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چکیده
هدف از این تحقیق، بهینه سازى استخراج کلروفیل از برگ درخت شاتوت با استفاده از روش فراصوت بود. براى بهینه سازى اثر 
شدت توان فراصوت (100-10%) نسبت حلال به ماده جامد (10-5 میلى گرم بر لیتر)، دما (70-30 درجه سانتى گراد) و زمان 
(10-2 دقیقه) بر بازده کلروفیل کل و شاخص سبزى از طرح مرکب مرکزى با شش تکرار در نقطه مرکزى استفاده شد. نتایج 
بهینه سازى نشان داد که مدل درجه دوم براى بازده کلروفیل کل معنى دار بود و ضریب تبیین (R2) محاسبه شده براى آن 0/922 
مى باشد. نسبت حلال به ماده جامد، مهم ترین عامل اثرگذار مثبت بر بازده کلروفیل بود؛ اگرچه افزایش دماى استخراج، به طور 
قابل توجهى موجب کاهش بازده شد. افزایش شدت توان فراصوت نیز موجب افزایش معنى دارى در بازده کلروفیل شد. بازده 
 9/99 (ml/g) 30/2، شدت توان فراصوت 100%، زمان 9/83 دقیقه و نسبت حلال به ماده جامد ˚C بیشینه تحت شرایط دماى
پیش بینى شد و تحت این شرایط میزان کلروفیل کل 680/50 (میلى گرم به ازاى 100 گرم ماده خشک) به دست آمد. مقایسه 
دو روش متداول و فراصوت نیز نشان داد که بازده استخراج کلروفیل با استفاده از روش متداول (495/65 میلى گرم به ازاى 100 
گرم ماده خشک) به طور معنى دارى کم تر از روش فراصوت (680/5 میلى گرم به ازاى 100 گرم ماده خشک) بود. بنابراین مى توان 

نتیجه گرفت که روش فراصوت، روشى کارامد براى استخراج کلروفیل مى باشد.   
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1- مقدمه
استفاده از رنگ هاى مصنوعى در صنایع غذایى کابرد فراوانى 
با  آن ها  جایگزینى  براى  فزاینده اى  تمایل  حال،  این  با  دارد. 
جانبى  اثرات  است.  آمده  به وجود  طبیعى  منشا  با  رنگ هاى 
متعددى از قبیل اثرات آلرژیک، اثرات عصبى و رفتارى (مانند 
رنگ هاى  مصرف  از  ناشى  سمیت  هم چنین  و  فعالى)  بیش 
درحالى  این  است.  شده  مشاهده  مدت  طولانى  در  مصنوعى 
است که رنگ هاى مشتق شده از منابع طبیعى، علاوه بر این که 
هستند،  مناسبى  حسى  ویژگى هاى  و  کارایى  کیفیت،  داراى 
داراى اثرات دارویى متعددى از قبیل اثرات ضد سرطانى، ضد 
بنابراین نقش  التهابى، ضد کلسترول و دیابت نیز مى باشند و 

مهمى در ارتقاء سلامتى انسان برعهده دارند [1-3]. 
که  هستند  طبیعى  سبز  رنگدانه  متداول ترین  کلروفیل ها 
در گیاهان یافت مى شوند. از آن جایى که کلروفیل یک بخش 
جدایى ناپذیر غذاهاى گیاهى مى باشد، در طول تاریخ به عنوان 
یک جزء رژیم غذایى انسان بوده است [4]. این رنگدانه طبیعى با 
استفاده از حلال هاى آلى از برخى از گیاهان سبز خوراکى مانند 
علف، یونجه، گزنه، اسفناج، برگ برخى از گیاهان مانند توت، 
شاتوت، چغندرقند و غیره استخراج مى شود [4، 5]. بنابراین 
ماده اولیه لازم جهت استخراج این محصول گران قیمت، بسیار 
ارزان است. دو نوع کلروفیل a و b که کلروفیل هاى غالب در 
تفاوت آن ها  گیاهان عالى مى باشند، ساختار مشابهى دارند و 
در گروه R است. اگر R یک گروه متیل(CH3)  باشد، کلروفیل 
a (C55H72MgO5N4) و اگر عامل فرمیل (CHO) باشد،  از نوع

