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سازي تولید کلروفیلین مس از چمن و بررسی پایداري آن در نوشیدنی  بهینه
  دارينعناع طی زمان نگه

 
  1، فرشته حسینی1، شادي بلوریان2، حامد حسینی1حامد صابریان

  

   رضوياستادیار گروه پژوهشی افزودنی هاي غذایی، پژوهشکده علوم و فناوري مواد غذایی، سازمان جهاد دانشگاهی خراسان -1
 عضو گروه پژوهشی افزودنی هاي غذایی، پژوهشکده علوم و فناوري مواد غذایی، سازمان جهاد دانشگاهی خراسان رضوي -2

 )16/02/98: رشیپذ خیتار  97/ 01/10:  افتیدر خیتار(

 

  چکیده
این مطالعه، مقایسه استخراج تک و دو مرحله اي هدف از . ها دارد کلروفیلین مس، رنگدانه اي محلول در آب است و کاربرد گسترده اي در نوشیدنی

سازي تولید کمپلکس کلروفیل مس و درنهایت، بررسی پایداري کلروفیلین مس در نوشیدنی نعناع در  کلروفیل جهت دستیابی به بیشترین بازدهی، بهینه
براي دستیابی به شرایط . اج شد و شرایط بهینه تعیین گردیدابتدا کلروفیل از چمن طی یک و دو مرحله استخر. دماهاي محیط و تسریع شده طی زمان بود

و )  درجه سانتیگراد100-40(، دما )3 -9 (pH، )وزنی مس نسبت به کلروفیل/وزنی % 200-0(بهینه تولید کلروفیل مس، تاثیر مستقل متغیرهاي غلظت مس 
کردن کلروفیل مس تولیدي در شرایط بهینه، کلروفیلین مس محلول در آب پس از صابونی . سازي شدند بهینه )*a(بر شاخص سبزي )  دقیقه180-15(زمان 

 42(تاریکی و دماهاي محیط و تسریع شده /درنهایت، نوشیدنی نعناع حاوي کلروفیلین مس تولید شد و پایداري رنگ آن در هر دو شرایط نور.تولید شد
میلی لیتر بر گرم  (1:10شترین بازده استخراج طی دو مرحله با نسبت حلال به ماده جامد نتایج حاکی از آن بود که بی. طی زمان بررسی شد) درجه سانتیگراد

 درجه سانتیگراد و طی 80مس، در دماي % 100بیشترین شاخص سبزي در غلظت ).  گرم ماده خشک100 میلی گرم به ازاي 590(حاصل شد ) ماده خشک
تاریکی و دماهاي محیط و تسریع شده، پایداري / مس تولیدي طی زمان و در هر دو شرایط نورنوشیدنی نعناعحاوي کلروفیلین.  دقیقه حاصل شد60زمان 

  . خوبی را نشان داد اگرچه در نمونه حاوي رنگدانه تجاري، رسوب رنگ مشاهده شد
  

  استخراج کلروفیل، چمن، کلروفیلین مس، نوشیدنی:  واژگانکلید
 
 
 
 

                                                   

 مسئول مکاتبات: saberian@acecr.ac.ir  
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   مقدمه- 1
بیعی، فراوانترین و عنوان یک رنگدانه ط کلروفیل به

هاي گیاهان  اي است که در ساقه و برگ ترین رنگدانه دردسترس
از برخی از گیاهان سبز این رنگدانه طبیعی.]1 [سبز وجود دارد

خوراکی مانند علف، یونجه، گزنه و برگ برخی از گیاهان وبا 
شود  استفاده از حلال جهت مصارف صنفی و صنعتیاستخراج می

ن ماده اولیه لازم جهت استخراج این محصول بنابرای]. 3 و 2[
  .ارزشمند، بسیار ارزان است

کلروفیل یک رنگدانه پایدار در طبیعت است اما وقتی از بافت 
شود، در اثر نور، حرارت، اکسیژن، اسید و  گیاهی استخراج می

علت اصلی این تغییرات این است که . شود ها تخریب می آنزیم
فظتی روي آن دارند تجزیه شده و منیزیم هایی که اثر محا پروتئین

شود و درنتیجه کلروفیل  کلروفیل با هیدروژن اسید جایگزین می
. یک فرآیند غیرقابل بازگشت استشود که  به فئوفیتین تبدیل می

