پرداخته استفاده از روش

 .شودمی

 

  ها و روش مواد - 2

   تهیه گیاه- 1 -2

یونجه (با واریته ) Medicago sativa L(.گیاه یونجه 

کشور (از شهرستان ساري واقع در استان مازندران ) همدانی

آوري شده و پس از تائید نام  جمع1398ماه در فروردین) ایران

هاي گیاه یونجه خشک و سپس با استفاده از علمی، برگ

  .آسیاب پودر گردید

   روش استخراج- 2 -2

   روش آنزیمی-1 -2 - 2

 10ابتدا یک گرم از نمونه یونجه با در استخراج آنزیمی، 

) pH =5/3(لیتر از محلول آبی بافر یا تامپون اسیدي  میلی

سپس از محلول . مخلوط و مدت یک دقیقه هموژنیزه شد

حاوي ) نووزایم، دانمارك(  PectineX Ultra SP Lآنزیمی

 5هاي پکتیناز، سلولاز و همی سلولاز، با غلظت مخلوط آنزیم

شده داراي  سازي از محلول تامپونی تهیه درصد براي خارج

 40 دقیقه و در دماي 120پودر یونجه در آب، براي مدت 

  ].16[گراد استفاده گردید درجه سانتی

   روش فراصوت-2 -2 - 2

 گرم از یونجه به یک 100براي استخراج به روش فراصوت 

 25اضافه شد و از فرکانس ) مرك، آلمان( درصد 96لیتر اتانول 

 و زمان گراد سانتی درجه 35 وات، دماي 120هرتز و توان کیلو 

 S60 H مدل ( ساعت به براي استخراج به روش فراصوت1

 4ها در دماي نمونه.  استفاده گردید) آلمانElmaساخت 

 دقیقه سانتریفیوژ 5آر پی ام براي مدت  8000درجه و دور 

)Hettick17[آوري گردید شده و مایع رویی جمع) ، آلمان[.  

  گیري کلروفیل اندازه- 3 -2

دست آمده بعد گیري میزان کلروفیل، مایع رویی بهبراي اندازه

هاي از عمل سانتریفوژ در مراحل قبل و در هر یک از روش

مرك، ( درصد 80آنزیمی و یا فراصوت، با استفاده از استون 

هاي رقیق شده جهت بررسی سپس، نمونه. رقیق گردید) آلمان

هاي داخل سل) ، ژاپنHitachi(تومتر مرئی با اسپکتروف

باشند، پلاستیکی یک سانتیمتري که مخصوص مواد رنگی می

پس از آن در دستگاه اسپکتروفتومتر مرئی با . قرار داده شد

 و 663هاي موردبررسی موجعنوان شاهد و طولحلال اتانول به

 1در انتها عددهاي جذب در معادلات .  نانومتر قرار گرفت645

گرم بر گرم  جایگزین شده و مقدار کلروفیل برحسب میلی2و 

  ].17[وزن تر نمونه محاسبه گردید 

Chlorophyll a = (19.3 × A663 -0.86 × A645) V/100W  
  

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

  

A :645، 663هاي موججذب نور در طول 

V :ی حاصل از محلول فوقان(شده حجم محلول صاف

 )سانتریفیوژ

W :وزن تر نمونه برحسب گرم  

هاي متفاوت در این مرحله توسط دستگاه، با استفاده از غلظت
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نمونه بهینه . از نمونه موردنظر منحنی کالیبراسیون رسم گردید