b (C55H70MgO6N4) است [6-8]. کلروفیل از نوع
روغن هاى  لبنى،  فراورده هاى  کردن  رنگ  جهت  کلروفیل 
خوراکى، کیک، نوشیدنى ها، آب میوه، ژله ها، پاستا، فرمولاسیون 
غذاى کودك، آدامس، شکر و محصولات قنادى و هم چنین در 
دارد  کاربرد  شده  کنسرو  یا  و  منجمد  سبزى هاى  رنگ  حفظ 
از  اثرات سلامتى بخش کلروفیل، بسیارى  دلیل  به   .[10  ،9]
محصولات محتوى آن ازقبیل مکمل ها و آب میوه هاى غذایى 
محصولات  این  تولیدکنندگان  گرفته اند.  قرار  استقبال  مورد 
گروه  و  کلروفیل  بین  شیمیایى  تشابه  که  هستند  مدعى 
محافظت  مسئول  است  ممکن  هموگلوبین  (هم)  پروستتیک 
از  برخى   .[11] باشد  بیمارى  چندین  برابر  در  انسان  بدن 

محققین فعالیت آنتى اکسیدانى کلروفیل را تایید کردند  که 
به  نیز  را  بیمارى هاى مزمن  از  نهایت پتانسیل پیش گیرى  در 
همراه خواهد داشت. هم چنین این ترکیب، مستعد فعالیت هاى 

ضدسرطانى1 در بدن انسان مى باشد [12، 13]. 
 ،(E141) با توجه به کاربردهاى متعدد رنگ خوراکى کلروفیل
استخراج آن از گیاهان مورد توجه واقع شده است. براى تولید 
حاوى  گیاهان  از  استفاده  جمله  از  مهم  عامل  دو  کلروفیل 
مقدار زیاد کلروفیل و روش استخراج کارآمد ضرورى مى باشد 
محیط  دوســت دار  استخراج  روش هــاى  یافتن  جهت   .[14]
و  استخراج  زمان  کردن  کوتاه  حلال،  مصرف  کاهش  زیست، 
افزایش بازده، فناورى هاى جدیدى مورد مطالعه قرار گرفته اند 
فراصوت،  از فناورى هاى  از جمله روش استخراج، استفاده  که 
با حلال فوق بحرانى و هم چنین استخراج به کمک  استخراج 
فراصوت  میان این روش ها، روش  از   .[15] مى باشد  مایکرویو 
به عنوان یک روش جایگزین کارآمد، ارزان قیمت و ساده نسبت 
براى  است که  به فناورى هاى استخراج متداول شناخته شده 
استخراج رنگدانه هاى گیاهان، ترکیبات فنلى و آنتى اکسیدان ها 