با عمل فئوفیتینیزاسیون، تغییر رنگ از سبز کلروفیل به سبز قهوه 
  .]6 و 5، 4[پذیرد  اي یا خاکستري صورت می

ها تهیه شده  ي پایدارسازي کلروفیل، مشتقاتی از آنبرا
 مس بیشترین تولید صنعتی را –است؛اگرچه کمپلکس کلروفیلین 

در میان مشتقات کلروفیل،داراست و در واقع کمپلکس محلول در 
 مس یک مشتق نیمه سنتتیک از - کلروفیلین. باشد آب کلروفیل می

 هیدرولیز گروه فیتول رنگدانه کلروفیل طبیعی است که تولید آن با
و متیل استرهاي عصاره کلروفیل ) دم چربی دوست و آب گریز(

شود و سپس با جایگزین شدن اتم مس با  طبیعی خام آغاز می
ها سبز تیره و یا پودر  رنگ محلول آن. گردد منیزیوم، تکمیل می

بیشینه قابل قبول مصرف آن بر . باشد  سیاه می–سبز تیره تا آبی 
 میلی گرم به ازاي هر کیلوگرم 15ندارد ملی ایران، اساس استا

بنابراین مزیت اصلی کلروفیلین مس نسبت به ].7[وزن بدن است
پذیري  کلروفیل، پایداري مناسب آن در شرایط محیطی و انحلال

 مس به عنوان یک - استفاده از کلروفیلین. باشد آن در آب می
 برخی کشورهاي رنگدانه مواد غذایی در اروپا، برزیل، ژاپن و

ها مجاز شناخته  دیگر جهت استفاده در مواد غذایی و نوشیدنی
شده است درصورتی که استفاده قانونی آن در ایالات متحده 

باشد و عمدتا در بهداشت دهان و دندان و به  آمریکا محدود می
شود و فقط در یک نوع  عنوان مکمل رژیم غذایی استفاده می

هیچ اثر  تنها حال،تاکنون نه با این. نوشیدنی مرکبات مجاز است
 و 8[ مس گزارش نشده است -منفی از مصرف کلروفیلین 

بلکه برخی از محققین اثرات سلامتی بخشی و پیشگیري از ]9
هاي  به عنوان ترکیب ضد سرطان و پیشگیري از بیماري(بیماري 

این .]9 و 8[اند  را از این رنگدانه خوراکی گزارش کرده) مزمن
اي در محصولات غذایی، آرایشی و  طور گسترده تنها به  نهترکیب

هاي  عنوان یک نوع جدید از افزودنی داروئی کاربرد دارد بلکه به
باتوجه به اثرات جانبی ].1[باشد بخش مطرح می غذایی سلامتی

هاي سنتزي از یک طرف و اثرات داروئی و سلامتی بخشی  رنگ
ضمن ایجاد جذابیت و (هاي با منشأ طبیعی از طرف دیگر  رنگ

اي از طرف  ، تمایل فزاینده)حفظ خواص کیفی محصول
. وجود آمده است کننده به سمت این ترکیبات طبیعی به مصرف

  .بنابراین، تولید این رنگدانه نیز از اهمیت فراوانی برخوردار است
تاکنون تحقیقات مختلفی در زمینه استخراج کلروفیل از گیاهان 

استخراج ) 2013(میازك و لداکویچ . استمختلف صورت گرفته 
ها را  و ریزجلبک) کاج(ها  ، سوزن برگ)اقاقیا(ها  کلروفیل از برگ

) a2017(صابریان و همکاران ]. 10[مورد بررسی قرار دادند 
شامل یونجه، (از میان منابع گیاهی مختلف گزارش کردند که 

 ، بیشترین بازده کلروفیل کل از برگ)توت، شاتوت و چمن
)  گرم ماده خشک100 میلی گرم به ازاي 692(درخت شاتوت 

دست آمد و سپس چمن حاوي بیشترین میزان کلروفیل بود  به
ها در  آن]. 11) [ گرم ماده خشک100 میلی گرم به ازاي 435(

راندمان بیشینه کلروفیل بیان کردند که ) b2017(تحقیق دیگري 
 83/34، زمان C 2/53°طی استخراج از یونجه در شرایط دماي

شود  حاصل می) ml/g (99/9دقیقه و نسبت حلال به ماده جامد 
]12.[  

تر  از آنجایی که چمن نسبت به برگ شاتوت فراوانتر، در دسترس
باشد، این منبع  تر می ریزي تر و قابل برنامه و جمع آوري آن ارزان

