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  چكيده
 عامل مهمي كه براي توليد كلروفيل ضروري است شامل دو. هاي طبيعي است كه كاربرد فراواني در صنعت غذا دارد نگدانهكلروفيل يكي از مهمترين ر

 كلروفيل لذا در اين تحقيق، ابتدا حلال و غلظت مناسب آن جهت استخراج. رآمد مي باشداستفاده از گياهان حاوي مقدار زياد كلروفيل و روش استخراج كا

 70-30 (دما، )ml/g 10-5 ( اثر نسبت حلال به ماده جامدسازي بهينهبراي  شش تكرار در نقطه مركزي بااز طرح مركب مركزي سپس .  تعيين شداز يونجه

بهترين حلال براي % 90 اتانول  نتايج حاكي از آن بود كه.زده كلروفيل كل و شاخص سبزي استفاده شد بر با) دقيقه90-30 ( و زمان)گراد  سانتيدرجه

 مدل درجه دوم براي بازده كلروفيل كل معني دار بود و ضريب همچنين. بود)  گرم ماده خشك100 ميلي گرم به ازاي 295(استخراج مقدار بيشينه كلروفيل 

 تاثير ، زمان استخراج وار بر بازده كلروفيل بودنسبت حلال به ماده جامد مهمترين عامل معني دار و اثرگذ.  بود989/0 محاسبه شده براي آن) R2(تببين 

پيش بيني شد و ) ml/g (99/9 دقيقه و نسبت حلال به ماده جامد 83/34، زمان C 2/53°راندمان بيشينه تحت شرايط دماي. معني داري بر بازده نداشت

استخراج كلروفيل از  بازده ،درنهايت. محاسبه شد)  گرم ماده خشك100ميلي گرم به ازاي  (318ميزان كلروفيل كل پيش بيني شده تحت اين شرايط 

 ميلي گرم به ازاي 692(بيشترين بازده از برگ درخت شاتوت   وگيري شد اندازه بهينه  در شرايطچغندرقند  وضايعات چمن، برگ درخت توت، شاتوت

هاي بعدي  در مرتبه)  گرم ماده خشك100ازاي  ميلي گرم به 362 و 435به ترتيب (بدست آمد و ضايعات چمن و برگ چغندرقند )  خشك گرم ماده100

 .قرار گرفتند
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  مقدمه - 1
ي از رنگ حاصل از استخراج به وسيله حلال از برخكلروفيل، 

گياهان سبز خوراكي مانند علف، يونجه، گزنه، اسفناج، برگ 

 باشد و غيره مي چغندرقندبرخي از گياهان مانند توت، شاتوت، 
، بنابراين ماده اوليه لازم جهت استخراج اين محصول ]2 و 1[

بيشتر به ميزان  b و aكلروفيل هاي . گرانقيمت، بسيار ارزان است

اين دو نوع .  وجود دارند1 به 3 در گياهان عالي و به نسبت
. آنهاست R كلروفيل ساختار مشابهي دارند و تفاوتشان در گروه

و اگر  a باشد، كلروفيل از نوع (CH3) يك گروه متيل R اگر
هسته .  است b باشد، كلروفيل از نوع (CHO) عامل فرميل

چهار پيرولي يا سر مولكول كلروفيل قطب آب دوست و زنجير 
آن را ) يا چربي دوست(دم كلروفيل قطب آب گريز فيتولي يا 

دهد و به همين جهت كلروفيل و مولكولهاي نظير آن  تشكيل مي

   ].4 و 3[نامند   مي2را تركيبات دوپسند
كلروفيل به خاطر دو خاصيت اصلي خود، هم به عنوان يك ماده 

همچنين . ردرنگي و هم ماده اي بوگير در صنعت كاربرد زيادي دا
هاي لبني، روغن هاي خوراكي، كيك،  گ كردن فرآوردهجهت رن

نوشيدني ها، آب ميوه، ژله ها، پاستا، فرمولاسيون غذاي كودك، 
آدامس، شكر و محصولات قنادي و همچنين در حفظ رنگ 

رف  مص.]6 و 5[سبزي هاي منجمد و يا كنسرو شده كاربرد دارد 
و بسياري بخش آن نيز مي باشد  كلروفيل به خاطر منافع سلامتي

ي ها ميوه ها و آب از محصولات محتوي كلروفيل ازقبيل مكمل

توليدكنندگان اين محصولات . اند غذايي مورد استقبال قرار گرفته
مدعي هستند كه تشابه شيميايي بين كلروفيل و گروه پروستتيك 