به کار گرفته شده است [16، 17].
در  فراصوت  فناورى  از  استفاده  که  کینى گزارش کرد  مک 
استخراج لیگنین از چوب، سبب کاهش زمان از روز به ساعت 
که طى  مشاهده کردند  و همکاران  [18]. روحانى  است  شده 
استخراج کورکومینوئید از نمونه هاى زردچوبه با استفاده از تیمار 
فراصوت غیرمستقیم (در حمام فراصوت) در دماى 25 درجه، 
بازده کورکومینوئید حدود 3 برابر روش متداول بود [19]. کوکو 
و همکاران  استخراج رنگ از روناس را مورد مطالعه قرار دادند 
و مشاهده کردند که بیش ترین بازده استخراج با روش فراصوت 
طى زمان 18 دقیقه و دماى 36 درجه، حدود 63% بود درحالى 
که بیش ترین بازده استخراج با روش متداول حدود 58% بود و 
حتى جهت رسیدن به این بازده، 60 دقیقه زمان نیاز بود [20]. 
به طور  فراصوت،  روش  از  استفاده  با  استخراج  روش  سازوکار 
داده  نسبت  حرارتى  و  حفره زایى  مکانیکى،  اثرات  به  معمول 
مى شود که منجر به تخریب حرارتى دیواره هاى سلولى، کاهش 
مى شود.  سلولى  غشاى  از  جرم  انتقال  افزایش  و  ذرات،  اندازه 
اثرات مکانیکى روش فراصوت ممکن است به علت کاهش اندازه 
بین فازهاى  افزایش سطح تماس  به  ذرات در ماتریس، منجر 
1. Anti-mutagenic
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مایع و جامد شود و در نتیجه باعث افزایش بازده شود [21].
گیاهى  منابع  میان  از  که  کردند  بیان  همکاران  و  صابریان 
مختلف (شامل یونجه، توت، شاتوت و چمن)، بیش ترین بازده 
ازاى  به  میلى گرم   692) برگ درخت شاتوت  از  کلروفیل کل 
حاوى  چمن  سپس  و  آمد  به دست  خشک)  ماده  گرم   100
 100 ازاى  به  میلى گرم   435) بود  کلروفیل  میزان  بیش ترین 
بالاى برگ شاتوت مى تواند  بازده  گرم ماده خشک). بنابراین، 
مقدمه اى براى مدیریت و جمع آورى این منبع مستعد جهت 

استخراج کلروفیل در سطح صنعتى باشد [22]. 
با توجه به اهمیت کلروفیل به عنوان رنگ سبز طبیعى در صنایع 
غذایى و ضرورت استفاده از افزودنى هاى طبیعى به جاى انواع 
سنتزى به خاطر ایمنى و حتى اثرات سلامتى بخش آن ها، در 
این تحقیق، بهینه سازى اثر شدت توان فراصوت (%10-100) 
دما  گرم)،  بر  میلى لیتر   5-10) جامد  ماده  به  حلال  نسبت 
(70-2 درجه) و زمان (10-2 دقیقه) بر بازده کلروفیل کل و 
شاخص سبزى در برگ درخت شاتوت مورد بررسى قرار گرفت.

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

نمونه هاى برگ شاتوت از باغ دانشگاه فردوسى مشهد تهیه 
شدند و پس از شستشو، در آون با دماى C˚ 50 تا رسیدن به 
وزن ثابت (24 ساعت) خشک شدند. نمونه هاى خشک شده با 
استفاده از آسیاب تیغه اى پودر شده و از الک با مش 50 عبور 
داده شدند و تا زمان انجام آزمون، در نایلون در دماى اتاق نگه 
از شرکت  آزمایشگاهى  درجه  با  اتانول  و  استون  شدند.  دارى 

دکتر مجللى خریدارى شد [23].

2-2-بهینه سازى استخراج کلروفیل با استفاده از روش 
فراصوت

بهینه سازى استخراج کلروفیل از گیاه انتخابى در مرحله قبل با 

جدول (1) متغیرهاى مستقل و سطوح آن ها در طرح مرکب مرکزى
سطوح فاکتورها دما (C°)زمان  (min)نسبت حلال به ماده جامد (ml/g)شدت توان فراصوت (%)

105:1230-1
551 : 7/56500
10010:11070+1

استفاده از روش فراصوت و طرح مرکب مرکزى در سه سطح 
(مطابق جدول 1) انجام پذیرفت. شرایط استخراج شامل توان 
به 1   10) ماده جامد  به  (100-10%)، نسبت حلال  فراصوت 
تا 5 به 1 میلى لیتر بر گرم)، دماى استخراج (70- 30 درجه) 
بهینه سازى استخراج  بود. جهت  در طى زمان (10-2 دقیقه) 
از حلال اتانول 90% استفاده شد. همه آزمون هاى استخراج تا 
حد امکان در شرایط نور کم انجام شد. پروب دستگاه فراصوت 
داخل نمونه (یک سانتى متر بالاتر از کف سلول) قرار گرفت و 
تیمار فراصوت اعمال شد. باتوجه به این که طى فرایند اعمال 
از  دما  تنظیم  مى یابد، جهت  افزایش  دماى نمونه ها  فراصوت، 
سیرکولاتور آب استفاده شد. نمونه ها در دماى 4 درجه و دور 
rpm 8000 براى مدت 5 دقیقه سانتریفیوژ شده و سپس مایع 

رویى جمع آورى شد. آزمون ها در دو تکرار انجام شدند [24].

