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Introduction: Since the synthesis of some chemical compounds is difficult and expensive, 
it is necessary to find ways to increase their production in plants. One of these materials is 
color compounds. Chlorophyll, as a natural pigment, plays an important role in the green 
appearance of plants. This color is used in food, cosmetics, etc industries. 
Aim: The purpose of this project is investigation of different methods of chlorophyll extraction 
for more chlorophyll content in alfalfa plants.
Materials and methods: To carry out this project, alfalfa cultivated and then the aerial part 
was harvested for biochemical analysis and kept at different temperatures (-20 and 4). 
chlorophyll was extracted using acetone and ethanol solvents by grinding method and 
methanol, DMSO and DMF solvents by soaking method and then its amount was measured 
by spectrophotometer at the respective wavelengths.
Results: Based on the obtained results, it can be said that acetone solvent with high ability 
and producing more extractable chlorophyll concentration than other solvents was chosen 
as the appropriate solvent. Also, samples kept at minus 20 temperature showed more chlo-
rophyll due to less possibility of destruction. 
Conclusion: maintaining of the aerial part of the plant at -20 keeps more chlorophyll than at 
4°C and extracting chlorophyll by grinding in acetone has a better performance compared 
to other solvents.
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مقدمه: از آنجا كه ســـنتز برخي تركيبات شـــيميايي ســـخت و هزينه بر اســـت، يافتن راه هايي براي تقويـــت توليد آنها در 

گياهـــان ضرورت دارد. يکي از اين مـــواد، تركيبات رنگي مي باشـــد. كلروفيل به عنوان يک رنگدانـــه طبيعي، نقش مهمي 

در ظاهر رنگ ســـبز گياهان ايفـــا مي-کند. اين رنگ در صنايع غذايي، آرايشي و غیره اســـتفاده مي شـــود. 

هدف:  تاثير نحوه نگهداری و روش استخراج در میزان كلروفيل در گياه يونجه 

مـــواد و روش ها: پس ازکشـــت بذرهای گیاه یونجـــه، بخش هوايي گیاه جهت آناليزهاي بيوشـــيميايي برداشـــت گرديد 

و در دماهـــای مختلـــف  )دمای 4 و20- ( نگهداری شـــد. ســـپس کلروفیل با اســـتفاده از حال های اســـتون و اتانول به 

روش ســـائیدن و حال های متانول، DMSO و DMF به روش خیســـاندن اســـتخراج و ســـپس میزان آن با  اسپکتروفتومتر 

در طول موج هـــاي مربوطه اندازه گيري شـــد.

نتایـــج: بر اســـاس نتایچ بدســـت آمده می تـــوان گفت حال اســـتون بـــا توانایی بـــالا و تولید مقدار غلظـــت کلروفیل 

اســـتخراجی بیشـــتر نســـبت به دیگر حال ها، به عنوان حال مناســـب انتخاب شـــد. همچنین نمونه های نگهداری شده 

در دمـــای 20-، به دلیـــل احتمال تخریب کمتر، میزان کلروفیل بیشـــتری نشـــان دادند.

 

نتیجـــه گیری: نگهداری اندام هوایی گیاه در20- میزان کلروفیل بیشـــتری را نســـبت به 4 درجه ســـانتیگراد حفظ می کند 

و اســـتخراج کلروفیل به-روش ساییدن در اســـتون در مقایســـه با حال های دیگر دارای عملکرد بهتری دارد.

محل انجام تحقیق : واحد قم، دانشگاه آزاد اسلامی

مریم خوش سخن مظفر 1، *

1- استادیار، گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسامی واحد قم، قم، ایران

)Medicago sativa L.( تاثیر دمای نگهداری و روش استخراج در میزان کلروفیل درگیاه یونجه
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كلروفيل، رنگ حاصل از اســـتخراج به وســـيله حـــال از برخي 