هموگلوبين ممكن است مسئول محافظت بدن انسان در ) هم(
ضد محققين فعاليت از برخي . ]7[برابر چندين بيماري باشد 

 پيشگيري توانايي كه درنهايت كلروفيل را تاييد كردند  اكسايشي

همچنين اين . هاي مزمن را نيز به همراه خواهد داشت از بيماري
) Anti-mutagenic( مستعد فعاليت هاي ضدسرطاني ،تركيب

   .]9 و 8[ مي باشددر بدن انسان 
راي استخراج و توليد صنعتي هاي اخير تمركز ويژه اي ب در سال
ي طبيعي از گياهان وجود داشته است و استخراج ها رنگدانه

 دو. مي باشدكلروفيل به عنوان رنگدانه طبيعي از جمله آن ها 

                                                           
1. Amphiphilic compounds 

عامل مهمي كه براي توليد كلروفيل ضروري است شامل استفاده 
از گياهان حاوي مقدار زياد كلروفيل و روش استخراج كارآمد مي 

  ].10[باشد 

هاي آلي  كلروفيل عمدتا از طريق استخراج با استفاده از حلال
 طي گرمايش دي متيل سولفوكسيدازقبيل استون، متانول، اتانول و 

از  ].11 و 4 [ياهي جدا مي شودبه روش متداول از بافت گ
كلروفيل بيشينه  سبب استخراج استون% 100 حلال آنجايي كه

هاي آلي افزوده مي  حلال به ، معمولا درصدي از آبنمي شود

  ].12 [شود

شامل – روش استخراج كلروفيل 5اثر ) 2010(زو و همكاران 

 را -هاي استون و اتانول به تنهايي و در نسبت هاي مختلف حلال
در كلم چيني مورد بررسي قرار دادند و پايداري كلروفيل 

) 2013(ميازك و لداكويچ . ]13[استخراجي را مقايسه نمودند 
و ) كاج(، سوزن برگ ها )اقاقيا(ها  اج كلروفيل از برگاستخر

هانگ و همكاران ]. 14[ريزجلبك ها را مورد بررسي قرار دادند 

اثر سه نوع حلال استون، اتانول و دي متيل سولفوكسيد ) 2014(
را ) creeping oxalis(بر استخراج كلروفيل از ترشك خزنده 

تاثير ) 2014(كاران كنگ و هم  .]15[مورد بررسي قرار دادند 
اتانول، استون و متانول را بر %) 100- 80(غلظت هاي مختلف 

  .]16 [بازده كلروفيل كل مورد بررسي قرار دادند
باتوجه به اهميت كلروفيل به عنوان رنگ سبز طبيعي در صنايع 

هاي طبيعي به  اده از افزودنيغذايي و نوشيدني و ضرورت استف
بخش  ايمني و حتي اثرات سلامتيجاي انواع سنتزي به خاطر 

ها، و باتوجه به اينكه تاكنون تحقيقي جامع در زمينه استخراج  آن

مستعد در كشور صورت نگرفته بومي   از منابعِ مخصوصاكلروفيل
است؛ ضرورت دارد تا پژوهشي جامع در اين زمينه صورت 

انتخاب نوع و غلظت ،  در ابتدالذا هدف از اين تحقيق. پذيرد
 نسبت  نظرازكلروفيل  شرايط استخراج سازي بهينهو سپس حلال 

 به طوري كه كلروفيل- زمان استخراج حلال به ماده جامد، دما و 
 گياه يونجه از -را داشته باشداستخراجي بيشترين بازده و كيفيت 

مي  -كه يكي از متداول ترين منابع استخراج كلروفيل است-

 مستعدبومي منابع اير درنهايت استخراج كلروفيل از س. باشد
 چغندرقند  ومن، برگ درخت توت، شاتوتچضايعات ازقبيل 

ها مورد  و بازده استخراج و شدت رنگ نمونهصورت پذيرفت 
   .مقايسه قرار گرفت
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  مواد و روش ها - 2

  آماده سازي نمونه ها - 2-1
هاي گياهي شامل يونجه، ضايعات چمن، برگ درخت  نمونه

ز مزرعه تحقيقاتي دانشگاه فردوسي  اچغندرقند  وتوت، شاتوت
فروشگاه در مشهد تهيه شدند پس از شستشو، همچنين  و مشهد

)  ساعت30( ثابت  تا رسيدن به وزنC 50°در آون با دماي
اي  شك شده با استفاده از آسياب تيغههاي خ نمونه. خشك شدند