روش  از  استفاده  با  کلروفیل  اندازه گیرى   -3-2
اسپکتروسکوپى

آمده  به دست  رویى  مایع  کلروفیل،  میزان  اندازه گیرى  براى 
استون  از  استفاده  با  قبل،  مراحل  در  سانتریفوژ  عمل  از  بعد 
و   663 موج هاى  طول  در  نمونه ها  جذب  و  شد  رقیق   %80
 ،BC47358 645 نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر (مدل
شرکت Biochrom، ساخت انگلستان) خوانده شد و با استفاده 

از معادله (1) میزان کلروفیل کل محاسبه گردید [25]:
 (1)

=کلروفیل کل (میلى گرم به ازاى 100 گرم وزن خشک نمونه)
1000/100× (A663+ 8/02 A645 20/2 )× فاکتور رقیق سازى

2-4-اندازه گیرى شاخص رنگى
شاخص سبزى (*a) عصاره هاى تهیه شده با استفاده از دستگاه 
 ،C04-1005-631 مدل   ،ColorFlex HunterLab  هانترلب 

ساخت تایوان صورت پذیرفت [26].
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پیش بینى  قابل  مدل،  توسط  کل  تغییرات   %7/8 تنها  دیگر، 
اصلاحى تبیین  ضریب  هم چنین  نمى باشد.  توضیح  و 

(R2 adj =0/86) به ضریب تبیین نزدیک است که بیانگر وجود 
شده  پیش بینى  مقادیر  و  آزمون  مقادیر  بین  بالا  همبستگى 
موفقیت  عدم  بیانگر   (Lack of fit) برازش  عدم  آزمون  است. 
مدل  دامنه  در  که  نقاطى  در  داده ها  دادن  نشان  جهت  مدل 
 ،(3) جدول  مطابق   .[31] مى باشد  ندارند،  وجود  رگرسیونى 
این  از  حاکى  نتایج  همه  بنابراین  نبود.  معنى دار  برازش  عدم 
بودند که مدل رگرسیونى خطى تحت شرایط مختلف دما، زمان 
را  بازده کلروفیل کل  به خوبى  به ماده جامد  و نسبت حلال 

پیش بینى مى کند. 
آنالیز رگرسیون چندگانه (مدل درجه دوم) بر روى داده هاى 
آزمون انجام شد و معادله (2) براى پاسخ هاى پیش بینى شده 

بازده کلروفیل کل به صورت کدگذارى شده به دست آمد:

(2)

در این رابطه X3 ،X2 ،X1  و X4  به ترتیب کدهاى دما، شدت 
توان فراصوت، زمان و نسبت حلال به ماده جامد مى باشند.

معنى دارى هر پارامتر با شاخص p مشخص گردید. همان طور 
متغیرهاى خطى  اثر  مى شود.  مشاهده   (4) جدول  در  که 

X2 ،X1 و X4 و اثر متقابل X1 X4  و  X2 X4 به طور قابل توجهى 

بازده کلروفیل کل را تحت تاثیر قرار داد (p<0/05) به طورى 
که افزایش نسبت حلال به ماده جامد و شدت فراصوت موجب 
افزایش بازده و افزایش دما موجب کاهش بازده استخراج کلروفیل 
شد که این مساله در شکل (2) (a-d) نیز قابل مشاهده است.