تري براي استخراج کلروفیل به نظر  عنوان یک منبع مناسب به
براین اساس، هدف از این مطالعه در ابتدا، مقایسه  .رسد می

استخراج تک و دو مرحله اي کلروفیل از چمن جهت دستیابی به 
، غلظت مس، pHسپس شرایط بهینه از نظر . بیشترین بازده بود

دما و زمان فرآیند جهت تولید کمپلکس کلروفیل مس بر اساس 
ین مس درنهایت، پایداري کلروفیل. شاخص سبزي تعیین شد

تولیدي در نوشیدنی نعناع طی زمان و در شرایط نور و تاریکیدر 
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دو دماي محیط و تسریع شده بررسی شد و با نمونه تجاري 
  .مقایسه شد

  

  ها  مواد و روش- 2
  ها  آماده سازي نمونه- 2-1

هاي ضایعات چمن از بلوارهاي چمن کاري شده دانشگاه  نمونه
 جداسازي ذرات فردوسی مشهد جمع آوري شدند و پس از

 3حدود (خارجی و برگ درختان، در دماي محیط و فضاي سایه 
هاي خشک شده با استفاده از  نمونه. کاملا خشک شدند) روز

 عبور داده شدند و 40آسیاب سایشی پودر شدند و از الک با مش 
. داري شدند تا زمان انجام آزمون، در نایلون در دماي اتاق نگه

، استون و اتانول با )اسپانیا(رکت شارلو  آبه از ش5سولفات مس 
صنایع شیمیایی دکتر (درجه آزمایشگاهی از شرکت دکتر مجللی 

  .خریداري شدند) مجللی، ایران
  سازي استخراج کلروفیل  بهینه- 2-2

 و 1:15، 1:10(در این قسمت ابتدا نسبت حلال به ماده جامد 
ر گرفت و مورد بررسی قرا)  میلی لیتر به ازاي ماده خشک1:20

باتوجه به . اي مقایسه شد ها با استخراج دو مرحله سپس بهینه آن
 C°و دماي) حجمی/حجمی% (90ازاتانول ]11[تحقیقات پیشین 

.  دقیقه جهت استخراج کلروفیل استفاده شد83/34، زمان 2/53
اي رنگ دربسته اي قهوه فرآیند استخراج در داخل بطري شیشه

و بر روي دستگاه هیتر ) وفیلجهت جلوگیري از تخریب کلر(
ها آزمون.  و با کنترل دما انجام شدrpm 300استیرر با دور حدود

  .حداقل دردو تکرار انجام شدند
  سازي تولید کلروفیل مس  بهینه- 2-3

واکنش جایگزینی منیزیوم مرکزي در مولکول کلروفیل توسط 
مس با حرارت دادن مخلوط واکنش در حضور سولفات مس 

متغیرهاي آزمون در چند مرحله به صورت مستقل ]. 13[انجام شد
ابتدا . ها ارزیابی شد نمونه) *a(سازي شدندو شاخص سبزي  بهینه
سبزي رنگدانه در شرایط شاخص بر ) 9- 3(هاي مختلف  pHتاثیر

 60 درجه سانتیگراد، 100ثابت دما، زمان و غلظت مس به ترتیب 
، 40، 20، 10، 5، 0(سپسغلظت مس . بررسی شد% 100دقیقه و 

مسنسبت بهکلروفیل ) وزنی/وزنی % (200 و 100، 80، 60

 بهینه شده در مرحله قبلی، دماي pHدر شرایط ثابت ) استخراجی
از سولفات .  دقیقه بررسی شد60 درجه سانتیگراد و زمان 100

هاي ذکر شده  عنوان منبع مس استفاده شد اما غلظت مس به
در مرحله بعدي . سبه شدبراساس وزن معادل عنصر مس محا

 و pHدر شرایط ثابت )  دقیقه180-15(هاي مختلف  تاثیر زمان
 درجه 100غلظت مس بهینه شده در مراحل قبلی و دماي 

 100-60(در نهایت، تاثیر دماهاي مختلف . سانتیگراد بررسی شد
، غلظت مس و زمان بهینه pHدر شرایط ثابت ) درجه سانتیگراد

  . بررسی شد) *a( شاخص سبزي شده در مراحل قبل بر
 صابونی کردن کلروفیل مس و تولید کلروفیلین -2-3-1