گياهان ســـبز ماننـــد يونجه، گزنه، اســـفناج و غيره مي باشـــد 

)1و2(. کلروفیـــل در لامـــای کلروپاســـت )3 و 4( توســـط 

پروتئین هایـــی محافظت شـــده که مجموعـــه ای از کلروفیل-

پروتئین تشـــکیل می شـــود  )7-5(، این مجموعه توسط دولایه 

پروتئین-لیپیدی احاطه شـــده اســـت و در نتیجه کلروفیل را در 

آن پایدار می کنـــد )8(. در گیاهان عالـــی، کلروفیل معمولا0/6ً 

تا 1/2٪ وزن برگ را بر اســـاس ماده خشـــک تشـــکیل می دهد 

)9(. تفاوت محتـــوای کلروفیل در برگ ســـبز تحت تأثیر محل 

رشـــد، ســـن برگ در یک درخت و موقعیت برگ اســـت )12-

10(. كلروفيـــل به خاطر دو خاصيت اصـــي خود، هم به عنوان 

يك ماده رنگي و هـــم ماده اي بوگير در صنعـــت كاربرد زيادي 

دارد. به طوری کـــه جهـــت رنـــگ كـــردن فرآورده هـــاي لبني، 

روغن هـــاي خـــوراكي، كيـــك، نوشـــيدني ها، آب ميـــوه، ژله ها، 

پاســـتا، فرمولاســـيون غذاي كودك، آدامس، شـــكر و محصولات 

قنـــادي و همچنـــن در حفظ رنگ ســـبزي هاي منجمـــد و يا 

كنسرو شـــده كاربرد دارد )13 و 14(. تکنیک اســـتخراج کلروفیل 

بـــه دلیل کاربردهای فـــراوان، توجه ویـــژه ای را به خود جلب 

می کند. اســـتخراج بـــا حال آلی روش ســـنتی مورد اســـتفاده 

اســـت )15 و 16(. کلروفیل دارای خواص آنتی اکســـیدانی و ضد 

التهابی اســـت که از بیماری های مزمـــن مانند سرطان جلوگیری 

می کنـــد )19-17(. يونجه بـــا نام علمـــي  .Medicago spp و 

نـــام انگليسي Alfalfa به تيره بقـــولات )Papilionaceae(  تعلق 

دارد. ايـــن خانـــواده، از بزرگترين خانواده گياهان گلدار اســـت 

كـــه داراي بيش از  450جنس و 12000گونه گياهي مي باشـــد و 

گزارش شده اســـت یکی از گیاهان با بیشـــترین میزان کلروفیل 

اســـت. اســـتفاده هدفمنـــد از آنزیم ها می تواند اثـــر حال را 

افزایـــش دهـــد و یا مقـــدار حال مـــورد نیاز برای اســـتخراج 

را کاهـــش دهد یا بـــازده ترکیبـــات قابل اســـتخراج را افزایش 

دهـــد )20(. آنزیم هـــای تخریـــب کننده دیواره ســـلولی نظیر 

پکتینازها، ســـلولازها و همی ســـلولازها به طور موفقیت آمیزی 

برای افزایش آزادســـازی اجزای مختلفی از جمله آنتوســـیانین، 

لیکوپـــن، ب-کاروتـــن، کاروتنوئیدها و کلروفیـــل از بافت های 

گیاهی اســـتفاده شـــده اند )25-21(. اســـتون یـــک حال آلی 

اســـت که قادر بـــه شکســـتن ناخالصی-های محلـــول در برگ 

گیاهان می شـــود. کلروفیل بیشترین، ســـاده ترین و سریعترین 

انحـــال را در ایـــن حال دارد. بـــرای اندازه گیری و اســـتخراج 

کلروفیل از بافت گیاهی از اســـتون ٪80 اســـتفاده می شـــود. 

طبـــق تحقیقـــات پیشـــین، روش آرنـــون که از حال اســـتون 

اســـتفاده کرده اســـت، بهترین حال جهت اســـتخراج کلروفیل 

با بهینه اســـتخراج، اســـتون می باشـــد. بعد از آن حال قطبی 

اتانـــول جهت اســـتخراج بهینه کلروفیل مناســـب می باشـــد. 