بزرگ ترین  مى شود،  مشاهده   (1) معادله  در  که  همان طور 
نتیجه  در  و   (-82/45) مى باشد  دما  به  مربوط  خطى  ضریب 
افزایش دما اثر معکوسى بر بازده استخراج داشته است (مطابق 
به  ترکیبى حساس  کلروفیل  که  آن جایى  از  و   (b 2aو  شکل 
حرارت است، موجب تخریب کلروفیل شده است [32]. ون البه 
فرایند حرارتى میوه ها و سبزیجات  و شوارتز  بیان کردند که 
مشتقات  تشکیل  و  منیزیوم  یون  حذف  به  منجر  سبزرنگ 

2-5- طراحى آزمایش و تجزیه و تحلیل آمارى
روش سطح پاسخ (RSM) مجموعه اى از تکنیک هاى آمارى 
است که در بهینه سازى فرایندها به کار مى رود و پاسخ مورد نظر 
توسط تعدادى از متغیرها تحت تاثیر قرار مى گیرد. با کمک این 
طرح آمارى، تعداد آزمایش ها کاهش یافته و کلیه ضرایب مدل 
رگرسیون درجه دوم و اثر متقابل فاکتورها، قابل برآورد هستند 
و امکان استخراج اطلاعات بیش ترى از تحلیل این طرح نسبت 
به روش فاکتوریل وجود دارد [27]. روش سطح پاسخ در قالب 
طرح مرکب مرکزى (CCD) جهت ارزیابى ضرایب مدل انتخابى 
از  استفاده  با   (ANOVA) واریانس  آنالیز  و  شد  گرفته  به کار 
بازده  مقایسه  جهت  شد.  انجام   Design Expert 7 افزار   نرم 
کلروفیل استخراجى با استفاده از دو روش متداول و فراصوت، 
آنالیز واریانس با استفاده از نرم افزار SPSS 21 و آزمون چند 

دامنه اى دانکن با سطح اطمینان 95% انجام شد.

3- نتایج و بحث
3-1- بهینه سازى استخراج کلروفیل با استفاده از روش 

فراصوت
استخراج  مناسب  روش هاى  از  یکى  اولتراسوند  استخراج 
با روش هاى قدیمى  بالا در مقایسه  به دلیل کارآیى  است که 
استخراج، سبب کاهش مصرف انرژى و مصرف حلال مى شود. 
از روش فراصوت به عنوان یک روش آزمایشگاهى براى استخراج 
مواد موثره گیاهى از قبیل ترکیبات فنلى و آنتوسیانینى [28]، 
آناتو [29]، روغن، پروتئین و ترکیبات زیست فعال از گیاهان 
استفاده شده است [30]. مقادیر پاسخ ها (بازده کلروفیل کل، 
کلروفیل a، کلروفیل b و شاخص سبزى) تحت شرایط مختلف 
آزمون در جدول (2) مشاهده مى گردد. با توجه به گستردگى 
با کلروفیل   b و a روند مشابه کلروفیل هاى نتایج و هم چنین 
کل، تنها به تجزیه و تحلیل کلروفیل کل پرداخته شد. نتایج 
بازده  براى  رگرسیونى  مدل  چند   (ANOVA) واریانس  آنالیز 
3 نشان  از شاتوت در جدول شماره  کلروفیل کل استخراجى 
داده شده است. نتایج حاکى از آن بود که مدل درجه دو براى 
بازده کلروفیل کل معنى دار بود و ضریب تببین (R2) محاسبه 
شده براى آن 0/922 بود که بیانگر آن است که 92/2% تغییر 
در پاسخ ها توسط مدل برازش شده قابل تبیین است. به عبارت 
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جدول (2) شرایط آزمون با طرح مرکب مرکزى و نتایج استخراج کلروفیل از گیاه شاتوت 
a* کلروفیل کل b کلروفیل a کلروفیل (X4) نسبت حلال به ماده جامد (X3) زمان (X2) شدت توان مصرفى (X1) دما دیف ر