  مس
مطابق با روش اسماعیل و همکاران ) II(مس کلروفیلین کمپلکس

محلول کلروفیل مس انتخابی در مرحله ]. 14[تهیه شد ) 1994(
 Laborota 4003(قبل با استفاده از دستگاه روتاري تحت خلا 

control, Germany ( درجه سانتیگراد تغلیظ شد 60در دماي 
 گرم سدیم 50و سپس به ازاي هر کیلوگرم پودر خشک چمن، 

به مایع تغلیظ شده، افزوده ) وزن چمن% 5(هیدروکسید 
شدن کلروفیل و جداشدن زنجیره فیتولی طی  واکنش صابونی.شد
 درجه سانتیگراد در حضور 60دهی در دماي   دقیقه حرارت30

سپس با استفاده از اسید . وکسید صورت پذیرفتسدیم هیدر
.  رسانده شد9-8 محلول به حدود pH، %10کلریدریک 

  . تولید شد20درنهایت، کلروفیلین مس محلول در آب با بریکس 
داري   تولید نوشیدنی و بررسی شرایط نگه- 2-4

  بر شاخص سبزي
شکر، % 11اسید سیتریک،  % 15/0فرمولاسیون نوشیدنی شامل 

نمونه نوشیدنی نعناع با . پکتین بود % 1/0اسانس نعناع و %  1/0
pH تهیه شد و بعد از افزودن محلول ) 8/3( اسیدي

، در )حجمی/وزنی % 2/0به میزان  (20مس با بریکس  کلروفیلین
قرار )  دقیقه1مدت   درجه سانتیگراد به90 (معرض پاستوریزاسیون

 30(زمان طی ) *b و *L* ،a(هایرنگی آن  گرفت و شاخص
در )  درجه سانتیگراد42(شده و در دماهاي محیط و تسریع) روز

  .معرض نور و تاریکی بررسی شد
 اندازه گیري کلروفیل با استفاده از روش - 2-5
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  اسپکتروسکوپی
دست آمده بعد از  براي اندازه گیري میزان کلروفیل، مایع رویی به
رقیق شد % 80ون عمل سانتریفوژ در مراحل قبل، با استفاده از است

 نانومتر توسط 645 و 663هاي  ها در طول موجو جذب نمونه
، Biochrom، شرکت BC47358مدل (دستگاه اسپکتروفتومتر 

خوانده شد و با استفاده از فرمول زیر میزان ) ساخت انگلستان
 ]:15[کلروفیل کل محاسبه گردید 

 (20.2 A645 + 8.02 A663)*100/1000 * فاکتور
 گرم وزن تازه 100میلی گرم به ازاي (کلروفیل کل  =سازي رقیق
  )نمونه

  گیري کلروفیلین مس   اندازه- 2-6
 میلی لیتر محلول بافر 20یک گرم از نمونه خشک شده را در 

 لیتر 1حل نموده و با آب مقطر به حجم ) pH =5/7(فسفات 
 میلی لیتر از این محلول با محلول بافر 10سپس . رسانده شد
 میلی لیتر رسانده شد و جذب آن در طول 100حجم فسفات به 

درصد خلوص نمک سدیم .  نانومتر خوانده شد405موج 
  ]:7[کلروفیلین مس با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد 

درصد خلوص نمک سدیم کلروفیلین مس= (A405* ضریب
)/(رقت وزن نمونه *565 ) 

 405 میزان جذب نمونه در طول موج A405که در این فرمول، 
 حداکثر شدت جذب نمونه خالص یک درصد 565نانومتر و عدد 
  . باشد  نانومتر می405در طول موج 

   شاخص رنگیگیري اندازه - 2-7
هاي تهیه شده با استفاده از عصاره) *a(شاخص سبزي 

-C04، مدل ColorFlexHunterLab(هانترلب  دستگاه

  ].16[صورت پذیرفت ) ، ساخت تایوان1005-631
  احی آزمایش و تجزیه و تحلیل آماري طر- 2-8

جهت انتخاب بهترین نسبت حلال به ماده جامد و همچنین 
، pHاي کلروفیل، انتخاب بهترین  تیمارهاي استخراج دومرحله

بهترین غلظت مس و همچنین بهترین دما و زمان فرآیند تولید 
کلروفیل مس از آنالیز واریانس و طرح یک فاکتور در یک زمان و 