 عبور داده شدند و تا زمان انجام 50پودر شده و از الك با مش 
 استون و اتانول با .داري شدند  در نايلون در دماي اتاق نگهمون،آز

صنايع شيميايي دكتر  (درجه آزمايشگاهي از شركت دكتر مجللي

  . خريداري شد)مجللي، ايران

  انتخاب نوع و غلظت حلال - 2-2
باتوجه به . در اين قسمت ابتدا نوع حلال و غلظت آن تعيين شد

 % 90-80 استون در غلظت  عمدتا اتانول و]16[تحقيقات پيشين 
مورد استفاده قرار گرفته اند و لذا در اين آزمون ) حجمي/حجمي(

در % 90و اتانول % 80، اتانول %90، استون %80نيز از استون 

 45، 60شرايط ثابت دما، زمان و نسبت حلال با جامد به ترتيب
 ازاك و بيلك مطابق روش) ميلي ليتر بر گرم (1به 10دقيقه و 

ها در داخل بطري شيشه اي  نمونه. ]17 [ استفاده شد)2015(
و بر ) جهت جلوگيري از تخريب كلروفيل(اي رنگ دربسته  قهوه

ها   آزمون. انجام شدrpm 300روي دستگاه مگنت استيرر با دور 
  .در سه تكرار انجام شدند

با استفاده استخراج كلروفيل بهينه سازي  - 2-3

 RSMاز 

 و طرح RSMوفيل با استفاده از روش سازي استخراج كلر بهينه

 .انجام پذيرفت) 1مطابق جدول ( در سه سطح مركب مركزي
 5 تا 1 به 10(شرايط استخراج شامل نسبت حلال به ماده جامد 

 90-30(در طي زمان )  درجه70 -30(، دماي استخراج )1به 

 آزمون، از  نوع و غلظت حلال بكار رفته در اين.مي باشد) دقيقه
هاي گياهي به  استخراج كلروفيل از نمونه .قبل انتخاب شدمرحله 

همه . ]18 [انجام پذيرفت) 2007(كودهاري و آنانتارايان روش 
ر شرايط نور كم و در لوله هاي استخراج تا حد امكان د آزمون

 درجه و 4ها در دماي  نمونه. شد انجام اي رنگ قهوههاي  آزمايش

 نتريفيوژ شده و سپس دقيقه سا5 براي مدت rpm 8000 دور
 ضرايب مرتبه دوم مدل با استفاده از .مايع رويي جمع آوري شد
  .ها در دوتكرار انجام شدند  آزمون.نرم افزار آماري محاسبه شد

Table 1 Independent variables and their levels 
used in the CCD design  

S/S ratio 
(ml/g)  

Time 
(min)  

Temperature 
(°C) 

Level of 
factors  

1:5  30  30  -1  
1:7.5  60  50  0  
1:10  90  70  +1  

مقايسه بازده كلروفيل استخراجي از منابع  - 2-4

  گياهي مختلف
در اين قسمت استخراج كلروفيل از پودر گياهان مختلف شامل 

 چغندرقند  وضايعات چمن، برگ درخت توت، شاتوتيونجه، 

درنهايت، . ذيرفتدر شرايط بهينه شده در مرحله قبل انجام پ
ها   رنگ آنشاخصبازده كلروفيل استخراجي از گياهان مختلف و 

  .با همديگر مقايسه شد

اندازه گيري كلروفيل با استفاده از روش  - 2-5

 اسپكتروسكوپي

مايع رويي بدست آمده بعد از براي اندازه گيري ميزان كلروفيل، 
رقيق شد % 80عمل سانتريفوژ در مراحل قبل، با استفاده از استون 

 توسط  نانومتر645 و 663  طول موج هاي درها نمونهجذب  و

، Biochrom، شركت BC47358مدل (دستگاه اسپكتروفتومتر 
 و با استفاده از فرمول زير ميزان شد خوانده )ساخت انگلستان

  :]19 [گرديدكلروفيل كل محاسبه 
 (20.2 A645 + 8.02 A663)*100/1000 * فاكتور رقيق

گرم وزن تازه  100ميلي گرم به ازاي (لروفيل كل ك=سازي 
  )نمونه

  اندازه گيري شاخص رنگي - 2-6
هاي تهيه شده با استفاده از دستگاه  عصاره) *a ( سبزيشاخص

، C04-1005-631، مدل ColorFlex HunterLab(هانترلب 
  .]17 [صورت پذيرفت) ساخت تايوان