3/96 394/39 81/4 313 5 2 10 30 1
4/17 535 103 432 10 2 100 30 2
3/86 432 86 346 5 10 100 30 3
4/01 545/5 107 438/5 7/5 6 55 30 4
4/12 512/4 99 413 10 2 10 30 5
3/88 406/69 80/69 326 5 2 100 30 6
4/13 486 94 392 10 10 10 30 7
3/92 412/35 83/6 328/75 5 10 10 30 8
4/11 682/43 131/43 551 10 10 100 30 9
3/76 408/42 90/42 318 5 6 55 50 10
3/82 511/47 118/47 392 7/5 10 55 50 11
3/96 443 92 351 7/5 6 55 50 12
3/76 410 109 3 7/5 6 55 50 13
3/76 448 93 324 7/5 6 100 50 14
3/76 417/17 90 318 7/5 6 55 50 15
3/92 460 98 365 5 6 55 50 16
3/90 543/3 96 357 10 6 55 50 17
4/08 462/38 119 393 7/5 2 55 50 18
3/92 439 106 330 7/5 6 55 50 19
3/97 453/0 98 365 7/5 6 10 50 20
3/93 427 106 321 7/5 6 55 50 21
3/96 307 83 224 5 10 100 70 22
3/75 303 88 215 5 2 100 70 23
3/60 305 75 230 5 2 10 70 24
4/06 313 83 220 5 10 10 70 25
3/77 319/5 97 222/5 10 10 10 70 26
3/99 318/6 98/6 220 5 2 10 70 27
3/87 347 76 271 7/5 6 55 70 28
3/95 383/5 80/5 203 10 10 100 70 29
3/96 326 99 217 10 2 100 70 30

به  منجر  امر  همین  و  مى شود  فئوفیتین ها  قبیل  از  کلروفیل 
ازدست رفتن رنگ سبز مى گردد. پدرام نیا و همکاران گزارش 
کردند که طى استخراج آنتوسیانین زرشک در دماهاى پایین 

افزایش دما تا 50 درجه بازده  با استفاده از روش فراصوت، با 
استخراج افزایش مى یابد اگرچه دماهاى بالاتر موجب تخریب 

آنتوسیانین مى شود[33]. 
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جدول  (3) آنالیز واریانس مدل هاى مختلف براى بازده کلروفیل کل
R2 (P-Value) میزان احتمال F میزان میانگین مربعات  درجه آزادى جمع مربعات منبع

5/4×106 1 5/4×106 میانگین
0/736 0/0001 17/44 41442 4 1/6×105 مدل خطى
0/857 0/0462 2/69 4547 6 27284 2FI مدل
0/922 0/0461 3/14 3660 4 14642 مدل درجه دوم
0/955 0/7383 0/62 910 8 7284 مدل درجه سوم

1457 7 10199 باقى مانده
1/87×105 30 5/63×106 کل

جدول (4) آنالیز واریانس و معنى دارى ضرایب رگرسیون در بهینه سازى استخراج کلروفیل به روش فراصوت
Fpمیانگین مربعاتجمع مربعاتدرجه آزادىمنبع

0/0001*1051483512/73×142/08مدل
X111/21×1051/21×1051040/0001
X21556855684/750/0451
X31424142413/640/0639

X41347403474029/810/0001
X2 X11204720471/760/1796
X3 X116306300/540/4949
X4 X11147061470612/620/0027
X2 X31319831982/740/1012
X2 X41513351334/400/0440
X3 X41156915691/350/2745
2 X11234223422/010/1565
2 X21175517541/510/2145
2 X312752750/240/6554
2 X411/51/50/00010/9387

15174841166باقى مانده
0/057**1016667166610/21عدم برازش

5816163خطا
105×292/25کل

* مدل در سطح 5% معنى دار است.                                    

 ** عدم برازش در سطح 5% معنى دار نمى باشد.

بر  معنى دارى  تاثیر  فراصوت  توان  شدت   ،(4) جدول  مطابق 
بازده کلروفیل داشت و با افزایش توان، بازده افزایش یافت. زو 
و همکاران مشاهده کردند که با افزایش توان فراصوت از 100 
به 250 وات، بازده ملانین از 54 به 85 میلى گرم به ازاى 100 