اي دانکن با   و آزمون چند دامنهSPSS 21تفاده از نرم افزار با اس
 .استفاده شد% 95سطح اطمینان 

   نتایج و بحث- 3
 تاثیر نسبت حلال به ماده جامد بر بازده - 3-1

  استخراج کلروفیل
باتوجه به تحقیقات پیشین، مهمترین عامل موثر بر بازده استخراج 

 و 12، 11[شد با کلروفیل، نسبت حلال به ماده جامد می
 1:20 و 1:15، 1:10استخراج در سه نسبت حلال به ماد جامد].16

با افزایش نسبت ، 1باتوجه به شکل . انجام شد) میلی لیتر بر گرم(
حلال به ماده جامد، بازده کلروفیل افزایش قابل توجهی پیدا کرد؛ 

 به 1:10نحوي که با افزایش نسبت حلال به ماده جامد از  به
 18، میزان بازده کلروفیل به ترتیب )میلی لیتر بر گرم(1:20و 1:15

از آنجایی که افزایش بیش از حد حلال . افزایش پیدا کرد% 7و 
صرفه  مقرون به) علت افت حلال طی استخراج و بازیابی به(

) میلی لیتر بر گرم( 1:20باشد، به نسبتحلال به ماده جامد  نمی
  . اکتفا شد

  
Fig 1 The yield of total chlorophyll content (TCC) at 

different Liquid/Solid ratio  
اي تعیین شود که  آل حلال مورد استفاده بایستی به گونه میزان ایده

افزایش نسبت ]. 17[براي انحلال ترکیبات هدف کافی باشد 
حلال به ماده جامد موجب افزایش توانایی استخراج حلال 

 به مقدار بهینه، میزان استخراج اگرچه پس از رسیدن] 18[شود می
ساختار ماتریس ]. 19[کند  ماند یا حتی کاهش پیدا می ثابت می

نیز توانایی حلال براي نفوذ و ) در اینجا پودر چمن(ماده اولیه 
علت ]. 20[دهد  استخراج ترکیبات مدنظر را تحت تاثیر قرار می

مد را افزایش بازده استخراج با افزایش نسبت حلال به ماده جا
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هاي گیاهی و  توان به افزایش نفوذ حلال آلی به ماتریس سلول می
پذیري و استخراج ترکیب رنگی نسبت درنتیجه افزایش انحلال

طی استخراج کلروفیل از ) 2018(کولکارنی و نیکولو .]21 [داد
مشاهدهکردندکه میزان کلروفیل Chlorella vulgarisجلبک 

ت توده به حلال بود به طور استخراجیِ کل متاثر از نسبت زیس
گرم وزن زیست توده  (5:1 به 3:1که با افزایش این نسبت از 

میزان کلروفیل افزایش پیدا کرد اما در )مرطوب به میلی لیتر حلال
یلمه و همکاران ]. 22[، این رنگدانه کاهش یافت10:1نسبت 

گزارش کردند که با افزایش نسبت ماده جامد به حلال ) 2014(
میزان بازده استخراج رنگدانه افزایش یافت و سپس به علت ابتدا 

 ].23[اشباع شدن حلال، بازده کاهش یافت 

  تاثیر استخراج دومرحله ایبر بازده کلروفیل- 3-2
تواند موجب افزایش بازده  افزایش تعداد دفعات استخراج می

جهت افزایش کارایی استخراج، ]. 19[ترکیب مورد نظر شود 
، زمان C 2/53°حله اي در شرایط ثابت دماياستخراج دو مر

میلی لیتر بر  (1:20 دقیقه و نسبت حلال کل به ماده جامد 83/34
 مشاهده 2طور که در شکل  همان. ، مورد بررسی قرار گرفت)گرم
داشتن میزان  با فرض ثابت نگه(اي  شود، استخراج دومرحله می

ا نسبت به داري بازده استخراج ر به طور معنی) مصرف حلال کل
اي افزایش داد؛ اگرچه تفاوتی در بازده استخراج دو  مرحله نوع تک

مشاهده ) لیتر بر گرم میلی (1:10 – 1:10 با 1:15 - 1:5اي  مرحله
  . نشد

  
Fig 2 The comparison of the yield of total 

chlorophyll content (TCC) during single and double 
step extraction  

مشاهده کردند که افزایش تعداد دفعات ) 2017(ی و سوگی اُبرِوی
تواند موجب افزایش بازده رنگدانه لیکوپن   بار می4استخراج تا 