شده با حلال موردنظر، در از نظر مقدار کلروفیل استخراج

ها که نمونه کثرموج حداشده و در طولهاي متفاوت تهیهغلظت

-ترتیب نمونه و حلال بهینهاینبه. پیک نشان دادند، بررسی شد

. سازي شده، انتخاب و وارد فاز بعدي آزمایش گردیدند

شده، توسط شاهد هاي کلروفیلین تهیهکمپلکس پایدار نمونه

 نانومتر که شدت جذب نور 405موج بافر فسفات در طول

  .ی شدندباشد بررسها میمرئی کلروفیلین

  گیري ترکیبات فنلی کل  اندازه- 4 -2

در عصاره یونجه مقدار کل ترکیبات فنلی موجود از طریق 

) مرك، آلمان( سیوکالتیو - سنجی با معرف فولین روش طیف

 شد و نتایج بر اساس میلی اکی والان اسید گالیک بر سنجیده

  .]19 [گرم بیان گردید

  گیري ترکیبات فلاونوئیدي  اندازه- 5 -2

مقادیر ترکیبات فلانوئیدي عصاره یونجه با استفاده از روش 

گرم بر صد  شده و نتایج بر اساس میلی انجام1دوانتو و همکاران

  .]20 [گرم وزن خشک بیان گردید

  اکسیدانیهاي آنتی آزمون- 6 - 2

 DPPH2 بررسی مهار رادیکال آزاد - 1 - 6 - 2

طور  اره بههاي مختلف عص از غلظت لیتر  میلی1بدین منظور 

لیتر   میلی1با ) 2000 و ppm 500 ،1000 ،1500(جداگانه 

 و شدهاضافه) مرك، آلمان( DPPH میلی مولار 1/0محلول 

در  دقیقه 15 مدت به و شد  داده تکان خوبی به حاصل مخلوط

ها در  شد و سپس جذب نوري نمونه داده قرار تاریک اتاق

قابل ذکر . دید در مقابل شاهد قرائت گرnm 517موج  طول

عنوان   به3BHAاست که تمامی این مراحل در مورد

  .]21 [اکسیدان استاندارد انجام یافت آنتی

  DPPHدرصد مهار رادیکال آزاد = 

  )) جذب شاهد- جذب نمونه/(جذب شاهد(× 100

 4ABTS بررسی مهار رادیکال -2 -6 - 2

 با 5 طبق مطالعه هی و همکارانABTSارزیابی مهار رادیکال 

 میلی مولار از محلول 7در ابتدا . دکی تغییر انجام یافتان

ABTS میلی مولار پرسولفات پتاسیم مخلوط شده و 45/2 با 

                                                
1. Dewanto et al., 2002 
2. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
3. Butylated hydroxyanisole 
4. 2, 2’-Azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid 
5. He et al., 2012 

 ساعت قرار داده 16در دماي اطاق و مکان تاریک به مدت 

 80محلول کاري، با رقیق کردن محلول اولیه در اتانول . شد

انومتر،  ن734موج که جذب در طولطوريدرصد، تهیه شده به

شده از کلروفیل با محلول نهایی محلول تهیه.  قرائت شود7/0

ABTS نانومتر 734 موج طول، مخلوط شده و جذب در 

  .]22 [قرائت گردید

  )FRAP6( بررسی قدرت احیاکنندگی آهن -3 -6 - 2

 گرم از 1/0جهت بررسی قدرت احیاکنندگی آهن، مقدار 

هاون چینی سرد در لیتر آب مقطر در  میلی5عصاره یونجه با 

هموژنات حاصل با استفاده از کاغذ . حمام یخ هموژن شد

 میکرو لیتر از 50شده و سپس به  صاف1صافی واتمن شماره 

بافر  (FRAPلیتر معرف  میلی5/1آمده  دست ي بهعصاره

-تري-، فریک=pH 6/3مولار با  میلی300استات سدیم 

مخلوط . گردید ه اضاف)  تریازین و فریک کلرید-  اس- پرییدیل

 انکوبه C 30° دقیقه در دماي 4حاصل ورتکس و به مدت 

 50شامل ( نانومتر نسبت به شاهد 593ها در جذب محلول. شد

، )FRAPلیتر معرف  میلی5/1میکرو لیتر آب مقطر به همراه 

لازم به ذکر است که آمونیوم فروس سولفات . خوانده شد

  .]23 [تعنوان شاهد براي مقایسه بکار رف به

  هاتحلیل داده و  تجزیه- 2-7

 نسخه SPSSافزار ها با استفاده از نرم تحلیل آماري دادهوتجزیه

منظور طرفه بهاز آزمون آنالیز واریانس یک. یافت  انجام22

 5دار در سطح ارزیابی وجود یا عدم وجود اختلاف معنی

ر لازم به ذک. سنجش استفاده گردیددرصد بین مقادیر مورد

تحلیل خطاي مجاز براي رد واست که در تمامی مراحل تجزیه

Ho ،5درصد در نظر لحاظ شد .  