 طراحي آزمايش و تجزيه و تحليل آماري - 2-7

 ي آماريها كي از تكنيا  مجموعه)RSM ( سطح پاسخروش

 پاسخ مورد ورود يكار مه  بييندهااي فريساز نهياست كه در به
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ا كمك ب. رديگ ي قرار مري تحت تاثرهاي از متغينظر توسط تعداد
 بي ضراهي و كلافتهيها كاهش شي تعداد آزما،ي طرح آمارنيا

ها، قابل برآورد  درجه دوم و اثر متقابل فاكتورونيمدل رگرس

جهت ارزيابي ضرايب ) CCD( طرح مركب مركزي .]20[ هستند
 و آناليز واريانس مدل رياضي درجه دوم بكار گرفته شد

)ANOVA ( با استفاده از نرم افزارDesign Expert 7 انجام
جهت انتخاب بهترين نوع حلال و غلظت آن و همچنين . شد

فيل، آناليز واريانس با مقايسه منابع گياهي از نظر بازده كلرو

 و آزمون چند دامنه اي دانكن با SPSS 21استفاده از نرم افزار 
  .انجام شد% 95سطح اطمينان 

  

   و بحثنتايج - 3

  انتخاب نوع حلال - 3-1
 مربوط به  كلنتايج حاكي از آن بود كه بيشترين بازده كلروفيل

به  ميلي گرم 256(بود ) آب% 10و (% 90حلال اتانول با غلظت 
و % 80سپس اتانول . )1شكل  () گرم ماده خشك100ازاي 

 بنابراين. وفيل را به همراه داشتندبيشترين بازده كلر% 90استون 
كارايي حلال اتانول نسبت به استون در استخراج كلروفيل بيشتر 

بازده % 80نسبت به ها  حلال% 90غلظت بوده است و از طرفي، 

دريافتند ) 2014(همكاران  كنگ و .بيشتري را موجب شده است
با استفاده از حلال هاي ) Chlorella(كه استخراج كلروفيل كلرا 

نسبت به حلال خالص بيشتر بود و % 80استون، اتانول و متانول 
هاي متانول، اتانول و   استخراج به ترتيب مربوط به حلالبيشترين

حلال متانول را نسبت به ) 1997( رايت و مانتورا .استون بود
 هاي دريايي ترجيح دادند استون جهت استخراج كلروفيل نمونه

مشاهده كردند كه اتانول ) 1987(جسپرسن و كريستوفرسن . ]21[
 نيز همانند متانول در استخراج كلروفيل موثر و كارامد مي باشد

كلروفيل باتوجه به اينكه احتمالا علت اين امر آن است كه  .]22[

ركيبات موجود در كلروپلاست باند به صورت ناهمگوني با ساير ت
                     از كلروفيلنوعشده است و حداقل دو يا حتي سه 

 )a ،b ،c هاي   بنابراين قطبيت،در كلروپلاست موجود است ...) و
هاي آلي و آب منجر به استخراج انواع گوناگوني از  مختلف حلال

مان كلروفيل كلروفيل مي شود و همين امر موجب تفاوت در راند

همويمول و  علاوه بر اينها، .]24 و 23 [استخراجي مي گرددكل 

قطبيت نسبي و افزايش در گزارش كردند كه ) 2006(همكاران 
 با آب موجب افزايش سطح تماس حلال با ماده جلبكتورم موثر 

 ].25[  و افزايش بازده را به همراه داردحل شونده مي گردد

بي، ويسكوزيته محلول و درنهايت همچنين مخلوط آب و حلال آ
كه افزايش استخراج مقاومت انتقال جرم مايع را كاهش مي دهد 

، نتايج مربوط به بازده 1مطابق شكل  ].17[را به دنبال دارد 
 در a و ميزان كلروفيل  نيز مشابه كلروفيل كل بودb و aكلروفيل 

ه كنگ اگرچ)  برابر03/3 + 13/0( بود bهمه شرايط بيشتر از نوع 

گزارش كردند كه هر سه حلال متانول، ) 2014(و همكاران 
 بيشتري نسبت bاتانول و استون موجب استخراج ميزان كلروفيل 

  گزارش كردند كه)2008 (دنگ و همكاران .]21 [ شدندaبه نوع 

 هستند اگرچه aسيانوباكتري ها عموما حاوي كلروفيل 
  ].26[  هستندbهاي سبز عمدتا حاوي كلروفيل  جلبك

 

  
Fig 1 The extraction yield of chlorophyll a, b and 

total by different solvents 
مربوط )  كوچكترa(، بيشترين ميزان سبزي رنگ 2مطابق شكل 