- پروا]. 19[شود اگرچه پس از آن تاثیري بر بازده نداشت 
استخراج کاتکین و کافئین از ) 2006(اوزونالیک و همکاران 

ادند و مشاهده هاي چاي سبز را طی چهار مرحله انجام د برگ
به (هاي بعدي  کردند که بازده استخراج در هر مرحله از استخراج

کاهش یافت؛ اگرچه میزان کل این ترکیبات به ) صورت جداگانه
در مرحله دوم بازده کافئین و . ازاي وزن کل عصاره افزایش یافت

افزایش یافت اگرچه در مرحله سوم این % 27کاتکین حدود 
رسید % 3و در مرحله چهارم به کمتر از % 9افزایش به کمتر از 

]24 .[ 

گزارش کردند که در نسبت زیست )2018(کولکارنی و نیکولو 
گرم وزن  (3:1 به حلال Chlorella vulgarisتودهجلبک 

 7در مرحله اول استخراج،  )لیتر حلال توده مرطوب به میلی زیست
ست میلی گرم کلروفیل به ازاي گرم ماده خشک زیست توده بد

گرم به ازاي گرم   میلی9/3آمدو طی استخراج در مرحله دوم به 
ازاي گرم ماده  گرم به  میلی9/1ماده خشک و در مرحله سوم به 

  ]. 22[خشک رسید 
 تاثیر متغیرهاي موثر بر شاخص سبزي - 3-3

  محلول کلروفیل مس
فعال بسیار ناپایدار مخصوصا در  کلروفیل یک ترکیب زیست

، اسید و قلیا است که با افزودن یون روي یا شرایط نور، حرارت
شود و به طور گسترده در صنعت غذا کاربرد دارد  مس پایدار می

ها و ایجاد کمپلکس روي یا مس، رنگ  با افزودن این یون]. 25[
  .شود حاصل می)  کوچکتر*aشاخص (سبز شدیدتري 

اثر غلظت مس بر شاخص سبزي محلول کلروفیل مس در شکل 
سایر پارامترهاي فرآیند تولید کلروفیل . ده شده است نشان دا3

، 7ترتیب در مقادیر ثابت  ، دما و زمان فرایند بهpHمس از قبیل 
مطابق شکل . داشته شدند  دقیقه نگه60 درجه سانتیگراد و 100

،کمترین میزان شاخص سبزي مربوط به نمونه شاهد بود که 3
شاخص سبزي فاقد مس بود و با افزایش غلظت مس، میزان 

کوچکترین (افزایش یافت به طوري کهبیشترین میزان سبزي رنگ 
a* ( 100مربوط به غلظت مس) % وزن مس به وزن کلروفیل (

. مس انتخاب شد% 100لذا غلظت . بود و پس از آن ثابت ماند
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البته در این غلظت مس، همواره مقدار قابل توجهی از مس 
کرد که به معنی مازاد بودن یون مس نسبت به مولکول  رسوب می
رسد علت نیاز به میزان مس بیشتر، به  به نظر می. باشد کلروفیلمی

هاي کمتر و عدم ایجاد کمپلکس  تعادل رسیدن واکنش در غلظت
ضمنا رسوب مس .هاي کلروفیل و مس باشد بین تمام مولکلول

  .یی نشودگردد تا وارد محصول نها پس از واکنش حذف می

  
Fig 3 The effect of Cu concentration on the greenness 

value (a*) of the chlorophyll solution   
تشکیل کمپلکس کلروفیل روي به غلظت یون روي و غلظت 

ازکان و بیلک ]. 26[باشد  رنگدانه کلروفیل محلول وابسته می
 300 تا مشاهده کردند که با افزایش غلظت کلرید روي) 2015(

ppm شاخص سبزي پالپ اسفناج افزایش یافت و پس از آن 
  ]. 16[ثابت ماند 

، در شرایطی که 9 تا 3 محلول استخراجی چمن از pHتغییر 
و  % 100 درجه سانتیگراد، غلظت یون مس 100دماي محلول 
 دقیقه بود، تاثیري بر شاخص سبزي نداشت 60دهی  زمان حرارت

 مشاهده کردند که بیشترین شاخص )2015(اگرچه ازکان و بیلک
، از میزان این pH وجود داشت و با کاهش 9 تا pH 7سبزي در 