  

  و بحث نتایج - 3

  مقادیر کلروفیل - 1 -3

شده از گیاه یونجه با  استخراجb و aهاي غلظت کلروفیل

گرم بر هاي فراصوت و آنزیمی برحسب میلیاستفاده از روش

ت است و چنانچه  قابل رؤی1گرم وزن مرطوب در شکل 

 b بیشتر از غلظت کلروفیل aگردد غلظت کلروفیل مشاهده می

بوده و در روش آنزیمی نیز مقادیر کلروفیل بیشتري استخراج 

                                                
6. Ferric Reducing Antioxidant Power 
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همچنین، مطابق نتایج آنالیز واریانس میان مقادیر . گردید

هاي استخراج آنزیمی و فراصوت  در روشb و aهاي کلروفیل

 درصد مشاهده نشد 5تمال اختلاف معناداري در سطح اح

)05/0 > p.(  

در مطالعات خود بر روي گیاه یونجه ] 24[صابریان و همکاران 

. باشد میb بیشتر از کلروفیل aنشان دادند که مقادیر کلروفیل 

و نیز کُنگ و ] 25[ 1همچنین، نتایج تحقیقات دیاس و همکاران

و ریزجلبک  که بر روي برگ کاهو] 26[ 2همکاران

Chlorella vulgaris انجام یافتند، نشان داد که مقادیر 

  . بوده استb بیشتر از کلروفیل aکلروفیل 
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Fig 1 Concentration of extracted chlorophylls from 

alfalfa in two extraction methods. 

 

   مقادیر فنل کل- 2 -3

زایش غلظت عصاره، مقدار نتایج نشان داد که با اف) 2 (در شکل

اگرچه در . یابدفنل کل در عصاره گیاه یونجه افزایش می

 میکرومولار، روش فراصوت 300غلظت پایین عصاره یعنی 

تري به همراه داشت، اما مقادیر فنل کل با عملکرد مطلوب

افزایش غلظت عصاره حاکی از بهبود عملکرد روش آنزیمی 

ز واریانس نیز بیانگر اختلاف نتایج ارزیابی آنالی. بوده است

هاي مختلف عصاره  درصد میان غلظت5معنادار در سطح 

هاي جهت ارزیابی مقادیر فنل کل در هر یک از روش

  ).p > 05/0(استخراجی مذکور بوده است 

                                                
1. Dias et al., 2014 
2. Kong et al., 2012 

 
Fig 2 Total phenol of total extracted chlorophyll 

from alfalfa by different methods. 

  ر ترکیبات فلاونوییدي مقادی- 4 -3

نیز مقدار ترکیبات فلاونوییدي در عصاره گیاه ) 3 (در شکل

هاي آنزیمی و هاي مختلف عصارهیونجه با افزایش غلظت

یابد و مقدار آن در روش آنزیمی فراصوت این گیاه افزایش می

      در هر یک از . در مقایسه با روش فراصوت بالاتر است

ایج ارزیابی آنالیز واریانس نیز نشانگر هاي استخراجی، نتروش

هاي مختلف  درصد میان غلظت5اختلاف معنادار در سطح 

یدي بوده است ئعصاره جهت ارزیابی مقادیر ترکیبات فلاونو

)05/0 < p.(  

 
Fig 3 Total flavonoid of total extracted chlorophyll 

from alfalfa by different methods. 

  اکسیدانی آنتیهاي مونآز نتایج - 5 -3

هاي اکسیدانی عصاره گیاه یونجه با آزموننتایج تأثیرات آنتی

 و قدرت احیاکنندگی آهن در DPPHمیزان مهار رادیکال آزاد 

اند و بیانگر رابطه مستقیم توصیف شده) 5(و ) 4(هاي شکل

هاي استخراجی از یونجه به روش آنزیمی و غلظت عصاره

باشند و البته روش اکسیدانی آنها میتیفراصوت با فعالیت آن

نتایج ارزیابی . تري همراه بوده استآنزیمی با عملکرد مطلوب

 و Hoآنالیز واریانس در مورد هر دو روش مذکور حاکی از رد 
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هاي  درصد میان غلظت5 بیانگر اختلاف معنادار در سطح

              اکسیدانی بودمختلف عصاره در ارزیابی فعالیت آنتی

)05/0 < p.(  27[در تحقیقات بورا و شارما [ساري1و الد ]28 [

یز با افزایش غلظت عصاره یونجه، درصد مهار رادیکال آزاد ن

DPPHنیز به بررسی ] 29[ 2رانا و همکاران. یابد افزایش می

اکسیدانی گیاه یونجه پرداختند و نتایج نشان هاي آنتیویژگی

هاي ه یونجه میزان مهار رادیکالداد که با افزایش غلظت عصار

 و نیز قدرت احیاکنندگی آهن افزایش ABTS و DPPHآزاد 

نیز در تحقیقات خود بر روي ] 30[کمالی و همکاران . یابدمی

نشان ) Dracocephalum kotschyi(گیاه دارویی زرین 

مهار  داري بردادند که افزایش غلظت عصاره تأثیر معنی

ا افزایش غلظت افزایش میزان مهار رادیکال آزاد دارد و ب

هاي سنتزي اکسیدانهاي آزاد مشاهده شد و آنتیرادیکال

این نتایج با .  بالاتري را نشان دادنداکسیدانی آنتیفعالیت 

 نیز بر روي گیاه علف هیضه مشابه ]31[فر یتدستاورد شریع

  .بود

 
Fig 4 DPPH Radical scavenging activity of 

different concentration of extracted chlorophyll 
from alfalfa by different methods. 