روش هـــای مختلف کروماتوگرافی، از جملـــه کروماتوگرافی لایه 

نـــازک، کروماتوگرافی مایع با فشـــار بالا،  و اســـپکتروفتومتری 

جهت تعیین مقدار کلروفیل اســـتخراج شـــده اســـتفاده شده 

اســـت )26(. اســـتفاده از اســـپکتروفتومتری مرئی با طول موج 

مناســـب به عنوان روشـــی دقیـــق، مطمـــن و کارامد جهت 

اســـتخراج رنگدانه هـــای کلروفیلـــی و کاروتنوئیدی می باشـــد 

کـــه در پروژه-هـــای تحقیقاتی مورد اســـتفاده می باشـــد. در 

مطالعه ای کـــه در رابطه اثـــر حال ها در اســـتخراج کلروفیل، 

بدون ســـایش صـــورت گرفـــت، مشـــخص گردید کـــه حال 

اســـتون پس از حـــال پترولیوم اتر و DMSO، کارایی بیشـــتری 

در فرایند اســـتخراج رنگدانه از ســـلول داشـــته اســـت )27(، 

همچنین گزارش شـــد میزان کلروفیلa اســـتخراج شده در روش 

خیســـاندن از بافت برگ بـــا DMSO در دمای بیـــن 25 تا 40 

درجه ســـانتی گراد به طور کلی مشـــابه به روش اســـتون بود. 

محققان طی اســـتخراج کلروفیل a از دو گونه مخمر مشـــاهده 

کردند که میزان کلروفیل a اســـتخراجی بـــا افزایش مدت زمان 

نگهداری نمونه در DMSO ســـبب افزایش شـــفافیت کلروفیل

a اســـتخراجی شـــد )28(. آنها همچنین در گـــزارش خود بیان 

کردنـــد DMSO نســـبت بـــه DMF کـــم خطرتر می باشـــد. 

همچنین روشـــهای مختلف اســـتخراج کلروفیل از جلبک مورد 

بررســـی قرار گرفت. نمونه های جلبکی فریز شـــدند و ســـپس 

با حال های مختلف کلروفیل اســـتخراج شـــد. مشـــخص شد 

از بیـــن حال هـــا دی متیـــل فرمامیـــد )DMF( بهترین حال 

اســـت. جهت بازدهی بیشـــتر کلروفیل این اســـتخراج طی سه 

مرحله در طی 24 ســـاعت انچام گرفت. همچنین نشـــان داده 

شـــد ســـاییدن مکانیکی حدود 20 درصد اســـتخراج کلروفیل را 

بهبود می بخشـــد )29(. در تحقیقی دیگر نیز فرایند اســـتخراج 

کلروفیـــل و کاروتنوئیدهـــا از میکروجلبک هـــا با اســـتفاده از 

حال های متانـــول و دی متیل سولفوکســـاید )DMSO( مورد 

آزمایش قـــرار دادند. بهتریـــن نتیجه اســـتفاده از حال متانول 

مقدمه:
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 DMSO تحت امـــواج فراصوت بـــود )30(. روش خیســـاندن

در ابتدا در ســـال 1978 معرفی گردید و نشـــان داده شـــد که 

انکوبه کـــردن برگ گیـــاه در 65 درجه ســـانتیگراد بدون عمل 

ســـائیدن به اندازه اســـتخراج مکانیکـــی کلروفیل با اســـتون 

کارآمد اســـت )31(. در روشـــهایی دیگر نیـــز از کروماتوگرافی 

لایـــه نازک )TLC( جهت بهینه ســـازی جداســـازی کلروفیل ها 

استفاده شـــده است )32(. 

هدف از این تحقیـــق، تاثیر روش نگهداری پس از برداشـــت و 

همچنین بررســـی روش هاي مختلف اســـتخراج كلروفيل جهت 

بازدهی بیشـــتر، در گیاه یونجه می باشـــد.