بیان کردند که ) 1994(لابورد و ون البه . شاخص کاسته شد
 افزایش 6 تا 4هاي  pHتشکیل کمپلکس روي در پوره نخود در 

نتایج متضادي را در ) 2009(سنکلانگ و آنپرانگ ]. 4[یافت 
 آوردند دست  بر رنگ سبز عصاره برگ پاندا بهpHمورد اثر 

 وجود داشت و 5 برابر با pHاي که بیشترین رنگ سبز در  گونه به
، pHبنابراین ]. 27[ شدت سبزي کاهش یافت 8 و 7هاي pHدر 

از . هاي متفاوت داشته است تاثیر متفاوتی بر مواد خام و عصاره

 بود و از 7 اولیه محلول کلروفیل مس حدود pHآنجایی که 
 7 برابر pH تاثیري بر شاخص سبزي نداشت، لذا pHطرفی، 

  .ها انتخاب شد براي ادامه آزمون
تاثیر دما بر شاخص سبزي محلول کلروفیل مس در شرایط ثابت 

pH دقیقه 60دهی  و زمان حرارت% 100، غلظت مس 7 برابر با 
ه ، نتایج حاکی از آن بود ک4مطابق شکل .مورد بررسی قرار گرفت

داري  با افزایش دماي فرآیند، میزان شاخص سبزي به طور معنی
داري در میزان شاخص سبزي بین  افزایش یافت اما تفاوت معنی

 80لذا دماي .  درجه سانتیگراد وجود نداشت100 و 80دو دماي 
  .درجه سانتیگراد انتخاب شد

  
Fig 4 The effect of temperature on the greenness 

value (a*) of the chlorophyll solution   
 تا 80مشاهده کردند که با افزایش دما از ) 2015(ازکان و بیلک 

 دقیقه، شاخص سبزي رنگ 15 درجه سانتیگراد طی مدت 110
سنکلانگ و ]. 16[افزایش یافت و پس از آن کاهش یافت 

  ]. 27[نیز به نتایج مشابهی دست یافتند ) 2009(آنپرانگ 
اخص سبزي محلول کلروفیل مس در شرایط ثابت تاثیر زمان بر ش

pH درجه 80و دماي فرآیند % 100، غلظت مس 7 برابر با 
 5همانطور که در شکل . سانتیگراد مورد بررسی قرار گرفت

 دقیقه، شاخص 60شود با افزایش زمان فرآیند تا  مشاهده می
. اما پس از آن ثابت ماند)  کوچکتر*a(سبزي افزایش یافت 

 دقیقه، جایگزینی کامل یون مس 30 و 15هاي  ن در زمانبنابرای
 60با منیزیوم موجود در کلروفیل صورت نگرفته است اما زمان 

  . باشد دقیقه، زمانی کافی جهت جایگزینی یون مس با منیزیوم می
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Fig 5 The effect of treatment time on the greenness 

value (a*) of the chlorophyll solution   
داري بر شاخص سبزي   تاثیر شرایط نگه- 3-4

  نوشیدنی
 % 3 + 1/0، 20میزان خلوص کلروفیلین مس تولیدي با بریکس 

شاخص سبزي نوشیدنی، پس از افزودن محلول . محاسبه شد
کلروفیلین مس به نوشیدنی نعناع و فرآیند پاستوریزاسیون و 

نتایج . گیري شد  روز اندازه28داري تا  همچنین طی زمان نگه
تاریکی تاثیر بسزایی بر /حاکی از آن بود که عوامل دما و نور

داري، این شاخص به  شاخص سبزي نداشتند اما طی زمان نگه
؛ اگرچه این کاهش )*aافزایش (کاهش یافت  داري صورت معنی

بنابراین، رنگدانه کلروفیلین مس ). 6شکل (بسیار اندك بود 
  . ع، پایدار بوده استداري نوشیدنی نعنا تولیدي طی نگه

  
Fig 6 The effect of different condition of storage on 
the greenness value (a*) of the mint drink containing 

cu-chlorophyllin  

مشاهده کردند که با افزایش دماي ) 2018(پارك و همکاران 
اخص داري گوجه سیاه، میزان کلروفیل و به تبعیت از آن، ش نگه