 
Fig 5 FRAP of different concentration of extracted 

chlorophyll from alfalfa by different methods. 

                                                
1 Al-Dosari, 2012 
2 Rana et al., 2010 

هاي با توجه به نمودارهاي پیشین و مقایسه عملکرد روش

گیري شده که روش جهاستخراج آنزیمی و فراصوت، چنین نتی

تري برخوردار بوده است؛ بنابراین، آنزیمی از عملکرد مطلوب

-هاي استخراجاکسیدانی از کلروفیلهاي آنتیدر ارزیابی ویژگی

نتایج ارزیابی اثر . شده به روش آنزیمی استفاده شده است

شده از هاي مختلف کلروفیل کل استخراجاکسیدانی غلظتتیآن

گیري میزان مهار رادیکال آزاد گیاه یونجه در قالب اندازه

DPPH میزان مهار رادیکال ،ABTS و قدرت احیاکنندگی 

. باشندقابل رؤیت می) 8(تا ) 6(هاي آهن به ترتیب در شکل

هاي بالاتر لظت در غاکسیدانی فعالیت آنتیمطابق این نمودارها، 

نتایج ارزیابی آنالیز . کلروفیل استخراج شده بیشتر بوده است

 و بیانگر اختلاف معنادار در Hoواریانس نیز حاکی از رد 

هاي مختلف کلروفیل کل جهت  درصد میان غلظت5 سطح

و نشان داد که ) p > 05/0(اکسیدانی بود ارزیابی فعالیت آنتی

 درصد با یکدیگر اختلاف 5ري ها با سطح معناداتمامی گروه

  .دارند

 
Fig 6 DPPH Radical scavenging activity of 
different concentration of total chlorophyll 

concentration. 

 
Fig 7 ABTS Radical scavenging activity of 
different concentration of total chlorophyll 

concentration. 
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Fig 8 FRAP of different concentration of total 

chlorophyll concentration. 

 