ها به طور معني داري  ل اتانول بود و افزايش غلظت حلالبه حلا

درنهايت باتوجه . شد) aافزايش (موجب كاهش شاخص سبزي 
كه بيشترين بازده كلروفيل با استفاده از اتانول  بدست آمد و به اين

همچنين از آنجايي كه شاخص سبزي رنگ استخراجي با اتانول 

به طور معني داري بيشتر از استون بود و از طرفي با لحاظ ايمني 
هاي  ده در مواد غذايي و همچنين هزينهحلال مورد استفا
ين حلال براي استخراج به عنوان  بهتر% 90اقتصادي، اتانول 

  .انتخاب شد
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Fig 2 a* value of extracted chlorophyll by different 

solvents 

بهينه سازي استخراج كلروفيل در شرايط  - 3-2

  مختلف
 و b، كلروفيل aبازده كلروفيل كل، كلروفيل (ها  مقادير پاسخ

 مشاهده 2تحت شرايط مختلف آزمون در جدول ) شاخص سبزي
باتوجه به گستردگي نتايج و همچنين روند مشابه . دمي گرد

  تحليل  و  تجزيه  به   تنها كل،   كلروفيل  باb و aكلروفيل هاي 
  

  )ANOVA(نتايج آناليز واريانس .  كلروفيل كل پرداخته شد
مدل رگرسيوني براي بازده كلروفيل كل استخراجي از چند  

نتايج حاكي از .  نشان داده شده است3يونجه در جدول شماره 

آن بود كه مدل درجه دوم براي بازده كلروفيل كل معني دار بود و 
بود كه بيانگر آن  989/0محاسبه شده براي آن ) R2(ضريب تببين 

ها توسط مدل برازش شده قابل  تغيير در پاسخ% 9/98است كه 
 ،تغييرات كل توسط مدل% 1/1به عبارت ديگر، تنها .  استتبيين

 R2(ضريب تبيين اصلاحي .  و توضيح نمي باشدقابل پيش بيني

adj. =0.98 ( وجود به ضريب تبيين نزديك است كه بيانگر
. شده استهمبستگي بالا بين مقادير آزمون و مقادير پيش بيني 

 بيانگر عدم موفقيت مدل )Lack- of- fit (آزمون عدم برازش
ني جهت نشان دادن داده ها در نقاطي كه در دامنه مدل رگرسيو

 عدم برازش معني ،3 جدول  مطابق.]27[ وجود ندارند، مي باشد
بنابراين همه نتايج حاكي از اين بودند كه مدل . دار نبود

رگرسيوني درجه دوم تحت شرايط مختلف دما، زمان و نسبت 

   حلال به ماده جامد به خوبي بازده كلروفيل كل را پيش بيني 
  . مي كند

Table 2 Experimental conditions from the CCD and the experimental results for chlorophyll extraction 
from Alfalfa 

No. Temperature 
(°C) 

Time 
(min) 

Solvent/Solid 
ratio (ml/g) 

Chl a 
(mg/100g 

d.m.) 

Chl b 
(mg/100g 

d.m.) 

TCC(mg/100g 
d.m.) 

a* 
Value 

1 50 60 7.5 188 61 249 3.82 
2 50 60 10 235 84 317 3.90 
3 50 60 5 145 48 193 3.56 
4 70 90 10 230 76 304 3.95 
5 50 60 7.5 187 61 248 3.88 
6 70 30 10 224 74 317 3.91 
7 70 90 5 118 38 156 3.72 
8 30 90 5 159 50 210 3.75 
9 30 30 5 151 49 201 3.80 
10 50 60 7.5 196 63 258 3.80 
11 30 60 7.5 177 55 232 3.97 
12 70 60 7.5 161 54 215 3.70 
13 30 90 10 233 74 312 4.05 
14 50 90 7.5 190 64 254 3.84 
15 50 60 7.5 192 63 255 3.70 
16 50 30 7.5 188 61 249 3.82 
17 50 60 7.5 185 59 244 3.88 
18 30 30 10 211 66 278 3.98 
19 50 60 7.5 192 61 253 3.85 
20 70 30 5 143 48 191 3.62 
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Table 3 Analysis of variance of different models for total chlorophyll content 
Source Sum of  