ها نسبت  سبزي آن کاهش پیدا کرد و علت آن را به فعالیت آنزیم
نیز مشاهده کردند که با ) 2019(کانگ و همکاران ]. 28[دادند

 تا 4داري رنگدانه کلروفیل ریزپوشانی شده از  افزایش دماي نگه
]. 29[ درجه سانتیگراد، میزان تخریب کلروفیل افزایش یافت 40

 نیز توجه کرد که کارهاي انجام شده بر روي البته باید به این نکته
بوده است و از آنجایی که ) که حاوي یون منیزیوم است(کلروفیل 

حساسیت کلروفیل نسبت به کلروفیلین مس خیلی بیشتر است، 
طبیعی است که تخریب و کاهش آن در دماهاي بالاتر نیز بیشتر 

  . باشد
 نعناع استفاده از نمونه کلروفیلین مس تجاري نیز در نوشیدنی

شود رنگدانه کلروفیلین مس   مشاهده می7همانطور که شکل . شد
علت . تجاري در همان ابتداي نگه داري در نوشیدنی رسوب کرد
توان به  رسوب کلروفیلین مس تجاري در نوشیدنی را می

 ].30[هاي اسیدي نسبت داد  pH یون کلروفیلین در 1خودتجمعی

  
Fig 7 The comparison of the produced (a) and 

commercial (b) copper chlorophyllinapplied in the 
mint drink  

  

 گیري کلی  نتیجه- 4
اي نیمه سنتزي است که با جایگزین  کلروفیلین مس، رنگدانه

جاي یون منیزیوم و جداکردن گروه فیتول طی  کردن یون مس به
حلول در آب این رنگدانه، م. شود کردن حاصل می فرآیند صابونی

                                                   

1. Self-assembling 
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تر  است و نسبت به کلروفیل بسیار پایدارتر و همچنین جذاب
نتایج این تحقیق حاکی از آن بود که استخراج . باشد می

 موجب افزایش قابل توجهی در بازده کلروفیل اي دومرحله
همچنین، شرایط بهینه تولید کلروفیل مس شامل غلظت . شود می

.  دقیقه بود60 زمان  درجه سانتیگراد و80، دماي  %100مس 
رنگ نوشیدنی نعناع حاوي کلروفیلین مس تولیدي نیز پایداري 
بسیار مناسبی را در دماهاي محیط و تسریع شده و در شرایط 

باتوجه به پدیده .  روز نشان داد28تاریکی طی مدت /نور
هاي اسیدي و رسوب  خودتجمعی کلروفیلین مس در نوشیدنی

آینده در زمینه بررسی سازوکار شود تحقیقات  آن،پیشنهاد می
ها یا اصلاح فرآیند  جلوگیري از این پدیده با استفاده از افزودنی

  . گذاري شوند تولید، هدف
 

   سپاسگزاري- 5
هاي مالی و  وسیلهاز سازمان جهاد دانشگاهی براي حمایت بدین

             معنوي از این پژوهش که در قالب طرح پژوهشی به کد
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Copper chlorophyllin is a water soluble pigment and has a wide application in the drink industry. The 
aims of the research were,firstto compare single and double step extraction of chlorophyll to achieve 
the highest yield,second to optimize the producing of copper chlorophyll complex and finally, to study 
the stability of copper chlorophyllin in mint drink at room and accelerated temperatures during time. 
First, the chlorophyll was extracted from grass by single and double step extraction and the optimum 
condition was determined. The effect of Cu concentration (0-200 % w/w), pH (3-9), temperature (40-
100 ◌۫C) and time (15-180 min) on the greenness value (a*) was optimized. After saponification of the 
produced copper chlorophyll, water soluble copper chlorophyllin was produced. Finally, mint drink 
containing copper chlorophyllin was produced and its color stability was investigated at light/dark and 
room and accelerated temperatures (25 and 42 ◌۫C) during time. The results indicated that the highest 
yield of chlorophyll (590 mg/100 g d.m.) was obtained by double step extraction with the solvent/solid 
ratio of 10:1 (ml/g). The highest a* was obtained at cu concentration of 100 % at 80 ◌۫C during 60 
min. Mint drink containing copper chlorophyllin was  stable at different conditions of light/darkness 
and room and accelerated temperatures but in the drink containing commercial copper chlorophyllin, 
this pigment was precipitated. 
   
Keywords: Chlorophyll extraction, Grass, Copper chlorophyllin, Drink 
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