مواد و روش ها:

گیاه یونجه و کشت دانه
ابتـــدا بذرهاي گيـــاه يونجه همـــداني از شركت پـــاكان بذر 

اصفهان تهيه شـــد. در تاریخ 1400/4/6 در زميني به وســـعت 

100مترمربع كشـــت گردید. پـــس از 50 روز رشـــد و قبل از 

گلدهـــی، بخش هوايـــي گیاهان برداشـــت گردید.  بخشـــی 

در دمای 4 درجه ســـانتیگراد و بخشـــی دیگـــر در 20- درجه 

ســـانتیگراد نگهداری شـــدند تا آزمایشـــات لازم صورت گیرد. 

آزمایش های شیمیایی
در ایـــن آزمایش ها روش های مختلف ســـاییدن و خیســـاندن 

بافـــت انـــدام هوایی گیـــاه یونجـــه، نگهداری شـــده در 4 

درجه و 20- درجه ســـانتیگراد انجام گرفته و مورد مقایســـه 

قـــرار گرفـــت. به طـــوری کـــه طبق جـــدول شـــماره 1 بر 

روی نمونه هـــای نگهداری شـــده در 4 درجه ســـانتیگراد، در 

روش ســـاییدن از حال های اســـتون 80 درصـــد و 100 درصد 

و اتانـــول 90 درصد اســـتفاده شـــد و در روش خیســـاندن از 

متانـــول 100 درصـــد، DMSO و DMF. و بر روی نمونه های 

نگهداری شـــده در 20- درجه نیز از حال اســـتون 80 درصد 

با روش ســـاییدن و حال متانول در روش خیســـاندن استفاده 

. شد

استخراج به روش ساییدن با حال استون و اتانول
0/5 گرم انـــدام هوایی گیاه یونجه ) در ســـه تکرار(، با10 

ســـی ســـی حال در هاون ســـائیده شـــد تـــا یکنواخت 

سپس  گردد. 

مخلـــوط حاصل با دور 2500و زمان 10دقیقه ســـانتریفیوژ 

گردیـــد. محلـــول رويي با حال به حجم 10 ســـی ســـی 

رســـانده شـــد و جذب در طول موجهـــای مربوطه قرائت 

گردید. ســـپس میزان کلروفیـــل a وbو کاروتنوئید کل طبق 

فرمول محاســـبه گردید )33(.

فرمولهـــای محاســـبه غلظـــت رنگیزه هـــا با اســـتون 100 

صد ر د
Ca )µg/ml( = 11.24 A661.6 - 2.04 A664.8

Cb )µg/ml( = 20.13 A644.8 – 4.19 A661.6

C)X+C( )µg/ml( = )1000 A470 -1.90 ca -63.14 cb(/214

فرمولهای محاسبه غلظت رنگیزه ها با استون 80 درصد 
Ca )µg/ml( = 12.25 A663.2 - 2.04 A646.8

Cb )µg/ml( = 21.50 A646.8 – 4.19 A663.2

C)X+C( )µg/ml( = )1000 A470 -1.82 ca -85.02 cb(/198

فرمولهای محاسبه غلظت رنگیزه ها با اتانول 90 درصد 
Ca )µg/ml( = 13.36 A664.1 – 5.19 A648.6

Cb )µg/ml( = 27.43 A648.6– 4.19 A664.1

C)X+C( )µg/ml( = )1000 A470 -2.13 ca -97.64 cb(/209

اســـتخراج بـــه روش خیســـاندن با متانـــول خالص و 

DMF
میزان 0/1 گـــرم از نمونه های نگهداری شـــده در دمای 

4 درجه ســـانتیگراد در 5 ســـی ســـی حال خیســـانده 

شـــد و به مدت 3 دقیقه ســـونیکیت گردید. ســـپس به 

مدت 24 ســـاعت دریخچال ) دمای 4 درجه سانتیگراد( 

نگهـــداری شـــد و در نهایت بـــا دور 2500 به مدت 10 

دقیقه ســـانتریفیوژ شـــده و صاف گردید. میزان جذب 

محلـــول در طـــول موجهـــای مربوطه قرائـــت گردید. 