Square 
df Mean Square F Value p-value R2  

Mean vs Total 1,218,423 1 1,218,423     

Linear  33,395 3 11,132 43.92 < 0.0001 0.892  

2FI  2,430 3 810 6.48 0.0064 0.965  

Quadratic  1,240 3 413 10.70 0.0018 0.989 Suggested 

Cubic  95 4 24 0.49 0.7447 0.992  
Residual 291 6 49     

Total 1,255,874 20 62,794     

 
هاي   بر روي داده)مدل درجه دوم (آناليز رگرسيون چندگانه

هاي پيش بيني شده  پاسخبراي ) 1(معادله   انجام شد وآزمون

  :بازده كلروفيل كل به صورت كدگذاري شده بدست آمد
TCC = 248.44 – 4.99 X1 – 0.0059 X2 + 57.57 X3 – 
11.40 X1X2 +11.81 X1X3 + 5.84 X2X3 -21 X1

2 + 7.22 
X2

2 + 10.54X3
2    (1) 

دما، زمان و نسبت ترتيب كدهاي  به X1  ،X2 ، X3در اين رابطه 
  .حلال به ماده جامد مي باشند

همانطور كه . مشخص گرديد Pشاخص  با پارامترداري هر  معني

 اثر و X3 و X1  متغيرهاي خطياثر مشاهده مي شود 4در جدول 
X1 توان دوم اثر و همچنين X2X3 و X1X2 ،X1X3متقابل 

 و 2

X3
 بازده كلروفيل كل را تحت تاثير قرار قابل توجهي به طور 2

 معني  مثبتِنسبت حلال به ماده جامد اثر خطيِ. (p < 0.05)داد 

، بزرگترين )1(داري بر بازده كلروفيل داشت و طبق معادله 
و بنابراين مهمترين مربوط به اين عامل بود +) 57/57(ضريب 

با  بنابراين. و اثرگذار بر بازده كلروفيل بوده استعامل معني دار 
ده كلروفيل افزايش قابل افزايش نسبت حلال به ماده جامد، باز

علت اين امر را مي توان افزايش نفوذ حلال آلي . جهي پيدا كردتو
 پذيري و  درنتيجه افزايش انحلالبه ماتريس سلول هاي گياهي و

  ].28 [استخراج تركيب رنگي دانست

Table 4 Analysis of variance and significance of regression coefficient for 
Source Sum of 

Squares 
df Mean 

Square 
Value p-value  

Model 37,064.98 9 4118.33 106.66 < 0.0001 significant 

X1-Temperature 248.81 1 248 6.44 0.0294  

X2-Time 0.00 1 3.46E-04 8.97E-06 0.9977  

X3-solvent/solid 
ration 

33,146.62 1 33146 858.48 0.0001  

X1X2 1,039.91 1 1039.91 26.93 0.0004  

X1X3 1,117.37 1 1117.37 28.94 0.0003  

X2X3 272.73 1 272.73 7.06 0.024  

X1
2 1,212.41 1 1212.41 31.4 0.0002  

X2
2 143.35 1 143.35 3.71 0.0829  

X3
2 305.27 1 305.27 7.91 0.0184  

Residual 386.11 10 38.61    

Lack of Fit 246.99 5 49.4 1.78 0.272 not 
significant 

Pure Error 139.12 5 27.82    

Total 37,451.08 19     
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 منحني هاي سه بعدي را با به تصوير كشيدن بازده 5-3هاي  شكل
 به صورت تابعي از دو فاكتور ديگر و ثابت نگه  كلروفيلكل

داشتن فاكتور سوم در نقطه مركزي جهت درك بهتر اثر منفرد و 

هاي  مطابق شكل .دهد ان ميمتقابل متغيرهاي مستقل بر پاسخ نش
 و ابتدا موجب كلروفيل داشت بر بازده  درجه دومدما تاثير، 4 و 3

به نظر مي رسد در . ش آن شد موجب كاهافزايش بازده و سپس
ابتدا، افزايش دما موجب افزايش نفوذپذيري حلال به سلول هاي 

اج كلروفيل شده است اما از گياهي و درنتيجه افزايش استخر

آنجايي كه كلروفيل تركيبي حساس به حرارت است، با افزايش 
زمان استخراج تاثير . ]29[بيشتر دما، كلروفيل تخريب مي شود 

) 2014(كنگ و همكاران . داري بر بازده استخراج نداشت معني
با افزايش زمان فرايند در يك دماي مشخص، مشاهده كردند كه 

 و در ، بازده كلروفيل افزايش يافتدقيقه 79  تا30 فراصوت از
در  زيرا  دقيقه به اوج رسيد ولي بعد از آن كاهش يافت79زمان 