افزایش بازده استخراج با استفاده از  گرم افزایش یافت [34]. 
زایى) صوتى  کاویتاسیون (حفره  اثر  به  فراصوت، عمدتا  امواج 
ایجاد شده در حلال با عبور امواج فراصوت نسبت داده مى شود 
پیدا  افزایش  فراصوت،  توان  افزایش  با  امواج  این  اثر  و شدت 
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میزان  شرایط  این  تحت  و  شد  پیش بینى   9/99  ml/g جامد 
کلروفیل کل پیش بینى شده 650/50 میلى گرم به ازاى 100 
گرم ماده خشک به دست آمد. ارزش مدل با انجام آزمون تحت 
شرایط بهینه مورد ارزیابى قرار گرفت و بازده 680/5 میلى گرم 
به ازاى 100 گرم ماده خشک به دست آمد. بنابراین تنها انحراف 
آزمون و مقادیر پیش بینى شده  4/42 درصدى بین داده هاى 

وجود داشت و مدل با قدرت پیش بینى 95/48% تایید شد.

بازده  بر  متداول  و  فراصوت  روش  تاثیر  3-3-مقایسه 
استخراج کلروفیل

دماى استخراج  بهترین شرایط  که مشاهده شد،  همان طور 
C˚ 30/2، شدت توان 100%، زمان 9/83 دقیقه و نسبت حلال 
به ماده جامد ml/g 9/99 بود. بنابراین، این شرایط براى مقایسه 
با روش استخراج متداول (به عنوان نمونه کنترل) انتخاب شد. 
شرایط استخراج کنترل مشابه روش فراصوت بود با این تفاوت 
که امواج فراصوت اعمال نشد. براى این که دماى نمونه کنترل 
به C˚ 30 برسد، دماى آب سیرکولاتور C˚35 تنظیم گردید. 
مطابق شکل (2)، نتایج حاکى از آن بود که روش فراصوت در 
دماى 30 درجه نسبت به روش متداول، بازده کلروفیل را به طور 
معنى دارى (p<0/05) افزایش داد. بازده استخراج کلروفیل با 
استفاده از روش متداول 495/65 میلى گرم به ازاى 100 گرم 
ماده خشک بود که طى روش فراصوت به 680/5 میلى گرم به 
ازاى 100 گرم ماده خشک افزایش یافت. سیواکومار و همکاران 
افزایش  موجب  فراصوت  روش  از  استفاده  که  کردند  مشاهده 
رنگدانه چغندر  بازده استخراج  80%) در  (حدود  قابل توجهى 
در مقایسه با روش متداول شد [38]. نتایج هى و همکاران نیز 
حاکى از آن بود که بازده استخراج فنول و آنتوسیانین کل از 
زغال اخته با استفاده از روش فراصوت به طور معنى دارى بیش تر 
از روش متداول بود. میزان آنتوسیانین و فنول کل استخراجى 
طى روش فراصوت به ترتیب 2/5 و 3/2 برابر بیش تر از روش 
متداول بود. استخراج بیش تر ترکیبات طى روش فراصوت، به 
نفوذ  تشدید  به  منجر  که  مى شود  داده  فراصوت نسبت  امواج 
حلال به نمونه مى شود و سرعت انتقال جرم ترکیبات به حلال را 
افزایش مى دهد. علاوه براین، فرایند فراصوت با شکستن دیواره 
سلولى گیاه، منجر به انتقال ترکیبات به حلال مى شود [39].

اثر مکانیکى اعمال مى کند و  مى کند. فراصوت هم چنین یک 
سطح تماس بین فاز جامد و مایع را افزایش مى دهد و در نهایت 

موجب نفوذ بیش تر حلال به بافت نمونه مى شود [35].
 (+44/32) مثبت  ضریب  بزرگ ترین   ،(1) معادله  مطابق 
مربوط به نسبت حلال به ماده جامد بود و بنابراین مهمترین 
است.  بوده  کلروفیل  بازده  دهنده  افزایش  و  معنى دار  عامل 
بنابراین، همان طور که در شکل (2) (c و d) مشاهده مى شود 
افزایش  بازده کلروفیل  به ماده جامد،  افزایش نسبت حلال  با 
قابل توجهى پیدا کرده است. علت این امر را مى توان افزایش 
نفوذ حلال آلى به ماتریس سلول هاى گیاهى و درنتیجه افزایش 
انحلال پذیرى و استخراج ترکیب رنگى دانست [36]. یلمه و 
همکاران مشاهده کردند که با افزایش نسبت دانه آناتو به حلال 
طى استخراج با روش فراصوت، ابتدا میزان بازده استخراج رنگ 
بازده  به علت اشباع شدن حلال،  یافت و سپس  افزایش  آناتو 