افـــزودن حال و مراحل انجام شـــده، روی نمونه گیاهی 

باقیمانده ســـه بار تکرار شـــد تا جایی کـــه کاما برگ 

بیرنگ شـــد. میزان کلروفیل هـــا و کاروتنوئید کل طبق 

فرمول محاســـبه گردید )32(.
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نتایـــج میـــزان کلروفیل بـــا روش ســـاییدن در دمای 4 

ســـانتیگراد درجه 
نتایج مقایســـه میانگین در اســـتخراج به روش سائیدن در  

نمونه هـــای نگهداری شـــده در دمای 4 درجه ســـانتیگراد 

نشـــان داد بیشـــترین مقدار کلروفیل  b وa در بین 3 روش 

اســـتخراج با ) اســـتون خالص، اســـتون 80 درصد و اتانول 

90 درصد(، در اســـتخراج با اســـتون خالص بدســـت آمد 

و بین دو روش دیگر اختاف معنی داری مشـــاهده نشـــد 

 .)1 )جدول 

نتایـــج میزان کلروفیـــل به روش خیســـاندن در دمای 4 

سانتیگراد درجه 
براســـاس نتایج بدســـت آمده، اســـتخراج با DMSO بعد 

از 48 ســـاعت بیشـــترین میـــزان رنگیزه های فتوســـنتزی 

)کلروفیـــل و کارتنوئید( را در گیاه یونجه حاصل داشـــت. 

نتایج نشـــان داد در روش اســـتخراج با DMSO خیساندن 

به مدت 24 ســـاعت با 48 ســـاعت تفاوت معنی داری در 

میزان کلروفیل a و کارتنوئید نشـــان نداد  و بالعکس سبب 

کاهش قابل توجـــه در میزان کلروفیلb  شـــد )جدول 1(. 

نتایج ســـنجش كلروفيل نمونه های در دمای 20- درجه 

سانتیگراد
مقایســـه میـــزان کلروفیـــلa و b دو روش ســـاییدن و 

خیســـاندن در نمونه های نگهـــداری شـــده در دمای 20- 

درجه ســـانتی گراد نشـــان داد در روش ساییدن در مقایسه 

با خیســـاندن میزان کلروفیل بیشتری اســـتخراج می گردد 

.)1 )جدول 

مقایســـه میزان کلروفیـــل a و b در نمونه های نگهداری 

شـــده در دمای 4 درجـــه با نمونه های نگهداری شـــده 

در 20- درجه

مقایســـه میزان کلروفیل a و b نمونه های نگهداری شـــده 

در دمای 4 درجه ســـانتی گراد با نمونه های نگهداری شـــده 

در 20- درجه ســـانتی گراد و استخراج شده در استون ٪80 

به روش ســـاییدن و همچنین در روش خیساندن با متانول 

نشـــان داد، محتوای کلروفیل a نمونه های نگهداری شـــده 

در دمای 20- بیشـــتر از 4 درجه است )جدول 1(. 

فرمولهای محاسبه غلظت رنگیزه ها با اتانول 90 درصد
Ca )µg/ml( = 16.72 A665.2 – 9.16 A652.4

Cb )µg/ml( = 34.09 A652.4– 15.28 A665.2

C)X+C( )µg/ml( = )1000 A470 -1.63 ca -104.96 cb(/221

)30( DMF فرمولهای محاسبه غلظت رنگیزه ها با
Ca )µg/ml( = 16.72 A665.2 – 9.16 A652.4

Cb )µg/ml( = 34.09 A652.4– 15.28 A665.2

 DMSOاستخراج به روش خیساندن با
0/1 گرم از نمونـــه های نگهداری شـــده در 4 درجه، در محلول 

DMSO  خیســـانده شـــد و در دمای 65 درجه ســـانتیگراد به 

مـــدت 24و 48 ســـاعت قرار گرفـــت. پس از زمان طی شـــده 

محلول ها در دمای اتاق سرد شـــده و ســـپس بـــا دور 2500 به 

مدت 10 دقیقه ســـانتریفیوژ شـــدند و صـــاف گردیدند. میزان 

جذب با دســـتگاه اســـپکتروفتومتر در طول موجهـــای مطابق 

فرمولهـــای زیر خوانده و میزان رنگیزه ها محاســـبه شـــد )34(.