 اكسيداسيون و تخريب كلروفيل ،دماهاي بالا و زمان طولاني

واسموند . ]30 [صورت مي پذيرد و موجب كاهش بازده مي شود
بيشتر % 96تانول و شوريز مشاهده كردند كه كارايي استخراج با ا

بود و زمان استخراج در زماني كه از حلال اتانول % 90از استون 
  .]31 [استفاده شد، تاثيري بر بازده استخراج نداشت

  
Fig 3 Response surface plot of the combined effect of 

S/S and temperature during chlorophyll extraction 
  

  
Fig 4 Response surface plot of the combined effect of 
time and temperature during chlorophyll extraction 

 و X1X2 ،X1X3 (اثر متقابل همه متغيرها ،4مطابق جدول 
X2X3(اگرچه زمان تاثير معني داري بر بازده .  معني دار بود

 زمان بر بازده –، اثر متقابل دما 4 كلروفيل نداشت اما مطابق شكل
، با )C 70°(ار بود و به اين صورت بود كه در دماي بالا معني د

كه تاثير زده كلروفيل كل كاهش پيدا كرد افزايش زمان، ميزان با
ون البه . بر تخريب كلروفيل را نشان مي دهددماي بالا طي زمان 

بيان كردند كه فرآيند حرارتي ميوه ها و ) 1996(و شوارتز 

منيزيوم و تشكيل سبزيجات سبزرنگ منجر به حذف يون 
مشتقات كلروفيل از قبيل فئوفيتين ها مي شود و همين امر منجر 

همچنين اثر متقابل . ]29 [به ازدست رفتن رنگ سبز مي گردد
 زمان معني - دما و نسبت حلال به جامد-نسبت حلال به جامد

دار بود و در هر دما و زماني، با افزايش نسبت حلال، بازده 
   .)5 و 3شكل هاي  (يافتكلروفيل كل افزايش 

  
Fig 5 Response surface plot of the combined effect of 

S/S and time during chlorophyll extraction 
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 *a (از ميان مدل هايي كه براي پيش بيني شاخص سبزي

Value(ِاما معني دار بود ، خطي استفاده شده بود، تنها مدل 
كه حاكي از  ) R2= 0.70(ميزان ضريب تبيين نسبتا كم بود 

   . پيش بيني استبرايكيفيت پايين مدل 
براساس نتايج مذكور، شرايط بهينه متغيرهاي آزمون براي 

 Designاستخراج كلروفيل از يونجه با استفاده از نرم افزار 

Expert 7 راندمان بيشينه تحت شرايط دماي. پيش بيني شد°C 

 99/9به ماده جامد  دقيقه و نسبت حلال 83/34، زمان 2/53

)ml/g (ط ميزان كلروفيل كل  و تحت اين شرايپيش بيني شد
)  گرم ماده خشك100ميلي گرم به ازاي  (318پيش بيني شده 

  . بدست آمد

مقايسه كلروفيل استخراجي از منابع گياهي - 3-3

  مختلف
 بهترين شرايط ،2- 3براساس نتايج بدست امده در قسمت 

، زمان C  2/53°نجه شامل دماياستخراج كلروفيل كل از يو

بود و ) ml/g (99/9 دقيقه و نسبت حلال به ماده جامد 83/34
بنابراين استخراج كلروفيل از ساير منابع گياهي مستعد ازقبيل 

 در همين چغندرقند  وضايعات چمن، برگ درخت توت، شاتوت
 مشاهده مي شود، 6 همانطور كه در شكل .شرايط انجام پذيرفت

 ميلي 692( برگ درخت شاتوت ازازده كلروفيل كل بيشترين ب

و سپس چمن بدست آمد )  گرم ماده خشك100گرم به ازاي 
 100 ميلي گرم به ازاي 435( حاوي بيشترين ميزان كلروفيل بود

استخراج كلروفيل از ) 2013(ميازك و لداكويچ . )گرم ماده خشك
ا مورد ها ر و ريزجلبك) كاج(ها  ، سوزن برگ)اقاقيا(ها  برگ

  در بيشترين ميزان رنگدانه و مشاهده كردند كهبررسي قرار دادند
هاي سوزني كاج  ين ميزان در برگو كمتر) ٪ 46/4(ريزجلبك ها 

گزارش ) 1999(چن و جيانگ  .]14 [وجود داشت) 38/0٪(

هايي كه در شرايط بهينه كشت مي شوند،  كردند كه بيشتر جلبك
 ].32[شك مي باشند كلروفيل بر اساس وزن خ% 4حاوي 