  بحث - 4

نتایج حاصل از این تحقیق بر مبناي استخراج آنزیمی و 

استخراج فراصوت از گیاه یونجه نشان داد که غلظت کلروفیل 

a بیشتر از غلظت کلروفیل bروش آنزیمی مزیت .  بوده است

ي این هاي بالاتر عصارهتبیشتري به همراه داشته و در غلظ

اکسیدانی یعنی آنتیگیاه و نیز کلروفیل مستخرج از آن، فعالیت 

 و قدرت احیاکنندگی آهن و مهار DPPHمهار رادیکال آزاد 

آزمایش   نتایج این.بیشتر بوده است نیز ABTSرادیکال آزاد 

رابطه مستقیم با  هااکسیدانی نمونهنشان داد که فعالیت آنتی

 برخی مطالعات .ترکیبات فنلی و فلاونوئیدي کل داردمقدار 

نیز نشان دادند که بالا بودن ترکیبات فنلی دلیل عمده بالا بودن 

هاي ها از جمله عصارهاکسیدانی بعضی از عصارهفعالیت آنتی

 عنوان به مؤثري صورت بهترکیبات فنلی ]. 31[باشد قطبی می

اکسیدان  یک آنتینعنوا بهدهنده هیدروژن عمل نموده لـذا 

 ].32[گردند  لحاظ میمؤثر

عصاره گیاه یونجه حاوي ترکیبات فنلی، انتوسیانین و 

اکسیدانی دارند و شد که خاصیت آنتیبافلاونوییدي نیز می

ي شده به شیوهمطابق نتایج این تحقیق نیز کلروفیل استخراج

شان داد تري ناکسیدانی قابل توجهآنزیمی از این گیاه، اثر آنتی

عنوان محرکی جهت توان بهو از روش استخراج آنزیمی می

ترکیبات فنولی با وزن  .افزایش میزان کلروفیل استفاده نمود

هاي آزاد سازي رادیکال مولکولی زیاد، توانایی زیادي براي پاك

 رادیکال آزاد مهار کردناکسیدانی و دارند و فعالیت آنتی

- به تنوع وسیع مواد آنتیمتفاوت ممکن است تا حدي مربوط

  .ها، آسکوربات و کاروتنوئیدها باشداکسیدانی از قبیل فنل

اي هستند که به دلیل ایجاد هاي ثانویهفلاونوئیدها متابولیت

بنفش، عوامل مکانیسم دفاعی، گیاهان را در برابر اشعه ماوراء

فلاونوئیدها . کنندخوار محافظت میبیماریزا و موجودات گیاه

هاي  بوده و در تنظیم فعالیتاکسیدانی آنتیي خاصیت دارا

با توجه . ]33 [هاي اولیه نقش دارندآنزیمی و تولید متابولیت

هاي ثانویه در زندگی به اهمیت و کاربرد فراوان متابولیت

- هاي ثانویه در گیاهان بهامروزي بشر بررسی منابع متابولیت

افزایش . ]34 [د باشدتواند بسیار مفیعنوان منابعی ارگانیک می

اکسیدانی رابطه ترکیبات فنلی نیز با افزایش خواص آنتی

خواص  مستقیم دارند و بنابراین، گیاه یونجه نیز به دلیل داشتن

اکسیدانی و با توجه به دارا بودن آنتوسانین، فلاونوئیدها و آنتی

هاي عنوان منبعی از متابولیتتواند بهنیز ترکیبات فنلی، می

. ه در صنایع دارویی و غذایی مورد استفاده قرار گیردثانوی

هاي اکسیدان منبعی از آنتیعنوان بهتوان همچنین از آن می

  .طبیعی در صنایع غذایی و دارویی استفاده نمود

 

   کلیگیري نتیجه - 5

دانه کلروفیل و عصاره حاصل از گیاه  در این تحقیق از رنگ

سیدانی و ضد میکروبی اکهاي آنتی یونجه جهت انجام آزمون

جهت استخراج نیز از دو روش آنزیمی و . استفاده گردید

نتایج نشان داد که در روش . اولتراسوند به کار گرفته شد

گیري شده براي فنل کل و ترکیبات آنزیمی مقادیر اندازه

-فلاونوئیدي عصاره بیشتر بوده و همچنین عملکرد آنتی

منظور به همین. بوده استتر اکسیدانی عصاره نیز قابل توجه

عنوان مبناي کار قرار گرفته و از این روش  روش آنزیمی به

اکسیدانی و ضد منظور ارزیابی پایداري و سنجش قدرت آنتی به

گیري مقادیر  در اندازه.باکتریایی کلروفیل یونجه استفاده شد

ترکیبات فنل کل و فلاونوئیدها در عصاره نیز نتایج روش 

تر بوده و افزایش تمامی این متغیرها با افزایش آنزیمی مطلوب

روش آنزیمی در ارزیابی خواص . اندغلظت عصاره همسو بوده

 و DPPHاکسیدانی عصاره یعنی میزان مهار رادیکال آزاد آنتی

تر از روش فراصوت بوده قدرت احیاکنندگی آهن نیز مطلوب

فزایش اکسیدانی نیز او با افزایش غلظت عصاره، خاصیت آنتی

  .یافته است
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Nowadays, natural pigments are widely used in the food, cosmetics and 
sanitation industries. In recent years, numerous researches have been done on 
the methods of extraction and evaluation of the properties of natural pigments. 
The purpose of this study is comparison of enzymatic and ultrasonic 
extraction methods for the antioxidant properties of chlorophyll extracted 
from alfalfa (Medicago sativa L.). Antioxidant activity was performed by 
three methods including DPPH and ABTS free radicals scavenging and ferric 
reducing antioxidant power (FRAP). The results show that the concentration 
of chlorophyll a in alfalfa is higher than that of chlorophyll b and also the 
enzymatic method demonstrates higher yield in chlorophyll extraction. In 
addition, higher concentrations of alfalfa extract showed higher antioxidant 
activity in inhibiting DPPH free radicals and ferric reducing antioxidant 
power (p <0.05). Also, with increasing the extract concentration, total 
phenolic compounds and flavonoid compounds increase (p <0.05). Due to the 
better performance, the enzymatic extracted chlorophyll was used to evaluate 
the antioxidant properties, inhibition of free radicals DPPH and ATBS and 
ferric reducing antioxidant power and the result shows the higher chlorophyll 
concentration, the higher antioxidant properties. Due to the appropriate 
antioxidant effect of alfalfa chlorophyll extracted by enzymatic method, its 
application in food, pharmaceutical and health industries can be evaluated and 
industrial scale extraction systems can be designed using this technique. 
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