Total Chlorophyll: 20.2)A645( + 8.02)A663(

Chlorophyll a: 12.7)A663( – 2.69)A645(

Chlorophyll b: 22.9)A645( – 4.68)A663(

آنالیز آماری
کلیـــه آنالیزهـــا با ســـه تکرار مســـتقل انجام گرفت و ســـپس 

 spss  نتایج به دســـت آمـــده از گروه ها بـــه کمک نرم افـــزار

و انجام تســـت  Tukeyمورد بررســـی قرار گرفت. با اســـتفاده 

از نرم افـــزار Excel داده هـــا تحلیل و نمودارهای مربوطه رســـم 

شـــد. همچنین میزان معنی دار بودن یا نبودن آن ها در ســـطح 

p≤0.05  بررســـی شد.

مواد و روش ها:



24

داری ...                          
گ

ث�ی دمای ن� �ت
h tt p s : / / z i s ti . i a u v a r a m i n . a c . i r

ن مظفر خوش سخ
ره 3 ان    .   سال1401    .   دوره 17   .   �ش دانش زیس�ت ا�ی

جدول 1: متغیرهای استفاده شده جهت نگهداری گیاه بعد از برداشت، روش استخراج و حال¬های مورد استفاده و نتایج حاصل از استخراج

بحث:

محتـــوای کلروفیل از معیارهای مشـــخصی اســـت که به 

عنوان شاخص فعالیت فتوســـنتزی در کشاورزی محسوب 

می شـــود.. یکی از مشـــکاتی که امروزه در ارتباط با تولید 

کلروفیـــل و کارتنوئیدها وجـــود دارد جداســـازی رنگدانه 

تولیدی اســـت. روش هـــای متعددی از جملـــه روش های 

فیزیکـــی، شـــیمیایی و آنزیمی برای اســـتخراج رنگدانه از 

ســـلول وجود دارد )35(. 

هدف از این مطالعه، مقایســـه اســـتخراج کلروفیل جهت 

دســـتیابی به بهترین بازدهی، بهینه ســـازی تولید کلروفیل، 

می باشـــد. در این پژوهـــش از حال های )اســـتون خالص 

 )DMF،DMSO،و 80 درصد، اتانـــول 90 درصد، متانـــول

و روش مکانیکی ســـائیدن و خیســـاندن در دو دمای 4 و 

20- درجه ســـانتی گراد برای گیاه یونجه اســـتفاده شـــد.  

نتایـــج ایـــن تحقیق حاکـــی از آن بـــود که اســـتخراج با 

اســـتون به روش ســـاییدن موجب افزایش قابل توجهی در 

بازده کلروفیل می شـــود. چیســـتی و همکاران، روش های 

مختلف تخریب ســـلولی را بررســـی کرده انـــد )36(. برای 

تخریب ســـلول در مقیاس بـــزرگ، روش هـــای مکانیکی 

تخریب ســـلول متداول تر هســـتند. شـــواهد کافی نشان 

می دهد که تخریب ســـلول بـــه روش هـــای مکانیکی به 

آنزیم های داخل ســـلولی پروتئین ها آســـیب نمی رســـانند 

 .)37(

در این تحقیق روش اســـتخراج کلروفیل a ، b و کارتنوئیدها 

بـــا حال های اســـتون در دو غلظـــت 100 و 80 درصد و 

اتانول 90 درصد در روش ســـائیدن و همچنین با حال های 

متانـــول، DMF و DMSO در روش خیســـاندن ســـنجش 
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گردید و با توجه به نتایج بدســـت آمـــده، در بین 3 حال 