هاي استخراجي از منابع مختلف مشابه  وفيلشاخص سبزي كلر
بازده بالاي . بود و تفاوت معني داري بين نمونه ها وجود نداشت

برگ شاتوت مي تواند مقدمه اي براي مديريت و جمع آوري اين 
گرچه بازده كلروفيل . منبع مستعد جهت استخراج كلروفيل باشد

به عنوان محصول جانبي ( چغندرقند ضايعات چمن و برگ

كمتر از برگ درخت شاتوت بود اما به نظر مي رسد ) چغندرقند
جمع آوري اين ضايعات مستعد، آسانتر از برگ شاتوت مي باشد 
و مي تواند در سطح صنعتي جهت استخراج كلروفيل مورد استفاد 

  .قرار گيرد

  
Fig 6 Comparision of the total chlorophyll (TTC) 

from different plant resources 
 

  نتيجه گيري كلي - 4
نتايج اين تحقيق حاكي از آن بود كه حلال اتانول جهت استخراج 

براين،  علاوه. مي باشدكارامدتر  حلال استون نسبت بهكلروفيل 

هاي اقتصادي در  ي و ايمني و همچنين هزينهاز نظر بهداشتاتانول 
 بود كه دماي بالا آنسازي حاكي از  ينهنتايج به. اولويت قرار دارد

موجب تخريب كلروفيل طي زمان شد و بيشترين تاثير مربوط به 
راندمان بيشينه تحت شرايط . اثر نسبت حلال به ماده جامد بود

 دقيقه و نسبت حلال به ماده جامد 83/34، زمان C 2/53°دماي

99/9) ml/g (ل پيش بيني شد و تحت اين شرايط ميزان كلروفي
 گرم ماده 100ميلي گرم به ازاي  (318كل پيش بيني شده 

 بيشترين بازده كلروفيل مربوط به برگ .بدست آمد) خشك
برگ درخت شاتوت لذا . درخت شاتوت و سپس چمن بود

ضايعات چمن و . بهترين منبع از نظر بازده كلروفيل مي باشد
شتند برگ چغندرقند هم منابع مستعدي هستند كه بازده بالايي دا

و جمع آوري آن ها جهت استخراج كلروفيل امكان پذيرتر از 
 گرچه از ميان منابع مختلف بررسي شده، .برگ شاتوت مي باشد

يونجه داراي كمترين ميزان كلروفيل بود اما باتوجه به اينكه به 

صورت انبوه و در طول سال كشت مي شود و برداشت آن از 
ده نوان يكي از منابع عممزارع كشاورزي آسان است، هنوز به ع
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 تا علاوه گردد  لذا توصيه مي.باشد كلروفيل در دنيا مورد توجه مي
برگ درخت شاتوت و همچنين برگ چغندرقند و بر يونجه، 

ضايعات چمن جهت استخراج كلروفيل در حد صنعتي مورد 

  .استفاده قرار گيرد
 

 تشكر و قدرداني - 5
ايي پژوهشكده علوم هاي غذ از همكاري گروه پژوهشي افزودني

و فناوري مواد غذايي جهاد دانشگاهي مشهد به خاطر مساعدت 

  .در انجام اين تحقيق، كمال تشكر و قدرداني را داريم
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Chlorophyll is one of the most important natural colorants with many applications in food industry. Two 
important parameters in the production of chlorophyll are including appropriate resource and method of 
extraction. Therefore, in this research, at first type of solvent and its concentration during extraction of 
chlorophyll from alfalfa were determined. Then, Central Composite Design with 6 repeats at the central 
point was employed to optimize the effect of solvent to solid ratio, temperature and time on the total 
chlorophyll and a* value. The results indicated that ethanol 90% was the best solvent to extract the 
maximum yield of chlorophyll (295 mg/100 g d.m.). Moreover, a quadratic model with R2=0.989 was 
significant. The solvent to solid ratio was the most important parameter and time of extraction had not any 
significant effect on the yield. The maximum yield (318.5 mg/100 g d.m.) was obtained under 
temperature of 53.2 °C, time of 34.83 min and solvent to solid ratio 9.99 (ml/g). Finally, the yields of 
chlorophyll extraction from berry, mulberry, sugar beet leaves and grass were determined and the 
maximum yield was related to mulberry leaves (692 mg/100 g d.m.) and  then, grass and sugar beet had 
435 and 362 mg TCC/100 g d.m., respectively. 
 
Keywords: Chlorophyll extraction, Alfalfa, Green plants, Yield, a* value 
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