کاهش یافت [29].
نداشت.  استخراج  بازده  بر  معنى دارى  تاثیر  استخراج  زمان 
استخراج  زمان  که  کردند  مشاهده  نیز  همکاران  و  واسموند 
و  [37]. کنگ  نداشت  استخراج کلروفیل  بازده  بر  تاثیرى  در 
همکاران مشاهده کردند که در یک دماى مشخص، با افزایش 
زمان فرایند فراصوت از 2 تا 79 دقیقه، بازده کلروفیل افزایش 
یافت و در زمان 79 دقیقه به اوج رسید ولى بعد از آن کاهش 
و  اکسیداسیون  طولانى،  زمان  و  بالا  دماهاى  در  زیرا  یافت 
بازده  کاهش  موجب  و  مى پذیرد  صورت  کلروفیل  تخریب 

مى شود [23]. 
سبزى شاخص  پیش بینى  براى  که  مدل هایى  میان  از 
(a* Value) استفاده شده بود، تنها مدلِ خطى، معنى دار بود 
اما میزان ضریب تبیین نسبتا کم بود (R2 =0/78) که حاکى از  

کیفیت پایین مدل براى پیش بینى است. 

3-2-شرایط بهینه استخراج جهت بیشینه سازى بازده 
کلروفیل و ارزیابى شرایط بهینه

براساس نتایج مذکور، شرایط بهینه متغیرهاى آزمون براى 
 Design Expert 7 استخراج کلروفیل از شاتوت با استفاده از نرم افزار
 ،30/2 ˚C پیش بینى شد. راندمان بیشینه تحت شرایط دماى
شدت توان 100%، زمان 9/83 دقیقه و نسبت حلال به ماده 
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از مزایاى روش فراصوت نسبت به روش هاى متداول استخراج، 
که  وجود  این  با  است  حفره زایى  با  استخراج  بازدهى  افزایش 
به  حساس  ترکیبات  استخراج  و  فرایند  دماى  کاهش  امکان 
 .[40] مى باشد  نیز کوتاه تر  فرایند  دارد و زمان  حرارت وجود 
از آن جایى که کلروفیل ترکیبى حساس (نسبت به حرارت، نور 
به  (یا  بازده استخراج  افزایش  و اکسیژن) مى باشد، مى توان با 
عبارت دیگر کاهش دما و زمان فرایند) با استفاده از فناورى هاى 
نوینى مانند فراصوت، موجب کاهش آسیب حرارتى به ترکیب 

زیست فعال شد.

4- نتیجه گیرى
نتایج بهینه سازى استخراج کلروفیل از شاتوت با استفاده از 

حلال  نسبت  افزایش  با  که  بود  آن  از  حاکى  فراصوت  روش 
به ماده جامد، بازده کلروفیل به طور معنى دارى افزایش یافت. 
افزایش شدت توان فراصوت نیز موجب افزایش بازده شد. دماى 
را  منفى  تاثیر  بیش ترین  و  شد  کلروفیل  تخریب  موجب  بالا 
دماى شرایط  تحت  کلروفیل  بیشینه  بازده  داشت.  بازده  بر 

C˚ 30/2، شدت توان 100%، زمان 9/83 دقیقه و نسبت حلال 
به ماده جامد 9/99 (میلى لیتر بر گرم) پیش بینى شد و تحت 
ازاى  به  (میلى گرم   680/50 کل  کلروفیل  میزان  شرایط  این 
دو روش  نتایج  مقایسه  آمد.  به دست  ماده خشک)  100 گرم 
به طور  فراصوت  فراصوت و متداول حاکى از آن بود که روش 
قابل توجهى موجب افزایش بازده استخراج شد و این مساله از 

نظر اقتصادى بسیار مقرون به صرفه است.
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