استفاده شده در روش ســـائیدن )استون خالص، استون 80 

درصد و اتانول 90 درصد(، بیشـــترین مقـــدار کلروفیل  aو 

b در استخراج با اســـتون خالص بدست آمد. بین دو روش 

دیگـــر اختاف معنی داری مشـــاهده نشـــد. رنگدانه های 

کارتنوئیدی به صورت محلول در چربی هســـتند. انتخاب 

حـــال مهم ترین عامل برای اســـتخراج کارآمد کارتنوئیدها 

اســـت و عمدتاً به ترکیبات کارتنوئیدی بســـتگی دارد. در 

ایـــن پژوهـــش از میان چهار حـــال )اســـتون ، اتانول 90 

درصـــد، متانـــول، DMSO( که حال های ایمـــن و تائید 

شـــده در ســـازمان غذا و دارو FAD است، جهت انتخاب 

حال مناســـب برای سیســـتم های سایشـــی، خیساندن و 

اختـــاط با دماهای 4 و 20- اســـتفاده شـــد. مطابق نتایج 

بدســـت آمده، حال اســـتون با توانایی بالا و تولید مقدار 

غلظت کارتنوئید اســـتخراجی بیشـــتر نســـبت به دیگر 

حال هـــا به عنوان حال مناســـب انتخاب شـــد. در میان 

روش های اســـتخراج کارتنوئید از گیاه یونجه اســـتفاده از 

روش اســـتخراج با حـــال DMSO در انـــدام هوایی گیاه 

مدت زمان 48 ســـاعت نســـبت به ســـایر روش ها موثرتر 

بود بـــا اینکه صابریـــان و همکاران )1398( در گزارشـــی 

اعـــام کردند کـــه حال اســـتون توانایـــی بالاتری جهت 

استخراج کاروتنوئید، نســـبت به دو حال متانول و اتانول 

دارد )13(. Shoaf  و Lium )1976( نشـــان دادنـــد کـــه 

دی متیل سولفوکســـید )DMSO( در اســـتخراج کلروفیل 

از گونه های جلبک نســـبت به اســـتون کارآمدتر اســـت 

)37(. آنها بیان کردند اســـتخراج با دی متیل سولفوکســـید 

برخاف اســـتون نیـــاز به ســـائیدن ندارد و نســـبت به 

اســـتون روش ســـاده تری می باشد.

در نمونه هـــای نگهداری شـــده در دمای 20-، اســـتخراج 

بـــا حال های اســـتون )در غلظـــت 80 درصـــد( با روش 

ســـاییدن و متانـــول )100 درصد( در روش خیســـاندن بر 

میـــزان کلروفیـــل a، b و کارتنوئیدها مورد ســـنجش قرار 

گرفت . بیشـــترین میزان کلروفیل aو b در روش اســـتخراج 

کلروفیل با اســـتون  80 درصد به روش ســـاییدن، بدســـت 

آمـــد. همچنین مقایســـه میانگین ها نشـــان داد اختاف 

معنـــی-داری در میزان کلروفیل به دســـت آمده در روش 

ســـائیدن با اســـتون خالص )نگهداری شـــده در دمای 4 

درجـــه ســـانتی گراد( با میـــزان کلروفیل به دســـت آمده 

از روش ســـاییدن در اســـتون 80 درصد )نگهداری شـــده 

در دمـــای 20- درجه ســـانتی گراد( وجود نـــدارد. مطابق 

نتایج بدســـت آمده می توان نتیجه گرفت حال اســـتون 

دارای توانایی بالاتری در اســـتخراج کلروفیل a نســـبت به 

دیگـــر حال ها بـــوده و به عنوان حال مناســـب معرفی 

. د می گرد

نتیجه گیری:

جهـــت مراقبـــت بعد از برداشـــت اندام هوایی گیـــاه یونجه و حفظ بیشـــتر کلروفیل دمـــای 20- بهتر از 4 درجه ســـانتیگراد عمل 

می¬کند. همچنین جهت اســـتخراج کلروفیل، روش ســـاییدن و اســـتفاده از حال اســـتون در مقایســـه با حال¬های دیگر عملکرد 

دارد. بهتری 

تقدیر و تشکر

بدین¬وسیله از دانشگاه آزاد اسامی واحد قم و بخش آزمایشگاه ها قدردانی می گردد.

تعارض منافع:

تعارض منافعی وجود نداشته است.
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